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Resumen

El jugo de la cafia debe recibir un tratamiento desinfectante ya que entra en contacto
directo con grandes cantidades de microorganismos que consumen y provocan la
inversion de la sacarosa, reportando a las bacterias del género Leuconostoc como
principales consumidores de sacarosa. Por tanto, existen productos para la
desinfeccién y/o sanitizacion de la cafia de azdcar como son: ditiocarbamatos, sales
cuaternarias de amonio y formaldehido, entre otros. Por ello, tomando como ejemplo
a la bacteria mesofila aerobia o facultativa (Leuconostoc mesenteroides), el objetivo
de esta investigacion es aislarla y comprobar su susceptibilidad a los tres biocidas
mas usados en la industria azucarera de México. Esto se realizara mediante la toma
de muestras, inoculacion y lectura de las bacterias presentes en jugo de cafia
obtenido en el laboratorio. Se seleccionaron y aislaron colonias para su identificacion.
Dicha seleccion fue sometida a la prueba de difusion de agar para determinar su
susceptibilidad. Cada placa se incub6 a 25, 35 y 45°C por 72 h y luego se midio el
diametro del halo de inhibicion. Se realizd un andlisis estadistico para determinar si
existia diferencia significativa entre el efecto inhibidor de cada biocida. Con ayuda de
los resultados y de sus caracteristicas toxicologicas se determind cual podria ser la
mejor opcion segun esta investigacion. Los resultados demuestran que el medio
MRS adicionado con vancomicina fue ideal para el aislamiento de Leuconostoc
mesenteroides. Se confiirmd este aislamiento de la bacteria Leuconostoc
mesenteroides mediante la prueba automatizada de identificacion VITEK 2 con un
95% de confiabilidad. El halo de inhibicion promedio del formaldehido fue de 10.85
mm. En esta investigacion fue utilizado como referencia por su conocido poder
biocida. El porcentaje de efecto inhibitorio respecto al formaldehido del metam sodio
fue de 85, 107 y 172% utilizando dosis de 30, 40 y 50 mg L™, respectivamente. Para
la mezcla de ditiocabamatos fue de 97, 112 y 179% utilizando dosis de 30, 40 y 50
mg L™, respectivamente. Finalmente, con el cloruro de benzalconio se obtuvieron
porcentajes de 192, 266 y 329% utilizando dosis de 10, 15, 20 mg L%,

respectivamente, siendo este ultimo biocida el de mayor eficacia.



Palabras clave: Aislamiento, Leuconostoc mesenteroides, biocida, halo de
inhibicién, formaldehido, metam, mezcla de ditiocabamatos

cloruro de benzalconio



CAPITULO 1

PROBLEMATICA

1.1. Planteamiento del problema

La cafia de azUcar es uno de los cultivos mas eficientes desde el punto de vista
fotosintético. Una hectarea de cafia de azlcar puede producir hasta 100 toneladas
de cafia por afo, la cual es mas del doble de la produccion agricola de otros cultivos
(Arvizu-Bernal y Ramos Medina, 2010; Bonilla-Vidal, 2013). Uno de los
inconvenientes en la industria azucarera en general, es la inversion de la sacarosa
en el jugo de cafia que va desde el momento de su extraccién en los molinos hasta
que llega a la sala de cocimiento. El jugo de la cafia no tratado quimicamente al
pasar por las canaletas y cafierias, entra en contacto directo con una gran cantidad
de microorganismos que estan adheridos a las superficies del metal, provocando
pérdidas que pueden alcanzar hasta el 1.0% de la sacarosa. Algunos autores
reportan a las bacterias del género Leuconostoc y al grupo de coliformes como los
principales microorganismos consumidores de sacarosa (Egan y Rehbein, 1963;
Hernandez et al., 1978). Estas bacterias pueden causar pérdidas del 3-5% en masa,
debido a la multiplicacion continua a pesar de que se realice una limpieza frecuente
en molinos. Ademas, los lodos o fangos que se acumulan en los molinos constituyen
la fuente mas importante de contaminaciéon microbiana y con ello la produccién de
invertasa, ocasionando el desdoblamiento de la sacarosa. Por tanto, el efecto
perjudicial de las dextranas comienza desde el momento en que éstas se forman,
consumiendo 0.2 kg ton™ de azlcar o 0.02 kg ton™ de cafia procesada (Flores-
Santillan y Pérez-Cordero, 2013).

1.2. Objetivos

El objetivo principal de esta investigacion es el de evaluar el efecto de tres agentes

biocidas (cloruro de benzalconio, N-metil-ditiocarbamato de sodio y una mezcla
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comercial de etilén bis-ditiocarbamato de sodio y N-metil ditiocarbamato de potasio)

sobre una bacteria mesofila aerobia o facultativa predominante en jugo de cafia.

Dentro de los objetivos particulares estan los de aislar e identificar a una de las
bacterias mesofilas aerobias o facultativas predominantes en el jugo de cafia de un

ingenio, Leuconostoc mesenteroides.

1.3. Hipotesis

Se plantea en esta investigacion como hipétesis nula la siguiente:

Nula Ho = La aplicacion de biocidas no produce efectos inhibitorios a las bacterias

del género Leuconostoc.

Como hipotesis alternativa se tiene la siguiente:

Alternativa Ha = La aplicacién del biocidas produce efectos inhibitorios a las

bacterias del género Leuconostoc

1.4. Justificacion

Los productos que se han utilizado para la desinfeccién y/o sanitizacion de la cafia
de azucar son: ditiocarbamatos, cloruro de benzalconio y otras sales cuaternarias de
amonio como bifluoruro de amonio y formaldehido (Kochergin, 2002). Sin embargo,
el uso de reactivos quimicos para el control de microorganismos en la industria
alimentaria se ve confrontado con el hecho de que pueden ser téxicos al humano o

dafnar al ambiente (Cuervo-Mulet et al., 2010).



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES

2.1. La cana azucarera

La cafla de azlcar es una graminea gigante perenne del género Saccharum que
crece en los climas tropicales y subtropicales, con temperaturas promedio de 20 a
30°C (Carmona, 1997). Durante la temporada del afio en que prevalecen
temperaturas altas y es maxima la actividad pluvial, la cafia de azucar alcanza un

gran crecimiento.

Bajo estas condiciones la fotosintesis se desplaza hacia la producciéon de
carbohidratos de alta masa molecular como la celulosa y otros compuestos que
constituyen el follaje y el soporte fibroso del tallo que es donde se acumula sacarosa
en el periodo de maduracion (GEPLACEA, 1988). La cafa florece luego de estar
completamente madura por lo que el corte para su uso industrial se produce antes de

la floracion.

2.1.1. Caracteristicas de la cafia azucarera

La cafia de azucar tiene el tallo macizo, que puede llegar a medir hasta 6 metros de
altura, y de 2 a 8 centimetros de diametro. Este tallo estd lleno por dos partes
diferenciadas: un tejido esponjoso y dulce en la parte central (médula), del que se
extrae un jugo rico en sacarosa; y una parte periférica, rica en fibra, que en el

proceso de extraccidn del azucar constituira el “bagazo”.

El nimero de tallos de la planta, el color y el habito de crecimiento dependen de la
variedad de la planta. En general, puede tener de uno hasta tres tallos. Tipicamente
se conoce que el tallo de las cafias es liso con “anillos” fibrosos, que se denominan
nudos. Las partes que se encuentran entre nudo y nudo del tallo se denominan

entrenudos. Sus hojas se originan de los nudos del tallo, son largas y linguadas.



La flor es una inflorescencia en forma de panicula de pequefias espigas: sedosas,
largas y vellosas. Cada inflorescencia suele tener un tallo principal o raquis que
contiene una flor hermafrodita con tres anteras y un ovario con dos estigmas. Florece

segun los paises donde crezca.

Su raiz esta en el sistema radicular, es decir, se pueden diferenciar dos tipos de
raices: las primordiales, delgadas y muy ramificadas, que pueden vivir hasta 3 meses
y las raices permanentes, que brotan de los nuevos tallos de la cafia. Estas
segundas son mas numerosas, gruesas y de rapido crecimiento. La cafia de azucar
puede multiplicarse mediante acodos, plantando un tallo que tenga un nudo y una
yema incipiente. Existen alrededor de 25 especies en el mundo reconocidas como
cafias de azucar (CONABIO, 2009).

2.1.2. Composicion de la cafia de azucar

El tallo de la cafia contiene agua entre 73 a 76%, sacarosa de un 8 a un15% vy fibra
entre 11 a 16%. Estas proporciones pueden variar segun el tipo de cultivo y variedad
de la planta. Sin embargo, la importancia de la composicion nutricional de la planta
recae en el jugo de su tallo, del que se extrae el azucar. El jugo de la cafia equivale
del 70 al 80% de la masa del tallo y el 15 al 30% restante constituye el bagazo
(Davidse et al., 1994).

2.1.3. Composicién nutricional del jugo de cafia de azUcar

En la Tabla 1 se muestra la informacién nutrimental del jugo de cafia de azlcar
mostrando que los carbohidratos simples como la sacarosa constituyen entre un 40-
60%, la glucosa 6-9% vy la fructosa de un 5-10%. En variedades silvestres el
porcentaje de sacarosa puede ser tan solo del 12% y aun menor para los demas
glucidos. En cuanto a las vitaminas contiene tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina
(B3) y acido pantoténico (B5). Los minerales presentes en el jugo son potasio (K),
calcio (Ca) y hierro (Fe) vy, finalmente, los acidos que contiene son el aconitico,

malico y citrico, principalmente.



2.1.4. Laindustria azucarera en México

De acuerdo con la Camara Nacional de la Industria Azucarera Y Alcoholera (CNIAA),
la produccion de cafia de azlcar se registra en 15 estados del pais y 57 ingenios
azucareros. Veracruz es el estado con mayor nimero de ingenios azucareros con 22,
seguido por Jalisco con 6 y San Luis Potosi con 4. En la Tabla 2 se presentan los
nombres de los ingenios azucareros de todos los estados productores de cafia de
azucar del pais (SIAP, 2013).

Tabla 1. Composicién del jugo de cafia de azlicar por cada 100 g
(Correa et al., 2004)

Calorias 62 kcal
Azlcares 16.5¢
Proteinas 069

Grasas 0.1g

Fibra 3.1g

Calcio 8.0 mg
Hierro 1.4 mg

Tiamina 0.02 mg

Riboflavina 0.01 mg
Niacina 0.10 mg
Vitamina C 3 mg

kcal; kilocalorias, g; gramos y mg; miligramos

Tabla 2. Estados productores e ingenios azucareros en México (SIAP, 2013)

Estado Ingenio azucarero Numero
Campeche La Joya 1
Colima Queseria 1
Chiapas Huixtla, Puijiltic (Cia. La Fe) 2
Jalisco Bellavista, José Maria Martinez (Tala), José Maria Morelos, Melchor 6

Ocampo, San Francisco Ameca, Tamazula
Michoacan Lazaro Céardenas, Pedernales, Santa Clara 3
Morelos Casasano (La Abeja), Emiliano Zapata 2
Nayarit El Molino, Puga 2
Oaxaca Adolfo Lépez Mateos, El Refugio, Pablo Machado (La Margarita) 3
Puebla Atencingo, Calipam 2
Quintana Roo | San Rafael de Pucté 1
San Luis Alianza Popular, Plan de Ayala, Plan de San Luis, San Miguel del 4
Potosi Naranjo
Sinaloa El Dorado, La Primavera, Los Mochis 3
Tabasco Azsuremex-Tenosique, Presidente Benito Juarez, Santa Rosalia 3
Tamaulipas Aardn Saenz Garza, El Mante 2
Veracruz Central Motzorongo, Central Progreso, Constancia, Cuatotolapam, El 22

Carmen, El Higo, El Modelo, El Potrero, Independencia, La Concepcion,

La Gloria, La Providencia, Mahuixtlan, Nueva San Francisco (Naranjal),

San Cristébal, San Gabriel, San José de Abajo, San Miguelito, San

Nicolas, San Pedro, Tres Valles, Zapoapita-Panuco
Total 57




En el pais, se benefician 227 municipios de la cafia de azucar. La agroindustria de la
cafia de azlcar tiene un efecto socioecondémico en 12,000,000 de personas
(SAGARPA, 2009-2013).

Actualmente en México operan 58 ingenios azucareros y la Unién Nacional de
Carieros participa con el 43% de la produccion total de cafa. El cultivo de la cafia se
obtiene en una superficie de 680,000 hectareas a nivel nacional. La superficie
cosechada en el ciclo 2003-2004 fue de 610,000 hectéareas, lo cual representd en un
0.6% en el PIB nacional, ocupando el cuarto lugar en relacion produccién de cafia de

azucar por hectarea a nivel mundial (CNIAA, 2014).

México también es reconocido en el contexto mundial de azlcar con los siguientes
lugares: séptimo lugar en produccién y consumo de azUcar, cuarto lugar en
produccion de azucar por hectarea y quinto lugar en la produccion de campo de cafa
de azucar. Esta industria de produccion de cafia de azucar genera 440,000 empleos
directos y millones de empleos indirectos. El consumo per cépita oscila alrededor de
44 kg anualmente (CNIAA, 2014).

2.2. Microorganismos en laindustria azucarera

Los microorganismos presentes en la cafia de azlcar proceden del suelo y de las
estructuras vegetales en putrefaccion. La rizosfera (suelo en interacciéon con la raiz)
contiene una amplia gama de microorganismos, aungue no se sabe si la rizosfera de
la cafia de azucar, estd asociada de manera constante con microorganismos
especificos. En un estudio (Mayeux y Colmer, 1960) se encontré un elevado niumero
de Enterobacter (10° UFC g™) en el suelo préximo a la cafia y en menor cuantia a
medida que aumentaba la distancia desde el tallo. Aungue no de forma constante, la
bacteria Leuconostoc mesenteroides también puede encontrarse en la rizosfera en
un nimero superior a 5x10° UFC g™. Con el clima himedo y caluroso el jugo que
exuda de la cafa, contiene un elevado numero de microorganismos,

aproximadamente 10° UFC de bacterias y 10° UFC de levaduras y mohos por gramo,
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los cuales pueden contaminar la cafia al ser cortada (Mayeux y Colmer, 1960; Silliker
et al., 1980). La infeccion de la cafa por el insecto Diatraea saccharalis, conocido
como “borer” y el ataque de roedores favorecen la contaminacion microbiana de la
graminea en el campo. Durante la investigacion bibliografica se encontré informacion
acerca de la microbiota acompafiante de la cafia de azucar (Tabla 3), en donde cabe
destacar que se encontré que la bacteria Leuconostoc mesenteroides es la que mas
problemas da a la industria azucarera debido a su produccién de la enzima invertasa,

la cual es utilizada para consumir la sacarosa presente en la cafa.

