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RESUMEN 

La industria azucarera es una de las más importantes a nivel mundial ya 

que tiene grandes aportaciones a nivel económico y social, por ello se realizaron 

estudios sobre tallos y jugos de caña para mejorar la producción de azúcar, la cual 

puede verse afectada por diversos factores, principalmente el contenido de 

sacarosa en tallos y presencia de microorganismos patógenos de sus jugos. El 

objetivo de la investigación fue evaluar la efectividad de un antiséptico de amplio 

espectro, solución electrolizada de superoxidación con pH neutro, para minimizar 

la flora bacteriana nociva en tallos y jugos de caña y con ello disminuir la 

producción de dextranas, formadas a partir de la degradación de la sacarosa por 

acción de la bacteria ácido láctica leuconostoc mesenteroides. Se realizó la 

identificación y aislamiento de múltiples bacterias, entre ellas L. mesenteroides, 

presentes en tallos y jugo de ingenio. 

También se realizó un análisis comparativo entre el poder germicida de la 

SES vs NaOCl(aq); luego de los tratamientos se estudiaron los cambios en la 

contaminación bacteriana, la variación de propiedades físico-químicas (pH y °Brix) 

y de algunos parámetros de calidad de los jugos de caña, monitoreando 

subproductos metabólicos como azúcares reductores y especialmente formación 

de dextranas. Para ello se realizaron cuentas bacterianas, valoraciones 

titulométricas y espectrométricas del jugo sometido a diferentes tratamientos. Con 

base en los resultados se estableció la mayor efectividad de las soluciones 

electrolizadas de superoxidación con pH neutro (SES) vs las soluciones acuosas 

de hipoclorito de sodio en la reducción de microorganismos patógenos que afectan 

los rendimientos de sacarosa en los ingenios azucareros. La presente tesis es una 

evidencia de que podría ser factible mejorar la calidad de los jugos procesados en 
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los ingenios Mexicanos, por lo tanto es también una propuesta para montar un 

proyecto piloto del uso de la SES en el ingenio. 

1. INTRODUCCIÓN 

La importancia comercial, económica y social del azúcar como producto 

directo y como materia prima para la industria (principalmente la de alimentos y 

bebidas) queda de manifiesto a nivel internacional puesto que se consume en todo 

el mundo constituyendo la principal fuente de calorías para la población de la 

mayoría de los países. Durante el ciclo 2010/2011 se produjeron 161 millones de 

toneladas, siendo Brasil (24%), India (17%) y la Unión Europea (9%) las tres 

principales regiones productoras; México (3.4%) ocupó el séptimo lugar como 

productor mundial.1 

La industria azucarera en México es históricamente de las más importantes 

a nivel económico y social ya que genera cerca de 3 millones de empleos directos 

e indirectos y representa un valor de producción primario de casi 30 mil millones 

de pesos.1 La eficiencia con la que operan los ingenios es de vital importancia ya 

que de ello depende la máxima recuperación de azúcar y por ende la producción 

bruta del país. Como ejemplo se compara la producción del periodo 2009/2010 de 

los ingenios Mexicanos con la de Brasil, tomando en cuenta dos cifras 

importantes: los rendimientos en campo (pre-cosecha: superficie 

cosechada/sembrada; t/ha) y los del ingenio (post-cosecha: producción de 

azúcar/toneladas molidas de caña; t). Respecto al rendimiento en campo, México 

alcanzó el 87.1%, mientras que Brasil el 92.5%. La producción de sacarosa en los 

ingenios Mexicanos fue menos competitiva al obtener sólo 11.5% de azúcar 

respecto de las toneladas molidas de caña, contra el 13.7% que obtuvo Brasil.2 Es 

claro que en ambos casos se podrían lograr mejoras significativas que derivarían 
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en mejor posicionamiento de la industria Mexicana y mayores ganancias respecto 

al precio que rige el mercado internacional. Un estudio realizado por la secretaría 

de economía sobre la eficiencia de producción en campo y en fábrica de los 57 

ingenios azucareros que operaron en los periodos 2000/2001-2009/2010, reveló 

que el 40% presentó una eficiencia de producción en fábrica inferior al promedio 

nacional.2 Datos más recientes (Campo y Fábrica: Zafra 2012/2013) indican un 

incremento del 27% en la producción total de azúcar (cerca de 7 millones de 

toneladas) pero no se registra un incremento en la eficiencia de fábrica.3 Es 

evidente que las mayores pérdidas de sacarosa ocurren en la producción de 

azúcar a nivel de ingenio (operaciones de post-cosecha). Esta afirmación también 

es válida en otros países; por ejemplo más de tres décadas de estudios realizados 

por investigadores en la India4 concluyeron que la acción enzimática y bacteriana 

representa la principal causa del deterioro post-cosecha de la caña de azúcar, 

agudizándose con lapsos largos de tiempo de espera entre el corte de la caña y su 

molienda, y en muchos casos durante todo el proceso de recuperación de la 

sacarosa. La acción enzimática es intrínseca al metabolismo de la caña, aunque 

se ve incrementada a partir del corte de la misma. La realizan las enzimas 

denominadas invertasas, que transforman a la sacarosa en glucosa y fructosa 

(azúcar invertida) y cuya acción se ve favorecida a temperatura alta y pH ácido. 

Respecto al deterioro bacteriano, se conoce que el principal microorganismo 

responsable es la bacteria ácido-láctica Leuconostoc mesenteroides que depreda 

sacarosa, por utilizarla como fuente de energía, y la transforma en ácidos 

orgánicos (acidificando el pH del medio) y en dextrano, un polisacárido gomoso 

que introduce problemas adicionales al proceso de producción de azúcar y 

disminuye su índice de pureza.4 Por lo tanto es claro que hay un efecto simbiótico 

entre la infección bacteriana y la acción enzimática para la disminución de 

sacarosa en los jugos de caña de azúcar cosechada; entonces el papel de los 
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antimicrobianos es fundamental para la solución, parcial o total, de esta 

problemática. El uso de bactericidas por lo tanto ha sido obligado en la industria 

del azúcar, sin embargo, conscientes de la importancia de ofrecer alimentos libres 

de contaminantes y de cuidar la rentabilidad para el productor en las etapas de 

siembra, cosecha y pos-cosechas se plantea explorar la aplicación de productos 

innovadores, soluciones electrolizadas de superoxidación con pH neutro (SES), en 

la desinfección y conservación de alimentos. Esta tesis estudia el efecto de las 

SES en la minimización de flora bacteriana nociva y la disminución de 

subproductos indeseados en tallos y jugos de caña que afectan su calidad. 

2. ANTECEDENTES 

2.1. Generalidades de la caña de azúcar 

La caña de azúcar (Saccharum officinarum L) es una gramínea tropical en 

cuyo tallo, formados por nudos y entrenudos, se forma y acumula jugo rico en 

sacarosa, un carbohidrato disacárido de formula general C12H22O11 y compuesto 

de los monosacáridos D-glucosa y D-fructosa, condensados en grupos 

glucosídicos a través de enlaces tipo éter4 [Figura 1]. En presencia de ácidos 

diluidos o de enzimas invertasas, la sacarosa se hidroliza a una mezcla equimolar 

de D-glucosa + D-fructosa, escindiendo el enlace glucosídico -C-O-C-. A dicha 

mezcla se le conoce con el nombre de azúcar invertida; esto se deriva de que la 

sacarosa es dextrorrotatoria (+66.5°), pero al hidrolizarse el poder levorrotatorio de 

la fructosa (-92°) es más fuerte que el dextrorrotatorio de la glucosa (+52.5°), por 

lo que el hidrolizado tiene finalmente   (-20°). A este cambio de signo de la rotación 

del plano de la luz polarizada se le llama inversión.5 
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Figura 1. Estructura química de la sacarosa, D-glucosa y D-fructosa. 

El 70% de la producción mundial del azúcar se obtiene de la caña, el resto 

proviene del betabel. La sacarosa es sintetizada por la caña a través de la 

fotosíntesis y extraída de sus jugos en los ingenios azucareros. Adicionalmente a 

la sacarosa, la caña y el jugo de caña contienen otros compuestos y productos 

[Tablas 1 y 2]. El contenido de sacarosa en la caña es de alrededor del 14-17%, 

mientras que en sus jugos oscila entre un 10 y 20%. Mediante el proceso de 

extracción, en los ingenios azucareros, se obtiene el jugo de caña que es 

purificado por medios físicos y químicos. La evaporación del agua y la separación 

de los cristales de azúcar dan lugar al azúcar refinado comercial, que contiene 

alrededor de 99.99% de sacarosa.6,7 

COMPONENTE  % 

AGUA 74.50 

FIBRA 10.00 

AZÚCARES TOTALES, 

de los cuales: 

14.00 

Sacarosa 12.50 

Glucosa 0.90 
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Fructosa 0.60 

CENIZAS 0.50 

COMPUESTOS NITROGENADOS 0.40 

ACIDOS Y GRASAS 0.60 

Tabla 1. Componentes de la caña de azúcar, en porcentaje de peso.8 

COMPONENTE % 

AGUA 75-88 

AZUCARES 17-21 

Sacarosa 10-20 

Glucosa 2-4 

Fructosa 2-4 

Sales 1-3 

Ácidos orgánicos libres 1.5-5.25 

Componentes orgánicos menores 0.5-0.6 

Otros 3-5 

Tabla 2. Componentes del jugo de caña de azúcar, en porcentaje de peso.8 

La composición presentada en las tablas 1 y 2 corresponde a caña madura 

(11-12 meses), puesto que la caña en estados más tempranos (o tardíos) de su 

desarrollo mantiene concentración distinta de los componentes indicados, siendo 

la diferencia más significativa, el mayor porcentaje de azúcares reductores (hasta 
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3.3%) y menor porcentaje de sacarosa en tallos.8b Por esto es importante 

cosechar la caña una vez que ha madurado, no antes ni después. 

2.2. Proceso de producción del azúcar 

2.2.1. Labores de campo y cosecha9 

La caña de azúcar está catalogada como cultivo plurianual, pues se corta 

cada 12 meses y la plantación dura aproximadamente 5 años. La caña se propaga 

mediante la plantación de trozos de caña, de cada nudo sale una planta nueva 

idéntica a la original. La planta retoña varias veces y puede seguir siendo 

cosechada. A estos cortes sucesivos se les llaman zafras y se definen también 

como los periodos de cosecha y recolección de los tallos. La caña tiene una 

riqueza de sacarosa del 14% aproximadamente, aunque varía a lo largo de toda la 

recolección.6 

El proceso productivo se inicia con la preparación del terreno, la selección 

de la variedad y la siembra de la caña [Figura 2A]. Cuando la planta alcanza su 

periodo de maduración, es decir cuando alcanza su máximo peso y óptimo 

contenido de azúcar (lecturas Pol> 13%), se procede a la quema del terreno para 

eliminar impurezas y poder realizar un corte adecuado [Figura 2B]. Las cañas son 

cortadas, a mano o a máquina y se apilan en camiones de carga que las conducen 

a los ingenios [Figuras 2C-E]. No debe transcurrir mucho tiempo en el transporte 

puesto que desde el momento en que han sido quemadas, se inician procesos 

químicos y microbiológicos que inducen pérdidas por formación de polisacáridos e 

inversión de la sacarosa. 
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Figura 2. Etapas de labores de campo en el proceso productivo de la caña de azúcar. A) 

Preparación del terreno y siembra, B) Quema de cosecha, C) Corte y recolección por maquinaria, 

D) Corte y apilado manual, recolección por maquinaria y E) Transporte de caña a ingenios.  

 

2.2.2. Proceso productivo de la caña de azúcar9 

Cuando la caña ingresa al ingenio, previo pesado [Figura 3A], el proceso 

extractivo del azúcar inicia colocando la caña en bandas transportadoras [Figura 

3B] que las dirigen a las máquinas picadoras y desfibradoras [Figura 3C], 

posteriormente se conducen al tándem de 4 molinos en donde ocurre el proceso 

de extracción del jugo de caña [Figuras 3D-E]. La extracción es asistida por el 

mismo jugo y agua caliente que se van exprimiendo durante el mismo proceso. 

Del primer molino se obtiene el jugo más concentrado, proveniente de la caña 

recién desfibrada, cuya extracción es asistida por humectación con jugo 

proveniente del segundo molino. 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

Figura 3. Inicio del proceso de extracción de jugo de caña en el ingenio. A) Pesado e ingreso de 

camiones cargados, B) colocación de caña en bandas transportadoras al interior del ingenio, C) 

caña luego de pasar por máquina desfibradora, D) primer molino de extracción donde se aprecia el 

uso de jugo concentrado para apoyar lavado de bagazo y extracción del jugo, E) cuarto y último 

molino de extracción en donde se aprecia el uso de agua vegetal para apoyar lavado de bagazo y 

extracción del jugo. F) Tanque recolector. 

El jugo resultante se conduce al taque recolector [Figura 3F] mediante un sistema 

de canaletas y el bagazo o fibra remanente pasa al segundo y tercer molino, en 

donde la extracción es asistida por jugo proveniente del tercer y cuarto molinos. 

Finalmente, en el cuarto molino el bagazo remanente se enjuaga con agua vegetal 

caliente (T= 60-70°C; ORP= 383; pH= 2.86), que es el agua obtenida de los tallos 

como resultado del mismo proceso extractivo de azúcar, y la fibra enjuagada se 

conduce a las calderas para ser utilizada como combustible para el mismo 

proceso. 

De este modo el agua caliente, utilizada para enjuagar el bagazo en el cuarto 

molino, se va concentrando al utilizarse sucesivamente en el tercero, segundo y 

primer molinos, como apoyo para la extracción del jugo [Esquema 1]. Al final del 

sistema de canaletas se encuentra un filtro por el que pasa el jugo directo hacia el 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


tanque recolector, ahí el jugo crudo es pesado y además se le determinan las 

primeras lecturas sobre sus parámetros de calidad: pH, brix y pol. 

 

Esquema 1. Proceso de extracción de jugo de caña, recolección de jugo hacia sistema de 

canaletas (de derecha a izquierda, indicado con flechas azules) y eliminación de bagazo hacia 

calderas (de izquierda a derecha, indicado con flechas verdes). 

