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RESUMEN

La industria azucarera de Guatemala, es el segundo exportador més grande de
América Latina y el quinto a nivel mundial, con el objetivo de aumentar la eficiencia de
la extraccion de azlcar se busca establecer, al utilizar el método de la resazurina un
sistema que permita estimar rapidamente y con exactitud, la actividad microbiana. La
resazurina es un indicador redox de la actividad microbiana, en solucién acuosa azul, vira
a resorrufina y luego dehidrorresorrufina, incoloro. Este indicador microbiologico ha

sido utilizado en la industria lactea y en la industria azucarera cubana.

El objetivo principal de este trabajo es realizar una implementacion inicial del
sistema de monitoreo de cafia en jugos circulantes, incluyendo la opcion de sustituir los
tubos de vidrio por viales de polipropileno, y la realizacién de prueba de Resazurina al

tomar muestras cada hora.

A partir de los datos recolectados y los anélisis realizados se concluyé que el pH
y la concentracién de sacarosa en la prueba de resazurina no influye en la respuesta de
este, asimismo mediante las pruebas con viales y tubos, se determiné que con los viales
de polipropileno se obtienen resultados que no difieren de los realizados en tubos de
vidrio por lo que pueden implementarse en la industria. Asimismo se determind que en el

Tandem B del Ingenio Pantaledn, los coeficientes microbiolégicos son mayores que en el
Tandem A.



I. INTRODUCCION

La agroindustria azucarera guatemalteca es el segundo exportador mas grande de
América Latina y el quinto a nivel mundial, siendo de gran importancia en la economfa
guatemalteca y el segundo sector econdmico que més divisas genera, cuyos ingresos
representan alrededor del 3% del PIB. En bisqueda de aumentar el rendimiento de la
obtencioén del azicar, se han realizado diversos avances desde su establecimiento, entre
las que se incluyen un estricto control de los parametros de operacion, de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologias de los productos y subproductos de la

fabrica.

La cosecha de la cafia de aziicar se caracteriza por ser un proceso que se lleva a
cabo en forma estacional. Durante la zafra, la produccion de azicar se realiza de forma
continua, dindmica y sin paros, por lo que es indispensable la aplicacién de sistemas de
control y andlisis que proporcionen resultados rapidos mediante métodos faciles y de bajo

costo y que permitan tomar decisiones operativas.

Un pardmetro de control importante en la produccién de azhcar es el control
microbiolégico, ya que el jugo de cafia es un medio ideal para el desarrollo de
microorganismos, debido a las caracteristicas nutrientes del jugo y la presencia de
microorganismos en la cafia entrante al ingenio. Inicialmente los métodos aplicados de
control microbioldgico han consistido en recuentos microbiolégicos y la determinacion
de concentracién de dextrana, que no son muy efectivos debido a que solo se realizan una
vez al dia, por su alto costo y complejidad, y los resultados se obtienen 24 horas después,
por lo que si la materia prima o el jugo tienen una carga microbioldgica alta, causan
pérdidas de sacarosa y disminuyen el rendimiento en el proceso de fabricacién antes de

ser evidenciados por los analisis.

Actualmente se estd introduciendo un sistema de control microbioldgico

sustentado en el Test de la Resazurina, que consiste en un indicador redox, para el cual
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existe una correlacion entre el tiempo de decoloracion del mismo al entrar en contacto

con una muestra de jugo de cafla y la actividad microbiologica presente. En trabajos
realizados durante los tltimos dos afios se ha mejorado ostensiblemente las condiciones
del analisis en aras de satisfacer la necesidad de la industria. Entre los cambios estan la
disminucion del tiempo de respuesta por cambios en la proporcion de los reactivos y la
eliminacion del aire, asi como la validacién de los viales polipropilenos como contenedor
de la reaccion, lo que permitiria su introduccion en la practica industrial, como kit de

analisis.

Sin embargo, la eficiencia de la técnica aun puede ser mejorada, disminuyendo el
tiempo de viraje total de la resazurina, y disefiando procedimientos para su puesta en

practica.

Este trabajo realizé una implementacion inicial del sistema de monitoreo de cafia
y jugos circulantes y la variante de usar tubos de polipropileno en sustitucion de los tubos
de vidrio, asimismo se realizaron pruebas preliminares para determinar la influencia del

pH y la concentracion de sacarosa en el tiempo de respuesta del test.

Entre los resultados del estudio se encuentra el desarrollo de correlaciones para
las tres variantes de observacion del Test, lo que permite utilizar cualquiera de los dos
cambios como medidas presuntivas de la actividad microbiana en las muestras en menor
tiempo. La relacion entre las variantes de observacion no habia sido analizada en los
estudios anteriores, por lo que se considera este resultado como el mayor aporte de esta

investigacion.



II. ANTECEDENTES

A.  AZUCAR

Azicar es el nombre vulgar del disacarido sacarosa. Con el fin de establecer
patrones de identidad para los alimentos, la Administracién de Alimentos vy
Medicamentos de los Estados Unidos ha definido el término azlcar como “azicar
refinado (sacarosa)”. El azlicar refinado es una de las sustancias més puras entre todas las
producidas en gran volumen; es sacarosa aproximadamente de 99.9%. Sus origenes son el
azicar de cafia y el azicar de remolacha. Cuando estan bien refinados, los productos de

estos dos origenes son, para todo los fines précticos, idénticos en pureza y en caracteres
fisicos (Kirk, 1961).

Los azlcares se clasifican en reductores y no reductores. Todos los azlicares son
compuestos polihidroxilados que contienen un grupo de aldosa o un grupo de cetosa, o
son capaces de formar tal grupo por hidrélisis. Las aldosas y cetosas se llaman aziicares
reductores porque tiene poder reductor; y los otros son azicares no reductores. Las
soluciones de un azlcar reductor son mezclas de formas isémeras del azucar, y las
propiedades fisicas y quimicas de la solucién dependen de la formacion de un equilibrio.
Los azlcares no reductores sélo existen en una forma; por consecuencia, sus soluciones
son estables. La glucosa, la fructuosa, la lactosa y la maltosa son Azlcares reductores; la

sacarosa no es reductora (Kirk, 1961).

1. Sacarosa. La sacarosa, disacérido no reductor, se hidroliza en solucion dcida o
por la accion de enzimas y forma cantidades equimoleculares de D-glucosa (dextrosa) y D-
fructuosa (levulosa) La rotacién optica de una solucion de sacarosa cambia desde un wvalor
positivo a valor negativo por la hidrélisis( inversién del azucar), y de ahi que la mezcla de D-

glucosa y D-fructuosa se llame azlcar invertido. (Kirk, Othmer, 1961).

La sacarosa tiene dos propiedades quimicas predominantes: No es reductora y se

hidroliza rapidamente (Kirk, 1961).



B.  PROCESO DE PRODUCCION DE AZUCAR

1. La cosecha de la cafia de azucar es estacionaria, zafra. En Guatemala se inicia
a mediados de noviembre y termina a finales de abril, el cultivo es cosechado a los 12
meses de edad cuando alcanza la mayor concentracion de azucar. Se realizan dos tipos de

corte el manual y el mecanizado, este Gltimo proporciona un producto de inferior calidad

(Porta, 1955).

2. La cafia se transporta, desde el campo hasta la fabrica en vagones tirados por
tractores que se descargan mediante gria hilo en las mesas de cafia, se realiza una
alimentacion uniforme a las picadoras que cortan y desfibran la cafia con el fin de
alimentar eficientemente de cafia a los molinos. La cafia al pasar por el primer molino,
después de haber sido preparada por las picadoras, pierde de 70 a 80% de su peso en jugo
(Porta, 1955).

3. En la extraccion, se lava el bagazo con agua o jugo pobre en sacarosa, llamada
agua de imhibicion, esto se hace al salir de cada molino para diluir la sacarosa que aun
esta contenida en el bagazo y asi aumentar la extraccion para alcanzar mas del 85% del

azucar que contenia la cafia (Porta, 1955).

4. La sulfitacion, se emplea para eliminarle el color al azucar, mediante el
contacto del jugo con Didxido de Azufre, el cual se aplica al jugo y/o a la meladura, bien

sea en frio o en caliente (Porta, 1955).

5. La clarificacion, es empleada para eliminar la maxima cantidad de impurezas
que posee el jugo. Para efectuarla se necesitan tres factores: cal, calor y sedimentacion-

decantacion (Porta, 1955).

Inicialmente se realiza la alcalizacion, que consiste en la adicion de lechada de cal
al jugo, con el proposito de establecer un pH alrededor de 7.0 y evitar que la sacarosa se
convierta en miel. Luego se efectiia un calentamiento que ayuda a la clarificacion del

jugo, alcanzando una temperatura entre 98 °C y 103 °C. Finalmente se clarifica el jugo,



separando el precipitado del guarapo y extrayendo continuamente el jugo claro y la

cachaza para filtrar. El jugo claro posee 85% de agua y 15% de sélidos (Porta, 1955).

6. La evaporacion, elimina el agua para alcanzar una meladura cuya composicién
oscile alrededor de 58 -62 % de s6lidos. Para este proceso se emplea un evaporador de

multiple efecto (Porta, 1955).

7. La clarificacion de meladura se realiza por flotacion, utilizando agentes
quimicos-fisicos, aireacién y aumento de la temperatura para eliminar al méaximo las

impurezas que no fueron sedimentadas en la clarificacion del jugo (Porta, 1955).

8. La cristalizacion, es la produccion y desarrollo de cristales a partir de meladura
y/o mieles que se alimentan a un tacho. Durante la cristalizacién se alimentan los tachos

con los cristales que serviran de focos para el depésito de la sacarosa (Porta, 1955).

9. En la centrifugacion, se separan los cristales que contiene la masa cocida de las
mieles o siropes que los rodean. Las centrifugas trabajan a altas velocidades y poseen
varios ciclos, dependiendo del azicar que estén purgando, estos ciclos incluyen lavados
con agua y/o vapor en intervalos de tiempo determinados. El azdcar alli separado puede
ser ya el producto final o por el contrario puede devolverse al proceso como semilla o

foco de un grano de aziicar mas grande (Porta, 1955).

C. CONTROL

La industria azucarera fue una de las primeras que adoptaron el control
sistematico de las operaciones por medio de ensayos quimicos y fisicos. Las refinerias de
azlicar de cafia pagan invariablemente su producto crudo a base de peso y polarizacion.
En algunos paises, el contenido de aziicar de la cafia es un factor en la fijacion de su
precio. En la manufactura del azicar de cafia crudo, tanto como en la refinacién y en las
fabricas de remolacha, es necesario determinar exactamente la pérdida de sacarosa o,

inversamente, el rendimiento en la produccién de azucar en un tiempo dado. En las



refinerfas de azlicar de cafia se lleva también cuenta de los componentes no sacarinos a la
entrada y a la salida, los cuales son azlcar invertido, agua, insolubles, cenizas solubles y

sustancias organicas no sacarinas (Kirk, 1961).

En las tres ramas de la industria azucarera, cada etapa del proceso v la calidad, de
los productos se controlan mediante ensayos fisicos y quimicos; unos se hacen en el

laboratorio de la fédbrica y otros en diversos lugares del curso de fabricacion

Parte del control de la actividad microbioldgica consiste en hacer que ninglin
material diluido permanezca por més tiempo del necesario a temperatura inferior a 70°C.
Si la temperatura desciende mucho por debajo de ésta, la solucién puede fermentar

rapidamente con destruccién de la sacarosa (Kirk, 1961).

D. ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA EN EL PROCESO AZUCARERO

La industria azucarera de cafia presenta un material de cualidades idéneas para el
desarrollo de la actividad microbiana, que es el jugo de cafia. En su composicién se
encuentran sustancias que pueden ser utilizadas por los microorganismos como
nutrientes, fundamentalmente aziicares y compuestos nitrogenados, a los que se unen

vitaminas y otras sustancias (Hernandez, 1987).

El jugo esta compuesto por agua, entre un 70 y un 80% y solidos; de estos entre el
12y el 20% aproximadamente son solubles e incluyen en una proporcion muy alta los
Azucares, fundamentalmente la sacarosa, que puede constituir mas del 90% de los s6lidos
solubles del jugo si la cafia estd madura, y ademas, glucosa y fructosa en bajas
proporciones (de 2 a 4 %). A estos componentes se afaden otros no azlcares,
generalmente en suspension, como las materias céreas, no-azicares proteinicos,
pentosanas de naturaleza organica y distintos componentes inorganicos como MgO,

Fe, 03, Al,O3, P,0s, SiO,, cenizas insolubles en HCI y fibra (Hernandez, 1987).