Tabla 3. Principales microorganismos presentes en la cafia de azlcar (Serrano, 2006)

Tipo Especies
microorganismo
Bacterias Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis. Bacillus cereus, Bacillus

megaterium, Bacillus pumilus, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc detranicum, Escherichia coli, Enterobacter aerégenes,
Citrobacter freudii, Pseudomonas sp, Klebsiella sp, Corynebacteirum
sp, Micrococcus luteus, Staphylococcus fragilis y Clostridium sp.
Levaduras Saccharomyces cerevisiae, S. rouxii, Saccharomyces pombe,
Candida tropicalis, Candida micoderma, Candida intermedia, Pichia
farinosa, P. membranofaciens y Hansenula anomala

Mohos Penicillum citrovorum, Penicillum funiculosum, Aspergillus variatum,
Aspergillus niger, Trichoderma viride y Monilia sitiophila

Este gran numero de especies demuestra la diversidad de la microbiota presente en
los jugos de cafa; sin embargo, hay algunas especies que se desarrollan en el jugo
con mas frecuencia que otras y que, por lo tanto, adquieren una gran importancia
econdémica al consumir la sacarosa y formar polisacaridos como en el caso particular

del género Leuconostoc (Serrano, 2006).

2.2.1. El género Leuconostoc

Leuconostoc es un género de bacterias del acido lactico Gram positivas de la familia
Leuconostocaceae. Las especies de Leuconostoc tienen generalmente forma de
cocoide ovoide y a menudo forman cadenas. Son resistentes intrinsecamente a la
vancomicina y catalasa negativos (lo cual los distingue de Staphylococcus). Son
heterofermentativos, capaces de producir dextrana a partir de la sacarosa (Bjérkroth
y Holzapfel, 2006).



Aungue inicialmente se consideraban comensales no patdégenos en humanos, desde
la descripcion en 1985 del primer caso de bacteremia por Leuconostoc spp., algunas
especies son también capaces de producir infecciones a los seres humanos (Cuervo-
M. et al., 2008). Se consideran patdgenas oportunistas aunque con muy baja
frecuencia, pudiéndose encontrar en pacientes criticamente enfermos,
inmunocomprometidos y con infecciones intrahospitalarias. Generalmente, se
asocian a bacteremia por dispositivos intra-vasculares y al uso de nutricion parenteral
total. Sin embargo, también se han descrito otras infecciones asociadas, dentro de
las que se encuentran meningitis, osteomielitis, infeccién del torrente sanguineo, de
vias urinarias y peritonitis (Vagiakou-Voudris et al.,, 2002). Debido a que estas
enfermedades son raras, los kits estandar de identificacion comerciales a menudo no

identifican estos organismos (Kulwichit et al., 2007).

2.3. Formacion de dextranas

Las dextranas no son compuestos propios de la cafia. El contenido de estos
polisacéaridos en la cafia es minimo o nulo. Su formacién ocurre por la accion de la
enzima dextransacarasa de microorganismos contaminantes que la atacan
posteriormente al ser daflada su corteza. La bacteria Leuconostoc mesenteroides es
el principal microorganismo productor de dextranas, aunque no es el Unico
(Rodriguez, 2005; Rodriguez-Berthely, 2014).

Esta bacteria da origen a las dextranas utilizando la sacarosa y contribuyendo asi, a
la pérdida del disacarido. Las dextranas son polisacaridos constituidos por unidades
de glucosa unidas en forma de cadena recta mediante enlaces a 1-6. Al menos entre
50 y 60% de las uniones deben ser a 1-6 para que el polimero se defina como
dextrana, existiendo un amplio intervalo de masas moleculares entre ellos, ya que
oscilan desde unos miles hasta millones de unidades de masa molecular (Rodriguez,
2005; Rodriguez-Berthely, 2014).

Bajo condiciones favorables de temperatura y humedad, la dextransacarasa hidroliza
la sacarosa y forma dextranas. Ademas de las pérdidas de sacarosa a consecuencia

de la formacion de dextranas, estos polimeros incrementan la viscosidad de los
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jugos, creando problemas en los evaporadores y “tachos” (Larrahondo, 1995;
Rodriguez, 2005; Villa, 2008).

2.3.1. AzuUcar invertido

Se conoce con el nombre de azucar invertido a la mezcla de glucidos producida
cuando la sacarosa se hidroliza, quimica o enzimaticamente. El nombre de inversion
se refiere al cambio del poder rotatorio que se observa durante dicha hidrélisis, la
sacarosa (+66°), al dividirse en glucosa (+52°) y fructosa (-92°), desarrolla dicho
poder rotatorio sobre la luz polarizada por la fuerte influencia de la fructosa, lo que
conlleva a dificultades para la cristalizacion del azucar, caracteristica indeseable en
algunos casos (Badui-Dergal,1999).

2.4. Los biocidas

Los biocidas pueden ser sustancias quimicas sintéticas o de origen natural o
microorganismos que estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir
la accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo considerado

nocivo para el hombre (European Commission, 2014).

2.4.1. Mecanismos de accion de los biocidas

Las sustancias biocidas por lo general actian a nivel de la membrana celular del
microorganismo, penetrandola y destruyendo los sistemas que permiten vivir al
microorganismo. El biocida provoca la lisis de la pared proteica o lipoproteinica del
organismo y penetra en su interior interrumpiendo las reacciones bioquimicas que

sustentan la vida en el organismo.

Existen diferentes tipos de biocidas que se pueden presentar de tres formas: (1)
Fisico: Fuentes de radiacién de alta energia (luz UV) que oxidan la pared proteica y
practicamente queman al microorganismo. (2) Bioldgicos: Sustancias creadas por
organismos superiores para autodefensa, generalmente son de tipo proteico y se
denominan enzimas, por ejemplo lisozimas y (3) Quimicos: Pueden ser, a su vez,

inorganicos o de sintesis organica, por ejemplo, el dioxido de cloro (CIlO,),
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isotiazolinas, cloraminas, bromuros de alquilo, cloruros de alquilo o arilo, etc.

(European Commission, 2014).

2.4.2. Condiciones de un buen biocida (European Commission, 2014)

Las caracteristicas deseables en un biocida son:

Debe tener un amplio espectro de actividad, es decir, debe cubrir una amplia
gama de microorganismos y virus (bacterias, virus y hongos)

Efectivo a baja concentracion: Mientras mas baja es la dosis, mas econémico
resulta el tratamiento

Efectivo en un amplio rango de pH

Solubles en agua

Compatible con otras especies quimicas en el medio

Alta persistencia: Debe ser efectivo a través del tiempo

Facil de neutralizar: Debe poseer mecanismos desactivadores para su
posterior neutralizacién

Baja toxicidad humana: No debe ser perjudicial en su manipulacién segura por
parte del operador.

En el siguiente capitulo se presentan los mas viables para consumo en la industria

alimentaria.

12



CAPITULO 3

BIOCIDAS UTILIZADOS

El método de control empleado habitualmente en la industria contra los
microorganismos y en especial de las bacterias acido-lacticas como Leuconostoc sp
es el uso de productos quimicos; sin embargo, la industria alimentaria o aquella
industria que elabora productos de consumo humano se ve en dificultad para el
control de microorganismos usando compuestos quimicos, dado que estos
generalmente pueden ser toxicos para el humano o acarrear graves consecuencias
al ambiente. Existen productos que se han utilizados para la desinfeccion y/o
sanitizacion de la cafia de azucar y los mas comunes son: los ditiocarbamatos y otros
carbamatos, el cloruro de benzalconio y las sales cuaternarias de amonio como
bifluoruro de amonio y el formaldehido (Tabla 14). El ditiocarbamato de sodio es
ampliamente utilizado en la industria azucarera durante la extraccion del jugo de
cafia debido a su accion inhibitoria de Leuconostoc mesenteroides, principal
responsable de la formacién de dextranas (Hernandez et al., 1978).

3.1. Los ditiocarbamatos como biocidas

Los biocidas basados en los ditiocarbamatos son compuestos derivados del acido
carbamico que poseen una ligera actividad anticolinesterasica y presentan una gran
capacidad para la captacion de metales e interaccion con radicales sulfhidrico.
Existen diferentes tipos de biocidas a base de ditiocarbamatos como los que se
presentan a continuacion (International Programme Chemical Safety, 1988):

e Bis- ditiocarbamatos (Thiram) (Disulfuro de tetrametiltiuran)
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Etilén-Bis-ditiocarbamatos (Maneb, Zineb y Nabam) (Etilén-bis-ditiocarbamato
de manganeso, zinc y sodio). Su biodegradacion provoca que se degraden a

etilén-tiourea (ETU) que tienen efectos biocidégeno y cancerigeno

Dimetil- ditiocarbamatos (Ziram y Ferbam) (zinc y hierro). Su biodegradacion se

convierten en disulfuro de carbono tiene efectos neurotéxicos

Metil-ditiocarbamatos (sodio y potasio) cominmente conocidos como Metam de

sodio y Metam de potasio

El mecanismo de accién y efectos generales de los ditiocarbamatos son:

3.2.

Altamente sensibilizantes

No inhiben las colinesterasas

El thiram dafa los microsomas y el citocromo P-450

Inhibe la deshidrogenasa alcohdlica y produce reacciones antabus disulfiram

Se absorben a través del sistema digestivo y respiratorio, ademas irritan piel y

mucosas su via de eliminacion es la orina.

Etilén bis-ditiocarbamato de sodio (Nabam) C4HgN,S;Na,

Entre los biocidas utilizados en la industria alimentaria se encuentra el Nabam, que

es un sdlido incoloro soluble en agua. Se descompone en agua a 50°C para dar el

sulfuro de hidrogeno y el disulfuro de carbono que es toxico e inflamable

(International Programme Chemical Safety, 1988).

3.2.1. Funcidn tecnoldgica

Tiene una amplia gama biocida entre los microorganismos (bacterias, algas y

hongos) encontrados normalmente en molinos y torres de enfriamiento (International

Programme Chemical Safety, 1988).
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Si se utilizan en los molinos (mill grinding), estrujadores (crushers) y en los sistemas
de difusion en las cantidades indicadas. Las cantidades de cada aditivo individual
estdn expresadas en términos de cafla cruda o de remolacha cruda. Las
concentraciones utilizadas en molinos que procesan cafia de azucar son de N-metil
ditiocarbamato de potasio 3.5 mg L™, dimetil ditiocarbamato de sodio 3.0 mg L™ y de
etilén bis-ditiocarbamato de sodio 3.0 mg L™ (CFR, 2012).

3.2.2. Estudios de toxicidad del etilén bis-ditiocarbamato de sodio (Nabam)

En la Tabla 4 se dan resultados sobre pruebas de toxicidad aguda (DLspy CLsg) de
ditiocarbamatos en animales de experimentacion. Ademas de la toxicidad aguda, es
importante considerar otros efectos que se pueden presentar como resultado de la
exposicion laboral al etilén bis-ditiocarbamato de sodio los cuales se describen en la
Tabla 4.

Tabla 4 Efectos del etilén bis-diotiocarbamato de sodio en el ser humano
(International Programme Chemical Safety, 1988)

Efectos Descripcién Reversibilidad
Cambios El contacto regular con ditiocarbamatos puede SD
funcionales ocacionar cambios funcionales en los sistemas

nervioso y hepatobiliar
Sensibilizacion e | El contacto con la piel puede inducir dermatitis y SD
irritacién algunos ditiocarbamatos inducen sensibilizacién
Aberraciones La incidencia media de aberraciones SD
cromosomales cromosomales en linfositos se incrementa en los

trabajadores expuestos profesionalmente a ciertos
ditiocarbamatos

Tumores y Trabajadores profesionalmente expuestos a SD
carcinogenicidad | ditiocarbamatos no mostraron incremento en la
incidencia de tumores en la tiroides

SD: sin dato

En la Tabla 5 se mencionan los resultados de algunos estudios de bioacumulacion
de ditiocarbamatos en animales de laboratorio, los cuales muestran que las
sustancias de este grupo son metabolizadas y/o excretadas con rapidez por los
mamiferos, lo cual disminuye el riesgo de dafio a la salud cuando sucede la

exposicion a pequefias dosis de la sustancia.
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Tabla 5. Bioacumulacion de ditiocarbamatos

Organos Descripcidn Reversibilidad Referencias
afectados
Sangre, higado, | Ziram: concentracion maxima en el | Sangre: 2 dias International
rifones, higado (26.6 mg kg™ de tejido) Glandulas Programme
intestinos Al final del primer dia, la |adrenales: 3 dias | Chemical
concentracion en los intestinos | Bazo: 6 dias Safety (1988)
alcanza un maximo Yy decrece Vekshtein vy
abruptamente, detectdndose 5% del Khitsenko
compuesto inalterado en las heces (1971)
y Glandulas adrenales: 2.4 mg kg™

El etilén bis-ditiocarbamato no es inhibidor de la colinesterasa y de la acetaldehido
deshidrogenasa (Morgan, 1989). La principal via de exposicion del etilén bis-
ditiocarbamato de sodio es la exposicidbn ocupacional por contacto dérmico en los
lugares donde se utiliza o fabrica la sustancia. Durante el proceso de fabricacion se
puede presentar la liberacion del compuesto al ambiente. También se puede liberar
esta sustancia en las labores de aplicacion cuando se utiliza como fungicida. En un
estudio sobre irritacion y sensibilizacion en humanos se utilizO una prueba
convencional denominada de parche o cojincillo. La prueba consistio en humedecer
un cuadro de algodén con una solucion de NABAM (etilén bis-ditiocarbamato de
sodio), colocarlos a una poblacion de 25 personas sobre la piel del antebrazo para
exponerlos a la solucién, 14 dias después se repitié el procedimiento en el antebrazo
opuesto. En una segunda prueba el cojincillo permanecié en contacto con la piel
durante 48 h. De los 25 sujetos que recibieron el tratamiento 13 mostraron irritacion
(eritema leve y prurito). Cuando se aplicO por segunda ocasion, 18 de los 25
reaccionaron con eritemas leve a severo, edema y vesiculacion, lo cual se interpreta
como sensibilizacion (WHO, 2012).

