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Resumen

Resumen

La industria azucarera es de gran relevancia econdémica y social en México. Sin
embargo, uno de los mayores problemas durante su procesamiento esta representado
por la obtencion del jugo. En este punto del proceso existen pérdidas de sacarosa del
3-5% debido a la presencia de Leuconostoc mesenteroides, una bacteria acido lactica
que, a partir de sacarosa, produce dextranas, por lo que se utilizan productos para la
desinfeccidn y/o sanitizacion de la cafa de azucar, tales como ditiocarbamatos, cloruro
de benzalconio y otras sales cuaternarias de amonio como bicloruro de amonio y
formaldehido. El uso de reactivos quimicos para el control de microorganismos en la
industria alimentaria se ve confrontado con el hecho de que pueden ser toxicos al
humano o dafar al ambiente. Por ello, una alternativa seria la de utilizar la especie
Weissella confusa, la cual es una bacteria acido lactica heterofermentativa, utilizada por
su actividad bactericida que podria reducir la cantidad de biocida sintético utilizado
actualmente en la industria de extraccion del jugo de cafa. Es esta ultima una de las
razones por las que se realizé dicha investigacion. El objetivo es aislar e identificar otra
de las bacterias predominantes en el jugo de cafia, justamente Weissella confusa,
comprobar su susceptibilidad a dos biocidas, cloruro de benzalconio y metam-sodio,
comparando las dosis empleadas para inhibir a Leuconostoc mesenteroides vy
determinar si Weissella confusa puede actuar de forma antagonica o como bacteriocida
ante Leuconostoc mesenteroides. Para ello se realiz6 una toma de muestra,
inoculacién y lectura para determinar a las bacterias presentes en el jugo de cana. Las
colonias caracteristicas fueron seleccionadas y aisladas para su posterior identificacion.
Una vez identificadas las bacterias de estudio fueron sometidas a una prueba de
difusion en disco para evaluar su susceptibilidad. En esta etapa se usdé un tercer
biocida como control, el formaldehido. Esta prueba fue realizada para ambas bacterias
utilizando las mismas concentraciones de los biocidas de prueba e incubando las
placas a 35°C por 24, 48 y 72 horas. Se midi6 el diametro del halo de inhibicién vy, por
ultimo, se realizé un analisis estadistico para conocer si existia diferencia significativa
entre el efecto inhibidor de cada biocida para las bacterias de estudio. Los resultados
obtenidos muestran que se aisl6 del jugo de cafia a Weissella confusa y Leuconostoc
mesenteroides. El halo de inhibicién promedio para el formaldehido es de 11.78 mm
1



Resumen

para Weissella confusa mientras que para Leuconostoc mesenteroides es de 10.3 mm,
los cuales fueron tomados como referencia debido a que se conoce su poder biocida.
Los porcentajes de efecto inhibitorio tomando como referencia al formaldehido fueron,
para el cloruro de benzalconio una inhibicion de 93.80, 102.21 y 117.15% con
Weissella confusa, mientras que para Leuconostoc mesenteroides fueron de 103.88,
113.59 y 122.33% utilizando concentraciones de 10, 15y 20 mg L respectivamente,
el metam sodio presenté para Weissella confusa 0, 67.32 y 87.69% y Leuconostoc
mesenteroides 0, 74.76 y 80.58% utilizando concentraciones de 30, 40 y 45 mg L™, por
lo que el porciento de eficiencia de cada uno de los biocidas es mayor para inhibir el
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides que para Weissella confusa. Finalmente,
esta ultima no presentd un efecto antagoénico al Leuconostoc mesenteroides por lo que

no puede actuar como un biocida natural.

Palabras clave: Weissella confusa, Leuconostoc mesenteroides, biocidas, cloruro de

benzalconio, metan sodio, formaldehido




Capitulo 1. Problemaética

1. Problematica

1.1. Introduccién

En México la industria azucarera es una de las actividades con mayor tradicion y
trascendencia en el desarrollo histérico (Crespo, 1988), teniendo también una gran
relevancia economica y social en el campo; genera mas de dos millones de empleos,
tanto en forma directa como indirecta y generando un valor de produccién primaria
alrededor de 30 mil millones de pesos (SAGARPA, 2012). Durante la produccién de
azucar uno de los compuestos indeseables son las dextranas, las cuales son
sintetizadas a partir de sacarosa por microorganismos contaminantes, que provocan
pérdidas significativamente al incrementar la viscosidad en los fluidos y reducir el
recobrado industrial (Jiménez, 2005). Uno de los principales microorganismos
contaminantes y productora de dextrana’ es la bacteria Leuconostoc mesenteroides, la

cual puede causar pérdidas del 3-5 % en masa debido a su multiplicacién continua.

Uno de los puntos criticos del proceso de la cafia es la extraccion del jugo, pues
representa pérdidas de azucar de un 13% por inversion quimica; un 25% por efecto
enzimatico y un 62% por inversion microbioldgica, debido a que se presentan
condiciones favorables para el desarrollo de microorganismos, como es el caso de
Leuconostoc mesenteroides, que a partir de la sacarosa produce cantidades
apreciables de dextrana (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2010). Es esta la razén por la
que se lleva un control de dichos microorganismos contaminantes mediante el uso de
biocidas tales como: ditiocarbanatos, cloruro de benzalconio, y otras sales cuaternarias
de amonio como bifluoruro de amonio y formaldehido (Kochergin, 2002). Sin embargo,
de acuerdo con Cuervo-Mulet et al. (2010), el uso de reactivos quimicos para el control
de microorganismos en la industria alimentaria pueden ser toxicos al humano o dafar
al ambiente. Existen reportes cientificos de la produccion de bacteriocidas por el

género Weissella.

! Las gomas tienen la terminacion -ana después del nombre abreviado del gltcido de origen. Por tanto,

debe decirse dextrana (proveniente de la dextrosa o glucosa) (Nota de la asesora)



Capitulo 1. Problemaética

1.2. Justificacion

Los productos que se han utilizado para la desinfeccion y/o sanitizacion de la cafa de
azucar son: ditiocarbamatos, cloruro de benzalconio y otras sales cuaternarias de
amonio como bifluoruro de amonio y formaldehido (Kochergin, 2002). Sin embargo, el
uso de reactivos quimicos para el control de microorganismos en la industria
alimentaria se ve confrontado con el hecho de que pueden ser téxicos al humano o
dafar al ambiente (Cuervo-Mulet et al., 2010). Por ello, una alternativa es utilizar la
especie Weissella confusa, la cual es una bacteria acido lactica heterofermentativa,
utilizada por su actividad bactericida que puede reducir la cantidad de biocida sintético
utilizado actualmente en la industria de extraccidn del jugo de cafa, ya que se ha
estudiado el efecto antagdnico de Weissella confusa contra Streptecoccus dysgalactiae
ATCC27957 y Escherichia coli (Espeche et al., 2009) y contra especies de
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, principales patdgenos causales de

mastitis bovina (Serna-Cock et al., 2010).
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Identificar dos bacterias predominantes en jugo de cana de azucar, Weissella confusa y
Leuconostoc mesenteroides) evaluando la susceptibilidad a dos biocidas comerciales
(cloruro de benzalconio y metam de sodio) y comparando las dosis empleadas para
cada una de ellas.

1.3.2. Objetivo particular

e Revisar las caracteristicas que presenta la bacteria Weissella confusa, asi como
las aplicaciones que éstas tienen en los diferentes campos de la ciencia
e Aislar a Leuconostoc mesenteroides y Weissella confusa en el jugo de cafa de

un ingenio azucarero
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¢ |dentificar a Leuconostoc mesenteroides y Weissella confusa en el jugo de cana
de un ingenio azucarero

e Evaluar la susceptibilidad de Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides en
presencia de dos biocidas comercial y comparar la dosis empleada

e Usar al formaldehido como biocida de referencia en la comparacion de los dos
biocidas en esta investigacion

e Determinar si Weissella confusa puede actuar de forma antagdnica o como

bacteriocida ante Leuconostoc mesenteroides

1.4. Hipétesis

Nula Ho = La dosis aplicada de biocidas no produce efectos inhibitorios a las bacterias
del género Weissella
Alternativa Ha = La aplicacion de los biocidas produce efectos inhibitorios a las

bacterias del género Weissella
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2. Antecedentes
2.1. Cafia de azucar

La caina de azucar (Saccharum officinarum) es originaria de Nueva Guinea, se trata de
una graminea tropical. Es un pasto gigantesco que posee un tallo macizo que puede
tener de dos a cinco metros de altura. Su diametro puede ser de cinco a seis
centimetros. En su tallo se forma y acumula jugo, el cual es rico en sacarosa,
compuesto que al ser extraido y cristalizado industrialmente forma el azucar. Su cultivo
se desarrolla en zonas tropicales, durante la siembra se requiere una gran cantidad de
agua para permitir la absorcion, transporte y asimilacién de nutrientes. Su periodo de
crecimiento varia entre 11 y 17 meses dependiendo de la zona donde es cultivada
(SIAP, 2015). En el mundo existen alrededor de 25 especies reconocidas como cana
de azucar (Zarco-Mercado, 2014).

Su composicion depende de la variedad, edad, madurez, clima, suelo y forma de ser
cultivada, el tronco de la cafia se encuentra compuesto por fibra en un 11 a 16%, de
agua en un 73 a 76%, y de sacarosa de un 8 a 15%, siendo esta ultima la mas
importante ya que al ser cristalizada se forma azucar el cual es uno de los productos

basicos (Zarco-Mercado, 2014).
2.2. Industria azucarera en México

En México el cultivo de cafa de azucar dio origen a un sistema agroindustrial después
de ser introducida por Cortés a Veracruz durante la conquista espanola. Por ello, esta
actividad econdmica tuvo sus origenes desde la conquista y hoy en dia es una de las
actividades con mayor tradicion y trascendencia en el desarrollo histérico (Crespo,
1988). En México es considerada una de las actividades mas importantes teniendo un
area cultivada de 708.3 mil hectareas (ha), generando mas de 440 mil empleos directos
y beneficios indirectos a mas de 2.2 millones de personas (DOF, 2015), se cuenta con
62 ingenios, pero solamente 58 de ellos se encuentran activos. Esta actividad ha
representado el 4.7% del Producto Interno Bruto (PIB) del sector primario y el 2.3% del

PIB manufacturero.
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En México los mayores estados con numeros de hectareas cultivadas es Veracruz que
representa un 36.7% del total nacional, Jalisco un 11.4%, San Luis Potosi un 10.3% y

el resto lo representan doce estados mas.

Porcentaje [ 3.6-6.0
CANA 6.1-11.5
7 1.0-35 @ 11.6-39.0

Fig. 1. Participacion estatal de cafia de azdcar molida 2012/2013 (CONADESUCA, 2015)

2.3. Proceso de obtencidn de azUcar

El azucar es un producto basico para la sociedad ya que es esencial y necesario para
la dieta alimenticia. Esta caracteristica no es la unica que le da la importancia que
representa, puesto que también es de una materia prima esencial para diversas
industrias, confiteria, panificacion, bebidas, productos quimicos de sus subproductos
como la celulosa, el etanol, etc., etc. Son estas algunas de las razones por las que el
cultivo y proceso de obtencion de la azucar se ha vuelto un tema de estudio para
muchos investigadores (Fig. 2).

2.3.1. Cultivo de la cafia de azUcar

Se prepara el terreno para su cultivo, posteriormente se selecciona una buena semilla,
la cual debe de estar libre de plagas y enfermedades, para ser sembrada, se trata de

un cultivo poco exigente pues no suele soportar temperaturas inferiores a los 0°C y su
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temperatura optima de crecimiento suele ser de 30°C, requiere de abundante agua
(Zepeda-Guardado, 2012).
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Fig. 2. Proceso de obtencién de azicar (CENICANA, 2010)
2.3.2. Quema

Esta operacion en campo, que actualmente se considera muy contaminante por la
produccion de hollin, se debe hacer cuando no es posible técnicamente la cosecha con
las plantas verdes. En la quema se eliminan las hojas y se logra la pérdida de turgencia
de las hojas que son muy filosas y dafian la piel de los cortadores de cafa, ayudando
ademas a ahuyentar a los animales dafinos como las viboras de cascabel.
Desafortunadamente, la quema aumenta la temperatura del tallo de 55°C hasta 85°C y
no destruye a microorganismos termofilos, ya que se han encontrado posteriormente a
esta operacion. Ademas, se ha observado el incremento de dextranas a casi diez veces
desde las 12 a las 48 horas (h) de la quema (Bonilla-Vidal, 2013).
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2.3.3. Corte de la cafia

El corte de la cafia puede ser manual o mecanico: para el corte manual se utilizan
machetes y los cortadores se agrupan en parejas, cada pareja corta seis surcos que
forman una manga. Esta es ubicada en el centro de los surcos para después ser
levantada por las llenadoras y colocada en los camiones.