El jugo sale desde el tanque recolector hacia el tanque de clarificación donde es 

purificado por sedimentación luego de ser sometido a dos procesos: sulfitación 

con ácido sulfúrico y neutralización con hidróxido de sodio. Este último proceso se 

conoce como “lechada de cal”. El producto resultante de estos dos procesos se 

denomina meladura. La meladura pasa a filtros rotatorios a alta temperatura y 

vacío que separan la fracción más ligera (jugo clarificado) y la envían a 

condensadores y evaporadores. En esta etapa se extrae del 75-85% del agua, lo 

que resulta en el jarabe. Finalmente el jarabe se conduce a los tachos en donde 

ocurre la cristalización de la sacarosa [Figura 4A]. Los cristales de azúcar 

resultantes se empacan en costales para su distribución [Figura 4B]. En el 

esquema 2 se presenta el proceso de extracción del azúcar. 
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Figura 4. Etapas finales de producción de azúcar; A) Región del ingenio donde ocurren procesos 

de clarificación, condensación y cristalización de sacarosa. B) Empacado de cristales de azúcar. 

 

Esquema 2. Proceso de extracción de sacarosa a partir de jugo de caña. 

3. FACTORES, PARÁMETROS E INDICADORES DE CALIDAD 

EN JUGOS DE CAÑA DE AZÚCAR 7,8 

La calidad de la caña de azúcar y de sus jugos son determinantes para una buena 

recuperación de sacarosa. En general, las principales características que 

aseguran dicha recuperación son: a) alto contenido de sacarosa en el tallo, b) bajo 
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contenido de materiales extraños en la cosecha, c) bajo contenido de sólidos 

solubles diferentes de la sacarosa en el jugo, incluídos dextranos y azúcares 

reductores, así como d) bajos niveles de fibra. Algunos autores4 han clasificado el 

deterioro de la caña en dos tipos: 

a) Deterioro por procesos asociados a actividad enzimática de invertasas, 

metabolismo y respiración de la planta (no microbianos; caña rancia o envejecida). 

Se favorecen cuando existen largos lapsos entre el corte y la molienda y en 

condiciones de temperatura elevada y pH ácido. 

b) Deterioro por procesos microbianos (caña agria). Se favorece cuando los 

tallos presentan múltiples fracturas o cortes, en presencia de contaminación 

bacteriana (especialmente Leuconostoc mesenteroides) y cuando existen 

condiciones de humedad y temperatura altas. 

Existen numerosos factores que potencialmente afectan la calidad de la 

caña de azúcar y estos pueden ocurrir pre- y/o post- cosecha. Es importante 

señalar e identificar que varios de ellos son concomitantes, lo que exacerba la 

degradación. A continuación se describen los más importantes. 

 3.1. Factores pre-cosecha involucrados en la calidad de la caña de 

azúcar 

 3.1.1. Variedad de la caña 

 Dependiendo de su variedad, la caña de azúcar puede ser más o menos 

susceptible al deterioro o inversión por procesos intrínsecos a su metabolismo; 

además de ser más propensas a infecciones bacterianas que disminuyen la 

calidad de sus jugos (vide infra). 
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 3.1.2.  Madurez de la planta 

 Se considera que la caña de azúcar ha alcanzado su etapa de madurez 

cuando la lectura Pol de sus jugos es >13%. En ese punto está lista para el corte 

ya que antes o después, el tallo es más susceptible a deterioro metabólico. 

 3.1.3. Quema 

 En general se realiza quema del cultivo inmediatamente antes del corte ya 

que permite eliminar impurezas y facilitar el corte. Sin embargo, la quema no debe 

ser excesiva ya que la cera protectora de los tallos se ve afectada y esto 

promueve la ocurrencia de fracturas, exposición de la pulpa y contaminación por 

microorganismos patógenos. 

 3.1.4. Cultivos sometidos a condiciones de estrés 

 Se consideran condiciones de estrés por ejemplo a las heladas. Los cultivos 

que han sufrido disminución drástica de temperatura (-12°C), presentan deterioro 

en la calidad de los jugos. Esto es, menor pH y concentración de sacarosa, así 

como aumento de subproductos indeseables y metabolitos bacterianos. Se 

demostró que los tallos de cañas que alcanzaron dichas temperaturas, 

presentaron daño significativo en sus tejidos, lo que condujo a mayor actividad 

enzimática y proliferación bacteriana. Estudios realizados in vitro demostraron que 

el jugo de caña, incluso congelado, experimenta al paso de los días proliferación 

bacteriana y detrimento de sus propiedades organolépticas características, siendo 

significativo a partir del día 10.12 

 

3.2. Factores durante o post-cosecha  que afectan la calidad de la caña 

de azúcar 
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 3.2.1.  Altura del corte 

 La altura de corte inferior debe hacerse a ras del suelo, evitando tocones 

superiores a dos centímetros de altura. Esto es porque la máxima concentración 

de sacarosa se localiza en el entrenudo más bajo. El corte superior se hará a 

cinco centímetros encima del último nudo visible, puesto que más allá de este 

punto la cantidad de sacarosa es despreciable.9 

3.2.2.  Tipo de corte 

El corte de la caña puede realizarse a mano o con maquinaria. Está 

documentado que los tallos cortados con apoyo de maquinaria presentan mayor 

degradación por ser los más maltratados con exceso de cortes y fracturas. Esto 

aumenta la infección por microorganismos patógenos y la actividad metabólica 

intrínseca de la planta. Sin embargo, las máquinas cosechadoras representa un 

apoyo muy importante al momento del corte de los tallos puesto que este 

procedimiento es mucho más rápido que el corte a mano.  

3.2.3.  Factores ambientales 

 En condiciones ambientales de alta temperatura (>30°C) y humedad 

(>40%), se promueve la actividad metabólica de la planta. Esto es, las invertasas 

aceleran su actividad lo que deriva, entre otras cosas, en mayor formación de 

azúcares invertidos a expensas de la sacarosa. Cuando las cañas son cortadas y 

apiladas en condiciones de humedad elevada, la proliferación de hongos y moho 

sobre los tallos se favorece, esto genera condiciones anaerobias que coadyuban 

el desarrollo de bacterias anaerobias facultativas como las ácido lácticas 

Leuconostoc mesenteroides, principales responsables de generación de dextranas 

por depredación de sacarosa. Además, la actividad de estas bacterias forman 
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ácidos orgánicos que bajan el pH de los jugos, lo que favorece la inversión 

enzimática. 

 3.2.4.  Tiempo de espera y resguardo de caña entre el corte y la molienda 

La molienda debe ser lo más pronto posible, evitando lapsos de espera 

superiores a 24 horas debido a la degradación por enzimas invertasas y por 

microorganismos nocivos como hongos, levaduras, esporas y bacterias ácido 

lácticas. Junto con los factores climáticos representan las variables más 

importantes en la degradación de la calidad de los jugos de caña de azúcar. 

3.3. Parámetros e indicadores de calidad en jugos de caña de azúcar 

Las características fisicoquímicas intrínsecas de los jugos, inmediatamente 

después de la molienda, determinan su calidad y son parámetros o indicadores 

útiles y de primera mano al momento de establecer la frescura de los jugos. Sin 

embargo también existen indicadores que se derivan de múltiples procesos de 

degradación, como subproductos microbianos o metabólicos, que incluso suelen 

indicadores mas exactos de la calidad de los jugos de caña. A continuación se 

describen los más representativos: 

3.3.1. pH 

Intensidad de acidez o alcalinididad de una sustancia. Para el caso del jugo de 

caña el pH determina el grado de frescura puesto que actividad enzimática 

(invertasas) y microbiológica tienden a reducirlo por formación de ácidos 

orgánicos. 
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 3.3.2. Grados Brix 

Los Brix representan la concentración de sólidos disueltos en una solución de 

sacarosa, basándose en una relación entre los índices refractivos a 20°C y él % de 

masa total de sólidos solubles de una solución acuosa de sacarosa pura. 

3.3.3. Pol 

La riqueza en sacarosa de los jugos de caña se determina mediante polarimetría, 

de donde se deriva la expresión de Pol; este aparato envía un rayo de luz 

polarizada a través de una solución de sacarosa y mide la rotación de luz después 

de pasar por el líquido. Con  el valor de rotación resultante se estima el % de 

sacarosa en el jugo mediante fórmulas y tablas establecidas. 

 3.3.4. Pureza 

La relación de la lectura del polarímetro (Pol) con los ° Brix determinar la pureza 

de una solución en términos de sacarosa. 

 3.3.5. Azúcares reductores 

Así se definen los monosacáridos encontrados en el jugo de caña, principalmente 

glucosa y fructosa. Químicamente son moléculas que no pueden descomponerse 

en sacáridos más simples y que poseen un grupo carbonilo intacto que puede 

reaccionar, como reductor, con otras moléculas. La técnica más utilizada para 

determinar la concentración de azúcares reductores en jugos de caña es la técnica 

colorimétrica de Fehling-Müller, el cual se basa en la propiedad que tienen los 

monosacáridos y otras substancias reductoras en reducir sales de Cu2+, por 

ejemplo sulfato cúprico (CuSO4) a óxido cuproso (Cu2O), en el que el cobre 

presenta estado de oxidación 1+. El cobre cambia su estado de oxidación de 2+ a 
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1+ y la cantidad de cobre reducido está en proporción con los azucares reductores, 

comúnmente expresados como azúcar invertido.10  

 3.3.6. Presencia de Microorganismos Patógenos 

El deterioro de la caña empieza casi inmediatamente después del corte, a 

medida que pasa el tiempo y conforme aumenta su permanencia en los patios de 

molido o en el campo, el deterioro se incrementa. Cuando las condiciones de 

temperatura y humedad son altas, el hacinamiento de los tallos promueve el 

desarrollo de múltiples tipos de hongos, levaduras y mohos, lo que los deteriora 

severamente, debido a procesos de fermentación, y además promueve el 

crecimiento de microorganismos mesófilos y bacterias anaerobias facultativas 

como las ácido-lácticas. Esta flora bacteriana afecta significativamente la calidad 

después del corte ya que proliferan rápidamente sobre las zonas de pulpa 

expuesta, debido a fisuras ocasionadas por cortes o fracturas. El crecimiento de la 

mayoría de los microorganismos ocurre por fisión binaria, por consiguiente el 

número de células se doblan durante un cierto periodo de tiempo lo que se 

denomina crecimiento exponencial. Algunos autores han descrito concentraciones 

promedio de estas bacterias en los jugos, que van desde las 1x106-1x108 UFC/mL 

para mesófilos y de 8x104-3x105 UFC/mL para bacterias ácido-lácticas.4a, 5,7 

Ejemplos de los múltiples microorganismos que se han detectado en los jugos de 

caña son los siguientes: 7 

•Bacterias: Bacillus subtilis, Bacillus lichenisformis, Bacillus cereus, Bacillus 

megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus, Leuconostoc 

mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, Escherichia coli, Enterobacter 

aerogenes, Citrobacter freundii, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., 

Corynebacterium spp., Micrococcus luteus y Clostridium spp. En este grupo se 
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destacan los bacilos que tiene la capacidad de formar endosporas que sobreviven 

cuando las condiciones del medio no son favorables, así como bacterias ácido-

lácticas, que aunque no todas forman esporas, también son importantes 

productores de oligosacáridos y otros subproductos no deseados de degradación 

de sacarosa. 

•Levaduras: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces rouxii, 

Saccharomyces pombe, Candida tropicalis, Candida micoderma, Candida 

intermedia, Kloeckera apiculata, Pichia membranofaciens, Peronospora farinosa, 

Kluyvoromyces fragilis y Hansenula anómala. 

•Hongos y Mohos: Penicillium citrovorus, Penicillium funiculosum, 

Aspergillus variatum, Aspergillus niger, Trichoderma viride y Monilia sitophila. 

La diversidad de la microflora presente en los jugos de caña es basta, sin 

embargo, hay muchas especies que se desarrollan en el jugo con más frecuencia 

que otras y que por lo tanto, adquieren una gran importancia económica por 

depredar la sacarosa y sintetizar subproductos no deseados que entorpecen o 

complican los procesos realizados en los ingenios azucareros. En este campo, son 

especialmente importantes Leuconostoc mesenteroides, así como algunas 

bacterias coliformes como Enterobacter amnigenus y Escherichia coli. 

En el caso de las bacterias ácido-lácticas, L. mesenteroides, sintetiza 

dextransacarasa, una enzima que cataliza la formación de oligosacáridos y 

polisacáridos como las dextranas, sintetizadas a partir de la sacarosa como 

materia prima. De este modo contribuyen a la perdida de la misma, además de 

complicar los procesos extractivos del ingenio. 
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3.4. Formación de dextranas y otros subproductos de descomposición 

Las dextranas son polisacáridos constituidos principalmente por unidades 

de glucosa unidas en forma de cadenas rectas mediante enlaces alfa 1-6 [Figura 

5A]. En medicina tienen aplicación como sustituto del plasma sanguíneo,11 sin 

embargo en agronomía, específicamente en la industria azucarera, la formación 

de dextranas no sólo implican depredación de sacarosa por parte de bacterias, 

sino que su presencia en los jugos también incrementa la viscosidad lo que 

complica significativamente la filtración, clarificación y evaporación de los jugos, 

así como la cristalización del azúcar, generando problemas en los evaporadores y 

los tachos. Adicionalmente las dextranas causan elongación de los cristales de 

azúcar a lo largo del eje “C”, esto ocasiona morfologías anormales, disminuye la 

calidad y también incrementa las pérdidas de sacarosa por no recuperarse de las 

mieles y agua de lavado. Las dextranas, al igual que la sacarosa, tienen poder 

dextrorrotatorio, por lo tanto eleva, falsamente, los valores de Pol, lo que resulta 

en parámetros sobreestimados en pureza de los jugos.  

 

Figura 5. Formación de dextrana a partir de sacarosa por acción de L. mesenteroides y la enzima 

dextransacarasa; A) Reacción química, B) Dextrana producida en medio Mayeux y C) Tinción de 

Gram de L. mesenteroides. 
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3.4.1. Leuconostoc mesenteroides 

Leuconostoc [Figura 5B-C] es un género de bacterias del ácido láctico Gram-

positivas de la familia Leuconostocaceae. Son resistentes intrínsecamente a la 

vancomicina y son catalasa negativa (lo cual los distingue de Staphylococcus). 