Por tanto, la composicion del jugo lo hace apto para la actividad microbiana. Su

pH, que oscila entre 5.0 y 5.2, es apropiado para la actividad de su biota caracteristica, y



la temperatura, tanto en el campo de cafia como en la fabrica, es la adecuada para el
desarrollo de microorganismos meséfilos. Sélo en algunos estadios del proceso la
temperatura puede inhibir la actividad microbiana. En un medio con tan buenas
condiciones, los microorganismos que integran la biota de los jugos crecen rapidainente
en éstos. Para ello utilizan la sacarosa contenida en el jugo para obtener energia para sus
procesos vitales y excretan a éste productos metabélicos por ellos elaborados. La

actividad microbiana en los jugos se traduce en dos tipos de acciones: (Hernandez, 1987).
1. Pérdida de sacarosa, que es la sustancia a recuperar en la fabrica,

2. Incorporacién al jugo de sustancias metabélicas, ajenas a su composicién, que
alteran sus cualidades para el procesamiento. Entre estas sustancias se encuentran

fundamentalmente los polisacaridos, conocidos como gomas, y los acidos organicos.

Las acciones de los microorganismos sobre los jugos de cafia comienzan tan
pronto como existan las condiciones para que los microorganismos entren en contacto
con el jugo es decir, desde que la cafia es cortada o aun antes si estd dafiada por plagas o
roedores, y se prolongan con gran fuerza en la etapa de extraccion del Jugo, cuando las

condiciones higiénicas del tindem no son adecuadas (Hemnandez, 1987).

Se han encontrado microorganismos vivos en la cafia a los diez minutos de
quemado el campo, lo que demuestra que esta operacién no elimina los microorganismos
del tallo. Se sabe que la contaminacién por L. mesenteroides puede avanzar a razén de

doce pulgadas por hora en el interior del tallo (Hernandez, 1987).

El calentamiento de los jugos durante la alcalizacion ¥ Su posterior evaporacion y
concentracion minimizan las acciones microbianas en las etapas intermedias del proceso,
las que vuelven a tener significacion en el producto final, por la contaminacién externa
del azlicar crudo por microorganismos provenientes del aire ambiental, del agua de
lavado en las centrifugas, del contacto con los equipos, etc. Sin embargo, esta

contaminacion solo puede tener repercusion si se propician las condiciones para el



crecimiento de los microorganismos, asi incorporados al azicar, gracias a la dilucion de
la pelicula de miel que rodea el cristal, por efecto de una alta humedad en la atmosfera
que la rodea o por un exceso de humedad debids a un lavado excesivo en las centrifugas
(Hernandez, 1987).

Cuando la cafia llega a la fabrica de azucar, viene acompafiada de una variada
biota, la cual es mayor en altas temperaturas, y abundantes radiaciones solares, esta vive
sobre el tallo de la planta y es propia de ella. La biota es diferente en las distintas partes
de la planta durante su ciclo evolutivo, la de la cafia cortada y la de sus jugos extraidos en
el central. En las hojas se encuentran bacterias, hongos y levaduras, entre ellos
Lactobacillus, Bacterium, Xantomas, Aerobacter y Corinebacterium. En los tallos

predominaba el A.aerogenes (Hernandez, 1987).

Una vez la cafla es cortada, la superficie expuesta por el corte es la via de entrada
de los microorganismos al torrente de jugo; obviamente, cuanto mayor sea el numero de
cortes, mayor sera la posibilidad de invasion de los jugos, de aqui la incidencia del

troceado de la cafia (Hernandez, 1987).

E. RESAZURINA

Con base en lo expuesto anteriormente surgi¢ la busqueda de indicadores de
contaminacion para el jugo de cala, tales indicadores debian cumplir con ser confiables,
de respuesta rapida, asi como tener una facilidad para su ejecucion; un método que

cumple con estas caracteristicas es la prueba de la resazurina.

1. Antecedentes del uso de la resazurina. En el mercado de los lacteos la leche se
clasifica regularmente por el contenido bacteriano. El procedimiento empleado y la
frecuencia (semanal o quincenal) para determinar el nimero de bacterias son prescritos
por las autoridades publicas sanitarias. Existe el método del recuento en placa normal, el

examen microscopico directo, la prueba del azul de metileno (tiempo necesario para
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reducir el azul de metileno a la forma leuco) y la prueba de la resazurina: ésta es menos

usual que las anteriores (Kirk, 1961).

La evaluacion de la calidad de la leche se puede llevar a cabo aplicando
pruebas de reduccién. Se utilizan con este fin colorantes como el azul de metileno o la
resazurina, que se decoloran a una velocidad proporcional a la actividad de las reductasas

bacterianas (Beerens, 1990).

2. Reduccion de la resazurina, El principio en el que se basa esta prueba es el
siguiente: cuando se afiade una pequeiia cantidad de resazurina a la leche y la mezcla se
incuba a 37°C, se produce una decoloracion debida al metabolismo bacteriano: la
velocidad a la que se produce el cambio de color es directamente proporcional al nimero
de gérmenes presentes. En realidad, los factores que intervienen son méas complicados. La
mayor parte de los microorganismos cuando se multiplican son capaces de modificar el
potencial de oxido-reduccion de la leche lo suficiente como para transformar la
resazurina en su derivado incoloro, pero lo hacen de forma sensiblemente diferente segun

sus caracteristicas (Beerens, 1990).

La reduccion pasa por una serie de etapas intermedias caracterizadas por
diferentes coloraciones: azul, violeta, malva, rosa-violeta, malva-rosa y rosa hasta la
transformacion de la resazurina en resorufina; en este momento la reaccion es irreversible
por accion del oxigeno. La reduccion continua con una ultima modificacion que implica
una decoloracion completa; la resorufina se transforma en dihidro-resorufina incolora,

que por accion del oxigeno atmosférico vuelve a tomar color rosa (Beerens, 1990).

El test de la resazurina permite valorar Ja cantidad de bacterias presentes en la
leche porque el tiempo necesario para la decoloracion depende directamente del numero
y actividad metabolica de los microorganismos. Sin embargo, también reducen el
colorante de las células, sobre todos los leucocitos eventualmente presentes en el

producto (Beerens, 1990).



Para la correcta interpretacion de los resultados se debe utiliza un disco
comparador «LOVIBOND», provisto de patrones de distintos colores que corresponde,
tras un tiempo determinado, a una calidad definida de la leche. Asi, después de una hora
de incubacion a 37°C, las coloraciones azul, violeta o malva , corresponden a leches de
calidad satisfactoria; los colores rosa-violeta, malva-rosa y rosa, a productos mediocres y

una decoloracion total indica una leche de calidad muy insuficiente (Beerens, 1990).

Como indicador de actividad microbiana se puede utilizar el método de la
resazurina, utilizado en el control microbioldgico de la leche, el cual fue adaptado al de

Jugos de cafla (Beerens, 1990).

La resazurina o diazoresorcinol es un indicador de redox, que en solucién acuosa
es azul por transparencia. Por accién de los hidrégenos transportados por las
deshidrogenadas producidas por los microorganismos, este indicador puede pasar a
resorrufina (rosado) y dehidrorresorrufina (incoloro) sucesivamente. El tiempo total de

decoloracion se presenta como una funcién de la actividad microbiana.

Figura 1

Reaccion de Oxido-reduccién de la resazurina
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3. Variante recomendada de la prueba de la resazurina en muestras de jugo de
cafia . Durante el pasado afio en la Universidad del Valle de Guatemala, Wyss realizo
pruebas de cuatro variaciones del método de la resazurina, éstas consistian en dos

proporciones diferentes de resazurina, 67% y 90% en tubos de ensayo con presencia y sin

presencia de aire.

10
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Wyss obtuvo que la prueba con menor tiempo de viraje es la de 67% de

resazurina sin aire, debido a que contiene una mayor proporcion de jugo de cafia y el aire

afecta la reaccion redox de la resazurina, desacelerando por lo tanto el proceso.

Por lo que recomendo la aplicacion de la variante de 67% de resazurina sin aire y
propuso la implementacion de esta como un estandar en la en la aplicacion del test de la
resazurina en un ingenio azucarero de Guatemala, el procedimiento se encuentra en la

seccion de Apéndice.

4. Interpretacion de los resultados para prueba optimizada. Conjuntamente al
estudio realizado por Wyss y con el objetivo de facilitar el manejo de los resultados

proporcionados por el tiempo de respuesta del test, Valle introdujo el Coeficiente Microbiologico
(CM).

wn
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I

Donde:
-1 = Coeficiente microbiolégico del jugo de cafia

s = Tiempo de viraje para la prueba de resazurina en horas

Basado en esa variable, Valle desarrollé una escala de valoracion que facilita la

interpretacion de los resultados, compuesta por cuatro intervalos con su respectivo color,

Cuadro 1.
Valoraciones dadas al CM por su valor numérico
CM Valoracién del resultado
Menor a 1.5 Bueno
.5 a2 Aceptable
2a3 Malo
Mayora3 : ~ Critico




Valle implementé el control sistematico del Tandem del Ingenio Santa Ana,
utilizando la escala de valoracion y concluyé que el mayor porcentaje de la cafia de
cosecha posee valores de CM aceptables, ademas observé que el tindem A muele la cafia
de patio siendo los valores de CM para ese tandem generalmente mayores que los del

tandem B, estos jugos de mejor calidad presentan incrementos microbioldgicos mayores.

5. Kit para la prueba de resazurina en la industria azucarera. En forma paralela
al estudio anteriormente mencionado, Sosa disefi6 un kit de la prueba resazurina, con el
objetivo de simplificar el procedimiento, disminuir el tiempo de analisis, eliminar la
preparacion de soluciones en los laboratorios y el personal, e introducir el sistema en la

préctica fabril.

Sosa considerd la variacion de tres aspectos a la prueba de resazurina, el
material de los tubos de ensayo, la proporcion de volumen de resazurina/muestra y la
temperatura. Durante las pruebas utilizo proporciones de resazurina de 60%, 50% y 40%,
a temperaturas de 37°C, 32°C y 27.5°C y temperatura ambiente entre 22°C a 24.7°C,

todas las pruebas las realiz6 simultaneamente en tubos d polipropileno y de vidrio.

El Kit propuesto por Sosa para la prueba de resazurina en un ingenio
azucarero consiste en viales de polipropileno transparentes de 1.5 mL utilizando una
proporcion en volumen de 60% solucién de resazurina 10 ppm 40% muestra, a la
temperatura del punto critico si ésta es mayor a 27°C y observar el avance dec la reduccion

de la resazurina cada media hora.
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II1. JUSTIFICACION

La industria azucarera es el segundo sector econémico que més divisas genera en
Guatemala y provee empleos directos e indirectos a 300 mil personas. Esta industria esté
conformada por 13 ingenios los cuales representan alrededor del 3% del PIB nacional y
contribuyen al desarrollo de medio centenar de municipios, por lo que constituye un

factor determinante para el progreso de Guatemala

Con el objetivo de mejorar el rendimiento de la extraccion de aztcar a partir de la
cafia se han implementado diversos sistemas de control, logrando mejorar la eficiencia
del proceso, sin embargo es necesario mejorar el control de microorganismos. La
optimizacion de éste implica el establecimiento de monitoreos adecuados. que permitan

estimar en menor tiempo y con exactitud la actividad microbiana.

La cosecha de la cafla de aziicar se caracteriza por ser un proceso que se realiza en
forma estacional. Durante la zafra, la produccién de azicar se realiza de forma continua,
dinamica y sin interrupciones, por lo que es indispensable la aplicacion de métodos que
proporcionen resultados mas rapidamente en relacion a los existentes, faciles y de bajo

costo para la cuantificacion de la microbiota en el jugo de cafia.

Recientemente se ha estudiado y validado mejoras al Test de Resazurina como un

procedimiento para el control microbioldgico en el jugo de cafia.
Aln con la implementacién de este nuevo procedimiento de control microbiano,

se debe disminuir el tiempo del Test de Resazurina, ya que la mejora continua es

actualmente un pilar de la practica industrial.

13



IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Optimizar el Test de la Resazurina y probar experimentalmente un

monitoreo basado en el mismo en condiciones fabriles.

B.  Objetivos especificos

s

Estudiar la influencia del pH de la solucién de resazurina en el
resultado del test.

Estudiar la influencia de concentraciones de sacarosa equivalentes a las
del jugo en el resultado del test.

Probar en condiciones fabriles y de implementacion del sistema el uso
de viales polipropileno en sustitucién de los tubos de vidrio de
referencia.

Determinar la correlacion entre las observaciones de primer cambio y
cambio a rosado con el tiempo de decoloracién total.

Desarrollar experimentalmente un monitoreo basado en el Test de la
Resazurina de forma sistemética y evaluar la informacién que se puede
obtener y su posible uso como herramienta en el control

microbioldgico.
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V. HIPOTESIS

A. No influyen el pH y sacarosa en la prueba de resazurina.

B. Las mediciones de primer cambio observado y cambio a rosa se correlacionan

contra el tiempo total y se pueden usar como resultado preliminar.

15



VI. RESULTADOS

A. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL PH Y
CONCENTRACION DE SACAROSA EN LOS RESULTADOS DEL TEST
DE LA RESAZURINA
En los cuadros 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos con diferentes
muestras para el tiempo de respuesta en el Test de la Resazurina, para pH de 5.5, 6.0, y
7.0 y con concentracién de sacarosa de 12% P/V similar a la de los jugos, en tubos y
viales. Se observa que no hubo variacién alguna en ninguna muestra ni variante

estudiada, obteniéndose siempre los mismos tiempos.