Por otro lado, el corte mecanico se realiza con maquinas (cosechadoras), las cuales
cortan, pican y limpian y envian la cafia directamente en el camién. Durante esta
operacion Leuconostoc mesenteroides puede agredir a la cafia debido a que hay una

exposicion del tejido interno de la cana (Zepeda-Guardado, 2012).
2.3.4. Transporte a la fabrica

Una vez cortada la cafia, es transportada hacia los ingenios, esperando que el tiempo
de traslado no sea mayor a 36 h. Ahi es llevada a las basculas para pesarla.
Posteriormente se distribuye en los tdandem de molinos. Cada tandem de molido, posee
dos vibradoras de cafa, una vez que son viradas las cargas de cafa, se lavan para

quitar la tierra y suciedad que traen del campo (ZAFRANET, 2015).
2.3.5. Picado de la cafa

Las picadoras son unos ejes colocados sobre conductores, provistas de dos cuchillas
giratorias las cuales cortan los tallos para darles un tamafio uniforme y desmenuzar la
cafia (CENICANA, 2010).

2.3.6. Molienda

La cafa preparada por las picadoras es llevada hasta los molinos, los cuales por
medio de una compresion extrae el jugo, durante esta etapa se agrega un poco de
agua caliente con la finalidad de extraer la mayor cantidad de sacarosa. Esta agua es
conocida como de imbibicién. El jugo que se extrae en esta etapa se conoce como jugo
mixto, el cual tiene un pH de 5.0 a 5.6. Es abundante en sales organicas e inorganicas,
y tiene una cantidad de sélidos totales de 10 a 18°Bx. Se considera un medio ideal para
la proliferacion de microorganismos. La cantidad de microorganismos presentes en
jugos obtenidos puede variar dependiendo de la cafa, pues para cafas normales el

9
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recuento es de 10° a 10’ UFC/mL, mientras que para cafias acidas es de 108 UFC/mL
(Bonilla-Vidal, 2013).

Esta operacion es un punto critico en la obtencidn de azucar puesto que las
condiciones de operacion de los molinos y la calidad de la caha, contribuyen a la
pérdida de sacarosa de un 13% por inversion quimica; un 25% por efecto enzimatico y
un 62% por inversion microbiolégica, debido a que se presentan condiciones favorables
para el desarrollo de microorganismos, como es el caso de Leuconostoc
mesenteroides, que a partir de la sacarosa produce cantidades apreciables de

dextranas (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina, 2010).
2.3.7. Clarificacion

En esta operacion el jugo que es obtenido de la molienda, que es acido ya que posee
un pH aproximado de 5.0 a 5.6, es opaco y turbio, por lo que es tratado con una
lechada de cal mediante un tratamiento térmico a 105°C aproximadamente. Este
procedimiento se realiza con la finalidad de elevar el pH para disminuir las pérdidas de
sacarosa. También se logra la precipitacion de las impurezas organicas e inorganicas
formandose un lodo llamado cachaza los cuales son sélidos que no son considerados
glucidos. Por el fondo del clarificador sale la cachaza y por la parte superior el jugo
clarificado. La cachaza es filtrada y lavada para recuperar la mayor cantidad posible de
jugo y de sacarosa. Posteriormente, es enviada al campo donde se usa como
mejorador de los suelos. De esta manera el jugo clarificado se manda a los tanques

evaporadores (Bonilla-Vidal, 2013).
2.3.8. Evaporacion

Este proceso es llevado a cabo en evaporadores al vacio de efecto multiple, conocidos
coloquialmente como “tachos” en la industria azucarera. En esta operacion unitaria se
elimina la mayor cantidad de agua posible en el jugo, con la finalidad de obtener la
meladura (jarabe). En esta etapa es importante la ausencia de dextranas, ya que estas
pueden provocar un mayor gasto energético por el aumento de la viscosidad, ademas
de aumentar el tiempo de coccion de las masas, provocando el agotamiento de las
mismas (INAZUCAR, 2015).
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2.3.9. Cristalizacion y centrifugacion

Una vez concentradas las meladuras se lleva a cabo la cristalizacion del azucar en
“tachos” al vacio de simple efecto, donde el jarabe se sigue evaporando para formar
soluciones saturadas de sacarosa denominadas templas. Por lo general, en la industria
se utilizan tres tachos (Fig. 3), de los cuales se obtienen tres tipos de "masas cocidas".
La masa A obtenida del tacho A es una mezcla de cristales de sacarosa y miel, la cual

al pasar por una de las centrifugas da como resultado el azicar que se comercializa.

La miel A, la cual alimenta al segundo tacho, da la masa B de cristales, que al ser
centrifugados producen el magma B, utilizado como semilla en la cristalizacion del
tacho A. La miel B que se obtiene de esta segunda separacion se alimenta al “tacho” C,
en el cual se pasa por un equipo de cristalizacion en frio llevando a cabo un
agotamiento de la masa C por disminucion de la solubilidad ante una caida de la
temperatura. Estos pequefios cristales también son usados como semilla de

cristalizacion.

Las llamadas mieles finales o melazas de la salida del “tacho” C ya tienen muy poca
sacarosa por lo que son enviadas a tanques de almacenamiento para su uso, sobre
todo, como fuente de carbono para la industria biotecnologica (produccion de

antibiéticos, vacunas, aminoéacidos esenciales, etanol, etc.) (CENICANA, 2010).
2.3.10. Secado y enfriado

El azdcar humeda es transportada por elevadores y bandas para alimentar las
secadoras que son elevadores rotatorios en los cuales el azucar se coloca en contacto
con el aire caliente que circula en contracorriente, se debe de tener una humedad
aproximada de 0.05% con la finalidad de evitar la formacién de terrones. El proceso de
enfriado se lleva a cabo a 60°C empleando enfriadores rotatorios inclinados en los que
fluye aire frio en contracorriente que disminuye su temperatura hasta un 40-45°C, el

azucar enfriado se empaca en sacos de diferente peso (INAZUCAR, 2015).

11
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8. Cristalizacion y centrifugacion

h
Centrifugas de C
Centrifugas de A Centrifugas de B
i
f

Equipo de cristalizocidn
en fria

Fig. 3. Etapa de cristalizacion y centrifugacion (CENICANA, 2010)

2.4. Microorganismos en la industria azucarera

La presencia de microorganismos en la industria azucarera comienza desde el campo,
ya que estos pueden provenir del suelo o de estructuras vegetales en putrefaccion, los
tres principales grupos de microorganismos que causan deterioro son: mohos,
levaduras y bacterias, los cuales en la etapa de extraccion del jugo (molienda),
representan pérdidas de azucar en un 62%, debido a la inversién del azucar por los
microorganismos que proliferan en condiciones favorables (Arvizu-Bernal y Ramos-
Medina, 2010).

Los principales géneros de mohos que se pueden encontrar presentes son, Penicillum,
Asperguillus, Asoperguillus, Trichoderma, Monilia, de levaduras Saccharomyces,
Candida, Kloeckera, Pichia, Kluyvoromyces, Hansenula y de bacterias Bacillus,
Leuconostoc, Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Pseudomonas, Klebsiella,
Cytobacterium, Micrococcus, Staphilicoccus y Clostridium. Algunos estudios recientes
muestran que Leuconostoc mesenteroides, en las primeras 6 horas de su crecimiento a

30°C, puede consumir hasta 8.6 g L™/h (Bonilla-Vidal, 2013), provocando la produccion

12
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de dextranas y causando grandes pérdidas en los rendimientos de obtencion de

azucar.
2.4.1. Leuconostoc mesenteroides

El género Leuconostoc pertenece a la familia Leuconostocacea, se trata de una
bacteria acido lactica heterofermentativas, con morfologia de cocoide ovoide Gram
positivo, agrupados en pares o cadenas cortas, son anaerobias facultativas, con
ausencia de esporas pero presencia de capsula, son catalasa negativa, productores de
acido lactico y CO,, ademas de ser resistentes a la vancomicina, en agar MRS
presenta colonias de forma circular con superficie lisa, traslucidas, color crema, con
consistencia viscosa, elevacion convexa y borde entero, son responsables de la
biosintesis de dextranas y levano extracelular en presencia de sacarosa (Mendoza-
Hernandez, 2010).

La bacteria Leuconostoc mesenteroides, tiene diversas subespecies tales como:
Leuconostoc mesenteroides subespecies mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides
subespecies dextranicum, y Leuconostoc mesenteroides subespecies cremoris. El
género Leuconostoc no crece a 45°C, son arginina descarboxilasa negativa y algunas
de las subespecies no biodegradan la arabinosa.

Durante la obtencién de azucar una de las operaciones criticas del proceso es la
extracciéon del jugo (molienda), ya que el jugo extraido posee una cantidad de sélidos
totales de 10 a 18°Bx, un pH de 5.0 a 5.6, abundantes sales organicas e inorganicas y
una temperatura de 25 a 30°C (Bonilla-Vidal, 2013), lo que lo hace un medio ideal para
la proliferacion de ciertos microorganismos. El género Leuconostoc juega un importante
papel en la produccién de azucar, ya que su presencia durante el proceso puede
ocasionar grandes pérdidas, cercanas al 20% del total, debido a que utiliza a la
sacarosa para la produccion de dextranas (Fig. 4). Estas dextranas no solamente
reducen el contenido de azucar en los jugos sino que aumentan su viscosidad haciendo
su manejo mucho mas dificil desde el punto de vista tecnoldgico.

Las dextranas son polisacaridos constituidos por unidades de glucosa en forma de
cadena recta mediante enlaces a 1-6. Pueden presentar diferentes ramificaciones en
su estructura molecular, dependiendo de la clase de bacteria que las produzca, lo cual

13



Capitulo 2. Antecedentes

causa diferencia estructural en el polimero (Flores-Santillan y Pérez-Cordero, 2013),
para que se considere una dextrana por lo menos entre en 50-60% de la uniones
deben ser a 1-6. En la industria azucarera estos compuestos son indeseables debido a
que aumentan la viscosidad de los jugos extraidos, obstruye tuberias, y bombas, crean
problemas en los elevadores y tachos, ademas de que prolongan la formacion de
cristales debido a que se forman cristales en forma de aguja. El agotamiento de las
masas es menor y dificulta la eliminacion de las mieles en las centrifugas por lo que

requiere de un mayor lavado y una mayor circulacion de las mieles

HOCHz o

Sacarosa
o cH
(6
HO CH20H
OH HO
Invertasa
Cadena lineal de una dextrana
HOCH HOCH; HOCHo 6 6 6 6
o 0 1 ! A
HO + kOH * OH | ! d 0 o 0 o O o
HO—OH0R 8 OH H OHH A\ Tiw
HO Dextransacarosa OH f/ HO HO
OH OH OH Ok OH
Fructosa Glucosa

Fig. 4. Sintesis de dextrana a partir de sacarosa (Larrahondo, 1995)

2.4.2. Weissella confusa

El género Weissella incluye a las especies previamente asignadas a Lactobacillus y
Leuconostoc (Collins et al., 1993). Es una bacteria acido lactica heterofermentativa,
aerobia facultativa, cuya morfologia pueden ser cocobacilos cortos, Gram positivos,
agrupados en pares o cadenas cortas. Forman colonias pequefias con elevacion
convexa, con borde entero, viscosas suaves y, en ocasiones, pueden ser traslucidas u
opacas, color crema y, en algunos casos, amarillas muy parecidas a Leuconostoc
mesenteroides e incluso pueden llegar a confundirse, ya que también son catalasa
negativa. Algunas especies del género Weissella pueden descarboxilar la arginina y

biodegradar la arabinosa.

14
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Hoy en dia es una bacteria muy estudiada y esto se debe a su actividad bacteriocida.
Existen diversos estudios cientificos que muestran la produccion de bacteriocinas del
género Weissella. Espeche et al. (2009) aislaron de muestras de leche de bovinos
sanos especies de Weissella paramesenteroides con efecto antagdénico contra
Streptecoccus dysgalactiae ATCC27957 y Escherichia coli, Serna-Cock et al. (2010)
reportaron la actividad antimicrobiana de Weissella confusa aislada de liquido rumial
bovino contra especies de Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae
principales patdgenos causales de mastitis bovina, Cock et al. (2012) evaluaron la
actividad antimicrobiana de Weissella confusa contra Escherichia coli ATCC 25922 y
Klebsiella pneumoniae los cuales son patdogenos causales de enfermedades
producidas por alimentos. Por otro lado, Nam et al. (2002) encontraron que Weissella
confusa puede actuar como probidtico que puede reducir la capacidad de infeccion por

Helicobacter pylori.
2.5. Pruebas bioquimicas (MacFaddin, 2003)

Las pruebas bioquimicas permiten determinar caracteristicas metabdlicas. Algunas de
estas pruebas son rapidas y su lectura puede ser en cuestion de segundos hasta pocas
horas, debido a que se evalua una enzima preformada. Sin embargo, la mayoria de las
pruebas detectan componentes metabdlicos o la sensibilidad de los microorganismos
ante algunas sustancias, por lo que en este caso se requiere el crecimiento del

microorganismo con una incubacién previa de 18 a 48 h.
2.5.1. Catalasa

Es una prueba para determinar la presencia de la enzima catalasa. Dicha enzima
descompone el perdoxido de hidrogeno, el cual es el producto final oxidativo de la
degradacion aerobia de los glucidos. La catalasa elimina en forma catalitica los

intermediarios de la reduccion del oxigeno (Fig. 5).

