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Letra asignada a la muestra conocida como LA MUESTRA
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Nombre comercial de una resina de intercambio idnico
Asociacion Oficial de Quimicos Analistas de los Estados Unidos
por sus siglas en inglés (Association of Official Analytical
Chemists)

Del arabe hispanico attalyi‘, y este del arabe clasico tasyr
'‘acompaniamiento’

1. f. Caja de ladrillo con que se visten las cafierias para su
defensa. 2. f. Conducto o encafiado por donde las aguas de la
casa van al sumidero. 3. f. And., Can. y Méx. Canal pequefio de
mamposteria, a nivel del suelo o sobre arcos, que sirve para
conducir agua

Letra asignada a la muestra conocida como EL CONTROL
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Palabra de origen taino (lengua hablada por los individuos
pertenecientes a los pueblos amerindios del gran grupo
linguistico arahuaco que estaban establecidos en la isla La
Espafola -Haiti y Santo Domingo- y también en Cuba y Puerto
Rico cuando se produjo el descubrimiento de América).
Conjunto de maquinaria y equipo que se utiliza para la
recepcion y descarga de la cafia durante la zafra en los
ingenios  azucareros. Lugar o patio destinado al
almacenamiento de la cafia que practicamente esta a punto de
molerse. Lugar del ingenio donde se hacen los manejos de la
cafa para el almacenamiento, en el piso y/o camiones-carretas
para su molienda

Contenido porcentual de solidos (sacarosa, azucares
reductores y otros constituyentes) solubles en agua
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Chaetomium sp. Hongos macroscoépicos de tipo ascomicetos

CLAR Cromatografia liquida de alta resolucién

CSR Ltd. Por su siglas en inglés (Colonial Sugar Refining Co. Ltd.)
Compaiiia Colonial de Azucar Refinado Limitada

Dextrana’ Polisacarido 6 polimero de la D-glucosa (CgH10Os)n, formado

por reacciones bioquimicas a partir de la sacarosa, con la
intervencion principalmente del organismo Leuconostoc
mesenteroides

Grupo de polisacaridos, de elevada masa® molecular, formados
por glucosas unidas por enlaces a-1,6 al menos en el 50%, con
ramificaciones enlazadas a-1,3 aunque también puede
presentar otras unidas a-1,2 o a-1,4, generalmente de origen
bacteriano o también polimero homodlogo a las glucanas,
formandose por la accién de la enzima dextranasacarasa sobre
la sacarosa, especialmente por las bacterias Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc dextranicum

Dextranasa Enzima que puede hidrolizar a la dextrana

Dextranasacarasa Enzima que interviene en la formacion de la dextrana

Diatraea . Insecto barrenador de la cana de azucar del orden lepidopteras

saccharalis

Enzimas Biocatalizadores de naturaleza proteica en su mayoria, que
realizan en las células reacciones quimicas

FC Factor de correccién (ecuacion A-1)

Gomas Material formado por microorganismos que al ser llevado por el

jugo o mieles de la cafia de azucar, les da una textura
altamente viscosa y que al estar mezclada con la solucion de
azucar hace que presente problemas para la elaboracion de la
masa cocida (templa). La viscosidad de una templa es
directamente proporcional a la cantidad de azucares
reductores, no-azucares y dextrana

Guarapo Voz quechua (lengua hablada por los indigenas que, al tiempo
de la colonizacion del Peru habitaba la region del Cuzco y, por

! Hay todavia problemas en las publicaciones referentes a las gomas o polisacaridos, ya que
aunque hay una nomenclatura que define que las gomas deben siempre terminar con el sufijo —
ana, algunas de ellas ponen las palabras dextrano o dextran. En esta tesis se usara la palabra
dextrana

> Masa versus peso: El peso, en fisica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la
masa de un cuerpo. Normalmente, se considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El
peso depende de la intensidad del campo gravitatorio, de la posicion relativa de los cuerpos y de
la masa de los mismos. La masa es una propiedad caracteristica de los cuerpos: la cantidad de
materia, y no depende de la intensidad del campo gravitatorio, ni de su posicion en el espacio.
Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza en la superficie de la Tierra;
pero, la misma persona, en la superficie de la Luna pesaria solo unos 10 kg-fuerza; sin embargo,
su masa seguira siendo de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia
compartida, en parte porque su diferencia no fue bien entendida cuando dichas unidades
comenzaron a utilizarse. Cotidianamente, el término "peso" se utiliza a menudo errbneamente
como sindnimo de masa. La unidad de masa del Sl es el kilogramo, kg
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ICUMSA

Ingenio, ingenio
azucarero
IUPAC

Jugo o guarapo
Jugo
desmenuzado

Jugo mixto

Jugo sulfitado

L

Leuconostoc
mesenteroides
HPLC

Maza

Melasigénico

extension, de otros indigenas pertenecientes al Imperio
incaico). Jugo de la cafia dulce exprimida, que por vaporizacion
produce el azucar. En el ingenio cooperante es el jugo de cafia
mezclado, producto de la extraccién de molinos

Comisién Internacional de Métodos Uniformes para el Analisis
del Azucar por sus siglas en inglés (International Commission
for Uniform Methods of Sugar Analysis, an international
standards body, founded in 1897)

Nombre dado en México y algunos otros paises a las fabricas
que procesan la caflia de azucar para producir azucar
granulada, alcohol de cafia (etilico) y otros sub- y co-productos
de la cafia de azucar

Siglas para la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(International Union of Pure and Applied Chemistry)

En la jerga azucarera al jugo o guarapo de la cana de azucar, le
dan diferentes denominaciones dependiendo de la parte del
proceso de donde se toman las muestras

Es el jugo extraido de la cafia entre las mazas de la
desmenuzadora, la cual constituye la primera unidad extractora
de jugo. Este es el jugo al cual no ha sido agregado agua

Es el jugo mezclado. Es la mezcla de los jugos primarios y
secundarios enviados al departamento de elaboracion, a la
etapa de clarificacion

Practica de adicionar dioxido de azufre (SO,) a la corriente del
jugo del proceso en la fabrica de azucar. A este proceso se
denomina sulfitacion

Abreviatura de litro segun la IUPAC, mL, hL, etc.

Bacteria lactica que fundamentalmente utiliza a la sacarosa de
la cafia de azucar como fuente de carbono agrediendo el
proceso de la cafia con sus productos metabdlicos
Cromatografia liquida de alta resolucién por sus siglas en inglés
(high performance liquid chromatography)

Instrumento de madera dura, parecido a la maza antigua de
combate, que sirve para machacar el esparto y el lino, y para
otros usos, en este caso para “moler”’ la caha de azucar y
separar el jugo del bagazo

Elementos minerales como el sodio, asociados a la presencia
de altos niveles de potasio, calcio y magnesio, que son
comunes en suelos salinos, tiene un marcado efecto
melasigénico (produccion de mieles) en la etapa de
cristalizacidon de la sacarosa y conducen, en consecuencia, a la
produccién de mieles incristalizables de alta pureza y a una
baja recuperacion de azucar comercial. Efecto causado por la
pérdida de sacarosa en la melaza, produciendo mieles finales
de alta pureza.

Sigla para soluciones normales
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Nucleacion

Pachaquil

Pol
Polisacarido

psia

RMN
SAGARPA

SPRI, S.P.R.I.

Tandem

T-40
TCA
U.M.A.

UTN
Zafra

Lectura inicial (ecuacion A-1)

Lectura final (ecuacion A-1)

Unidades de turbidez nefelométrica por sus siglas en inglés
(nephelometric turbidity units)

En los procesos de cristalizacidon, es la formacién de nuevos
nucleos cristalinos a partir de disoluciones sobresaturadas o en
fundidos sobreenfriados

Nombre dado por los proveedores de equipos coladores o
tamices para el jugo que sale de los molinos, llamado también
‘caballito”, “separador de bagacillo” o tamiz ya que
originalmente la palabra era dada al solido separado (Murrieta,
2013, de Crespo, 1988)

Sacarosa aparente en el jugo cafia de azucar y el azucar (% en
masa) determinado por método polarimétrico

Cadenas largas de monosacaridos, de varios cientos o miles y
que pueden ser ramificados o lineales

Siglas para la unidad de presion en los paises angléfonos no
incorporados al sistema internacional de unidades, Sl. De
pounds per square inch, absolute, libras fuerza por pulgada
cuadrada, absoluta, 1 psia es equivalente a 6894.75729
pascales y 14.7 psia es igual a 101.3529 kPa o 760 mm Hg o
1.03 kgi/cm?

Resonancia magnética nuclear

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, Poder Ejecutivo Federal, Estados Unidos
Mexicanos

Siglas en inglés para el Instituto de Investigacion vy
Procesamiento del Azucar (Sugar Processing Research
Institute)

Bateria o conjunto de molinos, cada uno con 4 mazas metalicas
que mediante presion, extrae el jugo de la cafa (locucion
adverbial: Dicho de montar ciertos aparatos: De manera que
funcionen simultanea o sucesivamente)

Dextrana de 40,000 unidades de masa molecular (Cane Sugar
Handbook, 1993)

Siglas en inglés para el acido tricloroacético (trichloroacetic
acid)

Unidades de Mili-Absorbancia (ecuacion 3-1)

Unidades de turbidez nefelométrica

Cosecha de cana dulce. Se aplica también este nombre a la
fabricacion del azucar de cafa y por extension a la de
remolacha

10
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Esta tesis usa en punto decimal de acuerdo con la normativa aplicable (DOF,
2009)
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RESUMEN

En la produccion de azucar, las dextranas son compuestos indeseables,
sintetizados a partir de la sacarosa por microorganismos contaminantes, que
provocan pérdidas significativas al incrementar la viscosidad en los fluidos vy
reducir la eficiencia o recobro industrial. En este estudio, se examinaron los
problemas causados por dextranas producidas por organismos oportunistas
(Leuconostoc _mesenteroides). Se senalaron las areas de ocurrencia de las
dextranas en el cultivo y cosecha de la cafa de azucar, en el transporte y
almacenamiento, en los ingenios y refinerias azucareras. Se analizaron dos
métodos de analisis de dextrana con sus respectivas ventajas y desventajas. Se
representaron posibles controles en la produccion de dextrana en el cafiaveral y la
cafa, enfatizando la coordinacion de la cosecha con las entregas y el control del
cafaveral. También se analiz6 el control con bactericidas en el ingenio, los cuales
se muestran a través de graficas durante el proceso de molienda, para el afo
2007. Se incluyen especulaciones a futuro sobre las posibilidades del control de
dextrana. Con respecto a la fase analitica, se identificaron cepas de bacterias,
hongos filamentosos y un pequefio numero de levaduras que producen
dextranasa. El método utilizado para la cuantificacion de las dextranas en esta
investigacion fue la determinacion de dextranas por medio de anticuerpos
monoclonales, la cual estda basada en que el anticuerpo monoclonal ataca a la
dextrana y produce una turbidez la cual es directamente proporcional a la cantidad
de dextrana presente y se usa un nefeldmetro (turbidimetro especialmente
disefiado) para medir la turbidez que se forma. Las dextranasas fungicas
manifestaron la mayor velocidad de reaccidn y encontraron las condiciones mas
favorables de reaccion a bajas concentraciones de sélidos medidos como grados
Brix, con valores de pH de 5.0 y temperatura de 50°C. Estas condiciones reales
existen en el procesamiento de los jugos de los ingenios azucareros. En estados
mas avanzados del proceso, en los que ya las dextranas han provocado pérdidas,
las condiciones de temperatura y de °Brix son elevadas. Algunas dextranasas de
bacterias termotolerantes, identificadas hasta el momento, manifestaron una
actividad especifica muy reducida, lo cual hace impracticable su uso industrial. Las
dextranasas fungicas de Chaetomium sp. han mostrado los mejores resultados en
el tratamiento de las dextranas, tanto en los jugos como en la meladura, por lo que
se recomienda continuar con esta linea de investigacion.

Palabras clave: Dextranas, falsa sacarosa, cafia de azlcar, rezago
cronologico

12
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CAPITULO 1. PROBLEMATICA

1.1. Presencia de dextranas

Las dextranas son polisacaridos de elevada masa molecular, formados por
glucosas unidas por enlaces a-1.6 al menos en el 50%, con ramificaciones
enlazadas a-1.3 aunque también puede presentar otras unidas a-1.2 o a-1.4. Las
ramificaciones son significativas en las dextranas de baja masa molecular, en las
que llegan a alcanzar hasta el 8%. La solubilidad de las dextranas disminuye a
medida que en ellas aumenta la proporcidon de otros enlaces a en relacidén con los
a-1 (Figura 1.1.).

FIG. 1.1. Estructura molecular de la dextrana (Anénimo, 2012)

Las dextranas no son compuestos propios de la cana, el contenido de estos
polisacaridos en la cafha es muy bajo o casi cero. Su formacion ocurre por la
enzima dextranasacarasa de microorganismos contaminantes que se alojan en la
savia de la planta o la atacan posteriormente al ser dafiada su corteza.

La infestacion de la cafia por el insecto Diatraea saccharalis, conocido como
“‘borer” y el ataque de roedores favorecen la contaminacion microbiana de la
graminea en el campo. Leuconostoc mesenteroides es una bacteria lactica que
fundamentalmente agrede a la cafia. El nivel de exposicion del tejido interno de la
cafa se incrementa con el corte mecanizado, el troceado o por la quema, lo cual
provoca la inactivacion de las enzimas fenoloxidasas de accion protectora o
bactericida en la planta. Bajo condiciones favorables de temperatura y humedad,
la dextranasacarasa hidroliza la sacarosa y forma dextranas. Junto con el jugo,
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estas dextranas se extraen en los molinos y contaminan los fluidos del ingenio y
su nivel en el jugo llega a exceder las 10000 ppm (1%) en los casos extremos
(Cuddihy y col., 1998).

El organismo Leuconostoc mesenteroides se alimenta de la sacarosa en
soluciones diluidas con pH neutro o ligeramente acido a temperaturas inferiores a
60°C vy, por lo tanto, prolifera libremente en tejidos de cafia de azucar expuesto y
en jugo de cafia o soluciones de azucar de bajas concentraciones medidas como
grados Brix. Cualquier herida en el tallo de la cafia de azucar, incluyendo cortes
por zafra, dafio por insectos, corte por tractor o rajaduras por helada que exponga
el tejido, ofrece al microorganismo “tierra para cultivar” y convertir los azucares en
dextranas, gomas muy apreciadas en la industria alimentaria pero no en la
industria azucarera (Severiano-Pérez, 1997). Mientras mayor sea el tiempo y la
temperatura del ambiente disponible, la produccién de dextrana sera mas grande.