Grafica |
Influencia del pH en la solucién de resarzurina en el tiempo
de respuesta del test en tubos
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Grafica 2
Influencia del pH en la solucién de resazurina
en el tiempo de respuesta del Test en viales
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Grafica 3
Influencia de sacarosa en la solucién de resazurina en
el tiempo de respuesta del Test en tubos
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PRUEBAS COMPARATIVAS DEL TEST DE LA RESAZURINA ENTRE

Se comprobo que los resultados del Test de la Resazurina entre tubos y viales para

las tres variantes de observacién (primer cambio observado, cambio a rosa y decoloracion

total) tienen una correlacion lineal alta, a continuacién se presentas las ecuaciones y los

limites inferior y superior, antes o después de los cuales el error de observacion es

superior a 0.5 horas,

Cuadro 2.
Ecuaciones de correlacion lineal comparativas y limites superior e inferior para las
tres variantes de observacion del Test de la Resazurina entre tubos y viales

Cambio'bsel'vado Ecuacién | Coeﬁcigqte ge Limit'e _Ll’mi‘te
: correlacion superior inferior
Primer cambio y =0.8307x + 0.2361 0.9345 0.0 4.4
Cambio a rosa y=0.5199x + 0.9556 0.9426 0.0 3.0
Cambio total y = 0.7628x +0.5822 0.9786 0.0 4.5

Donde:
X =
y —_—

tiempo del cambio observado en tubos

tiempo del cambio observado en viales



Limite superior e inferior: son los valores antes y después de los cuales el error

de la observacion es mayor a 0.5 horas (Limite practico establecido por el método)

Cuadro 3.
Aplicacion de la prueba t para muestras suponiendo varianzas desiguales.

Cambio observado E T critica Resultado
Primer cambio -0.0633 2.3060 Existe una diferencia significativa
Cambio a rosa 0.0116 2.2622 Existe una diferencia significativa
Cambio total 0.2149 2.2622 Existe una diferencia signifi cativa |
Grafica 5

Correlacion entre el tiempo del primer cambio en viales
en comparacion con el tiempo del primer cambio en tubos
de la prueba de resazurina
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Gréfica 6
Correlacién entre el tiempo de cambio a rosa en viales en comparacion
con el tiempo de cambio a rosa en tubos de la prueba de resazurina

nn
2 0
5
5
<
kS non
=
c L
g Lineal tC ambies o Keevan
Z
= 1.00 A e - enia gy,
8 1

an0
=

00

€100 fn L.00 150 a0 250 3o 10

Themp e cambin avosi o hos pan a prored e resaza ina ()

Grafica 7

Correlacién entre el tiempo de cambio total en viales en comparacion con el tiempo
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C. PRUEBAS COMPARATIVAS DE TIEMPO ENTRE VARIANTES EN EL
CAMBIO OBSERVADO PARA TUBOS Y VIALES

A continuacion se muestran los resultados comparativos de tiempos con respecto
al inicio tomando como variable independiente y referencia al tiempo de decoloracion
final. En la curva de regresion se obtuvieron coeficientes de correlacion superiores a 0.9,

excepto para el segundo cambio en los viales

Cuadro 4.
Ecuaciones de correlacion lineal comparativas y limites superior e inferior para las
pruebas comparativas de tiempo entre variantes en el cambio observado para tubos

' Cambio Gkl Coeliclentedefl 1 inite” | Limite

; Ecuacion correlacionde | . ., ;
observado s : inferior | superior
: Pearson
Primer cambio y =0.1431x + 0.3465 0.9271 ].i5 4.5
Cambio a rosado y =0.4214x +0.4524 0.9739 1.5 4.5
Donde:
X = tiempo de decoloracién final en tubos
Y = tiempo del primer cambio o cambio a rosa, respectivamente en tubos

Limite superior e inferior: son los valores antes y después de los cuales el error

de la observacion es mayor a 0.5 horas (Limite practico establecido por el método)

Cuadro 5.
Aplicacion de la prueba t para muestras suponiendo varianzas desiguales.
. Cambio R A b
Ol i - T critica .+ Resultado
Primero 5.4381 2.5706 Existe diferencia significativa
Segundo 2.9103 2.3646 Existe diferencia significativa
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Correlacién entre los tiempos de cambios de Ia prueba de la resazurina en comparacién con
el tiempo de cambio total de viraje en tubos
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Grafica 8

Cuadro 6.

Ecuaciones de correlacién lineal comparativas y limites superior e inferior
para las prucbas comparativas de tiempo entre variantes
en el cambio observado para viales

Coeficiente de Liifte | it
Cambio observado Ecuacion correlacion de | ™ ;
inferior | superior
Primer cambio y =0.2242x + 0.0874 1.5 45
Cambio a rosado y=0.575x + 0.0054 1.5 4.5

Donde:
X
Y

Il

viales

Limite superior e inferior: son los valores antes y después de los cuales el error

de la observacion es mayor a 0.5 horas (Limite practico establ

Aplicacién de la prueba t para muestras su

tiempo de decoloracion final en viales
tiempo del primer cambio o cambio a rosa, respectivamente en

Cuadro 7.

ecido por el método)

poniendo varianzas desiguales.

Cambio Observado T T critica Resultado
Primero 4.9047 42812 Existe diferencia significativa
Segundo 2.4487 2.3060 Existe diferencia significativa
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Grafica 9
Correlacion entre los tiempos de viraje de la prueba de la resazurina en
comparacién con el tiempo total de viraje en viales
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D. IMPLEMENTACION PRELIMINAR DEL SISTEMA.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos al aplicar la parte
correspondiente al monitoreo con el Test de la Resazurina en caiia y jugos del tandem.
Con el objetivo de considerar las tendencias generales se considerd en cada caso los
valores promedios obtenidos y la proporcién de muestras en cada rango de la escala que

evalua los productos en buenos, aceptables, malos y criticos.

Cuadro 8.
Valores promedio para el coeficiente microbiolégico total, en cada punto de
muestreo para cada tandem vy total

Téandem |Primario | Diluido | Sulftado Alcalizado | Cosecha | Precosecha
A 1.39 1.57 0.94 1.39
B 1.64 1.76 0.97 1.38 2.15 1.83
Total 1.52 1.67 0.96 1.39
Cuadro 9.
Proporcién de muestras en la escala bueno, malo o aceptable para el tindem A
Tandem A
Estado
Primario | Diluido | Sulftado | Alcalizado Promedio
Bueno 75% 35% 05% 60% 66%
Aceptable| 20% 55% 5% 30% 28%

Malo 3% 10% 0% 5% 5%




Grafica 10
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Proporcién de muestras segiin la escala de calificacion en el Téndem A

Cuadro 10.
Proporcion de muestras en la escala bueno, malo o aceptable para el tindem B y
muestras de cosecha y precosecha

Tandem B
Estado : : Cosecha | Precosecha
Primario | Diluido |Sulfitado |Alcalizado | Promedio
Bueno 61% 22% 96% 61% 60% 33% 18%
Aceptable 17% 61% 0% 30% 27% 25% 55%
Malo 22% 17% 4% 4% 12% 42% 27%
Grafica 11

Proporcion de muestras en la escala de calificacion en el Téandem B




E. ANALISIS COMPARATIVO DE COSTOS PARA EL SISTEMA DEL
TEST DE RESAZURINA ENTRE LA PROPUESTA 1Y PROPUESTA 2

En este analisis se consideraron los gastos que representa la implementacion del
sistema del Test de Resazurina por zafra. El método consiste en muestrear 8 puntos
criticos cada hora y realizar el analisis en Kits, compuestos de viales de polipropileno de
1,SmL con solucion de resazurina 10ppm, este puede ser preparado en el ingenio
(Propuesta 1) o proporcionado por un laboratorio externo (Propuesta 2). El costo por
zafra de la Propuesta 1 es de Q93,889 24 y el de la propuesta 2 es de Q141,813.24, siendo

el costo de la propuesta 1 49% menor que el de la propuesta 2.
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VIIL. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo es realizar una implementacion inicial del
sistema de monitoreo de cafia en jugos circulantes, incluyendo la opcién de sustituir los
tubos de vidrio por viales de polipropileno, y la realizacion de pruebas preliminares para
determinar la influencia del pH o la concentracién de sacarosa en el tiempo de respuesta
del test. Asimismo se determinaron las correlaciones entre las tres variantes de
observacion del Test de la Resazurina, tema que no habia sido estudiado con anterioridad

y representa el resultado mas significativo de esta investigacion.

El procedimiento analitico para el Test de la Resazurina establece la observacion
cada 0.5 horas de los tubos con solucion reaccionante, debido a la distribucién prevista
del tiempo del analista que también debe tomar las muestras, aproximadamente 0.25 h,
decidir sobre las medidas operativas a tomar y hacer otros analisis complementarios. Por
lo anterior se considera este tiempo de 0.5 horas el limite de error propio del analisis, y
para la obtencidn de los resultados se trabajo con los valores promedios de los resultados

agrupados seglin niveles para el tiempo total, en intervalos de dicho rango (0.5 horas).

A. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL  PH Y

CONCENTRACION DE SACAROSA EN LOS RESULTADOS DEL TEST
DE LA RESAZURINA

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis de la no influencia de los valores
de pH, ni de la concentracion de sacarosa en los rangos estudiados (pH de 5.5 a 7.0 y
12% de sacarosa peso volumen) en los resultados del Test de la Resazurina por lo que se
puede aplicar indistintamente con resultados confiables para productos azucareros en esos

Tangos o que provoquen esos valores en la solucion reaccionante.

27



B. RESULTADOS COMPARATIVOS DEL TEST DE LA RESAZURINA
ENTRE CONTENEDORES

Con el objetivo de introducir el Test de la Resazurina usando viales de
polipropileno como practica usual en los ingenios, se realizaron pruebas utilizando la
misma muestra de jugo de cafia en viales y tubos para el primer cambio, el cambio a rosa
y el cambio final. La opcién del uso de viales polipropileno como contenedor de la
reaccién es al parecer una opcién muy prometedora en la futura implementacion del

sistema por varias razones:

* Permite que se distribuya en forma de kit, facilitando la gestion de una
empresa externa de servicios

* Ahorra tiempo y ocupacion a los laboratorio fabriles

* Hace posible su introduccion en la fabrica para que lo maneje el propio
operario por su sencillez y es permitido por las Buenas Précticas de
Manufactura en Alimentos que prohiben la introduccién de cualquier
contenedor de vidrio en las areas de produccion

* Ahorra reactivo

* Incluso la gerencia de control de calidad donde se llevd el muestreo y el

analisis para el presente trabajo ha solicitado esta variante

Este experimento constituye la primera prueba en condiciones reales para la
posible implantacion de los viales polipropilenos como contenedor para la prueba debido
a que el trabajo precedente, Sosa 2009, donde se probd por primera vez la variante
unicamente fue realizado con un limitado nimero de muestras que fueron conservadas

por congelacién desde la zafra hasta su utilizacién, lo que provoca variaciones en la

microbiota.

En esta primera experiencia se han encontrado algunas dificultades para la
observacién de los cambios de color en los tubos, lo que puede ser superado con la

experiencia adquirida por el analista. Asimismo se ha considerado la posibilidad de
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probar con viales diferentes a los usados en esta prueba, como podrian ser los elaborados

con materiales més transparentes o de tamafios ligeramente superiores.

Para determinar las ecuaciones de correlacion entre tubos y viales para cada
cambio de color se utilizaron tiempos promedios obtenidos a partir de los tiempos de las

muestras agrupados en rangos de 0.5 horas.

La grafica 5 se elabor¢ a partir de los valores promedios de los tiempos del primer
cambio observado en tubos y viales, utilizando los valores para tubos como variable
independiente y para viales como variable dependiente. En la Gréfica 5 se observa la
tendencia lineal de los datos, obteniendo la ecuacién y = 0.8307x + 0.2361 con un
coeficiente de correlacion de Pearson 0.9345. Las graficas 6 y 7 para los tiempos de
cambio a rosa y cambio total, respectivamente se realizo utilizando el mismo
procedimiento, obteniéndose la ecuacion y = 0.5199x + 0.9556 para el cambio a rosa y=
0.7628x +0.5822 para el cambio total y los coeficientes de Pearson 0.9426 y 0.9786 para
el cambio a rosa y el cambio total, respectivamente. Asimismo en el Cuadro | se presenta
el criterio de limite inferior y superior, este se interpreta como el limite en que los valores
de tiempo de cambio observado difieren més de 0.5 horas que es el error aceptado en el

test,

Los resultados de comparacion de los dos contenedores indican la posibilidad de
usar los viales de polipropileno en sustitucion de los tubos de cristal con todas las
ventajas antes mencionadas, ya que el indice de correlacion lineal es alto, los valores
obtenidos son 0.9345, 0.9426 y 0.9786 v el analisis estadistico para las tres variantes de
observacion establece que si existe una diferencia significativa entre los tiempos, para los
tres tipos de observacion basada en diferentes cambios vy las diferencias de tiempos de
resultado para dos de las variantes esta por debajo de las 0.5 horas, limite establecido de
error practico del test. Con la variante de observacion de primer cambio, se obtuvo el
menor indice de correlacién y al mismo tiempo la posibilidad de errores en tiempos
mayores a las 0.5 horas en los rangos comunes de resultados. Esto al parecer se debe a las

dificultades encontradas en la observacién de los cambios.
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C. PRUEBAS COMPARATIVAS DE TIEMPO ENTRE VARIANTES EN EL
CAMBIO OBSERVADO

La consideracion de tomar otras variantes para el tiempo de viraje se debe a la
necesidad de obtener resultados mas rapidos en orden a las decisiones operativas que se
aplicaran segun el sistema, de acuerdo a los resultados de las pruebas. La propuesta actual
no es sustituir el tiempo de reduccion total, sino tener una referencia en poco tiempo para

tomar decisiones y verificar con el resultado de tiempo de viraje total al final del analisis.

