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INTRODUCCION

El proceso de cosecha de INCAUCA S.A. tiene capacidad para suministrar 15.000
toneladas de cafa diarias a la fabrica (INCAUCA, 2011a), que seran procesadas
hasta obtener azlcar como producto final; de la cantidad inicial de cafia se
produciran aproximadamente 2.200 toneladas de lodos que se sedimentaran en el
clarificador de donde se dirigen al tanque mezclador de cachaza para ser filtrados
posteriormente por los filtros rotatorio y prensa, y asi poder extraer el jugo
azucarado que contienen, para ello se deben tomar los lodos y adicionarles
bagacillo (esto mejora la filtrabilidad), una vez obtenido el jugo filtrado este
continua el proceso del azucar llevando consigo los metabolitos que se hayan
podido producir durante la filtracion, mientras que el lodo es retornado al tanque
mezclador de cachaza para ser reprocesado nuevamente en el filtro rotatorio
(INCAUCA, 2011a).

En el proceso de elaboracién de azucar se originan pérdidas de sacarosa
determinadas, aquellas que se pueden controlar y cuantificar, son originadas en el
bagazo, la cachaza y la miel final; e indeterminadas, por accion microbiana, que se
deben controlar y minimizar, estas pérdidas de sacarosa en miel final pueden
representar hasta el 6% del total de la sacarosa contenida en la cafia de azlcar
produciendo deficiencia en el proceso y reduciendo la recuperacién de azucar
(Mosquera et al., 2012).

Los microorganismos utilizan los azlUcares para la produccion de acidos tales
como lactico, acético, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico, propionico, etc.
Estos reducen la eficiencia de fermentacion y la produccion del etanol (Acevedo,
2005, citado por Gallego, 2007). Entre estos microorganismos se encuentran las
Bacterias Acido Lacticas (BAL), las cuales tiene la capacidad de producir acido
lactico a partir de sacarosa en el caso de las BAL homofermetativas y &cido
lactico, acido acético, etanol y CO:2 por las BAL heterofermentativas (Lyhs, 2002,
citado por Cabeza, 2006).

Por otra parte, las BAL afectan otra seccion del ingenio azucarero, como es la
destileria, encargada de la produccién de bioetanol, ya que proliferan en tanques
de fermentacion y tienen un efecto negativo en el proceso (Lucena, 2010). Esto se
debe a la produccion de sus metabolitos, entre ellos la acidez volatil / acido acético
gue genera incrementos de la presion osmatica que estresan e inhiben la actividad
de la levadura. (Oliva-Neto et al., 2013).



Para poder encaminarse a disefiar un procesamiento mas eficiente que permita
disminuir las pérdidas de sacarosa en esta parte del proceso que abarca la
filtracion por rotatorios, y los efectos colaterales que tiene los metabolitos en los
ingenios azucareros, es crucial tener un mejor entendimiento sobre la diversidad
de BAL en los lodos implicados en el proceso del azucar, por esto se lleva a cabo
este proyecto permitiendo la identificacion de la microbiota acido lactica asi como
la caracterizacion fisicoquimica de los lodos.

Para la identificacion de las bacterias aisladas de los lodos frescos saliendo del
clarificador y del filtro rotatorio se empleard API®, ya que es un método rapido que
permite la identificacion de microorganismos a través de la realizacion de
diferentes pruebas bioquimicas (Apiweb®, 2010).

El monitoreo de las caracteristicas fisicoquimicas para observar el comportamiento
de los lodos del clarificador y del filtro rotatorio se realiza mediante andlisis que
comprenden pH, °Brix, dextranas, acidez volatil / acido acético, acidez lactica, y
sacarosa por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) durante un
periodo de 6 horas, tiempo en que el lodo permanece reprocesandose entre el
filtro rotatorio y el tanque mezclador de cachaza, antes de continuar el proceso de
produccion de azucar.
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1.2

1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fisicoquimicamente los lodos obtenidos del clarificador y del
filtro rotatorio, asi como las bacterias acido-lacticas (BAL) relacionadas con
la produccion de metabolitos que afecten la produccién del azucar en
INCAUCA S.A.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorear la produccion de metabolitos microbianos en los lodos del
clarificador y del filtro rotatorio mediante andlisis fisicoquimicos, en
INCAUCA S.A.

Cuantificar las pérdidas de sacarosa en los lodos del clarificador y del filtro
rotatorio durante la produccion del azucar, en INCAUCA S.A.

Identificar las bacterias &cido-lacticas aisladas de los lodos del clarificador y
del filtro rotatorio en INCAUCA S.A.



2. JUSTIFICACION

El deterioro microbiolégico causa la mayoria de las pérdidas de sacarosa por
inversion, disminuyendo la produccién de azucar blanco; los microrganismos
emplean la sacarosa como sustrato para su crecimiento y excretan la enzima
invertasa. De ahi la importancia de identificar las bacterias &cido lacticas
presentes en el proceso de filtracion por filtros rotatorios del proceso del azucar y
caracterizar sus correspondientes acidos organicos, ya que al ser un punto de
retorno este sirve como retroalimentador de la produccion debido a que el lodo
permanece recirculando entre el tanque mezclador de cachaza y los filtros
rotatorios durante un tiempo estimado de 3 horas, permitiendo asi un reflujo
constante de material microbiolégico y sus consecuentes metabolitos que pueden
tener implicaciones en otros aspectos industriales como es el caso de la obtencion
de bioetanol en la destileria, que emplea como materia prima la miel final que se
obtiene como un subproducto del proceso de elaboraciéon del azicar.

La relevancia de las bacterias acido lacticas (BAL) ademas de su inesperada
supervivencia en el lodo a 70°C, es la produccion de exopolisacéaridos que
interfieren con la produccién de azucar, como es el caso de las dextranas que
causan altas viscosidades y baja calidad de los productos (Ravelo-Ramos, 2003),
por parte de las bacterias acido lacticas productoras de exopolisacaridos (BALPE).

Dentro de las BAL implicadas en las pérdidas de sacarosa los géneros mas
comUnmente encontrados son: Leuconostoc spp., Lactobacillus spp. vy
Pediococcus spp., los cuales pueden encontrarse en la superficie de los tanques
donde cae la miel final o por el contrario venir inmersas en el jugo de cafa
después de la molienda, suministrando un medio de crecimiento ideal para estas
bacterias. Leuconostoc spp. es responsable de una disminucién significativa en la
produccion de azucar y etanol debido a los procesos de inversion de la sacarosa,
presentandose pérdidas cercanas al 20% del total producido en INCAUCA S.A.
(INCAUCA S.A. com. pers. citado por Cuervo, 2010). Esto hace importante
caracterizar los lodos frescos saliendo del clarificador y los lodos del filtro rotatorio
para poder determinar la influencia de las BAL y sus metabolitos en la produccion
de azucar y asi cuantificar el porcentaje de sacarosa que se pierde durante la
etapa de filtracion por rotatorios, ademas de establecer las BAL presentes en los
lodos y las BALPE responsables de la produccion de dextranas en los mismos.



3. MARCO REFERENCIAL

3.1 BASES LEGALES

3.1.1 Norma Técnica Colombiana NTC 5034:

Microbiologia de alimentos y alimentos para animales. Método para el recuento de
bacterias mesofilicas de acido lactico. Técnica de recuento de colonias a 30 °C.

Esta norma describe un método horizontal para el recuento de bacterias
mesofilicas de &acido lactico mediante el recuento de las colonias que crecen
después de la incubacion a 30° C durante 3 dias.

Nota: en algunos productos alimenticios, existen bacterias de &acido lactico
psicrotréficas o termofilicas que requieren de temperaturas de cultivo diferentes a
30 °C.

