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RESUMEN

Este trabajo se desarrollé en una planta productora de etanol, y tuvo como finalidad estudiar los contaminantes
bacterianos durante las etapas de dilucién de la melaza, reproduccion de la levadura y fermentacion, mediante recuentos
microbioldgicos, aislamiento e identificacion de las bacterias predominantes, y la relacion entre la contaminacion
bacteriana y la floculacion de las células de levadura. Se determiné el efecto de un desinfectante comercial como
microbicida en el control de dichos contaminantes. Inicialmente se procedié a realizar muéstreos con el fin de
estandarizar la metodologia a nivel laboratorio para la identificacién de los contaminantes bacterianos en la melaza y la
levadura productora de etanol. Los resultados obtenidos indican que los microorganismos contaminantes en el proceso
analizado son: Lactobacillus sp. en un nivel promedio de 10 X 10° UFC/ml, y Zymomonas mobilis en un nivel promedio de
10 X 10 UFC/ml. Se comprobé que la presencia de bacterias contaminantes tiene relacion directa con la floculaciéon de la
levadura, presentandose con niveles de 10° UFC/ml de Lactobacillus sp, 10° UFC/ml de Zymomonas mobilis o 10 UFC/ml
de la mezcla de estos microorganismos. Este fenémeno depende también de otros factores como las caracteristicas de la
cepa de levadura, las condiciones del cultivo y el medio empleado. Ademas, se utilizd un desinfectante comercial
(Sanitech ®) y se observd que es muy efectivo para el control de Zymomonas mobilis. De otra parte, en inocules con
adicion de penicilina (Alipen ®), se establecio que este agente actda de forma adecuada en la inhibicién del Lactobacillus
sp. Finalmente, se comprob6 que con una concentracion de 20 ppm del desinfectante comercial, no se afecta la viabilidad
del Saccharomyces cerevisiae, aunque los niveles de contaminacion alcanzaron poblaciones de 10 UFC/ml.

Palabras clave: Etanol, Lactobacillus sp., Zymomonas mobilis

ABSTRACT

This work was done in an ethanol production plant, its propose being to study contaminating bacteria in the
molasses' dilution, yeast reproduction and fermentation stages by microbiological count, isolation and identifi-
cation of predominating bacteria and the relationship between the bacterial contamination and yeast cell flocculation.
The effect of a commercial disinfectant such as microbicide in controlling such contaminants was deter-mined.
Samples were taken to standardise laboratory methodology for identifying contaminating bacteria in molasses
and ethanol producing yeast. The obtained results indicate that the contaminating micro-organisms analysed in the
process were Lactobacillus sp. (10 x 10° UFC/ml average) and Zynomonas mobilis (10 x 10 UFC/ml average). It was
shown that the presence of contaminating bacteria is directly related to yeast flocculation, pre-senting 10° UFC/ml
Lactobacillus sp, 10° UFC/ml Zymomonas mobilis or 10 UFC/ml for a mixture of these two micro-organisms. This
phenomenon also depends on many f actor s, such as yeast strain, culture conditions and medium employed. A
commercial disinfectant (Sanitech®) was used; this was seen to be very effective for Zymononas mobilis control.
The penicillin (Alipen®) contained in one inoculum had a suitable effect on Lactobacillus sp inhibition. It was also
shown that a 20 ppm concentration of commercial disinfectant did not affect Saccharomyces cerevisae feasibility,
though contamination levels reached 10° UFC/ml populations.
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DETERMINACION DE BACTERIAS CONTAMINANTES EN EL PROCESO DE PRODUCCION DE ALCOHOL ETILICO

INTRODUCCION

Gran parte del etanol industrial se obtiene por fer-
mentacion. En EE.UU la materia prima mas impor-
tante para su produccion la constituyen los cerea-
les, mientras que en Europa suelen emplearse
melazas de remolacha y en el resto del mundo
melazas de cafia de azucar (Weeb,1995). En Co-
lombia, el cultivo de cafia de azlcar tiene gran
importancia econémica y social, ya que es el se-
gundo cultivo agricola permanente después del
café (Mora,1995).

