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se encuentre en el jugo después de pasar por

Resumen

el molino, mayor serd la rentabilidad en el
La industria azucarera basa gran parte de

producto final (azticar comercial).

sus ingresos econdémicos en la cristalizacién
de la sacarosa proveniente de la molienda
de la cafa de aziicar (Saccharum officinalis)
para obtener el azticar comercial que habi-
tualmente se encuentra en el comercio. Por

esto, cuanta mayor concentracion de sacarosa

El proceso anteriormente mencionado
es afectado por diversos microorganismos;
la bacteria 4cido-ldctica Leuconostoc mesen-
teroides es una de las principales fuentes
de pérdidas debido a la fermentacién que
realiza en la sacarosa, disminuyendo con ello
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la concentracién de azdcar en el proceso de
cristalizacién y en los rendimientos finales.

En este trabajo de investigacién se preten-
de mostrar algunas formas de inhibir o con-
trolar de la bacteria L. mesenteroides mediante
el suministro de diferentes concentraciones
de algunas sales quimicas, entre las cuales se
encuentran CaCl,NaClO, EDTA, NaNO,,
Na,SO, y (NH,) ;PO en el sustrato de cre-
cimiento bacteriano; a su vez este trabajo
permitird identificar diferentes formas de
inhibici6én de la bacteria que pueden ser im-
plementadas en la industria. Una de las mds
relevantes por su bajo costo y simplicidad es
la adicién de sales quimicas.

Palabras Clave: cana de aztcar, fermen-
tacion.

Abstract

The sugar industry supports much of
its income in the crystallization of sucrose
that comes from the milling of sugar cane.
However, this process is affected by various
microorganisms, being Leuconostoc mesen-
teroids a major source of loss resulting from
the fermentation performed on sucrose. This
study aims at the inhibition of the bacterium
L. mesenteroids with different concentrations
of chemical salts such as CaClz, NaClO,
EDTA, NaNO,, Na SO, and (NH,)3PO,
in bacterial growth substrate, a work that
is part of a broader research that will allow
us to identify different forms of bacterial
inhibition, which can be implemented in
the industry.

Key words: Sugar cane, fermentation,
bacteria, L. mesenteroids.

Introduccion

En el contexto azucarero nacional toma
cada dfa mayor importancia la calidad de la
materia prima (la cana de aziicar) transpor-
tada, luego de mdltiples operaciones en el
campo, hasta las instalaciones del ingenio
para convertir su contenido en azicar y eta-
nol (Ochoa, 2003). Desde 1985 en el Valle
del Cauca se han observado y estudiado las
diferencias en la sacarosa obtenida después
de la molienda y la cantidad de azticar co-

mercial producida por la cristalizacién de
esta sacarosa, y se ha notado una pérdida
considerable, lo cual representa graves afecta-
ciones econémicas a este importante renglén
de la economia regional (Larrahondo er a/,
1989; Larrahondo et 4/, 2003). Una causa
importante en la destruccion de sacarosa es la
fabricacién del azticar, que transcurre desde la
molienda de la cafa hasta la clarificacién del
jugo, es la accién de microorganismos que
acompanan la cana y que producen la pérdi-
da de sacarosa por medio de la fermentacién
y la formacién de dextrana, lo cual se asocia
con el deterioro de la cafa de azicar.

Segtn Mora (1995), en el estudio de las
microfloras contaminantes durante la etapa
de molienda de cana en relacién con el pro-
ceso de elaboracién de aziicar no se presen-
taron diferencias significativas con respecto
al nimero de microorganismos en los jugos
de primera extraccion y diluido, éstos se
encuentran en un perfodo fisioldgicamente
activo, en el cual se requieren carbohidratos
(azticar) para realizar sus funciones metabé-
licas vitales. El nivel promedio de contami-
nacién hallado fue de 10° bacterias/ml de
jugo de cana, siendo el género Leuconostoc
sp el predominante en la identificacién; éste
presenta la caracteristica de producir goma,
efecto muy importante en la fabricacién del
aztcar. Ademds, es una de las principales
cepas en la produccién de 4cido ldctico, dcido
acético y etanol a partir de la fermentacién,
e induce al mismo tiempo mayores pérdidas
de sacarosa.