Esta norma es aplicable a los productos destinados para el consumo humano o
alimentos para animales.

3.2 ANTECEDENTES

En 2002 CENICANA llevé a cabo un estudio sobre las pérdidas de sacarosa en
tres ingenios azucareros en diferentes partes del proceso del azucar, de acuerdo
con los niveles de materia extrafia y tiempos de permanencia entre corte y
molienda se establecié una reduccion de sacarosa entre 1% y 1,5% del
porcentaje de sacarosa contenido en la cafia. Ademas por cada hora de
permanencia de la cafia en el campo o en los equipos de transporte se observaron
pérdidas de sacarosa entre 0,08% y 0,15% (CENICANA, 2002) demostrando que
estas pérdidas no solo se dan a nivel del proceso de elaboracién del azlucar sino
gue empiezan desde la molienda y tratamiento de la cafia que se va a procesar.

En 2014 Efrén Corrales y Guillermo Garzén desarrollaron en la Universidad
Santiago de Cali un proyecto cuyo objetivo fue la identificacion y cuantificacion de
pérdidas de sacarosa en el efluente de elaboracion del Ingenio Riopaila Castilla,
planta Castilla. Esto surgio del interés en aprovechar la gran cantidad de sacarosa
gue se pierde en el proceso de elaboracion del azicar con un valor aproximado de
$1500 millones por afio. Los resultados fueron una disminucién de pérdidas de
sacarosa que posiciona al ingenio en el primer lugar con las pérdidas de sacarosa
mas bajas de todo el sector azucarero en Colombia; la creacién de seis nuevos



puestos de trabajo (inspectores de pérdidas); disminucion del impacto ambiental
con la reduccion de sacarosa contaminante en el efluente final y un mejor manejo
en el control de la sacarosa en el efluente final (Corrales y Garzon, 2014).

En 2015 Andrés Nova desarrolld un proyecto en INCAUCA S.A. para determinar
las pérdidas de sacarosa generadas en el jugo diluido de los molinos Farrel y
Fulton por causas biolégicas, enzimaticas y quimicas, realizando curvas de
deterioro de 8 horas donde se comparaban las muestras con un control negativo,
contrastando los resultados de diversas pruebas fisicoquimicas como pH, acidez
volétil, acidez lactica, °Brix, dextranas, sacarosa mediante HPLC frente al recuento
en placa, obteniendo como resultado un porcentaje de pérdidas bioldgicas,
enzimaticas y quimicas de 59,404003%, 42,7840124% y 47,9896207%
respectivamente para cada una de las tres curvas realizadas en el proyecto (Nova,
2015)

3.3 GENERALIDADES DEL PROCESO DE ELABORACION DEL AZUCAR

El procesamiento de la cafia de azicar comienza en el campo. La variedad de la
cafia, el suelo en que se cultiva, el manejo que incluye la dosis y época para la
aplicacion de fertilizantes, y el grado de madurez determinan la calidad del
producto. La cafia con O6ptima calidad da mayores rendimientos fabriles para
beneficio, tanto de los ingenios como de los cultivadores del sector azucarero.

La calidad se reconoce en el momento de la molienda por la cantidad de azlcar
recuperable por tonelada de cafia molida, esto depende de: (1) alto contenido de
sacarosa, (2) bajo contenido de materiales extrafos, (3) bajo contenido se solidos
solubles diferentes de la sacarosa, y (4) bajos niveles de fibra (Larrahondo, 1995).

3.4 PROCESO DE OBTENCION DEL AZUCAR DE CANA

3.4.1 Patios de cafa

La fabrica inicia su trabajo con el proceso de muestreo de la cafia que viene del
campo, para medir la calidad y con esto poder estimar la cantidad de azlcar que
se puede obtener. Una vez efectuada la muestra, los vehiculos transportadores
pasan por basculas electronicas de pesado y posteriormente son descargados.



3.4.2 Preparacion de la cafa

La cafia es entregada a conductores que la envian a dos tandems de molinos
(Farrel y Fulton) los cuales poseen desfibradoras que fraccionan la cafia para
romper la corteza y facilitar la extraccion del jugo en los molinos.

3.4.3 Molienda

Compuesto por seis molinos y cada molino se compone de seis mazas. Estas
mazas son cilindros de gran tamafio que se encargan de comprimir la cafia para
extraer el jugo. El residuo llamado bagazo va pasando de un molino a otro para
extraer la mayor cantidad de jugo posible. Al material que sale de cada molino se
le adiciona jugo del molino inmediatamente siguiente, para lograr extraer la mayor
cantidad de sacarosa de la cafa.

Antes que el bagazo pase por el Gltimo molino, se le agrega agua con el propdsito
de mejorar la extraccion de jugo y sacarosa. El jugo extraido se hace pasar por
sistemas de filtracion que tienen mallas encargadas de separar la mayor cantidad
de bagacillo del jugo, enviando el jugo crudo hacia el proceso y retornando el
bagacillo a los molinos.

3.4.4 Generacién de vapor y energia eléctrica

El bagazo con bajo contenido de humedad que sale del ultimo molino, es enviado
a las calderas para ser utilizado como combustible en la generacion de vapor.
Parte del vapor generado se utiliza en los turbogeneradores, que producen la
energia eléctrica que requiere la fabrica y un excedente que es vendido a la red
publica. El vapor restante, se emplea para el accionamiento de las turbinas de
molinos, donde después de realizar su trabajo se expande y sale del proceso
como vapor de escape, que se utiliza en los pre-evaporadores de jugo claro.

3.4.5 Sulfitacion, pesaje y alcalizacion

El jugo crudo se hace pasar por un sistema de sulfitacién con el fin de evitar la
produccion de compuestos coloreados durante los procesos siguientes. El azufre
es quemado para producir dioxido de azufre (SO2) que se pone en contacto con el
jugo por medio de eyectores.



Posteriormente, el jugo pasa por las basculas para su pesaje, con el propésito de
evaluar el rendimiento del proceso y la cantidad de jugo que resulta de la cafia
procesada. El jugo sulfitado se pre—encala con la adicion de lechada de cal para
evitar la inversion de sacarosa y se envia hacia un primer calentamiento para
posteriormente realizarle la segunda alcalizacion.

3.4.6 Calentamiento y clarificacion

El jugo alcalizado pasa a la siguiente etapa de calentamiento a una temperatura
cercana a los 105 °C para activar las reacciones entre la cal y los 6xidos de
fésforo presentes en el jugo y precipitar las impurezas organicas e inorganicas en
la clarificacién. Posteriormente, el jugo es alimentado a un clarificador r4pido de
bajo tiempo de retencion en el que las impurezas del jugo se precipitan por la
accion de la gravedad.

El proceso de clarificacion, se ayuda con la adicion de floculante que al entrar en
contacto con el jugo retiene las impurezas y las precipita, separando asi el jugo
clarificado (liquido de baja turbiedad) del lodo (solidos insolubles contenidos en el
jugo diluido que aun conservan sacarosa).

3.4.7 Filtracion

Los lodos sedimentados en el clarificador, se conducen a la estacion de filtros
(Prensa y Rotatorio) donde se les aplica agua caliente para extraerles el jugo
azucarado que contienen.

En el tanque mezclador de cachaza se toman los lodos y se les adiciona bagacillo
(particula fina de bagazo) para darle mayor consistencia y mejorar la filtrabilidad.
Luego son procesados en los filtros que retiran la parte liquida, denominada jugo
filtrado, quedando una torta seca llamada cachaza (mezcla de lodo y bagacillo),
que es enviada al proceso de compostaje para la produccion de abonos organicos.

