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1. RESUMEN

El control de calidad microbiologico en jugos de cafia es muy importante para los
ingenios azucareros de Guatemala, en estas fabricas se reportan pérdidas por accién
microbiana , sin embargo no se han realizado estudios que permitan establecer mejoras y
nueva informacion para poder encontrar medidas més efectivas. El propasito de este
estudio fue implementar el test de resazurina como prueba rapida para estimar el nimero
de microorganismos presentes en el jugo de caiia.

Para el efecto se realizo un estudio comparativo entre los recuentos aerébicos en placa
de jugos de cafia y la respuesta de las mismas muestras al test de resazurina. Para ésto se
incluyeron 10 muestras de jugo de cafia las cuales fueron analizadas por triplicado por los
dos métodos. Dicho estudio se realizé en el Ingenio Pantaleén S.A. , obteniéndose las
muestras de cafia en la misma finca. Las muestras de cafia fueron llevadas a las
instalaciones del ingenio donde se extrajo el jugo de cafia utilizando el laboratorio del
mismo ingenio para correr las pruebas.

Para la investigacion se tom6 como metodologia de referencia el recuento aerobico en
placa de jugos de cafia el cual ha sido utilizado y aceptado como la metodologia oficial en
el control de calidad microbiolégico de jugos de cafia. Paralelamente se corrio el test de
resazurina el cual es un método que se basa en la reduccion del colorante por accion

microbiana.

Se encontré una correlacion lineal de-0.9853 entre los dos métodos, hallindose una
ecuacion de prediccion para poder encontrar el nimero de microorganismos conociendo

en forma indirecta los tiempos de reduccion de resazurina.



2. INTRODUCCION

La fabricacion de azicar en Guatemala, se lleva a cabo mediante la obtencién de
sacarosa a partir de la cafla de azicar. El proceso se inicia en la estacion de molinos
cuando es extraido el jugo que trae la cafia. Las caracteristicas fisicoquimicas del jugo de
la cafia hacen de €l un medio adecuado para el desarrollo de una gran variedad de
microoorganismos. La estacion de molinos es una etapa en la tecnologia del proceso del
azucar donde la actividad microbiana es mas pronunciada. Esta actividad resulta en la
destruccion de sacarosa y la incorporacion de productos metabdlicos, los cuales causan

molestias en etapas tardias del proceso (1).

En la industria de la cafia de azicar esta actividad esta altamente favorecida por las
condiciones en que se extrae el jugo, en el cual la temperatura no se eleva a temperaturas

de inhibicion del crecimiento microbiano (1).

Las caracteristicas de la microbiota del jugo de la cafia varian dependiendo de las
condiciones en que la cafia es recibida, es decir su tiempo entre el corte y la entrega,

condiciones de enfermedad de la cafia, accion de insectos y roedores sobre ésta (1,2).

En cuanto a los analisis de laboratorio no se posee ninguna forma de control en la
estacién de molinos. En el presente estudio se pretende correlacionar el recuento aerdbico
en placa (CAP) y el test de resazurina para detectar los cambios en la poblacion

microbiana del jugo extraido por los molinos. Ademas se propone el test de resazurina



como un método riapido para estimar el nimero de microorganismos presentes en los

jugos de cafia.



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades del proceso

El proceso de la cafia de azicar se inicia cuando ésta es cortada en el campo. Es
transportada a la fibrica donde recibe varios lavados antes de pasar a la estacién de molida

(1,2).