Son heterofermentativos, capaces de producir dextrano a partir de la sacarosa. 

Este género forma parte de los fermentadores mesófilos, son anaerobios 

facultativos. El género Leuconostoc  comprende un grupo de bacterias lácticas 

que se encuentran principalmente en vegetales, aunque es común encontrarlos en 

cárnicos y productos lácteos. Actualmente comprende ocho especies: 

Leuconostoc mesenteroides (con tres subespecies: mesenteroides, cremoris y 

dextranicum), L. lactis, L. gelidum, L. carnosum, L. citreum, L. 

pseudomesenteroides, L. fallax  y L. argentinum.7 Son bacterias en forma de 

cocos que se disponen en pares o en cadenas. Su metabolismo es de tipo 

heterofermentativo y producen dextranos, ácidos orgánicos, alcoholes y CO2 como 

consecuencia de la fermentación de los azúcares. No son capaces de producir 

NH3 a partir de arginina, lo que los diferencia de los lactobacilos 

heterofermentativos. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre los 25 y 

30º C. El crecimiento de estas bacterias se ve favorecido en condiciones 

anaerobias y algunas especies son capaces de producir, aunque muy 

infrecuentemente, infecciones en los seres humanos. Se consideran patógenos 

oportunistas asociados a bacteriemia por dispositivos intra-vasculares y al uso de 

nutrición parenteral total, generalmente en pacientes críticos o 

inmunocomprometidos.7d 

En jugos de caña con presencia de L. mesenteroides, la síntesis de 

dextranas ocurre a partir de sacarosa mediante la acción de la enzima 

dextransacarasa. De cada molécula de azúcar que se consume, solamente la 
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fracción de glucosa participa en la síntesis permaneciendo la fructosa como 

subproducto; ésta se descompone principalmente en manitol, aunque también se 

forman otros ácidos orgánicos y subproductos coloreados que inducen un 

descenso del pH. El aumento de acidez es factor concomitante para la tasa de 

inversión de la sacarosa por catálisis ácida, lo que contribuye a pérdidas 

adicionales de azúcar comercial. Entre los principales subproductos originados 

durante la acción microbiológica de L. mesenteroides se cuenta al ácido acético, 

láctico y butírico, manito y etanol, los cuales coadyuvan el descenso de pH de los 

jugos y la síntesis de materiales coloreados. Las condiciones de pH, temperatura, 

contenido de carbohidratos y humedad del jugo de caña, ayudan a que el 

crecimiento de bacterias sea tan abundante, que puede causar un aspecto 

desagradable y perjudicial, aumentando la viscosidad y turbidez.7 Las reacciones 

de óxido-reducción producidas en el jugo de caña como consecuencia su 

metabolismo, incluyen hidrólisis de carbohidratos y proteínas en subproductos 

más sencillos, como ácidos orgánicos, cetonas, aldehídos, aminas, amoníaco y 

otros gases. 

 En general, los principales subproductos formados durante el deterioro de la 

caña o de sus jugos indicadores del deterioro de la caña de azúcar son: ácidos 

orgánicos como ácido láctico, acético y butírico, alcoholes o polialcoholes como 

etanol y manitol, oligosacáridos y polisacáridos como las dextranas. Por lo tanto la 

medición de algunos de estos parámetros correlaciona con el grado de 

degradación o depredación de la sacarosa en los jugos. Por ejemplo, se ha 

descrito que las pérdidas de azúcar correlacionan con hasta 1.9 veces la 

formación de dextranas, y que por 0.1% de dextrana formada, hay 0.05% de 

sacarosa consumida.4 Por lo tanto, el control de la flora microbiológica en los jugos 
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es determinante para asegurar una buena calidad en los mismos y con ello, una 

buena recuperación de azúcar. 

El esquema 3 ilustra un resumen de los factores más significativos que afectan la 

calidad de los jugos de caña y por lo tanto la recuperación de sacarosa. 
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4.- CONTROL DE LA ACTIVIDAD MICROBIOLÓGICA EN LA 

INDUSTRIA AZUCARERA 

Tal como se ha venido mencionando la calidad en la caña de azúcar y sus 

jugos es fundamental para una buena recuperación de sacarosa y optimización de 

procesos extractivos en los ingenios. Se sabe que más del 50% de las pérdidas 

están asociadas a la actividad microbiana de la flora patógena encontrada en los 

jugos (vide supra); por lo tanto se han propuesto múltiples estrategias para su 

control y erradicación, para de esta manera disminuir las pérdidas millonarias en la 

industria azucarera. Como ejemplo, algunos autores sugieren la implementación 

de programas integrales en el control de la calidad que involucran: selección 

cuidadosa de los tallos cosechados, lapsos cortos entre corte y molienda, uso de 

agentes bactericidas y antisépticos, aplicación de agentes anti-invertasas y 

limpieza del proceso.4 En general, varias de estas estrategias no son viables o 

aplicables a los procesos industriales, como la selección cuidadosa de los tallos 

cosechados o la sanitización o limpieza de los procesos. Esto es porque los 

camiones transportadores son cargados varias veces al día con 20-30 toneladas 

de caña que deben llegar rápido al ingenio para su proceso y de igual manera, la 

caña tal cual se entregan a los molinos, presenta gran cantidad de 

microorganismos patógenos (bacterias, levaduras y hongos) provenientes del 

suelo, aguas de lavado de caña, condiciones de cosecha, etc. Por lo tanto, al 

momento de la extracción de los jugos, los microorganismos permanecen en él y 

viajan a través de todos los equipos y maquinaria involucrados en el proceso, 

propagando la contaminación. Esto impide establecer un control real de los 

parámetros de limpieza en el ingenio durante el proceso extractivo, el cual es 

continuo. Por ejemplo, en el Ingenio Quesería operan 24 horas procesando 350 

toneladas de caña/hora con apoyo de 80 toneladas de agua vegetal/hora para el 
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proceso extractivo. Se realizan lavados de zonas específicas una vez al día y el 

mantenimiento y limpieza de la mayoría de los equipos se hace 1 vez al año.9 

Un procedimiento que ha sido aplicado en la industria cañera para optimizar 

la recuperación de sacarosa es el uso de desinfectantes o antisépticos 

(principalmente bactericidas). Por ejemplo se utilizan, en diferentes etapas del 

proceso, aldehídos como el glutaraldehído y soluciones de formaldehído al 30 o 

50%, compuestos cuaternarios de amonio, tiocarbamatos, soluciones de 

hipoclorito de calcio o sodio, sales halogenadas (iodo o flúor), peróxido de 

hidrógeno, ozono, entre otros. La problemática principal de estos agentes es su 

baja o moderada efectividad, requisitos de seguridad para su aplicación y en 

algunos casos, alta residualidad y potencial toxicidad.4, 13 

Ejemplos representativos de algunos productos comerciales y no 

comerciales que adicional a su efecto bactericida presentan inhibición de enzimas 

invertasas son: 

* Busan 881®: De la familia de los ditiocarbamatos. Bactericida de amplio 

espectro compuesto por cianoditiocarbamato de disodio y N-metilditiocarbamato 

de potasio. Es muy corrosivo en piel y ojos por lo que debe manejarse con 

precaución.4, 7 

* Lipesa 106C®: De la familia de los aldehídos. Glutaraldehído, reacciona 

con las proteínas de superficie de las bacterias, induciendo desnaturalización, 

entrecruzamiento y muerte del patógeno. Se conoce la toxicidad e irritabilidad del 

compuesto por lo que debe manejarse con precaución.4, 7  

* Soluciones electrolizadas de superoxidación: Algunos autores han 
mencionado el uso exitoso de soluciones electrolizadas de superoxidación para el 
tratamiento de tallos cosechados de caña, de lo que reportan menor actividad de 
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invertasas y recuperación de dextranas.4a A continuación se revisa en detalle su 
síntesis, composición y potencial aplicación en industria cañera. 

4.1. Soluciones Electrolizadas de Superoxidación y su acción potencial en la 
industria cañera 

Desde hace varias décadas, las soluciones electrolizadas de superoxidación 
(SES) han sido utilizadas como antisépticos efectivos en el combate de bacterias, 
virus, hongos y parásitos.14-21 Se han aplicado con éxito en el ámbito de la 
medicina, agroindustria y agroveterinaria, ya sea como desinfectantes de 
superficies inanimadas y equipos, o en la desinfección de alimentos y para la 
profilaxis y desinfección de heridas en mamíferos.14 

Inicialmente se utilizaron primero soluciones electrolizadas con pH ácido15-18 
cuyo uso fue eventualmente sustituido por soluciones electrolizadas con pH neutro 
dado su eficiente poder microbicida como sanitizantes de amplio espectro, mayor 
estabilidad, caducidad, biocompatibilidad e inocuidad respecto a las SES con pH 
ácido; así como una menor o nula actividad corrosiva y de alteración en 
propiedades organolépticas de alimentos.14,19-23 

4.1.1. Producción de SES 

Las SES se obtienen a partir de la electrólisis controlada de soluciones 
acuosas salinas, como soluciones de cloruro de sodio (NaCl) [Figura 6]. 
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La celda electrolítica está equipada de un par de electrodos, ánodo y cátodo, 
en los que ocurren las reacciones electroquímicas que dan origen a la SES. 
Inicialmente, y por efectos de solvatación, el NaCl se disocia en el agua en iones 
sodio (Na+) cargados positivamente y denominados cationes, y en iones cloruro 
(Cl-), cargados negativamente y llamados aniones. 

Posteriormente, y al momento en que se aplica el voltaje eléctrico en la celda, 
los cationes migran hacia el electrodo negativo (cátodo) y los aniones lo hacen 
hacia el electrodo positivo (ánodo). 

En el cátodo ocurren reacciones de reducción, esto es que los cationes 

sodio ganan electrones para reducir su estado de oxidación de +1 a 0 (ecuación 

1a). El sodio metálico formado reacciona de forma instantánea y exotérmicamente 

en el medio acuoso formando hidróxido de sodio (NaOH) e hidrógeno molecular 

(H2 (g)) que se disuelven en el medio (ecuación 2a). El NaOH se solvata y 

nuevamente genera cationes sodio (Na+) y aniones hidroxilo (OH-), lo que genera 

un aumento en el pH del medio (ecuación 2b). 

 

Por otro lado, los aniones cloruro migran hacia el electrodo positivo (ánodo) 

en dónde se oxidan, es decir en donde ceden electrones para incrementar su 

estado de oxidación, de -1 a 0 (ecuación 1b). Una parte del cloro molecular 

formado (Cl2 (g)) se disuelve sin reaccionar en el agua, mientras que otra parte 
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reacciona formando ácido hipocloroso (HOCl) y cationes hidrógeno (H+) (ecuación 

3), lo que ocasiona un disminución del pH del medio. Por lo tanto, el lado de la 

celda provisto del electrodo positivo (ánodo) siempre tendrá un pH ácido y el lado 

de la celda provisto del electrodo negativo (cátodo) siempre presentará pH 

alcalino. La titulación controlada de estas dos soluciones, da origen a la solución 

electrolizada de superoxidación con pH neutro. 

 

Tal como se describió, a partir de NaCl las reacciones electrolíticas 

principales forman NaOH, Cl2, O2 e H2 (ecuación 4), pero adicionalmente las SES 

tienen disueltas otras sales y moléculas, también resultantes del proceso de 

electrólisis, como: OClx- (x=2-4), O3, etc; las cuales se denominan en conjunto: 

especies activas de cloro y oxígeno. 

 

El control del pH de una solución que contiene todo este tipo de especies 

disueltas es fundamental ya que muchos equilibrios favorecen a una u otra forma 

de los iones, los cuales a su vez, presentan propiedades diferentes. Por ejemplo, 

se sabe que el HOCl es más efectivo que el OCl- por ser una molécula neutra y 

aproximarse más fácilmente a la periferia negativamente cargada de muchos 

microorganismos patógenos como las bacterias;11 además, el HOCl obedece a un 

equilibrio regulado por el pH entre su forma molecular y su forma ionizada, OCl- 

(anión hipoclorito): 
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A valores de pH de 7.5, la proporción HOCl:OCl- es 50/50. Cuando el pH 

desciende hasta 7.0 la proporción varía a 78:22 y si el pH cae a 6.5, los valores 

cambian a 95:5. Cuando el pH desciende a valores menores que 2, el equilibrio 

mostrado en la ecuación 3, está favorecida a la izquierda produciendo liberación 

de cloro gas al medio.25 Por lo tanto es fundamental el control del pH si se desea 

encontrar mayor proporción de HOCl vs OCl- y evitar la producción de Cl2 (g), dada 

su toxicidad.  

4.1.2. Mecanismo de acción de la SES 

La naturaleza de las especies activas de cloro y oxígeno de las SES, las 

provee de un alto ORP (800-950 mV) lo que las caracteriza como soluciones 

superoxidantes. Esto es que, al entrar en contacto con diferentes materiales, 

“secuestran” o “depredan” electrones disponibles. Para el caso de 

microorganismos nocivos, está descrito14d, m, 15b que la SES induce daño oxidante 

de tipo lisis osmótica, ocasionando desequilibrio en los fluidos inter- e intra-

celulares. Esto resulta en pérdida de turgencia por formación de poros en la 

membrana, pared, cápsula, etc., del microorganismo patógeno [Figura 7]. 

 

Figura 7. Micrografías obtenidas por microscopía electrónica de barrido de microorganismos 

patógenos como quistes de Giardia duodenalis,15d tratados con A) agua desionizada (control), B) 
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SES a 60 ppm por 15 minutos, C) SES 3.25 ppm por 15 minutos; Bacillus sphaericus15b tratado con 

D) PBS (control), E) solución electrolizada superoxidada ácida (SESA; pH 2.6) a 60 ppm por 10 

minutos, Staphylococcus saprophyticus15b tratado con F) PBS (control), G) solución electrolizada 

superoxidada ácida (SESA; pH 2.6) a 60 ppm por 10 minutos. 

También existen reportes en la literatura que detallan efectos nocivos de las SES 

sobre los mecanismos de respiración y alimentación de los microbios, 26 aunque 

sin lugar a duda, el mecanismo primario de daño celular ocurre por lisis osmótica. 