Esta relacion directa de la produccidon de dextranas con la exposicion del tejido del
tallo, es la razén para la diferencia en produccion de dextranas en tallo entero y
troceado: éste ultimo expone mas tejido. A pesar de los exitosos esfuerzos hechos
por los técnicos en los ingenios y los cosechadores, continuan los problemas con
la cristalizacion. Muchos de ellos se pueden hallar en el aumento a nivel mundial
de las operaciones mecanizadas de la cosecha. En gran parte de los paises
productores de cafia de azucar, ya no se puede contar con la cafa de azucar
fresca, cortada y limpiada a mano, y los gerentes quienes menospreciaban los
niveles de paja u hojarasca de alrededor del 3%, aceptan ahora habitualmente un
10% o mas, y el mismo incluye una dosis generosa de sales provenientes de la
tierra que viene con la cafia. El trocear el tallo mecanicamente tiende a magullar o
dafar el tallo mas que el corte manual y de este modo, puede ocurrir una
contaminacién creciente cuando se utiliza la recoleccién de tipo mecanico. No
obstante, el corte manual se asocia con una distribucion mas lenta y un tiempo
mas largo desde el corte hasta la trituracion para recuperar el jugo. También el
clima caluroso opera para facilitar la conversion de azucares a dextranas. Ambos
son los factores mas importantes en la creciente produccion de dextranas en la
cafa o directamente en el jugo extraido. La tierra del campo es recogida por las
alzadoras, las combinadas, los rastrillos de empuje, y las cosechadoras de
arrastre conocidas como hawaiianas, tienden a traer mas lodo en la cafia, el cual
como se detalla posteriormente, causa mas infeccion y, por ende, produccion de
dextranas.

Existen dos factores responsables de los niveles crecientes de dextrana: la
poblacién de microorganismos Leuconostoc mesenteroides, que producen
dextranas y la tasa a la que ésta se produce. Este microorganismo es anaerobio
facultativo y se reproduce rapidamente en condiciones anaerobias, como ocurre
por ejemplo en el lodo. Por lo tanto, el microorganismo se reproduce velozmente
en cafia cubierta de lodo y en cafia en grandes pilas con poca circulacion de aire.
Por consiguiente, existira una gran poblacion disponible de Leuconostoc en cafia
que esté lodosa o almacenada sin mucha circulacién de aire, que incita a la
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produccion de dextranas cuando la sacarosa se encuentra a su alcance. La cafa
que se mantiene limpia y seca en pequefias pilas o vagones de transporte no
desarrolla una poblacion tan alta de microorganismos productores de dextranas.
Esta es la razdn para el alto contenido de dextranas en jugos de cafia obtenidos
de canas mojadas, sucias o lodosas comparados con cafa limpia, aun cuando la
temperatura sea mas alta para la cafia limpia y seca. Las mismas consideraciones
explican la situacion que frecuentemente se observa en areas de Ameérica del Sur
y América Central: la cafa cortada manualmente, almacenada en pequefias pilas
o vagones relativamente secos, no desarrolla los niveles de dextranas observados
en cafia similar pero en condiciones humedas y lodosas. El efecto ocasionado por
el corte mecanizado le provee a los microorganismos areas de tejido expuesto con
mayor sacarosa, para utilizarse como alimento para producir dextranas. El
ambiente, la zafra y la transportacion influyen en ambos factores de crecimiento
(reproduccién) y produccion (formacion de dextrana).

1.2. Condiciones del canaveral y de la zafra

Los factores de mayor importancia que afectan los niveles de dextrana en azucar
bruto se encuentran relacionados con las condiciones imperantes en el cafaveral
y la zafra. Estos incluyen:

- Lavariedad de la cana

- El suelo en el cual se cultiva

- Condiciones agroclimaticas que englobarian: la
temperatura del ambiente, la humedad del ambiente,
la precipitacion pluvial y el lodo.

- El grado de quemadura de la cana

- Laintegridad del tallo de la caia (grado de dafio)

- Lalongitud del tallito o del tallo entero

- El retraso entre quemadura y corte

- El retraso entre cortar y trocear

La variedad de la cafia puede tener efecto en la susceptibilidad que presente a la
infeccién de Leuconostoc, particularmente en las areas de cosecha de tallo entero.
En la cafia troceada, la mayor superficie expuesta genera una rapida produccion
de dextranas que, siendo factores minoritarios, afectan la tasa de crecimiento y la
produccion y pueden tornarse excesivamente grandes. El lapso para que ocurran
cambios significativos en la composicién del jugo, se mide en dias. Toda la cafa
en todas partes, empieza a deteriorarse tan pronto como es quemada o cortada,
pero la velocidad de este deterioro, se encuentra influenciada por una amplia
variedad de factores, siendo los mas importantes el tipo de infeccion microbiana,
el tiempo de almacenamiento, las condiciones climatoldgicas, el método de
cosecha y la variedad de que se trate. Investigaciones recientes han ampliado el
conocimiento basico con respecto al deterioro de la cafa (Solomon, 2000,
Solomon y col., 2003).
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La influencia de la variedad, y el contenido de fibra y resistencia del tallo al dafo,
es sin duda tan importante en este punto como la influencia de la variedad en el
efecto de la temperatura. El efecto de la edad de la cafia en la produccién de
dextranas no es claro: El jugo de la cafia joven contiene altos niveles de almidon y
otros polisacaridos pero ningun factor que implique un incremento en la
reproduccion de Leuconostoc. Se tienen reportes de altos niveles de dextranas en
cafa joven, que son probablemente causados por otros factores de cosecha (y
retrasos antes de cosecha), que promovieron la produccion de dextrana pero que
no fueron originados por la edad de la cafia (Solomon, 2000; Solomon y col.,
2003).

El efecto de la temperatura del ambiente es bien conocido, aun cuando han sido
publicados pocos estudios de investigacion con estos objetivos. En general, la
cafa de azucar a altas temperaturas (manteniendo los demas factores iguales,
especialmente la precipitacion pluvial) produce niveles mas altos de dextranas que
a bajas temperaturas. Hay amplias evidencias para demostrar que el clima es de
vital importancia para determinar la tasa de deterioro. Mientras mayor sea la
temperatura y el clima mas humedo, mayor sera el deterioro. Los efectos
indeseados de alta temperatura (alrededor de 40°C) y baja humedad atmosférica
(25-35%) en la calidad del jugo han sido reportados en la literatura. Por ejemplo, la
zafra en invierno presenta niveles de dextrana menores, que en primavera
(Solomon, 2000).

La precipitacion pluvial por si sola no afecta la producciéon de dextrana pero si lo
hacen las condiciones lodosas del canaveral originadas por fuertes lluvias. La
cafa lodosa incrementa la produccidn de dextrana a comparacién de la cana
limpia (demas condiciones iguales), por dos razones 1) La bacteria Leuconostoc
vive en la tierra y, por lo tanto, se mantiene en contacto cercano con el tejido de la
cafia de azticar en la cafia lodosa y 2) La bacteria prefiere un ambiente anaerobio®
(aunque también puede vivir en el aire), y por ello multiplicarse mas rapidamente
cuando el aire esta bloqueado por el lodo como se describe arriba (Solomon,
2000; Solomon y col., 2003).

Estos mismos factores afectan el grado de deterioro con respecto al dafio hecho al
tallo de la cafia, un tallo troceado, lodoso y sucio producira mas dextrana a mayor
velocidad que un tallo limpio y cortado con exactitud. En el tallo troceado hay
mayor area disponible y por tanto, mayor sacarosa para el microorganismo. El
proceso de deterioro de la cafa troceada en verde, muestra diferencias basicas
con respecto al de la cafa troceada y quemada.

® Nota de la asesora de tesis: Tristemente, el Diccionario de la lengua espafiola aceptd adjetivos con palabras
tan absurdas desde el punto de vista cientifico como “potasico” y “sédico” cuando, en la quimica, no hay
especies ni “potasoso” ni “sodoso” asi como “aerdbico” y “anaerdbico” cuando debieran ser de potasio o de
sodio o0 aerobio y anaerobio, respectivamente
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El efecto de la tierra en la produccion de dextrana aun no se reporta en la literatura
que versa al respecto. Se dice que determinadas areas con alto contenido mineral
(K, Mg) en su tierra muestran poca produccion de dextrana. Esto puede ser cierto
pero no se han reportado evidencias solidas que soporten la teoria de que estas
tierras inhiben el crecimiento de Leuconostoc. Eficientes procedimientos de
cosecha en estas areas pueden ser responsables de limitar la produccion de
dextrana.

Practicamente de todos los estudios revisados con cafia troceada, se llevaron a
cabo con caina quemada. Foster y su grupo, de 1969 a 1981 (Foster e Irvin, 1981,
Foster y col., 1977) proporcionaron resultados de experimentos comparando cafia
troceada en verde y quemada y encontraron que, luego de periodos de
almacenamiento de dos a tres dias, el contenido de dextranas en la cafia verde
resulté drasticamente mas bajo que en el caso de la cafla quemada. Numerosas
poblaciones de Leuconostoc estuvieron presentes en la cafa quemada. Foster y
sus colaboradores no encontraron microorganismos en cafia recientemente
cortada pero hallaron un variado numero de especies en tallos quemados, siendo
Leuconostoc la especie dominante. La informacién de Foster y su grupo muestra
que los niveles de dextrana en cafa verde y quemada después de 48 horas de su
corte (con varios tamanos de tallito) aumentaron.

Con base en esta introduccion al problema se plantearon los objetivos y metas

para esta investigacion.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Montar una metodologia analitica para la cuantificacion de las dextranas en cafia
de azucar cronologicamente rezagada, para que sirva en estudios futuros como
base en la ponderacion de la estimacion de pérdidas en los calculos azucareros
durante el proceso de obtencion de azucar en el ingenio cooperante.

1.3.2. Objetivos especificos

Detectar y controlar las pérdidas por infeccion e inversion microbiolégica, en un
minimo de tiempo.

Reducir los costos ocasionados por las pérdidas por infeccion e inversion
microbioldgica, al detectarse éstas en forma inmediata y su control en menos de
24 horas.

Proponer medidas practicas al ingenio cooperante para reducir la formacion de
dextranas.
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1.4. Metas

a) Montar una metodologia sencilla y practica para determinar dextranas en
jugo de cafia, de una manera rapida y eficiente.

b) Determinar las pérdidas de sacarosa durante el procesamiento de la cafia
de azucar en un ingenio azucarero cooperante.
1.5. Alcances

Esta investigacion se circunscribe solamente al ingenio azucarero (ingenio
cooperante) donde se realizé este estudio.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTOS

2.1. Problemas causados por la dextrana

Si bien la influencia del deterioro de la cafia en la recuperacion de fabrica y en la
calidad del azucar crudo, ha sido reconocida y divulgada por los técnicos durante
muchos afnos, existen dificultades considerables para cuantificar los diversos
cambios que van a ocurrir. Un analisis de los trabajos publicados ha dado origen a
un material que describe el deterioro y sus efectos en términos de pérdidas al ser
recibida la cafia en fabrica: los problemas del analisis del jugo, los problemas de
clarificacion, las reducciones en el coeficiente de transferencia de calor, efectos en
la eficiencia de los tachos, separacion centrifuga y recuperacién de azucar, se
deben principalmente a la producciéon de dextranas, por la multiplicacion del
Leuconostoc sp (Solomon, 2000).

La mayoria de los problemas en el ingenio son causados por el incremento de
viscosidad en el jugo, proveniente de la dextrana. Las dextranas impiden la
clarificacion al actuar como coloides neutros o sin carga y bloquear la agregacion
de particulas cargadas. Las dextranas retardan la filtracion del lodo.

El incremento de viscosidad retarda el tipo de cambio del calor y, por ello, causa
una menor eficiencia del evaporador y una menor tasa de crecimiento del cristal.
La baja tasa de crecimiento extiende el tiempo de coccion de la caldera. Las
dextranas pueden ocasionar nucleacion excesiva y causar cristales alargados. El
grado de coccion disminuido puede originar cuellos de botella en el cuarto de
calderas. Los cristales alargados entran en las bombas centrifugas e incrementan
las pérdidas a melaza. Una mala purga disminuye la calidad del azucar y aumenta
la cantidad de jarabe lavado y reciclable. La masa cocida o templa de alta
viscosidad incrementa las llamadas purezas de la melaza y, por ende, la pérdida
de sacarosa en la miel final.

La “regla del pulgar” (relaciona niveles de dextrana con pérdida de pureza y
significa que por cada 300 ppm de dextrana (medida empleando el llamado
método “Haze” (niebla o turbidez, en inglés), basado en su precipitacion usando
soluciones alcohdlicas) en jarabe fuerte se espera una primera pérdida en la miel
final. Los controles quimicos se distorsionan cuando las dextranas afectan las
lecturas de POL en grados variantes del jugo a los jarabes y al azucar (Singleton y
col., 2002).

Niveles altos de fructosa en el jugo distorsionan la POL y reducen las lecturas de
azucar.

En el ingenio, como en cualquier parte, la presencia de dextranas significa pérdida

de sacarosa. Considerando los precios bajos del azucar, es aun mas
antiecondmico cultivar azucar en el cafaveral solamente para alimentar a un
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microorganismo para producir dextranas que causan problemas de procesamiento
y depresiones posteriores en los precios. La pérdida de tiempo y capacidad en el
proceso involucrando una pérdida de “vapor” especialmente importante donde la
cogeneracion se encuentra en la operacion es una pérdida financiera posterior.

2.2. Problemas en la refineria

La lectura de POL erronea en la fabrica de azucar, debido a la presencia de
dextranas, ocasiona que el control quimico se distorsione en la medida en que las
dextranas afectan a la lectura de pol del jugo en mayor o menor grado, a través de
jarabes de azucar, creando multiples problemas en la refineria, como lo son la
pérdida de refinacion y disminucion de la filtracion, etc., Margaret Clarke del
Instituto de Investigacion de Procesamiento del Azucar (SPRI, EEUU), sefalo
problemas en productos como el azucar en cristales alargados e incremento en el
contenido de gomas que conducen a tener una alta viscosidad de jarabes y de
masas cocidas; esto incrementa la cantidad de material para la recuperacion del
azucar y el exceso de material de baja calidad enviado a recuperacion combinado
con la disminucion en las tasas de ebullicion y de cristalizacion y los cristales
alargados que prevalecen particularmente en el azucar vuelta a derretir. Todo esto
crea el gran incremento en el factor de costo en la situacion de la refineria
(Solomon, 2000).

Otras areas problema en la refineria son filtracion (ya sea después de
carbonatacién o fosfatacion) la cual se retarda con el aumento de frecuencia de
lavado y reciclaje. El incremento de purezas de la miel es un problema tal, como
en el ingenio de azucar bruto.

Problemas del producto, pueden incluir cristales alargados del azucar morena
suave que no podran empacarse en el contenedor asignado y nebulosidad de
licor. ElI caramelo sera distorsionado fuera de su forma por azucares altas en
dextranas y ocasionara la subsecuente ruptura del empaque (caramelo duro).
(Solomon, 2000).