Los resultados obtenidos con altos valores en el indice de correlacion lineal tanto
para tubos como para viales entre las variantes indican que se puede usar estas
observaciones como presuntivas del tiempo de decoloracion total y tomar las medidas
operativas que se requieran en un tiempo minimo como es necesario para la industria,
mientras se deja que el analisis continie para obtener la validacién con el este ultimo

resultado.

Sobre la menor correlacion obtenida en la variante de cambio a color rosa con
viales, se puede aplicar lo mencionado anteriormente en la seccidén anterior sobre la
dificultad de las observaciones debido a la falta de experiencia y material y claridad de

los viales,

Usar esta variante de observacion representa para la fabrica obtener los resultados
en un tiempo menores a una hora y para las muestras criticas en aproximadamente 0.5
horas, tiempo en que se obtienen otros resultados quimico-analiticos del esquema de
control del analisis. Con esta variante se pueden tomar las medidas operativas que se
requieran, sobre todo cuando se estén procesando productos de alta actividad
microbioldgica. En el caso de la cafia de cosecha, como el laboratorio que analiza estd a
la entrada del ingenio, y la cafia que se analice se tardara un tiempo en llegar al tandem,
se podra aplicar las dosis de bactericidas necesarias cuando la cafia asi lo requiera. Para

completar este resultado serd necesario medir el tiempo medio que tarda en llegar al
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31
tandem la cafia, después de su muestreo en el laboratorio de entrada y elaborar los lazos

operativos necesarios para que el sistema funcione con €8as premisas.
D. IMPLEMENTACION PRELIMINAR DEL SISTEMA

1. Resultados en cafia de precosecha en comparacion con otras muestras.
Aunque este analisis solo se hizo para obtener datos preliminares sin que se tenga muy
conocido el tratamiento de la muestra, son sugestivos algunos resultados. Como era de
esperar el CM de cafia de cosecha fue superior al de precosecha, lo que confirma la
validez de la prueba y lo sefialado por diversos autores sobre el efecto de la quema y el
tratamiento posterior (troceado, tiempo prolongado de exposicion, recoleccion, carga y
transporte, etc) y de tomarse las muestras con rigor experimental esta informacion fuera

la referencia para la evaluacion de la cafia de cosecha.

Algo sorprendente fue la obtencion de un 27% de muestras cuyos resultados se
consideran malos, lo alienta a estudiar con mayor precision experimental este tipo de
cafia en el andlisis de materia prima ya que sus resultados pueden iluminar sobre otros,
explicarlos y establecer parametros de referencia, por lo que se recomienda este estudio
en fases posteriores de este tema. Igualmente sorprende que este tipo de cafia obtenga
valores superiores de CM que el jugo primario y otros jugos del tandem a lo que se aplica

el mismo analisis realizado arriba.

2. Resultados en caiia de cosecha Y comparacién con jugo primario. Es muy
ostensible la diferencia entre el resultado de CM obtenido en cafia de cosecha y en jugo
primario, mucho mas alto en cafia de cosecha, ya que ambos pueden considerarse como
representativos de la materia prima que entra la ingenio. En este caso, habria que hacer
dos hipotesis que no pudieron verificarse en este trabajo y que a continuacion se listan

con sus comentarios:
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* Diferencia de extraccién: es significativamente diferente en cuanto al
resultado de CM la extraccion en ambos puntos. En este caso habria que hacer
dos consideraciones:

" La prensa del laboratorio que extrae el jugo de la cafia de cosecha tiene mas
recuperacion para la estimacion de actividad microbiana que el molino del
tandem

" La prensa del laboratorio y el camino recorrido por la muestra favorece la
incorporacion de mas microorganismos y su actividad respectiva una

magnitud significativa con respecto a lo que trae la cafia y su masa

El estudio para responder estas interrogantes queda como recomendaciones de

este trabajo para los proximos en el tema.

3. Jugos circulantes. En los resultados obtenidos se observa el incremento de
CM de jugo primario a diluido, coincidiendo con la mayoria de los autores que hacen
referencia al tema, pero que en el ingenio estudiado es un indicador de que las medidas
que se toman actualmente para que no se incremente la actividad microbiana (limpieza
con agua caliente y adicion de bactericidas) no son suficientes, ya que el primer dia de
zafra que se tiene como referencia la diferencia de CM entre jugo primario y diluido fue

nula, sin adicién de bactericidas.

Esto coincide parcialmente con resultados obtenidos en este mismo ingenio por
De la Pefia y Balsells, 2009 en el sentido de que las dosis actuales de bactericidas, y

quizas el método, no estan incidiendo en la actividad microbiana.

Es notorio los resultados obtenidos en los jugos después de la salida del tandem
puesto que de esta area no se ha encontrado referencia en autores anteriores, excepto de
un trabajo muy reciente en el ingenio de referencia, cuando se realizaron conteos altos en
estos productos (de la Pefia y Balsells, 2009). Esto significa que esta area debe ser
estudiada mas profundamente, sobre todo por la disminucion de actividad que ocurre
durante la sulfitacion y el incremento después durante la alcalizacion, lo que indica que

hay condiciones y tiempo para el desarrollo microbioldgico en esta etapa.



4. Comparacién entre tindems. Estos resultados demuestran que puede ser 0til
esta informacion de forma general, pero mas lo ser de forma puntual con la aplicacion
del sistema para tomar medidas operativas y complementarlos con los resultados de

estudios de efectividad de bactericidas y determinacion de puntos criticos del tandem

Coinciden los resultados en indicar al tandem B con mayor actividad
microbiologica en sus jugos, aunque no es tan ostensible la diferencia y coincidiendo con
estudios anteriores en otro ingenio (Valle, 2008), el incremento de CM es menor cuanto
mayor sea el CM del jugo primario. Como no era objetivo del presente trabajo, no se
hizo presuncion de las causas de la mayor actividad en el tandem B que al parecer esta

relacionado con el tipo de cafia que se procesa en el mismo.

E. ANALISIS COMPARATIVO DE COSTOS PARA EL SISTEMA DEL
TEST DE RESAZURINA ENTRE LA PROPUESTA 1Y PROPUESTA 2

La implementacion del sistema del Test de Resazurina consiste en muestrear la
cafia de cosecha; los jugos primarios, diluidos, sulfitados, alcalizados para ambos
Tandems cada hora, 216 muestras diarias. Los Jugos seran incubados en viales de
polipropileno de 1.5mL con solucién de resazurina 10 ppm. Se plantearon dos escenarios
Propuesta 1 y Propuesta 2, en los cuales la base de calculo fue de 156 dias de zafra y los

activos fijos se depreciaron a 5 afios.

En la primera propuesta el microbidlogo del ingenio prepara los Kits de
Resazurina y el muestreador analiza los resultados, por lo que no es necesario la creacion
de nuevas plazas. La propuesta 2 consiste en un laboratorio externo ya establecido que
proporciona los kits, estos seran entregados cada 1.5 semanas porque la vida util de |a
solucién de resazurina es de 2 semanas. El costo total obtenido para la Propuesta 1 es de
Q93,889.24 y para la propuesta 2 de Q141,813.24, lo que representa un aumento en el
costo de 51%. El mayor costo del la propuesta 2 se debe a los gastos que representa el

camion refrigerado y al mantenimiento del mismo
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VIII. CONCLUSIONES

Luego de analizar la informacion estudiada y llevar a cabo las pruebas respectivas

las conclusiones son las que se mencionan a continuacion:

* Dentro del rango de pH de 5.5 a 7.0 y concentracion de sacarosa hasta 12%
P/V, estas variantes no influyen en la respuesta del test de la resazurina por lo
que es confiable en este sentido para diferentes productos azucareros con

dichos valores.

* La opcién de viales de polipropileno es viable, provechosa y se obtienen
resultados que no difieren significativamente de los obtenidos en tubos de
vidrio de referencia por lo que puede implementarse en la industria con la

ventaja de su operatividad.

*  Se obtienen tiempos por de menos de 0.5 horas para muestras de la actividad
microbioldgica y siempre de la mitad del tiempo o menos en todas las
muestras con la deteccion del primer cambio observado, correlacionandose
esta observacion con los resultados de tiempo total por lo que es confiable

implementarlo como medida para tomar decisiones rapidas en fbrica.

* Se realizé un monitoreo con el Test de la Resazurina demostrativo de cémo se
aplicarfa de forma sistematica en la produccién, asi como se obtuvo

informacion util para el control de la actividad microbiolégica de referencia
* Se obtuvo incrementos de CM entre jugo primario y diluido indicadores de

que las medidas para suprimir o paralizar la actividad microbiana no han sido

suficientes en el ingenio estudiado.
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Se obtuvo valores mayores de actividad microbiana en el Tandem B que en el
A, e inversamente en los wvalores del incremento de Coeficiente

Microbiologico coincidiendo con autores anteriores,

Se determind que el ingenio debe realizar |a preparacion de Kit del Test de
resazurina porque al ser proporcionado por un laboratorio externo, los costos

aumentan en un 51%.



IX. RECOMENDACIONES

Es importante destacar que dentro del estudio llevado a cabo se recomienda lo

siguiente:
* Considerar la posibilidad de probar con viales diferentes a los usados en las
prueba de resazurina, como podrian ser los elaborados con materiales mas
transparentes o de tamafios ligeramente superiores, lo que constituye

recomendaciones de esta etapa.

* Medir el tiempo medio que tarda la cafia en llegar al tindem después del

muestreo en el laboratorio de cafia y elaborar los lazos operativos necesarios

* Investigar las causas de la mayor actividad microbioldgica en el tindem B
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A. DATOS ORIGINALES

Cuadro 10
Tiempos de viraje para las muestras con solucién de resazurina a distintos pH

55 Tubo 14.14 14.23 17.45 17.75

Vial 14.17 14.28 18.25 18.42

26/11/2009 |  Sulfitado a | 6.0 L e Ko Lir
Vial 14.17 14.28 18.25 18.42

- Tubo 14.14 14.23 17.45 1K

Vial 14.17 14.28 18.25 18.42

- Tubo 14.21 14.35 1721 12.35

Vial 14.21 14.35 18.21 18.35

26/11/2009 | Alcalizado 6.0 Tubo 1 1421 e e —
Vial 14.21 14.35 18.21 18.35

70 Tubo 14.21 14.35 17.21 17.35

Vial 14.21 14.35 18.21 18.35

55 Tubo 15.13 15.22 15.58 15.97

Vial 15.08 15.13 16.27 16.45

26/112009 |  Cosecha 6.0 Tubo | 1513 R 1aeaR =i
Vial 15.08 15.13 16.27 16.45

- Tubo 15.13 15i22 15.58 15.97

Vial 15.08 15.13 16.27 16.45

- Tubo 15.59 15.98 18.38 18.63

Vial 15.55 15.92 19.15 19.25

26/11/2009 | Precosecha 6.0 Tubo | 1559 el g e
Vial 15.55 15.92 19.15 19.25

70 Tubo 15.59 15.98 18.38 18.63

Vial 15.55 15.92 19.15 19.25

5 Tubo 16.06 16.10 18.35 18.58

Vial 16.09 16.15 19.21 19.35

26/11/2009 Diluido a | 6.0 Tubo | 16.06 k5.l heda 5.3
Vial 16.09 16.15 19.21 19.35

s Tubo 16.06 16.10 18.35 18.58

Vial 16.09 16.15 19.21 19.35
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Continuacién Cuadro 10