Las melazas de cafia representan el residuo
en el proceso de extraccion de azUcar. Las
melazas invertidas se obtienen del jarabe de cafia
mediante una hidrdlisis acida parcial, seguida de
neutralizacion y evaporacion hasta el 70% de con-
centracion de azucar total (Weeb,1995). Algunas
levaduras pueden causar fermentacion de estos
substratos y convertirlos en alcohol.

Uno de los problemas de las destilerias es la
contaminacion bacteriana durante el proceso de
fermentacién, desde la llegada de la materia pri-
ma hasta la destilacién final, ocasionando pérdi-
das en la produccion de etanol. Los contaminan-
tes bacterianos establecen un efecto competitivo
por el substrato, conduciendo a un menor rendi-
miento de alcohol o la introduccién de productos
indeseables (Weisser,1996). En las destilerias han
sido encontrados microorganismos contaminantes
como: Lactobacillus sp, Sporolactobacillus sp,
Zymomonas sp, Micrococcus sp, Acetobacter sp y
Gluconobacter sp (Alltechs,1995).

Otro problema frecuente y de gran importan-
cia en las destilerias es la floculacién de las célu-
las de levadura, observado generalmente al fina-
lizar la fermentacion. Este es un proceso complejo
gue consiste en la agregacién de las células de
levadura, lo cual disminuye la velocidad de pro-
duccién de alcohol. Depende de numerosos fac-
tores tales como la cepa de levadura (genética,
estado fisiolégico y metabolismo), la composicion
del medio de fermentacion, las condiciones de fer-
mentacion (contaminacion bacteriana, temperatu-
ra, agitacion, aireacion). La influencia de cada uno
de estos parametros en el proceso hace muy difi-
cil el estudio de este fenémeno (Abate,1996).

Los efectos de los contaminantes bacterianos
en la produccién de alcohol hacen que se requie-
ra de un manejo higiénico industrial adecuado, asi
como la adicion de agentes controladores de ésta
contaminacion durante el proceso de fermentacion.
El presente trabajo consistié en identificar, aislar
y caracterizar las bacterias contaminantes en el
proceso fermentativo. Igualmente, se determiné la
relacion de éstas con la floculacién de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, y se evalué la efecti-
vidad de un desinfectante comercial basado en
cloro (Sanitech®) en el control de los agentes con-
taminantes, asi como su efecto sobre la viabilidad
de la levadura.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en una planta productora de
etanol ubicada en el Valle del Cauca, Colombia.
Para el aislamiento e identificacion de las bacte-
rias contaminantes en el proceso de obtencién de
alcohol etilico, la evaluacion de la relaciéon de es-
tos microorganismos con el fenédmeno de
floculacion de la levadura y el efecto de la adicion
del desinfectante de cloro sobre la fermentacion
etandlica, se siguio la metodologia descrita a con-
tinuacion:

Muestreo

Se realizaron muéstreos preliminares correspon-
dientes a las melazas y levaduras que participa-
ron en el proceso de reproduccién y fermentacion
del alcohol. Estas muestras fueron colectadas en
frascos de boca ancha esterilizados en autoclave
y debidamente identificados. Se refrigeraron a 5°C,
y el tiempo maximo de almacenamiento fue de 6
horas, hasta el momento de la siembra.

Siembra

Diluciones. Las siembras de las muestras de me-
laza que entran a la planta, asi como las posterio-
res, se realizaron en cabina de flujo laminar, to-
mando 11g de cada una de las melazas y adicio-
nando 99 mi de agua peptonada estéril (0.1%),
mezclandose en un Vortex. Posteriormente se
realizaron diluciones de 10™, 10 y 10°. A partir
de esta Ultima se efectuaron las diluciones deci-
males siguientes.
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Tabla 1. Medios de cultivo, siembra e incubacién usados en el estudio los microorganismos

" : Familia
i Zymomonas s
Microorganismo Lacfobacillus sp Y P Enterobacteriaceae
Agar MRS {agar para Agar diferencial WL {de Agar EMB {Agar Eosina-
3 Lactobacilius] De Man, acuerdo con la metodologia Azul do Metieno - Lactosa -
Medio de cuitivo Rogosa y Shame, de Maagher, 1996) Sacarosa) (Merck,1984).
adicionando azuf de aniline

bacterias lacticas.
(Bargeys, 1594).