2.3. Métodos de analisis para dextranas

Existen varias pruebas analiticas para determinar la presencia de dextranas,
algunas son especificas y cuantitativas y otras no muy especificas, pero hasta el
momento no se ha encontrado un método que sea rapido y confiable para el
empleo en el jugo de cafia.

Existen varios métodos para la determinacion de dextranas, algunos de ellos

obsoletos o en desuso. El libro de la Q. Allene Jeanes, del Northern Regional
Research Center del US Department of Agriculture, presenta una compilacion
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impresionante de bibliografia sobre dextranas (Jeanes, 1978). Se mencionan
algunos de ellos como datos historicos (Anexo 1). También el manual escrito por
A. N. de Belder, editado por la empresa Amersham Biosciences (actualmente
absorbida por General Electric con su filial sobre salud) da algunos métodos (de
Belder, 2013). La mayoria se basan en la precipitaciéon de las dextranas usando
soluciones alcohdlicas (Severiano-Pérez, 1997). A continuacién se citan algunos
de ellos

Método de Nicholson y Horsley o método “Haze” (de Belder, 2013)

Objetivo y alcance.- Esta técnica tiene como principal objetivo la determinacion de
dextranas en los jugos, siempre y cuando los mismos no contengan mas de 1% de
cenizas.

Fundamento del método.- La dextrana presente en la muestra en una solucién
alcohodlica al 50% desarrolla turbidez, midiéndose la misma en un rango de
longitud de onda alrededor de 720nm.

El método ICUMSA, aprobado para el analisis de dextrana es una variacion del
método HAZE. El método oficial de la AOAC para analizar dextranas en azucares
brutos es un método desarrollado por Roberts (Saska y col., 2002).

Otros métodos de la literatura se basan en métodos de enzimas combinados con
didlisis, Haze o medidas de viscosidad y métodos inmunologicos. Todos ellos son
bastante largos y ninguno analiza exactamente el total de dextranas.

Método Haze o CSR para la determinacion de dextranas en azucares crudos
(Galba e Inkerman, 1993)

Dependiendo del tipo de dextranas, la precipitacién se inicia a una concentracién
alcohdlica de alrededor del 35%. Los alcoholes de mayor concentracion
alcohdlica, en particular a mas del 60%, a pesar de asegurar la precipitacion
completa de las dextranas, también propician la precipitacion de otros
polisacaridos, si no han sido eliminados previamente. La turbiedad de las
dextranas se produce diluyendo mediante la adicion de etanol una alicuota de la
solucién tratada de azucar crudo hasta duplicar el volumen de ésta. La turbiedad
producida por las dextranas, se determina comparando mediante un
espectrofotometro ajustado a una longitud de onda de 720nm, la turbiedad que se
analiza con la de una muestra incolora, a la que se le agrega agua en lugar de
etanol.

Procedimiento analitico para el jugo de cana

Se determinan los °Brix de un jugo de cafia, enseguida, en un vaso de
precipitados de 100mL se colocan 10mL del jugo, entre 0.3 y 0.4g de coadyuvante
de filtracion analitico y 1mL de acido tricloroacético, se mezcla y se afiaden 40mL
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de alcohol absoluto. A continuacion, la turbiedad producida por las dextranas se
determina comparando mediante un espectrofotometro ajustado a una longitud de
onda de 720nm, la turbiedad que se analiza con la de una muestra incolora,
(blanco) a la que se le agrega agua en lugar de etanol.

Procedimiento rapido para determinar dextranas en jugo (prueba de niebla o

Haze)

A 2mL de jugo de cafia se afiaden 2mL de acido tricloroacético al 10%, 16mL de
agua y 0.5g de tierra filtrante de diatomeas. Se agita y luego se filtra, se descartan
los 2mL primeros del filtrado. A los préximos SmL del filtrado, se afaden 5 mL de
etanol absoluto. Se deja que la mezcla se asiente durante 2 minutos. Se lee la
absorbancia en el colorimetro o el espectrofotometro a 720nm. En este
procedimiento, el acido tricloroacético precipitara la proteina en el jugo, la filtracion
subsecuente removera los sélidos suspendidos, la precipitacion de proteinas y una
gran parte del almidén que no es soluble en el jugo frio (Boardman, 1980).

El método “Haze” ha sido criticado por su énfasis en la alta masa molecular de las
dextranas: no analiza dextranas de baja masa molecular (menor de 30,000
daltones), unicamente analiza dextranas que son precipitadas en 50% de alcohol.
Una respuesta, dada por otras investigaciones a esta critica es que solamente
aquellas dextranas con alta masa molecular son importantes: esto es cierto en el
azucar bruto y su manufactura donde la mayoria de las dextranas son de alta
masa molecular, producidas por el microorganismo Leuconostoc mesenteroides y
no descompuestos en el proceso y no por retrogradacion o por enzimas. Se
mantiene que los azucares brutos contienen primordialmente altos contenidos de
dextranas de alta masa molecular. No obstante, la evidencia experimental para
este enunciado esta basado en el analisis de dextranas removidas del azucar
bruto por la precipitacion con 47.5% de alcohol, por lo que estos aislamientos no
deberian presentar ningun material que no se precipite en un 50% de alcohol. La
dextrana de baja masa molecular no se mostré en estos azucares porque se dejé
fuera del analisis (Saska y col., 2002).

No existe ninguna duda de que las dextranas de alta masa molecular causan
mayores problemas de procesamiento que las de baja masa molecular. No
obstante, las de alta masa molecular son removidas en la manufactura del azucar
bruto en mayor grado que las de baja masa molecular. El azucar bruto puede ser
proporcionalmente alto en dextranas de baja masa molecular y un ejemplo es el
jugo de cana. Existe evidencia experimental de que las dextranas de baja masa
molecular producen problemas de refineria, incluyendo alguna evidencia de
molinos australianos, ya que impiden la filtracion. Ciertamente, las dextranas de
baja masa molecular tienen las mismas distorsiones de “Pol” que las de altos
valores, tal vez mas porque tienen menos probabilidad de ser removidos en la
clarificacion con plomo. La prueba “Haze” discrimina estas dextranas y no
mostrara Pol falso por dextranas de baja masa molecular (Saska y col., 2002). La
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prueba rapida para dextrana, desarrollada por el S.P.R.I. o Empresa de
Investigacion del Azlcar (por sus siglas en inglés Sugar Processing Research,
Inc.), Rapid Dextran Assay, es una version veloz de la prueba “Haze”. Es
ciertamente la prueba mas rapida en jugo de cafa (cerca de dos minutos), aun
cuando esta sujeto de muchas interferencias y no puede ser utilizada en
soluciones obscuras (ni la prueba “Haze”). Esta prueba SPRI puede indicar si los
niveles de dextrana son altos o bajos. También puede ser utilizada para indicar
calidad buena o deficiente de la cafia (Saska y col., 2002).

Existen métodos de analisis que usan enzimas dextranasas y pueden trabajar muy
bien, pero todas estan sujetas a la pureza de la enzima. Como la mayoria de las
enzimas dextranasas contienen residuos amilaceos o glucoamilaceos, cuando se
descomponen dan resultados altos. El procedimiento de dialisis por enzimas
ofrece gran exactitud pero requiere un tiempo de prueba de 24 horas. El método
de viscosidad de la enzima, que puede ser usado con jugo de cafia, estima el nivel
de dextranas mediante la medicion del grado o tasa de flujo del jugo (el cual
depende de la viscosidad) antes y después del tratamiento de la enzima
dextranasa. Este método es mucho mas rapido —cerca de 30 minutos- y ofrece la
posibilidad de uso en el ingenio pero no contrasta considerablemente entre
diferentes niveles de dextranas.

El procedimiento inmunoldgico es rapido y puede ser exacto aun cuando responde
con mayor fuerza a dextranas de alta masa molecular. Requiere de la produccion
de un anticuerpo especifico a la dextrana. La cafa a analizar debe ser tomada
cuando la produccion de dextrana bajo analisis esta en desarrollo (Saska y col.,
2002).

El método AOAC para dextrana en azucar bruto, AOAC 988.12 (AOAC, 1990), que
requiere un poco menos tiempo que el método “Haze”, es un método cuantitativo
para la dextrana en el que toda las dextranas en una muestra son precipitadas y
analizadas. El método “Haze” precipita y analiza solamente a las dextranas de alta
masa molecular. El método de Roberts da resultados mas altos que el de “Haze”
ya que mide las de baja masa molecular. El método AOAC ha sido recientemente
verificado por resonancia magnética nuclear (RNM) como un analisis que da
resultados mas exactos que el método “Haze”.

Aun existe la necesidad de un método rapido, exacto y reproducible para analizar
las dextranas que debiera ser estudiado.

2.4. Efectos de las dextranas en andlisis de polarizacion

Estudios en CSR Ltd. y S.P.R.l., Inc., han demostrado que la clarificacion del jugo
de cana de azucar bruto por acetato de plomo remueve de un 80 a un 90% de las
dextranas de alta masa molecular y que estas dextranas no afectan la lectura. Las
dextranas de baja masa molecular, incluyendo el tratamiento de productos de
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enzimas dextranasas, no son removidas. No obstante, la clarificacidn por sistemas
(como el cloruro de aluminio usado en lugar del acetato de plomo) no remueve
significativamente las dextranas.

2.5. Control

Un aspecto importante del control es la coordinacion de programas de cosecha
con las entregas del ingenio. El gran peligro en la formacion de dextranas (largos
retrasos entre corte y trituracién que causan la cafa vieja) se puede minimizar con
la coordinacion eficiente de los programas de corte y entrega.

Existe una tendencia muy humana en cualquier sistema bipartita, en este caso el
campo Y la fabrica, a culpar a una de las partes cuando las cosas salen mal y asi
sucede con la responsabilidad de zafra (campo) y molienda (fabrica) de la cafia de
azucar. Exceso de existencias en volquetas y en patios de molinos asi como
guemadura o cosecha antes de tiempo se pueden minimizar por mutuo acuerdo
en cuestion de responsabilidad compartida para el control de programas de corte y
trituracion. En algunas areas de cultivo y explotacion de la cafa, particularmente
cuando éstas cuentan con la posesion conjunta, como es el caso de Hawaii o de
cooperativas, este acuerdo se ha cumplido pero no puede lograrse sin esfuerzo.
Sistemas integrados de cosecha y transporte toman algun tiempo e inversién para
ser desarrollados. El acercamiento inicial debe provenir del molino (fabrica o
ingenio). Un sistema de pago de cafa que incluye penalizaciones en cuestion de
cafa vieja y un adecuado (pero rara vez acordado) muestreo de cafa deben ser
prerrequisitos. La division de la responsabilidad varia de un lugar a otro. En la
mayoria de las areas, los molinos no pueden rechazar cafia. Los inspectores de
cafa son una realidad solamente en Australia. Por lo tanto, la penalizacion en el
pago es el unico recurso para obtener la observancia forzosa de lo mencionado
anteriormente. Aquellas areas en las que el pago de cafa esta basado en la masa
de la cafia unicamente dificulta el desarrollo de una coordinacion razonable entre
los agricultores y duefios de ingenios y, por ende, de mejorar la calidad de la cafia.
Esto se ha demostrado en varias areas incluyendo los Estados Unidos, Australia,
Brasil, Colombia y Filipinas (Solomon, 2000; Solomon y col., 2003).

El jugo de la cafa dafiada puede ser clarificado mas facilmente con la adicion de
fosfato y el exceso de cal necesario. Los procesos de clarificacidén del jarabe y del
filtro pueden ayudar a reducir los niveles de dextranas en el jarabe.

A continuacion se presenta el capitulo correspondiente a la metodologia.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presentan las metodologias usadas a nivel de laboratorio para
alcanzar el objetivo propuesto en esta investigacion.

3.1. Método para la cuantificacién de microorganismos

Material que se requiere:

e Autoclave o en su defecto una olla de presion

Parrilla que se encuentre en buenas condiciones para que el autoclave alcance
la presion deseada, 101kPa (15 psia)

Estufa para cultivo

Mechero o lampara de alcohol

Pipeta graduada de 1mL

Pipeta graduada de 5mL

Tubo de ensayo con tapdn de rosca de aproximadamente 15mL
Cajas Petri estériles

Matraz Erlenmeyer de 250mL

Algodon

Papel manila

Frascos con tapa para las muestras

Reactivos

e Agua destilada
e Agar papa dextrosa
e Alcohol

3.2. Procedimiento

1. Tomar una muestra del material a analizar en un frasco perfectamente limpio y
seco preferentemente estéril

2. Etiquetar con claves o con el nombre correspondiente cada uno de los frascos

3. Limpiar la mesa, donde se va a realizar la siembra, con jabdn, secar bien. Si el
lugar de trabajo se encuentra cerca de un sistema de clima automatizado, o
cualquier otro equipo que genere corrientes de aire, apagar estos para evitar
contaminacién
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B

Encender el mechero o las lamparas de alcohol para mantener la zona de
trabajo estéril

Colocar las muestras a analizar sobre la mesa de trabajo

Tomar una alicuota de 1mL de una de las muestras

Agregarla a un tubo de ensayo que contenga 9mL de agua destilada esteéril
Cerrar perfectamente el tubo y mezclar por inversion

Abrir el tubo, tomar una alicuota de 1mL y adicionarlo a otro tubo limpio, seguir
el procedimiento del inciso anterior

10. Tomar una alicuota de 1mL de este tubo y colocarlo en una de las cajas Petri
previamente marcadas; de este mismo tubo tomar otra alicuota de 1mL y
repetir los incisos 9 y 10.

©CoeNOoO

Repetir el procedimiento del inciso 6 al 10, para cada uno de los materiales de los
que se requiera hacer analisis microbiologicos.

11.Ya que se ha terminado de colocar la alicuota de las diluciones en sus
respectivas cajas, proceder a vaciar el agar en cada una de las cajas.

12.Homogeneizar el contenido de las cajas realizando movimientos circulares
sobre la mesa.

13.Sellar las cajas con parafilm, masking-tape o cinta adhesiva transparente.

14.Invertir las cajas y colocar a incubar en una estufa para cultivo a temperatura
de 35 a 40°C, por un intervalo de 48 horas.

15.Hacer un recuento de colonias.

NOTA: Como se cuentan unicamente las células capaces de formar colonias, el
metodo se conoce también como cuenta viable; al seleccionar la caja Petri con el
desarrollo para el recuento de colonias, el numero de microorganismos por mililitro
es igual al numero de colonias por el factor de dilucion.