Catalasa 2H,O2 —»  2H-0 + Oo4

Fig. 5. Reaccién del peréxido de hidrégeno y la enzima catalasa (MacFaddin, 2003)
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Dicha prueba es llevada a cabo utilizando como reactivo peroxido de hidrogeno al 30%
y un cultivo puro de 24 h. El burbujeo inmediato indica la liberacion de O, por lo que la
prueba se considera positiva; es decir, que existiendo la presencia de la enzima

catalasa, la prueba se considera negativa al no existir burbujeo.
2.5.2. Descarboxilacion de arginina

La descarboxilacion es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas
descarboxilasas especificas atacan los aminoacidos en su carboxilo terminal (-COOH)
para formar una amina o una diamina y dioxido de carbono. La descarboxilacion esta
restringida a aminoacidos que poseen por o menos un grupo quimicamente activo
distinto de una amina (-NHz) o un grupo -COOH vy la degradacion de los aminoacidos
ocurre en anaerobiosis.

La L-arginina es catabolizado por medio de dos sistemas que pueden ocurrir de
manera simultanea o separada. Estas dos vias metabdlicas son el sistema de la
arginina hidrolasa y arginina descarboxilasa. La primera se realiza en dos pasos, la
degradacion de L-arginina a L-citrulina, seguida por un sistema que fracciona la

citrulina en L-ornitina hasta llegar a putrescina (Fig. 6).

Ti.IH TiiH NH, (|:H2—NH2
|
CNH? — COH — {EH;J; —_— {CHJ}I + CGE
| |
NH NH CH—NH, CH,—NH,
| | I
(CH;)3 (CH;)5 COOH
|
CH—NH, CH—NH,
| |
COOH COOH
L-Arginina L-Citrulina L-Ornitina Putrescina
(diamina)

Fig. 6. Sistema de arginina dihidrolasa (MacFaddin, 2003)

En la descarboxilacion, antes de llegar al producto final, se produce agmatina la cual es

una molécula mas grande que la putrescina. Esta ultima no es considerada como
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producto final en el catabolismo, por lo que es degradada mediante dos vias, por la
accion de las enzimas agmatinasa y agmatina dihidrolasa, hasta llegar a su producto
final (Fig. 7).

Arginina
descarboxilasa f
L-Arginina +» Agmatina + CO,

Agmatinasa Agmatina dihidrolasa
(agmatina ureohidrolasa) (agmatina desiminasa)

Putrescina + Urea NH;

i +
N-carbamoil
U"Tsa putrescina
!
Z2NH3 + CO, Putrescina

+

co,
+

2NH;

Fig. 7. Descarboxilacién de la arginina (MacFaddin, 2003)

2.5.3. Biodegradacion de arabinosa

Esta biorreaccion (mal llamada “fermentacion”?

) es una prueba en donde se observa la
capacidad de un microorganismo para fermentar un hidrato de carbono especifico. Las
bacterias que biodegradan un hidrato de carbono por lo comun son aerobios
facultativos. Un hidrato de carbono se degrada y fracciona en dos triosas que

posteriormente se degradan a una cantidad de compuestos de 1, 2, 3 y 4 carbonos.

2 El término fermentacién fue acufiado por Louis Pasteur para nombrar la reaccién anaerobia realizada

por Saccharomyces cerevisiae sobre la glucosa para producir alcohol etilico y biéxido de carbono. Por
tanto, cualquier otra biorreaccion NO es una fermentacion. En este libro se les denomina
biorreacciones (Nota de la asesora)
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2.6. Biocidas en laindustria azucarera

En la industria azucarera se usan los biocidas habitualmente para el control de
microorganismos tales como Leuconostoc spp. Estos métodos quimicos generan
ciertas dificultades, especialmente para la industria alimentaria, puesto que pueden ser
toxicos al humano o acarrear graves consecuencias al ambiente. Es por esta razén que
la industria ha buscado el uso de microorganismos antagonistas, inocuos y que no
tengan repercusion en el proceso. Los biocidas mas utilizados para la desinfeccion y/o
sanitizacion de la cafa de azucar son: ditiocarbamatos y otros carbamatos, cloruro de
benzalconio y otras sales cuaternarias de amonio como bifluoruro de amonio y
formaldehido (Tabla 1).

Tabla 1. Biocidas utilizados en laindustria azucarera y sus caracteristicas

Nombre del biocida Dosis empleada DLsg Referencias

Dimetil ditiocarbamato de sodio | 15-20 mg kg™ 1000 mg kg™ oral en Bonilla-Vidal
ratas (2013)

Cloruro de benzalconio 50-100 mg kg™ | 400 mg kg™ oral en Villa (2008)
ratas

Formaldehido 0.2-0.5mg kg™ 100 mg kg™, oral en OMS (1982)
ratas

2.6.1. Cloruro de benzalconio (CB)

Es una sal de amonio (Fig. 8), ya que es una mezcla sinérgica de constituyentes
cuaternarios de tetra-alquil y tri-alquil amonio. En la industria azucarera es utilizado en
los molinos debido a sus propiedades bactericidas, bacteriostaticas y fungicidas
derivadas de su superficie cationica activa. Su aplicacion asegura una rapida
eliminacién de todo tipo de microorganismos, cubriendo un amplio espectro de las
bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras (Villa, 2008). También es
empleado como antiséptico y desinfectante de la piel, de materiales de industrias

alimentarias y en algunos compuestos cosméticos.
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Fig. 8. Estructura del cloruro de benzalconio (Shandong IRO, 2016)

Su mecanismo de accidon bactericida es a través de tres niveles, alteracion de la
membrana celular, desnaturalizacién de proteinas e inactivacion enzimatica. Estos
mecanismos se deben a su estructura anfipatica, debido a las cadenas carbonatadas
(hidréfobas) las cuales penetra en las membranas, mientras que el nitrégeno catiénico
(hidrdfilo) interacciona con los fosfatos de los fosfolipidos, lo que provoca que haya una
salida del material citoplasmatico hacia el exterior y la alteracién celular. Esta familia de
biocidas son considerados desinfectantes de bajo nivel. La ficha técnica que describe al

compuesto se muestra en la Tabla 2.
2.6.2. Metam-sodio (MS)

Es un derivado del &cido carbamico (Fig. 9), el cual se ha empleado como
desinfectante de suelo, reduciendo sustancialmente las poblaciones de nematodos y
hongos. La mayoria de los ditiocarbamatos son usados como herbicidas y su
clasificacion depende de la caracteristica de la sustitucion de uno o ambos hidrégenos
en cada nitrégeno. Es conocido también como metilditiocarbamato de sodio,

ditiocarbamato (Flores-Santillan y Pérez-Cordero, 2013).

H.C.. - ,
‘N—C—S | Na
HC A

Fig. 9. Estructura del metam-sodio (Bonilla-Vidal, 2013)




Capitulo 2. Antecedentes

Permite controlar las malezas y sus semillas en proceso de germinacion. Es
ampliamente utilizado en la industria de alimentos pero, principalmente, en la
extraccion de jugo de cafa de azucar. Su accion radica en la inhibicion de Leuconostoc
mesenteroides ya que posee una ligera actividad anticolinesterasica y presenta una
gran capacidad para la captacion de metales en su interaccion con radicales sulfhidrilo.

La ficha técnica que describe al compuesto se muestra en la Tabla 3.
2.6.3. Formaldehido

El formaldehido, también conocido como metanal, es un compuesto de carbono,
hidrogeno y oxigeno (Fig. 10). Es un gas incoloro y de olor sofocante, considerado
como un eficaz biocida y utilizado también como conservador en la fabricacion de ropa,
plasticos, papel y tableros. En la industria azucarera se le utiliza para el control de
microorganismos contaminantes debido a que su capacidad bactericida radica en su
efecto alquilante de los grupos sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo o amina. Produce
hidroximetilaciones o condensaciones (entrecruzamientos) en las proteinas y en los
nitrogenos de los anillos de las bases puricas, por o que su espectro es muy amplio
(OMS, 1982).

Se comercializa principalmente en forma de solucién acuosa del 37-50% v/v y son
conocidas como formol, formalina, aldehido formico o metanal. Por lo general estas
soluciones son utilizadas como conservadores. Es soluble en agua y en disolventes
organicos; pero insoluble en éter de petréleo. La ficha técnica que describe al

compuesto se muestra en la Tabla 4.

O
1

H”C“H

Fig. 10. Estructura del formaldehido (McMurry, 2008)
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Tabla 2. Ficha técnica de cloruro de benzalconio
(MAPFRE, 2015, con algunas modificaciones)

Propiedades fisicas

Punto de sublimacion: 350°C Solubilidad en agua, g/100mL a 25°C: 28
Punto de fusion: 29-34°C Presion de vapor, kPa a 160°C: 0.13
Densidad relativa(agua=1):1.5

Datos importantes

Estado fisico; aspecto: Vias de exposicion:

Polvo higroscoépico blanco a La sustancia se puede absorber por inhalacion.
amarillo, de olor caracteristico. Riesgos de inhalacion:

Peligros quimicos: Al producirse una pérdida de gas, se alcanza
La sustancia se descompone al muy rapidamente una concentracion nociva de
calentarla intensamente, éste en el aire.

produciendo humos toxicos y Efectos de exposicion de corta duracién:
corrosivos incluyendo vapores La sustancia irrita gravemente los ojos e irrita el
amoniacales, vapores de cloro y tracto respiratorio. La inhalacién puede originar
oxidos de nitrogeno. edema pulmonar

Limites de exposicion: Efectos de exposicién prolongada o repetida:
TLV (valor techo) no establecido. Esta sustancia es carcindgena para los seres
MAK (sensibilizacién cutanea) no humanos.

establecido.

Datos ambientales

Sustancia muy toxica para los organismos acuéticos. Evitese de forma efectiva que
el producto quimico se incorpore al ambiente.

Toxicidad

Animal Dosis
En especies acuaticas Carpa y pez zebra 500 mg/L
Oral exposicion aguda Ratas 7 mL (al 0.1%) /kg
Oral exposicion aguda Ratas 5mL (al 0.13%) kg
DL50 oral en ratas Ratas 400 mg/kg
Toxicidad ocular Conejos albinos 0.1 mL (al 0.65% c/ojo)

exposicion aguda
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Tabla 3. Ficha técnica de metam-sodio (Arvizu-Bernal y Ramos-Medina (2010), con
modificaciones)

Propiedades fisicas

Punto de ebullicién: 97 a 102 °C
Punto de fusién: -5a0 °C

Densidad relativa(agua=1):1.250
Presion de vapor: 0.0575 Paa 20 °C
Solubilidad en agua: 722 g/L
aproximadamente

pH solucién al 42 % (a 20 °C): 7.5-10.5
Presion de vapor, kPa a 160 °C: 0.13
Temperatura de autoignicion: No
determinada

Punto de inflamacion: 66 °C

Datos importantes

Estado fisico; aspecto:

A 20 °C es liquido, de color amarillo-
verde de olor azufrado.

Peligros quimicos:

Se descompone cuando se diluye con
agua en metil-isotiocianato  (gas
lacrimégeno y moderadamente
venenoso) y en sulfuro de hidrégeno
(gas altamente venenoso). En contacto
con acidos fuertes y se descompone en
sulfuro de carbono y monometilamina
(gases altamente inflamables).

Degradabilidad:

Se degrada rapidamente en el ambiente por
contacto con la humedad del suelo. Medio
ambiente acuatico. De acuerdo con los
resultados de los ensayos de
biodegradabilidad biodegradable.
Estabilidad:

El producto es estable si es almacenado y
manipulado segun las recomendaciones
dadas.

Toxicidad

Animal Dosis
Toxicidad aguda oral Ratas 820 mg /kg
Toxicidad aguda oral Conejos 825 mg/kg
Toxicidad aguda cutanea Ratas 800 mg/kg
Toxicidad aguda cutanea Conejos 2020 mg/kg

Dosis letal hombre Hombre

600 mg/L 30 min; 800
mg/L inmediatamente/
letalmente
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Tabla 4. Ficha técnica de formaldehido (MAPFRE, 2015, con modificaciones)

Propiedades fisicas

Punto de ebullicion: -20 °C
Punto de fusion: -92 °C
Densidad relativa(agua=1):1.08

Punto de inflamacion: gas inflamable
Temperatura de autoignicion: 430 °C
Limites de explosividad, % en volumen en el
aire: 7-73

Datos importantes

Estado fisico; aspecto:

Gas, de olor caracteristico.
Peligros fisicos:

Se puede mezclar con el aire,
formandose facilmente mezclas
explosivas.