La industria ha desarrollado numerosas
investigaciones para el control de este mi-
croorganismo (Ochoa 2003), las cuales han
determinado que cada subespecie de Leuco-
nostoc mesenteroides responde diferente segtin
el tipo de control o tratamiento utilizado. Sin
embargo, todas las subespecies son poten-
cialmente perjudiciales para la industria al
provocar la disminucién de la concentracién
de sacarosa en el jugo mediante la fermenta-
cién de este aziicar en dcido ldctico.

Varias investigaciones han reportado
diversos mecanismos para la inhibicién
de la cepa microbiana, entre los cuales se
encuentran la ramificacién, la isomeriza-
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cién cis-trans, la elongacién de la cadena
de 4cidos grasos, la formacién de ciclicos,
entre otros (Russell & Sandercock, 1980).
En un ambiente hostil, como el estudia-
do en este trabajo, en el que se agregaron
concentraciones altas de sales especificas,
las bacterias se adaptan al medio o perecen.
En el primer caso se producen una serie de
transformaciones, por las cuales se modifican
enzimas que pueden permitir la adaptacién
de las bacterias al estrés salino. Si bien esto
es una posibilidad, no todas las bacterias
dcido ldcticas son capaces de adaptarse a este
estrés salino, por lo tanto, es una una forma
disponible muy eficiente y econémica para la
inhibicién de la cepa bacteriana, y puede ser
implementada y desarrollada por la industria
luego de la investigacién que permita identi-
ficar la eficiencia de esta metodologia para el
control bacteriano, mds especificamente de
L. mesenteroides.

En el caso de las bacterias ldcticas que
pueden adaptarse al estrés salino mediante la
modificacién enzimdtica se espera un cambio
en una proteasa, enzima asociada con la en-
voltura de la bacteria L. mesenteroides, lo cual
le permitirfa alcanzar mayor velocidad de
reaccién para procesar proteinas del medio,
que le sirven a la bacteria para enfrentar la
situacién y seguir viviendo (Piuri, 2003).

Durante la ejecucién de este proyecto se
estudid el efecto de diversas concentraciones
salinas, antagonismos microbioldgicos y
diferentes efectos fisicos sobre la inhibicién
o crecimiento de L. mesenteroides, lo cual
podrd ser implementado como control de
esta bacteria en los ingenios azucareros.

Este reporte preliminar est basado en los
datos obtenidos del comportamiento de L.
mesenteroides en diferentes concentraciones
salinas.

Materiales y métodos

Microorganismo: La cepa Leuconostoc
mesenteroides MFM 1 utilizada procedié
del Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad de San Buenaventura, aislada
del Molino Fulton Masa 1, ubicado en el
Ingenio del Cauca.
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Iglesia y convento La Merced (1541-1678).

Medio de cultivo Mayeux: Peptona, 10
g; extracto de levadura, 5 g; sacarosa, 100 g;
citrato de sodio, 1 g; glucosa, 5 g; gelatina
2.5 g; agar, 15 g en un litro de agua destilada.
Posteriormente se somete a calentamiento
hasta hervir durante aproximadamente 2 mi-
nutos y se procede a esterilizar por autoclave
a 120 °C durante 30 minutos a una presién
de 15 libras. Luego, el agar nutritivo se sirvi6
en cajas de petri, solidificado a temperatura
ambiente.