La cafia es descargada en los conductores que la llevan directamente a los molinos,
por lo general son 7 molinos en los cuales se extrae el jugo que contiene la cafia en un 85 a
90% dependiendo de la eficiencia de esta etapa. El jugo es bombeado de los molinos a
una torre de sulfitacion donde el jugo se hace pasar a contracorriente con anhidrido
sulfuroso. Con ésto se pretende reducir compuestos que le dan color al azicar ademas de
desnaturalizar proteinas presentes en el jugo. El jugo en forma continua pasa a un gran
tanque donde se agrega cal para ascender el pH a valores entre 7.0-7.5. El jugo ya
alcalinizado (jugo tratado con cal) es pasado por unos calentadores que lo llevan a
temperaturas de 110°C. Inmediatamente el jugo ya calentado pasa a unos clarificadores
donde se separa el sedimento o precipitado que se ha formado en las etapas anteriores.
Este jugo se denomina jugo clarificado, éste es bombeado a los evaporadores donde se
procede a eliminar agua por evaporacion hasta concentrar el jugo a un °Brix de 60, con
ésto se pretende concentrar la sacarosa presente, pero sin llegar al punto de
sobresaturacion y consecuente cristalizacion de la sacarosa. En los tachos (evaporadores
al vacio) se llega al punto de cristalizacion, esta mezcla es centrifugada para separar los

solidos de 1a miel (1,3)anexo 13.1).
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3.2 Molienda

La cafia ya pesada y lavada es conducida a los molinos donde pasa por una serie de
cuchillas (picadoras), que cortan la cafia en pedazos, con ésto se consigue una mejor
preparacion de la cafia para la molienda, aumentando el drea de contacto entre los molinos
y la cafia. La combinacion de tres masas dispuestas en forma triangular es la unidad de
molienda. La cafia se hace pasar por cada molino dindole una presién de 2000 PSI. Al
mismo tiempo se agrega agua para aumentar la extraccion del jugo. El jugo que sale del
primer molino se llama jugo primario, el cual no contiene agua de dilucion, el jugo ya
mezclado con agua se llama jugo diluido. El jugo diluido es bombeado al departamento de
evaporacion.

Los molinos estan impulsados por turbinas de vapor. El vapor se obtiene por la quema
del bagazo que sale del altimo molino (3).
2.2.1 Imbibicion

Proceso en el cual se aplica agua o jugo al bagazo para diluir y mezclarse con el bagazo
que tiene este ultimo.
El agua que se agrega a los molinos proviene de los condensados de evaporadores y

tachos, éstos al llegar a los molinos poseen una temperatura entre 50 y 60 °C (4).

3.2.2 Eficiencia de la molienda
La eficiencia de la molienda se suele expresar en funcion del porcentaje total de

sacarosa que contiene la cafia extraida del guarapo, es decir sacarosa en jugo, en funcion



de sacarosa en caila. Existen otros factores que son independientes del funcionamiento
mecanico de los molinos que influyen en porcentaje de extraccion. Esto es la pérdida de
sacarosa por la actividad microbiana la cual no se cuantifica, pero se estima que depende
de las condiciones higiénicas de los molinos. Estas pérdidas se incluyen dentro de las
pérdidas denominadas indeterminadas, ésto se logra haciendo un balance de masa en el
proceso. Estudios han demostrado que un poco de bagazo acidulado puede infectar la
totalidad de guarapo que sobre él fluye. Los disefios mis modernos de molinos evitan
todos los pernos salientes y también las esquinas muertas en los canales del guarapo. En la
actualidad los disefios modernos de transportadores de bagazo y todas las partes moviles
del sistema de molinos se hacen mas accesibles a la limpieza. Debe reconocerse que el
guarapo ofrece un medio ideal para la propagacion de microorganismos, y que para evitar
tales propagaciones el jugo debe ser bombeado rapidamente a la fabrica. El lavado de
molinos con agua a alta temperatura y presion es una buena medida para reducir las
pérdidas, ya que esta agua a presion desplaza los acumulados que se forman en el colador
de jugo y elevadores. La medicion del aumento de la acidez del jugo de caiia a intervalos a

lo largo de los molinos ha indicado acidulacion excesiva en algunas pruebas (3).