Peligros quimicos:

La sustancia polimeriza debido al

calentamiento suave. Reaccion con

oxidantes.

Limites de exposicion:

TLV: 0,3 ppm (valor techo), A2
(sospechoso de ser cancerigeno
humano); SEN (ACGIH 2004).
MAK: 0,3 ppm; 0,37 mg/m?; Sh
(sensibilizacién cutanea);

Categoria de limitacién de pico:

[(2); Cancerigeno categoria: 4;
Mutédgeno categoria: 5; Riesgo
para el embarazo: Grupo C ;

Vias de exposicion:

La sustancia se puede absorber por inhalacién.
Riesgo de inhalacién :

Al producirse una pérdida de gas, se alcanza
muy rapidamente una concentracion nociva de
éste en el aire.

Efectos de exposicién de corta duracion:

La sustancia irrita gravemente los ojos e irrita el
tracto respiratorio. La inhalacion puede originar
edema pulmonar

Efectos de exposicién prolongada o repetida:
Esta sustancia es carcindgena para los seres
humanos.

(DFG 2004).
Toxicidad

Animal Dosis
Exposicién aguda Ratas wistar macho 30 ppm/6h
Exposiciéon subcroénica Ratones 40 ppm/5h
Carcinogenicidad o exposicion Ratones Sol. 10 % en agua

crénica

Carcinogenicidad o exposicion
cronica

Ratas wistar hembra 15 0 82mg/kg

Carcinogenicidad o exposicion
cronica

Embriones de ratas 1500 o 100 ppm

23



Capitulo 3. Metodologia

3. Metodologia

3.1. Equipo y reactivos

Los reactivos y equipo que se utilizaron para el desarrollo de esta investigacion, se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos y equipo con distribuidor y especificaciones

Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) Dibico
Caldo rojo de fenol con arabinosa Dibico
Caldo base descarboxilasa de moeller Dibico
L-Arginina CIVEQ
Agua peptonada Marca

Solucién salina isoténica (SSI)

0.9% NaCL J.T.Baker

Formaldehido (biocida)

J.T. Baker, al 37%

Agar nutritivo

Dibico

Solucién salina

Sol. acuosa de NaCl 0.45% a 0.5%, pH
4.5 a7.0. Dibico

N-metilditiocarbamato de sodio (MS)
(biocida)

Chem Service S.A. de C.V.

Cloruro de benzalconio (biocida)

CIVEQ, al 90%

Colorante cristal violeta

HYCEL de México S.A de C.V.

Safranina

HYCEL de México S.A de C.V.

Solucion alcohol-cetona

Preparada en el laboratorio, con acetona
J.T Baker y etanol al 95%.

Lugol HYCEL de México S.A de C.V.
Tinta china Pelikan

Cajas Petri de 100 x 15 mm SyM Laboratorios

Tubo de ensaye de poliestireno claro Dilabr

de 12x75 mm

Asa bacteriolégica Veravitrum

Incubadora a 35°C SEV-BIGM48S

Incubadora a 45°C LUZEREN mod: DHP-9052
Campana de flujo laminar SEV-CFL102

Autoclave TUTTNAUER modelo 2340M

Equipo de andlisis automatizado

MS-bioMérieux VITEK 2.0 systems 06.01

Hisopos estériles

Industrias Ruisanchez S.A de C.V.

Extractor casero

Oster mod. 333-08
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3.2. Disefio experimental

Experimento 1. Es un disefio experimental unifactorial, debido a que se debe aislar y
contabilizar las colonias existentes de los microorganismos de estudio Weissella
confusa y Leuconostoc mesenteroides a diferentes tiempos y a una misma temperatura

de 37°C, el medio de cultivo utilizado es agar MRS realizando tres repeticiones.

Experimento 2. El disefio experimental es tipo factorial considerando dos factores (a)
dosis; (b) tiempo y tres niveles dando como resultado 33 es decir, 27 pruebas

realizadas por triplicado, con un total de 81.
3.3. Procedimiento
3.3.1. Preparacion del medio de cultivo agar MRS

Se rehidrataron 67g del medio en un litro de agua destilada durante 15 minutos (min),
se calentd con agitacion constante 1 min a ebullicion para su disolucion completa, se
esterilizo a 121°C, 103.42 kPa (15 Ib{in%) de presién 15 min, una vez estéril se dejo
enfriar a 45°C, se vacid en cajas petri estériles, las placas se conservaron en
refrigeracién de 2 a 8°C (DIBICO, 2015)

3.3.2. Preparacion de agua peptonada

Se disuelve en un litro de agua destilada 10 g de peptona y 5 g de cloruro de sodio, se
deja reposar de 10-15 min, se agita para disolver completamente y se esteriliza a
121°C, 103.42 kPa (15 Ibf/inz) de presién 15 min, se deja enfriar y se colocan 90 mL de
agua peptonada en un matraz estéril, y 9 mL en tres tubos de ensayo estéril, se guarda

en refrigeracion para su conservacion.
3.3.3. Lavado y pelado de cafa

Se lleva a cabo un lavado de la cafa utilizando agua solamente, con la finalidad de
eliminar el exceso de tierra que posea, una vez que se lava se deja secar, para

después pelar, quitando la corteza que posee.
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3.3.4. Toma de la muestra

Se pesaron 344 g de cafia de azucar y mediante la utilizacién de un extractor casero se

obtuvieron en un recipiente estéril, 61 mL del jugo de la cafa.
3.3.5. Inoculacién y lectura

Con una pipeta estéril se tomaron 10 mL del jugo de cafa extraido y se colocaron en el
matraz que contiene 90 mL de agua peptonada, de la solucién anterior se toma 1 mL y
se coloca en uno de los tubos que contiene 9 mL de agua peptonada, se realizé el paso
anterior hasta conseguir una disolucion de 10 , de esta ultima disolucion se tomo 0.1
mL con una pipeta estéril, se colocé en una de las placas de agar MRS y con una
varilla de vidrio en L se extendieron sobre la placa. Cada placa inoculada se incuba a
37°C, por 24, 48 y 72 h. Después de la incubacion se seleccionaron las colonias tipicas
de Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides, las colonias seleccionadas se
resembraron en placas de agar MRS por agotamiento en placa y se incubaron a 37°C
por 24 h.

3.3.6. Pruebas primarias
3.3.6.1. Tincion de Gram (Ramirez et al., 2008)

Para la caracterizacion morfolodgica de las colonias resembradas se realizé una tincion

selectiva de Gram.

a) A partir de una colonia pura de 24 h se colocé en los portaobjetos previamente

desengrasados y rotulados, una asa de los microorganismos de estudio
b) Se dej6 secar y fij6é pasandolo por la flama del mechero

c) Se agregd a la muestra dos gotas de cristal violeta, dejar actuar por 1 min, para

eliminar el exceso de colorante se lavo con agua destilada

d) Se anadieron dos gotas de lugol (mordente), deja actuar por 1 min, para eliminar

el exceso de mordente se lavo con agua
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e) La muestra se decolor6 con alcohol-cetona hasta que el efluente salga incoloro

para retirar el exceso de solvente se lavo con agua

f) Por ultimo se agregaron dos gotas de safranina se dejé actuar 1 min y se lavd

con agua para retirar el exceso de colorante

g) Se dejd secar la muestra a temperatura ambiente y se observé al microscopio

con objetivo de inmersion.
3.3.6.2. Tincion de capsula (Ramirez et al., 2008)

Para observar la presencia de capsula se realiz6 una tincion diferencial (Anexo I)
a) En el extremo del portaobjetos colocar una gota de agua destilada y suspender
una asada del cultivo puro de 24 h de los microorganismos de estudio
b) Agregar una gota de tinta china sobre la muestra y mezclar perfectamente
c) Colocar el borde de otro portaobjetos limpio sobre la gota y deslizar éste sobre el
portaobjetos que contiene la muestra formando una pelicula delgada
d) Dejar secar al aire, cubrir el frote con cristal violeta y dejar actuar 1 min

e) Secar al aire y observar al microscopio con objetivo de inmersion.
3.3.7. Pruebas bioquimicas

Para la realizacion de dichas pruebas se resembro una de las colonias aisladas por

agotamiento en placa, para obtener un cultivo puro de 24 h.
3.3.7.1 Catalasa

En un portaobjetos desengrasado se colocd una gota de agua, se suspendidé una asa
del microorganismo de estudio y se agregé una gota de peroxido de hidrogeno (H203)

al 30 %, se observo el burbujeo inmediato.
3.3.7.2. Descarboxilacion de arginina

a) Se rehidrato 1.0504 g de caldo descarboxilasa de Moeller en un 100 mL de agua
destilada y se agregd 1% del aminoacido de estudio, se dejo reposar de 10-15 min,

calentando con agitacion constante hasta ebullicion 1 min, se distribuyé en tubos
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b)

f)

de ensayo cada uno con 4 mL del medio y se esterilizé a 121°C, 103.42 kPa (15
Ibi/in®) de presién 15 min (NO SOBREESTERILIZAR) (DIBICO 2015).

Se rotularon dos tubos con SSI para las bacterias en estudio Weissella confusa y
Leuconostoc mesenteroides

Se suspendié una asada del cultivo bacteriano en un tubo con 5 mL de SSI hasta
obtener una suspension ligeramente turbia

A partir de la suspension anterior se inocularon mediante una asada los tubos que
contenian el caldo descarboxilasa de Moeller, por triplicado para cada una de las
bacterias

Se dej6é un tubo sin inocular para poder tener un control sobre la prueba. A cada
tubo inoculado junto con el control se le agregaron 2 mL de aceite mineral

Se incubaron a 35 °C por 4 dias, con una revision constante de la prueba.

3.3.7.3. Biodegradacién de arabinosa

a)

Se rehidrataron 2.0020 g de caldo rojo de fenol con arabinosa 100 mL de agua
destilada se dejaron reposar de 10-15 min, calentando con agitacion constante
hasta completa disolucion.

Se distribuyeron en tubos de ensayo con campana de Durham cada uno con 4mL
del medio y se esterilizaron a 121°C, 103.42 kPa (15 Ib¢/in®) de presion por 15 min
(DIBICO, 2015).

Se rotularon dos tubos con SSI para las bacterias en estudio Weissella confusa y
Leuconostoc mesenteroides

Se suspendid una asada del cultivo bacteriano en un tubo con 5 mL de SSI hasta
obtener una suspension ligeramente turbia

A partir de la suspension anterior se inocularon mediante una asada los tubos que
contenian el caldo rojo de fenol con arabinosa, por triplicado para cada una de las
bacterias

Se dejé un tubo sin inocular para poder tener un control sobre la prueba y se

incubaron todos los tubos con las tapas ligeramente abiertas a 35°C por 24 h.
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3.3.8. Prueba automatizada en el equipo VITEK 2

a) Se resembraron cada una de bacterias Weissella confusa y Leuconostoc
mesenteroides por agotamiento en placa en agar nutritivo y se incubaron a 37°C,
24 h

b) A partir del cultivo anterior se inocul6 un tubo de ensayo con 3 mL de SSI (con
NaCl 0.45-0.5 %), ajustando una turbidez de 0.5 McFarland

c) Se colocaron, primero el tubo de ensayo en el cassette junto con la tarjeta de
identificacion, y después insertando el tubo de trasferencia dentro del tubo con la
suspension

d) Se instalo el cassette con las muestras en el sistema VITEK 2. Una vez dentro, las

tarjetas se sometieron a inoculacion, sellado e incubacion (Anexo Il).
3.3.9. Preparacion de los biocidas de estudio
3.3.9.1. Cloruro de benzalconio (CB)

Se prepararon 25 mL de una solucion madre de CB a una concentracion de 50 mg L.
Para ello se pesaron 1.389 mg de CB con una pureza de 90%, los cuales se disolvieron
en 10 mL de metanol grado cromatografico (HPLC, en inglés), para después llevar a un
aforo de 25 mL. De la soluciéon anterior se realizaron tres disoluciones, tomando
alicuotas de 1,1.5 y 2 mL y aforando a 5 mL con agua desionizada estéril, para obtener

las concentraciones de estudio 10,15y 20 mg L™
3.3.9.2. Metam-sodio (MS)