El lodo regresa al tanque mezclador de cachaza para mezclarse nuevamente con
bagacillo y volverse a filtrar, se estima que el mismo lodo permanece 3 horas en
este proceso repetitivo, mientras que el jugo filtrado continta el proceso hacia los
evaporadores.



3.4.8 Evaporacion

El jugo filtrado se bombea a un sistema de evaporacion de cinco efectos para
eliminarle parte del agua que contiene. Por medio de vapor y el vacio, los
evaporadores concentran el jugo desde 15 a 68° Brix, dando como resultado la
meladura, que antes del ultimo efecto es enviada a la clarificacién. Este es un
proceso donde se le adiciona a la meladura Acido Fosférico, Cal, pequefias
burbujas de aire micronizado y floculante para coagular y remover las impurezas.

3.4.9 Cristalizacion de la meladura

Para la cristalizacion de la sacarosa se utiliza un sistema de dos templas. Las
diferentes templas se elaboran en tachos batch y uno continuo. Existen unos
equipos tachos en el que se obtiene masas con diferentes proporciones de
cristales y miel; componentes que luego son separados en las centrifugas.

Luego del proceso de centrifugacion los cristales de sacarosa son enviados al
proceso de secado. El liquido que contiene sacarosa y que no fue cristalizado se
conoce como miel final y es empleado en la destileria para la obtencion de etanol.

3.4.10 Envase y almacenamiento

El azucar seco y frio se lleva a tolvas que alimentan a las envasadoras de azlcar
en las diferentes presentaciones con que se surten los mercados nacional e
internacional. Una vez envasado el azlcar se lleva a las bodegas de producto
terminado donde se almacena y/o se carga en vehiculos de carga, para su
distribucion.
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4 METODOLOGIA

Para determinar la poblacion de bacterias acido lacticas presente en los lodos
frescos del clarificador y del filtro rotatorio se tiene en cuenta la siembra en placa
en agar MRS (Man-Rogosa-Sharpe) y MRS suplementado con 10% de sacarosa
para bacterias acido lacticas productoras de exopolisacaridos, los aislados son
conservados y posteriormente identificados con API.

4.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS ACIDO
LACTICAS (BAL) Y BACTERIAS ACIDO LACTICAS PRODUCTORAS DE
EXOPOLISACARIDOS (BALPE)

e Tomar 10 mL de muestra y diluir en 90 mL de agua peptona estéril al 0,1%
obteniendo una factor de dilucién 1:10 con una concentracion final de 101.

e De la dilucién anterior transferir 1 mL a un tubo de ensayo con 9 mL de
agua peptona estéril al 0,1% (102) para el lodo de clarificador y se realiza
otra dilucion (10®) para el lodo del filtro rotatorio

e Tomar 1 mL de las ultimas dos diluciones y sembrar por duplicado en
profundidad del agar Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubar a 35°C por 48
horas en aerobiosis, para BAL. (NTC 5034)

e De las colonias obtenidas anteriormente realizar resiembras de cada
morfologia en agar MRS hasta obtener cultivos puros

e De las morfologias encontradas realizar siembras en agar MRS
suplementado con 10% de sacarosa e incubar a 35°C por 48 horas en
aerobiosis, para BALPE. (NTC 5034 modificado)

4.2 CONSERVACION DE BAL Y BALPE

Cada una de las cepas seleccionadas (Gram positivas, catalasa negativas,
oxidasa negativa) se inocula en agar Rogosa y se almacena a 5°C.

Para su conservacion a largo plazo, las cepas son congeladas a -20°C en glicerol
al 20%, a una concentracion correspondiente a McFarland #2 en tubos eppendorff
(Tobia et al., 2003).
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4.3 |IDENTIFICACION DE LAS BAL MEDIANTE EL TEST RAPIDO API

4.3.1 Preparacion del inéculo

e Abrir una ampolla de API Suspension Medium (2 mL) o utilizar un tubo que
contenga agua destilada estéril sin aditivos.

e Tomar todas las colonias del cultivo con la ayuda de un hisopo esteéril.

e Realizar una suspension densa en la ampolla.

e Abrir una ampolla de APl Suspension Medium (5 ml) y realizar una
suspension de turbidez igual al patron 2 de McFarland transfiriendo un
cierto numero de gotas de la suspension: anotar dicho niumero de gotas (n).

e Abrir una ampolla de API 50 CHL Medium e inocular con 2 veces el nimero
de gotas citadas (o sea 2n).

e Homogeneizar.

4.3.2 Inoculacion del API

Cada microtubo del sistema debe inocularse con la suspensién del cultivo puro del
microorganismo a ser identificado y se cubren las pruebas con aceite de parafina
(Anexo 1). Se incuba a 29°C + 2°C o0 36°C * 2°C, aerObicamente durante 48 horas
(x 6 horas).

4.3.3 Lectura e Interpretacion de los resultados

La presencia de enzimas y/o de productos metabdlicos generados durante el
periodo de incubacién reaccionan con los sustratos contenidos en los microtubos y
desarrollan en los mismos una coloracibn que puede aparecer en forma
espontanea o con el agregado de algun reactivo para su revelado.

En cada tubo se investiga la acidificacion producida, que se traduce por el cambio
de color a AMARILLO del purpura de bromocresol contenido en el medio. En el
ensayo de esculina (tubo n° 25) se observa un viraje de color de puarpura a
NEGRO (BioMérieux® S.A.). De acuerdo a esa interpretacion se puede establecer
un resultado positivo (+) o negativo (-), comparando con la carta de colores, los
resultados obtenidos en cada microtubo se colocan en la hoja de resultados que
suministra el fabricante.
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Figura 2. Hoja de resultados API.

Los datos asi obtenidos pueden transformarse en un codigo denominado “perfil
numérico” que resulta de la suma de los valores correspondientes a las pruebas
positivas asignados previamente en la planilla. El cdédigo obtenido se
correspondera a un determinado género o especie de acuerdo a la informacién
contenida en las bases de datos suministradas por el fabricante y que pueden
encontrarse disponibles en forma impresa y/o electronica (Apiweb®. 2010).

4.4 MONITOREO DE LA PRODUCCION DE METABOLITOS EN LOS LODOS
DEL CLARIFICADOR Y DEL FILTRO ROTATORIO

Para observar el comportamiento de los lodos durante un tiempo de 6 horas se
deben hacer muestreos cada dos horas de cada material a analizar, es decir, se
toma el lodo saliendo del clarificador antes de entrar al filtro rotatorio y el lodo que
esta recirculando en el filtro hacia el tanque mezclador de cachaza, a estos lodos
se les cuantifica la concentracién de sacarosa por medio de HPLC ademas se les
aplican otros analisis (Acido lactico, acidez volatil, dextranas, pH y °Brix), por otra
parte, las siembras de bacterias acido lacticas (BAL) y acido lacticas productoras
de exopolisacéridos (BALPE) se realizan en tiempos aleatorios del muestreo.

4.4.1 pH

e Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
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e Lavar los electrodos y el recipiente con una porcibn de la muestra a
analizar.

e Llenar el beaker hasta cubrir el bulbo de los electrodos.

e Ajustar el dial a la temperatura de la muestra.

e Presionar el boton de lectura.

e Esperar hasta que se estabilice el pH-metro. Leer el pH.

e Presionar el botdon de stand-by

e Lavar los electrodos con agua destilada y dejarlos en agua destilada.
(INCAUCA S.A. a.)

4.4.2 °Brix

e Tomar 20 cm? de muestra

¢ Adicionar una cucharadita de ayudante de filtracion y agitar el contenido del
envase

e Colocar en la unidad O6ptica del refractometro agua destilada para
verificacion de cero

e Colocar en la unidad optica del refractometro el jugo filtrado necesario para
hacer la determinacion.

e Leer el % de brix que indica el refractdmetro. (INCAUCA S.A. b.)