3.3 Caiia de Azicar

La cafia de aziicar es una hierba gigante que pertenece al género Saccharum. Las
amplias variaciones en el tamafio, el color y el aspecto son resultado de las diversas
condiciones de terreno, del clima, métodos de cultivo y de la seleccion local. En la

actualidad la mayor parte de autoridades en la materia reconocen cinco especies: 8.



sinense, S. barberi, S. spontaneum, S. robustum y S. officinarum. La planta

cultivada de la cafia de azicar es victima de numerosas enfermedades y plagas, muchas de
las cuales han cambiado la historia de la industria en diversas partes del mundo debido a
susceptibilidad a enfermedades, como el virus del mosaico o la accién de ciertas bacterias
como xantomonas. De las plagas de insectos, la polilla barrenadora ha sido especialmente

destructiva en el hemisferio occidental (5).

3.4 Microbiologia de la Caiia de Aziicar

La cafia de aziicar posee una microbiota muy variada la cual tiene significado en el
papel que toman los microorganismos en la fabricacion de aziicares. Algunos estudios han
demostrado que la cantidad de bacteria viables varia desde la pequefia cantidad que se
encuentra en cafias cultivadas en montafias hasta la elevada cantidad que se encuentra en
lugares cercanos a las costas. El tipo predominante que se encontrd pertenece al género
Bacillus sp. estudios de Honig demuestran que la microbiota varia segtin el tipo de suelo,
clima, plagas (5).

Cuantitativamente, las hojas enfermas de los tallos contienen una mayor concentracion

de bacterias que las hojas normales. Se reconocen aproximadamente cincuenta

microoorganismos, entre éstas las mas importantes Leuconostoc__mesenteroides ,

Sacharomyces sp , Aerobacter acrdgenes, Bacillus mesentericus , Pseudomona sp,

Bacillus cereus, Penicillium sp, Actinomyces sp, Streptomyces sp. (5,6)(anexo 13.2).
La bacteria Leuconostoc mesenteroides es un microorganismo que se ha comprobado

su propiedad para producir dextranos, el cual lo obtiene durante la degradacion de la



sacarosa. La dextrana se encuentra presente en la cafia que se ha dejado en el campo
durante mas de veinticuatro horas, desde el momento de su corte. La dextrana aparece en
€l jugo de cafia, lo cual indica destruccion de sacarosa, puede ser un indice de la calidad
microbiologica del jugo. Se puede determinar si la formacién de dextrana es en el campo o
se debe a condiciones de no asepsia en los molinos (7,19-21) (anexo 13.4).

Recientemente se identifico a Leuconostoc dextranicum en los jugos de cafia como
bacteria productora de dextrana a partir de la sacarosa, aunque se encuentra en menor
cantidad que Leuconostoc mesenteroides (8).

El efecto de los microorganismos en la fabricacion de aziicar es muy importante, la
cafia de azicar lleva a los molinos una gran cantidad de microorganismos viables, la
mayoria quedan en el jugo extraido, donde si la temperatura es apropiada para el
crecimiento, el desarrollo microbiano se presenta inmediatamente. La aplicacion de
bactericidas para evitar pérdidas en la fabrica parece justificable. La produccién de
dextrana aumentan las dificultades para clarificar los jugos, ademas de interferir en la
cristalizacion de la sacarosa. El principal problema de las refinerias en relacion con los
microorganismos no es la accion de estos organismos, sino el hecho de que cierto nimero
de ellos permanece en el producto final y puede resultar insatisfactorio para el consumidor

industrial del azticar (9) (anexo 13.2).

3.5 Composicién Quimica del jugo de Cafia
Existen diferencias entre la composicion del jugo, dependiendo de las condiciones de

cultivo, clima, especies de cafla, tipo de suelo, variedades de cafia susceptibles a ciertas



infecciones. Estas diferencias son més cuantitativas que cualitativas. La cafia contiene un
alto porcentaje de agua, el resto es fibra y sélidos suspendidos, entre éstos predomina la

sacarosa, fructosa y glucosa (11).