Se prepararon 25 mL de una soluciéon madre de MS a una concentracion de 50 mg L.
Para ello se pesaron 1.274 mg de MS con una pureza de 99%, los cuales se
disolvieron en 10 mL de metanol grado cromatografico, para después llevar a un aforo
de 25 mL. De la solucion anterior se realizaron tres disoluciones, tomando alicuotas de
3, 4y 45 mL y aforando a 5 mL con agua desionizada estéril, para obtener las

concentraciones de estudio 30,40y 50 mg L,
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3.3.9.3. Formaldehido

Se prepararon 50 mL de una solucién madre de formaldehido a una concentracion de
300 mg L. Se tomaron 45 pL de una solucién de formaldehido al 37% y se llevd a un
aforo de 50 mL con metanol grado cromatografico. De la solucién anterior se tomaron
alicuotas de 35, 50 y 85 pL, las cuales se aforaron a 5 mL con agua desionizada estéril,

para obtener concentraciones de 2,3y 5mg L™
3.3.10. Pruebas de resistencia a biocidas

Las pruebas con biocida se realizaron tomando como referencia el documento "A
concise laboratory manual. Arthur Productions Pty Ltd, Sydney. NSW: The antibiotic
reference laboratory, South Eastern Area Laboratory Services", de Bell et al. (1999),
con algunas modificaciones.

a) Para determinar la susceptibilidad de cada uno de los biocidas seleccionados, se
distribuyeron 20 mL de agar en placas de Petri, las cuales se pusieron a secar boca
abajo sin tapa en la incubadora a 35°C durante dos horas

b) Se prepard una suspensiéon de SSI al 0.9% distribuida en tubos de ensaye cada
uno con 4 mL

c) Con una asa recta fue tomada una colonia (cultivo puro de 24 h) cuyo diametro sea
de entre 1 y 2 milimetros (mm). La masa bacteriana debe ser visible en la punta del
alambre. Una vez que se tomd parte de la colonia, se inoculdé la SSI girando el
alambre recto al menos 10 veces con la punta en contacto con la parte inferior,
hasta obtener una turbidez de 0.5 McFarland

d) Con una micro pipeta se colocaron 100 uL de la suspension bacteriana en cada
una de las placas Petri y mediante un hisopo estéril se distribuyo el indculo en la
placa dejando secar de 5 a 10 min

e) Esterilizar las pinzas de punta roma con alcohol y a la flama del mechero y en
condiciones de asepsia, tomar un disco de papel filtro e impregnarlo con el agente
quimico a probar, eliminando el exceso por escurrimiento

f) Depositar el disco sobre el agar presionando ligeramente sobre la superficie y

repetir este paso para cada uno de los agentes quimicos a evaluar
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g) Se incubaron a 35°C por 24, 48 y 72 h, se revisaron y midieron cada halo de

inhibicion después de la incubacion.
3.4. Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza de un factor para determinar el tiempo 6ptimo de
crecimiento de las bacterias de estudio. Para la prueba de inhibicién de los biocidas se
determiné si los factores que pudieran afectar, mostrados en la Tabla 6, teniendo como
base la informacién bibliografica presentada en la Tabla 1, fueron analizados con una

prueba de rango multiple (Anexo IlI).

Tabla 6. Disefio experimental para seleccionar de la dosis 6ptima

Niveles
Factores 1 2 3
(a) Dosis A B C
(b) Tiempo (h) 24 48 72
(c) Biocida MS CB FA

MS: ditiocarbamato de sodio; CB: cloruro de benzalconio; A, By C: 10, 15y 20 mg L™; FA: Formaldehido, ;
A,ByC:2, 3y5mglL™
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4. Resultados y discusion
4.1. Inoculacién y lectura

En la primera parte del experimento se determiné el tiempo 6ptimo de incubacion para
la bacteria de estudio Weissella confusa por lo que se realizaron 5 repeticiones para

cada uno de los tiempos de estudio. Los resultados se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Unidades formadoras de colonias, UFC, a diferentes temperaturas para
Weissella confusa

Placas de agar Tiempo (h)
inoculadas o 18 72
1 20x10* 11x10° Incontables
Unidades 2 o* 17x10° Incontables
formadoras de 3 22x10* 13x10° 27x10°
colonias (UFC) 4 0* 24 x10° Incontables
5 *% *% *%

* Las colonias presentes se consideraron como cero ya que el conteo de éstas es menor al intervalo de 30 a
300

**|_as colonias presentes en estas placas no se consideraron ya que el agar en el que se inoculé sufrié
fracturas

Para determinar el tiempo o6ptimo de incubacion de Leuconostoc mesenteroides se
presenta la informacion en la Tabla 8. El factor de estudio es el tiempo de incubacién

utilizando 5 repeticiones para cada uno de los tiempos de estudio.

Tabla 8. Unidades formadoras de colonias, UFC, a diferentes temperaturas para
Leuconostoc mesenteroides

Placas de agar Tiempo (h)
inoculadas 24 48 72
1 0* 14x10° 30x10°
Unidades 2 0* 11x10° 29x10°
formadoras de 3 17x10* 14x10° Incontables
colonias (UFC) 4 0* 13x10° Incontables
5 *% *% *%

* Las colonias presentes se consideraron como cero ya que el conteo de éstas es menor al intervalo de 30 a
300

**|_as colonias presentes en estas placas no se consideraron ya que el agar en el que se inocul6 sufrié
fracturas
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4.2. Pruebas primarias

Las placas de agar MRS fueron incubadas a 37°C durante 24 h, después del tiempo de
incubacion se revisaron cada una de las placas encontrando que para Weissella
confusa las colonias caracteristicas son de color blancas, superficie lisa, opacas,
consistencia viscosa suave de elevacion convexa y borde entero (Fig. 11), las pruebas
primarias que se realizaron como tincion de Gram y tinciéon de capsula, muestran que
se trata de un cocobacilo Gram positivo, agrupado en cadenas cortas o pares (Fig. 12),

con presencia de capsula (Fig. 13).

: i ey
Fig. 12. Tincién de Gram y agrupacion para Fig. 13. Tincion de capsula para Weissella
Weissella confusa confusa
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En cuanto a Leuconostoc mesenteroides en el mismo agar presenta colonias de forma
circular, superficie lisa, translucida, color crema, consistencia viscosa, elevacion
convexa y borde entero (Fig. 14), las pruebas primarias mostraron que se trata de un
cocobacilo Gram positivo, agrupado en cadenas cortas (Fig. 15), con presencia de

capsula (Fig. 16).

' . 4
Fig. 15. Tincién de Gram y agrupacion para Fig. 16. Tincién de capsula para Leuconostoc
Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
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4.3. Pruebas bioguimicas
4.3.1 Catalasa

En las Figs. 17 y 18 se muestran los resultados de la prueba de catalasa que se
realizaron después de 24 h de incubacion de las bacterias. Estas muestran que para

ambas bacterias la prueba es negativa.

Fig. 17. Prueba negativa de catalasa para Fig. 18. Prueba negativa de catalasa para
Weissella confusa Leuconostoc mesenteroides

4.3.2. Descarboxilacién de arginina
Los resultados de la prueba fueron revisados después de la incubacion diariamente. La
Fig. 19 muestra el tubo que se tom6é como referencia de la prueba. En la Fig. 20 se

observo un resultado positivo para Weissella confusa, mientras que para Leuconostoc

mesenteroides el resultado fue negativo (Fig. 21).

Fig. 20. Prueba (+) de descarboxilacién de Fig. 21. Prueba (-) de descarboxilacion de
arginina para Weissella confusa arginina para Leuconostoc mesenteroides
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4.3.3. Biodegradacion de arabinosa

Para la prueba de biodegradacién los resultados fueron revisados a las 24 h de su
incubacion, tomando como referencia el tubo de la Fig. 22, mostrando que para
Weissella confusa el resultado fue positivo (Fig. 23), mientras que para Leuconostoc

mesenteroides el resultado fue negativo (Fig. 24).

B

R

Fig. 22. Tubo de referencia de Iaruebbiodegradacién de arabinosa

" l |
Fig. 23. Prueba (4) de biodegradacion de Fig. 24. Prueba (-) de biodegradacién de
arabinosa para Weissella confusa arabinosa para Leuconostoc mesenteroides

4.4. Prueba automatizada en el equipo VITEK 2

Para confirmar la presencia de las bacterias Weissella confusa y Leuconostoc
mesenteroides, se utilizo el equipo VITEK 2, de acuerdo con los resultados se encontrd
que se aislé del jugo de cafia a la bacteria Leuconostoc mesenteroides ssp

mesenteroides, y a Weissella confusa con un 96% de confianza.
4.5. Pruebas de resistencia a biocidas
4.6. Cloruro de benzalconio (CB)

Para determinar la resistencia de Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides a los

biocidas de estudio se les midieron los halos de inhibicion después de su aplicacion a
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diferentes condiciones (dosis del biocida y tiempo de incubacion). En las Tablas 9 y 10

se muestran los resultados obtenidos para cloruro de benzalconio frente a cada una de

las bacterias de estudio.

Tabla 9. Halos de inhibicién de Weissella confusa, utilizando CB

Temperatura
35°C
Tiempo (h) 24 48 72
Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)

11 10 11
10 12.5 12 12.2

10 9.8 11

12 10.3 11
15 13.5 13 13.2
12.4 11 12
14.4 12.6 13.2
20 15.7 14 14.5
13.5 13 13

Tabla 10. Halos de inhibiciéon de Leuconostoc mesenteroides, utilizando CB

Temperatura
35 °C
Tiempo (h) 24 48 72
Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)
10.9 10.9 10
10 10.5 10.3 10
11.4 11.4 11
11.1 11 11.2
15 12 12 11
12 11.8 13
12.9 12.5 12
20 13 12.9 12.3
13.5 12.6 12

4.7. Metam-sodio (MS)

Para determinar la susceptibilidad de Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides

en presencia del metam sodio, los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 11y

12 respectivamente.
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Tabla 11. Halos de inhibicion de Weissella confusa, utilizando MS

Temperatura
35 °C

Tiempo (h) 24 48 72
Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)

0 0 0

30 0 0 0

0 0 0

7.8 7.8 7.8

40 7.8 7.8 7.8

8.2 8.2 8.2

10 10 10

45 11 11 11

10 10 10

Tabla 12. Halos de inhibicion de Leuconostoc mesenteroides, utilizando MS

Temperatura
35°C
Tiempo (h) 24 48 72
Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)
0 0 0
30 0 0 0
0 0 0
7.5 7.5 7.5
40 7.6 7.6 7.6
8 8 8
8.3 8.3 8.3
45 8.3 8.3 8.3
8.2 8.2 8.2

4.8. Formaldehido

Los resultados de susceptibilidad para Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides
en presencia de formaldehido, los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 13 y

14 respectivamente.
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Tabla 13. Halos de inhibicion de Weissella confusa, utilizando formaldehido

Temperatura
35 °C
Tiempo (horas) 24 48 72
Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)

7 6 8

2 7 6 10

5 9 9

7 9 11

3 5 8 12

6 7 10

10 11 14

5 8 12 16

9 9 17

Tabla 14. Halos de inhibiciéon de Leuconostoc mesenteroides, utilizando formaldehido

Temperatura

35°C

Tiempo (horas) 24 48 72

Dosis (mg/L) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)

2

9
)
9
9
11
10
11

15

w
o|o|o|u|N|N|w|N|o
—_— | — N

Sl |©|e| NS~ o

14

4.9. Pruebas de antagonismo

Se realizd una prueba de antagonismo, para ver si Weissella confusa podia actuar
como antagdnico de Leuconostoc mesenteroides los resultados obtenidos muestran
que Weissella confusa no puede actuar como antagénico de Leuconostoc
mesenteroides puesto que ambas pueden desarrollarse en la placa de agar MRS sin
ningun inconveniente (Figs. 25 y 26), esto puede deberse a que ambas bacterias
provienen del mismo género.
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Figura 25. Prueba de antagonismo para

Weissella confusay Leuconostoc
mesenteroides

4.10. Andlisis estadistico

4.10.1. Tiempos de incubacion

Figura 26. Prueba de antagonismo para
Weissella confusa y Leuconostoc
mesenteroides

En las Tablas 15y 16 se muestran los resultados de los anadlisis de varianza realizados

para cada uno de los experimentos de desarrollo de los microorganismos a diferentes

tiempos. Se considerd un disefio unifactorial, por o que se plantean las hipoétesis:

Ho: No hay diferencia significativa entre los tiempos de incubacién para el desarrollo de

los microorganismos

H1: Hay diferencia significativa en por lo menos uno de los tiempo de incubacion para el

desarrollo de los microorganismos

Tabla 15. Analisis de varianza (ANOVA, en inglés

para Weissella confusa

Fuente de Suma de cuadrados | Grados de Medias de Estadistico
variacion libertad cuadrados de prueba
Entre 4.68x10'° 3 1.56x10"°
tratamientos
Del error 6.42x10"7 8 7.13x10™ 2.19
Total 1.11x10" 11
F 0.05, 2, 13Tablas= 4.07
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Tabla 16. Andlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para Leuconostoc mesenteroides

Fuente de Suma de Grados de Medias de Estadistico de
variacion cuadrados libertad cuadrados prueba

Entre 4.9x10™ 3 1.63x10™

tratamientos 2.29

Del error 5.7x10" 8 7.12x10"

Total 1.36x10™ 11

F 0.05, 2, 13Tablas: 4.07

De acuerdo con los resultados obtenidos no existe diferencia significativa entre los
tiempos de incubacion para el desarrollo de los microorganismos de estudio, mostrando
que las condiciones 6ptimas para su desarrollo es el medio de cultivo agar MRS a 37°C

por 24 horas.
4.10.2. Prueba de resistencia a biocidas

Los resultados obtenidos para esta prueba fueron analizados mediante el programa
Startgraphics Centurion XVI. El analisis de varianza que se realiz6 para Weissella
confusa y Leuconostoc mesenteroides sobre los halos de inhibicion frente a las
diferentes condiciones muestran que para el cloruro de benzalconio y metam sodio.
Existe una diferencia significativa entre la dosis empleada para poder inhibir el
crecimiento de las bacterias de estudio; sin embargo, no existe diferencia alguna entre
los tiempos que se utilizaron.