4.4.3 Determinacion de dextranas

Las dextranas son polisacéaridos (polimeros de la glucosa) que precipitan en etanol
al 50% a partir de una solucion de sacarosa, libre de almidones y proteinas. La
muestra debe ser tratada antes de ser sometida al andlisis con el fin de eliminar
las interferencias. La proteina es precipitada con la adicion de acido
tricloroacético, las sales se precipitan con cloruro de bario, una posterior filtracion
elimina los sélidos suspendidos, las proteinas y parte del almidén insoluble en
jugo. Una vez formada la turbiedad con el etanol se lee en un espectrofotbmetro a
720 nm.

e Para la muestra se toman 50 mL de muestra y se le adiciona 10mL de la
solucion de acido tricloroacético al 10% y 5 mL de la solucion de Cloruro de
Bario al 10%.

e Adicionar una cucharadita de ayudante de filtracion vy filtrar con papel filtro

e Tomar del filtrado dos alicuotas de 10 mL y colocarlas por separado en un
tubo de ensayo y adicionar a una alicuota 10 mL de agua destilada (blanco)
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y a la otra 10 mL de etanol absoluto gota a gota, agitando suavemente
durante la dicion del etanol y dejar reposar por 20 minutos.

e Leer la absorbancia de la muestra en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 720 nm, usando el blanco para cuadrar el cero del instrumento.

e A partir de la ecuacion de regresion de la curva patron, obtener la
concentracion de dextranas sustituyeno en Y el valor de la absorbancia.
(INCAUCA S.A.c))

4.4.4 Determinacién de acidez volatil / &cido acético

La acidez volatil hace referencia a la presencia de acido acético, propidnico,
valérico y butirico, los cuales inhiben la actividad de la levadura, también son un
indicativo de la proliferacion de bacterias acidolacticas en los materiales
azucarados. Esto incide en la reduccion de la eficiencia de fermentacion y en la
conversion de etanol.

4.4.4.1 Recomendaciones previas a las destilaciones.

e Siel equipo lleva tiempo sin destilar ninguna muestra, tomar 50 mL de agua
destilada, ajustar el tiempo de destilacién en 5 minutos y activar el modo de
destilacion automética.

e Recolectar el destilado en un vaso de precipitado de 500 mL y descartarlo.

4.4.4.2 Procedimiento de andlisis.

e Tomar 50 mL de la muestra en un beaker de 100 mL y adicionar 1 mL de
acido sulfurico concentrado y homogenizar.

e Transferir la solucion al tubo de destilacibn de vidrio, evitando que se
produzcan perdidas de la muestra.

e Lavar el beaker con 5 mL de agua destilada y transferir los lavados al tubo
de destilacion.

e Abrir la tapa de proteccion y ubicar el tubo con la muestra en el soporte del
equipo. Ajustar la boca del tubo al tapén de goma y cerrar la tapa de
proteccion.

e Introducir el tubo de salida del condensado dentro de un balon aforado de
100 mL y ubicarlo en la bandeja de acero inoxidable.
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Precionar el interruptor para activar el ciclo automatico de destilacién vy
esperar recolectar el volumen necesario para completar el aforo en el balon
de 100 mL.

Tranferir todo el destilado a un erlenmeyer de 250 mL y adicionar de dos a
tres gotas del indicador fenolftaleina.

Titular el destilado con una solucién 0.1N de Hidréxido de sodio y registrar
el volumen gastado.

4.4.4.3 Estimacion del factor de recuperacion en la destilacion

Preparar una solucién estandar de 5000 ppm de &cido acético (2,4 mL de
acido acético y completar con agua destilada en un frasco volumétrico de
500 mL), adicionar 50 mL de esta solucién en un frasco volumétrico de 250
mL y adicionar agua destilada hasta completar el volumen, obteniendo un
concentracion de 1000 ppm.

Realizar el procedimiento explicado anteriormente para cada muestra, el
volumen obtenido en la titulacion de acido acético a una concentracion de
1000 ppm (A) y el de &cido acético a la concentracion de 5000 ppm (B)
(INCAUCA S.A. d.).

4.4.4.4 Expresion de resultados.

Factor de recuperacion

S|

FR =

Acidez volatil:

] .. /mg Volumen de la titulacién X 0.1 X 60000
Acidez Volatil (T) =

F.R X mL de muestra

4.45 Determinaciéon de acido lactico.

Tomar 40 mL de la muestra y adicionarlos en un vaso de precipitado.
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e Encender el reflectometro y se ajusta con el codigo de la tira de ensayo.

e Pulsar la tecla START del equipo e introducir de forma simultanea la tira
de ensayo con ambas zonas de reaccion durante 3 segundos en la
muestra.

e Luego de transcurrido los 3 segundos se introduce la tira con las zonas de
reaccion en direccion a la pantalla hasta el tope en el adaptador de tiras y
se espera que termine de transcurrir la cuenta regresiva del tiempo de
reaccion.

e Leer en la pantalla el valor de medicibn en mg/L de &cido lactico.
(Reflectdmetro EMD Millipore Corporation 2013)

4.4.6 Determinacion de Sacarosa, Glucosa y Fructosa mediante HPLC.

La determinacion de Sacarosa, Glucosa y Fructosa se realiz6 siguiendo el método
ICUMSA GS7/4/8-23 (ICUMSA, 2002)

4.4.6.1 Preparacion de la muestra para medicion de azucares.

Para la preparacion de la muestra a analizar se pesa con presicidn cuatro gramos
de la misma y se adiciona en un matraz y se afora hasta 100 mL con agua
destilada estéril, y posteriormente filtrar con una membrana de 0,45 pum antes de
inyectar la muestra en el equipo.

4.4.6.2 Medicion de azucares (Sacarosa, Glucosa, Fructosa).

Para la medicion de los azlcares simples se inyectan 20 pL de la solucion inicial
en el cromatégrafo Agilent Technologies 1260 Infinity, el cual estd equipado con
una columna de separacion de intercambio i6nico marca Hi-Plex y tipo Ca de
longitud 300 x 7,7 mm de diametro.

Condiciones para el analisis cromatografico:
v' Fase movil: Agua destilada.
v" Velocidad de flujo: 0,600 mL/min
v' Temperatura de la columna: 84.99 °C
v Duracion de la carrera: 16 min
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4.4.6.3 Identificacidon y cuantificacion de los azucares (Sacarosa, Glucosa,
Fructosa):

e Para la identificacion de los azucares se inyectaron los patrones de
azucares preparados previamente y fueron comparados los tiempo de
retencion obtenidos para los patrones con los de la muestras.

e Para la cuantificacion de los azucares identificados, se realizé una curva
de calibracion para cada uno de ellos usando las soluciones patrones
descritas al comienzo del método (Anexo 3), e interpolando el valor del
area obtenida para cada azlcar identificado en la recta de regresion
respectiva. El contenido final de azlcares se expresé en porcentaje peso-
peso (%P/P) de producto.
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Mes / Semana
ACTIVIDAD

Inicio de pasantia

Induccion en el laboratorio
Preparacion de material para el
analisis microbiologico de rutina
Andlisis de materiales en
proceso y producto terminado
por siembra en placa vy filtracién
por membrana, respectivamente
Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) en refineria
y elaboracion

Asignacion de la propuesta de
trabajo de grado

Modificacion de la propuesta de
trabajo de grado asignada
inicialmente

Revision bibliogréafica
Aislamiento y conservacion de
bacterias acido lacticas
Identificacion de bacterias acido
lacticas mediante API