Concentraciones salinas en la inhibicion
del crecimiento de L. mesenteroides

En esta prueba se empled el medio Ma-
yeux, el cual es rico en sacarosa. A este medio
le fueron agregadas las sales NaCl (cloruro de
sodio), KCl (cloruro de potasio), NH SO,
(sulfato de amonio), Na, SO, (sulfato de so-
dio), Na,SO, (sulfito de sodio), NaNO, (ni-
trito de sodio), NaClO, (clorato de potasio),
NaH_ PO, (fosfato de sodio), MgSO, (sulfato
de magnesio), EDTA (Ethylenedinitrilo-
Tetraacetic Acid, disodium Salt), CaCl, (clo-
ruro de potasio), K.SO, (sulfato de potasio),
(NH,),PO, (fostato de amonio), NaClO
(hipoclorito de sodio) al 3%, 6.5% y 10%,
respectivamente. Los aislados se sembraron
en tubos inclinados, y se incubaron a 37 °C
durante 48 horas. Se observé si los tubos
presentaron o no crecimiento microbiano
(L. mesenteroides).

Los procedimientos utilizados para eva-
luar los resultados consistieron en observar si
la bacteria L. mesenteroides en presencia de las
sales mostraba variaciones como la presencia
o ausencia de crecimiento o la formacién
de dextrana.
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Resultados y discusion

El crecimiento en medio salino se realizé
en Mayeux, el cual contenia tres concen-
traciones salinas de 3%, 6.5% y 10 % para
diferentes sales, incubadas a 37 °C durante
48 horas. Los tubos que mostraron creci-
miento bacteriano se consideraron positivos.
Para algunas de las sales, el efecto negativo
de la salinidad sobre el crecimiento del L.
mesenteroides disminuyé significativamente
a medida que se incrementaron los niveles

de salinidad (Tabla 1).

En la Tabla 1 se demuestra que el cre-
cimiento de L. mesenteroides no sélo estd
influenciado por el tipo de sal suministrada
al medio de crecimiento, sino ademds por
la concentracién de la sal. Se observaron
diferencias notables entre las sales estudiadas.
Las concentraciones salinas de MgSO, y
de K,SO, no inhibieron el crecimiento de
la bacteria estudiada; sélo NaClO, a una
alta concentracion del 10% pudo hacerlo;
mientras que las sales NaCl, KCI, NH SO,
Na,SO,, NaH,PO, la inhiben al 6.5%. A
estas concentraciones de sal no ocurre ningtin
deterioro fisiolégico en los microorganismos,
ni tampoco fermentacién lictica, debido a
que la preservacién se debe fundamental-
mente al alto contenido de sal. Sin embar-
go, cuando el medio tenfa CaCl,, NaClO,
EDTA, NaNO,, Na SO, y (NH,),PO,, el
crecimiento fue negativo, mostrando asi la
eficiencia de estas sales en la inhibicién del
crecimiento del L. mesenteroides.

La cantidad de sal anadida puede seraltao
baja, segtin su tipo. Sin embargo, la mayoria
de las sales utilizadas se encuentran a una
concentracién del 6.5 % y del 10 %, en las
cuales la inhibicién del microorganismo se
hace evidente y no ocurre ningtin deterioro
del sustrato por accién microbiolégica o
fermentacién ldctica, debido fundamental-
mente al alto contenido de sal.

La aplicacién de sal en el proceso de cris-
talizacién de azticar y de fermentacion del
jugo de cafa inhibe no sélo el crecimiento
de L. mesenteroides sino ademds disminuye la
proliferacién de microorganismos putrefac-
tivos, y al mismo tiempo afecta el desarrollo
de especies patogénicas y toxigénicas. El

Tabla 1.
Efecto de las concentraciones salinas en el
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides
en medio Mayeux.