Este tipo de mecanismo impide que los microorganismos puedan desarrollar un 

contra-mecanismo de resistencia ante este tipo de soluciones; esto aunado a sus 

propiedades de inocuidad, atoxicidad, ausencia de subproductos residuales, 

manejo sencillo al momento de aplicar y amabilidad con el ambiente, las convierte 

en los antisépticos ideales. 

Dado que las SES han logrado eliminar eficientemente a múltiples 

microorganismos nocivos, se les han atribuido otras bondades,27 por ejemplo en 

las áreas de agronomía y veterinaria se ha descrito aumento en la germinación de 

semillas y crecimiento de brotes,14e,f,27a,b incremento en la eclosión de huevo fértil 

de aves,27d,j elevación en cosecha de camarón y tilapia en granjas,27c,e,f 

prolongación de vida de anaquel en alimentos perecederos,22,27e,i,j y aumento en la 

recuperación de sacarosa de caña de azúcar.24g,h Por lo tanto, las SES se colocan 

como antisépticos de vanguardia, seguros y eficientes en el combate de múltiples 

microorganismos nocivos, cuya eliminación genera beneficios adicionales como 

los anteriormente mencionados e incluso con proyección internacional, como sería 

para el caso de la industria cañera Mexicana. Precisamente sobre este punto se 

desarrolla la presente tesis de licenciatura. 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


5.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN DEL 

PROYECTO 

Tal como se mencionó en la introducción (vide supra) existen 57 ingenios 

azucareros operando en la República Mexicana, de los cuales el 40% reportó 

índices de eficiencia en fábrica inferiores al promedio nacional durante los 

periodos de zafra 2000-2011, y aunque en el periodo 2012-2013 se registró un 

incremento del 27% en la producción total de azúcar, no se atribuye dicho 

incremento a la mayor eficiencia en las labores desarrolladas en los ingenios 

(post-cosecha). De acuerdo con lo anteriormente revisado sobre la calidad de la 

caña de azúcar y sus jugos y sobre su efecto en la recuperación eficiente de 

sacarosa y optima operación de los ingenios, se sabe que más del 60% de la 

pérdida de sacarosa correlaciona con la elevada concentración de flora 

microbiana, especialmente las bacterias ácido lácticas formadoras de dextranas, 

Leuconostoc mesenteroides. Por lo tanto el control o erradicación de este tipo de 

patógenos afectaría la calidad de los jugos de caña en ingenios y por lo tanto en la 

recuperación del azúcar, que de ser aplicable a nivel industrial, implicaría un 

impacto positivo en el sector económico y productivo de la industria azucarera.  

Inicialmente se plantea investigar, in vitro, el efecto de un antiséptico sobre 

la caña de azúcar y sus jugos, monitoreando cambios en la contaminación 

bacteriana, variación de propiedades físico-químicas (pH y Brix) y formación de 

subproductos metabólicos como dextranas y azúcares reductores. El antiséptico a 

utilizar es una solución electrolizada de superoxidación con pH neutro (SES) 

fabricada por Esteripharma México, S.A. de C.V., que ha demostrado14, 21a, 23,27 ser 

un antiséptico de amplio espectro (bacterias, virus, hongos, esporas, levaduras, 

algunos parásitos y sus quistes), inocuo, amigable con el ambiente y actualmente 

posicionada exitosamente como sanitizante de alto nivel28 en el área de la 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


medicina y la industria alimentaria. Además, en la literatura existe amplia evidencia 

sobre el uso de las soluciones electrolizadas de superoxidación como antisépticos 

de alto nivel en diversos rubros del sector productivo y de servicios.14-22 En 

particular, estudios in vitro29a y sobre productos cárnicos29b han descrito la 

disminución significativa de las UFC/mL de la bacteria Leuconostoc spp., luego del 

tratamiento por aspersión con una solución similar a la SES pero con pH 

ligeramente ácido. Incluso existen investigaciones realizadas directamente en 

ingenios azucareros de la India que demuestran un incremento del 15% en la 

pureza del jugo de caña de azúcar y del 24% en la recuperación de sacarosa, 

luego de 120 horas de resguardo, luego de tratar con un solución similar con pH 

ligeramente ácido.4a De acuerdo con lo anterior, se propone que el tratamiento con 

SES de la caña y/o de sus jugos contaminados con flora patógena nociva, 

especialmente con Leuconostoc spp., generará la erradicación o disminución de la 

misma, así como de sus subproductos indeseables como las dextranas y azúcares 

reductores, sin alterar las propiedades organolépticas. Además, al ser inocua y 

amigable con el ambiente, ofrece ventajas adicionales obvias de seguridad sobre 

los bactericidas comúnmente utilizados en la industria cañera (vide supra). El 

proyecto se planteó en función de los siguientes objetivos: 

6.- OBJETIVOS 

6.1. Objetivos Generales: 

1.- Establecer la efectividad de una solución electrolizada de superoxidación 

con pH neutro (SES) en la eliminación de microorganismos presentes en tallos y 

jugo de caña de azúcar, especialmente L. mesenteroides. 

2.- Determinar la conveniencia de utilizar una solución electrolizada de 

superoxidación con pH neutro para mejorar la calidad de jugos de caña de azúcar 
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como consecuencia de la eliminación de L. mesenteroides y disminución de 

subproductos metabólicos microbianos. 

 

6.2. Objetivos Particulares: 

1.- Cuantificar y caracterizar parte de la flora bacteriana patógena presente 

en jugo de caña obtenido de ingenio. 

2.- Aislar, cuantificar y caracterizar la bacteria Leuconostoc mesenteroides a 

partir de jugo de caña obtenido de ingenio. 

3.- Determinar el efecto microbicida, comparativamente con una solución 

acuosa de NaOCl, de una solución electrolizada de superoxidación de pH neutro, 

a diferentes concentraciones, sobre las bacterias presentes en caña de azúcar y 

sus jugos, especialmente sobre Leuconostoc mesenteroides. 

4.- Establecer un análisis comparativo entre la calidad de jugos de caña 

contaminados con L. mesenteroides, tratados y sin tratar con SES o solución 

acuosa de NaOCl, determinando °Brix, porcentaje de azúcares reductores 

(%RED), concentración de dextranas y pH. 

7.- MATERIALES Y MÉTODOS 

Se evaluará, in vitro, el potencial de una solución electrolizada de 

superoxidación con pH neutro a distintas diluciones para eliminar flora microbiana 

nociva presente en tallos y jugo de caña procedentes del ingenio Quesería, 

perteneciente al grupo Beta San Miguel. Este ingenio se encuentra en la localidad 

de Quesería, ubicada en el municipio de Cuauhtémoc, Colima, México y 

actualmente procesan la variedad precoz de caña CP722086. También se 
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establecerá un análisis comparativo de dicho potencial contra una solución acuosa 

de NaOCl con similares características de concentración de especies oxidantes. 

Se determinará la calidad del jugo proveniente del ingenio o del jugo 

derivado de tallos de caña, también provenientes del ingenio, tratados y sin tratar 

con SES o NaOCl (aq) a partir de análisis fisicoquímicos, bioquímicos y 

microbiológicos. Se determinará pH, ° Brix, concentración de azúcares reductores 

y dextranas. También se realizarán conteos de bacterias aerobias y bacterias 

acido-lácticas procurando identificarlas; en algunos casos también se determinará 

carga de mohos, hongos y levaduras. Para el caso de los jugos la evaluación se 

hará de manera directa mientras que para los tallos, se obtendrá el jugo de 

manera manual utilizando un exprimidor de presión. El jugo así obtenido se 

analizará de manera directa y además se utilizará para realizar experimentos de 

variación en calidad de los jugos a través del tiempo, mediante infecciones 

controladas con L. mesenteroides aislado de los mismos jugos provenientes del 

ingenio. Cuando el análisis de los jugos no sea inmediato, las muestras de 

conservarán congeladas por periodos no mayores a 5 días. El esquema 4 muestra 

el plan general de trabajo y en la sección de anexos se incluye la preparación de 

medios de cultivo y soluciones; así como el detalle de la construcción de curvas de 

calibración de las distintas mediciones.  
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Esquema 4. Reseña general de metodología. 

CAÑA DE AZÚCAR Y JUGO 

Determinación de concentración mínima 
inhibitoria para Leuconostoc 

mesenteroides por técnica de microplaca 

Curva de crecimiento para 
Leuconostoc mesenteroides 

Tratamientos comparativos  SES (Solución 
electrolizada de superoxidaciön con pH 

neutro) a vs NaOCl(aq) (Hipoclorito de sodio 
acuoso) 

Estudios microbiológicos Estudios fisicoquímicos 

Cuenta de bacterias 
aerobias en placa 

Determinación de ORP 

Cuenta de mohos y 
levaduras 

Identificación de 
Leuconostoc 

mesenteroides 

Determinación de pH 

Determinación de 
azucares reductores 

Determinación de 
dextranas 

Determinación de Brix 

Valoración y/o tratamientos de jugo 
de ingenio y jugo extraído de la caña 
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7.1. Cuenta de bacterias aerobias (mesófilos) en placa30  

1. Se transfirió 1ml de muestra a un tubo con 9 ml de solución salina 

fisiológica estéril (SSFE), se agito perfectamente y se efectuaron las siguientes 

diluciones decimales: 1x10-1, 10-2 y 10-3. 

2. Se colocaron, en cajas Petri estériles y por duplicado, 100 µL de las 

diluciones 1x10-1 y 10-3. 

3. Posteriormente se agregaron 15-18 ml de BHI (infusión cerebro corazón) 

a cada placa, se homogenizaron mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 

6 en sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrás hacia 

adelante. 

4. Se dejaron solidificar para incubar durante 48 h a 37°C. 

5. Se contaron las UFC contenidas en cada una de las cajas con ayuda de 

un contador de colonias. 

7.2. Cuenta de mohos y levaduras31 

1. Se transfirió 1ml de muestra a un tubo con 9 ml de SSFE, se agitó y se 

efectuaron las siguientes diluciones decimales: 1x10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5. 

2. Se colocó, en cajas Petri estériles y por duplicado, 1 ml de las diluciones: 

10-3 y 10-5. 

3. Posteriormente se agregaron 15-18 ml de agar papa dextrosa a cada 

placa, se homogenizó mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en 

sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrás hacia 

adelante. 

4. Se dejó solidificar para incubar durante 3, 4 y 5 días a 25°C. 
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5. Se contaron las UFC contenidas en cada una de las cajas con ayuda del 

instrumento contador de colonias. 

7.3. Identificación de algunos microorganismos patógenos en jugo de caña 

de ingenio 

Con un asa se tomó una muestra del jugo de ingenio y se sembró en una 

caja de medio BHI por método masivo (anexo 3) y se incubo 24 h a una 

temperatura de 25° C; pasado este tiempo se observó el crecimiento de diferentes 

colonias de bacterias las cuales se sembraron por separado en diferentes cajas 

por método masivo. Posteriormente se realizó a cada muestra una coloración de 

Gram para observar microscópicamente su morfología bacteriana corroborar su 

pureza. Cada bacteria purificada se caracterizó utilizando el equipo Vitek® 2 

(Anexo 4).  

7.4. Purificación, siembra e identificación de Leuconostoc mesenteroides 

por tinción de Gram, catalasa y oxidasa32 

El crecimiento, purificación, aislamiento y propagación de L. mesenteroides 

se realizó utilizando los medios BHI (Brain Heart Infusion),32e BHI Modificado, Agar 

Mayeux37 y Agar Mayeux modificado. 

El medio Agar Mayeux se utilizó para hacer crecer selectivamente a L. 

mesenteroides en conjunto con la dextrana producida. Adicionalmente se preparó 

un medio Agar Mayeux modificado (sin sacarosa), para poder contar las UFC de L. 

mesenteroides sin obstrucción, por presencia de dextranas. 

En los medios BHI se comparó si las características y velocidad de 

crecimiento de L. mesenteroides era similar a lo observado en los medios Mayeux 

y se utilizó como medio de cultivo adicional. 
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Para purificar a la bacteria, inicialmente se sembraron (con asa) alícuotas 

del jugo de ingenio en medio BHI por técnica de dilución (anexo 3). Se incubó 24 

horas a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron resiembras, en medio 

BHI Modificado, de las colonias con morfología características de  L. 

mesenteroides, inicialmente crecidas en medio BHI. Se realizó la coloración de 

Gram y se observó microscópicamente su morfología y pureza. En caso de no 

estar pura, se repiten las siembras en medio selectivo o BHI. Una vez pura se 

realizaron pruebas bioquímicas primarias y secundarias para su identificación, de 

la manera a continuación descrita. La propagación de la bacteria pura se realizó 

en medio Mayeux modificado por técnica masivo (anexo 3). 

7.4.1. Tinción de Gram32b-d 

Frotis: Con la ayuda de un mechero, flamear un asa bacteriológica hasta el 

rojo vivo y esperar a que enfríe un poco. Posteriormente, tomar con el asa una 

gota de agua estéril y agregar en un portaobjetos. Flamear nuevamente el asa  y 

esperar a que enfríe. Tomar con el asa un poco de muestra bacteriana a partir de 

una colonia aislada, agregar en la gota de agua que está en el portaobjetos y 

homogeneizar suavemente con movimientos circulares. Esperar a que seque al 

aire libre o poner durante uno o dos segundos con la llama de un mechero para 

fijar la muestra, teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo (sólo se pasa 

por la llama), puesto que el calor excesivo puede cambiar la morfología celular de 

las bacterias a observar. 

Tinción: Agregar cristal violeta; solo el suficiente para que se cubra el 

extendido bacteriano, dejar actuar durante 60 segundos. Agregar el lugol; solo el 

suficiente, dejar actuar durante 60 segundos. Decantar y enjuagar con agua.  

Agregar una o dos gotas de alcohol-acetona e inmediatamente enjuagar con agua 
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corriente. Agregar Safranina; solo la suficiente. Dejar actuar durante 60 segundos. 

Enjuagar con agua corriente. Dejar secar a temperatura ambiente. Observar en un 

microscopio óptico con un objetivo 100X usando aceite de inmersión. 

7.4.2. Catalasa y oxidasa32b-d 

Oxidasa: Se toma con un palillo grueso de madera una muestra bacteriana 

a partir de una colonia aislada proveniente de un cultivo de 24h. La muestra se 

pone en contacto con un disco impregnado de tetrametil-p-fenilendiamina, dimetil-

p-fenilendiamina o indofenol. Se debe observar una coloración morada en un 

lapso no mayor a 30 segundos para que sea positivo, de lo contrario el resultado 

es negativo. 