3.5.1 Azlcares

El valor comercial de la cafia de aziicar deriva de la preponderancia de la sacarosa
como constituyente del jugo de la planta madura, los otros aziicares importantes que se
encuentran presentes en concentraciones substanciales son la glucosa y fructosa. La
sacarosa se hidroliza con facilidad en soluciones 4cidas a velocidades que aumentan
notablemente segin el aumento de temperatura y de la disminucion del pH, con la
liberacion de los monosacéridos constituyentes. A esta reaccién hidrolitica se aplica
generalmente el nombre de inversion, ya que produce un cambio de la actividad oOptica
dextrogira propia de la sacarosa a una actividad neta levogira equivalente a -39.5°.
Los constituyentes minerales se determinan por incineracién de la muestra, pero no es una
medida directa de la concentracion de sales que existe en el guarapo. Sélo se puede
determinar el contenido verdadero de sales por medio de determinaciones de los é4cidos y
las bases individuales, ya que los acidos orgéanicos rinden carbonatos al ser incinerados,
pero no en cantidades plenamente originales a los acidos originales. Otros constituyentes
como acidos organicos, proteinas, almidon, gomas naturales , son compuestos que se

encuentran dentro del jugo (10-13) (anexo 13.3).
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3.6 Medidas cuantitativas de microorganismos

La metodologia para el recuento de microorganismos se clasifica en métodos
directos o métodos indirectos, entre los primeros se encuentra el conteo directo al
microscopio, recuento aerdbico en placa, pesando masa celular o midiendo el contenido
de nitrogeno en ésta. Los métodos indirectos son aquellos que relacionan el grado de

actividad bioquimica al tamafio de la poblacion microbiana (22),

3.6.1 Test de resazurina

Recientemente se ha tratado de estimar el nimero de microorganismos por reacciones
de reduccion de colorantes, siendo la resazurina un colorante que ha dado resultado para
estimar en forma indirecta pero rapida el nimero de microorganismos en jugos de cafia
(11,13).

El color de la resazurina a pH neutro es azul, cuya formula molecular es C,;H; NO,
este compuesto se reduce a resorufina (C;3H;NO;) que se observa de color rosado |, el
color va cambiando paulatinamente durante la reaccion hasta llegar a su color plenamente

rosado, este cambio no es reversible, detectandose a un potencial de oxido-reduccion

eanorsghQ OF 1A DAIVERSINAD DF SAN CARIDC Bt GHaTEUAE
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entre 0.2 y 0.05 voltios (12,13).

La reduccion del colorante de azul original al rosado parece ser mas independiente del
contenido de oxigeno y del potencial de oxido-reduccion que el cambio de rosado a
incoloro que es la segunda etapa la cual es reversible, pasando de resorufina a
dihidroresorufina (Ci;HsNOs) , estos ensayos no deben realizarse en plena luz del sol ya

que pueden producirse cambios riapidos en el color (13).
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La comprension de los potenciales de oxidacion-reduccion, explica las relaciones de los
microorganismos con el oxigeno y su interaccion con colorantes como la resazurina y el
azul de metileno. El potencial de oxidacion-reduccion es una medida de la tendencia de un
sistema reversible a aceptar o donar electrones . En sistemas biolégicos tales como los
cultivos de microorganismos las reducciones y las oxidaciones son la fuente de energia
para los procesos celulares. Los productos de fermentacion son resultado de las
reacciones de oxidacion-reduccion que han tenido lugar en las células. En estas
reacciones es donde entra en juego la resazurina, ya que ésta se reduce en presencia de
cierto tipo de microorganismos presentes en los jugos de cafia, cambiando su color de

forma oxidada a forma reducida (3,14-16).