Crecimiento en
Medio salino 3% 6.5% | 10%
NaCl + - -
KCI + - -
NH,SO, + - -
Na SO, + - -
Na SO, - - -
NaNO, - - -
NaClO, + + -
NaH,PO, + - -
MgSO, + + +
EDTA - - -
CaCl, - - -
K.SO, + + +
(NH,),PO, - - -
NaClO - - -
Simbolos:

Inhibicién del crecimiento (-)

Presencia de crecimiento (+)

manejo inadecuado de las concentraciones
de las sales como NaCl, KCl, NH,SO,,
Na,SO,, NaH, PO, posibilita el crecimiento
bacteriano, entre ellos L. mesenteroides, por
lo cual es de vital importancia suministrar las
sales en una concentracién igual o mayor a
6.5%. Por arriba del 10% de concentracién
de estas sales no hay inhibicién microbiana
debido fundamentalmente a la capacidad
de adaptacion de estas bacterias; ademds,
por encima de este rango las propiedades
fisico-quimicas del jugo de cana cambian,
aumentando con ello el costo en la produc-
cién del azdcar comercial.

La sal recomendada por este trabajo de
investigacién es NaCl (sal de cocina) a una
concentracién mayor o igual del 6.5%,
comunmente usada y no tiene efectos noci-
vos ni contraindicaciones para el consumo
humano; ademds no altera aparentemente
las propiedades fisico-quimicas del jugo de
cafia utilizado en la elaboracién del aztdcar
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comercial en las concentraciones anterior-
mente mencionadas.

Las otras sales utilizadas en este experi-
mento pueden ser téxicas, amargas y comu-
nicarle condiciones peligrosas e indeseables
al producto; pero aunque las sales utilizadas
no causan algin dafo al hombre se sugiere
realizar pruebas adicionales para determinar
la incidencia de ellas en las propiedades
organolépticas del producto final (azticar
comercial) y saber si influyen en el sabor
del azicar.

Girard (1991) pudo observar que un
aumento en la concentracién de sal produce
una disminucion en la velocidad de creci-
miento y un aumento en la fase de latencia,
esto es, un retardo en el crecimiento. Este
retardo puede ser explicado por la influencia
de la concentracién de sal en fase acuosa
sobre la presién osmética del medio y por
consiguiente, sobre la actividad de agua del
mismo.

La adicién de productos quimicos bac-
tericidas como el cloro, el formaldehido, el
biéxido de azufre, las sales cuaternarias de
amonio y los organosulfurados en las fibricas
de aziicar estd justificada desde hace tiempo,
ya que se ha probado que emplearlos es eco-
némicamente mds eficaz que el no hacerlo

(Kooper, 1982).

Herndndez et al. (1976) realizaron ensa-
yos para evaluar la accién germicida de tres
agentes quimicos —Formalina, Antiformin y
Biocidas— sobre la microflora del jugo de la
cana. La investigacién realizada por Acosta
et al. (1998) evalué tanto a escala industrial
como de laboratorio la accién bactericida del
Vantocil CS sobre el Leuconostoc sp presente
en jugos de cana y diluciones puras. Ademds,
se reportd la CIM (Concentracién Inhibi-
toria Minima) para cinco bactericidas como
Lipesa 108, Tensobact 500, Proquat BC 50,
Halamid (Chloramine T) e hipoclorito de
calcio. Los tres primeros se usaron al 10%;
los dos restantes, al 1% y al 0.75% respecti-
vamente. Los resultados obtenidos en estos
ensayos mostraron que el bactericida mds
eficiente fue el Proquat BC 50 al 1%, que
para los microorganismos ensayados presentd
concentraciones entre 7,8 - 1,9 ppmy le si-

guieron en eficiencia el hipoclorito de calcio,
el Tensobact 500 y el Lipesa 108; por tltimo
estuvo el Halamid (Mora, 1995).

Los estudios sobre la aplicacién de
quimicos bactericidas como las sales imple-
mentadas en esta investigacién deben seguir
siendo desarrollados, puesto que si bien se
prob6 que algunas sales pueden inhibir el
crecimiento de L. mesenteroides, es necesario
realizar investigaciones suplementarias sobre
el costo de emplear estas sales en la industria
comparado con los métodos de control apli-
cados hoy en dia.