Fecha dc Jugo resaI;{llrina Contendor (hh.miI,:; ot (hh.m?:;nl)io final
recoleccion @0.01) (:i:l'min) (£0.01667h) (ilimin) (£0.01667h)
55 Tubo 16.06 16.10 18.35 18.58
Vial 16.11 16.18 18.49 18.82
26/11/2009 Diluido b 6.0 Tubo b8 e 18.35 s
Vial 16.11 16.18 18.49 18.82
s Tubo 16.06 16.10 18.35 18.58
Vial 16.11 16.18 18.49 18.82
5.5 Tubo 16.16 16.27 19.17 19.28
Vial 16.18 16.30 18.56 18.93
26/11/2009 Sulfitado a 6.0 e i Ve ik o
Vial 16.18 16.30 18.56 18.93
- Tubo 16.16 16.27 19.17 19.28
Vial 16.18 16.30 18.56 18.93
- Tubo 16.23 16.38 19.37 19.62
Vial 16.25 16.42 19.16 19.27
26/11/2009 Sulfitado b 6.0 fubo l6:23 i It —
Vial 16.25 16.42 19.16 19.27
it Tubo 16.23 16.38 19.37 19.62
Vial 16.25 16.42 19.16 19.27
- Tubo 16.32 16.53 19.17 19.28
Vial 16.29 16.48 19.40 19.01
26/11/2009 | alcalizado 6.0 LR 1642 852 - e
Vial 16.29 16.48 19.40 19.01
5 Tubo 16.32 16.53 19.17 19.28
Vial 16.29 16.48 19.40 19.01
8 Tubo 12.22 1237 14.51 14.85
Vial 12.24 12.40 14.31 14.52
27/11/2009 Cosecha 6.0 . e el 431 as
Vial 12.24 12.40 14.31 14.52
- Tubo 12.22 12.37 14.51 14.85
Vial 12.24 12.40 14.31 14.52
5.5 Tubo 12.29 12.48 15.01 15.02
Vial 1231 050 15.31 15.52
27/11/2009 Diluido a 6.0 fubo 123 s = s
Vial 12.31 12.52 15.31 15.52
. Tubo 12.29 12.48 15.01 15.02
Vial 1231 1250 1531 15.52
27/11/2009 Diluido b 5.5 Tubo 12.33 12.55 16.01 16,02
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Continuacion Cuadro 10
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pH Procesada Cambio final
rfceocl.;:c?gn Jugo resazurina | Contendor | (yj:min) (hh:min) " -
£0.01) it (£0.01667h) | T (£0.01667h)
Vial 12.37 12.62 14.51 14.85
6.0 Tubo 12.33 12.55 16.01 16.02
Vial 12.37 12.62 1451 14.85
20 Tubo 12.33 12.55 16.01 16.02
Vial 12.37 12.62 14.51 14.85
T Tubo 12.41 12.68 16.01 16.02
Vial 12.43 12.72 16.31 16.52
27/11/2009 Sulfitado a 6.0 R e s b ale
Vial 12.43 12 16.31 16.52
20 Tubo 12.41 12.68 16.01 16.02
Vial 12.43 1272 1631 16.52
53 Tubo 12.46 12.77 16.01 16.02
Vial 12.48 12.80 15.52 15.87
27112009 |  Sulfitado b| 6.0 fubo 11246 Kt o e
Vial 12.48 12.80 15.52 15.87
%0 Tubo 12.46 12.77 16.01 16.02
Vial 12.48 12.80 15.52 1587
8z Tubo 12.51 12.85 16.21 16.35
Vial 12.52 12.87 16.21 16.35
27/11/2009 | alcalizado 6.0 Tubo | 1251 283 bt 1692
Vial 12.52 12.87 16.21 16.35
Et Tubo 1251 12.85 16.21 16.35
Vial 12.52 12.87 16.21 16.35
5 Tubo 13.33 13.55 16.39 16.65
Vial 13.35 13.58 16.31 16.52
27/11/2009 Diluido a| 6.0 fihED L 13,53 1630 16.65
Vial 13.35 13.58 1631 16.52
70 Tubo 13.33 13.55 16.39 16.65
Vial 13.35 13.58 16.31 16.52
55 Tubo 13.37 13.62 16.39 16.65
Vial 13.38 13.63 16.41 16.68
27/11/2009 Diluido b| 6.0 BEbR L 13,62 16.39 16.65
Vial 13.38 13.63 16.41 16.68
i Tubo 13.37 13.62 16.39 16.65
Vial 13.38 13.63 16.41 16.68




Continuaciéon Cuadro 10
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EEsHa de Jugo resal::llrina Contendor -Procesada . -CambiOﬁnal
recoleccion (£0.01) Ei?n:?:ln)) (£0.01667h) ((T;}Ti];:])) (£0.01667h)
2 Tubo 13.41 13.68 18.24 18.40
Vial 13.44 13.73 18.43 B
27112009 | Sulfitado a| 6.0 Tubo | 13,41 it 124 [
Vial 13.44 13.73 18.43 18.72
a0 Tubo 13.41 13.68 18.24 18.40
Vial 13.44 13.73 18.43 18.72
xs Tubo 13.47 13.78 17.36 17.60
Vial 13.48 13.80 16.59 16.98
27/11/2009 | Sulfitado b| 6.0 e i 18 e e
Vial 13.48 13.80 16.59 16.98
i Tubo 13.47 13.78 17.36 17.60
Vial 13.48 13.80 16.59 16.98
T Tubo 13.51 13.85 16.56 16.93
Vial 13.52 13.87 17.26 17.43
27/11/2009 | Alcalizado 6.0 b sl e 160 G20
Vial 13.52 13.87 17.26 17.43
21 Tubo 13.51 13.85 16.56 16.93
Vial 13.52 13.87 17.26 17.43
X Tubo 15.02 15.03 16.21 1635
Vial 15.05 15.08 16.31 16.52
27/11/2009 | Precosecha 6.0 o~ 02 150e Hp s
Vial 15.05 15.08 16.31 16.52
- Tubo 15.02 15.03 16.21 16.35
Vial 15.05 15.08 16.31 16.52
‘& Tubo 15.51 15.85 17.19 17.32
Vial 15.52 15.87 17.46 i drs
27/11/2009 Diluido b| 60 Tubo | 1551 585 b.1% s
Vial 15.52 15.87 17.46 17.77
- Tubo 15.51 15.85 17.19 17.32
Vial 15.52 15.87 17.46 17.77
- Tubo 15.56 15.93 18.49 18.82
Vial 15.58 15.97 20.05 20.08
27/11/2009 | Sulfitado a | 6.0 th i e St 1682
Vial 15.58 15.97 20.05 20.08
0 Tubo 15.56 15.93 18.49 18.82
Vial 15.58 15.97 20.05 20.08




Continuacién Cuadro 10
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ks ‘.je Jugo resastllrina Contendor | (hh:mi e hh: Q;mbio Hi
recoleccién (£0.01) :::1 mn:rllf)l) (0.01667h) ((ﬂ-nf:l[:l) (0.01667h)
as Tubo 16.01 16.02 19.13 19.22
Vial 16.02 16.03 19.21 19.35
27/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 16,01 I bR 122
Vial 16.02 16.03 19.21 19.35
70 Tubo 16.01 16.02 19.13 19.22
Vial 16.02 16.03 19.21 19.35
55 Tubo 16.07 16.12 19.11 19.18
Vial 16.09 16.15 19.12 19.20
27112009 | Alcalizado 6.0 fubo | 1607 1512 . R
Vial 16.09 16.15 19.12 19.20
95 Tubo 16.07 16.12 19.11 19.18
Vial 16.09 16.15 19.12 19.20
33 Tubo 9.11 9.18 12,09 12.15
Vial 9.13 9.22 12.35 1258
28/11/2009 Diluido 6.0 bl BLLL L8 50 A
Vial 9.13 9.22 12.35 12.58
- Tubo 9.11 9.18 12.09 12.15
Vial 9.13 9.22 12.35 12.58
% 5 Tubo 9.18 9.30 12.09 12.15
Vial 9.19 9.32 12.35 12.58
28/11/2009 Diluido 6.0 Tubo | 918 Bl 1209 Rl
Vial 9.19 9.32 12.35 12.58
i Tubo 9.18 9.30 12.09 12.15
Vial 9.19 9.32 12.35 12.58
5% Tubo 9.24 9.40 12.28 12.47
Vial 9.25 9.42 13.31 13.52
28/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 9.4 940 12.28 1247
Vial 9.25 9.42 13.31 13.52
53 Tubo 9.24 9.40 12.28 12.47
Vial 9.25 9.42 13.31 13.52
25 Tubo 9.31 9.52 12.28 12.47
Vial 9.33 9.55 13.11 13.18
28/11/2009 | Alcalizado i Tubo 93] 952 12.28 12.47
' Vial 9.33 9.55 13.11 13.18
7.0 Tubo 9.31 9.52 12.28 12.47




Continuacion Cuadro 10

Fecha de Jugo resa];fllrina Contendor | (.. .Pro“-es“da (hh: C:")"b"’ "
recoleccién 0.01) Eﬂ]n:?:)l) (£0.01667h) (‘il’n':‘“:‘) (£0.01667h)
. Tubo 10.58 10.97 13.51 13.85
Vial 11.01 11.02 12.35 12.58
28/11/2009 Diluido 6.0 = e — e -
Vial 11.01 11.02 15735 12.58
0 Tubo 10.58 10.97 13.51 13.85
Vial 11.01 11.02 12.35 12.58
- Tubo 11.04 11.07 12.33 12.55
Vial 11.05 11.08 13.35 13.58
28/11/2009 Diluido 6.0 B b el . 1235
Vial 11.05 11.08 13.35 13.58
i Tubo 11.04 11.07 12.33 12.55
Vial 11.05 11.08 13.35 13.58
iy Tubo 11.09 11.15 13.31 13.52
Vial 11.11 11.18 13.35 13.58
28/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo 11109 lelt 5] 1232
Vial It 11.18 13.35 13.58
2.0 Tubo 11.09 11.15 13.31 13.52
Vial 1.0 11.18 13.35 13.58
52 Tubo 11.12 11.20 15.19 15.32
Vial 1113 1i23 14.18 14.30
28/11/2009 Sulfitado 6.0 e B2 Rl AP i
Vial 1.8 11.22 14.18 14.30
20 Tubo 11,12 11.20 15.19 15.32
Vial 11.13 11.22 14.18 14.30
- Tubo 11.17 11.28 13.21 1335
Vial 11.18 11.30 3.3 1357
28/11/2009 | Alcalizado 6.0 SR ol i 221 e
Vial 11.18 11.30 13.31 13.52
50 Tubo 11.17 11.28 13.21 13.35
Vial 11.18 11.30 13.31 13.52
5 Tubo 11.25 11.42 15.56 15.93
Vial 11.27 11.45 14.09 14.15
28/11/2009 | Precosecha 6.0 SR Wlis 1142 e =il
Vial 11.27 11.45 14.09 14.15
2 6 Tubo 11.25 11.42 15.56 1593
Vial 11.27 11.45 14.09 14.15




Continuacién Cuadro 10

SR Jugo resaT:rina Contendor Wi .~ . ‘C"‘mb’lo e

recoleccién (£0.01) Ez';m"l‘:]')‘) (£0.01667h) ((1[;}:;.?)) (£0.01667h)

55 Tubo 8.57 8.95 12.17 12.28

Vial 8.59 8.98 12.32 12.53

29/11/2009 Diluido 6.0 fubo — 845 — -

Vial 8.59 8.98 12.32 12.53

25 Tubo %57 8.95 12.17 12.28

Vial 8.59 8.98 12.32 12.53

%5 Tubo 9.04 9.07 12.31 12.52

Vial 9.05 9.08 12.35 12.58

29/11/2009 Sulfitado 6.0 e i e 1231 12,32

Vial 9.05 9.08 12.35 12.58

i Tubo 9.04 9.07 12.31 1252

Vial 9.05 9.08 12.35 12.58

55 Tubo 9.08 9.13 13.48 13.80

Vial 9.09 9.15 16.45 16.75

29/11/2009 Sulfitado 6.0 Tubo A 3 B sl

Vial 9.09 9.15 16.45 16.75

70 Tubo 9.08 9.13 13.48 13.80

Vial 9.09 9.15 16.45 16.75

55 Tubo 9.11 9.18 12.14 12.23

Vial 9.12 9.20 12.11 12.18

29/11/2009 | Alcalizado 6.0 e | ke ek .