En cajas de Patri. Para Siembra en superficie an Mediante tomas repeticas

siembra en profundidad ae condiciones lanto de muestras y siembras par

adlclond agar v &6 mezcld la oxigénicas, como esiria se obtuviercn cultivos
Siembra muestra. Para slembra en ancxigénicas axénicos que

supetficie se usaron 0.1 mi posteriormente se

de muestra, esparciéndola Kotipificaron.

uniformemente con asa da

Drigaiski (Brock,19%1).

Durante dos dias a 37°C en Incubackdn de 4 dias a 23°C Las cepas fueron

condiciones anoxlgénicas, aproximadaments. Sa transferidas cada dos
Incubacién en jaras de anasrobiosis. adiciond agar WL con Semanas en un medio

(Bergeys, 1994, Merck,1994) penicliina para inhibir las Esténdar y agar MRS.

Para sembrar en superficie se tomaron 0.5 ml
de la dilucién 10™. Las diluciones de las muestras de
levadura, in6culos, mostos y vinos se efectuaron
tomando 0.1 mi de la muestra y agregando 9.9 ml de
agua peptonada; a partir de éstas se efectuaron
diluciones desde 102 hasta 10® (Collins,1989).
Se realizaron muestreos continuos para detectar el
grado de contaminacién y hallar la dilucién de la
siembra de cada muestra.

Recuento. Se contaron las colonias y se mul-
tiplicaron por el factor de diluciéon correspondiente;
la interpretacién de resultados se hizo tomando el
intervalo entre 30 y 300. Las cajas que presentaron
entre 10 y 150 UFC por siembra en superficie, se
contaron y sus resultados fueron interpretados de
acuerdo con dicho valor de referencia (Brock,1991).

Segln las caracteristicas del sistema, que lo

hacen selectivo, las bacterias a investigar son las
presentadas en la Tabla 1.

Caracterizacion bacteriana

Para la identificacion de las bacterias aisladas en
cada uno de los medios de cultivo se realizaron las
siguientes pruebas:
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e Coloracion de Gram

¢ Morfologia celular. Las laminas anteriormente co-
loreadas se observaron al microscopio con objeti-
vos de inmersion 100X y se constato la forma celu-
lar.

o Catalasa. Mediante las siguientes reacciones:
-Reaccion positiva: Se observé desprendimiento
inmediato de oxigeno por las colonias
evaluadas.

-Reaccion negativa: Sin desprendimiento de
oxigeno.

e Citocromo-oxidasa. Se emplearon tiras de ensayo
con zona de accién para la demostracién de la
citocromooxidasa en microorganismos.

e Agar hierro- tres azlcares

Se hicieron siembras tanto por estria en la superfi-

cie inclinada como en columna vertical mediante

estria central; se incubaron por 48 horas a 37°C

Interpretacion del proceso

- Andlisis de los Picos de Flauta:

- alcalino/profundidad alcalina (K/K):No

fermentacion de hidratos de carbono.

- alcalino/profundidad acida (K/A):Glucosa

fermentada; sacarosa y lactosa no fermentadas.

- alcalino/profundidad acida (Negra) (K/A/H2S):

Glucosa fermentada, lactosa no fermentada,

produccién de H,S
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- acido/profundidad acida: Glucosa, lactosa y
sacarosa fermentadas.

e Reduccion de Nitrato. El cultivo axénico que
fue sometido a ensayo se incubé durante 12 -
24 horas a la temperatura 6ptima en caldo nu-
tritivo estandar 11, al que se le afiadio 1.5 g/l de
nitrato de potasio (Merck, 94). Después de la
incubacién se adicionaron unas gotas del reac-
tivo de nitritos. La reaccion se consideraba po-
sitiva si, transcurrido un minuto aproximadamen-
te, se apreciaba una coloracion roja, cuya in-
tensidad dependia de la cantidad de nitrito for-
mada (Merck, 1994) A las reacciones negativas
se les agreg6 polvo de Zinc; los iones de Zinc
indican la presencia de nitratos residuales y
confirman una reaccién negativa verdadera.