Catalasa: El reactivo utilizado en la prueba es el peróxido de hidrogeno al 

30%; se pone una gota de peróxido en el portaobjetos y posteriormente con un 

palillo plano tomar un poco de bacteria a partir de una colonia aislada, si se 

observa el burbujeo generalmente intenso significa que hay producción de oxígeno 

por lo tanto se entiende que hay presencia de la enzima catalasa. 

7.5. Curva de crecimiento para Leuconostoc mesenteroides 

La bacteria L. mesenteroides se purificó y propagó de acuerdo a lo descrito 

en 7.4. Posteriormente se estandarizó al 1.0 de la escala de McFarland (anexo 5) 

en 3 ml de SSFE. Se tomó 1 ml del estándar, se colocó en un matraz con 99 ml de 

medio de cultivo BHI suplementado con 1ml de SFB (BHI Modificado) y se 

mantuvo en agitación durante una hora. Se tomaron alícuotas, de 100 L, al 

tiempo 0 (antes de iniciar agitación) y desde la hora 1 (posterior a la agitación) y 

hasta 7 horas post-agitación; adicionalmente a las 17, 18, 19 y 20 horas post-

agitación. Las alícuotas se colocaron en una placa de lectura de 96 pozos y se 

leyó su absorbancia inmediatamente después de ser tomadas, utilizando un lector 
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de placas ELx800 BioTek, operando a 550 nm. El experimento se realizó por 

duplicado. 

7.6. Valoración de solución electrolizada de superoxidación e hipoclorito de 

sodio 

Se utilizó solución electrolizada de superoxidación con pH neutro al 0.006% 

e intervalo de pH entre 6.7-7.0 y ORP de 850-870 mV. La solución fue 

proporcionada por la casa farmacéutica Esteripharma México S.A. de C.V. 

También se utilizó solución de NaOCl al 4.00-4.99% (Sigma-Aldrich, 239305). A 

partir de ambos antisépticos se prepararon diversas soluciones de trabajo diluidas 

utilizando agua bidestilada. El intervalo de pH de las soluciones de trabajo a partir 

del NaOCl, fue de 8.57-7.35, mientras que su ORP de entre 780-814 mV.  Para 

valorar a los agentes antisépticos se utilizó el método colorimétrico analítico de 

yodometría 4500-Cl B33, esta técnica es válida para determinar la concentración 

de cloro activo para el caso del NaOCl y las especies activas de cloro y oxígeno 

para el caso de la SES. Se utilizó la misma concentración de cloro libre de NaOCl 

que de SES, el ajuste se realizó utilizando agua bidestilada con pH de 6.10 y ORP 

de 672 mV. 

7.6.1. Método yodométrico33 

El método yodométrico es una titulación redox indirecta del agente oxidante. 

En este caso el cloro residual oxidará al ión yoduro (I-, incoloro) a yodo molecular 

(I20; anaranjado o amarillo, dependiendo de la concentración), el cual es volátil y 

muy insoluble, por lo que la reacción se realiza utilizando exceso de yoduro de 

potasio (KI) lo que promueve la formación del ión triyoduro (I3-, anaranjado o 

amarillo, dependiendo de la concentración) [Ecuación 6].33 Este ión se reduce 

nuevamente a ión yoduro por adición de solución patrón de tiosulfato de sodio. El 
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punto final se determina agregando a la mezcla solución de almidón, el cual forma 

un complejo color azul intenso o violeta, dependiendo de la concentración del 

complejo [Ecuación 8]. La titulación se realiza en medio ácido (pH 3-4; con ácido 

acético glacial) y, como ya se dijo, agregando un ligero exceso de yoduro de 

potasio, con el fin de que la reacción sea estequiométrica respecto a los agentes 

oxidantes y reductores de la reacción, ya que está descrita la oxidación parcial del 

tiosulfato a sulfato, a pH neutro, y la desproporción del triyoduro a especies tipo 

IOX-, a pH alcalino.33 La concentración del patrón tiosulfato se determina por 

titulación, también en medio ácido (H2SO4) y en presencia de exceso de yoduro de 

potasio (KI), del anión triyoduro (I3-) formado a partir del yodo molecular liberado 

por la oxidación del ión yoduro (I-) realizada por dicromato de potasio (K2Cr2O7). 

Dicha sal es un oxidante fuerte en dónde el cromo tiene un estado de oxidación 

inicial de 6+. [Ecuación 7].     

 

 

En las ecuaciones 6 y 7, los agentes oxidantes son el cloro libre 

(representado como cloro molecular acuoso con estado de oxidación cero) y el ión 

dicromato (estado de oxidación del cromo, 6+) respectivamente; éstos son 

oxidantes más fuertes que el ión yoduro (estado de oxidación 1-) y por lo tanto lo 

oxidan a su forma molecular, I2 (estado de oxidación cero), el cual reacciona con 
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el ión yoduro excedente presente en el medio acuoso para formar el anión 

triyoduro (I3-, estado de oxidación 1-). Los agentes oxidantes se reducen y el ión 

yoduro se oxida: 

 

El cloro cambia su número de oxidación de 0 a -1 (reducción); el cromo del 

ión dicromato pasa de +6 a +3 (reducción) y el ión yoduro pasa de -1 a 0 

(oxidación). 

En la ecuación 8, el agente reductor tiosulfato (el estado de oxidación de los 

azufres es mixto, uno es 5+ y el otro el 1-) reacciona con el complejo molecular I3- 

(estado de oxidación 1-). El agente reductor se oxida al reaccionar con el complejo 

molecular I3-, obteniéndose anión tetrationato y ión yoduro (I-): 

 

Uno de los azufres del ión tiosulfato pasa de -1 a 0 (oxidación), mientras 

que el yodo molecular pasa de 0 a -1 (reducción). 

Los cambios en los estados de oxidación inducen cambios en la coloración 

de la solución al momento de titularse que indican su punto final y por medio de 

unos ajustes aritméticos se logra conocer la concentración inicial del agente 

oxidante, que para el caso del NaOCl (aq) será cloro residual, mientras que para la 

SES serán las especies activas de cloro y oxígeno. 
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7.7. Determinación de concentración mínima inhibitoria (CMI) de SES sobre 

L. mesenteroides y otros patógenos presentes en jugo de caña por técnica de 

microplaca o técnica colorimétrica de Mosmann. 

7.7.1. Técnica colorimétrica de Mosmann34 

El método fue desarrollado en 1983 por Mosmann y modificado por 

Francois Denizot y Rita Lang. El MTT, también conocido como azul de Tiazol, es 

una sal de tetrazolio soluble en agua de coloración amarilla. La prueba 

colorimétrica de MTT ha sido previamente descrita para medir la citotoxicidad y 

proliferación celular. La prueba se basa en la capacidad de la enzima mitocondrial 

succinatodeshidrogenasa de células viables para transformar la sal de MTT 

tetrazolio (de color amarillo) en MTT formazán, un producto de color azul. La 

intensidad del color azul será proporcional al número de células vivas presentes. 

La absorbancia del colorante se mide a una longitud de onda de 590 nm. 

La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) se realizó por 

microdilución en placa de 96 pozos. Se estandarizó la bacteria al 0.5 de la  escala 

de McFarland  en un tubo de 2 ml de SSFE y se colocaron 100 µL del 

estandarizado sobre pozos de la placa, previamente cargados con 100 L de SES 

a: 60, 30, 15, 7.5, 3.75, 1.87, 0.93 y 0.0 µg/ml, estandarizados con SSFE. Cada 

pozo se mezcló con la micropipeta y se dejó actuar 1 min. A cada pozo de la placa 

se añadieron 15 µL de reactivo MTT y se incubó a 37°C durante 30 min. 

Finalmente se leyó su absorbancia en un lector de placas ELx800 a 540 nm. La 

prueba de viabilidad bacteriana se realizó para todos los pozos. Se sembraron 5µL 

del inóculo de cada pozo en una placa de agar de BHI y se realizó el conteo de 

UFC luego de incubar 24 h a 25°C. Cada ensayo con su respectivo control de 

crecimiento y esterilidad se realizó por duplicado. 
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7.8. Determinación de azúcares reductores (Método de Eynon y Lane) 7,10 

Se transfieren 50 ml de la muestra a analizar en una bureta. Aparte, en un 

matraz Erlenmeyer se colocan (en el siguiente orden) 5 ml de solución de Fehling 

A, 5 ml de solución de Fehling B, 20 ml de agua destilada y 5 ml de la muestra a 

analizar. El matraz se agita con ayuda de agitador magnético, se calienta hasta 

ebullición y se mantiene así durante 2 minutos. Se agregan 3 gotas de azul de 

metileno al 1% y se coloca la bureta con la muestra a 2 cm de la boca del matraz 

Erlenmeyer y mientras está en ebullición y agitación se agrega la muestra de la 

bureta hasta que desaparezca la coloración azul y aparezca una tonalidad color 

rojo ladrillo. Se registra la cantidad de ml de muestra gastados para producir el 

vire. Las lecturas del volumen fueron interpretadas en función de la curva estándar 

preparada a partir de soluciones patrón de D-glucosa y D-fructosa (1:1), la cual 

correspondió a una ecuación exponencial, y = 8616.1x-1.075; R2 = 0.9967. 

7.9. Determinación de dextranas35 

Para la determinación de concentración de dextranas en los jugos de caña 

analizados se siguió la metodología descrita en la NMX-F-476-SCFI-2011. Los 

resultados fueron interpretados con la curva de calibración construida, cuyos 

resultados se muestran en el apéndice 2. 

Se colocaron 2 ml del jugo de caña a analizar en un tubo de ensayo y se le 

agregó 1 ml de ácido tricloroacético al 10% para realizar digestión durante 5 

minutos. Posteriormente se filtró 1ml de la solución digerida a otro tubo de ensayo 

utilizando un microfiltro provisto de una membrana de celulosa poro 0.45 m 

(Millipore®; Cat. No. HATF 13750). Finalmente se adicionó 1 ml de alcohol etílico 

absoluto, se homogenizó y se dejó reaccionar durante 5 minutos. La turbidez 
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formada se leyó en espectrofotómetro operando en modo VIS a una longitud de 

onda de 720 nm. 

7.10. Determinación de pH y ORP 

La medición de pH y ORP se realizó de manera directa sumergiendo en los 

jugos un equipo Combo pH & ORP Hanna Instruments Hi 98121combinados de 

pH/ORP/Temperatura. 

7.11. Determinación de ° Brix 

Se utilizó un refractómetro con capacidad para registrar lecturas de 0° a 

32°Brix (Refractómetro portátil ATAGO Hand Refractometer, N-1E). Las alícuotas 

de jugo a analizar se filtraron a través de una membrana de 0.45 m (Millipore®; 

Cat. No. HATF 13750); se tomó una gota de la solución y se colocó en la ventana 

de lectura del refractómetro. Se observó la escala y se registró la lectura indicada, 

la cual es igual a los grados Brix de la muestra. 

7.12. Ensayos de desinfección sobre tallos y jugo de caña de ingenio con 

SES o NaOCl (aq) 

7.12.1. Tratamiento y valoración de tallos 

Los tallos se manejaron tal cual fueron recibidos del ingenio. Se picó la 

caña sin pelar ni lavar en trozos de aproximadamente 2-3 cm2 y se formaron pilas 

de 10 g de muestra. Algunas fueron infectadas por aspersión con 100-300 L de 

jugo de ingenio. Luego de 1 minutos algunas pilas fueron tratadas por aspersión 

con 450 L de agua bidestilada (blanco) o SES a 44 y 6 ppm, partiendo de una 

SES a 60 ppm y diluyendo con agua bidestilada. Se dejaron reaccionar durante 1, 

5, 10 ó 30 minutos y se procedió a moler, cada pila, en licuadora casera (máxima 

velocidad, 30 segundos) utilizando 100 ml de agua bidestilada. El jugo resultante 
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se pasó por filtro de gaza y algodón para retirar fibra y remanentes sólidos y se 

conservó congelado a 4°C en tubos Falcón® de 15 ml hasta su análisis 

microbiológico. Los análisis se realizaron por duplicado o triplicado. 

7.12.2. Valoración y tratamiento del jugo de ingenio 

Inicialmente el jugo se valoró tal cual fue recibido del ingenio. Se determinó 

de manera directa su pH y ORP, concentración de azúcares reductores y 

dextranas. La carga microbiológica patógena se realizó utilizando los medios 

apropiados para microorganismos aerobios, bacterias ácido lácticas, mohos, 

hongos y levaduras (vide supra). Los tratamientos del jugo con SES o NaOCl (aq) 

se realizaron utilizando concentraciones de 60, 30 y 15 ppm del antiséptico. Se 

mezclaron 100 L de jugo con 100 L del respectivo antiséptico y se dejaron 

reaccionar durante 60 segundos. Posteriormente se sembraron en medio Agar 

Mayeux y Agar Mayeux modificado y se realizaron los conteos respectivos de 

UFC. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

7.12.3. Inhibición de formación de dextranas por tratamiento de jugo de 

ingenio con SES o NaOCl (aq) 

Se procedió de acuerdo a lo descrito en la sección 7.12.2 sólo que, de 

manera adicional, la dextrana formada en las cajas con medio Mayeux se disolvió 

en 10 ml de agua bidestilada estéril para determinar su pH y concentración. Los 

experimentos se realizaron por triplicado sextuplicado.   

7.13. Ensayos de degradación a través del tiempo de jugo de caña 

contaminado con L. mesenteroides  

7.13.1 Obtención y valoración del jugo de caña obtenido de tallos 

provenientes de ingenio 
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La caña, recibida del ingenio como tallos de 50-60 cm de longitud, se peló y 

picó en trozos de aproximadamente 9cm2. Posteriormente se colocaron en un 

exprimidor manual y se extrajo su jugo por compresión. Del jugo resultante se 

determinó de manera directa el pH, ORP, concentración de azúcares reductores y 

dextranas. Los ° Brix se determinaron luego de pasar una alícuota de los jugos a 

través de una membrana 0.45 m (Millipore®; Cat. No. HATF 13750). La carga 

microbiológica patógena se realizó utilizando los medios apropiados para 

microbios aerobios y para bacterias ácido- lácticas (vide supra). 