Vial 9.12 9.20 12.11 12.18

- Tubo 9.11 9.18 12.14 12.23

Vial 9.12 9.20 12.11 12.18

53 Tubo 9.23 9.38 11.32 11.53

Vial 9.23 9.38 11.29 11.48

29/1172009 | Cosecha 6.0 Tubo | 923 s HEas 11552

Vial 9.23 9.38 11.29 11.48

2 Tubo 9.23 9.38 1132 11.53

Vial 9.23 9.38 11.29 11.48

T Tubo 10.31 10.52 13.29 13.48

Vial 10.32 10.53 14.01 14.02

29/11/2009 Diluido - Tubo 1031 10.52 13.29 13.48

Vial 10.32 10.53 14.01 14.02

7.0 Tubo 10.31 10.52 13.29 13.48
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Continuacion Cuadro 10

o Jugo resa[;]:rina Contendor o S hh: (-:ambm "
recoleccion £0.01) 831] ir”"i:]“)) (£0.01667h) (( . l'::i‘[’]’)) (0.01667h)
s Tubo 10.35 10.58 13.47 13.78
Vial 10.36 10.60 13.31 13.52
26/11/3008 Diluido 6.0 Tubo 10.35 10.58 13.47 13.78
Vial 1036 10.60 13.31 13.52
4 Tubo 10.35 10.58 13.47 13.78
Vial 10.36 10.60 13.31 13.52
55 Tubo 10.39 10.65 13.10 13.00
Vial 10.41 10.68 14.51 14.85
29/11/2009 | Sulfitado 6.0 ANED 154 Hbs IekL i
Vial 10.41 10.68 14.51 14.85
i Tubo 10.39 10.65 13.11 13.18
Vial 10.41 10.68 14.51 14.85
s Tubo 10.42 10.70 15.24 15.40
Vial 10.43 10.72 17.01 17.02
29/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 1042 L I3 1240
Vial 10.43 10.72 17.01 17.02
0 Tubo 10.42 10.70 15.24 15.40
Vial 10.43 10.72 17.01 17.02
23 Tubo 11.33 11.55 13.03 13.05
Vial 11.34 11.57 15.25 15.42
29/11/2009 Diluido 6.0 Tubo | 11.33 i35 08 L
Vial 11.34 11.57 15.25 15.42
70 Tubo 11.33 11.55 13.03 13.05
Vial 11.34 11.57 15.25 15.42
55 Tubo 11.37 11.62 13.51 13.85
Vial 11.38 11.63 15.03 15.05
29/11/2009 Diluido 6.0 Tubo | 1137 152 13.51 .65
Vial 11.38 11.63 15.03 15.05
G Tubo 11.37 11.62 13.51 13.85
Vial 11.38 11.63 15.03 15.05
55 Tubo 11.40 11.01 1323 13.38
Vial 11.4] 11.68 12.17 12.28
29/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 1141 Flod (823 13.38
Vial 11.41 11.68 1217 12.28
20 Tubo 11.41 11.68 13.23 13.38
Vial 11.41 11.68 1.1 12.28

47



Continuacion Cuadro 10
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Fecha:de Jugo resalglrina Contendor ; ' . 'C“mb'o e

recoleccién (0.01) gilllm"::lr)') (*0.01667h) (('lh]'n]? il:)) (#0.01667h)

55 Tubo 11.43 11.72 12.44 12.73

Vial 11.43 11.72 15.06 15.10

29/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 1143 .22 Laed "

Vial 11.43 11.72 15.06 15.10

10 Tubo 11.43 11.72 12.44 12.73

Vial 11.43 11.72 15.06 15.10

s Tubo 11.47 1178 15.14 15.23

Vial 11.48 11.80 ] 15.18

29/11/2009 | Alcalizado 6.0 Tubo | 1147 it e 1313 I

Vial 11.48 11.80 15.11 15.18

55 Tubo 11.47 11.78 15.14 Lk

Vial 11.48 11.80 15.11 15.18

5 Tubo 11.24 11.40 14.11 14.18

Vial 11.24 11.40 14.21 1435

29/11/2009 Primario 6.0 fubo k-2 LAl Mk IR

Vial 11.24 11.40 14.21 14.35

- Tubo 11.24 11.40 14.11 14.18

Vial 11.24 11.40 14.21 1435

55 Tubo 11.26 11.43 13.51 13.85

Vial 11.26 11.43 14.11 14.18

29/11/2009 | Primario 6.0 Tubo | 1126 ELA3 13.5] Vs

Vial 11.26 11.43 14.11 14.18

=5 Tubo 11.26 11.43 13.5] 13.85

Vial 11.26 11.43 14.11 14.18

X Tubo 12.11 12.18 15.05 15.08

Vial 13.25 13.42 16.24 16.40

29/11/2009 | Primario 6.0 Tubo | 1211 12.18 Lo 15:08

Vial 13.25 13.42 16.24 16.40

20 Tubo 12.11 12.18 15.05 15.08

Vial 13.25 13.42 16.24 16.40

55 Tubo 12.14 12.23 15.11 15.18

Vial 13.22 13.37 14.41 14.68

29/11/2009 Primario 60 Tubo 12.14 12.23 15.11 15.18

Vial 13.22 13.37 14.41 14.68

7.0 Tubo 12.14 12.23 15.11 15.18




Continuacion Cuadro 10

tiEcliie Jugo resa[;:[rina Contendor ; i C°ambio e
recoleccion (£0.01) ?ill]m'?::)l) (0.01667h) ((T;’r:‘i'l:‘)) (#0.01667h)
T Tubo 13.28 13.47 17.09 17.15
Vial 13.29 13.48 17.09 17.15
29/11/2009 Diluido b| 6.0 Atk 28 1247 .02 i
Vial 13.29 13.48 17.09 17.15
i Tubo 13.28 13.47 17.09 1715
Vial 13.29 13.48 17.09 17.15
o Tubo 13.31 13.52 14.15 14.25
Vial 13.32 13.53 14.21 14.35
29/11/2009 Diluido a | 6.0 HEG el e 5 (425
Vial 13.32 13.53 14.21 14.35
a5 Tubo 13.31 13.52 14.15 14.25
Vial 13.32 13.53 14.21 14.35

49



Cuadro 11

Tiempos de viraje para las muestras con solucién de resazurina
con 12% P/V de sacarosa y sin sacarosa

50

Concentracién de Procesada Cambio final
Fecha de Fatiss Sacarosa en Grstaniados . .
recoleccién & rezasurina (hhzmin) |6 016670y | MDD 1 46 01667h)
(%P/V) (x1min) (£1min)
0 Tubo 14.41 14.68 17.47 17.78
Vial 14.41 14.68 18.11 18.18
02/12/2009 | Primario
Tubo 14.41 14.68 17.47 17.78
12+0.011
Vial 14.41 14.68 18.11 18.18
5 Tubo 14.43 14.72 18.32 18.53
Vial 14.43 14.72 17.47 17.78
02/12/2009 Diluido
Tubo 14.43 14.72 18.32 18.53
12+0.011
Vial 1443 14.72 17.47 17.78
0 Tubo 14.45 14.75 17.47 17.78
Vial 14.45 14.75 19.01 19.02
02/12/2009 | Sulfitado
Tubo 14.45 14.75 17.47 17.78
12+0.011
Vial 14.45 14.75 19.01 19.02
o Tubo 14.46 14.77 19.40 19.01
Vial 14.46 14.77 17.51 17.85
02/12/2009 | Primario
Tubo 14.46 14.77 19.40 19.01
12+ 0.011
Vial 14.46 14.77 17.51 17.85
0 Tubo 14.48 14.80 17.01 17.02
Vial 14.48 14.80 17:51 17.85
02/12/2009 Diluido
Tubo 14.48 14.80 17.01 17.02
12+ 0.011
Vial 14.48 14.80 17.51 17.85
0 Tubo 9.27 9.45 13.21 13.35
Vial 927 9.45 13.21 13.35
03/12/2009 | Primario
Tubo 927 9.45 13.21 13.35
12+0.011
Vial 9.27 9.45 13.21 13.35
i Tubo 9.31 9.52 13.17 13.28
) ) Vial 9.31 9.52 12.52 12.87
03/12/2009 | Primario
Tubo 9.31 9.52 13.17 13.28
12+ 0.011
Vial 9.31 9.52 12:52 12.87
0 Tubo 9.32 9.53 12.49 12.82
Vial 9.32 9.53 12.52 12.87
03/12/2009 | Diluido i
Tubo 9.32 9.53 12.49 12.82
12+0.011
Vial 932 9.53 12.52 12.87
e Tubo 9.35 9.58 12.06 12.10
03/12/2009 Diluido 0
Vial 9.35 9.58 12,31 12.52




Continuacion Cuadro 11

51

Fecha de

Concentracion de

5 Procesada Cambio final
recoleccion Sacarosa en
Jugo rezasurina Contenecor (hh:min) (hh:min)
(%PIV) (£1min) (HES6TR) | eyt .
i Tubo 9.37 9.62 13.54 13.90
Vial 9.37 9.62 14,11 14.18
03/12/2009 Sulfitado a
Tubo 9.37 9.62 13.54 13.90
12+0.011
Vial 9.37 9.62 14.11 14.18
0 Tubo 9.41 9.68 13.45 13.75
Vial 9.41 9.68 14.09 14.15
03/12/2009 Sulfitado b
Tubo 9.41 9.68 13.45 13.75
12+0.011
Vial 9.41 9.68 14.09 14.15
i Tubo 9.41 9.68 13.01 13.02
Vial 9.41 9.68 13.45 13.75
03/12/2009 | Alcalizado
Tubo 9.41 9.68 13.01 13.02
12:£0.011
Vial 9.41 9.68 13.45 13.75
0 Tubo 10.17 10.28 13.54 13.90
Vial 10.17 10.28 14,09 14.15
03/12/2009 Primario a
Tubo 10.17 10.28 13.54 13.90
12+0.011
Vial 10.17 10.28 14.09 14,15
0 Tubo 10.21 10.35 13.45 13,75
) Vial 10.21 10.35 14.21 14.35
03/12/2009 | Primario b
Tubo 10.21 10.35 13.45 13.75
12+ 0.011
Vial 10.21 10.35 14.21 14.35
" Tubo 13.21 13.35 15.00 15.25
Vial 13.21 13.35 15.34 15:57
04/12/2009 Cosecha
Tubo 13.21 13.35 1:5.10 15.00
12+£0.011
Vial 1321 13.35 15.00 15.25
0 Tubo 13.25 13.42 15.10 15.00
Vial 13.25 13.42 15.22 15.37
04/12/2009 Cosecha s 2 2
Tubo 13.25 13.42 15.10 15.00
12+0.011
Vial 13.25 13.42 15.34 15.57
0 Tubo 12.49 12.82 16.47 17.18
Vial 12 12. 2 2
04/12/2009 | Primario  a - - . i el
Tubo 12.49 12.82 16.47 16.78
12+0.011
Vial 12.49 12.82 16.47 16.78
B Tubo 12.51 12.85 17.59 17.98
Vial 12. : ; S
04/12/2009 | Primario b = s sl oL i
Tub 12.51 ; 7. 5
5 5 BT ubo 12.85 59 17.98
Vial 12:51 12.85 17.30 17.01




Continuacion Cuadro 11

52

Concentracion de

Procesada Cambio final
Fecha de Futis Sacarosa en CoibeEsH ) .
recoleccion £ rezasurina (Qrimin | @0.01667m) | MUY | wo.01667m)
(%P/V) (x1min) (£1min)
0 Tubo 12.53 12.88 16.47 16.78
Vial 12,53 12.88 17.10 17.00
04/12/2009 Diluido
Tubo 12.53 12.88 16.47 16.78
12+ 0.011
Vial 12.53 12.88 17.10 17.00
0 Tubo 12.54 12.90 20.00 20.33
Vial 12.54 12.90 19.51 19.85
04/12/2009 | Sulfitado = - v p— s
54 ; . :
124 0.011 - .
Vial 12.54 12.90 19.51 19.85
0 Tubo 12.56 12.93 19.31 19.52
N Vial 12.56 12.93 19.31 19.52
04/12/2009 Sulfitado e e l oo
12. : 19. ;
120011 ubo 2.56 9.3
Vial 12.56 12.93 19.31 19.52
0 Tubo 12:57 12,95 17.45 17.75
. Vial 12.57 12.95 17.59 17.98
04/12/2009 | Alcalizado —y =5 ;
: 2 : T
1220011 ubo 12.57 S 17.45 5
Vial 12:57 12.95 17.59 17.98
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B. DETERMINACION DE TIEMPO
Determinacién del tiempo de primer cambio para la muestra inoculada con
resazurina pH 7+0.01 en tubo de ensayo con jugo diluido del tindem B, recolectada

el 02/12/2009

Epimer cambio = 13.27 + 0.01667k — 12.87 + 0.01667h
Euiraje torar = 3833 + 0.02357x

Este procedimiento se realizé para todas las muestras
Determinacién del tiempo de segundo cambio para la prueba de resazurina

t.fn?g:..'ndo cambio = h..?ﬁguna'o cambio hp:‘ocemu’a Ecuacion 4
Donde:
fsegundo cambio=  Tiempo de segundo cambio para la prueba de resazurina en horas
hsegundocambio=  Hora en que cambi6 a rojo o segundo cambio
Rurocssada = Hora de inoculacién de la prueba de resazurina utilizando jugo de

cafia
Determinacién del tiempo de segundo cambio para la muestra inoculada con
resazurina pH 7 en tubo de ensayo con jugo diluido del tindem B, recolectada el

02/12/2009

Erimer cambio = 13.27 + 0.01667h — 12,87 + 0.01667h
f,,i,.aje rotal = 3.833 i 0-02357h

Este procedimiento se realizé para todas las muestras
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4. Determinacion del coeficiente microbiolégico para la prueba de resazurina

5
M = —

Cviraje toral Ecuacion 5

Donde:

CM = Coeficiente microbiolégico del jugo de cafia

t:::‘mje toral

Il

Tiempo de viraje total para la prueba de resazurina en horas

Determinacion del coeficiente microbiologico para la muestra inoculada con

resazurina pH 7 en tubo de ensayo con jugo diluido del tindem B, recolectada el
02/12/2009

5

M= =1, ’
cM 3150 £ 002357 1.587 + 0.02357x

Este procedimiento se realizé para todas las muestras
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C. ANALISIS DE ERROR