¢ SIM. El cultivo sometido a examen se sembré
por picadura en la capa superior del medio de
cultivo y se incubd6 por 24 horas a 37°C.

Cuantificacion de los
contaminantes bacterianos

Se realizaron dos muestreos por semana durante
21 semanas en 32 puntos, haciendo siembras des-
de 10™ hasta 10®%de cada muestra; se obtuvo un
total de 42 recuentos, los cuales fueron prome-
diados para determinar las UFC/ml.

MODELO EXPERIMENTAL

Las variables evaluadas correspondieron a: Efec-
to del dioxido de cloro (Sanitech®) sobre la viabi-
lidad de la levadura, este desinfectante como
agente controlador de los contaminantes bacte-
rianos identificados, y relacion de estos ultimos
con la floculaciéon de Saccharomyces cerevisiae

Ensayo de fermentacion

Se tomaron 10 erlenmeyer de 1000 ml c/u, colo-
cados en un agitador a 100 r.p.m. y a temperatura
de 30°C; se marcaron de la siguiente forma: PC,
Penicilina Control; PL, Penicilina Lacticas; PZ,
Penicilina Zymomonas; SC, Sanitech Control; SL,
Sanitech Lacticas; SZ, Sanitech Zymomonas; PLZ,
Penicilina Lacticas- Zymomonas; SLZ, Sanitech
Lacticas-Zymomonas; Bacterias Lacticas - Zymo-
monas; Control negativo.

Preparacién de in6culos

Substrato. Se parti6 de una cantidad de 6 litros de
melaza de tercera dilucion de la planta (pH 4.55,
30°C), esterilizada en autoclave y distribuida en los
10 erlenmeyer. Se adicioné a cada uno urea y acido
fosférico para cumplir con las necesidades
nutricionales de la levadura. Se tomaron muestras
de 200 ml en periodos de 12 horas, y simultanea-
mente se alimentaba una cantidad igual de melaza
estéril (dilucion 1073, pH 4.50 - 4.65, 30°C), junto con
ureay el agente inhibidor correspondiente.

Dilucién de bacterias. Las bacterias previamen-
te aisladas e identificadas como Lactobacillus sp.
y Zymomonas sp., fueron transferidas cada dos
semanas en AGAR MRS y WL respectivamente
(Kinner,1990). Ademas, se enriquecieron en agua
peptonada al 0.1% (caldo rico en sustancias nu-
tritivas que produce una alta cuota de sobreviven-
cia de bacterias dafiadas subletalmente y un cre-
cimiento intenso). Se tomaron las diluciones que
presentaron un recuento de 10* UFC/ml, y se con-
servaron en nevera a 8°C.

Preparacion del bactericida. El diéxido de cloro
(Sanitech®) se activo utilizando 3.25 onzas de
Sanitech® para un galén y 10 gramos de acido
citrico. Se trabaj6é a una concentracion de 20 ppm
de desinfectante (lo recomendado por el fabrican-
te) para no afectar la viabilidad la levadura
(Alltechs.1995).

EXAMEN DIRECTO

Se realiz6 a cada inoculo en periodos de 12 ho-
ras, con el fin de evaluar la pureza de la levadura,
observando la uniformidad del desarrollo de las
células fangicas (Tamafo, forma, distribucion,
estado de reproduccion, floculacién).

Método. La muestra suspendida en un portaobje-
tos se examind al microscopio con los objetivos
de 10X y 40X. La distribucion aproximada fue de
200 células de levadura en el campo de 40X .