7.13.2. Curva de degradación de jugo de caña obtenido de tallos de 

ingenio, por infección controlada con L. mesenteroides  

La obtención y valoración inicial de los jugos se realizó de acuerdo a lo 

descrito en la sección 7.13.1. La bacteria L. mesenteroides se aisló, purificó, 

concentró a partir de jugo de ingenio. La muestra se estandarizó a 3 ml con 1x108 

o 12x108 UFC/ml (turbidez McFarland), de acuerdo a lo descrito en la sección 7.6. 

Posteriormente se colocó 1 ml del inóculo en 199 ml de jugo de caña y se incubó a 

temperatura ambiente por 0, 1, 3, 5 y 24 horas. De cada tiempo se tomaron 

alícuotas que se valoraron para pH, ° Brix, concentración de azúcares reductores, 

concentración de dextranas y carga bacteriana. Los experimentos se realizaron 

por triplicado para el inóculo de 1x108 y un solo experimento para el inóculo de 

12x108, con sus respectivos controles negativos (jugo sin contaminar). 

7.13.3 Ensayos de degradación de jugo de caña obtenido de tallos de 

ingenio por infección controlada con jugo de ingenio, tratado y sin tratar con SES o 

NaOCl (aq) 

Para la valoración y tratamiento del jugo de ingenio, contaminado con L. 

mesenteroides, se procedió de acuerdo a lo descrito en 7.12.2. Para obtención y 
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valoración inicial del jugo de caña a partir de tallos de ingenio, se procedió como 

describe la sección 7.13.1. Posteriormente, se colocaron 4 alícuotas de 20 ml de 

jugo de caña exprimido de tallos y se infectaron, respectivamente con 0 L de jugo 

de ingenio (control), 100 L de jugo de ingenio sin tratar (control positivo), 100 L 

de jugo de ingenio tratado con SES a 60 ppm de especies activas de cloro y 

oxígeno, y 100 L de NaOCl (aq) a 60 ppm de cloro activo. Las muestras se 

incubaron a temperatura ambiente por 0 y 48 horas y en cada tiempo se 

determinaron sus valores de pH, ORP, concentración de azúcares reductores, ° 

Brix y concentración de dextranas. Se realizaron siembras de cada muestra en 

medio Agar Mayeux y medio Agar Mayeux modificado luego de incubar a 

temperatura ambiente 0 y 48 horas. Los experimentos se realizaron por duplicado 

o triplicado y los análisis estadísticos para todos los ensayos se realizaron 

utilizando el paquete Microsoft Excel 2010. 

 

8.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Inicialmente se realizó la valoración del jugo de ingenio tal cual se recibió y 

del jugo de los tallos, extraído como se detalla en la sección 7.12.1. El jugo 

presentó un color verde intenso, mientras que los tallos tenían adherida gran 

cantidad de ceniza y suciedad [Figura 8]; sus valores de pH, azúcares reductores, 

concentración de dextranas y UFC/ml de mesófilos, hongos, mohos y levaduras se 

muestran en la tabla 3. 
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Figura 8. Aspecto de jugo y de tallos provenientes de ingenio. La imagen muestra también la 

dimensión de los trozos en que fueron cortados los tallos para su análisis. 

 

Tabla 3. Valores de pH, azúcares reductores, concentración de dextranas y de UFC/ml de 

mesófilos aerobios, hongos, mohos y levaduras, presentes en jugo de ingenio y en jugo extraído de 

tallos de caña de azúcar. La desviación estándar se muestra entre paréntesis. 

Se puede observar que los valores de ° Brix obtenidos corresponden a lo descrito 

en la literatura para jugos obtenidos de tallos maduros, ya que está documentado 

que existe variación en los ° Brix dependiendo de la edad de la planta.8b Con 

respecto a los azúcares reductores en jugos y tallos de caña de azúcar, existe 

gran diversidad de intervalos descritos en la literatura; en general los identifican 

desde 0.14% hasta 4.0% en peso.4-9 Esto es porque existen múltiples factores que 

alteran la concentración de estos azúcares en los tallos y sus jugos; 

principalmente la variedad de caña, la zona de siembra y cosecha, la edad de la 

planta y las condiciones climáticas. Fermín-Subirós presenta un análisis completo 

sobre la variación de diversos parámetros de jugos de caña, dependiendo su 
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variedad y madurez, y en él describe variación en concentración de azúcares 

reductores desde 0.14% hasta 3.5% en peso.8b Por otro lado, Serrano-Galvis 

menciona que en cañas maduras, el contenido de azúcares reductores se 

encuentra entre 0.4-0.6% peso,7 valores muy similares a los descritos por 

Sandoval-Larriva y Esparza-Tovar de 0.39-0.57% peso,5 y ligeramente inferiores a 

los documentados por Marín-Ocampo de 0.52-0.66% peso.8e Para el caso del jugo 

de los tallos provenientes de Colima, se encontró un contenido de azúcares 

reductores del 0.36(0.1)% en peso, lo que está dentro de los parámetros descritos 

en la literatura, aunque ligeramente por debajo de lo descrito por los últimos 3 

autores. El jugo de ingenio presentó valores más elevados, de 0.55 (0.15) % en 

peso, lo que se puede esperar debido a la mayor carga bacteriana y menor pH. En 

ambos casos las UFC de hongos, mohos y levaduras fue muy superior a lo 

reportado, y se pueden justificar estos resultados con el hecho de que tanto el jugo 

de ingenio como los tallos, no fueron analizados de inmediato, sino que pasaron 1-

3 días (en refrigeración a 4°C para el caso del jugo y a temperatura ambiente para 

los tallos) en lo que llegaron a nuestro laboratorio para poder ser analizados. 

Como resultado también se observa una carga de mesófilos aerobios un tanto 

superior a lo descrito en la literatura, así como valores elevados de dextranas 

[Tabla 3]. En la literatura está descrito que la concentración de dextranas se 

incrementa significativamente en tallos de caña quemados o cortados, a través del 

tiempo que pasan sin ser procesados.8f Es importante mencionar que 

independiente del efecto que tuvo el tiempo de transporte de las muestras sobre 

su disminución de calidad, el jugo de caña de ingenio venía seriamente 

contaminado con levaduras, de modo que muestras de cristales de azúcar 

provenientes de las etapas casi finales del proceso de dichos jugos, también 

presentaron contaminación microbiológica de 81 UFC/ml, pero únicamente por 

levaduras. 
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De la contaminación de mesófilos aerobios encontrada en el jugo de ingenio 

(2.5x108 UFC/ml), hongos (23,000 UFC/ml) y levaduras (4.95x106 UFC/ml), se 

lograron identificar varios microorganismos patógenos. Para lograrlo, se utilizaron 

técnicas como tinción de Gram, bioquímicas primarias y secundarias, así como el 

equipo Vitek® 2 (sección 7.3 y Anexo 5). 

Se identificó a los bacilos Gram negativos Enterobacter cloacae, Klebsiella 

pneumoniae y Pantoea spp.; así como a las levaduras Cryptococcus laurenti, 

Pediococcus pentosaceus y Candida intermedia [Figura 9]. Las levaduras 

presentes en los cristales de azúcar correspondieron a Cryptococcus laurenti.  

Todos estos microorganismos se caracterizan por participar en la 

fermentación de azucares y ser patógenos ambientales; son importantes 

productoras de lévanos, otros heteropolisacaridos y azúcares reductores (glucosa 

y fructosa). Las levaduras se encuentran en la naturaleza principalmente donde 

haya presencia de azúcares; intervienen en el proceso de fermentación 

transformando la sacarosa en CO2 y alcohol (etanol) por medio de reacciones 

bioquímicas. Por lo tanto también hay disminución de pH y pérdidas considerables 

de sacarosa en los jugos de caña contaminados con levaduras. 
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Figura 9. Tinción de Gram y morfología de microorganismos patógenos identificados en jugo de 

ingenio. 

Adicionalmente a estos patógenos, se identificó a la bacteria ácido-láctica 

Leuconostoc mesenteroides por pruebas bioquímicas primarias [Tabla 4] y 

secundarias [Tabla 5], así como por tinción de Gram [Figura 10]. Las bacterias 

acido lácticas obtienen su energía de la fermentación de azúcar produciendo 

cantidades considerables de ácido los cuales acidificaran los jugos de caña, esto 

ocasiona la producción de una enzima invertasa la cual transforma la sacarosa en 

azucares reductores, estas bacterias acido lácticas se reproducen más 

rápidamente que las levaduras y compiten por la sacarosa presente en los jugos 

de caña. 
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Tabla 4. Resultados de pruebas bioquímicas primarias para L. mesenteroides. 

 

Tabla 5. Resultados de pruebas bioquímicas secundarias para L. mesenteroides, realizadas con y 

sin suero fetal. 

 

Figura 10. Tinción de Gram de L. mesenteroides. 

 Los resultados de las pruebas bioquímicas coinciden con lo descrito en la 

literatura para esta bacteria; 32a son bacterias ácido lácticas, Gram positivas, 

cocoides agrupados en pares o cadenas cortas [Figura 10], tienen un lento 
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crecimiento que va de 24 a 48 horas a temperatura ambiente. Se observó buen 

crecimiento, como pequeñas colonias viscosas, lisas y de color crema, en medio 

Mayeux modificado (sin producción de dextranas) y BHI modificado. L. 

mesenteroides es de las principales bacterias responsables de producir dextranas 

y ácidos orgánicos, lo que disminuye el pH de los jugos y su calidad. Prueba de 

esto fue cuando se sembró a la bacteria pura en medio selectivo Mayeux, lo que 

permitió observar la formación de gomas translúcidas identificadas como 

dextranas (vide infra) [Figura 11]. 

 

Figura 11. Crecimiento de L. mesenteroides en medio selectivo Mayeux. A-B) Cajas Petri 

preparadas con medio Mayeux en el que creció la bacteria junto con presencia de dextranas. C)  

Acercamiento de la apariencia y cantidad de las gomas o dextranas formadas. 

 La presencia de esta goma es característica del género Leuconostoc spp 

cuando crece en un medio selectivo como Mayeux, puesto que este género 

bacteriano toma la sacarosa presente en el medio selectivo produciendo 

polisacáridos gomosos translúcidos, denominados dextranas, por medio de la 

enzima dextransacarasa. 
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 Luego de la identificación de algunos microorganismos patógenos y a la 

principal bacteria ácido-láctica responsable de la degradación de los jugos de 

caña, se procedió a realizar retos in vitro de su viabilidad frente a diferentes 

concentraciones de solución electrolizada de superoxidación con pH neutro. Los 

retos se realizaron con el método de concentración mínima inhibitoria por técnica 

de microplaca (ver sección 7.7).  

Los patógenos Pantoea spp., Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae 

mostraron viabilidad desde el pozo 3, esto es que SES a 15 ppm pudo eliminarlos. 

Por su parte, Pediococcus pentosaceus y Leuconostoc mesenteroides mostraron 

inhibición hasta el 3er pozo, o sea con SES a 7.5 ppm. Finalmente Cryptococcus 

laurenti y Candida intermedia se eliminaron hasta el pozo 4, es decir con SES a 

3.25 ppm [Figura 12]. Las concentraciones de inhibición se calculan dividiendo 

entre dos la concentración originalmente colocada en cada pozo, ya que un 

volumen igual de SSFE con el inóculo bacteriano se agregó para el reto.  
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Figura 12. Crecimiento bacteriano en pruebas de dosis mínima inhibitoria de SES sobre distintas 

bacterias presentes en el jugo de ingenio. A: Leuconostoc mesenteroides; A1) Método de 

Mosmann, A2) Crecimiento en caja; B: Candida intermedia; B1) Método de Mosmann, B2) 

Crecimiento en caja; Crecimiento en caja de C) Enterobacter cloacae, D) Klebsiella pneumoniae, E) 

Cryptococcus laurenti, F) Pantoea spp y G) Pediococcus pentosaceus.  

Luego de realizar las determinaciones in vitro anteriores y tomando como base las 

concentraciones inhibitorias obtenidas, se procedió a hacer tratamientos de los 

tallos de caña con SES en dos concentraciones y a diferentes tiempos de 

contacto, de acuerdo a lo descrito en la sección 7.12.1. Inicialmente se retaron 
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pilas de caña tal cual se recibieron del ingenio [Figura 8] (sin infección adicional) 

con SES a 44 y a 6 ppm durante 30 minutos [Gráficas 1 y 2]. 

 

Gráfica 1. Concentración porcentual de mesófilos aerobios en tallos de caña antes y después de 

tratamiento con SES. 
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Gráfica 2. Disminución porcentual de mesófilos aerobios en tallos de caña de ingenio tratados con 

SES a 44 y 6 ppm. 

Los resultados demuestran que el tratamiento con SES a 44 ppm logró disminuir la 

contaminación de mesófilos aerobios en 93.6%, mientras que el tratamiento a 6 

ppm la redujo en 91.2% [Gráfica 2]. Debido a que los porcentajes de reducción 

fueron similares, los tratamientos análogos a diferentes tiempos de contacto se 

continuaron únicamente con SES a 6 ppm [Gráficas 3 y 4] y sobre pilas de caña 

picada e infectada con 100 L de jugo de ingenio. Para determinar la mejor 

relación v/p del tratamiento, se realizaron experimentos previos utilizando 

diferentes volúmenes de SES (1000, 800, 450 y 200 L) a 6 ppm para asperjar 10 

gramos de caña picada y se determinó que la mejor relación era de 450 L de 

SES por cada 10 gramos de caña desfibrada. Los resultados se realizaron por 

duplicado o triplicado. 
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Gráfica 3. Disminución en cuentas de mesófilos aerobios en tallos de caña de ingenio tratados con 

SES a 6 ppm durante 0, 1, 5 y 30 minutos. 

 

Gráfica 4. Disminución en cuentas de levaduras en tallos de caña de ingenio tratados con SES a 6 

ppm durante 0 y 5 minutos. 
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De acuerdo con las inhibiciones observadas se determinó que el tratamiento con 

SES a 6 ppm (450 L/10 g tallos picados o desfibrados) durante 5 minutos o 1 

minuto, disminuye la carga bacteriana entre un 70 y 50%; así como la carga de 

levaduras hasta en un 85.4%. Por lo tanto el tratamiento de tallos de caña bajo 

estas condiciones y justo a partir de que entran picadas o desfibradas a la banda 

que los conducirá a los molinos (aproximadamente 1 minuto para que comiencen 

a ser molidos o exprimidos) podría disminuir significativamente su contaminación y 

con ello elevar la calidad de sus jugos. 