1. Error de propagacion

a. Incertiumbre de restas para la determinacion del tiempo de viraje total

S, R B S T b
Fviraje rorai camaio final Frecizman. Eonacidn 6

Donde:

b . X . . p
Reambio final : incertidumbre para la hora del cambio final

S . . . i
Wyrocssada : incertidumbre para la hora cuando fue inoculada la muestra

‘viraje reral ! incertidumbre para la hora cuando fue inoculada la muestra

Determinacidn del tiempo de viraje total para la muestra inoculada con resazurina

pH 5.5£0.01 en tubo de ensayo con jugo sulfitado del tindem A, recolectada el
26/11/2009

=/ 0.01667% + 0.016673

S
viraje tocal

= +0.02357

Se . ,
viraje toral



D. DATOS CALCULADOS

Cuadro 13
Tiempos de viraje total y coeficiente microbiolégico para las muestras con solucion
de resazurina a pH 5.5, 6.0 y 7.0

Fecha de pH : T.‘°’T"’° e CM total
récdlscsidin Jugo resazurina | Contendor | viraje total (+.02357h)
(£0.01) (£0.02357h) e
s Tubo 1.422 3.517
a4
Vial 1.210 4.133
Tubo 1.422 3.517
26/11/2009 Sulfitado a 6.0 ’
Vial 1.210 4.133
Tub 1.422 5
70 ubo 3.507
Vial 1.210 4.133
. Tubo 1.667 3.000
3.3
Vial 1.250 4.000
Tub 1.667
26/11/2009 | Alcalizado 6.0 i SO0y
Vial 1.250 4.000
Tubo 1.667
70 3.000
Vial 1.250 4.000
" Tubo 6.667 0.750
3D
Vial 3.797 1.317
Tub 6.667 5
26/11/2009 Cosecha 6.0 e L
Vial 3.797 1317
20 Tubo 6.667 0.750
' Vial 3.797 1317
Tubo 1.887 5
5.5 2.650
Vial 1.500 3.333
Tub 1.887 g
26/11/2009 | Precosecha 6.0 o 2.650
Vial 1.500 3.333
20 Tubo 1.887 2.650
Vial 1.500 3.333
Tubo 2.013
5.5 2 2.483
Vial 1.563 3.200
26/11/2009 Dilvido a | 6.0 Ribe 2iIE 2.483
Vial 1.563 3.200
: 5 Tubo 2,013 2.483
Vial 1.563 3.200
P Tubo 2.013 2.483
5
26/11/2009 Diluido b Vial 1.899 2.633
6.0 Tubo 2.013 2.483




Continuacion Cuadro 13

Fecha de i g "ljlf:rppo e CM total
leceid Jugo resazurina | Contendor | viraje total (£0.02357h)
TRAEERIE (#0.01) (£0.02357h) |
5% Tubo 1.657 3.017
) Vial 1.899 5 633
Tub 1.657
26/11/2009 | Sulfitado a| 6.0 i S
Vial 1.899 2.633
- Tubo 1.657 3.017
' Vial 1.899 2.633
54 Tubo 1.546 3.233
' Vial 1.754 2.850
Tubo 1.546 3.233
26/11/2009 Sulfitado b 6.0 .
Vial 1.754 2.850
44 Tubo 1.546 2933
' Vial 1.754 2.850
» Tubo 1.818 2.750
' Vial 1,982 2.523
Tub 1318
26/11/2009 | alcalizado 6.0 uve &Y
Vial 1.982 2.523
20 Tubo 1.818 2.750
Vial 1.982 2.523
" Tubo 2.013 2.483
) Vial 2.362 24117
Tubo 2.013 3
27/11/2009 | Cosecha 6.0 , £
Vial 2.362 2117
ol Tubo 2.013 2.483
' Vial 2.362 2.117
55 Tubo 1.974 2.533
' Vial 1.667 3.000
Tub 1.974 3
27/11/2009 |  Diluido a| 6.0 Hhe %500
Vial 1.667 3.000
20 Tubo 1.974 2.533
' Vial 1.667 3.000
3 Tubo 1.442 3.467
' Vial 2.239 5933
Tub 1.4
27/11/2009 |  Diluido b| 6.0 Hee = 400
Vial 2239 2:933
70 Tubo 1.442 3.467
' Vial 2.239 Haus
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Continuacion Cuadro 13

pH Tiempo de
rg;;tzc?gn Jugo resazurina | Contendor | viraje total (i%ngzt;:gil)
(0.01) (£0.02357h) e
i Tubo 1.500 3.333
' Vial 1.316 3.800
Tub 1.500
27/1172009 | Sulfitado a| 6.0 ubo e
Vial 1.316 3.800
i Tubo 1.500 31333
' Vial 1.316 3.800
5.8 Tubo 1.538 3.250
' Vial 1.630 3.067
Tubo 1.538 3.250
27/11/2009 Sulfitado b 6.0 .
Vial 1.630 3.067
70 Tubo 1.538 3.250
Vial 1.630 3.067
- Tubo 1.429 3.500
' Vial 1.435 3.483
Tub. 1.429
27/11/2009 | alcalizado 6.0 = s
Vial 1.435 3.483
. Tubo 1.429 3.500
' Vial 1.435 3.483
5 Tubo 1.613 3.100
' Vial 1.705 2.933
. Tubo 1.613 3.100
27/11/2009 Diluido a 6.0 .
Vial 1.705 2.933
oh Tubo 1.613 3.100
Vial 1.705 2.933
55 Tubo 1.648 3.033
' Vial 1.639 3.050
Tub 1.648 33
27/11/2009 |  Diluido b| 6.0 e 284
Vial 1.639 3.050
70 Tl.llbO 1.648 3.033
Vial 1.639 3.050
55 Tubo 1.060 4.717
' Vial 1.003 4.983
Tub 1.060
27/11/2009 Sulfitado a 6.0 e Bl
Vial 1.003 4.983
20 Tubo 1.060 4,717
' Vial 1.003 4.983
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Continuacion Cuadro 13

pH

Tiempo de

Fecha de i CM total
o Jugo resazurina | Contendor | viraje total
recoleccion (0.01) (+0.02357h) (£0.02357h)
27/11/2009 Sulfitado a 5.5 Tubo 1.500 3.333
55 Tubo 1.310 3.817
' Vial 1.571 3.183
Tubo 1.310 3.817
27/11/2009 Sulfitado b 6.0 .
Vial 1.571 3.183
- Tubo 1.310 3.817
Vial 1.571 3.183
5x Tubo 1.622 3.083
‘ Vial 1.402 3.567
Tub 1.622
27/11/2009 | Alcalizado 6.0 uee 3,033
Vial 1.402 3.567
20 Tubo 1.622 3.083
' Vial 1.402 3.567
5 Tubo 3.797 1.317
' Vial 3.488 1.433
Tubo 3.797 1.317
27/11/2009 | Precosecha 6.0
Vial 3.488 1.433
20 Tubo 3.797 1.317
' Vial 3.488 1.433
55 Tubo 3.409 1.467
) Vial 2.632 1.900
Tub 409
27/11/2009 Diluido b| 6.0 Hoo ’ 1.467
Vial 2.632 1.900
20 Tubo 3.409 1.467
' Vial 2.632 1.900
5 Tubo 1.734 2.883
' Vial 1.215 4.117
i 734
27/11/2009 | Sulfitado a| 6.0 ko bl RB6E
Vial 1.215 4.117
70 Tubo 1.734 2.883
Vial 1.215 4.117
58 Tubo 1.563 3.200
' Vial 1.508 3.317
Tub 1.563
27/11/2009 | Sulfitado b| 6.0 1o 54248
Vial 1.508 3.317
70 Tubo 1.563 3.200
' Vial 1.508 3317

70



Continuacion Cuadro 13

Fecha de pH ; "ljiel?xpo e CM total

vecleasivi Jugo resazurina | Contendor | viraje total (£0.02357h)
(£0.01) (£0.02357h)

27/11/2009 Sulfitado a 5.5 Tubo 1.500 3.333

55 Tubo 1.630 3.067

Vial 1.639 3.050

27/11/2009 | Alcalizado 6.0 A 630 *lad

Vial 1.639 3.050

s Tubo 1.630 3.067

Vial 1.639 3.050

- Tubo 1.685 2.967

Vial 1.485 3.367

28/11/2009 |  Diluido a| 6.0 ke hiaas .

Vial 1.485 3.367

20 Tubo 1.685 2.967

Vial 1.485 3.367

sis Tubo 1.754 2.850

Vial 1.531 3.267

28/11/2000 |  Diluido b| 6.0 s e s

Vial 1.531 3.267

20 Tubo 1.754 2.850

Vial 1.531 3.267

55 Tubo 1.630 3.067

Vial 1.220 4.100

28/11/2009 | Sulfitado a| 6.0 b Lot 6T

Vial 1.220 4.100

20 Tubo 1.630 3.067

Vial 1.220 4.100

5. Tubo 1.695 2.950

Vial 1.376 3.633

28/11/2009 | Alcalizado 6.0 i Lo i

Vial 1.376 3.633

70 Tubo 1.695 2.950

Vial 1.376 3.633

5.5 Tubo 1.695 2.950

Vial 1.415 3.533

28/11/2009 | Cosecha 6.0 P 455 2.950

Vial 1.415 3.533

70 Tubo 1.695 2.950

Vial 1.415 3.533

7



Continuacion Cuadro 13

HEEhR de Jugo resal;?rina Contendor ;I;:?aF;eP;fa‘i o v,
recoleccion (£0.01) (£0.02357h) (£0.02357h)
Tubo 1.734 2.883
>3 Vial 3.191 1.567
s Tubo 1.734 2.883
28/11/2009 Diluido a 6.0 e .16 g
Tubo 1.734 2.883
70 Vial 3.191 1.567
55 Tubo 3.371 1.483
Vial 2.000 2.500
28/112000 |  Diluido b| 6.0 e 1.483
Vial 2.000 2.500
70 Tubo 3.371 1.483
Vial 2.000 2.500
Tubo 2.113 2.367
e Vial 2.083 2.400
28/11/2009 | Sulfitado a| 6.0 bl 2.367
Vial 2.083 2.400
70 Tubo 2:118 2.367
Vial 2.083 2.400
55 Tubo 1.215 4.117
Vial 1.622 3.083
28/11/2009 | Sulfitado b| 6.0 el 4117
Vial 1.622 3.083
70 Tubo 1.215 4.117
Vial 1.622 3.083
55 Tubo 2.419 2.067
Vial 2.256 2217
28/11/2009 | Alcalizado 6.0 el Bl 2.067
Vial 2.256 2217
70 Tubo 2.419 2.067
Vial 2.256 2:217
55 Tubo 1.107 4517
Vial 1.852 2.700
28/11/2009 | Precosecha 6.0 il L 4.517
Vial 1.852 2.700
70 Tubo 1.107 4.517
Vial 1.852 2.700
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Continuacion Cuadro 13

Eighn de Jugo resa[;fl{rina Contendor \E:T;Tepfo?nel Chlrot
recoleccion 0.01) (£0.02357h) (£0.02357h)

5 Tubo 1.500 3,333

Vial 1.408 3.550

. Tubo 1.500 3.333

29/11/2009 Diluido a 6.0 - 1.408 Ry

5 Tubo 1.500 3.333

Vial 1.408 3.550

Tubo 1.449 3.450

= Vial 1.429 3.500

20/11/2009 | Sulfitado a| 6.0 ko L i

Vial 1.429 3.500

Tubo 1.449 3.450

. Vial 1.429 3.500

55 Tubo 1.071 4.667

Vial 0.658 7.600

20/11/2009 | Sulfitado b| 6.0 Tk 1071 %460

Vial 0.658 7.600

Tubo 1.071 4.667

el Vial 0.658 7.600

Tubo 1.639 3.050

% Vial 1.676 2.983

29/11/2009 | Alcalizado 6.0 Lol B 20t

Vial 1.676 2.983

5 Tubo 1.639 3.050

Vial 1.676 2.983

55 Tubo 2.326 2.150

Vial 2.381 2.100

Tubo 2.326 2.150

29/11/2009 Cosecha 6.0 )