El etilén bis-ditiocabamato se degrada por la luz ya que la absorbe en la region
ultravioleta del espectro y, por lo tanto, es susceptible a la fotdlisis directa a los rayos
del sol (Toxicology Data Network, 2012). También se puede degradar por humedad y
el calor y su principal producto de degradacion es el etilén-tiourea (ETU). Cuando
alcanza la atmosfera o atmosfera se presenta en fase particulada puede ser
removido de la atmosfera por procesos de deposicion hiumeda o seca (Sanborn,
1977; Tomlin, 2004; WHO, 2012). Por su factor de bioconcentracion (BCF=3) y su
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valor de particién octanol-agua, que es de log Kow= 4.24, se sugiere que tiene un bajo
potencial de bioacumulacion en organismos acuaticos (Meylan y Howard, 1995).

En un reactor de lodos activados a escala del laboratorio se observé que su
degradacion ocurre a una velocidad de 96% por dia, lo cual indica que la
biodegradacion es un proceso importante de su movimiento en el ambiente
(Toxicology Data Network, 2012).

3.2.3. Los métodos analiticos para determinar su identificacion (Nabam)

Se dispone de varios métodos de determinacion que permiten la cuantificacion de
etilén-bis-ditiocarbamato de sodio en muestras de alimentos y en muestras de agua
(Tabla 6). Algunos de ellos son generales (para el grupo de ditiocarbamatos),

mientras que otros son especificos para algunos de ellos.

Tabla 6. Métodos empleados en el andlisis de ditiocarbamatos

Técnica Limite de deteccion / % de | Cantidad de | Referencia
recuperacion. muestra bibliogréfica

Espectrofotométrico 0.1 mgkg™/74 a 100% 500 g Crnogorac y

Schwack (2007)

Cromatografia de gases 0.001 mg kg™ / SD 209 Crnogorac y

(CG) Schwack (2007)

Cromatografia liquida con | 49 pg L™ / 90 a 99% SD Crnogorac y

fotometria para Schwack (2007)

ditiocarbamatos intactos

Cromatografia liquida con | 0.01 mg kg™ /79 a100% | SD Brewin et al. (2008)

espectrometria de masas

LC-MS2

Método polarogréfico 0.02 mg kg™ /SD SD Brewin et al. (2008)

Cromatografia liquida de 0.01 mg kg™ /SD SD Gustafsson y

alta presion, CLAR Thompson (1981)

(HPLC)

SD —sin dato

3.2.4. Aplicacion de Nabam en la industria azucarera

En la Tabla 7 se describe la dosificacion y la funcion tecnolégica del nabam. La dosis
maxima permisible es 3.0 mg L™ como sustancia pura, registrada por la FDA en
FDA21CFR173.320(b)2. Si se utilizan en molinos (mil grinding), estrujadores

(crushers) y en los sistemas de difusion en las cantidades indicadas (CFR, 2012).

17



Las cantidades de cada aditivo individual estan expresadas en términos de masa de

cafa cruda.

Tabla 7. Uso y dosificacion del nabam (International Programme Chemical Safety, 1988)

Ingrediente activo Funcién Objetivo de la Dosis recomendada
tecnoldgica aplicacion
Etilén-bis- Plaguicida en Eliminar o reducir la 10 a 15 g ton™ cafia
ditiocarbamato de alimentos carga microbiana molida (10-15 mg L™)
sodio procesados contaminante

El producto comercial aplicado en la dosis recomendada en la ficha técnica del
producto, 10 a 15 g ton™ cafia molida (10-15 mg L™). De acuerdo con el limite
establecido por la US-FDA, 3.0 mg L de nabam con base en cafia molida, la
recomendacion técnica excede dicho limite. La regulacién correspondiente de la US-
FDA (CFR, 2012) indica que el limite se establece para la aplicacion de un aditivo
individual. De esta manera, la concentracibn recomendada por la ficha técnica
rebasaria en cualquier caso (intervalos alto y bajo) para dicho limite. La Comision
Europea establece limites maximos permisibles para diferentes productos de origen
agricola; sin embargo, no se contempla el azUcar entre ellos. En la regulacion de la
Comunidad Europea (EC Commission Regulation No 839, 2008) se encuentran estos
limites pero, especificamente, para cafia de azlUcar y para miel de abeja no hay un

l[imite marcado.

3.3. N—-metilditiocarbamato de sodio C,HsNS,Na o0 metam sodio (MS)

Es otro biocida de la familia de los ditiocarbamatos es una sal de sodio de metil-
ditiocarbamato, también conocida como metam sodio (MS). El metam sodio es un
producto quimico en estado liquido para la fumigacion preventiva de suelos, que se
convierte en el gas isotiocianato de metilo (MITC, por sus siglas en inglés). Este
compuesto en el suelo tiene una movilidad muy alta y es degradado por accion de los
microorganismos (vida media estimada de 0.5 a 50 dias). En el agua es eliminado

por hidrdlisis, mostrando vida media de 65 a 178 dias a un pH =7, de 7 a 10 dias a
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pH =10y de 15 a 67 dias a pH = 5. Su potencial de bioconcentracion en organismos

acuaticos es bajo (Van Leeuwen et al., 1985).

3.3.1. Funcidn tecnoldgica

Tiene una amplia gama biocida entre los microorganismos (bacterias, algas, hongos)
encontrados normalmente en molinos y torres de enfriamiento en la industria
azucarera. Por ello es que funciona como sanitizante y controlador de la inversion del
azucar. Se dosifica en los molinos dependiendo del sistema de imbibicién (agua
caliente adicionada al bagazo para dislver el azucar residual), buscando que el jugo
ya tratado circule por todas las partes de la bateria de molinos y sistemas coladores,
si se utiliza en los molinos (mill grinding) y estrujadores (crushers) y en los sistemas
de difusién en concentraciones de 3.5 mg L™, expresada en términos de masa de
cafa cruda o de remolacha cruda (CFR, 2012). Otro de los usos del metam es como
desinfectante, inhibidor de la corrosion, coagulante, agente vulcanizante y fungicida.
Es utilizado en el tratamiento de agua, para la industria del caucho o hule y esta
registrado como biocida para aceites de cortes y sistemas acuosos en industrias
como la curtiduria y la fabricacién de papel. También se utiliza como microbicida en
pinturas y recubrimientos (Toxicology Data Network, 2012). En todas estas
aplicaciones existe el riesgo de liberacidon de la sustancia hacia el ambiente a través

de distintas corrientes de desechos.
3.3.2. Estudios toxicolégicos
La Tabla 8 muestra los diferentes estudios realizados al metam para determinar su

grado de toxicidad en mamiferos y ambientes acuaticos.

Tabla. 8. Toxicidad (DLsoy CLso) de metam en animales de experimentacion

Compuesto Especie Dosis Referencia
Metam Rata de DLso= 1000 mg kg™ Lewis (1996)
experimentacion
Raton de DLso= 1500 mg kg™ Lewis (1996)
experimentacion
Poesilia reticulata Clgo= 2.6 mg LY 96 h Verschueren (2001)
Salmo gairdneri CLso= 6.4 mg L™/ 60 dias | Verschueren (2001)
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En el trabajo de Moriya et al. (1983), se reporta que el metam resulté positivo en los
estudios de mutagenicidad realizados utilizando el ensayo de reversion en sistemas
bacterianos (Bacterial reversion-assay systems) con 5 cepas de Salmonella

typhimurium y una de Escherichia coli.

Cuando ocurre su liberacion hacia la atmosfera permanece en fase particulada en su
forma salina y no es volatil. En su fase particulada puede ser removido de la
atmosfera por deposicibn himeda o seca. Cuando el metam se libera en el suelo
tiene una gran movilidad debido a que su coeficiente de particion es Koc= 2.2. Su
pKa= estimado es de 5.4, lo que indica que este compuesto permanece
principalmente en su forma disociada a los valores de pH normales en los
componentes del medio ambiente. Su volatilizacion en los suelos hiumedos o secos

no es un destino importante (Toxicology Data Network, 2012).

En un ensayo de biodegradacion anaerobia del metam se formaron como producto
de descomposicion disulfuro-tetrametil-thiuram y monosulfuro-tetrametil-thiuram
(Toxicology Data Network, 2012).

Bajo los valores normales de pH en el ambiente, el metam permanece en su forma
disociada y, por lo tanto, su volatilizacion desde el ambiente acuético su movilidad no
es un proceso importante. La bioconcentracion tampoco es un proceso importante ya
gue se hidroliza rapidamente bajo condiciones de pH acido y también como resultado
de su cardcter ionico. La vida media del metam por hidrdlisis a pH de 5.0, 7.0y 9.0

fue de 18 min, 25.9 h'y 433.3 h, respectivamente (Toxicology Data Network, 2012).

Se ha demostrado que la fotdlisis en soluciones acuosas y en el suelo es un proceso
de degradaciébn importante para el compuesto relacionado. La exposicidon
ocupacional a esta sustancia puede ocurrir por inhalacién y por contacto dérmico en

los puestos de trabajo donde se fabrica o se manipula. Su manejo es extenso para el
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tratamiento de agua a escala industrial, para lo cual existen equipos de manejo

mecanizados que minimizan la exposicion de los trabajadores a esta sustancia.

3.3.3. Aplicacion del metam en la industria azucarera

En la Tabla 9 se detallan la funcién tecnolégica y las cantidades recomendadas.

Tabla 9. Uso y cantidades del metam (International Programme Chemical Safety, 1988)

Ingrediente Funcion Objetivo de la Dosis
activo tecnologica aplicacién recomendada
Metam Biocida en Eliminar o reducir | 8 a 12 g/ton de

molinos y la carga cafia molida
estrujadores microbiana
contaminante

3.4. Cloruro de benzalconio (CB) CgH13CINR

El cloruro de benzalconio es un surfactante catidnico cuya accion biocida se da por la
modificacion en la tension superficial en las superficies que contacta. Este producto
posee un excelente poder tensoactivo, es decir, que al disolverlo en agua se
acumulan en las interfaces superficiales, dando lugar a la caracteristica orientacion
del grupo polar. Derivada de esta propiedad hay que resaltar su capacidad para
adherirse a materias sélidas, como el cabello; caracteristicas que tendra su
aplicacion en la elaboracion de productos para el cuidado capilar (Koyama y
Shimazu, 2005).

3.4.1. Funcién tecnoldgica

El cloruro de benzalconio y la mayoria de las sustancias cuaternarias son solubles en
agua sin importar su dureza (contenido de sales disueltas). Es incompatible con
jabones y humectantes anidnicos y perfectamente compatible con anféteros,

detergentes no iGnicos y otros tensoactivos cationicos.
Los componentes de las sales cuaternarias de amonio (QAC, por sus siglas en
inglés) son usados como biocidas, con un amplio espectro antimicrobiano. Son

usados ampliamente en la industria alimentaria, en la textil y en hospitales. Se han
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realizado numerosos estudios sobre la sintesis y caracteristicas antimicrobianas de
varias de estas sales cuaternarias y se ha revelado que su accion antimicrobiana en
la pared celular tiene un efecto letal directo o indirecto sobre las células microbianas.
Por lo tanto, se utiliza el CB para la sintesis de nuevos biocidas con caracteristicas

similares mejoradas, con dobles sales de amonio (bis-QAC) (Maeda et al., 1999).

Dentro de los desinfectantes quimicos se encuentran los compuestos de amonio
cuaternario (cloruro de benzalconio, cloruro de alquildimetilbenzilamonio y cloruro de
dodecildimetilamonio), los cuales son ampliamente utilizados como desinfectantes.
Son compuestos que no manchan, son inodoros, no corrosivos y relativamente no
toxicos. Su accién se atribuye a la inactivacion de las enzimas productoras de
energia, desnaturalizacion de las proteinas celulares esenciales y principalmente por

la ruptura de la membrana celular (Villa, 2008).

El mecanismo de accidon germicida se basa en sus propiedades tensoactivas. La
molécula se va uniendo a la pared celular hasta cubrirla por completo, impidiendo el
transito de nutrientes entre el microorganismo y el medio hasta el punto de
provocarle la muerte. El sitio principal de accién de estos compuestos parece ser la
membrana celular, donde se absorben y causan cambios en la permeabilidad. Es un
antiséptico eficaz que destruye en pocos minutos a muchas bacterias, hongos

(incluso levaduras) y protozoarios pero no actta contra virus y esporas (Villa, 2008).

También es usado en investigaciones farmacéuticas donde este surfactante cationico
se emplea como potenciador o mejorador de permeacion para la administracion de
farmacos por via oral, contribuyendo al transporte a través de la membrana con un

comportamiento transcelular (Whitehead y Mitragotri, 2008).
Es utilizado en estudios microbiolégicos como agente bactericida catidénico contra

biopeliculas bacterianas (Pseudomonas aureoginosas y Staphylococcus aureus) que

son patogenos oportunistas en los seres humanos, especialmente de aquellas
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correlacionadas con el uso de dispositivos médicos como catéteres (Campanac et
al., 2002).

El efecto de inhibicion del cloruro de benzalconio en la proliferacion y desarrollo de
especies de hongos contaminantes en alimentos, Aspergillus spp., Penicillum spp.,
Alternaria alternata, también ha sido estudiado in vitro, ya que los microorganismos
pueden formar una biopelicula invisible sobre la superficie de alimentos duros. Por
ello se requiere de un agente desinfectante y esterilizante efectivo, persistente y
durable en la industria alimentaria para todos los productos que estan en contacto
con la superficie de los alimentos, incluyendo equipo, utensilios, unidades de
refrigeracion, aparatos para empaquetado y distribucion de alimentos entre otros
(Basaran, 2011). El cloruro de benzalconio es un desinfectante incoloro e inodoro
comunmente usado por la industria alimentaria para desinfectar superficies contra un
gran numero de microorganismos. EI CB es activo a bajas concentraciones,
considerado rapido y de ligera toxicidad en mamiferos (Basaran, 2011). Los
componentes de sales cuaternarias de amonio mostraron la mayor eficacia contra la
infeccion de Fusarium sp de plantas de platano que estuvieron expuestas durante 30
segundos. Con una concentracién de 0.005 mg mL™ inhibe in vitro significativamente
el crecimiento de los micelios de A. parasiticus, causante de la contaminacion por
aflatoxinas (compuestos cancerigenos probados). Las combinaciones CB+EDTA y
CB+Na,EDTA son mas efectivas que el CB (Bazaran 2011), aunque no es
conveniente usar el EDTA porque se desconoce todavia su posible efecto en los

seres humanos.