3.3. Preparacion del medio de cultivo

Seguir las indicaciones del frasco del reactivo, en cuanto a la cantidad que se
necesita pesar para preparar un determinado volumen. Normalmente, para 7
muestras y trabajando las diluciones de cada una se requiere preparar 200mL de
medio de cultivo. Ya una vez disuelto el agar, se colocan en el autoclave, se cierra
éste y se deja que alcance la presién de 101kPa (14.7 psia). A partir de este
momento se mantiene durante 15 minutos, se apaga y se deja que disminuya la
presion.

Nota: No enfriar el autoclave, esto ocasiona que no sea completa la esterilizacion.

Si ya se tienen las cajas con las muestras, se puede enfriar el medio utilizando
agua de la llave.
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3.3.1. Andlisis de dextranas por espectrofotometria UV-Visible

3.3.1.1. Fundamento
Este método se basa en la medicion de la absorbancia, dada por la concentracion
de dextrana en la muestra, empleando para el efecto un espectrofotémetro Uv-Vis.

3.3.1.2. Reactivos y su preparacion
Los reactivos que se mencionan a continuacion deben ser grado analitico y
cuando se mencione agua debe entenderse agua destilada.

3.3.2. Reactivos

3.3.2.1. Resinas intercambiadoras de iones
3.3.2.2. Filtroayuda

3.3.2.3. Acido tricloroacético

3.3.2.4. Enzima alfa-amilasa tipo X-A
3.3.2.5. Alcohol etilico absoluto

3.3.3. Preparacion de reactivos

3.3.3.1. Resinas intercambiadoras de iones

La amberlita IR - 120 (H+) y la IRA - 45 (OH-) (Ver Anexo A.2) son normalmente
aplicadas humedas, por lo cual deben lavarse con al menos su doble en masa de
agua destilada y drenarse. Luego deben lavarse con acetona por un tiempo no
mayor de 2 minutos. El solvente debe removerse inmediatamente. Las resinas se
secan con aire o en estufa a baja temperatura, aproximadamente 303°K (30°C) y
se almacenan en recipiente cerrado.

3.3.3.2. Filtroayuda: 50159 de filtroayuda se agregan a 1000mL de agua destilada,
se agregan 50+5mL de acido clorhidrico concentrado y la mezcla se agita por 5
minutos. Luego se filtra y la torta de filtroayuda se lava con agua destilada hasta
que el pH del lavado sea igual al del agua destilada. El filtroayuda se seca a 373°K
(100°C) durante 6 horas y es almacenado en un recipiente hermético.

3.3.3.3. Acido tricloroacético: 10+0.1g de &cido tricloroacético se disuelven en
agua destilada en un matraz aforado y se llevan a 100mL. Este reactivo se
conserva por dos semanas.

NOTA: Este reactivo ataca las proteinas y debe evitarse su contacto con la piel.
No debe “pipetearse” con la boca y no debe almacenarse en recipientes de
plastico.

3.3.3.4. Enzima p-Amilasa tipo X-A

Enzima removedora de almiddn. Se consigue preparada con un proveedor.
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3.3.3.5. Alcohol

Alcohol

etilico absoluto. Se consigue preparado o se puede preparar por

cualquiera de los métodos conocidos.

3.4. Materiales y equipos de medicion

3.4.1. Materiales

3.4.1.6.
3.4.1.7.
3.4.1.8.
3.4.1.9.

Bureta de vidrio de 50mL

Capsula de niquel con capacidad para pesar 23.5g de azucar crudo

Embudo para el dispositivo de filtracién al vacio

Matraz de filtracion al vacio de 1000mL

Matraces aforados de 25mL

Membrana Millipore de 0.45mm

Membrana absorbente (prefiltro) para dispositivo de filtracion
Pipeta de seguridad para dosificar el acido tricloracético
Pipeta graduada de 20mL

3.4.1.10. Tubo de Nessler con aforo a 100mL
3.4.1.11. Vaso de precipitados de 250mL
3.4.1.12. Vidrio de reloj de 12cm de diametro

3.4.2. Equipos de medicién

3.4.2.1.
3.4.2.2.

3.4.2.3.

Bomba de vacio

Espectrofotometro UV - visible, con dos celdas de 5cm y dos celdas de
1cm

Parrilla térmica con agitador magnético

3.5. Procedimiento

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

3.5.4.

Pesar 23.5g de la muestra de azucar crudo y colocarlos en un vaso de
precipitados. Agregar 35mL de agua destilada, insertar la barra
magnética, cubrir el vaso de precipitados con el vidrio de reloj y conectar
la placa de calentamiento para disolverla.

Agregar 0.05g de enzima p-amilasa tipo X-A e incubar a 328°K (55°C)
durante una hora en una estufa o en un bafio de agua, agitando cada 15
minutos.

Después de la incubacion, agregar a la muestra 5 g de Amberlita IR-120 y
5g de Amberlita IRA-45 y agitar durante 30 minutos.

Agregar 1g de filtroayuda lavada con acido, mezclar y filtrar solamente a
través de la membrana absorbente. El filtrado se recibe en un tubo de
Nessler de 100mL colocado dentro del matraz de filtracion al vacio. Las
paredes del vaso de precipitados se lavan con una piseta, empleando
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aproximadamente 10mL de agua destilada. Este liquido se pasa a traves
del embudo y se recoge en el tubo de Nessler. Se continua con dos
pequenos lavados del embudo, teniendo cuidado de no exceder los
100mL del aforo del tubo de Nessler.

3.5.5. La muestra y los lavados, contenidos en el tubo de Nessler, se aforan a
100mL con agua destilada y se agregan 10mL de acido tricloroacético. Se
tapa el tubo y se agita.

3.5.6. Filtrar el contenido del tubo a través de la membrana Millipore de 0.45mm
cubierta con la membrana absorbente recibiendo el filtrado en un tubo de
Nessler limpio, colocado dentro de un matraz de filtracién de 1000mL.
Colectar por lo menos 30mL de filtrado.

3.5.7.  Con una pipeta poner 12.5mL del filtrado en cada uno de dos matraces
aforados de 25mL, designando al primero como EL CONTROL vy al
segundo como LA MUESTRA.

NOTA: Usar propipeta

3.5.8. Agregar al primer matraz (El control), agua destilada moviéndolo, hasta la
marca de 25 mL, tapar y agitar. Al segundo matraz (la muestra) agregar
alcohol absoluto moviéndolo, con una bureta de 50mL hasta la marca de
25mL. Tapar y mezclar invirtiendo el matraz suavemente de tres a cinco
veces.

3.5.9. Dejar en reposo la muestra por 60+2 minutos contando este tiempo desde
el momento en que se termina de mezclar.

3.5.10. Durante el periodo de reposo, llenar dos celdas de 5cm, una con agua
destilada y la otra con El Control. Después de poner en cero el
espectrofotometro UV-Vis a 720nm con el blanco (la celda que contiene
agua destilada); leer la absorbancia de El Control la cual se designa como
B.

3.5.11. Después de realizada la lectura, ElI Control se guarda en un matraz de
25mL para un posible uso futuro. La celda vacia se lava varias veces con
agua destilada y se seca rociandola con acetona.

3.5.12. Al terminar los 60 minutos de reposo, llenar la celda limpia de 5cm con La
Muestra. Después de poner en cero el espectrofotometro a 720nm con la
celda que contiene agua destilada, leer la absorbancia de La Muestra la
cual se designa como A.

3.6. Expresion de los resultados

3.6.1. Célculos: El contenido de dextrana se expresa en Unidades de Mili-
Absorbancia: (U.M.A.)

U.M.A. = (A - B) 1000 (3-1)
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donde:

A = Absorbancia de LA MUESTRA
B =Absorbancia de EL CONTROL

3.7. Repetibilidad

3.7.1. Cuando la absorbancia de la muestra excede de 0.7 el valor del control y la
muestra, debe releerse inmediatamente en celdas de 1cm, después de
poner el espectrofotdbmetro en cero a 720nm con agua destilada. Los
resultados entonces se expresan asi:

U.M.A. = (A — B) 5000 (3-2)

donde

U.M.A = Unidades de Mili-Absorbancia
A = Absorbancia de LA MUESTRA

B =Absorbancia de EL CONTROL

3.8. Medicién de dextranas: Fundamentos para seleccionar la
metodologia

La calidad de la cafia en el campo tiende a mejorar con la edad, llega a un maximo
y luego declina. Cualquiera que sea la calidad en el momento del corte, se inicia
un rapido deterioro desde el momento en que se corta la cafa. Los agricultores
(campo) pierden tonelaje y los procesadores (fabrica, molino, ingenio), azucar. El
deterioro antes de la recoleccién puede deberse a los dafios causados por las
enfermedades, las plagas y el clima; por lo general, el deterioro tiene lugar
mediante procesos enzimaticos, quimicos y microbianos. El deterioro microbiano
es causado por bacterias especialmente por las del género Leuconostoc, aunque
existen muchos otros tipos de bacterias que pueden invadir a la cafa cortada. Los
organismos del género Leuconostoc consumen sacarosa, produciendo largas
cadenas de g;lucosa (polimeros con enlace en su mayor parte 1,6) y
biodegradando™ la fructosa a acidos organicos como productos secundarios.
Cantidades relativamente pequefias de dextrana presentes en el jugo de la cafa
(del orden de 10 ppm) aumentan la viscosidad, retardan la cristalizacion y la
filtracion y disminuyen el rendimiento de sacarosa. El dafio causado por el fuego,
el corte, el viento o las heladas, las enfermedades y los insectos, ademas de los

* Nota de la asesora: La fermentacion fue un término acufiado por Louis Pasteur al estudiar la degradacion
anaerobia de la glucosa por parte de la levadura Saccharomyces cerevisiae produciendo alcohol etilico y
dioxido de carbono, un proceso ampliamente usado en la industria cafiera. Desafortunadamente, todavia
hay libros que, de forma errénea denominan a cualquier biorreaccion fermentacion, cuando el término debe
aplicarse exclusivamente a la sefialada por Pasteur (en este caso, la fructosa se biodegrada no se fermenta)
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dafios mecanicos, son causas de heridas en los tallos que permiten la entrada de
Leuconostoc y otros organismos y propician la formacién de las dextranas. El
intervalo entre el corte y la molienda es el periodo en el que los niveles de
dextranas alcanzan sus valores mas altos. Las dextranas y las gomas son
polisacaridos que, a diferencia del almidon, son solubles en el guarapo frio.

3.8.1. Equipos

a) Espectrofotometro UV-vis a una longitud de onda de 720nm (ya ajustado a
cero con el blanco®)

b) Matraz Kolrausch de 100mL

c) Balanza analitica de + 0.1mg de precision

d) Jeringa de 20mL

e) Filtro con membrana de 0.45 micras o micrometros de diametro de poro

f) Dos tubos de ensayo de 5mL

g) Soporte universal

h) Bureta de 25 6 50mL

i) Vaso de precipitado de 250mL

j) Probeta de 15mL

k) Pipeta de 5mL

[) Bombilla de succion para pipetas

3.8.2. Reactivos

a) Agua destilada

b) Acido tricloroacético (TCA) (concentracion de 10g en 100mL de agua
destilada), preparar cada 2 semanas

c) Alcohol isopropilico grado analitico

d) Filtro ayuda

* El blanco para esta prueba es la mezcla de 5mL de agua, 1 mL de TCAy 5 mL
de alcohol isopropilico

3.8.3. Métodos
En el Anexo | se presentan los métodos seguidos descritos de manera detallada.

a) Pesar 26g (0.1mg) de azucar en la balanza

b) Colocar la muestra en el matraz Kolraush y agregar 50mL de agua grado
cromatografico (HPLC, en inglés)

c) Diluir completamente la muestra y aforar a 100mL

d) Colocar la bureta con alcohol isopropilico en su interior en el soporte universal

e) Verter en el vaso de precipitados 10mL de solucién azucarada

f) Agregar 2mL de solucion de TCA y un gramo de filtro ayuda. Mezcle
adecuadamente

g) Succionar con la jeringa la solucidn del paso anterior
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h) Poner el filtro en la jeringa en posicion horizontal

i) Obtener 5mL de filtrado en la probeta y afiadir 5mL de alcohol isopropilico de la
bureta

j) Verter la solucion en la celda de 10mm del espectrofotdmetro

k) Si se derrama solucion a los lados de la celda, secarla con un trapo limpio y
seco (que no suelte pelusa)

[) Poner la celda en el espectrofotdmetro (si es de doble celda, colocarla en la
posicion de la celda de muestra)

m) Realizar la lectura de absorbancia, anotarla y buscar en la tabla anexa su valor
correspondiente en ppm de dextranas

3.8.4. Célculos
ppm dextranas = resultado de la tabla / 0.237

Para una mayor rapidez, este procedimiento fue adaptado para llevarse a cabo
con una jeringa de 20mL y un filtro anexado, con membrana de 0.45 micras o
micrometros de diametro de poro. La mezcla se puede realizar directamente en la
jeringa. En este procedimiento el acido tricloroacético precipitara la proteina en el
jugo; la filtracidn remueve los soélidos suspendidos, la proteina precipitada y una
gran parte del almidon que no es soluble en el jugo frio, asi como otros
polisacaridos y materia inorganica que produce neblina de alcohol, no son
removidos. Esta prueba dara resultados mas altos comparados con la prueba
exacta de dextranas. Por lo que se puede elaborar una curva de calibracién con
cantidades conocidas (de 100 a 1500ppm) de dextranas (se recomienda el T-
2000) en jugo fresco y de bajo contenido de dextranas.

3.9. Pruebas en ingenios cooperantes secundarios

Esta prueba se llevdo a cabo en dos ingenios en que se comercializa azucar
mascabado, una durante la zafra de 1986, en el laboratorio principal, de un ingenio
cooperante “I”. En muestras de jugo no se realizé ninguna prueba de dextranas. El
nivel de turbidez fue de 200ppm en el jugo o el equivalente en miliunidades de
absorbancia en la curva de calibracion.

Cuando el clima en la temporada de las pruebas era templado, aproximadamente
entre el 70 a 80% de las muestras de jugo eran aceptables y no requerian mas
analisis de dextranas. Por ello, el numero de muestras a analizar se redujo a un 20
o0 30%. La prueba rapidamente indicaba al ingenio si la cafia podria presentar un
problema de procesamiento o el azucar bruto por la presencia de dextranas.

Aun cuando la prueba no es especifica para dextranas es lo suficientemente

selectiva para indicar los jugos que estan altos en dextranas u otros polisacaridos,
sales organicas, como el sulfato de calcio, que pueden interferir con la prueba de
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niebla en el azucar bruto y que rara vez se presenta en los jugos en cantidades
significativas.

3.10. El ingenio azucarero cooperante principal

Antecedentes histéricos del Fideicomiso Ingenio San Cristébal 80333
(Historia Sucinta del Ingenio San Cristébal y Manual Azucarero Mexicano
2012). Tomado del Manual Azucarero Mexicano (2012).

