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RESUMEN

Es necesario trabajar en varias direcciones para reducir el efecto negativo de la actividad
microbiana en el proceso azucarero; una de ellas es la caracterizacion microbioldgica de los
jugos circulantes, especialmente el jugo mezclado. El objetivo de este estudio fue
identificar las bacterias predominantes mediante la amplificacion y secuenciacion de su gen
16S ARN en 11 tandems pertenecientes a 6 ingenios del Departamento de Escuintla. Se
identificaron 7 géneros, de los cuales se determinaron 5 especies. El hallazgo mas
interesante fue la identificacion de Weissellia confusa, en lugar de Leuconostoc
mesenteroides como lactobacilo dextranogéncio en todos los jugos estudiados. En la
susceptibilidad de las cepas identificadas hacia los biocidas utilizados en los ingenios se
observd mayor resistencia en las bacterias gram-negativas y que los biocidas quimicos
fueron mas efectivos que los bioldgicos. Se necesitan mayores concentraciones de biocidas
para inhibir el crecimiento bacteriano que las que se usan actualmente en la industria
azucarera, por lo que se recomienda establecer politicas y supervision sistematica de la

aplicacion de los mismos para su uso adecuado.
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INTRODUCCION

El principal objetivo de la industria azucarera es extraer la mayor cantidad posible de
sacarosa formada en la cafia de azucar y que esta se preserve hasta su purificacion final,
evitando que la sacarosa se pierda durante el proceso de extraccion. La pérdida de sacarosa
se debe principalmente a su degradacion mediante la hidrolisis molecular 0 “inversion”
que la convierte en glucosa y fructosa a causa de la actividad enzimatica de la misma cafa,
por la degradacion quimica alcalina o acida o por los microorganismos presentes en el
proceso, siendo ésta Gltima la més problematica. (Mora, 1994; Zepeda, 2012). La
degradacion de sacarosa por microorganismos puede empezar desde el corte de la cafia.
Algunos autores reportan a las bacterias del género Leuconostoc y al grupo coliformes
como los principales microorganismos consumidores de sacarosa (Egan y Rehbein, 1963;
Hernandez, 1978; Duarte, 1982 ). Estas bacterias pueden causar pérdidas del 3-5% de
sacarosa debido a las condiciones ideales en las etapas iniciales del proceso de extraccion
de azucar (Eggleston, 2012). Conjuntamente con la degradacion de azlcar existe evidencia
que las bacterias del género Leuconostoc producen dextrana, polisacarido causante de
grandes dafios en toda la produccién (Hernandez, 1978). Los jugos de cafia mezclados
tienen mejores condiciones para que las bacterias proliferen —concentracion de azUcares,
temperatura, pH, presion osmotica y otras- y les provee mayor tiempo para su
reproduccion, a diferencia del jugo primario si este ingresa directamente a la clarificacion
(Serrano, 2006; Zepeda, 2012).

Actualmente los ingenios azucareros en Guatemala utilizan diferentes  biocidas para
controlar el crecimiento de la poblacién bacteriana. Los biocidas se agregan
constantemente en los jugos de cafia mezclados, donde se ha determinado mayor poblacion
de bacterias (Antier, 1996). Los biocidas utilizados son inespecificos y no es totalmente
conocida la eficacia de su accion. Se han reportado casos donde se observa bacterias
resistentes a biocidas similares a los utilizados en la industria azucarera y la formacion de
biopeliculas (Gilbert y McBain; 2003; Russel, 2003; Leather y Cote, 2008). El objetivo de
este estudio fue identificar las bacterias mesdfilas aerobias o facultativas predominantes en
los jugos de cafia mezclados, de seis ingenios guatemaltecos; y su susceptibilidad a cinco

biocidas méas comUnmente usados.



MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra, inoculacion y lectura. Se realizaron tres muestreos durante la zafra
2012-2013 en los meses de Diciembre, Marzo y Abril, de cada tandem (11 tdndems en
total) en seis ingenios ubicados en el departamento de Escuintla, Guatemala. En un
recipiente esteril se recolectdé 250 cm3 de jugo mezclado y seguidamente se realizd su
inoculacion en las instalaciones del propio ingenio en condiciones asépticas. Las
inoculaciones se realizaron por el método de siembra en superficie en placas Petri, para lo
cual cada muestra de jugo fue diluida en agua peptonada al 0.1% (Merck) hasta una
dilucién de10™. Se inoculé 0.1 cm3 de las diluciones finales 10, 10* y 10°, en Agar de
recuento en placa (APC), para la microbiota general y en un medio agarificado de prueba,
originalmente concebido como selectivo y diferencial para Leuconsotoc sp. y que
finalmente se le denomind Agar LBDG. Se realiz6 las observaciones de cada placa a las 24
y 48 horas luego de la incubacién a temperaturas de 37°C y ambiente respectivamente.
Seleccion y aislamiento de colonias bacterianas para identificar. Se realizd una
seleccion preliminar de patrones de colonias segin sus caracteristicas culturales y un
estimado de la proporcion de cada patron. Se determinaron las caracteristicas morfoldgicas
y tintoriales (Gram) de un nimero de colonias proporcional a la distribucion estimada del
patron, eligiéndose finalmente las mas abundantes. También se utiliz6 como criterio de
eleccion la repeticion de las caracteristicas en por lo menos 5 tdndems o ingenios, aun
cuando no fueran de las mas abundantes en cada uno de ellos. (Chittrepol et al. 2008;
Lopez-Hontagas et al. 2007). Finalmente se obtuvo una coleccion de 20 bacterias
reconocidas por su procedencia, caracteristicas culturales, morfologicas y tintoriales.
Identificacion de cepas por ADN. Se extrajo ADN de cada bacteria elegida. En 500uL de
agua ultra pura se disolvié una colonia bacteriana y se colocé en un bafio con agua
hirviendo por 10 min. Luego se centrifugd por 10min a 3,000 rpm y se descarto el
sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 500ul de agua ultra pura. Se comproboé la
presencia de ADN por electroforesis en gel de 1% agarosa(Fisher, Grado Biol Mol) en 1X
TBE tefiido con gelred (BioRad) a 85v-100v/min; cada muestra contenia 1ul de colorante
de carga (Invitrogen) y 2-5ul de ADN (Queipo-Ortufio et. al 2005; Sambrook et. al 2001)
Amplificacion de ADN. Se realiz6 la amplificacion del gen 16S por medio de la reaccién en

cadena de la polimerasa —PCR-. La reaccion contenia 1X buffer con MgCl, 10X



(Invitrogen), 0.15mM de DNTp’s (Invitrogen), 0.3uM de cada cebador, 1.25unidades de
Taqg polimerasa (Invitrogen), para un volumen final de 30ul. EIl programa del termociclador
para la reaccion fue la iniciacion por 5min a 94°C, la elongacion a 94°C, 55°C, 72°C por
45s cada uno con 35 repeticiones y la finalizacién a 75°C por 5 min. El producto de PCR
fue cuantificado con una escalera molecular (NEB) mediante la comprobacion de la

amplificacion por medio de electroforesis en gel, con las mismas condiciones previamente

descritas. El cebador rio abajo (forward primer) utilizado fue el 27F
5S’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ (Integrated DNA Technologies) (Frank et al. 2008)
y el cebador rio arriba (reverse primer) fue el 1078R

5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3’ (Integrated DNA Technologies). El producto de
PCR tenia un tamafio de aproximadamente 1.0kb. EI producto de PCR fue enviado sin
purificar al laboratorio Macrogen, en Maryland (USA) el cual utiliza un secuenciador
3730XL (Applied Biosystems ™) para su secuenciacion. El producto fue secuenciado
utilizando los mismos cebadores de la amplificacion. La secuencia rio abajo y rio arriba
obtenida se aline6 con el software de acceso libre BLASTn® NCBI para determinar su
integridad. La secuencia alineada luego fue comparada con la base de datos del software de
acceso libre de My RDP (Ribosomal Data Base), que ademas de comparar la secuenciacion
del gen 16S de otras especies, también toma en cuenta la estructura secundaria de la
proteina 16S, con la cual se pudo identificar a las bacterias hasta género, y en algunos
casos especie cuando la similitud de la secuencia era mayor al 97% (Ward, 1998;
Stackebrandt, et.al. 2002; Cole et. al 2009)