Es usado en el aseguramiento de la calidad microbiolégica de los vegetales frescos
empleando soluciones del lavado que contienen 0.1 mg mL™? del cloruro de
benzalconio. Se evalu6 para Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, en lechugas y
jitomates contaminados. De la misma forma, se hizo para acido lactico al 0.2% y para
soluciones acuosas de cloro a 200 mg L™. Las alteraciones de la apariencia de los
productos fueron evidentes después de 7 dias de almacenamiento. Las hojas de

lechuga y los jitomates almacenados a 4°C mostraron caracteristicas organolépticas
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aceptables, excepto para el CB y grupos tratados con acido lactico, que presentan
pequefias manchas amarillentas en la superficie. Aun asi, el CB es uno de los
desinfectantes con menor cantidad de UFC (unidades formadoras de colonias). Para
Yersinia enterocolitica (Velazquez et al., 2009), su capacidad surfactante le permite
penetrar y adherirse a superficies porosas lo que lo hace eficaz contra organismos
Gram positivo y negativos.

El CB es el preservativo mas comunmente usado para férmulas oftalmicas en varias
formas y dosificaciones. El nivel de CB utilizado en las preparaciones farmacéuticas
estd generalmente en un intervalo de 0.002-0.02%, pero podria ser mayor de 0.2%
en algunos casos, dependiendo de los variados atributos de la formulacion oftalmica
(Liu et al., 2009). Como se observa en la Tabla 10 existen varios usos para las
soluciones de cloruros de benzalconio, como desinfectante topico preoperatorio,
como esterilizante de guantes e instrumentos quirdrgicos, para antisépticos usados

de lentes de contacto y para conservadores de farmacos (Xue et al., 2004).

Tabla 10. Funciones tecnoldgicas del cloruro de benzalconio (CB)

Funcidn tecnolégica Cantidad Referencia
Desinfeccién de la cafia de Concentraciéon minima Villa (2008)
azlcar inhibitoria = 40 mg L™
Surfactante cationico para Whitehead y Mitragotri
administracion de farmacos via No aplica (2008)
oral
Agente bactericida contra 0.1-5.0mL/10L Campanac et al. (2002)
biopeliculas bacterianas
Para sintesis de nuevos Maeda et al. (1999)
biocidas Varias
Desinfectante de alimentos y 0.005 mg mL™ Basaran (2011)
equipo para su manejo Krockel et al. (2003)
Veldzquez et al. (2009)

3.4.2. Estudios toxicolégicos

Se realizé un estudio en ratas macho tipo Wistar para evaluar el efecto irritante del
CB, especificamente posibles lesiones como dermatitis y conjuntivitis como resultado
de la irritacion inducida por el cloruro de benzalconio. Se detectd que, a

concentraciones de 0.05-0.10 m/v %, induce lesiones en la mucosa de la cavidad
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nasal de las ratas. Los resultados se muestran en la Tabla 11 (Kuboyama et al.,
1997).

Tabla 11. Estudios toxicol6gicos del cloruro de benzalconio (CB)

Especie Via de administracion Dosis Referencia
Ratas Oral DLso: 234 mg kg™ Xue et al. (2004)
Intravenosa DLso: 14 mg kg™ Xue et al. (2004)
Humano Citotoxicidad aguda en DLso: 6.5x10° mg kg™ Maeda et al. (1999)
células
Oral Fatal: 100-400 mg kg™ Xue et al. (2004)
Intravenosa Fatal: 5-15 mg kg™ Xue et al. (2004)

Estudios in vitro de genotoxicidad y citotoxicidad de CB en células respiratorias
epiteliales indicaron que causa cambios relevantes en las células respiratorias en las
concentraciones comunmente empleadas en preparaciones nasales comercialmente
disponibles. El momento de la muerte microbiana cambié dependiendo de la dosis,
con el valor maximo de 0.02% y disminuy6 a concentraciones mas altas (Deutschle
et al., 2006).

El CB a bajas concentraciones, que son las normalmente utilizadas en productos
conservantes o estabilizantes en la medicina (0.007-0.01%), no se han reportado
casos de intoxicacidbn o envenenamiento. Se han presentado algunas respuestas
alérgicas en soluciones tépicas y locales de la mucosa, causadas por gotas oculares
0 aerosoles nasales. La mayoria de los casos de las intoxicaciones ha sido resultado
de la ingesta accidental de productos como detergentes o desinfectantes que
contienen cantidades significativas de CB menores al 10% (Xue et al., 2004). Se han
reportado casos fatales de envenenamiento por cloruro de benzalconio en los cuales
la solucién ingerida tenia una concentracion de 10%. Como sintomas de intoxicacion
pueden mencionarse una sensacion punzante o de picor de las membranas mucosas
orales, dolor de garganta, cianosis, convulsiones y, en caso mas graves, el coma

(Koyama y Shimazu, 2005).

Existe un caso de envenenamiento reportado, de un hombre de 22 afios que tomo

20-100 mL de una solucion al 10% de CB mezclado con café. Los sintomas
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presentados fueron: presion sanguinea 120/60 mm Hg, 94 pulsaciones por minuto,
temperatura corporal de 36.4°C, 16 respiraciones/minuto, consciente, reaccion a la
luz. Las concentraciones en suero sanguineo eran de 52 mg mL™ en total,

concentraciones en los jugos gastricos de 54.4 pg mL™ (Koyama y Shimazu, 2005).

Los métodos analiticos para determinar su identidad, pureza y contaminantes se
muestran en la Tabla 12. Una de las razones por las que los datos analiticos del CB
son limitados es su dificultad de ser analizado en material biologico. Existen varios
métodos reportados para determinar CB, por ejemplo: extracciéon de CB formando
complejos con tintes, pirdlisis y subsecuente cromatografia de gases, valoracion de
componentes de sales cuaternarias de amonio, espectrometria de masas con
entrada directa y varias técnicas de cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC, en inglés) para soluciones acuosas no bioldgicas (Xue et al., 2004).

Tabla 12. Resumen de métodos analiticos para determinar cloruro de benzalconio

Técnica Limite de deteccidn Cantidad Referencia
de
muestra
Andlisis Para método de exploracion: 1-2 ng mL™ 10 yL Koyama y Shimazu
CG/EM | Obtenido por cuantificacién de cromatografia (2005)
de masas: 10 ng mL*
HPLC La deteccion fue a longitud de onda de 209 50 L Liu et al. (2009)
nm Kréckel et al. (2003)
RP-LC 50-150 ug mL™, longitud de onda 215 nm 50 pL Trivedi y Patel
(2010)
LLE-LC- | 0.6 ng mL™ para valoracion, 4/19 ng L™ para 10 yL Martinez-Carballo et
MS/MS muestra de agua al. (2007)
Celda de Longitud de onda, 214 nm 0.1 mL Smith et al. (2002)
difusion Detecta concentraciones entre 1-400 mg L™

Cromatografia de gases (CG)/espectrometria de masas(EM), cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), cromatografia liquida en fase reversa (RP-LC), extraccion liquido-liquido (LLE)-
cromatografia liquida(LC)-espectrometria de masas(MS)/tandem espectrometria de masas(MS)

3.4.3. Aplicacion del cloruro de benzalconio en la industria azucarera

El cloruro de benzalconio es regulado por la Food and Drug Administration, FDA, de
los EEUU y formulado para la industria azucarera en el registro de la FDA y es el 21
CFR Ch Sec. 172.165 (USFDA, 2011).
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De acuerdo con esta formulacion, el aditivo puede ser agregado en el jugo de cafa

de azlcar, antes de la clarificacion y el tratamiento del zumo de cafia de azlcar debe

tratarse como se detalla en la Tabla 13 (CRF, 2012).

Tabla 13. Aplicacion de cloruro de benzalconio en la industria azucarera (CRF, 2012)

Ingrediente Funcion Operacion Objetivo de la Dosis
activo tecnoldgica | unitaria en aplicacion recomendada
que se
aplica
Sanitizante y Evitar la 10 a 20 kg por
Cloruro de controlador de Molinos formacion de cada 1000 ton
benzalconio la inversion residuos de cafia molida
gelatinosos

Los productos quimicos mas comunmente usados aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para uso como desinfectante en contacto con la superficie de la
comida, es el cloro, el peréxido de hidrégeno y los componentes de sales

cuaternarias de amonio (Basaran, 2011).

Utilizado en los molinos (70% dosificacion y 30% inicial) se aplica en el proceso de
extraccion del jugo, en una dosis de 10-20 mg L™ / ton de cafia molida como
sanitizante y controlador de la inversion limite permitido por la FDA (CFR, 2012)

Es utilizado en la industria azucarera en el area de trituracion de la materia prima y

obtencion del extracto debido a las ventajas que presenta:

e Evita la formacion de residuos gelatinosos, que dan lugar a la proliferacion de
bacterias en puntos localizados.

e Por sus propiedades humectantes y dispersantes, penetra rapidamente
evitando la adherencia de microorganismos al sistema, reduciendo el tiempo
de limpieza en los molinos.

e Por su caracter cationico tiene un poder bactericida mayor que otros productos
similares, dando por resultado una dosificacion menor manteniendo mas

tiempo su actividad.
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De acuerdo con los proveedores, el cloruro de benzalconio puede agregarse al jugo
de forma continua o por choque, en una proporcién de 10 a 20 mg L™ con relacién a
la masa de la cafa (10-20 kg por cada 1000 ton de cafia molida), concentraciones

dentro de lo permitido por la FDA.

3.5. Formaldehido, formol o metanal (CH,O)
El formaldehido, por su parte, se utiliza ampliamente como bactericida o
conservador, en la fabricacion de ropa, plasticos, papel y tableros. La industria

azucarera lo utiliza para el control de microorganismos contaminantes.

3.5.1. Mecanismo de accion del formaldehido

Su capacidad bactericida se da por su efecto alquilante de los grupos sulfhidrilo,
hidroxilo, carboxilo o amina. Produce hidroximetilaciones 0 condensaciones
(entrecruzamientos) en las proteinas y en los nitrégenos de los anillos de las bases

puricas, por lo que su espectro es muy amplio (OMS, 1982).

3.5.2. Toxicidad del formaldehido

Es importante destacar que la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
en sus ultimos reportes lo ha clasificado en el grupo 1, carcinégeno confirmado para
humanos. Aln que todavia se utiliza como conservador en la formulacion de algunos
cosméticos y productos de higiene personal como champues, cremas para bafio y

sales de yodo para la higiene intima femenina.

Se esta utilizando también en los alisados permanentes del cabello, pero su uso en
estos productos se ha prohibido ya en algunos paises debido al alto riesgo para la
salud de quien trabaja con ellos habitualmente (OMS, 1982).

En la Tabla 14 se muestra el resumen de los biocidas en estudio con algunos de sus

estudios de toxicidad, formula condensada, estructura y No. CAS.
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Tabla 14. Resumen de los biocidas en estudio

N-metil ditiocarbamato de sodio

QZ-881 Mezcla de Etilén bis-ditiocarbamato
de sodio y N-metil ditiocarbamato de potasio

Formula condensada: C,HgNS,;Na

Formula condensada: C4HgN,S;Na, y

Numero CAS: 137-42-8 C,HgNSK
Numero CAS: 142-59-6 y S
- 128-03-0 CH,—NH—C—S—Na
HCw,. - ) ]
N_H_S Na (,H;—NH—(IZI—S-Na
S s
Nombre del | Animal | Dosis Referenci | Nombre del | Animal del | Dosis | Referencia
estudio del a estudio estudio
estudio
Examen Conejo | 0.5-1.5 | Shetftel DL50 rata Rata 210 WHO (2012)
patolégico a/kg (2000) (Etilén bis- mg/kg
ditiocarbam
ato de
sodio)
Exposicion | Conejo | 100 Sheftel CL50 Trucha 11 EPA-RED
subcronica mg/kg (2000) (Etilén bis- mg/kg | (2010)
0 ditiocarbam
precrénica ato de
sodio)
Efectos Ratas 2.5 mL/ | Dailey NOEL Rata 12.5 Rodwell
toxicos in kg (1969) (N-metil mg/kg | (1988)
Vivo ditiocarbam
ato de
potasio)
Neurotoxi- | Conejo | 100mg/ | Stack y LOEL Anade 12.5 | Rodwell
cidad kg Rodricks | (N-metil real mg/kg | (1988)
(1971) ditiocarbam
ato de
potasio)
DL50 rata Rata DL50= | Lewis
1000m | (1996)
g/ kg
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Tabla 14. Resumen de biocidas en estudio (cont.)

Cloruro de benzalconio (CB)

Formaldehido 6 formina (FA)

Formula condensada:

Formula condensada: CH,O

[CeHs - CH,N(CH3),R]'CI - 4 Numero CAS: 50-00-0 o
Numero CAS: 8001-54-5 | [~ @3 of I
@ T

Nombre Animal | Dosis Referencia | Nombre del | Animal Dosis Referencia
del del estudio del
estudio estudio estudio
Toxicidad | Carpay | 500 Rieger et al. | Exposicién | Ratas 30 mg/L | Castlema
en pez mg/L (1980) aguda wistar /6h ny Ziem
especies cebra macho (1994)
acudticas
Toxicidad | Ratas 7 mL Walker Exposicion | Ratén 40 mg/L | Zhang
oral (al 1%) | (2003) subcronica /5h et al.
exposicion kg (2013)
aguda
Toxicidad | Ratas 5mL Ferk et al. Carcinogeni | Raton Sol. IARC
oral (al (2006) cidad 6 10% en | (2004)
exposicion 13%) exposicion agua
aguda kg crénica
DL50 oral | Ratas 400 Walker, Carcinogeni | Ratas 15082 |Tiletal,
en ratas mg/kg 2003 cidad 6 Wistar mg/kg 1989

exposicion | hem-bra

cronica
Toxicidad | Conejos | 0.1 Walker, Carcinogeni | Embrion | 1500 o | Soffritti
ocular albinos | mL(al 2003 cidad 6 es de 1000 et al,,
exposicion 0.65%) exposicion ratas mg/L 2002
aguda / clojo
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http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1. Diagrama de flujo

En la Fig. 1 se presenta la estrategia experimental que se siguio para el desarrollo de
esta investigacion.