5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Julio

Agosto

Septiembre

1 2 3 412 3 41 2 3 4

X

X

X X X X

X
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Octubre
1 2 3 4

Noviembre Diciembre
1 2 3 4 1 2 3 4



Mes / Semana Julio Agosto  Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
ACTIVIDAD 12 3 412 3 412 3 412 3 412 3 41 2 3 4

Identificacion de los puntos de

muestreo del lodo antes vy

después de entrar al filtro

rotatorio X X

Primera entrega preliminar:

titulo, Introduccion, obijetivos,

metodologia, bibliografia X X

Toma de muestra directa de los

lodos del clarificador y del filtro

rotatorio X X X X X

Andlisis microbiolégicos, HPLC

y pruebas fisico-quimicas a las

muestras de lodos X

Lectura de los resultados X

Segunda entrega: Cronograma

de actividades, resultados,

X X
X X
X X
X X

bibliografia X

Andlisis de los resultados X X X X
Conclusiones X
Tercera entrega: revision del

trabajo para el visto bueno X
Entrega del trabajo con el visto

bueno X
Sustentacion del trabajo de

grado X
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6 RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Para la caracterizacion de los lodos obtenidos saliendo del clarificador y del filtro
rotatorio se realizaron diferentes andlisis fisicoquimicos (acidez lactica, acidez
volatil, pH, °brix, sacarosa-fructosa-glucosa por HPLC y dextranas) con el fin de
determinar el comportamiento de los lodos durante el proceso de filtracion por
rotatorios, adicionalmente se realizaron analisis microbiolégicos para establecer la
microbiota presente en estos materiales.

En la gréfica 1 se presentan los resultados del crecimiento diario de BAL, tanto del
lodo fresco como del lodo rotatorio. Para facilitar la interpretacion de los resultados
los recuentos de unidades formadoras de colonias por ml, se expresan en
logaritmo base 10 (Logio UFC/mI).

BACTERIAS ACIDO LACTICAS.
LODO FRESCO VS LODO ROTATORIO

= Bacterias acido lacticas lodo fresco Bacterias acido lacticas lodo rotatorio

=
N

[
[«

Log,, (UFC/ml)
N w B (6] [e)] ~ (o] (o]

=
=
N

3 4

(6]

Dias de muestreo

Grafica 1. Bacterias acido lacticas en cada dia de muestreo.
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Como puede verse en la grafica 1, la microbiota en cada uno de los dias de
muestreo varia de un dia a otro, esto se refleja por los recuentos que aumentan o
disminuyen de acuerdo a los procesos llevados a cabo en la planta en cuanto a
limpieza y sanitizacion se refiere ya que esto tiene un efecto notorio en la
disminucién de la microbiota presente en los lodos que son procesados Y filtrados.

En el caso de los lodos frescos, es decir aquellos que han salido del clarificador
en direccion al tanque mezclador de cachaza donde seran mezclados con
bagacillo y posteriormente filtrados, tuvieron variaciones significativas en la
concentracion de bacterias acido lacticas (Gréfica 1), la baja poblacion bacteriana
en los dias 1, 3 y 5 estéa relacionada con los lavados de los filtros rotatorios y su
encalada, en este proceso drenan los filtros para poder lavarlos por completo tanto
adentro donde circulan los lodos con bagacillo, como afuera de los pisteros de tela
corta donde se encuentra adherida la cachaza que serd enviada a compostaje,
posteriormente se adiciona cal, esto tiene un efecto alcalinizante que permite
aproximarse a la neutralizacion del pH de los materiales que circulan en los filtros,
ademas tiene un efecto desinfectante que disminuye la concentracion de BAL
notoriamente.

En los dias 2 y 4 no se presentaron protocolos de limpieza y sanitizacion de los
filtros, por lo tanto la poblacion bacteriana alli presente aumento
considerablemente en ambos lodos, esto probablemente debido a la recirculacion
del lodo hacia el tanque mezclador de cachaza y de regreso al filtro rotatorio, este
tiempo en que el lodo es retenido y recirculado permite la proliferacién bacteriana.
Las BAL se clasifican segun su temperatura de crecimiento en mesdfilas (20 - 25°)
y termdfilas (40 — 45°C) (Parra, 2010), la temperatura de los filtros rotatorios esta
entre 65y 70°C y aun asi las BAL proliferan alli y en los lodos frescos.

Como medio de recuperacion y recuento de BAL, se empled el agar MRS (Man-
Rogosa-Sharpe), el cual permite un abundante desarrollo de todas las especies de
bacterias lacticas gracias a la peptona y glucosa que constituyen la fuente de
nitrégeno, carbono y de otros elementos necesarios para el crecimiento
bacteriano. Por otra parte, el monoleato de sorbitan, magnesio, manganeso y
acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de algunos
microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias Gram negativas.

Se obtuvieron 4 asilamientos de cada lodo, los cuales fueron caracterizados
macroscopicamente en agar MRS con azul de anilina y cuyos resultados son
mostrados en la tabla 1. El colorante azul de anilina facilita la identificacion de las
BAL ya que estas bacterias lo asimilan tomando un color azul que permite
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diferenciarlas de otros microorganismos. Por otra parte, a las colonias aisladas se
les realiz6 una caracterizacién microscépica a nivel de coloracion de Gram, la cual
se presenta en la tabla 2.

Tabla 1. Caracterizacion macroscopica de las BAL aisladas en agar MRS con azul de

anilina.
Colonia | Color | Elevacion | Textura Brillo | Forma | Borde | Tamafo
mm
Lodos frescos saliendo del clarificador
L1 Azul Convexa Dura Opaca | circular | Definido 2-3
L2 Azul Convexa | Cremosa | Brillante | circular | Definido 3
L3 Azul Convexa | Cremosa | Brillante | circular | Definido 2-3
L4 Azul Convexa | Cremosa | Brillante | circular | Definido 3
Lodos del filtro rotatorio

M1 Azul Convexa | Cremosa | Brillante | circular | Definido 2-3
M2 Azul Convexa | Cremosa | Brillante | circular | Definido 3
M3 Azul Convexa Dura Opaca | circular | Definido 3
M4 Azul Convexa Dura Opaca | circular | Definido 2-3

Fuente: Autor

Los aislados fueron oxidasa y catalasa negativas, y Gram positivos (Tabla 2), las
morfologias encontradas fueron cocos y bacilos.

Tabla 2. Caracterizacion microscépica mediante tincion Gram de las BAL aisladas.

Colonia Morfologia Gram
Lodos frescos saliendo del clarificador
L1 Cocos +
L2 Cocos +
L3 Bacilos +
L4 Bacilos +
Lodos del filtro rotatorio
M1 Bacilos +
M2 Bacilos +
M3 Bacilos +
M4 Cocos +

Fuente: Autor
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De los aislamientos obtenidos anteriormente se realizaron siembras en agar MRS
suplementado con 10% de sacarosa, con la finalidad de determinar si los
microrganismos hallados pertenecen al grupo de bacterias &cido lacticas
productoras de exopolisacaridos (BALPE), estas bacterias emplean la sacarosa
para la produccion de exopolisacaridos como las dextranas. Como resultado se
obtuvo que las colonias identificadas como L1, L2 y M4 producian las dextranas,
caracterizadas por su apariencia como gotas de agua, blandas y de forma irregular
(Anexo 7), las dextranas se forman extracelularmente por la accién de la enzima
dextrano-sucrasa, una glucosiltransferasa que cataliza la transferencia de residuos
glucosidicos obtenidos de la hidrolisis de la sacarosa a un polimero de dextrano,
liberando D-fructosa (Serrano, 2006).