resazurina resorufina dihidroresorufina
Ciz:H,NO, = CuH?Nﬂ;} <> CpHgNO;

azul rosado incoloro

2.6.2 Recuento aerobico en placa para jugos de cafia
Existe varias formas de estimar el nimero de microorganismos totales en los jugos de
cafia, entre éstos el recuento aerobico es el método oficial de la Asociacion de
Metodologia y Analisis del Azacar (ICUMSA) (18).
En este procedimiento se introduce una cantidad medida de inoculo a una caja de petri,
después de ésto se adiciona agar fundido el cual mediante agitacion rotatoria de la caja, se

mezcla al indculo. Cuando el medio se solidifica los microorganismos quedan atrapados en



el agar. Se da por supuesto que cada microorganismo se desarrolla y se reproduce hasta
formar una masa visible de microorganismos , o sea una colonia. La ténica de conteo en
placa para jugos es un método oficial utilizando agar plate count , lo cual ha dado

resultados satisfactorios para estimar carga microbiana (19-21).
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4. JUSTIFICACION

La inversion de sacarosa por accion microbiana representa un problema en los ingenios
azucareros de Guatemala, a pesar que éstos gastan una cantidad considerable de dinero en
bactericidas. El recuento aerobico en placa en jugos de cafia se ha ensayado en algunos
ingenios pero no ha sido de gran ayuda debido a que los resultados se obtienen después de
24 horas de cultivo, por lo que no se pueden tomar decisiones tendientes a corregir el
proceso. La adopcion en los ingenios azucareros de una prueba rapida y relativamente
sencilla como la prueba de resazurina, que refleje un estimado de la poblacién microbiana
presente en los jugos de cafia podria ser una herramienta 0til en el proceso y poder tomar

las medidas preventivas en el momento justo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Establecer la relacion entre los tiempos de reduccion de resazurina

y los recuentos aerdbicos en placa de los jugos de cafia.

5.2 Implementar la prueba de resazurina al proceso de control de calidad

de los jugos de cafia.
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6. HIPOTESIS

El tiempo de reduccion de resazurina se asocia con los recuentos aerobicos en placa de

jugos de cafia.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo

Muestras de jugo de cafia extraidas por un molino de rodillo de cuatro masas.

7.2 Medios

7.2.1 Recursos Humanos

7.2.1.1 Otto Blanco Bonifasi (investigador)

7.2.1.2 Diana Freire (asesor)

7.2.2 Recursos institucionales
7.2.2.1 Ingenio Pantaleon S.A.

7.2.2.2 Ingenio Concepcion S.A.

[PROMEGAD OF 1A WIVERSINAD NIF SAN CARINS 16 GiitTiuarg

7.2.3 Recursos Materiales ' Biolioteca Cen-- © i

7.2.3.1 Materiales y equipo
7.2.3.1.1 Tubos de ensayo pyrex de 16 x 125 mm
7.2.3.1.2 Pinzas para tubo de ensayo
7.2.3.1.3 Gradillas
7.2.3.1.4 Pipetas volumétricas de 1 y 10 ml
7.2.3.1.5 Cajas de petni

7.2.3.1.6 Asa

16



7.2.3.1.7 Mechero

7.2.3.1.8 Erlenmeyer de 250ml
7.2.3.1.9 Incubadora
7.2.3.1.10 Baiio de Maria
7.2.3.1.11 Autoclave

7.2.3.1.12 Cronometro

7.2.3.2 Reactivos
7.2.3.2.1 Resazurina

7.2.3.2.2 Agar plate count

7.3 Procedimiento
7.3.1 Obtencion de muestra
Se extrajo el jugo de cafia haciendo pasar cafia por un molino de rodillo de cuatro