Microorganismos en
., » la cafa de azucar
a. Desarrollo del Investigacion
disefio experimental
p (Antecedentes)
1 e A .
- | Principales biocidas
en la industria
b. Toma de azucarera
muestra v
v Experimento 1
¢. Inoculacion ] R
v e. Seleccion de
d. Lectura c.o/on/.as y
aislamiento
f. Pruebas
Confi 6 d preliminares para
. Confirmacion de . e
9 ] o < la identificacion
la identificacion
v

Experimento 2

h. Desarrollo del |4 ‘

disefio
experimental 2

v

i. Pruebas de j. Calculo del
eficiencia de los | ———— | % de efecto
biocidas inhibitorio —>

k. Andlisis estadistico
(Statgraphics)

Fig. 1. Desarrollo experimental
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4.2. Material y reactivos

El material y reactivos empleados se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Reactivos y materiales utilizados

Reactivos y equipo

Marca - proveedor-modelo

Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe)
Agar M17 (Seg. Terzaghi)

Agar APT (All Purpose Tween)
Agua estéril al 0.9% de NacCl

Cajas Petri de 100 x 15 mm

Asa bacterioldgica

Formaldehido (FA) (biocida)
N-metilditiocarbamato de sodio (MS)
(biocida)

Mezcla QZ-881 (biocida)

Incubadora a 35°C

Incubadora a 45°C

Campana de flujo laminar

Autoclave

Equipo de andlisis automatizado

Hisopos estériles

Extractor casero

Colorante cristal violeta
Safranina

Solucién alcohol-acetona al 20%
Lugol

Tinta china

Dibico

Dibico

Dibico

PiSA S.A. de C.V.

SyM Laboratorios
Veravitrum

J.T. Baker

Chem Service S.A. de C.V.

Zuker S.A. de C.V.

SEV-BIGM48S

LUZEREN mod: DHP-9052
SEV-CFL102

AESA mod: CV-250
MS-bioMérieux VITEK 2.0 systems
06.01

Industrias Ruisanchez S.A de C.V.
Oster mod. 333-08

HYCEL de México S.A de C.V.
HYCEL de México S.A de C.V.
J.T. Baker

HYCEL de México S.A de C.V.
Pelikan
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4.3. Desarrollo experimental
4.3.1. Disefio experimental

Se inici6 planteando el disefio experimental, es de tipo factorial considerando tres
factores (a) medio; (b) temperatura y (c) tiempo y tres niveles dando como resultado
3% es decir 27 pruebas las cuales se realizaran por triplicado con un total de 81

experimentos.

El disefio experimental para determinar el medio de cultivo éptimo para el aislamiento
de Leuconostoc se presenta en la Tabla 16. Los tres factores (a) medio; (b)
temperatura y (c) tiempo y tres niveles dando como resultado un disefio de 3%igual a

27 experimentos que seran repetidos tres veces dando un total de 81 experimentos.

Tabla 16. Disefio experimental 1. Seleccion del medio de cultivo

Niveles
Factores 1 2 3
(a) Medio MRS M17 APT
(b)Temperatura (°C) Ambiente 35 45
(c) Tiempo (horas) 24 48 72

MRS (De Man, Rogosa y Sharpe), M17 (Seg. Terzaghi), APT (All Purpose Tween)

Una vez seleccionado el medio de cultivo se procede a seleccionar la dosis éptima
de inhibicibn mediante el disefio experimental presentado en la Tabla 17 con 4
factores (a) biocida, (b) dosis, (c) temperatura y (d) tiempo y tres niveles en cada uno
de los factores dando como resultado un disefio de 3*igual a 81 experimentos con 3

repeticiones dando un total de 243 experimentos.

Tabla 17. Disefio experimental 2. Seleccion de la dosis 6ptima

Niveles
Factores 1 2 3
(a) Biocida MS QZ FA
(b) Dosis A B C
(c)Temperatura(’C) Ambiente 35 45
(d) Tiempo (horas) 24 48 72

MS: ditiocarbamato de sodio; QZ: mezcla QZ-881; FA: Formaldehido; A, B y C son dosis descritas en la
Tabla 18
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Teniendo como base la informacion bibliografia presentada en la Tabla 18, con los
biocidas mas usados en la industria azucarera, asi como los intervalos de las dosis

empleadas de cada uno de ellos, se pudieron establecer las dosis de trabajo (A,B,C).

Tabla 18. Biocidas utilizados comUnmente en la industria azucarera

Nombre del biocida Dosis empleada DL50 Referencias
Metam (ditiocarbamato | (A) 15-20 mg kg™ 1000 mg kg™ oral | Bonilla-Vidal
de sodio) (MS) en ratas (2013)

Mezcla QZ o QZ-881 (B) 15-20 mg kg™ 210 mg/kg oral en | Villa (2008)
(Etiléenbisditiocarbamato ratas

de sodio y N-metil
ditiocarbamato de
potasio)

Formaldehido (FA) (C) 2-5 mg kg™ 100 mg kg™, oral OMS (1982)
en ratas

4.3.2. Toma de muestra

Para la obtencion de la muestra se molié cafia de azucar proveniente de un ingenio
azucarero cooperante del Estado de Veracruz, México (Fig. 2). La cafa se lavo y
seco envolviéndola en papel periddico para su conservacion en un cuarto frio a 4°C
hasta su uso (Fig. 3). Posteriormente, se llevo a cabo la molienda (Fig. 4), para la
extraccion del jugo de la cafia con ayuda de un extractor casero (Oster mod. 333-08).
El jugo fue colectado en un recipiente estérii de 250 cm® obteniendo

aproximadamente 300 mL de jugo de cafia a partir de 1 kg de cafia de azUcar.

o

Fig. 2. Ingenio azucarero Fig. 3. Cafia lavada Fig. 4. Moienda de la cafia
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4.3.3. Inoculacion

La inoculacion se hizo mediante el método de siembra en superficie en placas Petri,
para lo cual cada muestra de jugo fue diluida en agua peptonada al 0.1% (Merck)
hasta una dilucién de10™. Se inocularon 0.1 cm? en tres diferentes medios: el MRS
(De Man, Rogosa y Sharpe), el M17 (Seg. Terzaghi) y el APT (All Purpose Tween).
Se optd por usar la técnica de estriado en cuadrante radial (Figs. 5a y b) debido a
que dicha técnica ayuda a generar colonias aisladas y asi poder facilitar el estudio de
las caracteristicas morfoldgicas para la identificacién posterior (Ramirez-Gama et al.,
2008).

a b

Figs. 5ayb. Técnica de estriado en cuadrante radial

4.3.4. Lectura

Posterior a la incubacion, se realizaron las observaciones de cada placa a las 24, 48
y 72 horas. Las incubadoras utilizadas fueron la SEV-BIGM48S a temperatura de
35°C y la LUZEREN mod: DHP-9052 a una temperatura de 45°C.

4.3.5. Seleccion y aislamiento de colonias bacterianas para la identificacién
Se llevd a cabo una seleccion preliminar de patrones de colonias segun sus
caracteristicas morfoldgicas, eligiéndose el medio en el cual la bacteria se encuentre

en mayor abundancia.

4.3.6. Pruebas preliminares (caracteristicas morfoldégicas y bioquimicas) para
identificacion del género Leuconostoc
Dicha preseleccion se sometié a una serie de pruebas afines a la identificacion del

género Leuconostoc como son: Tincién de Gram, tincién de capsula, caracteristicas

macroscopicas de colonia, agrupacion y prueba de catalasa.
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4.3.7. Confirmaciéon de la identificacion

A partir de las colonias que coincidan con el perfil bioquimico se analizaron las
muestras de colonias para su identificacion mediante el sistema de microbiologia
automatizada VITEK 2.

4.3.8. Seleccion del medio de cultivo

Fue realizada una revision de la bibliografia en la cual se obtuvo informacién para el
aislamiento de Leuconostoc mesenteroides, las técnicas que se emplean y los
multiples medios utilizados para su crecimiento (Cuervo-Mulet et al., 2010; Erten,
1998; Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004). En la Tabla 19 se muestran los

medios de cultivo seleccionados para la realizacion de las pruebas.

Tabla 19. Seleccién de medios de cultivos para el aislamiento de
Leuconostoc mesenteroides

Medio de Caracteristicas
cultivo

El polisorbato 80, el magnesio y manganeso actian
favoreciendo el crecimiento éptimo de los lactobacilos
MRS* y biodegradadores de lactosa. La dextrosa es la
fuente de energia. El fosfato de sodio ayuda a
controlar el pH. El acetato de sodio junto con el valor
del pH del medio de cultivo inhibe considerablemente
la microbiota acompafiante

Para cultivo, aislamiento y cuenta de organismos
lactobacilos “heterofermentativos™ y otros
APT* microorganismos exigentes que requieren de un alto
contenido de tiamina, a partir de diversas muestras

El glicerofosfato de sodio aumenta la capacidad de
mantener el equilibrio de los iones hidrégeno,

M17* favoreciendo el crecimiento de  organismos
“heterofermentativos” lacticos. La lactosa es la fuente
de energia

*Medios adicionados con vancomicina para una mayor selectividad del género Leuconostoc
mesenteroides

! La fermentacion fue estudiada por Pasteur, quien le dio este nombre a la bioconversién anaerobia de glucosa a

alcohol etilico y dioxido de carbono por Saccharomyces cerevisiae. Por ello, cualquier otra bioconversion NO
es una fermentacion sino una biorreaccion
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4.3.9. Diseio experimental 2

Como se mencion6 antes (Tablas 17,18), este disefio es de tipo factorial
considerando cuatro factores (a) biocida; (b) temperatura, (c) tiempo y (d) dosis, con
tres niveles dando como resultado 3* es decir 81 pruebas las cuales se realizaron por

triplicado con un total de 243 experimentos.

4.3.10. Prueba de eficiencia de los biocidas

Para determinar la susceptibilidad de cada cepa a los biocidas seleccionados (Tabla
14), se utiliza como guia el “método estandarizado de prueba de susceptibilidad por
disco, version 8” de la Sociedad Britanica de Quimioterapia Antimicrobiana (Bell et
al., 2009) con algunas modificaciones y variando la dosis segun la revision
bibliografica. El método se denomina originalmente CDS por sus siglas en inglés
(Calibration Dichotomous Susceptibility). EI método propuesto consiste en lo

siguiente:

(1). Distribuir 20 mL de agar en placas de Petri de 90 mm de diametro

(2). Almacenar placas de agar a una temperatura de 2 a 8°C durante un maximo de 4
semanas en recipientes sellados, bolsas de plastico o celofan. Las placas deben
estar completamente secas y, en caso contrario, esperar que se sequen antes de
ser usadas

(3). Utilizando un espectrofotbmetro preparar una suspensién en solucion salina
0.9% para alcanzar una turbidez cuyos valores de absorbancia se encuentren
entre una longitud de onda de 0.15 a 640 nm, correspondiente a una curva
estandar de 0.5 McFarland, para ello fue necesario seguir el procedimiento
propuesto por Bell et al. (2009):
(a). Diluir la suspensién 1:5 (1 parte de suspension y 4 partes de solucion salina)
en solucion salina normal para obtener la suspension de CDS
(b). Con un asa recta tomar una colonia cuyo didmetro se encuentre entre 1y 2

mm, la masa bacteriana debe ser visible en la punta del alambre recto
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(c). Inocular el material bacteriano en 15 mL de solucién salina contenida en un
tubo de cultivo, haciendo girar el alambre recto al menos 10 veces con la punta
en contacto con la parte inferior del tubo
(d). Mezclar la solucion salina mediante agitacion al menos 10 veces
(e). Una vez que se tenga la suspensién de bacterias al 0.5 McFarland con
ayuda de una pipeta Pasteur distribuir la suspension en la placa Petri y retirar el
exceso con la misma pipeta Pasteur

(4). Esterilizar las pinzas de punta roma con alcohol y a la flama del mechero y en
condiciones de asepsia (cAmara de flujo laminar), tomar un disco de papel filtro e
impregnarlo con el agente quimico a probar: Metam sodio, MS, mezcla de etilén
bis-ditiocarbamato de sodio con N-metil ditiocarbamato de potasio, QZ,
formaldehido, FA, cloruro de benzalconio, CB, a diferentes dosis, eliminando el
exceso por escurrimiento. Depositar el disco sobre el agar presionando
ligeramente sobre la superficie. Repetir este paso para cada uno de los agentes

guimicos a evaluar.

4.3.11. Célculo del porcentaje de efecto inhibitorio

El porcentaje de efecto inhibitorio es el resultado de un halo de inhibiciébn de un
agente quimico de prueba comparado con otro agente quimico o control, cuyo poder
biocida es conocido. La ecuaciéon (1) que se utiliza para calcular el % de efecto
inhibitorio fue propuesta por Gamazo et al. (2010):

%0 de Efecto de inhibitor Longitud del halo de inhibicién de prueba o
o ae Efecto ae inhipitario = - — X100
Longitud del halo de inhibicidn control

4.3.12. Analisis estadistico final

Con los resultados del primero, segundo y tercer disefio experimental se utilizara un
programa estadistico llamado STATGRAPHICS CENTURION XV.II para facilitar el
tratamiento de los datos y determinar si existe diferencia entre los factores utilizados

en los disefios experimentales.
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5.1. Pruebas

CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

presuntivas

(caracteristicas
bioguimicas) para la identificacion del organismo Leuconostoc
mesenteroides

morfolégicas vy

En la Tabla 20 se muestran las caracteristicas de las colonias que crecieron en los

medios seleccionados.