En cuanto al formaldehido, el analisis de varianza que se realizd indica que existe
diferencia significativa en cuanto a la dosis y tiempo que se emplee para inhibir el

crecimiento de Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides.
4.10.2.1. Analisis estadistico para cloruro de benzalconio

En la Fig. 27 se muestran los promedios de los halos de inhibicion para Weissella
confusa a las diferentes dosis empleadas de CB. Los graficos de cajas y bigotes
muestran el analisis estadistico de las dosis y tiempos empleados en el experimento.
Este grafico de cajas y bigotes (Fig. 28) muestra que la dosis a 20 mg L™ es la que
presenta mayor respuesta para inhibir el crecimiento de dicha bacteria pues el halo de
inhibicion que se muestra es de 13.77 mm, a diferencia de las concentraciones de 10 y

15 mg/L las cuales no muestran diferencia significativa entre ellas. En cuanto al tiempo
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el grafico indica que no existe diferencia significativa para la inhibicién del

microorganismo (Fig. 29).

Fig. 27. Promedio de inhibicion para Weissella confusa a diferentes dosis de CB
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Fig. 28. Gréfico de caja y bigotes de halos de Fig. 29. Gréfico de caja y bigotes de halos de
inhibicion para Weissella confusa a diferentes inhibicion para Weissella confusa a diferentes
dosis de CB tiempos

Los promedios de los halos de inhibiciéon para Leuconostoc mesenteroides frente a las
dosis empleadas de CB, se muestran en la Fig. 30. Los graficos de cajas y bigotes
muestran que, para todas las concentraciones empleadas de 10, 15y 20 mg L', existe
una diferencia significativa entre ellas (Fig. 31). El mayor halo de inhibicion que se
presenta es de 12.63 mm, el cual corresponde a la dosis empleada de 20 mg L™, con
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respecto al tiempo. El grafico de cajas y bigotes indica que no existe una diferencia
significativa (Fig. 32).

De acuerdo con los resultados que se obtuvieron puede observarse que Weissella
confusa ante las diferentes concentraciones de CB mostré los mayores halos de
inhibicion con respecto a los de Leuconostoc mesenteroides frente al mismo biocida de

estudio.

Fig. 30. Promedio de inhibicion para Leuconostoc mesenteroides a diferentes dosis de CB
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Fig. 31. Gréfico de caja y bigotes de halos de Fig. 32. Gréafico de cajay bigotes de halos de
inhibicién para Leuconostoc mesenteroides a inhibicidon para Leuconostoc mesenteroides a
diferentes dosis de CB diferentes tiempos
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4.10.2.2. Analisis estadistico para metam sodio

En la Fig. 33 se muestran los promedios de los halos de inhibicion para Weissella
confusa ante las diferentes dosis empleadas de MS. Al igual que con el CB, los graficos
de cajas y bigotes muestran el analisis estadistico de las dosis y tiempos empleados
para el estudio del biocida. De acuerdo con el grafico de cajas y bigotes existe una
diferencia significativa entre las tres concentraciones de estudio (Fig. 34), mostrando
que a 45 mg L' se presenta el mayor halo de inhibicion 10.33 mm. Por otro lado, a una

concentracién de 30 mg L™ la bacteria no presenta inhibicién alguna.

Fig. 33. Promedio de inhibicion para Weissella confusa a diferentes dosis de MS
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Fig. 34. Gréfico de caja y bigotes de halos de
inhibicion para Weissella confusa a diferentes
dosis de MS

Fig. 35. Gréafico de cajay bigotes de halos de
inhibicion para Weissella confusa a diferentes
tiempos
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En cuanto a Leuconostoc mesenteroides los promedios de los halos de inhibicidon ante
las diferentes dosis empleadas de MS se muestran en la Fig. 36. El analisis estadistico
de la dosis (Figura 37) indica que existe una diferencia significativa entre las
concentraciones de estudio mostrando que a una concentracion de 30 mg L™ la
bacteria no presenta inhibicion alguna ante el MS, mientras que a 45 mg L se

presenta un halo de 8.3 mm.
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Fig. 36. Promedio de inhibicion para Leuconostoc mesenteroides a diferentes dosis de MS
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Fig. 37. Gréfico de cajay bigotes de halos de Fig. 38. Gréfico de cajay bigotes de halos de
inhibiciéon para Leuconostoc mesenteroides a inhibiciéon para Leuconostoc mesenteroides a
diferentes dosis de MS diferentes tiempos
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En cuanto al tiempo los graficos de cajas y bigotes para Weissella confusa y
Leuconostoc mesenteroides (Figura 35 y 38), muestran que para ambas bacterias no
existe diferencia significativa para la inhibicion de los microorganismos.

De los resultados que se obtuvieron puede observarse que Weissella confusa muestra
mayor resistencia a metam sodio que Leuconostoc mesenteroides de acuerdo con los

promedios de los halos de inhibicién que se tienen.
4.10.2.3. Analisis estadistico para formaldehido

Para el caso del formaldehido, la Fig. 39 muestra los promedios de los halos de
inhibicion para Weissella confusa. De acuerdo con el analisis estadistico de las dosis
empleadas, los graficos de cajas y bigotes (Fig. 40) indican que entre las
concentraciones de 2 y 3 mg L™ no existe diferencia significativa alguna. Sin embargo,
la concentracion de 5 mg L' muestra una diferencia significativa con respecto a las
otras dos concentraciones. En cuanto al tiempo, el analisis estadistico indica que existe
una diferencia significativa (Fig. 41), mostrando que los mayores halos de inhibicion se
presentan a las 72 h de incubacién. De acuerdo con el analisis realizado puede decirse
que las condiciones Optimas para obtener una mayor inhibicidon del microorganismo es

utilizando una concentracion de 5 mg L™ con un tiempo de incubacion de 72 h.

Fig. 39. Promedio de inhibicién para Weissella confusa a diferentes dosis de formaldehido
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En cuanto a los resultados para Leuconostoc mesenteroides, los promedios de los

halos de inhibicion a las diferentes dosis empleadas de formaldehido se muestran en la

Fig. 42. El analisis estadistico de las dosis en graficos de cajas y bigotes (Fig. 43)

indican que existe diferencia significativa entre la dosis empleada, de 5 mg L™, con

respecto a las dosis de 2y 3 mg L. En cuanto al tiempo, en el grafico de cajas y

bigotes se observa que existen diferencias significativas entre los tres tiempos de

estudio (Fig.44), mostrando que las condiciones éptimas para inhibir el crecimiento de

la bacteria son utilizando una concentracion de 5 mg L™ incubandola por 72 h.

Fig. 42. Promedio de inhibicion para Leuconostoc mesenteroides a diferentes dosis de

formaldehido

47



Capitulo 4. Resultados y discusion
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Fig. 43. Gréfico de caja y bigotes de halos de Fig. 44. Gréfico de caja y bigotes de halos de
inhibicién para Leuconostoc mesenteroides a inhibicién para Leuconostoc mesenteroides a
diferentes dosis de formaldehido diferentes tiempos

4.11. Efecto inhibitorio del segundo experimento

Para poder conocer el efecto inhibitorio de los biocidas de estudio se tomé como
referencia o biocida control al formaldehido, debido a que su efecto inhibitorio esta
demostrado (Zarco-Mercado, 2015). Sin embargo, debido a sus efectos adversos al
ambiente y su toxicidad hacia los humanos no puede ser utilizado como biocida en
alimentos para humanos (OMS, 1982).

Para poder obtener el porcentaje de efecto inhibitorio, se utilizd el mejor promedio de
inhibicién proveniente de la concentracion de 5 mg L™. De esta manera se calcularon
los porcentajes de efecto inhibitorio para los dos biocidas de estudio probados en
Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides (Tablas 17 y 18). Para el calculo del

porcentaje inhibitorio se tomaron en cuenta las ecuaciones 1y 2:

o Halo promedio de inhibicién de CB 10 mg L™
% Efecto inhibitorio= — X100 €))
Halo de inhibicion del formaldehido 5 mg L

11.06 mm
% Efecto inhibitorio= TR X100 = 93.89% respecto al formaldehido (5 mgL™) (2)
.78 mm

Los porcentajes que se obtuvieron de cloruro de benzalconio (CB) y metam sodio (MS)

para Weissella confusa muestran que los porcentajes de efecto inhibitorio de CB son
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mayores que los del MS. Al realizar el analisis estadistico se observa que existe una
diferencia significativa en el uso de los biocidas (Fig. 45), mostrando que el cloruro de
benzalconio tiene una mayor respuesta de inhibicién ante el microorganismo de estudio
en este caso sobre Weissella confusa. Ademas, las dosis utilizadas para inhibir su

crecimiento son menores.

Tabla 17. Efecto inhibitorio del cloruro de benzalconio (CB) y metam sodio (MS) en
porcentaje para la bacteria Weissella confusa

Biocida | Dosis | Promedio del halo de inhibicion (mm) % Efecto inhibitorio
CB 10 11.06 93.89
CB 15 12.04 102.21
CB 20 13.77 116.89
MS 30 0 0

MS 40 7.93 67.32
MS 45 10.33 87.69

Gréfico Cajay Bigotes

Cloruro de benzalconio CB +

Biocida

Metam sodio MS +

L L L L L L L
0 20 40 60 80 100 120
% Efecto inhibitorio

Fig. 45. Gréfico de cajas y bigotes para el % de efecto inhibitorio para Weissella confusa versus
biocida (cloruro de benzalconio y metam sodio)

En cuanto a los resultados obtenidos para Leuconostoc mesenteroides con respecto de
los porcentajes que se obtuvieron de cloruro de benzalconio y metam sodio se puede
decir que los porcentajes de efecto inhibitorio del CB superan el 100%, por lo que son
eficaces para inhibir el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides, mientras que los de

MS son menores que el 100%. De acuerdo con el analisis estadistico existe una

49



Capitulo 4. Resultados y discusion

diferencia significativa entre los biocidas de estudio para inhibir el crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides (Fig. 46), indicando que el cloruro de benzalconio tiene un
mayor porcentaje de efecto inhibitorio utilizando concentraciones mas bajas que el

metam sodio.