masas , a una presion de 2000 PSI, se tomaron 11 ml por cada muestra

7.3.2 Procesamiento y analisis de muestras
7.3.2.1 Prueba de resazurina

7.3.2.1.1 Reactivos
Resazurina

7.3.2.1.2 Preparacion
7.3.2.1.2.1 Esterilizar 200 ml de agua en un balon de 200 ml

7.3.2.1.2.2 Agregar 1] mg de Resazurina al balon y disolver

17



7.3.2.1.2.3 Trasvasar a frasco oscuro previamente autoclaveado

7.3.2.1.3 Procedimiento
7.3.2.1.3.1 Medir 10 ml de jugo de cafia y transferir a tubo ensayo
7.3.2.1.3.2 Agregar 1 ml de reactivo de resazurina
7.3.2.1.3.3 Tapar tubos y colocarlo en incubadora a 36°C
7.3.2.1.3.4 Programar cronémetro para medir tiempos de reduccion

7.3.2.1.3.5 Observar tubos cada 30 minutos

7.3.2.1.4 Interpretacion

El cambio de color de morado a rosado es indicativo de reduccion

anotando tiempo de reduccion de la muestra

7.3.2.2 Recuento aerdbico en placa para jugos de cafia

De las muestras tomadas para el test de resazurina

simultdneamente se tom61 ml para realizar recuento

aerobico en placa.

7.3.2.2.1 Preparacion

7.3.2.2.1.1 Pesar 22.5 grs de Agar Plate Count por 1000 ml de solucion

7.3.2.2.1.2 Preparar 1000 ml de agua estéril y agregar agar, hirviendo a

la solucion.

18
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7.3.2.2.1.3 Autoclavear a 121°C durante 15 minutos
7.3.2.2.2 Procedimiento

7.3.2.2.2.1 Preparar 3 erlenmeyer con 99 ml de agua estéril cada uno

7.3.2.2.2.2 Tomar 1 ml de muestra y hacer diluciones seriadas

7.3.2.2.2.3 De la dilucion de 1:1000000 tomar 1 ml y colocarlo en caja

7.3.2.2.2.4 Vaciar 20 ml aproximadamente de agar fundido a 50°C sobre
cada alicuota sembrada y mezclar rotando suavemente la caja

7.2.2.2.2.5 Colocar las cajas en una incubadora, en forma invertida para
evitar que se condense agua en el medio de cultivo

7.2.2.2.2.6 Contar el nimero de colonias y reportar el niimero en UFC/ml

7.4 Diseiio Experimental

Este proyecto se desarrolld comparando los resultados de los tiempos de reduccion de
cada muestra, contra los resultados de recuento aerobico en placa de la misma. Se tomd
una muestra de jugo de cafia y de ésta se hizo diluciones de 1:1 hasta 1:10, obteniendo un
total de 10 muestras; a cada una de estas diluciones se le hizo recuento aerdbico en placa
y la prueba de resazurina simultaneamente y por triplicado. Los resultados se tabularon y
se analizaron por regresion lineal, comparando pendientes, encontrando la ecuacion de

regresion y validandola.

e Asociacion : r ( coeficiente regresion lineal) y t (pendientes)

e Regresion : ecuacion de prediccion Y = Bg- M;X Y = test resazurina X = RAP
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8. RESULTADOS

El estudio se llevo a cabo tomando muestras de jugo de cafia y realizando diluciones,
obteniéndo diez muestras.

De cada una de las muestras se tomaron 30 ml para aplicarles el test de resazurina y 3
ml para realizar recuentos aerébicos en placa.

Las muestras fueron analizadas por triplicado, obteniéndose tres resultados de cada
muestra, €stos fueron tratados estadisticamente para obtener las medias de cada grupo de
resultados. En la prueba de RAP por cada muestra se hicieron tres recuentos con sus
respectivas diluciones.

El test de resazurina se aplico por triplicado para cada muestra.