“El ingenio San Cristobal fue fundado en el afilo 1896, por la “Sociedad Pérez Rio y
Compaifiia”, constituida por los espafoles Julian Chinchurreta, Nicolas Pérez y
Manuel Fernandez del Rio, en la comunidad llamada San Cristobal, situada sobre
la margen izquierda del Rio Papaloapan, a 8 km de la entonces Villa de
Cosamaloapan; en el centro de un area de 3,511 hectareas que la empresa
compro al residente tlacotalpefio Don José Luis Pérez, en $20,000.00.

En 1901, la empresa poseedora de San Cristobal, cambié de denominacion por la
de “Ingenio San Cristobal, S.A.”, hasta el 31 de diciembre de 1908, que una nueva
negociacion cambio a “Ingenio San Cristobal y Anexas, S.A.”, titulo que conservo
hasta 1970, fecha en que la empresa pasé a manos del Gobierno Federal con el
nombre de |.C.P. (Impulsora de la Cuenca del Papaloapan, S.A. de C.V.).

En 1917 Don Roberto Garcia Loera y socios se hicieron cargo de dicha factoria
cuando molia 500 Ton de cafia por dia, ampliandola en los afios 1921, 1924 y
1925 en el que el propio Don Roberto formé el sindicato de empleados, obreros y
campesinos, creando conciencia de clases y responsabilidad entre si. En 1926 se
incrementd la molienda a 800 Ton/dia. En 1947 se instalé el Tandem “B”, con
todos los equipos necesarios para realizar moliendas de 9000 Ton/dia,
convirtiéendose asi en el ingenio de mayor molienda en el estado de Veracruz.

En 1952, el Ingenio San Cristébal molié 1,444,000 Ton y produjo 97,860 Ton de
azucar, convirtiéndose en el ingenio mas grande del México. En 1960 super¢ la
cifra anterior procesando 2,084,000 Ton, produciendo 176,756 Ton de azucar,
transformandose en el ingenio mas grande del mundo, posicion que reafirma en la
zafra 1966 — 1967 al superar su propia meta por la de 2,885,000 Ton de cafa y
247,900 Ton de azucar. El Ingenio contaba, en esa fecha, con cuatro tandems de
molinos y todos los equipos inherentes que le permitieron alcanzar su maxima
capacidad diaria de molienda de 23,000 Ton de cana y 2,500 Ton de azucar
refinada.

Este ingenio redujo su capacidad de molienda, en relacion con su propia meta,
dejando de producir azucar, situacion que origind la desviacién a otros ingenios de
1,500,000 Ton de cafia con el mayor contenido de sacarosa, todas de su zona alta
de abastecimiento.
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Al no haber conservado el equilibrio de las zonas productoras que promediaran
siempre 44% zona alta y 66% zona baja, a la vez que se reducia la capacidad de
ingenio, provocd que las zafras subsecuentes fueran solamente de cafias de
zonas bajas, reduciendo el ciclo de zafra en un 20% e incrementandose las
pérdidas por materia extrafia y lodos, aunado a las inundaciones.

Actualmente el ingenio se encuentra registrado bajo el nombre de “Fideicomiso
Ingenio San Cristobal 80333” y es propiedad del Gobierno Federal administrado
por el Grupo Sagarpa-lngenios FEESA, el cual durante la Zafra 2011, moli6
1,692,561.420 Ton de cafa, con una capacidad de molienda diaria de 20,000 Ton
de cafna/24 h y la produccion de azucar refinada fue de 179,935.650 ton, con un
rendimiento en fabrica de 10.631%.

El domicilio del mismo es Nicolas Bravo No. 5 en Carlos A. Carrillo, 95330 Ver.,

3.10.1. Fuentes de microorganismos que producen dextranas a partir del
jugo de la cafia

El patio del ingenio es una de las areas con mayores problemas provocados por la
presencia de dextranas. El muestreo de cafa, que no se discutira en esta
investigacion, prueba que es de primordial importancia en el control de todo el
material que ingresa al ingenio, siendo esto una posible area de oportunidad para
la continuacién de esta investigacion.

En areas donde se practica el lavado de cafia, el agua de lavado (la cual limpia el
azucar de la cafia lastimada) es reciclada y provee una fuente de Leuconostoc y
otros microorganismos y dextrana. Generalmente, es necesario reciclar esta agua
por intereses ecologicos, pero debe ser evaluada como una fuente de infeccion.

A lo largo de los molinos, los tanques de recoleccion de jugo abajo del molino son
areas para el crecimiento de Leuconostoc y extremadamente propensas a guardar
los organismos productores de dextranas. Son una importante fuente de infeccion
ya que grandes concentraciones de bacterias que forman las dextranas se pueden
observar detras de las pantallas que no se limpian frecuentemente. El tanque de
jugo diluido es otra fuente de contaminacion pues recibe jugo contaminado y rara
vez esta completamente vacio. Cualquier tanque, tuberia o valvula que contenga
jugos sin cal durante el paro de los molinos, esta proveyendo otra fuente de
contaminacién. El agua de imbibicidn a baja temperatura acrecienta la produccion
de dextranas; el agua caliente disminuye la produccion de dextranas pero
presenta otros problemas, como la disolucion de gomas y ceras de la cana, entre
otros.

El aumento de pH en el agua con cal (defecacion) puede retardar el crecimiento
del microorganismo Leuconostoc, pero en el agua fria su proliferacion puede
continuar por las condiciones que son adecuadas para el desarrollo del organismo
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(no necesariamente produccion de dextranas) que son proximas a pH=7. No
obstante, el calor mata al organismo y después de los evaporadores existe poca
probabilidad de encontrarlo. Mas que en agua de lavado de centrifugas o de
recoleccion de polvos o en cualquier otro material bajo en °Brix.

La clarificacion remueve algunas dextranas, particularmente aquellas de alta masa
molecular y, ofrece la mejor posibilidad para remover dextranas de los jugos antes
de su efecto en la viscosidad causante del retardo en la evaporacién. A pesar de
ello, las dextranas que salen fuera en el lodo pueden ser redisueltas fuera de los
filtros, particularmente aquellos del rango removido, cuya masa molecular sea baja
para entrar nuevamente en los jugos mezclados con lodo y agua de lavado. Sin
embargo, altos niveles de moléculas neutras de dextranas recicladas pueden
impedir la operacién floculante en los clarificadores.

A continuacién, en la Figura 3.1 se presenta el diagrama de proceso del
Fideicomiso Ingenio San Cristobal 80333, donde los puntos sefalados con
numerales se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Detalles que complementan el diagrama de proceso de fabricacion de
azucar refinado del Fideicomiso Ingenio San Cristobal 80333

Clave | Descripcidn Observaciones

1 Azucar “‘A” A fundicién de azucar “A”

5 Azticar himeda Co’ntinua’cién del proceso a la recepcion de

azucar humeda para su secado

3 Ang:ar seca que ya S Envio a envasado
peso

4 Granza + materias extranas Se recicla a colado de licor
en el azucar seco

5 Producto no conforme Se reciclan para su uso como semilla de
(PNC) envasado cristalizacion crudo

6 Producto no intencionado Se recicla para su uso como semilla de
(PNI) cristalizacion crudo
Azucar que se cae del

7 embarque a camiones a Se recicla para su uso como semilla de
bodegas externas y/o cristalizacion
clientes

En el Anexo Il se presentan algunos de los microorganismos encontrados en estas
partes de los ingenios azucareros-alcoholeros.
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FIGURA 3.1. Diagrama de proceso de fabricacion de azucar refinado del
Fideicomiso Ingenio San Cristobal 80333
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidén se presentan los resultados experimentales, asi como las
condiciones que ocasionan estos resultados negativos en cuanto a la presencia de

dextranas y las posibles propuestas a comentar.

4.1. Cuantificacion de microorganismos

En las Tablas 4.1 y 4.2 se muestran las poblaciones totales de bacterias en
muestras de procesamiento de azucar en dos ingenios cooperantes, el Ay el B.

Tabla 4.1. Poblacion total de bacterias y de la bacteria Leuconostoc en muestras
de procesamiento de azucar (Ingenio A)

INGENIO A
Total de Bacteria % Leuconostoc
MUESTRA bacterias Leuconostoc en el total de

x 10/mL x 10/mL bacterias
Primer jugo extraido 243 135 56
Ultimo jugo extraido 80 25 32
Jugo diluido 290 114 39
Jugo después de la separacion 182 145 80
Jugo con cal - 282 -
Jugo fuera de filtro 44 .003 -
Costra de filtro 28 - -
Bagazo 103 7 1

Tabla 4.2. Poblacion total de bacterias y de la bacteria Leuconostoc en muestras
de procesamiento de azucar (Ingenio B)

INGENIO B
Total de Bacteria % Leuconostoc
MUESTRA bacterias Leuconostoc en el total de

x 10/mL x 10/mL bacterias
Primer jugo extraido 237 163 69
Ultimo jugo extraido 84 26 31
Jugo diluido 258 206 80
Jugo después de la separacion 192 109 57
Jugo con cal 470 240 51
Jugo fuera de filtro 181 1.8 1
Costra de filtro 263 - -
Bagazo 53 3.21 6
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Estos resultados sobre los niveles totales de bacterias, en los dos ingenios
azucareros, muestran que la mayoria de las bacterias vienen con la cafa y estan
en el primer jugo extraido. Es evidente que aunque del total de bacterias x 10mL
es mayor en el primer jugo extraido, en el ingenio “A” que en el ingenio “B”, se
aprecia en la Tabla 4.2, un incremento de la bacteria Leuconostoc, después de la
separacién en el jugo con cal en el ingenio “B”, que en el ingenio “A”. Lo que es
visible, dado que en el ingenio “B” la poblacion de bacterias del género
Leuconostoc es mayor en el primer jugo extraido.

En una fabrica tipica de azucar de cafia, el jugo se extrae de los tallos por
trituracion en una serie de tres o cinco molinos de rodillos. El jugo recogido es
entonces encalado a pH 8 y calentado a ebullicién en el proceso de clarificacion,
que efectivamente mata todas las células vegetativas. El intervalo de tiempo entre
la trituracién y la clarificacion es de aproximadamente 15-20 minutos, pero el nivel
de contaminacion microbiana del jugo es por lo general muy alta (Solomon, 2000).

Con respecto al contenido de dextranas en la cristalizacion, no es probable que se
forme en esta parte del ingenio, pero la dextrana en el jarabe tendera a
permanecer en el cristal del azucar mas que la mayoria de las impurezas como se
muestra en la Tabla 4.3. Si ocurre una condensacién en la superficie de los
jarabes o hay presencia de melaza en tanques, la infeccion puede presentarse en
superficies diluidas.

Tabla 4.3. Distribucion de dextrana en la cobertura del jarabe vy el cristal

Dextrana en azucar bruto Dextrana en azucar bruto Porciento de dextrana
entero (cristal + cobertura lavado (en cristal), ppm ,
: en cristal
jarabe), ppm
556 486 79
663 597 81
550 495 81
578 550 86

Las dextranas pueden ser producidas durante el almacenamiento de azucar bruto
bajo condiciones de alta humedad, especialmente donde la capa exterior de la pila
de almacenamiento de azucar desarrolla una capa lo suficientemente baja en °Brix
para permitir que el organismo Leuconostoc y otros oportunistas se mantengan.
No obstante, las levaduras son microorganismos mas faciles de encontrar bajo
esas condiciones.

A continuacion se detallan dos puntos que pueden haber influenciado en la
obtencion de estos datos.
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4.2. Control de microorganismos en el cainaveral

La importancia de mantener los tiempos de quema y corte y de corte y triturado al
minimo no debe ser sobre-enfatizada, pero ciertos retrasos son frecuentemente
necesarios. En climas calidos, especialmente con la cafa cosechada y troceada,
hasta la entrega mas rapida puede dejar tiempo para desarrollar dextranas
Trabajos recientes muestran que los bactericidas aplicados en el cafaveral
pueden eliminar hasta el 40% de la dextrana en el jugo (Solomon, 2000).

El almacenamiento de la cana, debe ser conducido con precaucidén, ya que
temperaturas templadas y wuna amplia circulacion del aire inhibiran la
contaminacién por Leuconostoc. La temperatura no puede ser controlada
frecuentemente, pero si se mantienen altas temperaturas de almacenamiento, la
cafa podra ser manejada de tal manera que se minimicen otros factores adversos
(ejemplo: mutilacion de la cafia, cepas de lodo y condiciones anaerobias).

La cafia en el cafiaveral debera apilarse de forma limpia con un minimo contacto
con la tierra ya que altos niveles de lodo y basura impulsan al desarrollo de
Leuconostoc asi como el agua que se queda en la pila de cafia.

La inclusion del factor del deterioro en los sistemas de pago de cafa da un
excelente aliciente para un buen trato en el canaveral y una entrega rapida. Es
dificil incluir el factor de dextranas en este momento ya que no existe una prueba
rapida disponible. Las pruebas de acidez y pH se utilizan en algunas areas, pero
estos varian tanto como otros factores, como la vejez y solamente la
determinacién de la dextrana permanece como el mejor factor para indicar el
deterioro.

4.3. Control de microorganismos en el ingenio

El control de dextranas en el ingenio puede ser considerado en dos partes: la
primera, el control de Leuconostoc y la produccién de dextranas en el ingenio y
como segundo punto, el control de dextranas que entran al ingenio en el jugo y su
remision antes de la etapa de azucar bruto.

Es muy comun y extenso el uso de bactericidas en el molino. Los bactericidas se
aplican bajo el primer molino. Los carbamatos se adicionan a una tasa cercana a
20 ppm y han mostrado éxito, como lo han hecho compuestos cuaternarios de
amonio (Solomon, 2000). Es importante que el uso de bactericidas sea evaluado
considerando la efectividad relacionada con los costos y los residuos. Lavar de
manera frecuente con manguera y agua caliente los molinos y la recolecta de
jugos de los tanques es tan efectivo como la maceracion caliente (agua a una
temperatura superior a los 90°C).
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4.4. Control en larefineria

El control en la refineria consiste principalmente en mantener buenas practicas de
higiene. Las aguas dulces compuestas por agua de lavado de diversas fuentes
son el material bajo en °Brix en una refineria y el mayor foco de contaminacion por
Leuconostoc y, obviamente, la produccion de dextranas. Las fuentes de
produccion de agua dulce deberan ser evaluadas a causa de la contaminacion.
Los tanques de almacenamiento de jarabes deberan ser evaluados
constantemente o mantenerse totalmente llenos para evitar que se forme una
capa de condensacion que pueda contaminarse con Leuconostoc.