El método rapido APl empleado para la identificacion de las BAL de los lodos,
permite obtener un perfil bioquimico para cada microorganismo, el cual es
comparado con la base de datos buscando la proximidad relativa a diferentes
taxones, de esta forma se determina el porcentaje de identificacion (%ID). La
proximidad al perfil mas tipico en cada taxdn esta dada por el indice T (T). El taxén
mas tipico es el que no tenga pruebas en contra de la identificacion, en relacion al
porcentaje mostrado en la base de datos para el taxdn en cuestidon. El %ID (o
suma de %ID) > 80 se tiene en cuenta para seleccionar él o los taxones
propuestos para la identificacion. Un comentario seleccionado basado en el %ID
(o suma de %ID) y el indice T (o suma de indices T), refleja la fiabilidad de la
identificacion (Apiweb, 2011).

En la tabla 3 se muestran los microrganismos identificados mediante API, cada
uno con su correspondiente %ID y T.

Tabla 3. Resultados de la identificacion microbiolégica por API.

Colonia | Identificacion mediante API | %ID | T
Lodos frescos saliendo del clarificador
L1 Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris 86,9 0,42
L2 Leuconostoc lactis 88.6 0,84
L3 Lactobacillus fructivorans 76,1 0,91
L4 Lactobacillus delbrueckii spp. delbrueckii 98,9 0,85
Lodos del filtro rotatorio
M1 Lactobacillus fructivorans 76,1 0,91
M2 Carnobacterium maltaromaticum 66,3 0,24
M3 Lactobacillus lindnerii 63,8 0,6
M4 Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris 78,4 0,12

Fuente: Autor
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En los lodos frescos se obtuvieron: Leuconostoc lactis y Lactobacillus delbrueckii
spp. delbrueckii con buena identificacion de los dos, es decir con perfiles
bioguimicos confiables. En los lodos del filtro rotatorio se obtuvieron:
Carnobacterium maltaromaticum y Lactobacillus lindnerii, en este caso ambos
perfiles bioquimicos fueron tomados como dudosos debido a que los %ID y T, son
bajos para los dos microrganismos, esto supone que la identificacion no es certera
debido a que los taxones mas cercanos al tipico presentan varias pruebas en
contra que no permiten asociarlos a un taxén definido ni siquiera a nivel de
género. Por otra parte, en los dos lodos se encontré coincidencia de dos
microorganismos: Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris con un perfil dudoso,
por las razones explicadas anteriormente y Lactobacillus fructivorans con un perfil
que determind una buena identificacion a nivel de género ya que a pesar de tener
bajo %ID su indice T es alto, lo que indica que el género hallado es confiable.

6.2 RESULTADOS FISICOQUIMICOS

Las tablas de resultados fisicoquimicos obtenidos en cada uno de los tiempos
tomados en los dias de muestreo de lodos frescos se muestran en el Anexo 5y
del lodo del filtro rotatorio se muestran en el Anexo 6.

A continuacion se presentan los resultados mostrados en forma de gréficas, y para
aclarar la lectura de los mismos, con excepcion de las graficas 5 y 6, los datos
mostrados en las restantes graficas no se separan por dias de muestreo sino que
estan representados cada uno de los tiempos de muestreo para cada dia, de tal
forma que facilitara monitorear la evolucion de cada parametro fisicoquimico
evaluado. Las horas de muestreo fueron 8 a.m., 10 a.m., 12 my 2 p.m., de tal
forma que los puntos 1, 2, 3y 4 corresponden a los tiempos del dia 1, el punto 5
corresponde a las 8 a.m. del dia 2, los puntos 6 al 9 incumben a los tiempos del
dia 3, los puntos 10 al 13 conciernen a los tiempos del dia 4, los puntos 14 al 17 a
los tiempos del dia 5 y los puntos 18 al 21 hacen alusién a los tiempos del dia 6.

De otra forma, los datos estan dados en partes por millén / °Brix (ppm/°Brix), esto
permite determinar la concentracion del metabolito teniendo en cuenta la
concentracion de solidos disueltos en una solucién de sacarosa, que en este caso
son las muestras de los lodos, las cuales son filtradas antes de realizar la
medicién de los °Brix permitiendo eliminar los sélidos solubles en la muestra que
puedan causar interferencia en la medicion.
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6.2.1 Acidez lactica.

La medida de acidez lactica consiste en la oxidacion del acido lactico (lactato) a
piruvato mediante nicotinamida-adenina — dinucleotido (NAD) bajo la accion
catalitica de la enzima lactato deshidrogenasa. La NADH aqui formada, en
presencia de diaforasa, reduce una sal de tetrazolio a un forzano azul que se
determina reflectométricamente (Reflectometro EMD Millipore Corporation 2013).
Los resultados de la acidez lactica en los lodos frescos y del filtro rotatorio son
mostrados en la grafica 2.

ACIDO LACTICO
ROTATORIO Vs LODO

e ROTATORIO LODOS
22000
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Gréfica 2. Acidez lactica en los lodos frescos y del filtro rotatorio.

Como puede verse en la anterior grafica, durante los muestreos realizados se
obtuvo que la acidez lactica del filtro rotatorio es elevada al inicio (puntos 1 — 4 que
corresponden al primer dia de muestreo), y es debido a que no se habian
realizado procesos de limpieza y sanitizacion, por ende la microbiota acido lactica
podia desarrollarse en estos materiales, por otra parte se tiene que en ese dia la
molienda de cafia fue bastante alta (14.323 Ton) de modo que el caudal de los
lodos aumentd y a su vez la sacarosa presente en ellos dando paso una mayor
produccion de acido lactico por parte de las BAL en el tiempo que el lodo
permanece recirculando, esto explica por que en el lodo fresco el acido lactico no
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fue tan elevado ya que no tiene ningun tiempo de retencion que permita el
aumento de la microbiota acido lactica.

En los dias 2 y 3, se muestra una concentracion de &cido lactico mas baja que el
primer dia, sobre todo en el punto 5 (dia 2), en ese dia solo se realizé un muestreo
al iniciar la jornada de trabajo y no pudo seguir el proceso debido a que se paro la
produccién. En la semana anterior a los dias de muestreos 2 y 3 se habian
realizado lavados y encalado de los filtros rotatorios, ademas en el dia 2 se realiz6
aseo de los pisteros de tela corta, es decir de la parte externa de los filtros, esto
contribuyé a la disminucién de la microbiota &cido lactica en los lodos del filtro
rotatorio en el dia 2 y por ende a la cantidad de acido lactico producido.

Para el dia 3 la concentracién aument6 un poco posiblemente debido a un paro en
la molienda que duré maximo 4 horas y media, tiempo en el que las BAL pudieron
proliferar libremente y producir sus metabolitos, mientras que en los lodos frescos
la concentracion fue baja ya que el flujo de lodo no era representativo. En los dias
4, 5y 6 las concentraciones de &cido lactico no variaron mucho, permaneciendo
casi constantes hasta el ultimo dia, esto se atribuye a varios factores,
pricipalmente al lavado y encalado de los filtros realizado 24 horas antes del dia 3,
también se presentd baja cantidad de cafia para la molienda en esos dias (7,6 Ton
en promedio), por lo tanto hubo bajo flujo de lodos frescos y baja poblacion de
BAL proveniente de procesos previos a la clarificacion en el proceso de
elaboracién de azucar lo que permiti6 un comportamiendo menos variable del
acido lactico en ambos lodos.

6.2.2 Cuantificacion de Dextranas

Las dextranas son solubles en agua pero insolubles en etanol, es por esto que al
cuantificarlas mediante espectrofotometria los blancos llevan agua destilada, y la
muestra lleva etanol, esto permite que las moléculas de dextranas presentes en la
muestra se disocien y ocasionen una difraccion del haz de luz que se hace incidir
sobre la muestra.