I
SUAREAAD OF 1A UNIVERSINAD F SAN CARIOS DF GUATTRAIR

Tabla 1 : “ibliortecao Cenr-_"__ _J'

Recuentos aerdbicos en placa de cada muestra de jugo de caiia realizados por
triplicado dilucion 1:10000

MUESTRA | RECUENTO AEROBICO EN PLACA | *X
1 300 305 298 | 301
4 255 258 245 | 252
3 230 214 2271 222
& 176 169 177] 174
5 141 138 129 | 136
6 120 118 124 | 120
7 100 89 105 98
8 80 75 91 82
9 51 60 58| 56

10 26 20 28| 24

* Promedio aritmético de cada grupo de datos
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Tabla 2

Test de resazurina para muestras de jugo de cafia realizado por triplicado

M | ¥TIEMPOS DE REDUCCION * X
Enhorag . = o

1 1.00 1.00 1.00 1.00
2 1.35 1.50 1.50 1.45
3 2.00 1.85 2.00 1.95
4 325 330 3.15 323
5 4,00 4.25 4.00 4.08
6 5.15 520 475 5.03
7 6.00 6.00 5.90 597
8 6.50 6.45 6.15 6.37
9 7.00 710 7.00 7.03
10 8.00 8.15 B.00 8.05

* Promedio aritmético de cada grupo de datos
¥ Tiempo de reduccién en horas

Tabla 3

Tiempos de reduccion de resazurina vrs recuentos aerdbicos en placa de muestras de
jugo de caiia

M | RAP | Test resazurina
1 301 1.00
2 252 1.45
3 222 1.95
4 174 323
5 136 4 08
6 120 o 5nE
7 o8 5.97
b 32 6.37
9 56 7.03
10 24 B.05




Grafica 1
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Regresion lineal de resultados de RAP y test de resazurina en jugos de caiia

RAP Vrs TEST RESAZURINA
8 -
8+
7 ] ¥ =-0,02717X + 8.3868
r=-0.9863

8 4

TIEMPO § +

{Hrs)

3 -
2 -
1 t t t + i
0 L4 100 150 200 250 300 50

UFCimd

Los resultados de plotear RAP contra test de resazurina, se muestra en la gréfica 1,

realizandose una regresion lineal de la misma, encontrandose que el coeficiente de

correlacion lineal ( r ) es igual a- 0.9853 . De la misma grafica se calcul6 la ecuacion de la

recta corregida por correlacion lineal siendo la siguiente: Y = -0.02717X + 8.3958 , donde

la pendiente ( m ) es igual a -0.02717 y el intercepto es igual a 8.3958 (anexo 13.5).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El test de resazurina fue realizado en jugos de cafia , las muestras fueron analizadas por
triplicado toméndose las medias aritméticas de cada muestra, obteniéndose un grupo de
datos para el test de resazurina y para el recuento aerdbico en placa. Los resultados
indican que hay correlacion o asociacion entre los tiempos de reduccion de resazurina y
los recuentos aerdbicos de cada muestra, obteniéndose un coeficiente de correlacién
lineal de -0.9853. Aunque el coeficiente de correlacion es aceptable se pudo observar en
la grifica 1 poca sensibilidad del método cuando los recuentos aerdbicos son altos |
aunque el mismo puede ser utilizado como una prueba rapida que dé el namero de
microorganismos existentes en una muestra de forma estimada. El método es vialido
dentro de los rangos muestreados ya que los jugos de cafia no presentan en su mayoria
recuentos mayores de 3,500,000 UFC/ml (18).

El test de resazurina para jugos de cafia presenta dificultad para su interpretacion , ya
que los cambios de color de la resazurina por accién microbiana puede ser enmascarado
por los pigmentos propios del jugo de cafia (15).

Los jugos de cafia poseen un color amarillo caracteristico que dependiendo de su
intensidad puede variar el color que se obtiene al mezclar resazurina con jugo de cafa.

Los cambios de coloracién pueden ser un problema para la implementacion del test de
resazurina en jugos de cafia si no se tiene una persona debidamente entrenada para poder
interpretar los analisis en forma correcta .