Morfologia. Con el objetivo 10X se contaron los
floculos de 5 campos y se promediaron; si se ob-
servaban menos de 5 fléculos, la prueba se consi-
deraba baja; de 5 a 10 fléculos se tomé como
floculacion intermedia; més de 10 fléculos se con-
sideré como floculacion alta (Sucromiles,1996).
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Impurezas. Se reporto la cantidad de cristales exis-
tentes con cruces; el minimo rango fue de O cruces y el
maximo de 4 cruces en cristales y suciedad.

Contaminacién bacteriana

» Bacterias: Su presencia fue visualmente diferen
cial de las células de levadura al microscopio.

* Bacilos en cadena: Los bacilos observados al mi
croscopio son compatibles con Lactobacillus sp.

Determinacién del nimero de células de levadura
A la cdmara de Neubauer se transfirié una gota de la
suspension preparada con 1 ml de solucién de azul de
metileno al 1%, 1 ml de suspensién de levadura y 98
ml de agua, y se procedi6 al conteo de células (con el
cuadro de 1 mm x 1 mm), de acuerdo con la técnica
propuesta por Sucromiles (1996), asi:

Los cuadros de menor tamafio (0.2 mm X 0.2 mm)
sirvieron de guia para el computo. Se empez6 a contar
desde la parte superior de los cuadros menores ubica-
dos dentro del cuadro grande central (1 mm X 1 mm)y
se continud hasta la base; si las células tocaban los
limites de los cuadros menores, debian contarse sola-
mente aquellas que tocaban la parte inferior y el lado
izquierdo del cuadro; si las células tocaban la parte
superior o el lado derecho no se contaban.

Controles microbiol6gicos. Se realizaron culti-
vos cada 24 horas para evaluar la poblaciéon
bacteriana con respecto al estado de la levadura
y la accién de los bactericidas.(Aquarone, 1975)

Se realizaron muestreos durante ocho meses,
desde la llegada de la materia prima a la planta
hasta el paso a destilerias, con el fin de estanda-
rizar la metodologia de muestreo y la realizacién
de cultivos microbiolégicos, obteniendo colonias
de Lactobacillus sp y Zymomonas mobilis bien
definidas. Los aislados de estos muéstreos fue-
ron preservados en agar MRS (Lactobacillus sp )
y en un medio estandar (Zymomonas mobilis).
Estos se enriquecieron en Agua peptonada 0.1%
y se sembraron en cajas en un medio selectivo
MRS y WL, para constatar la pureza de las colo-
nias (Canchos, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificacion

De las colonias de Lactobacillus sp y Zymomonas
mobilis se observo crecimiento en Agar MRS y WL
(ver caracteristicas tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las colonias identificadas

Microorganismos

Caracteristicas

Bacterias Lacticas (MRS con azul de
anilina y ciclohexamida)

Colonias redondas, convexas, bordes regulares, de color azul,
acidificantes del medio, 1 - 5 mm de didmetro. Coloracion de
Gram: se observaron bacilos Gram positivos

Zymomonas (Medio WL con
ciclohexamida y penicilina)

Colonias redondas, bordes requlares, de color verde profundo,
de 1 - 4 mm de didmetro. Coloracion de Gram: se observaron
bacilos Gram negativos, generalmente en pares.

Zymomonas (Medio Standard con
ciciohexamida y penicilina)

Después de 4 dias de incubacién a 30°C, las colenias son
brillantes redondas de 1 - 2 mm de diadmetro, bordes regulares,
de color entre blanco y crema. Coloracién de Gram: bacilos
Gram negativos.

Levadura (Saccharomyces
cerevisiae, variedad Allyeast
superstar. Medio Sabouraud 2%
glucosa con Novobiocin)

Colenias redondas, color habano y cremosas.
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Tabia 3. Caracteristicas bioquimicas de las bacterias aisladas.

son contaminantes frecuentes en las des-
tilerias". Igualmente, estan de acuerdo
con Altech (Fiftheen Annual International

Alcohol course, EEUU 1992): "Las Zymo-
monas son bacterias que se encuentran

en los medios de fermentacién, contami-
nantes en destilerias que fermentan glu-

cosa anaerébicamente por la via de Et-

ner - Doudoroff".