 Con relación al análisis de la variación en la calidad de los jugos de caña 

con mayor o menor concentración de bacterias, se tomó como modelo la infección 

controlada con Leuconostoc mesenteroides, por ser de las principales bacterias 

ácido-lácticas identificadas en la industria cañera, causante de degradación de 

jugos por disminución de pH y generación de polisacáridos de alto peso molecular 

como las dextranas. 

Inicialmente se determinó la curva de crecimiento de L. mesenteroides con el fin 

de evaluar su comportamiento en medio BHI modificado [Gráfica 5]. 

 

Gráfica 5. Curva de crecimiento de L. mesenteroides en medio de cultivo BHI modificado. 
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La curva mostró las fases características del crecimiento bacteriano [Figura 13]:36 

 

Figura 13. Curva teórica de crecimiento bacteriano. 

 Fase de latencia: en esta etapa no se produce un aumento inmediato del 

número de células o de masa, esto no quiere decir que las células 

permanezcan inactivas o latentes, al contrario, durante este estadio cada 

una de las células se encuentran muy activas sintetizando nuevos 

componentes. La duración de esta fase varía según la condición de los 

microorganismos y la naturaleza del medio. 

 Fase exponencial: aquí los microorganismos se dividen hasta el nivel 

máximo posible, en función de su potencial genético, el tipo de medio y 

las condiciones en que crecen. La velocidad de crecimiento es constante; 

es decir, los microorganismos se dividen y se multiplican en número a 

intervalos regulares. La población es más uniforme, química y 

fisiológicamente. 
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 Fase estacionaria: el crecimiento de la población cesa, esta fase se puede 

atribuir a gran variedad de circunstancias, sobre todo al agotamiento de 

algunos  nutrientes y, en grado menos frecuente, a la producción de 

sustancias tóxicas durante el crecimiento.  

 Fase de muerte: después del periodo estacionario las bacterias pueden 

morir más rápidamente que la producción de células nuevas. En esta 

etapa, el número de células viables desciende exponencialmente, mueren 

a diferentes periodos debido a gran variedad de condiciones, la más 

importante es el agotamiento de las sustancias nutritivas y acumulación 

de subproductos tóxicos, dependiendo la naturaleza de la bacteria. 

Posteriormente se procedió a realizar experimentos controlados de infección de 

jugos obtenidos de exprimir directamente los tallos de caña provenientes del 

ingenio (ver sección 7.13.1 y 7.13.2). La infección se realizó con inóculos de 1x108 

[Tabla 6]  ó 12x108 UFC/ml [Tabla 7] de L. mesenteroides y se fueron evaluando 

los diferentes parámetros de calidad de los jugos [pH, ° Brix, %red (azúcares 

reductores) y concentración de dextranas (ppm)] pre-infección y luego de 1, 3, 5 y 

24 horas post-infección. La gráfica 6 muestra algunas de sus tendencias. 

 

Tabla 6. Variación a través del tiempo de parámetros de la calidad del jugo de caña contaminada 

selectivamente con 1x108 UFC de L. mesenteroides. La desviación estándar se ilustra entre 

paréntesis. 
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Tabla 7. Variación a través del tiempo de parámetros de la calidad del jugo de caña contaminada 

selectivamente con 12x108 UFC de L. mesenteroides. 

 

 

Gráfica 6. Valores de pH, log [dextranas] y ° Brix en jugos de tallos contaminados con inóculos de 

1x108 UFC o 12x108 UFC de L. mesenteroides. 

El análisis de los resultados anteriores deja claro el aumento de dextranas a través 

del tiempo a partir del jugo de caña fresco por actividad metabólica de L. 

mesenteroides. Adicionalmente se aprecia una disminución del pH por la 
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concomitante formación de ácidos orgánicos. Cabe señalar que la concentración 

porcentual de azúcares reductores en los jugos, mostraron disminución en los 

experimentos con tiempos más largos; esto es debido a que, de acuerdo en lo 

descrito en la literatura, 4,7 las bacterias utilizan la glucosa para sintetizar más 

dextranas y transforman la fructosa en manitol, que son los productos de 

descomposición finales y siempre presentes en jugos de caña deteriorados. Cabe 

señalar que en la medida que avanzaba el tiempo, los jugos iban presentando más 

y más sedimentos, de modo tal que los jugos de 24 y 72 horas estaban con mucha 

materia no disuelta y con olor a fermentado. Esto explica la disminución de ° Brix a 

través del tiempo. Por lo tanto queda de manifiesto la enorme influencia que tiene 

la contaminación de los jugos de caña de ingenio con L. mesenteroides en su 

disminución de calidad o degradación, y a mayor contaminación mayor 

degradación [Gráfica 6]. 

Tomando en cuenta lo anterior, se procedió a realizar un análisis de los 

parámetros de calidad de jugos extraídos directamente de los tallos de caña 

provenientes del ingenio (ver sección 7.13.1) antes y después de 48 horas de ser 

infectados con inóculos de jugo de ingenio (ver sección 7.13.3) altamente 

contaminado, no solo con L. mesenteroides, sino con flora bacteriana diversa (vide 

supra). La infección de los jugos fue realizada con inóculos de jugo de ingenio, 

tratados y sin tratar con solución electrolizada de superoxidación con pH neutro 

(SES) o NaOCl (aq) a 60 ppm y se realizó un análisis comparativo entre el poder 

bactericida de los antisépticos utilizados (ver sección 7.12.2). También se evaluó 

la capacidad de las bacterias contenidas en 100 L de jugo de ingenio para formar 

dextranas en caja con medio Mayeux, antes y después de tratamientos a 60, 30 y 

15 ppm de los mismos antisépticos (ver sección 7.12.3). En la tabla 8 y la gráfica 7 

se muestran los resultados de la variación de parámetros en jugo de ingenio con y 
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sin tratamiento de SES o NaOCl (aq) a diferentes concentraciones y en la tabla 9 se 

presentan los resultados de variación de parámetros en jugos de tallos de caña 

infectados con jugo de ingenio con y sin tratamiento a 60 ppm con los mismos 

antisépticos. 

 

Tabla 8. Parámetros de pH, ORP, concentración de dextranas, UFC/mL de mesófilos aerobios y 

bacterias ácido-lácticas (BAL) en jugo de ingenio, antes y después de tratamiento con SES o 

NaOCl (aq) a 60, 30 y 

15 ppm. 

 

 

Gráfica 7. Variación en concentración del log de dextranas (dex), bacterias ácido-lácticas (BAL) y 

mesófilas aerobias (MA) con y sin tratamiento de diferentes concentraciones de los antisépticos. 
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En la tabla 8 se aprecia el efecto de la contaminación con bacterias ácido-lácticas 

sobre el pH del jugo y su concentración de dextranas. El jugo sin tratamiento 

mostró un pH ácido de 4.38, concentración de BAL de 1.3x103 y concentración de 

dextranas de 1845 ppm. Los resultados de tratar 1:1 el jugo de ingenio con SES o 

NaOCl (aq) muestran una reducción completa sobre la producción de dextranas 

cuando la concentración de los antisépticos es desde 15 ppm para SES (7.5 ppm 

de concentración final en volumen total) o desde 30 ppm para NaOCl (aq) (7.5 ppm 

de concentración final en volumen total). Claramente la SES mostró superioridad 

para eliminar BAL y la consecuente producción de dextranas y dicha eliminación 

correlacionó con valores de ORP superiores a 420 mV. 

 

Tabla 9. Variación en parámetros de: A) Jugo de tallos sin tratar, B) Jugo de tallos sin tratar e 

incubado 48 horas, C) Jugo de tallos contaminada con 100 mL de jugo de ingenio, D) Jugo de 

tallos contaminada con 100 mL de jugo de ingenio e incubado 48 horas, E) Jugo de tallos 

contaminada con 100 mL de jugo de ingenio previamente tratado con 100 mL de SES a 60 ppm, F) 

Jugo de tallos contaminada con 100 mL de jugo de ingenio previamente tratado con 100 mL de 

SES a 60 ppm y el jugo de tallos incubado 48 horas, G) Jugo de tallos contaminada con 100 mL de 

jugo de ingenio previamente tratado con 100 mL de NaOCl (aq) a 60 ppm, H) Jugo de tallos 

contaminada con 100 mL de jugo de ingenio previamente tratado con 100 mL de NaOCl (aq) a 60 

ppm y el jugo de tallos incubado 48 horas. 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


Por otro lado, los resultados sobre la variación en los parámetros de calidad del 

jugo de tallos de ingenio, antes y después de ser contaminada con inóculo de jugo 

de ingenio sometido o no a tratamiento con los mismos antisépticos, generó 

resultados muy variables [Tabla 9]. En general se observó que tanto el pH como 

los ° Brix disminuyen luego de periodos largos de incubación (48 horas). La 

concentración de dextranas y las UFC/ml de mesófilos aumentan, también como 

es de esperar, pero él % RED disminuye, lo que no está de acuerdo con un 

decremento en el pH pero si con la degradación del jugo a otros subproductos de 

degradación como más dextranas, oligosacáridos y/o polisacáridos de alto peso 

molecular, alcoholes como el manitol y otros ácidos orgánicos. La muestra de jugo 

contaminada con inóculo de ingenio mostró un incremento en las UFC/ml de 

mesófilos aerobios, como era de esperarse, respecto de la muestra de jugo de 

caña de tallos de ingenio sin infección adicional. También se apreció mayor 

%RED, congruente con el aumento de bacterias en el medio. 

El tratamiento del jugo de ingenio utilizando para contaminada los jugos de tallos, 

con SES o NaCl (aq), redujo la población bacteriana del inóculo, lo que se reflejó en 

la concentración de bacterias encontradas en los jugos de tallos infectados. Esto 

impactó en la concentración de dextranas, que fue menor respecto a los controles. 

También se observó una ligera disminución de ° Brix en las muestras infectadas 

con inóculos tratados, lo que podría correlacionar con menor cantidad de 

dextranas disueltas. Los valores de pH no mostraron gran variación, mientras que 

el %RED pareció aumentar luego del tratamiento del inóculo con la SES, contrario 

al tratamiento con NaOCl (aq). Cabe señalar que muchos de los datos arrojaron alta 

desviación estándar, lo que apoya diversidad en las características iniciales de las 

muestras utilizadas para cada repetición, lo que hace complicado su análisis y 

comparación. 
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En general, comparativamente con las muestras control, se observó una 

disminución tanto en la concentración de dextranas como de mesófilos aerobios y 

de bacterias ácido-lácticas en los jugos o tallos de caña tratados con alguno de los 

antisépticos. Entre ambos antisépticos, la SES mostró mayor potencial germicida 

que el NaOCl (aq) a la misma concentración de cloro activo. Esto demuestra que la 

reducción de bacterias tanto en tallos como en jugo mejora la calidad de los 

mismos. Los tratamientos con SES a menor concentración fueron más eficaces en 

la reducción de mesófilos aerobios y levaduras cuando se aplicaron sobre los 

tallos desfibrados o picados que cuando fue directamente sobre los jugos de caña.  

Por otro lado, la implementación del uso de SES para reducir la carga bacteriana 

de los jugos de ingenio y con ello elevar su calidad y la consecuente recuperación 

de sacarosa, implicaría involucrar pasos adicionales en los procesos operativos 

del ingenio, dada la gran cantidad de toneladas procesadas diariamente. De 

acuerdo con los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis, se requerirían 

15,750 litros de SES (6 ppm)/hora para disminuir hasta un 50% de la carga 

bacteriana en tallos desfibrados, lo que impactaría directamente en la calidad de 

sus jugos. 

La viabilidad del proyecto podría ser evaluada si se montara una prueba piloto en 

el ingenio, lo cual no puede realizarse en cualquier época del año, dados los 

calendarios de limpieza general, especialmente de los molinos y desfibradoras. 

Sin embargo es claro que, in vitro, la SES disminuye significativamente la carga 

bacteriana y subproductos no deseables en los jugos, y de funcionar a gran 

escala, podría representar beneficios económicos significativos para la industria 

azucarera Mexicana o del mundo. 
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9.- CONCLUSIONES 

1.-Se logró establecer la efectividad y las concentraciones de una solución 

electrolizada de superoxidación con pH neutro (SES) para mejorar la calidad de 

los jugos por la eliminación de microorganismos patógenos presentes en tallos y 

jugos de caña especialmente L. mesenteroides.  

2.-Se utilizó un antiséptico que fue una solución electrolizada de superoxidación 

con pH neutro comprobándose su efectividad en la reducción o eliminación de 

mesófilos aerobios, bacterias acido-lácticas principalmente L. mesenteroides 

presentes en jugo y tallos de caña. 

3.- Tanto los tallos como el jugo de caña de ingenio presentan cargas elevadas de 

microorganismos patógenos característicos, de los cuales pudieron aislarse y 

caracterizarse, Pantoea sp., Enterobacter cloacae., Klebsiella pneumoniae., 

Pediococcus pentosaceus., Cryptococcus laurenti., Candida intermedia y 

Leuconostoc mesenteroides. 

4.-Los medios de cultivo BHI, BHI modificado y Mayeux son útiles para cuantificar 

las UFC de L. mesenteroides ya que crecieron sin formación de dextranas, lo que 

si ocurre en el medio de cultivo Mayeux. 

5.- Los antisépticos, solución electrolizada de superoxidación con pH neutro (SES) 

y solución de hipoclorito de sodio acuoso (NaOCl(aq)) en concentraciones de 60 y 

30 ppm son igualmente efectivos en la reducción L. mesenteroides presente en 

jugo de caña, pero a concentraciones menores la SES supera al NaOCl(aq). 

6.- Los principales parámetros de calidad de los jugos de caña que se ven 

afectados por contaminación con L. mesenteroides son pH que va de 4.7-5.7 , 

°Brix de 19 -20.5 y dextranas que disminuyen  a medida que pasa el tiempo, la 
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disminución es mayor mientras muestren mayor carga bacteriana; el porcentaje de 

azucares reductores varia significativamente dependiendo de la concentración 

presente de bacterias, pH y tiempo de incubación esto es porque son 

subproductos intermedios en la degradación de los jugos. Por lo tanto no se 

identificó una correlación. La concentración de dextranas es un parámetro que 

correlaciona directamente con su grado de deterioro y el mejor parámetro de 

calidad para determinar su frescura. 