Tabla 20. Observaciones para la identificacion presuntiva de
Leuconostoc mesenteroides

Medio No. Caracteristicas macroscopicas de

de colonia colonia Gram | Cépsula | Agrupacion Catalasa

cultivo
Forma circular, superficie lisa, Cocobacilos

MRS 1 traslucida, color crema, + + agrupados en -
consistencia viscosa, elevaciéon pares
convexa y borde entero
Forma puntiforme, superficie lisa, Bacilos

MRS 2 color blanco, consistencia + - agrupados en -
viscosa, elevacién convexa Yy cadenas cortas
borde entero
Forma circular, superficie lisa, Cocobacilos

M17 3 traslucida, color gris, consistencia + + agrupados en -
viscosa, elevacién convexa Yy cadenas cortas
borde entero
Forma irregular, superficie lisa, Cocos

M17 4 traslucida, color amarilla, + - agrupados +
consistencia viscosa, elevacion
convexa y borde ondulado
Forma circular, superficie lisa, Cocobacilos

APT 5 traslucida, color crema, + + agrupados en -

consistencia viscosa, elevacion
convexa y borde entero

pares y cadena
corta

Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente y destacan las colonias nimeros

1, 3 y 5 mostrando caracteristicas tipicas de Leuconostoc mesenteroides sp como la

agrupacion en cocobacilos en cadenas cortas, gram (+), formacion de capsula y la
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prueba de catalasa (-) debido a que no puede degradar el peréxido de hidrégeno por
la falta de la enzima catalasa (Erten, 1998; Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004).

Las imagenes de las pruebas presuntivas se observan en la Figs. 6 a 8.

Estas pruebas son presuntivas debido a la complejidad del microorganismo, por lo
cual se necesitaron mas pruebas bioquimicas para tener una mayor certeza. Para
ello se realizaron pruebas con el sistema de identificacion de microbiologia

automatizado VITEK 2.

Fig. 6. Tincion de Gram y Fig. 7. Tincion de céapsula Fig. 8. Prueba de catalasa
agrupacion

5.2. Confirmacion de la identificacion

El sistema VITEK 2 es un sistema de microbiologia automatizado utilizando la
tecnologia basada en los requerimientos para el desarrollo que tiene cada
microorganismo. Dicho sistema se ayuda acomodando vy depositando
simultdneamente un inéculo en tarjetas de reactivo colorimétrico que se incuban y se
leen de forma automatica provocando una serie de resultados que son comparados
con la base de datos del sistema VITEK 2 (Figs. 9, 10) para arrojar un dictamen de
identificacion y probabilidad de un microorganismo (Pincus, 1998). En la Tabla 21 se
muestran los resultados de las pruebas. Puede verse que son bastante concluyentes
por el alto porcentaje de confiabilidad que muestra el estudio con la confirmacion de

la obtencién del aislamiento de Leuconostoc mesenteroides ssp.
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Fig. 9. Equipo VITEK 2 Fig. 10. Tarjetas de reactivo colorimétrico

Tabla 21. Resultados del andlisis automatizado de identificacion microbiol6gica

VITEK 2
Informacion de Tipo de tarjeta: Fecha de analisis: Tiempo de
identificacion GP 04-Abr-2014 analisis:
6 horas
Organismo Leuconostoc Nivel de confianza: Probabilidad:
seleccionado mesenteroides ssp Identificacion muy 95%
cremoris buena
Perfil tipico BGAL(76) DMAL(20) BALO(76)
contraindicante

Donde: BGAL = galactosa, DMAL = maltosay BALO = alosa

5.3. Andlisis estadistico del experimento 1

Una vez realizados todas las pruebas del disefio de experimental 1 con las
caracteristicas mostradas en la Tabla 16. Los resultados obtenidos fueron tratados
mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.Il. En primer término el
factor de mayor influencia en el experimento es el medio de cultivo>el
tiempo>combinacion tiempo-medio y finalmente la temperatura como se muestra en
la Fig.11. En la Tabla 22 el analisis de varianza, ANDEVA (ANDEVA, en inglés)

41



reparte la variabilidad de numero de colonias en piezas separadas para cada uno de

los efectos. Se prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su

cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, tres

efectos el medio, el tiempo y el medio-tiempo (variables) tienen una valor-P menor

qgue 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de

confianza del 95.0% y por lo tanto afectan significativamente la respuesta (numero de

colonias).

A:Medio

C:Tiempo

B:Temperatura

Fig.11. Diagrama de Pareto estandarizado: Efecto de los parametros en estudio

AC

AB

|l
L]

B

J

BC

0 2

4 6 8
Efecto estandarizado

10

]+

Tabla 22. Analisis de varianza, ANDEVA, para el nUmero de colonias

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén- |Valor-
cuadrados medio F P

A:Medio 3634.24 1 (3634.24 283.59 |0.00

B:Temperatura 48.1667 1 |48.17 3.76 0.06

C:Tiempo 1688.96 1 |1688.96 131.79 |0.00

AB: Medio- 36.0 1 (36.0 2.81 0.10

Temperatura

AC: Medio-Tiempo 312.11 1 (312.11 24.35 10.00

BC: Temperatura- 2.78 1 (2.78 0.22 0.64

Tiempo

Error total 909.88 71 [12.82

Total (corr.) 10449.80 80

Gl: Grados de libertad
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5.3.1. Seleccién del medio de cultivo

Se llevd a cabo el andlisis de los datos para la obtencion del medio 6ptimo para el
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides bajo las condiciones establecidas. Los
resultados muestran que el medio de cultivo si tiene un efecto significativo en el
namero de colonias (Tabla 23, Fig. 12), los resultados muestran que
estadisticamente el agar M17 es menos efectivo para el aislamiento de Leuconostoc
mesenteroides por lo cual los medios MRS (Man Rogosa y Sharpe) y APT son las

opciones adecuadas ya que no existe diferencia significativa entre ellos.

Tabla 23. Efecto del medio de cultivo

Medio |Recuento | Prome-| Desviacion | Coeficien- | Minimo | Maximo |Rango| Sesgo

dio estandar te de estandar

variacion
%

1(MRS) 27 26.30 10.45 39.73 11.0 44.0 33.0 0.69
2 (APT) 27 23.96 9.88 41.19 11.0 43.0 32.0 1.51
3 (M17) 27 9.89 5.63 56.95 2.0 22.0 20.0 1.49
Total 81 20.05 11.43 57.01 2.0 44.0 42.0 2.08

5.3.2. Seleccion la temperatura de trabajo

Segun el analisis estadistico no existe diferencia significativa en las temperaturas
propuestas de ambiente (20+5°C), 35°C y 45°C (Tabla 24, Fig. 13,) por lo cual se
puede trabajar en cualquiera de ellas sin afectar el desarrollo de las colonias.

Tabla 24. Efecto de la temperatura

Temperatu-| Recuen-| Prome- | Desvia- | Coeficien- [Minimo |Maximo| Rango | Sesgo
ra to dio cion te de estandar
estandar | variacion

20+5°C 27 16.59 9.27 55.92% 4.0 35.0 31.0 0.97
35°C 27 28.85 11.72 40.63% 10.0 44.0 34.0 -0.16
45°C 27 14.70 7.47 50.81% 2.0 27.0 25.0 -0.15
Total 81 20.04 11.42 57.44% 2.0 44.0 42.0 2.08
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5.3.3. Seleccién del tiempo de analisis

Los resultados muestras que el tiempo si tiene un efecto significativo en el nimero
de colonias (Tabla 25 y Fig. 14).

Tabla 25. Efecto del tiempo

Tiempo | Recuento | Promedio | Desviacion | Coeficien- | Minimo |Maximo | Rango Sesgo
estandar te de estandar
variacion
%
24 h 27 13.85 6.98 50.40 3.0 30.0 27.0 1.55
48 h 27 21.25 12.10 56.95 2.0 42.0 40.0 0.47
72 h 27 25.03 11.80 47.14 7.0 44.0 37.0 0.49
Total 81 20.04 11.42 57.00 2.0 44.0 42.0 2.08
T [ P R 1
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Fig. 12. Gréfica de cajas y Fig. 13. Gréfica de cajas y Fig. 14. Gréfica de cajas y
bigotes para el niUmero de bigotes para el niumero de bigotes para el numero de
colonias versus medio colonias versus temperatura colonias versus tiempo

Como se observa en la Fig. 15, para el factor del medio de cultivo, el medio MRS (1)
es el que da mejores resultados debido a un mayor desarrollo de colonias, seguido
muy de cerca del medio APT (2), pero no existe diferencia significativa entre ellos

(p<0.05), es decir, que se puede emplear cualquiera de los dos medios.

Para el factor temperatura es claramente favorecedora la opcion de los 35°C lo cual
es adecuado ya que al ser un microorganismo mesofilo, esta temperatura esta muy
cercana a la 6ptima de proliferacion (Cuervo-Mulet et al., 2010). El factor tiempo tiene

un comportamiento exponencial por lo que la mayor respuesta se da en un tiempo de
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72 horas, existiendo diferencia significativa con respecto al de 24 horas (p<0.05). El
caso contrario ocurre con el tiempo a 48 horas ya que no hay diferencia significativa.

Donde: 1=MRS; 2=APT; 3=M17

Grafica de efectos principales para nimero de colonias
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Fig. 15. Resultados de los pardmetros de disefio

5.4. Experimento 2 (optimizacion de las dosis)

Los resultados obtenidos de dicho experimento se basaron en las caracteristicas ya
establecidas en la Tabla 17 que contiene el disefio experimental 2 para seleccion de

la dosis 6ptima de biocida.

5.4.1. Andlisis del biocida metam sodio (MS)

En la Fig. 16 se muestran los promedios de los resultados de cada una de las dosis
para el metam sodio (MS). Los halos de inhibicion que manifestaron con el metam
fueron similares en sus 3 dosis. Se debe tomar en cuenta que la dosis mas baja
presenta un halo de inhibicibn minimo ya que el promedio de sus resultados fueron
de 6 mm de inhibicidon, misma longitud que el diametro de los discos utilizados para

el experimento.
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Fig. 16. Promedio de los resultados de la inhibiciéon a diferentes dosis de metam sodio (MS)

En el analisis estadistico con la graficas de cajas y bigotes en la Fig. 17 se observé
que la dosis a 20 mg L™ da la mayor respuesta a diferencia de las de 10 y 15 mg L™

gue no tienen diferencia significativa entre ellas (p<0.05).

En el factor del tiempo, en la Fig. 18 se mostr6 que, a 24 horas, tiene un efecto
mayor ya que a 48 y 72 horas no existe diferencia significativa. Para el factor
temperatura, se manifestd un mayor efecto a 25°C mientras que a las temperaturas

de 35 y 45°C no se observaron diferencias significativas (Fig. 19).
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Halo inhibicion Halo inhibicion Halo inhibicién

Fig. 17. Gréafica de cajas y Fig. 18. Gréfica de cajas y Fig. 19. Gréfica de cajas y
bigotes para el halo de bigotes para el halo de bigotes para el halo de

inhibicion versus dosis del inhibicién versus tiempo del inhibicion versus la
metam sodio metam sodio temperatura  del metam
sodio
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5.4.2. Anédlisis de la mezcla de etilén bis-ditiocarbamato de sodio y de N-metil

ditiocarbamato de potasio (QZ)

Para el QZ, que es una mezcla de ditiocarbamatos, los resultados se muestran en la

Fig. 20. Se utilizaron las dosis recomendadas por el fabricante del producto.

Respecto del andlisis estadistico, las dosis de 20 y 15 mg L™ (Fig. 21) no muestran
diferencia significativa. Sin embargo, la dosis de 10 mg L™ si muestra diferencia
estadistica (p<0.05), ya que el efecto es mucho menor con respecto a las otras dosis

manejadas.

En la Fig. 22 se observa el factor del tiempo sobre el QZ y se observé un
comportamiento similar al del metam sodio (Fig. 18) ya que el tiempo con mayor
efecto fue de 24 horas mostrando diferencia significativa con 48 y 72 horas que no
son distintos estadisticamente. En la temperatura, el dltimo factor sobre la mezcla
QZ, se observé que a 45°C tiene un efecto menor y que a temperatura ambiente
(20+5°C) y 35°C no existe diferencia significativa (p<0.05) por lo que es indistinto

usarlo a esas temperaturas (Fig. 23).

7.4
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6.8
6.6
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Halo de inhibicion {(mm)

T
mezcla QZ 10 mg L mezcla QZ 15 mg L mezcla Q7 20 mg L

Fig.20. Promedio de los resultados de la inhibicion a diferentes dosis de la

mezcla QZ
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5.4.3. Andlisis del formaldehido (FA)

El formaldehido (FA) mostr6 un comportamiento diferente debido a que sus
resultados fueron mas eficientes, como puede observarse en la Fig. 24. En las tres
dosis supera por mucho el poder inhibitorio de los 2 anteriores (metam sodio y la
mezcla de ditiocarbamatos). A pesar de utilizar una dosis menor, su potencia y
eficiencia como biocida es muy evidente, mostrando el mas alto efecto inhibitorio la
dosis de 5 mg L™ que resulté con un promedio de 10.85 mm de halo de inhibicion.
Respecto del andlisis estadistico para el factor de la dosis sobre el formaldehido si
existe diferencia significativa entre las dosis empleadas por lo que no son indistintas
las dosis para la inhibicion de Leuconostoc mesenteroides (Fig. 25). El tiempo es un
factor que segun el andlisis estadistico (Fig. 26) no muestra diferencia significativa en
sus 3 niveles (24, 48 y 72 horas). El factor de la temperatura sobre el formaldehido
se observo en la Fig. 27 que no existe diferencia significativa, por lo que su uso como

biocida es similar a temperatura ambiente (20£5°C), 35° y 45°C.
5.5. Efecto inhibitorio del experimento 2

Se tomo en cuenta como referencia o biocida control al formaldehido, ya que es el
mas eficiente de los tres biocidas probados hasta el momento ademas de que su

efecto inhibitorio estd demostrado, pero debido a sus efectos adversos al ambiente y
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su toxicidad hacia los humanos no puede ser utilizado como biocida en alimentos

para humanos, (OMS, 1982).
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Fig. 24. Promedio de la inhibicion a diferentes dosis de formaldehido

2 o o 24 b + S
@ g

83| B 548 4 |
o [=

5 [ + | 72 + |

6 7 8 9 10 1 6 7 8 9 10 11

Halo inhibicién

Fig. 25. Grafica de cajas y
bigotes para el halo de
inhibicién versus la dosis
para el formaldehido

Halo inhibicion

Fig. 26. Grafica de cajas y
bigotes para el halo de
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La exposicidon frecuente a este compuesto puede provocar una verdadera reaccion

alérgica cutanea e incluso en exposiciones crdnicas provoca sensibilizacion inmuno-

mediada y efectos cancerigenos (Castleman y Ziem, 1994; IARC, 2004; Soffritti et al.,
2002; Til et al., 1989; Zhang et al., 2013).
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La dosis de 5 mg L™ del formaldehido manifesté el mejor promedio inhibitorio por lo
que se optd para que fuera utilizada como la dosis control de biocida para el calculo
del porcentaje de efecto inhibitorio de los biocidas en estudio (Tabla 26 y Fig. 28). Un

ejemplo de calculo se muestra a continuacion:

Halo de inhibicién METAM 10 ppm

% de Efecto de inhibitorio = X100
’ Halo de inhibicién formaldehido 5 ppm

6 mm

U de Efecto de inhibitorio = 10.85 mm X100 =55.30% respecto al formaldehido (5 ppm)

Los porcentajes entre las dosis del metam sodio y la mezcla de ditiocarbamatos (QZ)
son muy similares, con una leve tendencia de superioridad por parte de la mezcla de
diotiocarbamatos (Fig. 28), aunque al hacer el andlisis estadistico como se muestra
en la Fig. 29 no se observa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

entre la mezcla y el metam sodio para inhibir a Leuconostoc mesenteroides.