Recuento de la

microcarga contaminante

El microorganismo Lactobacillus sp en el
perfil de dilucién 10? de melaza, corres-

pondié a un orden maximo de 10* UFC/

ml. Se observaron tres puntos criticos en

el proceso: 1. La entrada a la planta:
Puede ocurrir contaminacion debido a

gue no hay vapor para garantizar las con-

diciones de esterilidad, antes de la toma
de la muestra (tanque de recepcion de

melaza, tanque elevado de almacena-
miento, linea de conduccién o punto de

muestreo). 2. El intercambiador de la

melaza de segunda dilucion. 3. La linea

de conduccioén hacia las cubas de fer-

mentacion.

Las bacterias lacticas en el pérfil de
melaza de dilucién 10 tuvieron un nivel

Pruebas Lactobaclilus especie| Zymomonas mobills
MRS WL
Coloracién de Gram + -
Morfologia Celular Bacilo Baclilo
Catalasa = =+
Crxidasa - =
Movitidad - =
Indol - =
Crecimiento en
| _agar nutritive - =
Crecimiento en
| agar EMB - =
Reduccitn de nitratos - -
Cracimiento a 37° + +
Cragimiento a 20° + +
Crecimiento en forma
angxigenica y oxigenica + =+
Crecimiento solo en '
condiciones aerpbias - -
Produccion de H,3 S D
Resistente a la penicilina = +
Inhibido por novobiosiona + +
Fermentacion de:
lucosa + +
Fructuosa + +
Lactosa + =
Sacarosa 4 D
Arabinosa - -

méaximo de 10* UFC/ml. Los puntos criti-

Convenciones: + positivo, = negativo, D: débilmente

cos detectados en el proceso son: el mez-
clador y la linea de conduccion de entrada

Durante los muestreos, fueron seleccionadas de
los medios de cultivo las diferentes colonias para
ser aisladas y purificadas, conservandose en Agar
MRS y SM (Medio Standard) a 8°C. En el quinto mes
se revivieron las colonias aisladas y se inici6 la
caracterizacion realizando pruebas bioquimicas
(Tabla 3). Los resultados se compararon con las
pruebas y descripciones taxonémicas de Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, Vol. 1-1994. Con
base en éstos se determind que los contaminantes
bacterianos anoxigénicos presentes durante el
proceso de produccién de alcohol son: Lactobacillus
sp y Zymomonas mobilis.

Los microorganismos contaminantes identifica-
dos coinciden con lo reportado en la literatura por
Mark & Phipps Enrfab, inc. 1988: "Los Lactibacillus

a las cubas de reproducciéon. En este
caso se debe controlar el programa de esterilidad, asi
mismo, evaluar si se requiere una frecuencia mayor de
sanitizacion. Durante el proceso de produccion de
alcohol, el grado de contaminacion por Lactobacilus
sp fue de un orden méaximo de 10° UFC/ml.

El microorganismo Zymomonas en el perfil de
melaza de dilucién 102y 10, registré un nivel maximo
de 10" UFC/ml. Los puntos criticos en el proceso de
produccion de etanol son los mostos inmediata-
mente después de ser inoculados, con una pobla-
cién de Zymomonas de 10° UFC/ml. Este aumento es
causado posiblemente por los vinos que no se drenan
y quedan en el sistema de refrigeracion de la cuba y/o
la linea de trasferencia del inoculo. Es importante el
control y minimizacion de las bacterias lacticas,
debido a que una concentracion de 1.4% de acido
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lactico inhibe la capacidad de fermentacion de la
levadura (Crueger,1993;Tamarit,1997). De igual
forma, la presencia de Zymomonas mobilis com-
pite con la levadura por el substrato y fermenta la
glucosa a etanol. En poblaciones mayores, este
microorganismo aumenta la produccion de H,S, lo
cual genera un olor desagradable que puede con-
vertirse en un problema de caracter ambiental
(Bergeys,1994). Finalmente se encontré que la leva-
dura seca, con una poblacién de 16X10° UFC/g, esta
dentro de los valores detectados para esta clase de
levadura.