4.5. Microorganismos en la cafia

Se aislaron aproximadamente 50 microorganismos diferentes de la cafa verde y
17 de la superficie de la caha quemada. Ademas de la bien conocida especie
productora de polisacaridos, Leuconostoc mesenteroides, hay géneros de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Torula y Pichia), de bacterias
(Pseudomonas) y de bacilos del suelo (Bacillus cereus); asi como Penicillium y
otros hongos, Actinomyces y el hongo productor de acidos Streptomyces. Todos
estos microorganismos son muy activos (Ver Anexo II).

El microorganismo Leuconostoc mesenteroides entra a la cafia de azucar antes de
la cosecha cuando ciertas variedades de cafia desarrollan grietas por el
crecimiento, mientras que la cana en pie no dafiada queda libre de contaminacién
del este microorganismo. La quema excesiva de la cafa elimina de la superficie de
la cafia la capa de cera protectora, causando hendiduras en la corteza dafiando el
tejido de almacenamiento debajo de ésta; lo que provoca que se debiliten los tallos
y esto ocasiona que el jugo se fugue y sea fuente de alimento para Leuconostoc y
otros organismos.

Después de 24 horas de la quema, en la cafa en pie se encuentran otros
organismos tales como: los hongos Rhizopus y Aspergillus y las levaduras
coloreadas Rhodotorula y Candida (Ver Anexo II).

Leuconostoc mesenteroides es un microorganismo muy comun en la cafa
quemada y su numero aumenta considerablemente después del quemado.

Los organismos productores de material muciforme, como Leuconostoc,
Xanthomonas y Aerobacter, predominan y producen acidos y materiales
semejantes a las dextranas (Ver Anexo ).

Aun en condiciones de cosecha y almacenamiento favorable ocurre un deterioro
importante en tan poco tiempo como 24 horas. Solamente Leuconostoc vy
Lactobacillus producen dextranas. Como ya se mencion0, es posible detectarla
con etanol del 50% (v/v). La caracteristica dextrorrotatoria de la dextrana afecta la
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polarizacion de jugo, dando como resultado un error en el contenido de azucar vy,
por ende, una medicion falsa del contenido de sacarosa.

Enzima Enzima
CioHxOx4 (CeHi06) +  (CeHi20s) (CeHOs)
Sacarosa Fructosa Glucosa Dextrana
(Mm=342) (MM=180)  (mm=180) (mm=15000—2000000)

Las superficies cortadas de la cafia son la “puerta de entrada” a estas
infestaciones de organismos que transforman a la sacarosa en dextrana
(Fotografia 4.1).

Fotografia 4.1. Cana de azucar cortada de forma manual que sufre menos

que la caia troceada mecanicamente y, por ende, menos infestacion

dano
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Las bacterias de la familia Leuconostoc sp., se encuentran asociadas
frecuentemente con cafia de azucar deteriorada y contaminada, primordialmente
porque los procesos requieren trozos pequefios de cafa de azucar para separar
fisicamente el azucar de manera mas sencilla. Las enzimas que poseen estas
bacterias tienen la capacidad de sintetizar alfa-glucan-polisacaridos (dextranas), a
partir de la sacarosa soltada por la cafia después de dafios por maniobras,
procesos de cortes y/o demoras en los procesos de cosecha, transporte,
almacenamiento y heladas. Como ya se menciond, el contenido de dextranas
sintetizadas varia con la localizacion geografica y clima del area de cultivo,
variedad de cafia, calidad de cafa, tiempo de quema a cosecha, método de
cosecha y tiempo de corte a cosecha. Las dextranas interfieren con la unién vy
asentamiento de las particulas insolubles, con las velocidades de filtracion, con la
relacion ebullicion:evaporacién, y durante todo el control del proceso. La quema
afecta seriamente la calidad (Fotografia 4.2)

||
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Fotografia 4.2. Cafa de azucar quemada para facilitar su corte manual

Durante la evaporacién, la concentracion de dextranas aumenta, lo que interfiere
con la formacion y la separacion de los cristales de azucar, incrementando la
pérdida de sacarosa que se va a las melazas o mieles finales.

La capacidad de proceso y los rendimientos disminuyen y, en algunos casos, se
puede hacer necesario el paro de la planta para realizar limpieza de todo el
equipo, siendo el daio econémico alto (Solomon, 2000).

La formacidén de dextrana se incrementa con el tiempo. El aumento durante las

primeras 24 horas es bajo comparado con el aumento en las siguientes 24 horas
(Solomon, 2000; Solomon y col., 2003).
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La ocurrencia comun de microorganismos en el jugo recién extraido y la capacidad
de los mismos para producir pérdidas en la sacarosa recuperable han originado
una gran cantidad de estudios para disminuir estas pérdidas, por medio de
agentes bacteriostaticos (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2010). Tal como se
entrega a los molinos, la cafia de azucar contiene una gran cantidad de bacterias,
segun lo muestran las Tablas 4.4a,b,c.

Tabla 4.4a. Cantidad de microorganismos, NMP/100mL, encontrados en tallos de
cafia cruda troceada (Delfin, 2012)

Tallo de cana Total Bacterias Hongos Levaduras
1 440,000 430,000 1,100 200
2 194,000 193,000 590 110
3 98,000 73,000 7,700 13,000
4 180,000 170,000 8,500 50,000

Tabla 4.4b. Tipos de microorganismos encontrados en el jugo fresco de cafa de
azucar. Especies predominantes (Delfin, 2012)

Saccharomyces carlsbergensis Saccharmyces cerevisiae

Candida krusei Pichia membranafaciens

Torilopsis stellata C. guilliermondii

P. fermentans C. intermedia

Tabla 4.4c. Condiciones de desarrollo de organismos dafinos

Temperatura 6ptima para el desarrollo
Grupo °C °F
Leuconostoc mesenteriodes 20-25 68-77
Aerobacter aerogenes 30 86
Bacillus mesentericus 37 99

La cafia de azucar lleva a los molinos un gran contenido de microorganismos
viables quedando la mayoria en el jugo extraido, donde si la temperatura es
apropiada para su desarrollo, la proliferacion microbiana se presenta
inmediatamente.

Otros factores que determinan el deterioro que los jugos de cafa experimentan
son: El pH de los jugos y la cantidad y la clase de material contaminante que esta
en contacto con el jugo. El rendimiento 6ptimo de dextranas ocurre en el intervalo
de pHde 7 a 8.
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Las bajas temperaturas y el pH alto favorecen a Leuconostoc, mientras que una
acidez ligera (pH 6.5) y una temperatura alta (mas de 65°C) son las condiciones
menos favorables para su desarrollo. La Tabla 4.5 muestra su multiplicacién en
condiciones favorables.

Tabla 4.5. Multiplicacién de microorganismos en condiciones favorables

Tiempo Numero de microorganismos /100mL
08:00 horas 64

10:00 horas 4,000

12.00 horas 260,000

14:00 horas 12,000,000

16:00 horas 1,000,000,000

18:00 horas 69,000,000,000

Por lo que para el buen funcionamiento de los molinos, la aplicacion de chorros de
vapor en las juntas y en las uniones de los transportadores resulta efectiva en un
60%, el resto debe tratarse por medios quimicos. Se hace hincapié en la
necesidad de la limpieza en los molinos para eliminar organismos contaminantes.

Un bactericida comunmente usado en el ingenio cooperante tiene, segun los
proveedores, la composicion siguiente:

Ingredientes activos

Di-cianoditiomidocarbamato de sodio 12.7%
Etilendiamina 4.8%

N-metilditiocarbamato de potasio 17.5%
Ingredientes inertes 65.0%

Se anexa el analisis de laboratorio del bactericida, realizado por LAICA, S. A. de
C.V., con el contenido real de ditiocarbamatos, que es de 34.41% (Figura 4.1).

La diferencia entre los jugos tratados y los no tratados se observa incluso en un
periodo de cinco horas (Figura 4.2).

Unos de los métodos mas usados para evaluar la efectividad de un bactericida es
correlacionando las dextranas contra el tiempo, pero como los analisis son
tardados y en algunos casos costosos, se pueden emplear otras alternativas como
son la medicion del azucar invertido, tomando en cuenta que no son tan confiables
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como el de las dextranas debido a que el contenido medido como grados Brix, se
reduce cuando la sacarosa o el azucar invertido es utilizado por los
microorganismos (Figuras 4.3 a 4.5).

En estas cuatro figuras se aprecian (Figs. 4.3 a 4.6) el uso o la aplicacion de
bactericidas, en diferentes concentraciones. En la Fig. 4.3 se observa que, a
mayor concentracion (20 ppm), disminuyen los azucares reductores en las
primeras cuatro o cinco horas. También se hicieron pruebas con dos diferentes
bactericidas, concluyendo que tienden a mantener el pH y los azucares reductores
en el lapso de una hora (Figuras 4.4 y 4.5). Después de este tiempo, el pH tiende
a bajar y los azucares reductores a aumentar. Esto es indicativo de que la
preservacion con bactericidas funciona en las primeras horas y que los jugos de
las primeras extracciones al mezclarse tienden a elevar los azucares reductores y
a disminuir la pureza de los mismos.
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Figura 4.1. Analisis de laboratorio del bactericida (LAICA S. A. de C.V., 2007)
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Figura 4.2. Concentracion de Leuconostoc mesenteroides en muestras tratadas

(21 ppm de bactericida) y no tratadas
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Figura 4.3. Prueba de preservacion del bactericida a concentraciones
de 15y 20 ppm vs un testigo
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Figura 4.5. Prueba de preservacion con el bactericida relacionando el pH contra
tiempo en horas
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Figura 4.6. Prueba de preservacion con el bactericida que relaciona el % de
pureza contra el tiempo en horas
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Figura 4.7. Azucares reductores en jugo desmenuzado o de primera extraccion
comparando con azucares reductores en jugo fresco mezclado con “pachaquil” o
jugo que sale de los molinos contra el tiempo en horas

Se debe prestar un especial cuidado a la higiene de los tanques de colecta de
jugo, especialmente a los de jugos diluido o combinado con cualquier otra area en
que se retenga este jugo. Los sistemas de adicion de cal y acido fosforico (si se
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usan) y el control de pH debe mantenerse en buen orden de trabajo con
circulacion eficiente inmediata después de su adicion.

Todas las cortinas o pantallas (screens en inglés), son un foco de infeccion: El
crecimiento de Leuconostoc se concentra detras o arriba de ellas por lo que deben
ser lavadas frecuentemente con bactericidas, agua caliente o vapor.

Los filtros de lodo y agua de lavado de lodo deben ser evaluados como una fuente
de posible infeccion por Leuconostoc. Los tratamientos con bactericidas son
necesarios: Por ejemplo, el agua de lavado caliente y el rapido reciclaje del
enjuague del lodo pueden ayudar a limitar el desarrollo del organismo. La
clarificacion en filtros pueden remover las dextranas.

La literatura no reporta el efecto de la operacion unitaria de sulfitacion en el
desarrollo del Leuconostoc. Tedricamente, la adicion de SO, reacciona tan
rapidamente que no queda el suficiente para actuar como bactericida. Mientras se
mantengan altas temperaturas, el microorganismo Leuconostoc no se incrementa
pero si puede infectar las areas y crecer en jugo sulfitado mas templado.

4.6. Datos de dextranas encontrados

En la Figura 4.8 se presentan los datos de dextrana encontrados en esta
investigacion.

Estos se determinaron con el método de anticuerpos monoclonales mencionado
en el ANEXO I.

En la Figura 4.8 se muestra como se aumento la concentracion de dextranas en
cafa cortada y quemada en canutos cortos en comparaciéon con los canutos
largos. A medida que se aumento el tiempo de almacenamiento, transcurridas 24
horas, se observdé que en los canutos cortos, la superficie expuesta fue mucho
mayor la concentracion que en los canutos largos vy, por lo tanto, el ataque de los
microorganismos se duplicé o triplicd. Estos resultados determinaron, que la
molienda debe efectuarse dentro de las 24 horas después del corte, ya que
después de este tiempo el deterioro de la cafia es inminente. Segun Foster e Irvin
(1981), la quema previa a la cosecha de la cafia de azucar que se practica en
algunos paises productores de cafa, provoca importantes cambios fisico-
bioquimicos en las plantas de cafia.

Los informes disponibles indican que la cafia picada y quemada, se deteriora mas
rapido en comparacion con la cana verde picada. Estos cambios metabdlicos a lo
largo del proceso con la infestacion microbiana y otros factores tales como la
destruccion térmica de la sacarosa, con alta tasa de inversién, con la pérdida de
agua y con la pérdida de azucar por la exudacion en la superficie de cafia son

50


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

CUANTIFICACION DE DEXTRANAS (FALSA SACAROSA) EN
CANA DE AZUCAR CRONOLOGICAMENTE REZAGADA

razones adicionales para la reduccion del valor de “CCS” (Commercial Cane
Sugar o Azucar de Caifia Comercial) de la cosecha de cafia quemada.

Un estudio realizado en Taiwan (Hsia, 1972) mostré que la caina quemada cortada
resultd altamente susceptible a la contaminacién microbiana y a la inversion en
comparacion con la cafia madura sin quemar.

3200
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2400

(ppm) /
2000

1600 / /

>Z>X0-XMmMO

(@]

35 O

r
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s larga
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0 12 24 48
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Figura 4.8. Dextrana y frescura de la cana.
Cada curva es el promedio de cuatro determinaciones

El efecto mas dafino de las dextranas, como previamente se menciond, es el
alargamiento de los cristales de sacarosa. Esto es mas notable en la templa de
bajo grado. La formacién de dextrana y el alargamiento de los cristales no
solamente reducen el crecimiento de los cristales, sino que también aumenta la
formacion de grano falso. Las masas cocidas de bajo grado son mas dificiles de
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centrifugar, aun con maquinas intermitentes; ademas, el magma hecho con el
azucar purgado es un mal pie de templa para templas de pureza alta.

El control de dextranas aun presentes en el jugo proveniente de la cafia infectada
puede lograrse en dos formas: 1) Tratamiento con la enzima dextranasa y 2) La
remocion por clarificacion del jarabe.

La enzima dextranasa descompone a la dextrana en moléculas mas pequefas y
glucidos mas complejos (oligosacaridos). No reduce a la dextrana a sus unidades
de glucosa pero, como se utiliza en los ingenios, descompone a las dextranas de
alta masa molecular en moléculas mas pequefias y con menor masa, los cuales
tienen menos efecto en la viscosidad y son mas facilmente procesadas con el
azucar.

El Instituto de Investigaciones de Molinos de Azucar (S.P.R.l., por sus siglas en
inglés, ubicado en Durban, Sudafrica) ha mostrado que pequefios oligosacaridos
(conteniendo de 3 a 4 unidades de glucosa o fructosa), pueden causar
alargamiento del cristal y los problemas resultantes del bloqueo de las pantallas de
las centrifugas y purgas deficientes (Covacevich y col., 1977).