Los resultados en la Tabla 26 indican que la mezcla de ditiocarbamatos y el metam
sodio a estas dosis no son efectivos como biocidas si se les compara con el
formaldehido debido a que no superan o igualan el 100% del efecto inhibitorio. Sus
valores son menores a dicha cantidad por lo que es necesario aumentar las dosis
para obtener una inhibicion efectiva similar a la del mejor pardmetro (formaldehido).

Tabla 26. Efecto inhibitorio del metam sodio y la mezcla de ditiocarbamatos
(QZ) en porcentaje

Biocida/ dosis Diametro promedio del Efecto inhibitorio (%)
halo de inhibicion (mm)

METAM 10 ppm 6 55.30
METAM 15 ppm 6.18 56.96
METAM 20 ppm 6.47 59.63

QZ 10 ppm 6.25 57.60

QZ 15 ppm 6.37 58.71

QZ 20 ppm 7.25 66.82
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5.6. Ultimo experimento (metam sodio versus mezcla de

ditiocarbamatos versus cloruro de benzalconio)

En un ultimo disefio de experimentos similar a los anteriores (Tablas 16, 17), como
se muestra en la Tabla 27, se utilizaron nuevas variables, adicionando al cloruro de
benzalconio como biocida control, ya que segun lo encontrado en la literatura ha
mostrado un excelente efecto biocida y su baja toxicidad en humanos esta
comprobada. Esto podria hacer de €l una opcion a tomar en cuenta para esta

investigacion.

Se demostr6 en los apartados anteriores que el factor de la temperatura de
experimentacién si afecta significativamente por lo que se opté por aumentar las
temperaturas de trabajo para simular un ambiente real de trabajo en un ingenio
azucarero del estado de Veracruz que maneja alrededor de 50°a 60°C al interior del

ingenio en las etapas de proceso mencionadas.

Finalmente, el tiempo segun los andlisis estadisticos realizados no es un factor que
afecte significativamente debido a la rapida degradaciéon de los biocidas, por lo que

se opto por utilizar 24 h para este ultimo experimento.

Tabla 27. Ultimo disefio experimental con metam sodio versus la mezcla de
ditiocarbamatos versus el cloruro de benzalcanio

Niveles
Factores 1 2 3
(a) Biocida MS Qz CB
(b) Dosis A B C
(c)Temperatura(°C) 35 45 55

MS: metil-ditiocarbamato de sodio o metam sodio; QZ: Q-881(Mezcla); CB: cloruro de benzalconio; A,By C
representan las dosis descritas en la Tabla 28

Las dosis del metam sodio y de la mezcla de ditiocarbamatos que se muestran en la
Tabla 28 son dosis mayores que las del experimento 1 (Tabla 18) debido a que los
resultados reportados en la Tabla 26, no fueron satisfactorios para la obtencién del

100% de efecto inhibitorio. Se destaca que las dosis empleadas en este tercer y
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altimo experimento son superiores a los limites reportados por la US-FDA (CFR,
2012) para el caso del metam sodio, de 3.5 mg kg*, y de la mezcla de etilén bis-
ditiocarbamato de sodio y N-metil ditiocarbamato de potasio, de 3.0 mg kg™ y 3.5 mg

kg™, respectivamente.
Las dosis del cloruro de benzalconio estan dentro de los limites permitidos por la
Food and Drug Administration de los EEUU (USFDA, 2011) que, para su uso en jugo

de cafia azucarera, son de 10-20 mg kg™.

Tabla 28. Dosis de los biocidas para el ultimo experimento

Nombre del biocida Dosis a DL50 Referencias
emplear

Metam (A) 30-50 mg/kg | 1000 mg kg™ oral Bonilla-Vidal

(ditiocarbamato de en ratas (2013)

sodio) (MS)

Mezcla QZ-881 (B) 30-50 mg/kg | 210 mg kg™ oral en | Villa (2008)

(etilénbisditiocarbamato ratas

de sodio y N-metil
ditiocarbamato de

potasio)
Cloruro de (C) 10-20 mg/kg | 234 mg kg™ oralen | Xue et al.
benzalconio (CB) ratas (2004)

5.6.1. Andlisis estadistico del metam sodio para el ultimo experimento

En la Fig. 30 se muestra el promedio de la inhibicion de las 3 dosis de metam sodio
utilizadas en el ltimo experimento (Tabla 28). La imagen de los halos producidos por
el efecto inhibitorio se observan en la Fig. 33.

Los halos que se encontraron como respuesta inhibitoria (Fig. 31) demuestran que
las dosis de 30 y 40 mg L-1 no muestran diferencia significativa comparadas con la

dosis més alta (50 mg L™) que si indica una diferencia estadisticamente significativa.

En cuanto a la variable de la temperatura, el metam sodio se vio afectado
significativamente ya que mostré un mayor efecto biocida a la temperatura de 35°C

seguida de los 45°C para dejar en ultimo lugar con un menor efecto a la temperatura

53



de 55°C, lo que demuestra que a temperaturas altas se degrada el metam sodio y

tiene menor efecto sobre los microorganismos (Fig. 32).
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Fig. 30. Promedio de la inhibicién a diferentes dosis de metam sodio
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Fig 31. Gréafica de cajas y bigotes para el Fig. 32. Grafica de cajas y bigotes para el halo
halo de inhibicion versus la dosis del metam de inhibicién versus la temperatura del metam
sodio en el Ultimo experimento sodio en el Ultimo experimento
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Fig. 33. Halo de inhibicion del metam sodio

5.6.2. Andlisis estadistico de la mezcla del etilén bis-ditiocarbamato de sodio y
del N-metil ditiocarbamato de potasio en el ultimo experimento

Para el caso de la mezcla de ditiocarbamatos (QZ) la Fig. 34 muestra los promedios

gue resultaron de las 3 diferentes dosis que se emplearon en el Ultimo experimento.
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Fig. 34. Promedio de la inhibicion a diferentes dosis de la mezcla de
ditiocarbamatos
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El analisis estadistico de la dosis se representa con la gréfica de cajas y bigotes (Fig.
35) en la que se muestra un comportamiento similar a los resultados del analisis del
metam sodio ya que las dos primeras dosis (30 y 40 mg L) no presentan diferencia
significativa (p<0.05) y la dosis de 50 mg L™ es la que tiene un mayor efecto biocida y

muestra diferencia significativa.

El QZ, al ser una mezcla de ditiocarbamatos, tiene un comportamiento similar al
metam sodio, incluso frente a altas temperaturas, ya que segun la Fig. 36, la gréfica
de cajas y bigotes del halo de inhibicibn contra la temperatura, la mezcla de
ditiocarbamatos también se degrada y tiene un menor efecto a la temperatura de
55°C, dando una mejor respuesta inhibitoria a las temperaturas de 35°C y 45°C. La

imagen de los halos producidos por el efecto inhibitorio se observan en la Fig. 37.
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Fig. 35. Gréafica de cajas y bigotes para el Fig. 36. Gréafica de cajas y bigotes para el halo
halo de inhibicion versus la dosis de la de inhibicién versus la temperatura de la
mezcla QZ para el Gltimo experimento mezcla QZ para el Gltimo experimento

5.6.3. Andlisis estadistico del cloruro de benzalconio en el Ultimo experimento

Por ultimo, para el cloruro de benzalconio se manejaron 3 concentraciénes para las
dosis (Tabla 28), diferentes a las de los otros biocidas (metam sodio y mezcla QZ).
La Fig. 38 muestra los promedios del halo de inhibicion de las 3 dosis empleadas en
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las que se puede observar un resultado superior a lo obtenido con el metam sodio
(Fig. 30) y la mezcla de ditiocarbamatos (Fig. 34).

Fig 37. Halo de inhibicion de la mezcla QZ
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Fig. 38. Promedio de la inhibicion a diferentes dosis del cloruro de benzalconio

En el andlisis estadistico (Fig. 39) de las dosis muestra que las 3 dosis de cloruro de

benzalconio son estadisticamente diferentes entre si, por lo tanto la dosis si afecta el
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resultado de inhibicion al emplear el CB como biocida. En cuanto a la temperatura
segun la Fig. 40 no representa problema alguno para su utilizacién ya que las 3
temperaturas (35°, 45° y 55°C) no muetran diferencia significativa alguna son
estadisticamente iguales, dicho resultado manifiesta un importante punto a favor del
CB ya que la temperatura es un factor que limita la efectividad del metam y de la
mezcla de ditiocarbamatos. La Fig. 41 muestra el efecto biocida manifestado con un

halo de inhibicion al utilizar el cloruro de benzalconio.
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Fig. 39. Gréfica de cajas y bigotes para el Fig. 40. Gréfica de cajas y bigotes para el halo
halo de inhibicién versus la dosis del CB de inhibicidn versus la temperatura del CB en
en el ultimo experimento el ultimo experimento

Fig. 41. Halo de inhibicion del cloruro de benzalconio
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5.7. Efecto inhibitorio para el ultimo experimento (discusion final)

Para el célculo del porcentaje del efecto inhibitorio a partir de los resultados del
altimo experimento se usoO la ecuacion (1) previamente utilizada para el segundo
experimento (Tabla 26) y el patron de referencia del formaldehido a 5 ppm, con un

promedio de 10.85 mm de halo de inhibicién.

La Tabla 29 y la Fig. 42 muestran las tres dosis de los tres diferentes biocidas
utilizados en el ultimo experimento donde cabe destacar que solamente las dosis de
30 mg L™ del metam sodio y de la mezcla de ditiocarbamatos no son superiores al
100% de efecto inhibitorio, por lo que no son tan eficaces para inhibir a Leuconostoc
mesenteroides a diferencia de las tres dosis del CB que superaron por mucho a sus
similares metam sodio y la mezcla de ditiocarbamatos e, incluso, las dosis mas altas
de los biocidas con ditiocarbamatos no son tan efectivos como la dosis mas baja del

cloruro de benzalconio.

Tabla 29. Efecto inhibitorio del metam sodio, la mezcla QZ vy el cloruro de benzalconio
para el Gltimo experimento, en porcentaje

Biocida-dosis Promedio de halo de inhibicién (mm) | Efecto Inhibitorio (%)
(mg L™)
Metam 30 9.22 85.00
Metam 40 11.67 107.53
Metam 50 18.67 172.04
Mezcla QZ 30 10.56 97.29
Mezcla QZ 40 12.22 112.65
Mezcla QZ 50 19.44 179.21
CB 10 20.89 192.52
CB 15 28.89 266.26
CB 20 35.78 329.75

Nota: se subrayan las dosis que superan el 100% de efecto inhibitorio respecto al formaldehido

En la Fig. 43 se ve la grafica de cajas y bigotes en la que se muestra que entre el
metam sodio y la mezcla de ditiocarbamatos no existe una diferencia significativa en
sus dosis de 30, 40 y 50 mg L™ a diferencia de las dosis del cloruro de benzalconio
gue muestra una diferencia estadisticamente significativa desde su dosis mas baja

(10 mg L™ por lo que su superioridad es clara.
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Fig. 42. Efecto inhibitorio de metam, mezcla de ditiocarbamatos y cloruro de benzalconio, %

La opcion de usar al cloruro de benzalconio como biocida desde esta Optica es
buena ya que su efectividad es comparable con el resultado obtenido en el estudio
del efecto inhibitorio de algunos antibiéticos sobre Leuconostoc mesenteroides como
la amoxiciclina a una concentracién de 10 pg mL™ provocando un halo de inhibicion
de 15 mm o la clindamicina a una concentracion de 100 pg/mL que dio un halo de
inhibicién de 13.5 mm (Mora-Pefaflor y Garcia-Guerrero, 2007). Estos resultados
son menores a la mitad del halo inhibitorio promedio del cloruro de benzalconio para
10 mg L™, que es de 20.89 mm, por lo que el alcance de este estudio puede ser aun
mayor, ya que si el cloruro de benzalconio es un biocida efectivo, puede ser mejor
que algunos antibiéticos ya que este biocida no genera resistencia y segun esta
investigaciobn es superior a otros biocidas con base en ditiocarbamatos y el

formaldehido.
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Fig. 43. Gréfica de cajas y bigotes para el % del efecto inhibitorio versus los biocidas metam

sodio versus la mezcla de ditiocarbamatos versus el cloruro de benzalconio

Se debe tomar en cuenta que a pesar de no ser aparentemente toxico para el
humano y esté avalado por la US-FDA como sustancia que puede ser utilizada por
industrias de alimentos no sobrepasando los limites establecidos, el CB es ecotdxico
sobre todo para los ecosistemas acuaticos (Rieger et al., 1980). Por tanto, su uso

tampoco es del todo viable y amerita ser investigado.