Prueba de resistencia a biocidas. Para determinar la susceptibilidad de cada cepa a los
biocidas seleccionados, se utilizd como guia el “método estandarizado de prueba de
susceptibilidad por disco, version 8” de la sociedad britanica de quimioterapia
antimicrobiana, 2009 con algunas modificaciones. Los biocidas fueron obtenidos de los
propios ingenios donde son utilizados de forma sistematica, y uno suministrado por su
proveedor, y se identifican por su principio activo: carbamato, amina cuaternaria,
Tiocianometiltio benzotiazol, Acido beta y Polivinilrridona (povidone). Se inocul6 una
colonia de cada bacteria del mismo cultivo de agar nutritivo o Agar LBDG en agua
peptonada al 0.1% y se compar6 con un estandar de McFarland 0.5 para que todas tuvieran

aproximadamente la misma concentracion. Luego se tomé una alicuota de 100uL y se



dispersd en la superficie de placas Petri con APC o Agar LBDG segun su aislamiento
original. En cada caja inoculada se colocaron tres discos de papel filtro no. 2 (Whatman)
de 6mm de didmetro, impregnados con 8ul de cada biocida a distintas concentraciones (10*,
10%,10-%) y un cuarto disco con formaldehido 10*(Merck) como control. Cada placa se
incubd a 37°C por 24h y luego se midio el radio del halo de inhibicién, desde la orilla del

disco hasta donde empezd el crecimiento bacteriano méas cercano

RESULTADOS Y DISCUSION
Cuadro 1. Cepas identificadas hasta especie (98% de similitud) o género (con mas de

85%0), con especie mas probable, de similitud genética del gen 16S y su procedencia.

Especies Procedencia Géneros con especie mas probable Procedencia
Enterobacter cloacae MagdalenaB Bacillus sp /amyloliquefacies o subtillis MagdalenaC,
PantalebnAB
Bacillus cereus Santa Ana B Bacillus sp/ thurigensis LaUnion A
Staphylococcus sciuri Concepcidn Bacillus sp / pumilus La Unién A
Bacillus pumilus Pantale6n B Microbacterium sp / paraoxydans Concepcion
Weissella confusa Magdalena, Santa Klebsiella sp / pneumoniae o variicola Santa Ana A
Ana, La Unidn, MagdalenaA
Pantaledn Pseudomona sp / aeruginosa Magdalena A

De las cepas aisladas y sometidas al proceso de amplificacion de gen se lograron identificar
8 hasta especie y 9 hasta género, en algunos casos con la especie mas probable. Como
algunas se repitieron, se obtuvo finalmente 5 especies y 4 géneros mas. Lo mas
significativo de este resultado es que el lactobacilo dextranogénico encontrado en todos los
casos Y, por ende seguramente predominante, no es Leuconostoc mesenteroides como han
reportado la mayoria de los autores sino Weissella confusa, bacteria de la misma familia
Leuconostocaceae con propiedades similares que puede confundirse con L. mesenteoides.
Esta especie en los ultimos tiempos ha sido objeto de diferentes estudios en los cuales ha
sobresalido su capacidad para la formacion de biopeliculas y de excrecion de bacteriocinas
inhibidoras de otras bacterias. (Marchal, et.al ;Bjorkroth et. al 2006; Amari et. al 2012).



Las bacterias del género Bacillus y del grupo coliformes como Klebsiella y Enterobacter
han sido repetidamente incluidas en descripciones previas de la microbiota de los productos
azucareros. También se mencionan los géneros Staphylococcus, Miccrobacterium y
Pseudomona, esta Gltima de mucho interés por su amplia capacidad de mutar que la hace
muy resistente a los agentes bactericidas.