Los resultados de esta investigacién
muestran la importancia de la aplicacion de
estos agentes quimicos en la molienda para
minimizar las pérdidas de sacarosa; sin em-
bargo, en un futuro préximo se reportardn los
resultados de inhibicién de L. mesenteroides
consignados en este trabajo comparados
con los resultados de inhibicién a partir de
antagonistas microbioldgicos y sonicacién,
los cuales forman parte del proyecto.

Conclusiones

Se establecié que las sales CaCl , NaClO,
EDTA, NaNO,, Na SO, y (NH,),PO, son
un buen agente de control en las fermenta-
ciones por L. mesenteroides, y mostraron su
eficiencia en su inhibicién.

Bibliografia

— ACOSTA, S. et al. (1998). Fvaluacién del
Vantocil CS como desinfectante en la industria
azucarera cubana. Cuba — Aztcar. Enero-
marzo, 31-35 p.

— GIRARD, J, P. (1991). Técnologia de la carne

y los productos cdrnicos. Zaragoza, Espana: Ed.
Acribia S.A.

— HERNANDEZ, M.; SHEVCHENKO, A.;
QUINTERO, N. (1976). La accién de los

germicidas sobre los microorganismos del jugo

de la cania. Atac, 35 (3): 42-57.
— KOOPER, O. (1982). Pérdidas de sacarosa.

Seminario de tecnologia moderna de la cana de
azticar. Memorias 2: 55-68.

— LARRAHONDO, J.; VICTORIA, J.; &
BRICENO, C. (2003). Caracterizacién de

variedades de cania de aziicar para produccion

Revista Cientifica Guillermo de Ockham. Vol. 7, No. 1. Enero -Junio de 2009 - ISSN: 1794-192X » 17



Johany Angel, Raul Cuervo, Heiber Cérdenas, Jorge Durdn, Luis Fernando Mejia, Gloria Rodriguez de la Pava

de aziicar y alcohol. En: Tecnicaza (Asociacion
Colombiana de Técnicos de la Cania de Azticar)
(eds). VI Congreso Colombiano de la Asociacion
de Técnicos de la Caria de Aziicar. Memorias.
Septiembre 24 a 26. Cali, Colombia. Docu-
mento de trabajo volumen 2. Procesos Indus-
triales -Administracién y Gerencia; p. 42.

LARRAHONDO, J.; YANG, S.; & VI-
LLEGAS, FE. (1989). Chemical and ripening
characteristics of sugarcane in Colombia. En:
Congress of the International Society of Sugar-
cane Technologist (ISSCT), 20th, Sao Paulo,
Brazil; pp.591-598.

MORA, Z. (1995). Estudio de las microfloras
contaminantes durante la etapa de molienda
de cana en relacion con el proceso de elabora-
cion de aziicar. Tesis, Universidad del Valle,
Facultad de Ciencias, Programa Académico
de Biologfa.

— OCHOA, ]. (2003). Correlacién vagon-usiada

en la determinacion de las impurezas en cana.
En: Tecnicaza (Asociacién Colombiana de Téc-
nicos de la Caria de Aziicar). (Eds). VI Congreso
colombiano de la asociacion de técnicos de la
cana de azicar. Memorias. Septiembre 24 a
26. Cali, Colombia. Documento de trabajo
vol. 2. Procesos Industriales -Administracién

y Gerencia; p. 260.

PIURI, M.; SANCHEZ-RIVAS, C.; & RU-
ZAL, S.M. (2003). Adaptation to high salt in
Lactobacillus: role of peptides and proteolytic
enzymes. Journal of Applied Microbiology. 95
(2): 372-379.

RUSSELL, N. J.; & SANDEROCK, S. P,
(1980). In membrane fluidity biophysical tech-
niques an cellular regulation; pp. 181-190.

18 < Universidad de San Buenaventura, Cali - Colombia