Tabla 18. Efecto inhibitorio del cloruro de benzalconio (CB) y metam sodio (MS) en
orcentaje para la bacteria Leuconostoc mesenteroides

Biocida | Dosis | Promedio del halo de inhibicion (mm) % Efecto inhibitorio
CB 10 10.71 103.68
CB 15 11.68 113.07
CB 20 12.63 122.27
MS 30 0 0

MS 40 7.70 74.54
MS 45 8.27 80.06

% Efecto inhibitorio

Fig. 46. Gréfico de cajas y bigotes para el % de efecto inhibitorio para Leuconostoc
mesenteroides versus biocida (cloruro de benzalconio y metam sodio)

La Tabla 19 presenta la comparaciéon de los porcentajes de efecto inhibitorio del
cloruro de benzalconio y metam sodio ante las dos bacterias de estudio, Weissella
confusa y Leuconostoc mesenteroides. Los resultados muestran que los porcentajes de
efecto inhibitorio son muy similares para ambas bacterias; sin embargo, puede verse
una leve superioridad de los porcentajes para Leuconostoc mesenteroides (Fig. 47). De
acuerdo con el analisis estadistico que se realizd no existe diferencia alguna entre los

porcentajes de efecto inhibitorio para las bacterias de estudio (Fig. 48).
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Tabla 19. Comparacion del % de efecto inhibitorio para las bacterias de estudio ante los
biocidas de estudio (cloruro de benzalconio y metam sodio)

Weissella confusa Leuconostoc mesenteroides
Biocida Dosis % Efecto inhibitorio % Efecto inhibitorio
CB 10 93.89 103.68
CB 15 102.21 113.07
CB 20 116.89 122.27
MS 30 0 0
MS 40 67.32 74.54
MS 45 87.69 80.06
140
120
°
§ 100
=
‘= 80
é 60
E 40
20
o 0] 0]
CB10mg/L CB 15mg/L CB 20mg/L I MS 30mg/L I MS 40meg/L MS 45mg/L
m Weissella confusa W Leuconostoc mesenteroides

Fig. 47. Gréfico de la comparacién del % de efecto inhibitorio de Weissella confusa y Leuconostoc
mesenteroides versus biocida (cloruro de benzalconio y metam sodio)
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Fig. 48. Gréfico de cajas y bigotes para el % de efecto inhibitorio versus bacteria de estudio
(Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides)
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5.1. Conclusiones

Considerando que el objetivo general era identificar a dos bacterias predominantes del
jugo de cana Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides evaluando su
susceptibilidad a dos biocidas comerciales (cloruro de benzalconio y metam sodio) y
comparando las dosis empleadas para cada una de ellas y que los objetivos
particulares fueron revisar las caracteristicas que presenta la bacteria Weissella
confusa, asi como las aplicaciones que tiene en los diferentes campos de la ciencia, de
aislar e identificar de jugo de cana de un ingenio azucarero a Weissella confusa vy
Leuconostoc mesenteroides, de evaluar la susceptibilidad de ambas bacterias ante dos
biocidas comerciales comparando las dosis y determinar si Weissella confusa puede
actuar de forma antagdénica o como bacteriocida ante Leuconostoc mesenteroides vy,
finalmente, comparar ambos biocidas con el formaldehido, considerandolo como

referencia, a continuacion se presentan las conclusiones alcanzadas.

e Se alcanzo el objetivo general, ya que se identificaron con un 96% de confianza
a Weissella confusa y a Leuconostoc mesenteroides, aisladas del jugo de cafiay
se logro comparar su efecto inhibitorio ante los dos biocidas comerciales
empleados, cloruro de benzalconio y metam sodio, usando 10, 15y 20 mg L™y
40 y 45 mg L™, respectivamente, para inhibir el crecimiento de ambas bacterias

e Se revisaron las caracteristicas tipicas de Weissella confusa, mostrando que se
trata de una bacteria acido lactica, Gram positiva, que puede actuar como
antagodnica de algunas bacterias patégenas

e Se logro aislar de jugo de cafia de un ingenio azucarero cooperante (acuerdo de
confidencialidad), tanto a Leuconostoc mesenteroides como a Weissella
confusa, identificandolas mediante su caracterizacion morfologica y pruebas
bioquimicas

e Las bacterias en estudio Weissella confusa y Leuconostoc mesenteroides
presentan caracteristicas morfoldégicas muy similares, ya que Weissella confusa
proviene de la familia de Leuconostoc, por lo que existen pocas pruebas

bioquimicas que las diferencien
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El disefio de experimento unifactorial que se efectué permiti6 conocer las
condiciones Optimas para el desarrollo de los microorganismos en estudio,
destacando el medio de Agar MRS, a 37°C durante 24 horas

Mediante el segundo experimento se logré determinar la susceptibilidad de
Weissella confusa y de Leuconostoc mesenteroides ante los agentes biocidas en
estudio, cloruro de benzalconio y metam sodio

La bacteria Weissella confusa presenté los mayores halos de inhibicién ante los
biocidas como el cloruro de benzalconio y metam sodio; sin embargo, al calcular
el % de efecto inhibitorio usando al formaldehido como control, Leuconostoc
mesenteroides tiene una superioridad de los porcentajes, por lo que Weissella
confusa no puede ser utilizado como bactericida para inhibir el crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides

Se corroboré que el biocida usado como referencia, el formaldehido, es el mas
eficaz de la experimentacién. Sin embargo, también es un biocida poco
convencional para ser utilizado en la industria alimentaria debido a su toxicidad
(Anexo IV, Anexos 4a, b). En esta investigacion con su referencia se calcularon
los % de efecto inhibitorio de los otros dos

Se comprobd que Weissella confusa no actia como organismo antagonico de
Leuconostoc mesenteroides debido a que ambas pueden proliferar sin ningun

inconveniente en el medio de cultivo empleado

5.2. Perspectivas

Con base en esta experimentaciéon y los resultados y conclusiones alcanzados se

esbozan a continuacién las perspectivas para la continuacién de estas investigaciones.

Realizar una busqueda mas detallada de por qué Weissella confusa no puede
actuar como bactericida de Leuconostoc mesenteroides, a pesar de que posee
efectos inhibitorios ante algunos patdégenos causantes de enfermedades en
alimentos (Serna-Cock et al., 2010)
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e Se debe continuar con la investigacion para encontrar una bacteria que actue
como bactericida ante Leuconostoc mesenteroides y de esta manera poder ser
usada en la industria azucarera para coadyuvar en la resolucion de los

problemas que esta ultima genera en la industria.

Nota: Los residuos producidos en esta investigacion experimental fueron estabilizados

antes de disponer de ellos (Anexo IV, Anexo 4b)
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Anexo |. Aislamiento de bacterias

Fig. Al. Aislamiento masivo de Leuconostoc Fig. A2. Aislamiento masivo de Weissella
mesenteroides a las 24 horas confusa alas 24 horas

-

-

E "

Fig. A3. Aislamiento de Leuconostoc Fig. A4. Aislamiento de Weissella confusa a las
mesenteroides a las 72horas 72 horas
Fig. A5. Aislamiento por agotamiento de Fig. A6. Aislamiento por agotamiento de

Leuconostoc mesenteroides Weissella confusa

Fig. A7. Cocos Gram negativos y cocobacilos Fig. A8. Cocos Gram negativos obtenidos del
Gram positivos obtenidos del aislamiento aislamiento
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Fig. A9. Cocobacilos Gram positivos con Fig. A10. Micrococos Gram positivos
ausencia de capsula obtenidos del aislamiento agrupados en cadenas cortas o pares
3 L ol

Fig. A11. Cocos Gram positivos agrupados en Fig. A12. Cocobacilos Gram positivos
tétradas agrupados en cadenas cortas
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Anexo Il. Pruebas de VITEK 2

Resultado de VITEK. Para Leuconostoc mesenteroides

Facultad de Quimica UNAM
N° de cliente: VTK DOS 60 Informe de examen Editado 10-dic-2015 11:28 CST
Equipo N® 144FD7B5 Editado por: ejuarez
Nombre del paciente: N® paciente:
Examen: L norma-1 Seccion: CEPARIO

Bionumero: 160001044733731
Organismo seleccionado: Leuconostoc mesenteroides ssp mesenleroides

Comentarios:
3o N® de . 29-ago-2016
Informacién de Toslete::  GF lote: 242354610 |Fechacaduc.: 545 co7
identificacion . 09.dic-2015 e Tiempo de
Finalizado: 21:29 CST Estado: Final anélisis: 8,00 horas
96% Probabilidad Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides
Organismo seleccionado Nivel de Identificacion
Biondmero: 160001044733731 CarETa e
Organismo SRF |
Organismos de analisis y pruebas a separar;
Mensajes analisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Leuconostoc mesenteroides ssp
mesenteroides dMAN(B1),dXYL(89),
Detalles bioquimicos :
2 AMY + |4 PIPLC - 5 dXYL - |8 ADH1 - 19 BGAL + |11 JAGLU +
13 |APPA - 14 |CDEX - 15 |AspA - |16 |BGAR - |17 [AMAN - |19 |PHOS
20 |LeuA - 23 |ProA - 24 |BGURr - |25 |AGAL + |26 |PyrA - |27 |BGUR
28 |AlaA [-) |29 |TyrA - 30 |dSOR - |31 JURE - |32 |POLYB - |37 |dGAL
38 |dRIB - |39 [ILATK 42 |LAC + |44 |NAG + |45 |dMAL + |46 |BACI !
47 [NOVO + |50 |NC&.5 (+) |52 [dMAN - |53 |dMNE + |54 |MBdG + |56 [PUL
57 |dRAF + 58 |O129R + 589 |SAL + |60 |SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s
64 |OPTO +
Version instalada de VITEK 2 Systems: D8.01
Guia de interpretacion de CMI: : Guia de interpretacion terapeulica;
Nombre de juego de parametros de AES: . Ultima modificacion de parametros de AES:
Pagina 1 de 1

Fig. A13. Formato de Registro de la prueba de VITEK para Leuconostoc mesenteroides
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Anexo Il. Pruebas de VITEK 2

Resultado de VITEK. Para Weissella confusa

Facultad de Quimica UNAM

N° de cliente: VTK DOS 60 Informe de examen Editado 09-dic-2015 13:26 CST
Equipo N® 144FD785 Editado por: ejuarez
Nombre del paciente: N° paciente:

Examen: w norma-1 Seccitn: CEPARIO

Bionumero: 050000042651651
Organismo seleccionado: Unidentified Organism

Comentarios:

i N° de . 289-ago-2016 12:.00
Informacion de Tarjeta: GP lote: 242354610 [Fecha caduc.: csT
identificacion o _ 07-dic-2015 19:17 L dw Tiempo de

Finalizado: csT Estado: Final anilisis: 6,50 horas

Organismo Unidentified Organism
seleccionado Biontimero: 050000042651651
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Perfil{es) tipico(s) contraindicante(s)
Detalles bioquimicos
2 |AMY - |4 |PIPLC - |5 |dXYL + |8  |ADH1 + |9 |BGAL + |11 |AGLUY (+)
13 |APPA - |14 |CDEX - |15 |AspA - |16 |BGAR - |17 [AMAN - |19 |PHOS -
20 |LeuA - |23 [ProA - |24 |BGURr 25 |AGAL + [26  |PyrA - |27 |BGUR
28 |AlaA - |29 |TyrA - |30 |dSOR - |31 |URE - |32 |POLYB - |37 |dGAL +
38 |[dRIB - |39 |ILATK + |42 |[LAC - |44 INAG - |45 |dMAL + |46 |BACI +
47 |[NOVO + |80 [NC6.5 + 152 |[dMAN + |53 [dMNE + |54 |MBdG - |56 |PUL
57 |dRAF - |58 |O128R + |59 |SAL + |60 |SAC + |62 |dTRE - |63 |ADH2s +
84 |OPTO +
Version instalada de VITEK 2 Systems: 06.01
Guia de interpretacion de CMI; ) Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juego de parametros de AES: : Ultima medificacidn de parametros de AES:

Pagina 1 de 1

Fig. A14. Formato de Registro de la prueba de VITEK para Weissella confusa
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Debido a que el VITEK, no detecta a Weissella confusa de los resultados que se
obtuvieron se compararon con los datos bibliograficos de Serna et al. (2010). La
mayoria de los resultados comparados fueron similares

Tabla Al.-Comparacién de los resultados teéricos presentados por Serna et al., 2010 con
los obtenidos en la prueba de VITEK

# Prueba Nombre de la prueba Resultado experimental Resultado tedrico
2 | AMY D-AMYGDALINA - +
5 | dXYL D-XILOSA + +
8 | ADH1 ARGININA DIHIDROLASA + +
9 | BGAL BETA- GALACTOSIDASA + +

11 | AGLU ALFA- GLUCOSIDASA + +
25 | AGAL ALFA-GALACTOSIDASA + +
30 | dSOR D-SORBITOL - -
31 | URE UREASA - -
37 | dGAL D-GALACTOSA + +
38 | dRIB D-RIBOSA - -
42 | LAC LACTOSA - -
44 | NAG N-ACETIL- D-GLUCOSAMINA - +
45 | dMAL D-MALTOSA + +
46 | BACI Resistencia BACITRACINA + +
47 | NOVO Resistencia NOVOBIOCINA + +
50 | NC6.5 Crecimiento en 6.5% NaCl + +
52 | dMAN D-MANITOL + -
54 | MBdG METHIL-B-D-GLUCOPIRANOSIDASA - -
57 | dRAF D-RAFINOSA - -
58 | O129R 0129 RESISTENCIA (com vibrio) + +
59 | SAL SALICINA + +
60 | SAC SACAROSA + +
62 | dTRE D-TREALOSA - -
63 | ADH2s ARGININA DIHIDROLASA 2 + +

63




Anexo lll. Analisis estadistico de los resultados

Tabla A2. Andlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicién de Weissella
confusa ante CB

Fuente Suma de|GlI Cuadrado medio |Razon-F |Valor-P
cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 33.8822 2 16.9411 15.67 0.0001

B:tiempo 4.84667 2 2.42333 2.24 0.1351

INTERACCIONES

AB 1.17778 4 0.294444 0.27 0.8919

RESIDUOS 19.46 18 1.08111

TOTAL (CORREGIDO) 59.3667 26

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

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de
halos de inhibicidbn en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es menor
que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre halos de

inhibicidn con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla A3. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Weissella confusa
ante las dosis de CB
Método: 95.0 porcentaje LSD

Dosis Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
10 9 11.0556 0.346588 X

15 9 12.0444 0.346588 X

20 9 13.7667 0.346588 X

Contraste |Sig. Diferencia +/- Limites

10 - 15 -0.988889 1.02977

10 - 20 * -2.71111 1.02977

15 - 20 * -1.72222 1.02977

* indica una diferencia significativa

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra

las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al
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Anexo lll. Analisis estadistico de los resultados

lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95% de confianza. En la parte superior de la pagina, se
han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X en columnas. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan
una misma columna de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con
este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a cero.