Se encontré multiple susceptibilidad para las cepas aisladas diferenciadamente segun el
tipo de biocida (figura 1). Es evidente que los productos quimicos presentan una efectividad
muy superior contra las bacterias aisladas y también que la susceptibilidad de las cepas a
menores concentraciones del biocida disminuye drasticamente, resultando muy baja o nula
en algunas cepas, a la concentraciéon de 1 % (1000 ppm). En las cepas aisladas es también
evidente que el biocida a base de carbamato es superior al resto de los quimicos,
siguiéndole en ese orden la amina cuaternaria y el tiocianometiltio benzitiazol, mientras que
en los bioldgicos (segun fabricante), el povidone es ligeramente superior al &cido beta.

S. sciuri y Microbacterium sp. son las cepas mas susceptibles, tanto a los quimicos, como a
los bioldgicos. Las cepas del género Bacillus en general y W. confusa le siguen en la
susceptibilidad, aunque con la singularidad de que en Bacillus sp. es mucho menor la
susceptibilidad a los productos bioldgicos, mientras W. confusa es en comparacion con las
otras cepas aisladas, méas sensible a los biocidas de origen biol6gico. Por otra parte, se
pueden encontrar algunas diferencias entre las respuestas segun el origen del biocida, como
se muestra de forma ponderada en la figura 2. Atendiendo a sus caracteristicas de
coloracion las bacterias Gram-negativo (Klebsiella, Enterobacter, Pseudomona) fueron las
mas resistentes lo que indicaria, de confirmarse en estudios posteriores esta tendencia, la
necesidad de buscar productos que sean efectivos contra este grupo. Una consideracion
particular que debe hacerse para la susceptibilidad de las cepas de acuerdo con la
concentracion del biocida es que las concentraciones utilizadas en este estudio son

superiores a las permitidas en la industria, y como ya se menciono, se reduce la inhibicion
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Figura 1. Susceptibilidad de cepas a biocidas de prueba.
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del crecimiento drasticamente a concentraciones menores. Si tomamos en cuenta que los
productos quimicos mas efectivos tienen severas restricciones en cuanto a la concentracion
en la que pueden afnadirse por las normas de seguridad alimentaria, a diferencia de los
biocidas bioldgicos, los cuales pueden utilizarse en las dosis en que son realmente eficaces,
es aconsejable que la industria considere en hacer cambios para reducir la actividad
microbioldgica en forma efectiva, como pudiera ser aplicar mayores dosis de productos
permitidos en forma de choque, en los momentos y/o lugares en que se establezca con un
control adecuado. Esto es mucho mas significativo considerando que los lactobacilos
dextranogenicos como W. confusa, la méas abundante y seguramente la mas perjudicial de
las cepas aisladas, es una de las mas susceptibles a los biocidas de origen bioldgico. Otra
sugerencia de estos resultados se origina en la variacion con que las diferentes cepas son
mas o menos susceptibles a cada biocidas, lo que indica la necesidad de mantener
monitoreos sistematicos que indiquen a los productores el que es mas conveniente y la
dosis a aplicar de acuerdo a la identidad y severidad de los componentes de su microbiota

en condiciones operativas.

CONCLUSIONES

- Se aislaron e identificaron 17 cepas bacterianas, 8 de ellas hasta especie y 9 hasta género
con especies mas probables.

-La especie identificada en todos los aislamientos de lactobacilos dextranogénicos fue W.
confusa en lugar de L. mesenteroides, que era el esperado y reportado en trabajos
anteriores.

- Las respuestas de las cepas individuales aisladas a los diferentes biocidas fue muy
diferente, aunque S. sciuri, Microbacterium y gran parte de las de Bacillus se catalogan
como las mas susceptibles, mientras que las gram-negativas Klebsiella, Enterobacter y
Pseudomona resultaron las mas resistentes.

- W. confusa, presumiblemente la cepa mas abundante y perjudicial, es en comparacion con
otras cepas, relativamente mas susceptible a los biocidas bioldgicos.

-Al disminuir la concentracién de los biocidas a valores cercanos al 1% (1000 ppm) se
redujo ostensiblemente la susceptibilidad de la mayoria de las cepas, y en algunos casos se

anulo, lo que sugiere establecer politicas mas eficaces en el uso de biocidas en el proceso,



como seria aplicar mayores dosis en forma de choque en los momentos y/o lugares en que

se establezca.
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