Los resultados de las Dextranas de los lodos frescos del clarificador y del filtro
rotatorio se presentan en la grafica 3. En los muestreos realizados se observo que
en general, las dextranas contenidas en el filtro rotatorio son menores que las
contenidas en los lodos frescos, a excepcion del ultimo dia donde la concentracion
de dextranas aumentd paulatinamente demostrando la presencia de microbiota
acido lactica productora de exopolisacaridos BALPE, en este caso corresponde al
género Leuconostoc spp., que gracias a su capacidad de formar biopeliculas,
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puede sobrevivir mas tiempo en las paredes del clarificador y aumentar su
poblacion, la produccién de dextranas en los lodos del filtro rotatorio no fue muy
elevada debido a que los filtros rotatorios son constantemente lavados vy
sanitizados eliminando los contaminantes que puedan alli encontrarse.
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Gréfica 3. Dextranas de los lodos frescos del clarificador y del filtro rotatorio.

La dextrana es el polisacarido mas estudiado por ser causante de problemas de
fabricacion de azucar debido a las pérdidas de sacarosa que representan,
ademas, obstruyen tuberias y bombas, afectan la polarizacion de la sacarosa
resultando en lecturas falsas de pureza, aumentan la viscosidad de los materiales
causando una cristalizacién defectuosa, forman alargamiento en los cristales,
también forman biopeliculas que albergan gran cantidad de microorganismos
indeseados en el proceso del azucar (Serrano, 2006).

6.2.3 Acidez voléatil.

La acidez volatil se basa en la destilacion directa para separar los acidos volatiles
de la muestra, que se cuantifican por valoracion acido-base con una solucion
patrén de hidroxido sodico. A la muestra se adiciona previamente acido sulfarico
para evitar que el SOz pase al destilado y se valore como acido sulfurico.
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En la gréfica 4 se presenta la acidez volatil / acido acético obtenido de los lodos.
Como puede verse los dias 1 — 4 la concentracion fue mayor en los lodos frescos
que en el filtro rotatorio debido al lavado y encalado de los filtros, lo que impidi6 la
proliferacion elevada de microrganismos productores de acido acético, entre ellos
las BAL heterofermentativas, mientras que en los dias 5 y 6 fue mayor en los lodos
del filtro rotatorio, esto se debe a bajas en la cantidad de cafia molida (7,4 Ton) lo
que impidi6 la llegada de lodos frescos al clarificador y por ende los filtros
rotatorios mantuvieron retenidos los lodos permitiendo la produccion de
metabolitos en ellos.
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Gréfica 4. Acidez volatil en los lodos frescos y del filtro rotatorio.

6.2.4 Cuantificacién de sacarosa, fructosay glucosa.

La cuantificacion de sacarosa, fructosa y glucosa mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se basa en la separacion de los
azucares de acuerdo a su tamafio, estos son transportados (fase mévil) a lo largo
de un tubo-columna (fase estacionaria), las moléculas mas largas que no entran
facilmente en los poros y las que no son retenidas se eluyen con mas rapidez,
siendo detectadas por el cambio en el indice de refraccion de la fase movil al salir
de la columna, que genera una sefial que es registrada para su cuantificacion
(Herrera, 2011).
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En las graficas 5 al 8 se presentan los resultados de la sacarosa (gréficas 5y 6),
glucosa (grafica 7) y fructosa (grafica 8).

En los resultados obtenidos de HPLC se tiene que la sacarosa (disacarido
formado por una molécula de glucosa y una de fructosa) es el azucar
predominante en las muestras de lodos tanto frescos como del filtro rotatorio, las
graficas 5 y 6, se realizaron en funcién de los dias de muestreo con el fin de
diferenciar mejor las pérdidas originadas en cada dia y no se tuvo en cuenta el dia
2 debido a que solo habia un dato cuyo valor es cero, por lo tanto no se puede
determinar el deterioro de sacarosa en ese dia.

Para cuantificar la cantidad de sacarosa perdida en los lodos se hall6 la diferencia
entre las concentraciones iniciales y finales, y mediante una regla de tres simple
se determiné el porcentaje de sacarosa perdido, tomando la concentracion inicial
del dia como 100% vy el resultado de la diferencia de concentraciones como el % a
hallar.

En la grafica 5 se muestra el comportamiento de la sacarosa en los lodos frescos,
en cada tiempo de muestreo, comenzando a las 8:00 horas y finalizando a las
14:00 horas. En el dia 1 la cantidad de sacarosa perdida fue el 34,13% del total de
sacarosa contenida a las 8:00 H, pudo haber influido el hecho de que hubiese
mayor cantidad de cafia molida en ese dia (14.323 Ton) produciendo un caudal de
lodos mayor que no dio paso al deterioro por retencion o bajo flujo, en el dia 3 la
pérdida fue del 100% debido a que solo se tuvo sacarosa al iniciar el dia y en los
demas muestreos (10:00, 12:00, 14:00 H) no hubo sacarosa detectada por el
HPLC, esto probablemente debido a que la molienda paro por mas de 4 horas
causando una disminucién del flujo de los lodos y de la sacarosa contenida en
ellos, en el dia 4 la sacarosa fue disminuyendo hasta tener una pérdida del
91,48%, para el dia 5 esto cambio obteniéndose un % de perdida igual a cero ya
que en este dia la sacarosa vari6 mostrando mayor cantidad al final del dia, y el
dia 6 la perdida fue del 78%, al igual que en el dia 4, la perdida fue significativa
debido a que el lodo de las primeras horas era muy rico en sacarosa en
comparacion con los lodos que llegaron en las horas posteriores, por lo tanto la
disminucién de la sacarosa se hizo muy evidente.
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Gréafica 5. Sacarosa en el lodo fresco saliendo del clarificador.

En la grafica 6 se muestra el comportamiento de la sacarosa en los lodos del filtro
rotatorio, en cada tiempo de muestreo, comenzando a las 08:00 horas y
finalizando a las 14:00 horas. En el dia 1 no hubo perdida se sacarosa debido a
que a las 08:00 no habia sacarosa en la muestra mientras que a las 14:00 si se
detectd, por ello se muestra un incremento en su concentracion en vez de una
perdida, en el dia 3 el deterioro fue total ya que solo hubo sacarosa en la muestra
de las 08:00 y en las demas no, por bajo caudal de lodos debido a un paro de 4
horas en la molienda, por lo tanto la sacarosa inicial fue extraida o empleada por
los microorganismos, en el dia 4 el deterioro fue del 94,36%, en el dia 5 fue de
cero debido a que la concentracidbn de sacarosa se mantuvo en niveles casi
constantes a lo largo del dia impidiendo observar disminucién significativa, en el
dia 6 fue de 77,95%, al igual que en el dia 4, la perdida fue significativa debido a
que el lodo de las primeras horas era rico en sacarosa en comparacion con los
lodos que llegaron en las horas posteriores, esto hizo notar la disminucion de
sacarosa de forma mas significativa que en los otros dias.
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Gréafica 6. Sacarosa en el lodo del filtro rotatorio.

Al realizar un promedio entre los % de deterioro de sacarosa en cada dia se tiene
qgue en el lodo fresco se dio la mayor pérdida correspondiente al 60,72% frente a
54,46% en el lodo del filtro rotatorio, esto es congruente con el proceso de
elaboracion del azlcar desde varios aspectos, comenzando porque es de
esperarse que haya mayor concentracion de sacarosa en el lodo fresco (aprox.
1,14 ppm/°Brix) que el lodo de los filtros rotatorios (aprox. 0,886 ppm/°Brix) ya que
esa es la finalidad de la filtracidn, extraer la mayor cantidad posible de sacarosa
del lodo para ser llevada a los evaporadores y ser procesada hasta convertirse en
el azdcar comercial, por otra parte se tiene el lavado y encalado de los filtros que
reducen la microbiota de los lodos y por ende disminuye el deterioro de la
sacarosa.