El metam sodio y la mezcla de ditiocarbamatos (QZ) superaron el 100% de efecto
inhibitorio en sus dosis de 40 y 50 mg L™, aunque desafortunadamente sobrepasan
ampliamente los limites establecidos por la USFDA (2011).
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo de esta investigacion que era el de identificar una de las
bacterias mesoéfilas aerobias o facultativas predominantes en el jugo de cafa de un
ingenio, Leuconostoc mesenteroides sp, y su susceptibilidad a tres biocidas (mezcla
de ditiocarbamatos, cloruro de benzalconio y ditiocarbamato de sodio) y a las
hipétesis consideradas: Nula Ho = La aplicacion de biocidas no produce efectos
inhibitorios a las bacterias del género Leuconostoc y alternativa Ha = La aplicacion
del biocidas produce efectos inhibitorios a las bacterias del género Leuconostoc,

puede concluirse lo siguiente:

e Se logré la proliferacion de las bacterias presentes en el jugo de cafia,
destacando la presencia y aislamiento de Leuconostoc mesenteroides en los
medios seleccionados comprobando que los medios de cultivo MRS y el M17
son los mas adecuados para su aislamiento

e Se identificé a Leuconostoc mesenteroides mediante una prueba confirmativa
utilizando el sistema VITEK 2 que permite obtener datos concluyentes en
microbiologia con un alto porcentaje de confiabilidad que, para este caso, fue
del 95%

e Mediante la experimentacion se llegdé a la conclusion de que los factores de
mayor influencia en el experimento en orden decreciente fueron el medio de
cultivo>el tiempo>combinacion tiempo-medio y que la temperatura no tiene un

efecto estadisticamente significativo
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e Se dio la confirmacion de la hipétesis de que Leuconostoc mesenteroides sp
es susceptible a los tres agentes biocidas mas utilizados en la industria
azucarera, la mezcla de ditiocarbamatos (QZ), metam (MS) y cloruro de
benzalconio (CB)

e El cloruro de benzalconio resultdé ser el mas eficiente de los biocidas en la
inhibicion del Leuconostoc mesenteroides sp, pero se debe tomar en cuenta
que dicho biocida es téxico para ecosistemas acuaticos por lo cual no es

recomendable su uso hasta no ser investigado y certificado.

6.2. Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos, en las siguientes etapas de la investigacion
sera importante investigar, dado que se observa que para una eficiente inhibicion en
el caso de los ditiocarbamatos se debe de rebasar los limites establecidos por la FDA
y debido a la falta de normativas respecto a los limites maximos permisibles de
ditiocarbamatos en el jugo de cafia en México, los compuestos en los que se
degradan esta clase de biocidas para determinar si existe algun riesgo para la salud
al corto, mediano y largo plazo por la ingesta de los residuos de degradacién que
pudieran estar presentes en los productos intermedios antes de obtener el azicar de

cafa.

Es necesario implementar una normativa en México aplicada al uso y manejo de
estos biocidas en productos de consumo humano, con la finalidad de controlar y
reducir los posibles riesgos que pudieran presentarse por un mal manejo de estos

productos o de alguno de sus productos de degradacion.

Con respecto a la falta de normativas aplicables, sugiero investigar el manejo de
residuos que tiene implementado la industria azucarera ya que algunos biocidas
usados como el formaldehido y el cloruro de benzalconio son ecotdxicos y los dafios

a los ecosistemas del pais deben ser evaluados.
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ANEXOS

ANEXO A Datos experimentales.

Tabla A.1. Resultados del medio APT para la seleccion de medio de cultivo para el

aislamiento (Experimento 1).

Resultados del medio de cultivo APT

MEDIO/ | TEMP. No. de TEMP. No. de TEMP. No. de
Dia (C9) colonias (C9 colonias (o3 colonias
APT/1 25 17 35 28 45 14
APT /1 25 15 35 30 45 13
APT/1 25 11 35 24 45 11
APT /2 25 23 35 38 45 15
APT /2 25 18 35 34 45 16
APT /2 25 20 35 41 45 20
APT/3 25 23 35 42 45 21
APT /3 25 22 35 43 45 25
APT /3 25 19 35 40 45 22

Tabla A.2. Resultados del medio MRS para la seleccion de medio de cultivo para el

aislamiento (Experimento 1).

Resultados del medio de cultivo MRS

MEDIO/ | TEMP. No. de TEMP. No. de TEMP. No. de
Dia (C°) colonias (C°) colonias (C9) colonias
MRS /1 25 11 35 17 45 15
MRS /1 25 15 35 26 45 16
MRS /1 25 13 35 20 45 14
MRS /2 25 31 35 39 45 23
MRS /2 25 28 35 42 45 23
MRS /2 25 22 35 40 45 21
M17 /3 25 35 35 43 45 25
M17 /3 25 32 35 42 45 27
M17/3 25 31 35 41 45 23
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Tabla A.3. Resultados del medio M17 para la seleccién de medio de cultivo para el

aislamiento (Experimento 1).

Resultados del medio de cultivo M17

MEDIO/ Dia | TEMP. (C°) C';'f’dn‘?zs TEMP. (C°) C';'f’dnoi'gs TEMP. (C°) CI(;IIC)dndi:s
M17 /1 25 4 35 12 45 3
M17 /1 25 7 35 10 45 5
M17 /1 25 6 35 13 45 7
M17 /2 25 6 35 15 45 2
M17 /2 25 7 35 20 45 6
M17 /2 25 5 35 18 45 4
M17/3 25 10 35 19 45 10
M17 /3 25 8 35 17 45 7
M17 /3 25 9 35 22 45 11
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ANEXO B Analisis estadistico

Tablas y graficos de andlisis estadistico

Andlisis del metam halo de inhibicidn versus dosis en subgrupos

Resumen Estadistico
Datos/Variable: Halo de inhibicion

Desviacion | Coeficiente Sesgo Curtosis
Metam |Recuento |Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado |Estandarizada
30 9 9.22222 2.10819 22.8598% 6.0 12.0 6.0 -0.458015 -0.832854
40 9 11.6667 3.90512 33.4725% 7.0 18.0 11.0 -0.0220345 -0.56735
50 9 18.6667 9.97497 53.4373% 8.0 32.0 24.0 0.459572 -1.04234
Total 27 13.1852 7.30141 55.3758% 6.0 32.0 26.0 3.46152 2.19501

El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de Metam.
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Analisis del metam halo de inhibicidn versus dosis ANDEVA multifactorial

Analisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Metam 432.519 2 216.259 5.44 0.0112
RESIDUOS 953.556 24 139.7315

TOTAL (CORREGIDO) 1386.07 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicién con un 95.0% de nivel de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion por Metam

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Metam |Casos |MedialLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
30 9 9.22222 2.1011 X

40 9 11.6667 2.1011 X

50 9 18.6667 2.1011 X

Contraste |Sig. |Diferencia  |+/- Limites

3040 -2.44444 6.13268

30— 50 * -9.44444 6.13268

40-50 * -7.0 6.13268

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Analisis del metam halo de inhibicidn versus temperatura en subgrupos.

Datos/Variable: Halo de inhibicion

El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de Temperatura.

Grafico de Caja y Bigotes
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Desviacion | Coeficiente Sesgo

Temperatura |Recuento |Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado
35 9 19.2222 9.10738 47.3795% 11.0 32.0 21.0 0.824832
45 9 13.0 3.16228 24.3252% 9.0 18.0 9.0 0.485506
55 9 7.33333 0.866025 11.8094% 6.0 9.0 3.0 0.808122
Total 27 13.1852 7.30141 55.3758% 6.0 32.0 26.0 3.46152

Curtosis
Temperatura |Estandarizada
35 -1.05719
45 -0.640804
55 0.50545
Total 2.19501

68




Analisis del metam halo de inhibicidn versus temperatura ANDEVA multifactorial.

Analisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 636.519 2 318.259 10.19 0.0006
RESIDUQOS 749.556 24 131.2315

TOTAL (CORREGIDO) 1386.07 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicién con un 95.0% de nivel de
confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion por Temperatura

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura |Casos [MedialLS [SigmalS |Grupos Homogéneos
55 9 7.33333 1.86284 |X

45 9 13.0 1.86284 X

35 9 19.2222 1.86284 X

Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites
*

35-45 6.22222 5.43725
35-55 * 11.8889 5.43725
45 -55 * 5.66667 5.43725

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Analisis del QZ halo de inhibicidn versus dosis en subgrupos.

Resumen Estadistico
Datos/Variable: Halo de inhibicion

Desviacion | Coeficiente Sesgo Curtosis
QZ Recuento  [Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado |Estandarizada
30 9 10.5556 2.29734 21.7643% 7.0 13.0 6.0 -0.696656 -0.883736
40 9 12.2222 3.59784 29.4369% 7.0 17.0 10.0 -0.258387 -0.877151
50 9 19.4444 8.44262 43.4192% 9.0 31.0 22.0 0.148798 -0.976207
Total |27 14.0741 6.557 46.5892% 7.0 31.0 24.0 2.95736 1.48977
El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de QZ.
Gréfico de Caja y Bigotes
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Analisis del QZ halo de inhibicidon versus dosis ANDEVA multifactorial.

Anadlisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:QZ 401.852 2 200.926 6.73 0.0048
RESIDUQOS 716.0 24 [29.8333

TOTAL (CORREGIDO) 1117.85 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicién con un 95.0% de nivel de
confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicién por QZ

Método: 95.0 porcentaje LSD

QZ Casos |MedialS [SigmalS [Grupos Homogéneos
30 9 10.5556 1.82066 X

40 9 12.2222 1.82066 X

50 9 19.4444 1.82066 X

Contraste |Sig. |Diferencia  |+/- Limites

30-40 -1.66667 5.31415

30 - 50 * -8.88889 5.31415

40 - 50 * -7.22222 5.31415

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Analisis del QZ halo de inhibicién versus temperatura subgrupos
Resumen Estadistico

Datos/Variable: Halo de inhibicion

Desviacion | Coeficiente Sesgo
Temperatura |Recuento |Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado
35 9 19.2222 7.80669 40.6129% 12.0 31.0 19.0 0.881566
45 9 14.4444 3.5746 24.7472% 11.0 20.0 9.0 0.84858
55 9 8.55556 1.33333 15.5844% 7.0 11.0 4.0 0.80989
Total 27 14.0741 6.557 46.5892% 7.0 31.0 24.0 2.95736
Curtosis
Temperatura |Estandarizada
35 -0.957438
45 -0.890181
55 -0.0938037
Total 1.48977
El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de Temperatura.
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Andlisis del QZ halo de inhibicidn versus temperatura ANDEVA multifactorial

Anadlisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 513.852 2 256.926 10.21 0.0006
RESIDUQOS 604.0 24 125.1667

TOTAL (CORREGIDO) 1117.85 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicion con un 95.0% de nivel de
confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion por Temperatura

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura |Casos [MedialS [SigmalS |Grupos Homogéneos
55 9 8.55556 1.67221 X

45 9 14.4444 1.67221 X

35 9 19.2222 1.67221 X

Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites

35-45 4.77778 4.88085

35-55 * 10.6667 4.88085

45 - 55 * 5.88889 4.88085

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Andlisis del CB halo de inhibicién versus dosis subgrupos

Resumen Estadistico
Datos/Variable: Halo de inhibicion

Desviacion | Coeficiente Sesgo Curtosis
CB Recuento  [Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado |Estandarizada
10 9 20.8889 1.16667 5.58511% 19.0 23.0 4.0 0.327483 0.331855
15 9 28.8889 1.16667 4.03846% 27.0 30.0 3.0 -0.41624 -0.966708
20 9 35.7778 1.56347 4.36995% 34.0 38.0 4.0 0.573524 -0.820684
Total [27 28.5185 6.32681 22.1849% 19.0 38.0 19.0 -0.123412 -1.47253

El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de CB.
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Andlisis del CB halo de inhibicion versus dosis ANDEVA multifactorial

Analisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:CB 999.407 2 499.704 290.15 0.0000
RESIDUQOS 41.3333 24 (1.72222

TOTAL (CORREGIDO) 1040.74 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demés factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicion con un 95.0% de nivel de
confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion por CB

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

CB [Casos |MedialS [SigmalS [Grupos Homogéneos
10 |9 20.8889 0.437445 |X

15 |9 28.8889 0.437445 X

20 |9 35.7778 0.437445 X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

10-15 * -8.0 1.27681

10-20 * -14.8889 1.27681

15-20 * -6.88889 1.27681

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Andlisis del CB halo de inhibicién versus temperatura Subgrupos

Resumen Estadistico
Datos/Variable: Halo de inhibicion

Desviacion | Coeficiente Sesgo
Temperatura |Recuento |Promedio |Estandar de Variacion |Minimo |Maximo [Rango |Estandarizado
35 9 27.7778 6.28048 22.6097% 20.0 35.0 15.0 -0.196676
45 9 29.7778 6.81502 22.8862% 21.0 38.0 17.0 0.0185333
55 9 28.0 6.44205 23.0073% 19.0 36.0 17.0 -0.247382
Total 27 28.5185 6.32681 22.1849% 19.0 38.0 19.0 -0.123412
Curtosis
Temperatura | Estandarizada
35 -1.07102
45 -1.00724
55 -0.973462
Total -1.47253
El StatAdvisor
Esta tabla presenta las estadisticas muestrales para los 3 niveles de Temperatura.
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Analisis del CB halo de inhibicién versus temperatura ANDEVA multifactorial

Analisis de Varianza para Halo de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 21.6296 2 10.8148 0.25 0.7772
RESIDUQOS 1019.11 24 |142.463

TOTAL (CORREGIDO) 1040.74 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANDEVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicion en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que ningun valor-P
es menor que 0.05, ninguno de los factores tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicién con un
95.0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion por Temperatura

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura |Casos [MedialS [SigmalS |Grupos Homogéneos
35 9 27.7778 2.17212 X

55 9 28.0 217212 [X

45 9 29.7778 2.17212 X

Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites

35-45 -2.0 6.33998

35-55 -0.222222  16.33998

45 - 55 1.77778 6.33998

* indica una diferencia significativa

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles medias son significativamente diferentes
de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD, en inglés) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANEXO C Tratamiento de residuos

Obtencion de
cafnas

A 4

4 L )
Extraccion del R1
jugo de cafa -
\ J
v
( ] ] )
Aislamiento de
bacterias
~ Obtencién de
biocidas
A 4
Preparacién de w v’ R2
medios de cultivo J Y
Dosificacion de
biocidas
[ Inoculacion ] l
J Efecto de Pruebas de
inhibicion inhibicion
Residuo | Corresponde a Tratamiento
R1 Desechos organicos de la extraccion | Se desecha con los residuos organicos
del jugo (cascara, bagazo)
R2 Cajas de Petri, medio de cultivo | Se recolectan en un contenedor especial
contaminado para su futura incineracién. Se entregan a
la UGA
R3 Restantes de biocida (metam, mezcla | Se recolectan individualmente y pueden ser
de ditiocarbamatos, cloruro de | eliminados por temperatura, fotélisis, acidos
benzalconio 0 bases fuertes. Se entregan a la UGA

Fig. C.1. Disposicién controlada de los residuos producidos en esta investigacion
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