Tabla A4. Andlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicién de Weissella
confusa ante MS

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 526.427 2 1263.213 2042.17 (0.0000

B:tiempo 0 2 |0 0.00 1.0000

INTERACCIONES

AB 0 4 |0 0.00 1.0000

RESIDUOS 2.32 18 |0.128889

TOTAL (CORREGIDO) 528.747 26

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

El StatAdvisor

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de
halos de inhibicidn en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es menor
que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre halos de

inhibicion con un 95.0% de nivel de confianza.
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Tabla A5. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Weissella confusa

Método: 95.0 porcentaje LSD

ante las dosis de MS

Dosis Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
30 9 0 0.11967 X

40 9 7.93333 0.11967 X

45 9 10.3333 0.11967 X

Contraste |Sig.  |Diferencia |+/- Limites

30 - 40 * -7.93333 |0.35556

30 -45 * -10.3333  |0.35556

40 - 45 * -2.4 0.35556

* indica una diferencia significativa

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales

medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra

las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al

lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente

significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se

han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X en columnas. No

existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan

una misma columna de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las

medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con

este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a cero.

Tabla A6. Andlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicién de Weissella
confusa ante formaldehido

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 94.2963 2 47.1481 30.31 0.0000

B:tiempo 108.074 2 54.037 34.74 0.0000

INTERACCIONES

AB 13.7037 4 3.42593 2.20 0.1097

RESIDUOS 28.0 18 1.55556

TOTAL (CORREGIDO) 244.074 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Anexo lll. Analisis estadistico de los resultados

El StatAdvisor

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de
halos de inhibicidbn en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre

halos de inhibiciéon con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla A7. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Weissella confusa
ante las dosis de formaldehido
Método: 95.0 porcentaje LSD

Dosis Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
2 9 7.44444 0.41574 X

3 9 8.33333 0.41574 X

5 9 11.7778 0.41574 X
Contraste|Sig.|Diferencia|+/- Limites

2-3 -0.888889(1.23523

2-5 * |-4.33333 [1.23523

3-5 * |-3.44444 |1.23523

* indica una diferencia significativa

El StatAdvisor

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

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a cero.
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Anexo lll. Analisis estadistico de los resultados

Tabla A8. Andlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicion de

Leuconostoc mesenteroides ante CB

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 16.6274 2 18.3137 26.91 0.0000

B:tiempo 1.29852 2 10.649259 2.10 0.1512

INTERACCIONES

AB 0.985926 4 10.246481 0.80 0.5420

RESIDUOS 5.56 18 |0.308889

TOTAL (CORREGIDO) 24.4719 26

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

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de

halos de inhibicidbn en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha

escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor se

mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la

significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es menor

que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre halos de

inhibicidn con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla A9. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Leuconostoc

mesenteroides ante las dosis de CB
Método: 95.0 porcentaje LSD

Dosis Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos
10 9 10.7111 0.185259 X

15 9 11.6778 0.185259 X

20 9 12.6333 0.185259 X

Contraste |Sig. Diferencia |+/- Limites

10 - 15 * -0.966667 10.550435

10 - 20 * -1.92222 0.550435

15-20 * -0.955556 10.550435

* indica una diferencia significativa
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Anexo lll. Analisis estadistico de los resultados

El StatAdvisor

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

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a cero.

Tabla 10. Analisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicion de
Leuconostoc mesenteroides ante MS

Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
cuadrados medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 383.847 2 (191.923 7851.41 |0.0000

B:tiempo 0 2 |0 0.00 1.0000

INTERACCIONES

AB 0 4 |0 0.00 1.0000

RESIDUOS 0.44 18 (0.0244444

TOTAL (CORREGIDO) 384.287 26

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

El StatAdvisor

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de
halos de inhibicién en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que un valor-P es menor
que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre halos de

inhibicidon con un 95.0% de nivel de confianza.
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Tabla A11. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Leuconostoc
mesenteroides ante las dosis de MS
Método: 95.0 porcentaje LSD

Dosis Casos Media LS |[Sigma LS Grupos homogéneos
30 9 0 0.0521157 X

40 9 7.7 0.0521157 X

45 9 8.26667 0.0521157 X

Contraste |Sig. Diferencia |+/- Limites

30 - 40 * -7.7 0.154844

30 -45 * -8.26667 |0.154844

40 - 45 * -0.566667 |0.154844

* indica una diferencia significativa
El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales

medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra

las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al

lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente

significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se

han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacién de las X en columnas. No

existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan

una misma columna de X. El método empleado actualmente para discriminar entre las

medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con

este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a cero.

Tabla A12. Anédlisis de varianza (ANOVA, en inglés) para halos de inhibicion de
Leuconostoc mesenteroides ante formaldehido

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Dosis 41.1852 2 120.5926 7.41 0.0045

B:tiempo 66.0741 2 133.037 11.89 0.0005

INTERACCIONES

AB 33.037 4 |8.25926 2.97 0.0477

RESIDUOS 50.0 18 |2.77778

TOTAL (CORREGIDO) 190.296 26

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

La tabla de analisis de varianza, ANOVA en inglés, descompone la variabilidad de
halos de inhibicidbn en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucion de cada factor se
mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son
menores que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
halos de inhibicién con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla A13. Pruebas de rangos multiples para halos de inhibicién de Leuconostoc
mesenteroides ante las dosis de CB
Método: 95.0 porcentaje LSD

Dosis Casos MediaLS |SigmalLS Grupos homogéneos
2 9 7.44444 0.555556 X

3 9 8.11111 0.555556 X

5 9 10.3333 0.555556 X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

2-3 -0.666667 |1.65064

2-5 * -2.88889 |1.65064

3-5 * -2.22222 |1.65064

* indica una diferencia significativa

El StatAdvisor

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

significativamente diferencia real es igual a
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Anexo IV. Disposicion controlada de los residuos producidos

Anexo 4a. Referencia sobre la toxicidad del formaldehido (Venezuela)

Russo-de-Méndez, T. 2000. Efectos toxicos crénicos del formaldehido. MedULA. 9(1-4):45-57. Direccion electrénica:
http://www.imbiomed.com.mx/1/1/articulos.php?method=showDetail&id_articulo=36667&id_seccion=2437&id_ejemplar=3790&id_rev
ista=147

Resumen

Se describen los efectos téxicos de la exposicidn ocupacional crénica al formaldehido. Se estudiaron 66 personas, adultas, hombres
y mujeres, expuestos en forma cronica al formaldehido. Se utilizé un cuestionario como instrumento de medicion. Los resultados
son: 31 Estudiantes (47%), 11 Profesores (17%), 4 Obreros (6%) de la Catedra de Anatomia Humana de la Facultad de Medicina,
de la Universidad de Los Andes; 16 Empleados de los Servicios Funerarios de la ciudad de Mérida (24%) y 4 Empleados (6%) de la
morgue del Cuerpo de Policia Cientifica (Regién Mérida). Edad entre 18 y 56 afios (media: 37 afos). Sexo: predominio del sexo
masculino, 44 personas (66.6%). Tiempo de Trabajo: de 1 a 30 afos (media: 15 afos). Tiempo de Exposicién de 8 a 72 h/semana
(media: 28 h/sem). Alteraciones respiratorias: representaron un 30% (6) de las patologias observadas: irritacién nasal, obstruccion
nasal, ardor de garganta, y tos seca, se presentaron en los cinco grupos de estudio con frecuencia de una vez al dia; epistaxis y
disnea se presentaron en los cinco grupos de estudio, con frecuencia de cada 30 dias. Alteraciones neurolégicas, representaron un
30% (6) de las patologias observadas: dolor de cabeza, una vez al dia en estudiantes; cada 7 dias en los obreros, funerarios y
empleados CPTJ y cada 15 dias en profesores y obreros; mareos, una vez al dia en estudiantes y cada 7 dias en los grupos
restantes; fatiga, se present6 una vez al dia en los cinco grupos de estudio; somnolencia, una vez al dia en cuatro de los grupos y
cada siete dias en los profesores; irritabilidad, una vez al dia en estudiantes y empleados funerarios, disminucién de la memoria
reciente, una vez al dia en los profesores, obreros y empleados funerarios. Alteraciones dermatolégicas, representaron un 25% (5)
de las patologias observadas: urticaria, en los cinco grupos con una frecuencia de vez al dia; ampollas, en cuatro de los grupos
menos los profesores cada 15 dias; dafios en las uias, cada 30 dias en estudiantes, obreros y empleados funerarios y dermatitis en
los estudiantes, obreros y empleados funerarios cada 30 dias; prurito, en los estudiantes, empleados funerarios y empleados PTJ,
una vez al dia. Alteraciones oculares, representaron un 15% (3) de las patologias observadas: lagrimeo, irritacion ocular una vez al
dia en los cinco grupos estudiados; la conjuntivitis, se presentd solo en los empleados funerarios, cada 30 dias. Los resultados
revelaron que la toxicidad del formaldehido sobre las personas expuestas o en contacto con él generan como patologias mas
frecuentes las respiratorias, neuroldgicas, dermatoldgicas y oculares; se encontré como coadyuvantes la ausencia de medidas de
higiene y seguridad en el medio laboral y el desconocimiento del marco juridico laboral y de seguridad e higiene por parte de los
trabajadores.

Palabras clave: Formaldehido, toxicidad, riesgo laboral, exposicidn laboral, enfermedad profesional, cancer
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4b. Diagrama de flujo de los residuos generados durante la investigacion

Fase experimental Residuos generados

e Agar MRS

Experimento 1. Aislamiento

bacteriano e Colorantes de la tincion de Gram (cristal

« Siembra de bacterias violeta, safranina, lugol, alcohol-cetona)
e Tincién de Gram

« Tincion de capsula

A\ 4

« Portaobjetos con indculo

e Agar MRS
« Agar nutritivo
« Cassette y tarjeta de identificacion

Experimento 1. Identificaciéon
bacteriana

Ul

A\ 4

« Siembra de bacterias « Matraz y tubos de ensayo con agua peptonada

« Pruebas bioqui.micas « Tubos de solucién salina isotdnica
« Prueba en equipo de VITEK « Tubos con caldo rojo de fenol con arabinosa
« Tubos con caldo base descarboxilada de Moeller

&

Experimento 2. Pruebas con biocidas « Agar MRS

e Formaldehido
« Siembra de bacterias | e Cloruro de benzalconio
« Pruebas de resistencia de biocidas « Metam sodio




Anexo IV. Disposiciéon controlada de los residuos producidos en esta investigacion

R1 y R4. Las cajas de agar (MRS vy nutritivo), cassette y la tarjeta de identificacion fueron
incinerados. Para ello fueron colocados en bolsas rojas (color asignado a residuos
peligrosos) y etiquetados bajo los lineamientos de la Unidad de Gestion Ambiental de la

Facultad de Quimica de la UNAM, para que dicha dependencia los recolectara.

R2. Generados de la tincion de Gram para observar la morfologia de las bacterias de
estudio, los cuales fueron una combinacion de los colorantes, por lo que se consideran
dafiinos para el ambiente, por lo que fueron almacenados y etiquetados bajo los
lineamientos de la Unidad de Gestién Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM

para su disposicion controlada.

R3. Después de efectuar las observaciones, los portaobjetos se sumergen durante 10 min
en una solucion sanitizante de hipoclorito de sodio al 10% a partir de una solucion
comercial, se lavan con detergente liquido, se enjuagan y sumergen en alcohol al 95%
durante 24h.

R5. Proveniente de las pruebas de identificaciéon bacteriana, todo el material con las
soluciones utilizadas fueron esterilizadas en autoclave a 121°C, 103.42 kPa (15 Ib¢in%) de
presion 15 min, para su posterior disposicion como residuos organicos, mientras que el

material fue lavado con detergente liquido se enjuagaron y secaron para su uso posterior.

R6. Corresponden a desechos generados de las pruebas con biocidas (cloruro de
benzalconio, metam sodio y formaldehido), los cuales son considerados peligrosos y
toxicos para la salud, por lo que fueron almacenados y etiquetados bajo los lineamientos
de la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM para su
disposicion controlada.
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