Vial 2.381 2.100

70 Tubo 2.326 2.150

Vial 2.381 2.100

sis Tubo 1.685 2.967

Vial 1.435 3.483

29/11/2009 |  Diluido a| 6.0 i i 2,987

Vial 1.435 3.483

21 Tubo 1.685 2.967

Vial 1.435 3.483
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Continuacion Cuadro 13

s de Jugo I‘eSﬂ];iIrina Contendor ;I;II:TGP&::: CM total
recoleccion (0.01) (£0.02357h) (£0.02357h)
5 Tubo 1.563 3.200
Vial 1.714 2.917
29/11/2009 |  Diluido 6.0 ity 1.563 3.200
Vial 1.714 2.917
Tubo 1.563 3.200
fec Vial 1.714 2917
Tubo 2.126 9359
> Vial 1.200 4.167
29/11/2009 |  Sulfitado 6.0 B | L 2.533
Vial 1.200 4.167
Tubo 1.974 29533
= Vial 1.200 4.167
55 Tubo 1.064 4.700
Vial 0.794 6.300
29/11/2009 | Sulfitado 6.0 fuleo A 4.700
Vial 0.794 6.300
70 Tubo 1.064 4.700
Vial 0.794 6.300
55 Tubo 3.333 1.500
Vial 1.299 3.850
29/11/2009 | Diluido 6.0 Tubo | 3.333 1.500
Vial 1.299 3.850
70 Tubo 3.333 1.500
Vial 1.299 3850
55 Tubo 2.239 2.233
Vial 1.463 3.417
29/11/2009 | Diluido 6.0 Yabe) | 2oy 2.233
Vial 1.463 3.417
70 Tubo 2.239 2.233
Vial 1.463 3.417
55 Tubo 2.104 BiaTH
Vial 8.333 0.600
29/11/2009 | Sulfitado 6.0 Tubo | 2.941 1.700
Vial 8.333 0.600
70 Tubo 2.941 1.700
Vial 8.333 0.600
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Continuacién Cuadro 13

pH

Tiempo de

l'gccocl}:eic(ilgn Jugo l‘e(S:g‘l;)tii)na Contendor (\'i-:(;ad[;:stso;ﬁl) (i([:]%lzt;);‘?:l)
Tubo 4918 1.017
i Vial 1.478 3.383
Tubo 4918 1.017
29/11/2009 | Sulfitado b| 6.0 )
Vial 1.478 3.383
70 Tubo 4918 1.017
Vial 1.478 3.383
Tubo 1.449 3.450
> Vial 1.478 3.383
29/11/2009 | Alcalizado 6.0 ok i 3.450
Vial 1.478 3.383
20 Tubo 1.449 3.450
Vial 1.478 3.383
55 Tubo 1.796 2.783
Vial 1.695 2.950
29/11/2009 | Primario a| 6.0 ol IS 2.783
Vial 1.695 2.950
70 Tubo 1.796 2.783
Vial 1.695 2.950
5 Tubo 2.069 2417
Vial 1.818 2.750
29/11/2009 |  Primario b| 6.0 el W 2417
Vial 1.818 2.750
70 Tubo 2.069 2.417
ial 1.818 2.750
55 Tubo 1.724 2.900
Vial 1.676 2.083
29/11/2009 | Primario a| 6.0 b L2d 2.900
Vial 1.676 2.983
70 Tubo 1.724 2.900
Vial 1.676 2.983
55 Tubo 1.695 2.950
Vial 3.797 1.317
29/11/2009 | Primario b| 6.0 Tgbo | e 2.950
Vial 3.797 1.317
70 Tubo 1.695 2.950
Vial 5397 180
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Continuacion Cuadro 13

pH

Tiempo de

ri;?lzz C(:gn Jugo resazurina | Contendor | viraje total (icol\gzt;;f;]h)
(£0.01) (+0.02357h) '
29/11/2009 Sulfitado b 55 Tubo 4918 1.017
55 Tubo 1.357 3.683
| bl 1.364 3.667
Tub 1.357 3.683
29/11/2009 |  Diluido b| 6.0 e 3.683
Vial 1.364 3,667
70 Tubo 1.357 3.683
' Vial 1364 3.667
55 Tubo 6.818 0.733
' Vial 6.122 0.817
gt 818
29/11/2009 |  Diluido a| 6.0 uie | 0.733
Vial 6.122 0.817
70 Tubo 6.818 0.733
Vial 6.122 0.817
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Tiempos de viraje total y coeficiente microbiolégico para las muestras con solucién

Cuadro 14

de resazurina con 12% P/V de sacarosa y sin sacarosa

Concentracion

Fecha de de Sacarosa en Tiempo de viraje CM total
recoleccion | E° rezasurina | COMTONCAOT | (0 a) (£0.02357h) | (20.02357h)
(%P/V)
Tubo 3.100 1.613
0.0
. 3 Vial 3.500 1.429
02/12/2009 Primario a
Tubo 3.100 1.613
12+0.011
Vial 3.500 1.429
0.0 Tubo 3.817 1.310
G | e ' Vial 3.067 1.630 |
12 udo @ Tubo 3.817 1310
12+ 0.011
Vial 3.067 1.630
Tubo 3.033 1.648
0.0
Vial 4.267 1172
02/12/2009 Sulfitado a Tubo 3.033 1 648
12£0.011
Vial 4.267 72
Tubo 4.240 1.179
0.0
Vial 3.083 1.622
02/12/2009 Primario b
Tubo 4.240 1.179
12+0.011
Vial 3.083 1.622
Tubo 2:217 2.256
0.0
Vial 3.050 1.639
02/12/2009 Diluido b
Tubo 9217 2.256
12+0.011
Vial 3.050 1.639
0.0 Tubo 3.900 1.282
Vial 3.900 1.282
/ Pri i
03/12/2009 rimario a Tubo 3.900 1282
12+£0.011
Vial 3.900 1.280
Tubo 3.767 1.327
0.0
Vial 3.350 1.490
03/12/2009 Primario b
Tubo 3.767 1:327
12+£0.011
Vial 3.350 1.490
03/12/2009 Diluido a 0.0 Tubo 3.283 1:523
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Continuacién Cuadio 14

Fecha de

Concentracién

Fiig de Sacarosa en Ehitaredae Tiempo de viraje CM total
recoleccion =5 rezasurina onEEnedor | total (£0,02357h) | (£0.02357h)
(%PIV)
Tubo 2.517 1.987
0.0
Vial 2.930 1.700
03/12/2009 Diluido b
Tubo 2.517 1.987
124 0.011
Vial 2.930 1.700
Tubo 4.283 1.167
0.0
Vial 4.570 1.090
03/12/2009 Sulfitado a
Tubo 4.283 1.167
12£0.011
Vial 4.570 1.090
Tubo 4.067 1.230
0.0
03/12/2009 | Sulfitado b Vial il L
Tubo 4.067 1.230
12£0.011
Vial 4.470 1.120
Tubo 3.333 1.500
0.0
Vial 4.070 1.230
03/12/2009 | Alcalizado
Tubo 3.333 1.500
1240011
Vial 4.067 1.230
i Tubo 3.617 1.382
' Vial 3.867 1.293
03/12/2009 | Primario a
Tubo 3.617 1.382
12+ 0.011
Vial 3.867 1.293
Tubo 3.400 1.471
0.0
Vial 4.000 1.250
03/12/2009 Primario b
Tubo 3.400 1.471
12£0.011
Vial 4.000 1.250
Tubo 1.900 0.333
o Vial 2.9 0.326
i 217 32
04/12/2009 Cosecha : e
Tubo 1.652 0.331
12£0.011
Vial 1.900 0.333
Tubo 1.585 0.331
oe Vial 1.950 0.329
04/12/2009 | Cosecha K o =
Tubo 1.585 0.331
12+ 0.011
Vial 2.150 0.326
- Tubo 4.367 0.304
' Vial 3.967 0.304
04/12/2009 | Primario a : e
‘ Tubo 3.967 0.304
12+ 0.011
Vial 3.967 0.304
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Continuacioén Cuadro 14
[ Concentracion ‘ ;s
Fecha de de Sacarosa ,I.‘Ierppo de CM total
= Jugo : Contenedor | viraje total =
recoleccion = en rezasurina (0 02357h) (i:0.023.'37h)
(%P/V) i
0.0 Tubo 5.133 0.284
. ' Vial 4.667 0.289
04/12/2009 Primario
Tubo 5.133 0.284
124+ 0.011
Vial 4.155 0.289
0 Tubo 4,138 0.289
04/12/2009 | Diluido il 2383 e
b1 Tubo 4,138 0.289
' Vial 4383 0.292
- Tubo 3.900 0.304
. ' Vial 4.118 0.292
04/12/2009 | Diluido
Tubo 3.900 0.304
12 +0.011 ]
Vial 4.118 0.292
- Tubo 7.433 0.250
' Vial 6.950 0.256
04/12/2009 | Sulfitado e
Tubo 7.433 0.250
12 +0.011
Vial 6.950 0.256
6.5 Tubo 6.583 0.259
' Vi ] 25
04/12/2009 | Sulfitado i Rl 9
Tubo 6.583 0.259
12 +0.011 .
Vial 6.583 0.259
. Tubo 4,800 0.287
04/12/2009 | Alcalizado il 2934 L2be
T : .
12 £0.011 ubo 4.800 0.287
[ Vial 5.033 0.284
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Cuadro 16
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el primer cambio entre tubos y viales

Tubos Viales
Media 1.2281 1.2563
Varianza 0.5716 0.4221
Observaciones S 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.9345
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -0.0633
P(T<=t) una cola 0.4755
Valor critico de t (una cola) 1.8595
P(T<=t) dos colas 0.9511
Valor critico de t (dos colas) 2.3060

Cuadro 17
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el cambio a rosa entre tubos y viales

Tubos Viales
Media 1.9996 1.9952
Varianza 0.7946 0.2279
Observaciones 7 7
Coeficiente de correlacién de Pearson 0.9426
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 0.0116
P(T<=t) una cola 0.4955
Valor critico de t (una cola) 1.8331
P(T<=t) dos colas 0.9910

Valor critico de t (dos colas) 2.2622




Cuadro 18.
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el cambio a total entre tubos y viales

Tubo Vial
Media 3.1101 2.9544
Varianza 1.9748 1.1740
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacién de Pearson 0.9786
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 0.2149
P(T<=t) una cola 0.4173
Valor critico de t (una cola) 1.8331
P(T<=t) dos colas 0.8347
Valor critico de t (dos colas) 2.2622

Cuadro 19
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el primer cambio en comparacion para el
cambio total en tubos

Total Primero
Media 2.9646 0.7708
Varianza 0.9554 0.0211
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson  0.9271
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad S
Estadistico t 5.4381
P(T<=t) una cola 1.427E-03
Valor critico de t (una cola) 2.0150
P(T<=t) dos colas 2.8532E-03
Valor critico de t (dos colas) 2.5706
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Cuadro 20
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el segundo cambio en comparacion para el
cambio total en tubos

Total Segundo
Media 2.9646 1.7018
Varianza 0.9554 0.1742
Observaciones 6
Coeficiente de correlacion de Pearson  0.9739
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 7
Estadistico t 2.9103
P(T<=t) una cola 1.1325E-02
Valor critico de t (una cola) 1.8946
P(T<=t) dos colas 2.2650E-02
Valor critico de t (dos colas) 2.3646

Cuadro 20

Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el primer cambio en comparacion para el
cambio total en viales

Total Primero
Media 2.9829 0.7569
Varianza 1.1737 0.0621
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacién de Pearson 0.9493
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6
Estadistico t 4.9047
P(T<=t) una cola 1.3491E-03
Valor critico de t (una cola) 1.9432
P(T<=t) dos colas 2.6981E-03
Valor critico de t (dos colas) 2.4469




Cuadro 21
Prueba t para la diferencia en la media de muestras relacionadas al 95% de
confianza, prueba de resazurina para el segundo cambio en comparacion para el
cambio total en viales

Total Segundo
Media 2.9829 1.7099
Varianza 1.1728 0.4489
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.8639
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 2.4487
P(T<=t) una cola 2.0010E-02
Valor critico de t (una cola) 1.8595
P(T<=t) dos colas 4.0020E-02

Valor critico de t (dos colas) 2.3060




E. PROCEDIMIENTO ESTANDAR

1. Aplicacién de la prueba de la resazurina en muestras de jugo de caiia con la

variante recomendada

a. Fundamento. El resultado de la prueba de la resazurina, el tiempo de viraje
total, es un indicador directamente relacionado con la cantidad de microorganismos en
una muestra de jugo de cafia. Su importancia reside en la aplicacion de sus resultados
como herramienta la deteccion y el control de la contaminacién microbioldgica tanto de
la cafia entrante al ingenio azucarero (materia prima), como del Jugo extraido en el area

de molinos.

La proporcién en la cual se utiliza la resazurina en la aplicacion de la prueba tiene
un efecto en el tiempo de viraje total. De la misma forma, la ausencia de aire en el tubo
de ensayo (razén por la cual el tubo se llena completamente), también tiene un efecto en

el tiempo de viraje total.

Se ha comprobado que el método esténdar de la prueba de la resazurina tiene las
condiciones necesarias para tener un tiempo de viraje total menor al que se podria obtener
utilizando otras variantes. Ademas también se ha comprobado que al aplicar la prueba en
estas condiciones se detecta claramente el tiempo de viraje total para la muestra en

cuestion,

La aplicacion de la prueba de la resazurina debe llevarse a cabo periddicamente
cuando es aplicada en el area de molinos, esto es debido a que el proceso es de forma
continua. Para el establecimiento de un sistema de monitoreo y control microbioldgico en
el drea de molinos, se recomienda llevar a cabo un muestreo y aplicacion de la prueba de

la resazurina cada hora
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a. Equipo y reactivos

1) Equipo

* Tubos de Ensayo con tapadera

* Beakers

¢ Baiio de Maria

¢ Crondmetro

* Pipeta volumétrica para afiadir el volumen requerido de solucién de

resazurina

2) Reactivos

Solucién de resazurina 10ppm