En Australia se utiliza la enzima para el 3% de su cafia y se adiciona en el tanque
de jugo mixto con un pH de 5.5 a 30°C por aproximadamente 15 min. Inkerman vy
James (1976) e Inkerman y Riddell (1977) dan un excelente estudio del uso de
esta enzima en Australia. Estos autores han sido pioneros en desarrollar el uso de
las dextranasas en ingenios azucareros. El grupo de Inkerman (1976) usa el pH
como un indicador del uso de la dextranasa: Si el pH del jugo baja a 5, el uso de
dextranasa es indicado. En una publicacion relativamente reciente de Inkerman y
colaboradores (1983), se indica que las variaciones del pH junto con otros factores
(basura y lodo) hacen que pueda no ser suficiente la aplicacion de las enzimas
para los propésitos de control de las dextranas. Una enzima dextranasa producida
por Chaetomiun gracile fue aprobada para su uso en EEUU y se encuentra
disponible, a diferencia de la enzima obtenida de Penicillium spp. (Edye y col.,
1996, 1997).

4.7. ANALISIS DE DEXTRANAS USANDO ANTICUERPOS
MONOCLONALES

El nuevo método de determinacion de dextranas por medio de anticuerpos
monoclonales y su versatilidad, desarrollado por Midland Research Laboratories,
Inc., fue presentada durante el XIV Congreso de la Asociacion de Técnicos
Azucareros de Centro América se presenta en el Anexo |.

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos, en las diferentes etapas del
proceso de fabricacion de azucar, durante la zafra 2011-2012.
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Tabla 4.6. ANALISIS DE DEXTRANAS, ppm

FIDEICOMISO INGENIO SAN CRISTOBAL 80333
LABORATORIO DE FABRICA

FECHA J DESM. J MEZ JC JF MEL M A M B MF LF LC LP AZUCAR
13/03/2012 571 315 236 687 3673 | 4420 | 4791 | 14871 | 2259 | 2489 | 2797 | 52
14/03/2012 1626 1084 | 1440 | 575 6,191 | 4130 | 5,720 XY 3760 | 4,074 | 3.417 | 180
15/03/2012 825 396.00 | 1,205 | 471 4820 | 3,789 | 8,225 | 18327 | 4899 | 4,099 | 3617 | 156
16/03/2012 1,849 1536 | 938 343 3,840 | 2,551 | 3191 | 17207 | 2279 | 3.431 | 3.456 | 150
17/03/2012 SIN ANTICUERPO

18/03/2012 1500 1275 | 1420 | SM 5022 | 6,758 | 8,225 | 22136 | 3.385 | 2,160 | SM 150
10/03/2012 820 572 | 1201 | 439 6.624 | 5862 | 8,764 | 9892 1007 | 3,768 | 4530 | 200
20/03/2012 398 310 467 402 4038 | SM | SM SM 2754 | 4075 | 3.666 | 112
21/03/2012 537 455 449 SM 3,064 | 3.707 | 6,044 SM 2466 | SM SM 150
22/03/2012 724 426 695 536 3,886 | 4571 | SM 16133 | 4012 | SM SM 200
23/03/2012 383 372 419 SM SM | 3,043 | 4543 SM SM SM SM 131
24/03/2012 1145 400 SM SM 2865 | 2291 | 2278 | 18.435 SM SM SM 157
25/03/2012 796 779 664 459 | 4095 | 3.804 | 5407 | 14,820 | 3.713 | 3.922 | 4098 | 158
26/03/2012 SM SM SM SM SM SM | SM SM SM SM SM SM
27/03/2012 708 1031 | 1323 | SM 3.955 | 8079 | 6,029 | 0790 | 2528 | 2272 | 5252 | 63
28/03/2012 1,963 1539 | 3194 | SM 6,786 | 16,976 | 9,594 | 12.309 SM SM SM 324
29/03/2012 524 423 SM SM 635 | SM | SM 8952 | 3324 | SM | 1.860 | 126
30/03/2012 303 476 429 473 3154 | 4200 | 7.710 SM 2077 | SM SM 184
31/03/2012 577 793 511 SM 3358 | SM | SM 15034 | 4728 | 1513 | 1.897 | 252
01/04/2012 812 840 | 1224 | 466 | 4617 | 8287 | 7.185 | 12181 | 3454 | 2569 | 3277 | 185
02/04/2012 EP

03/04/2012 2.084 1548 | SM SM SM | 10,230 | 19.764 |  SM 5614 | SM | 2.808 | 59
04/04/2012 649 1210 | 2030 | SM | 11,742 | 15233 | 20,056 | SM SM SM SM | 297C
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Continua Tabla 4.6

05/04/2012 2,064 1,168 1,284 1,095 6,724 SM SM SM SM 8,213 7,629 290
06/04/2012 741 673 1,284 1,095 6,724 SM SM SM SM 8,213 7,629 290
07/04/2012 1,060 672 652 989 3,911 SM SM 22,767 SM SM SM 300
08/04/2012 1,674 1,141 1,295 911 6,744 11,250 | 15,668 17,474 4,534 6,332 5,334 237
09/04/2012 517 373 1,253 SM 2,807 14,137 SM 16,738 2,493 2,265 2,928 203
10/04/2012 543 466 1,011 |1,005.00| 6,183 SM 13,802 15,244 3,931 4,124 3,659 238
11/04/2012 2,338 1,443 1,045 | 311.00 4,901 SM 17,204 SM 6,404 5,664 8,392 285
12/04/2012 896 748 482 507.00 7,869 12,354 SM 18,014 7,580 5,472 7,415 292
13/04/2012 1,277 348 600 SM 4,470 6,243 | 8,997 24,469 3,596 2,494 4,470 296
14/04/2012 1,863 2,891 1,016 SM 2,403 8,332 | 12,294 SM 4,182 3,444 4,185 303
15/04/2012 1,301 1,059 957 684.00 5,054 10,463 | 13,593 18,388 4,674 4,256 5,198 265
16/04/2012 425 382 300 SM 612 2,518 SM SM 2,733 2,146 2,625 154
17/04/2012 899 466 831 SM 1,607 9,689 | 13,374 32,765 2,347 4,282 4,642 70
18/04/2012 815 805 257 SM 4,332 SM SM 24,546 3,291 4,818 2,304 203
19/04/2012 4,304 3,187 908 SM 5,454 6,440 | 9,671 13,047 2,853 2,208 | 31,560 337
20/04/2012 1,610 1,210 746 SM 5,560 SM SM 10,136 3,481 4,181 2,377 70
21/04/2012 2,290 983 1,005 | 723.00 7,842 9,899 | 12,398 23,265 4,929 4,809 SM 332
22/04/2012 1,723 1,172 675 723.00 4,235 7,112 | 11,814 17,293 3,272 3,741 3,021 195
23/04/2012 670 259 594 241 1,953 4,394 | 9,076 SM 1,558 2,501 970 103
24/04/2012 645 296 247 172 934 SM 7,329 11,043 854 SM 1,977 108
25/04/2012 | FALTA DE VIALES

LC LICOR CLARIFICADO JF JUGO FILTRADO
LP LICOR PULIDO MEL MELADURA
AZUCAR AZUCAR MA MIEL "A"

EP EQUIPO PARADO M B MIEL "B"

SM SIN MUESTRA MF MIEL FINAL

J DESM. JUGO DESMENUZADO LF LICOR FUNDIDO
J MEZ JUGO MEZCLADO

JC JUGO CLARO
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4.8. COMPARACION DE METODOS

Los unicos analisis de cuantificacion de dextranas llevados a cabo en el
Fideicomiso Ingenio San Cristobal 80333, fueron realizados con el método de
“Anticuerpos Monoclonales”.

Este método es de utilidad para analizar dextranas con alta masa molecular.
Ademas, el tiempo en que se lleva a cabo el analisis es minimo comparado con el
método por espectrofotometria UV Vis.

El método por espectrofotometria UV Vis que utiliza el Método Haze, solo se
emplea para dextranas de alta masa molecular, ya que no analiza dextranas con
baja masa molecular.

Estudios no publicados de B. L. Legendre, del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos, en Houma, Luisiana, (comunicacion personal, 1999), referentes a
tallo entero de cafia, también mostraron tener mayor produccion de dextrana de la
cafa que habia sido picada con ruedas de vehiculo que la cafa sin cortar (Tablas
4.7y4.8).

Tabla 4.7. Niveles de dextrana (promedio, ppm / °Brix) en tallitos de cafa a las 48
horas después de su zafra (cafa triturada)

CANA TALLO DE PEQUENO A TALLO LARGO (>250mm),
MEDIANO, mm mm
VERDE 770 630
QUEMADA 2952 1442

Tabla 4.8. Niveles de dextrana (promedio, ppm/°Brix) en tallitos largos y cortos
después de un retraso de 12 a 24 horas

HORAS CORTE A

TRITURACION 12 horas 24 horas

TALLITOS SANOS Y LARGOS

(>250 mm) 0 740

TALLITOS CORTOS O
MUTILADOS 170 1740
(<250 mm)
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Estos hallazgos se encuentran relacionados con la cantidad de tejido del tallo
expuesto al aire y a la tierra para la entrada de Leuconostoc. Este es el mismo
factor que se tiene para cafia dahada en tiempo de helada. Otros resultados
(Foster y col., 1977) enfatizan la relacion existente entre el tejido del tallo expuesto
y la produccidn de dextrana (como se muestra en la Tabla 4.8, donde la influencia
del retraso en cortar 0 triturar se ve incrementada. El trabajo realizado por Foster y
col. (1977) mostro claramente que, manteniendo iguales las demas condiciones,
en los tallitos cortos se desarrollaron mas dextranas en 24 horas que en los tallitos
largos.

Existe una corriente actual en la cosecha mecanizada para la implementacion de
tallitos cortos (9 o 25cm), ya que este tamafio permite llevar un maximo de tallitos
en una carreta de cafia. Por tanto, los agricultores y administradores del cafiaveral
y del ingenio, respectivamente, deberan decidir donde se encuentra la mayor
pérdida de los ingresos: (1) en el jugo, que es el % de azucar en la cafia o (2) si
hay un deterioro adicional de la cana por tallos cortos que permiten mayor
inclusion de los microorganismos. Evidentemente, en una u otra se implican
mayores costos de transportacion.

Los mismos factores son importantes en el lugar de almacenamiento, temperatura,
condicion de la cafia y tamafio de la pila de cafa. Es bien sabido que la limpieza e
higiene del lugar, tanto como sea posible, son importantes y que la primera cafa
en entrar debera ser la primera en salir.

Muy frecuentemente una pila de cafia no es procesada hasta la siguiente tarde por
causa de otras entregas o descomposturas de los molinos. Las dificultades en la
coordinacion de entregas de la cafa son un problema que se presenta a nivel
mundial. Existe la eleccion de almacenar en pequefas pilas en el cafiaveral (con
el minimo contacto con la tierra) o almacenar grandes pilas en el cafiaveral. Las
pilas pequenas son la eleccién mas segura manteniendo los otros factores iguales.
No obstante, el tipo y tiempo de muestreo y prueba de la cafia para sistemas de
pago de cana afectaran esta decision. El tiempo de almacenamiento transcurrido,
cuando se vuelve necesario, también deberia ser considerado en vista de la
temperatura ambiental (particularmente las temperaturas nocturnas cuando la
cafa se guarda durante la noche como regularmente se hace). Si existe la
posibilidad de almacenamiento en camiones, seria preferible (por la aeracion) a
guardar la cafa en grandes pilas.
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CAPITULO5. CONCLUSIONES Y POSIBILIDADES PARA EL
FUTURO

5.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo de esta investigacion, que era el de montar la
metodologia para la cuantificacion de las dextranas en cafia de azucar
cronologicamente rezagada, para que sirva de base en la ponderacion de la
estimacion de pérdidas en los calculos azucareros durante el proceso de
obtenciéon de azucar en un ingenio cooperante a continuacion se dan las
siguientes conclusiones:

El método de anticuerpos monoclonales resulté ser una herramienta apropiada y
practica para emplearse en el ingenio de crudo y en la refineria,
independientemente del analista o del laboratorio donde se realicen.

El nuevo método de ensayo a través de anticuerpos monoclonales resultd ser
mas sensible, ademas de permitir evaluar el analisis en varias partes del sistema.

El tiempo de analisis es de 3 a 4 minutos, lo cual lo hace un método atractivo.

Gracias a la portabilidad del equipo es posible realizar los ensayos “in situ” en los
lugares donde existe un problema, obteniendo resultados inmediatos.

Dado que no se tiene acceso al precio directo, pero por comentarios personales
de la Superintendencia de Investigacion y Desarrollo del Fideicomiso, el costo del
anticuerpo es elevado (sin especificar dato), lo anterior genera que el importe por
analisis sea aproximadamente de $1500.00 pesos por corrida, lo que da como
resultado un promedio de $250,000.00 pesos/Zafra. Haciendo un andlisis y
comparandolo con las pérdidas por infeccidn e inversidn microbioldgica, que si no
se detectan y controlan, se elevan en un lapso de dos a tres dias y pueden
generar pérdidas en promedio de hasta $5,000,000.00 de pesos en 8 dias, lo que
determina que la inversion del método a través de anticuerpos monoclonales, sea
redituable.

Respecto del objetivo especifico de proponer medidas practicas al ingenio
cooperante para reducir la formacidon de dextranas, es importante mencionar que
en los ingenios azucareros donde se manejan grandes volumenes de cafa, como
es el caso del ingenio cooperante, una planeacion eficaz “en fabrica”, coordinada
con “campo”, acortaria los tiempos entre corte y molienda, minimizando el tiempo
de exposicion de la cafia troceada y/o con corte manual, tanto al sol como a la
humedad, evitando con ello la formacidn de dextranas y, por ende, las pérdidas de
sacarosa en cana.
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5.2. Posibilidades para el futuro

Sobre el control de dextranas a futuro se incluye la posibilidad de cultivar cana
resistente al Leuconostoc empleando un bactericida efectivo, economico y en las
concentraciones adecuadas para el cafnaveral que, ademas, no deje residuos
toxicos en los productos de la cafia (azucar, mieles incristalizables) (Arvizu-Bernal
y Ramos-Medina, 2010).

Otra medida seria la aplicacién de la enzima dextranasa, cuando se detecten
infecciones por altos niveles de dextranas.

Los mayores esfuerzos para controlar la produccion de dextranas permanecen en
la inhibicion de la formacién de dextrana minimizando los tiempos de quemadura
al corte y de corte a molienda, manteniendo optima la calidad de la cafna e
integridad del tallo.