7.- Los resultados obtenidos en esta tesis confirman la potencial efectividad de la 

SES para mejorar la calidad de jugos de ingenio y por lo tanto apoyan al montaje 

de una prueba piloto para valorar su escalamiento al proceso industrial.  
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ANEXOS 

 Anexo 1. Preparación de soluciones y medios de cultivo 

Todos los reactivos y disolventes utilizados son grado reactivo a menos que 

se haga alguna otra especificación. El agua utilizada fue bidestilada. 

A.1.1. Preparación de medio de cultivo BHI (Brain Heart Infusion) 

Modificado con 0.25% de suero fetal bovino (SFB)32e  

Reactivos para 1 L de medio 

Infusión cerebro corazón (sólidos)…………….………8.0 g 

Peptona de carne…………………………………….….5.0 g 

Peptona de caseína……………………………………16.0 g 

Cloruro de sodio……………………………………….…5.0 g 

Dextrosa…………………………………………………..2.0 g 

Fosfato disódico…………………………………………..2.5 g 

Agar……………………………………………………….13.5 g 

Suero fetal bovino……………………………………….2.5 mL 

Procedimiento: 

Disolver en calor el BHI (BD® Bioxon) en agua destilada. Esterilizar en 

Autoclave (AESA MOD. CV 250), a una temperatura de 121 ºC y 15 lb de presión, 

por 15 minutos. Al enfriarse un poco el medio, agregar 0.25% de SFB. Vaciar el 

medio en cajas Petri desechables. Esperar que gelifique el agar y conservar en 

refrigeración. NOTA: Una caja Petri debe contener de 20 a 25 mL de medio. 
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A.1.2. Preparación de medio Agar estándar (BHI) 

Se procede como en la preparación del medio BHI Modificado pero se omite 

la adición de suero fetal bovino (SFB). 

A.1.3 Preparación de medio para hongos y levaduras 

Reactivos para preparar 1 litro de medio: 

Agar………………………………….. 15.0 

Dextrosa ……………………………..20.0 

Infusión de papa…………………….. 4.0 

pH 5.6 ± 0.2 

Procedimiento: Rehidratar 39 g del medio en un litro de agua destilada. 

Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de 

ebullición durante 1 minuto para disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 

121ºC (15 lbs de presión) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45ºC. 

Vaciar de acuerdo a la técnica a seguir en cajas de Petri estériles. También se 

puede utilizar el medio preparado comercial Agar Papa-Dextrosa (DIBICO S.A. DE 

C.V; Catálogo No. 1059). 

A.1.4. Preparación de medio de cultivo selectivo Agar Mayeux37  

Reactivos para 1 L de medio: 

Triptona……………………………………………………...10 g 

Gelatina……………………………………………………...2.5 g 

Extracto de levadura………………………………………….5 g 
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Sacarosa……………………………………………………100 g 

Glucosa………………………………………………………..5 g 

Citrato de sodio……………………………………………….1 g 

Azida de sodio…………………………………………….75 mg 

Agar bacteriológico…………………………………………15 g 

Procedimiento: 

Disolver en calor el medio Mayeux en agua destilada. Esterilizar en 

Autoclave (AESA MOD. CV 250) a una temperatura de 121 ºC y 15 lb de presión 

por 15 minutos. Vaciar el medio en cajas Petri desechables. Esperar a que 

gelifique el agar y conservar en refrigeración. 

A.1.5. Preparación de soluciones de Fehling A y B7,10 

A.1.5.1. Solución Fehling A 

Pesar 69.28 g de sulfato de cobre pentahidratado, CuSO4.5H2O, ponerlos 

en un matraz aforado de 1000 cm3, agregar agua hasta la mitad agitando hasta 

disolver los cristales, aforar con agua y mezclar. 

A.1.5.2. Solución Fehling B 

Pesar 346 g de cristales de tartrato de sodio y potasio en un vaso de 

precipitados previamente tarado, añadir 350 cm3 de agua y agitar hasta disolución 

total. Pesar 10 g de hidróxido de sodio, NaOH, en otro vaso de precipitados 

previamente tarado, añadir poco a poco 250 cm3 de agua y agitar hasta disolución 

total. Transferir las dos soluciones a un matraz aforado de 1000 cm3 utilizando 
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agua para lavar los dos vasos e incorporar los lavados al matraz. Agitar y enfriar a 

temperatura ambiente, aforar con agua y mezclar. 

A.1.6. Solución de azul de metileno al 1%10 

Pesar 1 g de azul de metileno, ponerlo en un matraz aforado de 100 cm3, 

agregar agua hasta la mitad del volumen, disolver, aforar con agua y mezclar. 

 Anexo 2. Construcción de curvas de calibración 

A.2.1. Construcción de curva de calibración para determinar concentración 
de azúcares reductores en jugos de caña 

A.2.1.1. Curva D-(+)-Glucosa+D-(-)-Fructosa 

Se prepararon soluciones patrón con diferente concentración de D-(+)-
Glucosa+D-(-)-Fructosa (J. T. Baker, CAS 50-99-7 y 57-48-7, respectivamente). 
Todos los patrones se aforaron a 100 mL de agua bidestilada. 

Patrón 1: 33 mg de D-glucosa y 33 mg de D-fructosa. 

Patrón 2: 51 mg de D-glucosa y 52 mg de D-fructosa. 

Patrón 3: 72 mg de D-glucosa y 73 mg de D-fructosa. 

Patrón 4: 121 mg de D-glucosa y 121 mg de D-fructosa. 

Patrón 5: 177 mg de D-glucosa y 177 mg de D-fructosa. 

 Posteriormente se procedió a titular los patrones siguiendo la metodología 
descrita por Eynon y Lane:7,10 

Los 100 mL del estándar a analizar se colocan en una bureta. Aparte, en un 
matraz Erlenmeyer se colocan (en el siguiente orden) 5 mL de solución de Fehling 
A, 5 mL de solución de Fehling B, 20 ml de agua destilada y 5 ml del estándar a 
analizar. El matraz se agita con ayuda de agitador magnético, se calienta hasta 
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ebullición y se mantiene así durante 2 minutos. Se agregan 3 gotas de azul de 
metileno al 1% y se coloca la bureta con la muestra a 2 cm de la boca del matraz 
Erlenmeyer y mientras está en ebullición y agitación se agrega la muestra de la 
bureta hasta que desaparezca la coloración azul y aparezca una tonalidad color 
rojo ladrillo. Se registra la cantidad de mL de muestra gastados para producir el 
vire. Los mL registrados vs los mg contenidos se graficaron utilizando el paquete 
Microsoft Excel®, lo que resultó en una correlación exponencial y = 8616.1x-1.075 

con r2 =0.9967 [Gráfica A1]. A partir de esta curva se determinó la concentración 
de azúcares reductores presentes en los jugos de caña. Los ensayos se realizaron 
por duplicado e incluso se construyeron curvas utilizando sólo D-glucosa o sólo D-
fructosa (vide infra). La curva con ambos azúcares reductores fue la utilizada para 
los cálculos. 

 

Gráfica A1. Curva de calibración para determinar concentración de azúcares reductores en jugos 
de caña con patrones de D-(+)-Glucosa y D-(-)-Fructosa. 

A.2.1.2. Curva D-(+)-Glucosa 

Se prepararon soluciones patrón con diferente concentración de D-glucosa 
(J. T. Baker, CAS 50-99-7). Todos los patrones se aforaron a 100 mL de agua 
bidestilada. 

Patrón 1: 56.0 mg de D-glucosa. 
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Patrón 2: 87.0 mg “. 

Patrón 3: 188.0 mg “. 

Patrón 4: 235 mg “. 

Patrón 5: 344 mg “. 

Patrón 6: 435 mg “. 

Patrón 7: 555.0 mg “. 

Posteriormente se procedió a titular los patrones siguiendo la metodología descrita 
en el punto anterior: 

 

Gráfica A2. Curva de calibración para determinar concentración de azúcares reductores en jugos 
de caña utilizando patrón de D-(+)-Glucosa. 

A.2.1.3. Curva D-(+)-Glucosa en presencia de D-(+)-Sacarosa 

Se prepararon soluciones patrón con diferente concentración de D-glucosa 
(J. T. Baker, CAS 50-99-7) en presencia de 1 gramos de D-Sacarosa (J. T. Baker, 
CAS 50-99-7), para confirmar la no interferencia de ésta última. Todos los 
patrones se aforaron a 100 mL de agua bidestilada. 
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Patrón 1: 21.0 mg de D-glucosa. + 1.0 gr de D-sacarosa. 

Patrón 2: 54.0 mg “. 

Patrón 3: 87.0 mg “. 

Patrón 4: 188 mg “. 

Patrón 5: 235 mg “. 

Patrón 6: 344 mg “. 

Patrón 7: 435.0 mg “. 

Patrón 8: 554.0 mg “. 

Posteriormente se procedió a titular los patrones siguiendo la metodología descrita 
en el punto anterior: 

 

Gráfica A3. Curva de calibración para determinar concentración de azúcares reductores en jugos 
de caña utilizando patrón de D-(+)-Glucosa mezclado con D-(+)-Sacarosa. 

A.2.1.4. Curva D-(-)-Fructosa 

Se prepararon soluciones patrón con diferente concentración de D-(-)-
Fructosa (J. T. Baker, CAS 57-48-7). Todos los patrones se aforaron a 100 mL de 
agua bidestilada. 
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Patrón 1: 54.0 mg de D-fructosa. 

Patrón 2: 110.0 mg “. 

Patrón 3: 214.0 mg “. 

Patrón 4: 337 mg “. 

Patrón 5: 420 mg “. 

Patrón 6: 499 mg “. 

Patrón 7: 597.0 mg “. 

Posteriormente se procedió a titular los patrones siguiendo la metodología descrita 
en el punto anterior: 

 

Gráfica A4. Curva de calibración para determinar concentración de azúcares reductores en jugos 
de caña utilizando D-(-)-Fructosa como patrón. 

 A.2.2. Construcción de curva de calibración para determinar concentración 
de dextranas en jugos de caña35 

Se preparó una solución madre de dextranas disolviendo y aforando a 

100Ml con agua destilada, 0.2 g del estándar Dextran, MW ca 500,000 (Alfa 
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Aesar®; No. J63702). A partir de la solución madre de dextranas se preparan las 

siguientes soluciones, a diferente concentración y aforadas a 25 mL: 

Vol. Solución 

madre (mL) 

Agua destilada 

(mL) 

Concentración 

final de dextranas 

(ppm) 

0.0         25 0 

1.0 24 80 

2.0 23 160 

5.0 20 400 

10.0 15 800 

15.0 20 1200 

Tabla A1. Datos para preparación de estándares de dextranas. 

Se colocan 6 tubos en una gradilla y a cada tubo se agregan 5 ml de las 
soluciones preparadas. A cada tubo se agregan 5 mL de alcohol etílico y se dejan 
reposar 5 min. Finalmente se lee su absorbancia en espectrofotómetro operando 
en región VIS a una longitud de onda de 720 nm. Los resultados se grafican 
utilizando el paquete Microsoft Excel®, lo que resultó en una correlación lineal y = 
3004.8x + 63.895 con r2 =0.978 [Gráfica A5]. A partir de esta curva se determinó la 
concentración de dextranas presentes en los jugos de caña. Los ensayos se 
realizaron por duplicado. La mejor correlación obtenida es la que se presenta. 
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Gráfica A5. Curva de calibración para determinar concentración de dextranas en jugos de caña. 

Anexo 3. Métodos de siembra masivo y por dilución. 

A3.1 Método masivo 

Se flamea el asa y se toma una muestra de la población bacteriana, se 
hace una estría en medio de la placa Petri; se sigue haciendo un estriado en 
zigzag que abarque toda la placa y se continúa en sentido contrario con el estriado 
en zigzag con la finalidad de que toda la placa quede cubierta. A continuación, las 
placas se incuban en un lugar adecuado, permitiendo que las células aisladas 
experimenten un número suficiente de divisiones para formar colonias visibles 
[Figura A1]. 

 

Figura A1. Método masivo de siembra. A) Inoculación primaria, B) Estría en ángulo recto, C) Estría 
en ángulo recto para producir una “esfera” de desarrollo. 
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A3.2 Método por dilución 

Es el método más fácil y el más usado. Con un asa de siembra se toma una 
muestra de la población mixta y a continuación se hacen estrías sobre la superficie 
de un medio sólido preparado en una placa Petri [Figura A2-A]. Se van haciendo 
estrías en zigzag con el asa, cada vez se van depositando en la superficie del 
medio menos microorganismos [Figura A2-B]. A continuación se flamea el asa, se 
toca en la región donde se han realizado las últimas estrías y se continúa la 
siembra con la misma técnica, en la superficie de medio sin sembrar aún [Figura 
A2-C]. Repitiendo este proceso varias veces se logra separar células individuales. 
A continuación, las placas se incuban en un lugar adecuado, permitiendo que las 
células aisladas experimenten un número suficiente de divisiones para formar 
colonias visibles. 

 

Figura A2. Método de siembra por dilución. 

Anexo 4. Identificación de flora bacteriana de jugos de caña de 
ingenio utilizando el equipo Vitek® 2. 

 Una vez teniendo la bacteria pura se prepara una suspensión de 3 ml de 
SSF con la bacteria pura y se lee en el Densichek; para bacterias debemos tener 
una lectura de 0.6-0.8 para Gram positivas y Gram negativas, para levaduras se 
hace el mismo procedimiento pero con lecturas de 1.8-2 en el Densichek. Se 
coloca el tubo con la suspensión bacteriana en el casete y se coloca la tarjeta con 
el tubo indicador dentro de la suspensión, se procede a meterse en el Vitek® 2 y a 
leerse de acuerdo al manual de uso. En las tablas siguientes se muestran las 
pruebas bioquímicas que el equipo Vitek® 2 realiza para identificar a bacterias 
Gram negativas [Tabla A2] y Gram positivas [Tabla A3]. 
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