La cantidad de glucosa (Grafica 7) y fructosa (Grafica 8) obtenidas fueron casi
nulas debido a que sus concentraciones no fueron representativas ya que no
alcanzaron mas de 0,1 ppm/°brix, aun asi se dio un aumento en el dia 6 de
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muestreo respecto al dia 1 donde la concentracion fue cero debido a que ese dia
hubo mayor deterioro de sacarosa asociado a la microbiota presente en los lodos,
dejando monosacaridos libres de glucosa y sacarosa.
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Grafica 7. Glucosa en los lodos del clarificador y del filtro rotatorio.
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Grafica 8. Fructosa de los lodos del clarificador y del filtro rotatorio.
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6.2.5 Evolucién del pH.

En la grafica 9 se muestra el comportamiento del pH en los lodos, debido a que
variaban mucho los datos en cada dia de muestreo, no se toma el pH como
referencia de la produccion de acidez lactica ni volatil, ya que el pH se ve alterado
por la accion del encalado que lo alcaliniza a pesar de que en los lodos se
demuestre la presencia de &cidos, por ello no se tiene como una caracteristica
representativa de los lodos en este trabajo.
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Gréfica 9. pH de los lodos del clarificador y del filtro rotatorio.
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7. CONCLUSIONES

Al caracterizar fisicoquimicamente los lodos frescos obtenidos saliendo del
clarificador y los lodos provenientes del filtro rotatorio se evidencio que estos lodos
contienen metabolitos como el acido lactico, acido acético y dextranas, ademas de
microorganismos pertenecientes a los géneros Lactobacillus spp. Leuconostoc spp
y Carnobacterium spp.

Se monitored la produccion de metabolitos microbianos en los lodos frescos
obtenidos saliendo del clarificador y los lodos provenientes del filtro rotatorio
encontrando que los metabolitos mas representativos encontrados son el acido
lactico, acido acético y dextranas cuyas concentraciones varian de acuerdo a los
procesos de limpieza y sanitizacion, ademas de otros factores como las toneladas
de cafia molida y los tiempos de paro de los molinos y/o del proceso.

Se cuantificaron las pérdidas de sacarosa en los lodos frescos obtenidos saliendo
del clarificador y los lodos provenientes del filtro rotatorio estimando un deterioro
del 60,72% y 54,46% respectivamente, correspondientes a un mes de analisis
realizando un muestreo completo (8 a.m., 10 a.m., 12 my 2 p.m.,) un dia semanal
durante 5 semanas.

La identificacibn de la microbiota acido lactica revel6 que los lodos frescos
obtenidos saliendo del clarificador y los lodos provenientes del filtro rotatorio estan
compuestos en su mayor parte por los géneros Lactobacillus spp. y Leuconostoc
spp., siendo este dltimo un microrganismo productor de exopolisacaridos.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar el seguimiento fisicoquimico de los lodos obtenidos saliendo del
clarificador y los provenientes del filtro rotatorio acompafiado de un seguimiento
microbiolégico que permita correlacionar los datos y llegar a una caracterizacion
mas profunda.
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9. GLOSARIO

Azucares invertidos: Mezcla equimolecular de glucosa y fructosa, como
resultado de la hidrolisis o inversion de la sacarosa.

Bacterias mesofilicas de acido lactico: bacterias que forman colonias a 30
°C en un medio selectivo sdlido (MRS a pH 5,7) bajo las condiciones de
ensayo especificadas en la presente norma.

Diaforasa: pertenece al grupo de las deshidrogenasas, enzimas capaces de
eliminar hidrégeno de los sustratos y transferirlo a otra sustancia aceptora.
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11. ANEXOS

Anexo 1. APl ® 50 — CHL.

Se muestra el API utilizado para la identificacion de bacterias acido lacticas. Es
una galeria conformada por 50 microtubos (Apiweb®. 2010)
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Anexo 2. Curva patron para dextranas.

Para la determinacién de dextranas es necesaria la preparacion de una curva
patron, estos estdndares se preparan a partir de la solucion estandar de dextrana,
adicionando en orden &cido tricloroacético, solucion de sacarosa 50%, solucion
estandar de dextrana y agua destilada a diferentes volimenes. Para un volumen
total en los estandares de 10 mL y en el blanco de 10 mL.

Estandares a diferentes concentraciones de sacarosa y dextranas para la curva
patrén:

Solucién

Acido Solucién de cstandar Agua
Estandar tricloroacético sacarosa de dextrana destilada

10% (mL) 50% (mL) 2000 ppm (mL) (mL)

S1 0,5 4.0 0,0 55
S2 0,5 4,0 0,5 5,0
S3 0,5 4,0 1,0 4,5
S4 0,5 4.0 1,5 4.0
S5 0,5 4,0 2,0 3,5,
S6 0,5 4,0 3,0 2,5
S7 0,5 4.0 40 1,5
S8 0,5 4,0 5,0 0,5
Blanco 0,5 40 0,0 15,5

e Adicionar 10 mL de etanol absoluto al primer patréon de dextrana. Agitar
suavemente el erlenmeyer durante la adicion de alcohol.

¢ Inmediatamente después de terminar la adicion de etanol, empezar a contar
el tiempo con cronémetro (20 min).

e De la misma manera descrita, adicionar etanol a cada uno de los patrones
con intervalos de dos minutos, exceptuando el blanco.

e Después de veinte minutos, leer la absorbancia de cada uno de los
patrones en el espectrofotometro a longitud de onda igual a 720 nm.

e Elaborar la curva de calibracion colocando mg de dextrana / mL en la
abscisa y lecturas de absorbancia en la ordenada. Debe elaborarse una
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nueva curva patrén cada que se use un nuevo frasco de alcohol. INCAUCA
S.A)

ppm Absorbancia
Dextranas 720 nm

0 0,006
100 0,049
200 0,092
300 0,176
400 0,221
600 0,341
1000 0,595
1500 0,814

Determinacién de Dextranas

0,9
0,8
0,7
0,6

0 y = 0,00055808x + 0,00073462

R2? = 0,99562256
0,4

Absorbanciaa 720 nm

0,3
0,2

0,1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Patrones de Dextranas

Absorbancia — 0,00073462
0,00055808

ppm de Dextranas =
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Anexo 3. Preparacion de los patrones de azucar para la determinacion de
Sacarosa, Glucosa y Fructosa mediante HPLC

e Se inicia preparando los patrones de calibracidn, se disuelve las muestras
de azucar seco pesadas con una precision de + 0,0000 g en matraces

aforados con agua destilada a las distintas concentraciones en porcentaje
mostradas en el siguiente cuadro:

Azucar Concentracion (expresado % p/p)
Sacarosa 0,25 0,31 0,37
Fructosa 0,04 0,08 0,11
Glucosa 0,03 0,06 0,09

e Se filtra cada uno de los patrones con un filtro de membrana de 0,45 um
antes de inyectarlos en el equipo HPLC.

Anexo 4. Recuento de BAL de los lodos en cada dia de muestreo

Bacterias acido-lacticas (Logo
Dia de muestreo UFC/mi)
Lodos frescos Lodos rotatorios

1 4,041392685 5,23044892
2 11,95424251 11,8750613
3 1,84509804 3,84509804
4 11,66275783 11,9777236
5 4,204119983 4,84509804
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Anexo 5. Resultados fisicoquimicos de los lodos frescos saliendo del clarificador
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Anexo 6. Resultados fisicoquimicos de los lodos obtenidos del filtro rotatorio
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Anexo 7. Dextranas producidas por BALPE en agar MRS suplementado con 10%
de sacarosa
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