El control mas importante debera tenerse en los sistemas para coordinar la
cosecha. El transporte y la entrega para obtener un maximo de produccion de
azucar de buena calidad y mayores ingresos tanto para agricultores asi como para
los grupos y compafiias que controlan los ingenios azucareros, debera ser el
objetivo que guien estos estudios.
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ANEXOS
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ANEXO |

METODOLOGIAS EMPLEADAS

I-A. PRUEBAS PARA DEXTRANAS

Se sabe que el contenido de dextranas en el azucar bruto se encuentran
directamente relacionadas con el contenido de dextranas del jugo de cafa. Aun
cuando las dextranas pueden ya venir en la cafa, también puede formarse en el
ingenio. La mayor parte de éstas entra al ingenio por medio del jugo de cafa. Las
dextranas son polisacaridos de cadena lineal formada por unidades de alfa D
glucosa, unida por enlaces alfa 1,6. No son verdaderos productos naturales; se
descubrieron en la fabricacién del azucar al observar “masas” que obturaban los
filtros, conocidas coloquialmente como tibicos. Se forman por biodegradacion de la
sacarosa en presencia de bacterias, que tienen un contenido de enzima
especifico: Leuconostoc mesenteroides y organismos similares. Estos organismos
rompen el enlace entre la glucosa y la fructosa de la sacarosa, uniéndose las
unidades de glucosa, polimerizandolas y produciendo las dextranas. Las
dextranas que se obtienen por biodegradacion de la sacarosa son de masa
molecular mayor de 75000, 40000 y 100000 Daltons.

La dextrana exhibe un poder rotatorio mucho mayor que la sacarosa.

La dextrana en el jugo de cafia puede venir de la cafa tal como es entregada en el
patio del molino o desarrollarse en la cafia mientras esta almacenada. Para
mantener los niveles de dextranas bajos, se ha hecho un esfuerzo considerable
para asegurar que la cafia se entregue en el molino lo mas fresca posible y que su
tiempo de almacenamiento sea minimo.

La habilidad para detectar la cafia aceptable de la no aceptable es el proximo paso
en la eliminacién progresiva de la dextrana del azucar y, para ello, se necesita una
prueba selectiva que sea rapida.

Las pruebas existentes (La Amstar, Haze test o la prueba de Roberts en los
acuerdos de compra de azucar bruto), estan disefadas para medidas exactas de
dextranas.

Estas pruebas (CSR Haze test, la prueba del Instituto Azucarero Authon y otras
pruebas relacionadas con enzimas) requieren de varias horas para llevarse a
cabo. Se tiene el inconveniente de que consumen demasiado tiempo para usarse
en la rutina diaria en todas las muestras de cafia para un analisis de jugos en el
laboratorio.
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[.LA.1l. Método de determinacién de dextranas por medio de
anticuerpos monoclonales

El nuevo método de determinacion de dextranas por medio de anticuerpos
monoclonales es muy versatil; fue desarrollado por Midland Research
Laboratories, Inc. y presentado durante el XIV Congreso de la Asociacion de
Técnicos Azucareros de Centro América (26 al 30 de agosto de 2002) en la
Ciudad de Guatemala, Guatemala, C.A (Porro y Rauh, 2002).

Bases para los métodos inmunolégicos

Los anticuerpos son glicoproteinas especificas complementarias a moléculas
extrafias especificas (antigenos) producidos por el flujo sanguineo de los
animales. Los anticuerpos se enlazan especificamente con el antigeno el cual
provocd su produccion. Sin embargo, solo areas especificas localizadas en la
superficie molecular del antigeno llamadas epitotes reaccionan como gatillo para
la produccion de anticuerpos. Puede haber muchos epitotes para un antigeno
dado. Un anticuerpo especifico para un solo epitote es producido por un clon de
las células del plasma. Un anticuerpo especifico para un epitote es llamado
anticuerpo monoclonal. Debido a que cada antigeno puede tener muchos epitotes,
el suero entero derivado por un estimulo de un antigeno es llamado antisuero,
(Day y Plha, 1998).

La facil produccion tanto como la heterogeneidad de estructuras de suero
policlonal permiten que sea utilizado en ciertas aplicaciones de diagndstico. Sin
embargo el anticuerpo monoclonal debido a su especificidad y a su origen unico,
tiene mas aplicaciones especificas. Esto es virtualmente imposible de lograr con
una célula plasmatica normal porque morira después de pocas divisiones
celulares. Los anticuerpos monoclonales son producidos naturalmente en
enfermedades como es el mieloma multiple, donde una simple célula plasmatica
se convierte en maligna y se multiplica incontrolablemente.

En la actualidad es posible fusionar una célula de mieloma con una célula
plasmatica para producir una célula hibrida llamada hibridoma, la cual tiene la
capacidad de producir un anticuerpo monoclonal asi como la capacidad de
dividirse indefinidamente. Esto permite hacer una produccion a gran escala de un
anticuerpo especifico. La siguiente ilustracion muestra los pasos necesarios para
la produccion de un anticuerpo monoclonal para la deteccion de dextranas. Este
proceso se muestra en la Figura A-l. (Day y Plha, 1998).
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El hibridoma puede ser cultivado por una de dos técnicas generales. La mas
simple es por la formacion de un tumor soluble o ascite en el peritoneo de un
raton. El tumor es inyectado por el hibridoma para formar un tumor de mieloma el
cual produce altas concentraciones del anticuerpo monoclonal en el ratén. Este,
sin embargo, esta limitado por la cantidad de material que puede ser producido por
un animal tan pequefio. El segundo método es el cultivo de células “in vitro” en
biorreactores. El cultivo celular es un fluido conteniendo anticuerpos
monoclonales. EI método “in vitro” es mas confiable para la produccion de
anticuerpos monoclonales en la industria azucarera (Day y Plha, 1998).

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

A 10 mL de jugo de cafia se le agregan 2 mL de 10% de acido tricloroacético y
medio gramo de filtro de ayuda analitica. Filtrar, descargar los primeros 2mL del
filtrado. A los siguientes 5mL de filtrado se agregan 5mL de etanol absoluto.
Permitir que la mezcla se asiente durante 2 min para formar la neblina (*haze” en
inglés). Leer la neblina en el colorimetro a 720nm o comparar la turbiedad de la
neblina con estandares visuales.

Si es posible el almacenamiento de aguas dulces deberan mantenerse a altas
temperaturas (90 °C) y nivel de pH=7. El problema de almacenamiento de aguas
azucaradas se ve agravado por la prohibicidon de bactericidas en la refineria, el
calor se perfila como una respuesta pero aumenta la pérdida de sacarosa.

[.A.2. Cuantificacion de dextranas

1. Objetivo
Determinar la presencia de dextranas usando cuerpos monoclonales.

2. ALCANCE
Aplica al laboratorio de control de calidad del Ingenio San Cristébal.

3. DEFINICIONES (TERMINOLOGIA)

Dextrana.- Es un polisacarido polimero de la D. glucosa (C2H10s), formado por
reacciones bioquimicas a partir de la sacarosa, con intervencion principalmente
del organismo Leuconostoc mesenteroides.

Anticuerpos monoclonales.- Son sustancias producidas en los laboratorios, que
reconocen y se unen a células blanco especificas (tal como una proteina).
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4. DESARROLLO
4.1. Fundamentos del procedimiento

Este método se basa en que el anticuerpo monoclonal ataca a la dextrana y
produce una turbidez que es directamente proporcional a la cantidad de dextrana
presente. Un nefelédmetro (turbidimetro especialmente disefiado) es usado para
medir la turbidez que se forma.

4.2. Equipos, materiales y reactivos (Anexo II)

Equipos

1. Balanza electronica con sensibilidad +0.1 g
2. Agitador magnético

3. Balanza analitica

4. Nefelometro

5. Equipo MCA Sucrotest

Materiales

1. Vasos de precipitados
2. Piseta

3. “Kit” marca “sucro test”
4. Frasco tipo ampolleta

Reactivos

. Solucién amortiguadora (buffer) a partir del reactivo en polvo (M9008)
. Estandar de 500 ppm de dextrana a partir del reactivo (M9008)

. Preparacion del anticuerpo

. Agua destilada

. Soluciéon amortiguadora (buffer) a partir de reactivos

. Solucién de 50 NTU

.Sosa 0.1 N

~NOoO OB WN -

NOTA: Los materiales a utilizar deberan estar perfectamente limpios y secos.

4.3. Descripcién de operaciones
Preparacién de reactivos

1. Preparacion de la solucion buffer a partir del reactivo en polvo (M9008)
El contenido de 1.28 gramos se disuelve en 100mL de agua
2. Preparacion de la solucion buffer cuando no se cuenta con el reactivo (M9008)
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a) Pesar 2.62 gramos de fosfato de sodio monohidratado (monobasico) y 11.5
gramos de fosfato de sodio dibasico anhidro, disolver en 200 mL de agua
destilada y aforar a un litro

b) De esta mezcla se toman 100mL, verter en un vaso de precipitados de
1000mL, adicionar 8.75 gramos de cloruro de sodio y 600mL de agua
destilada

c) Ajustar el pH a 7.5 con sosa y aforar con agua destilada a un litro

3. Hidratar el anticuerpo con 12mL de solucion amortiguadora (buffer, en inglés),
dividir en 4 partes para mejor lavado Esto se hace en un frasco ambar. Dejar
reposar 30 minutos, a intervalos de 6 minutos, agitar 12 segundos Reactivo

Dextran T 2000. Pesar 0.25 gramos, aforar a 250mL con agua destilada

4. Reactivo para factor de correccion

a) Del reactivo Dextran T 2000 tomar 1mL y transferiro a un vaso de
precipitado de 100mL, adicionar 1mL de agua destilada y disolver

b) Con ayuda de una jeringa recoger del vaso 2mL

c) Colocar a la jeringa el filtro de 0.45um y depositar en un frasco

Procedimiento

1. Tomar el Brix a la muestra a analizar y diluir a 5°Bxt1, filtrar con
membranas de 0.45um

2.  Poner el equipo MCA-Sucrotest en el modo “Standard” y calibrar con la
solucion de 50 NTU

3. Para obtener el factor de correccion, poner en una celda 1mL de
anticuerpo, introducir en el MCA-Sucrotest y tomar la lectura (No)

4.  Sacar del equipo y agregar 10uL del reactivo Dextran T 2000 diluido (que
ya se tiene filtrado).

5. Tapar la celda con papel tipo “parafilm” y agitar suavemente 10 veces
para homogeneizar

6. Desde el momento en que se le adiciona la muestra al anticuerpo, se
toma el tiempo con cronémetro (3 minutos)

7. Introducir al equipo se esperando 3 minutos y tomando la lectura N4

Para cada muestra proceder como en los pasos 3y 4
4.4 INTERPRETACION DE RESULTADOS
Célculos:

ppm de dextranas = N1 — No = Diferencial NTU x FC = ppm x 100 x °Bx (original) (A-1)
°Bx diluido  °Bx diluido

donde:
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No - Lectura inicial
N+ - Lectura final
FC - Factor de correccion

Ejemplo:
Para el factor de correccion:

No - 7.32
N¢- 96.2
500 500
FC = = = 5.63 UMA
96.2 -7.32 88.88

Para la muestra:
No - 7.16

N - 8.11

°Bx original — 14.35
°Bx diluido —4.96

(8.11-7.16)x5.63 =_5.349x100 = 107.833 x 14.35 = 1547.361 =312 ppm
4.96 4.96

5. MEDIDAS OBLIGATORIAS DE SEGURIDAD E HIGIENE EN EL LUGAR DE
TRABAJO

1. El quimico debe usar bata y el equipo de proteccién necesario. (Guantes,
lentes de seguridad y cubreboca)

2. La mesa, material y equipo deben permanecer limpios antes y después del
analisis de dextranas.

3. Lo residuos quimicos de las determinaciones analiticas, se deberan colocar
en recipientes ex profeso para cada uno de los residuos, para
posteriormente ser retirados por una compafia autorizada ante la
SEMARNAT.
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ANEXO I-B. Bibliografia relacionada con las metodologias

de Belder, A.N. 2013. Dextran. Pub. Amersham Biosciences. Handbook 18-1166-
12. P. 43. Piscataway, NJ. EEUU. Redes internacionales. Direccion electronica:
http://pro.unibz.it/staff2/sbenini/documents/Protein%20purification%20handbooks/
Don't%20move/18116612AA.pdf

Porro M. E., Rauh J. S. 2002. Nuevo método de determinacion de dextrana por
medio de anticuerpos monoclonales y su versatilidad. Memorias del XIV Congreso
de la Asociacién de Técnicos Azucareros de Centroamérica. Midland Research
Laboratories, Inc. Guatemala. Guatemala, C.A. Agosto 26-30, 2002.
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ANEXO I

ACERVO FOTOGRAFICO

Caracteristicas de los microorganismos (Acervo fotogréfico)

Los microorganismos proliferan o “crecen” rapidamente en la superficie de la cafia
guemada, incluso tan pronto a los 10 minutos después de la quema. Estas son
predominantemente las Xanthomonas, Coryne bacteria y Bacillus. Otros
organismos se encuentran en la cafia en pie incluso después de la quema, como
hongos Rhizopus y Aspergillus y levaduras de colores, Rhodotorula y Candida. En
cafa picada infecciones masivas se encuentran hasta 6 pulgadas de los extremos
cortados después de almacenar durante 2 h. Los organismos Leuconostoc,
Xanathomonas y Aerobacter que producen mucosas son frecuentes, la produccion
de acidos y dextranas como materiales. Incluso en condiciones de cosecha vy
almacenamiento de cafia favorables el deterioro significativo se produce en
periodos de tiempo cortos después de cortar, incluso con 24 horas.

Todos estos microorganismos predominantes llegan a los molinos en el jugo
extraido y junto con las altas temperaturas favorecen la multiplicacion de estos,
causando contaminacion microbiana en las diferentes etapas del proceso y la
destruccion de la sacarosa.

ra

Cereus Pseudomonas Penicillium Actinomyces
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Streotomyces

Xanthomonas

-—
29

sporangiophore

sporangium filled
with sporangiospores

3

Rhizopus

Leuconostoc

Material y equipo de laboratorio para la determinacion de dextranas por el
método de anticuerpos monoclonales en el laboratorio quimico de la
Superintendencia de Investigacion y Desarrollo en el Fideicomiso Ingenio
San Cristobal 80333
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ANEXO Il

DISPOSICION DE RESIDUOS DE ESTA INVESTIGACION

La disposicion de los residuos quimicos de la investigacion, en el Fideicomiso
Ingenio San Cristobal 80333, se llevd a cabo mediante el depdsito en recipientes
ex profeso para cada uno de los residuos y posteriormente, fueron retirados
mediante una compafia autorizada ante la SEMARNAT de acuerdo con la
legislacion vigente (DOF, 2005). En ella no aparecen los ingenios azucareros
como tales, pero las sustancias y residuos clasificados como peligrosos (CRETIB)
si estan en esa norma y se disponen apropiadamente.
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