La presencia de azucares reductores como glucosa y fructosa podrian interferir en

forma directa sobre el test de resazurina ya que concentraciones altas de estos azicares



pueden reducir a la resazurina y dar resultados falsos (22).
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10. CONCLUSIONES

10.1 Se encontrd que existe asociacion entre los tiempos de reduccion de resazurina y los

recuentos aerobicos en placa de jugos de cafia.

10.2 Se encontré una ecuacion de prediccion entre los tiempos de reduccion de resazurina

y los recuentos aerobicos en placa de jugos de cafia.

10.3 Los pigmentos del jugo de cafia pueden enmascarar el viraje de resazurina.

10.4 El test de resazurina es un método con respuesta mas rapida que el RAP.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Realizar estudio sobre la interferencia de azicares reductores en el test de resazurina

en jugos de cafia.

11.2 Realizar estudio sobre la clasificacion de microorganismos presentes en el jugo de

cafia con mayor frecuencia en Guatemala.

11.3 Al implementar el test de resazurina en jugos de cafia debe entrenarse debidamente al

personal de laboratorio para poder interpretar los resultados en forma correcta.
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ANEXO 13.1

Diagrama de flujo de la Fabricacion de Azicar

Preparacion de cafia

Clarificacion de Jugo

Evaporacion Cristalizacion




ANEXO 13.2

Microorganismos en caiia de azicar UFC/ml (1)

Tallo Total Bacteria | Hongos | Levadura
1 440,000 430,000 1100 200
2 194,000 193,000 500 110
3 08,000 73,000 7,700 13,000
4 180,000 170,000 8,500 50,000

(H

Fuente: Payne J. Sugar Cane Factory Analytical Control. 2ed London EPC, 1989. 190p.
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ANEXO 13.3

Composicion de la Caiia de Aziacar y del Guarapo (2)

Componentes Porcentaje % sol. solubles
Agua 73-76

Solidos 24-27

Fibra seca 11-16

Solidos solubles 10-16

Componentes guarapo 75-92

Azucares

Sacarosa 78-88
Glucosa 2-4
Fructosa 2-4

Sales 3-7.5

Acidos inorgéanicos 1.5-4.5
Acidos orgénicos 1-3

Acidos organicos libre 0.5-2.5

Acidos carboxilicos 0.1-0.5
Aminoacidos 0.5-02
Proteinas 0.5-0.6
Almidon 0.001-0.050
Gomas 0.30-0.60
Ceras 0.05-0.15

Fuente: Spencer M. Manual del Azicar de cafia. 9ed. Barcelona.Montaner y Simon S.A. [ 1987. 940p.
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Anexo 13.4

Degradacion de la Sacarosa y formacion de Dextrana por la Dextranosacarosa (3)

E E

CiaH»Oy . CeHpOs + CeHpOs = (CeHippOs)
Sacarosa Fructosa Glucosa Dextrana

E = Dextranosacarasa

(3)
Fuente: Nodarse M. Control Operation in the Milling station. J tecnol sugar 1987, 7:93-97,



Cilculos Estadisticos

r = coeficiente de correlacion lineal

n(Zxy) - (Ex) - (Zy)

\I [nEx - (Ex)] [ nZy- (Sy)? |

m = pendiente

n(Zxy) - (ZxMZy) |=m

nZx’- (Zx)

ANEXO 13.5

(FROAFIAD O 1A UMVASITAD O SAX CAHIDS OF Gt

L]

intercepto = b

Ey) Z() - (Ex) (Exy)

n(Z(x) - (Zx)*

Ziolioteca Centraol

——t

34



L ]
o

@ L e
Otio Gabriel Blanco Bonifasi

! I..’) ; /'\/q\..__..a'lf : L' a
(ﬂ e : ; . ;
o o s
/\ Licda; Didna I'reire de Nave
/ Asesor _' |

”/A:\

L:c {rermda Arrqw Cataldn
Director de Escuela

N

0

rd
Lic. Jorge f{émz lgar
Decano