Ensayo de fermentacion

Los resultados de los examenes directos y de via-
bilidad realizados cada 12 horas durante el ensa-
yo in vitro de fermentacidn, mostraron que a las
36 horas, la levadura perdié aproximadamente el
20% de viabilidad en el inoculo que no contenia
desinfectante. En este mismo inoculo a las 72 ho-
ras, las células de levadura se encontraban
floculadas y se observé una poblacién de 10” UFC/
mi de bacilos en cadena y una viabilidad del 33.6%.
Esto indic6 la necesidad de utilizacién de un agen-
te bactericida para el control de la microcarga con-
taminante, ya que ocasiona pérdida de viabilidad
de la levadura y disminucién de su capacidad de
fermentacién (Shepherd,1994; Schoserth, 1996).

En el control, que sélo contenia melaza, nu-
trientes y levadura, se observo a las 72 horas la
formacion de pequefios floculos, indicando que
posiblemente uno de los numerosos factores que
influyen en la floculacion de la levadura, es la edad
de ésta en el ciclo (Alltechs,1995).

Los in6culos control, PC, y SC presentaron a
las 105 horas un porcentaje de viabilidad similar.
En los exdmenes directos en los cuales se obser-
vaba floculacién, los cultivos microbiolégicos pre-
sentaron una poblacién de 10° UFC/ml de Lacto-
bacillus sp y de 10° UFC/ml de Zymomonas mobi-
lis, lo cual indica que niveles de contaminacion
altos de estos microorganismos se relacionan con
la floculacién de Saccharomyces cerevisiae. Po-
blaciones de 10°® UFC/mI de los dos microorganis-
mos contaminantes inician la floculacion de la le-
vadura (Meagher,1996; Deanda,1996).
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En los cultivos microbioldgicos se observd que los
inéculos que contenian Lactobacillus sp con dioxido
de cloro Sanitech ® y con Penicilina, ocurrié sélo un
ligero incremento de este microorganismo dentro de
las 48 a 72 horas del ciclo de la levadura, lo que
confirma que tanto el desinfectante analizado (diéxi-
do de cloro) como la penicilina, son agentes contro-
ladores de las bacterias lacticas, debido a su poder
bactericida.

El inoculo de diéxido de cloro Sanitech® y
Zymomonas mobilis mostré un mayor descenso en
la poblacion de éste microorganismo a las 96 horas,
con una poblacién de 10* UFC/ml, mientras que el
inoculo que contenia penicilina y Zymomonas mobilis
registré una poblacién de 10° UFC/ml en el mismo
periodo, lo que sugiere que el diéxido de cloro es
mas eficaz que la penicilina para la inhibiciéon de
Zymomonas mobilis.

El diéxido de cloro Sanitech ® utilizado a 20 ppm
no afecto la viabilidad de la levadura, pero los nive-
les de contaminacion alcanzaron poblaciones de 10°
UFC/ml. Sin embargo, éstos son niveles altos, por lo
cual deben usarse concentraciones mayores del des-
infectante para tener un mejor efecto bactericida.

CONCLUSIONES

El desarrollo de la investigacion planteada permitio
determinar los contaminantes microbianos durante
las etapas de dilucién de la melaza, reproduccion de
la levadura y fermentacion en el proceso de produc-
cién de etanol con Saccharomyces cereviciae, en-
contrandose que, de acuerdo con lo reportado, es-
tos microorganismos son: Lactobacillus sp. en un ni-
vel promedio de 10 X 10° UFC/ml, y Zymomonas
mobilis en un nivel promedio de 10 X 10? UFC/m.
Adicionalmente, poblaciones de un orden mayor a
10% UFC/ml de Lactobacillus sp, detectadas en los
cultivos microbioldgicos, se relacionaron con el exa-
men directo en donde se observaron fléculos de le-
vadura. Asi mismo, con un nivel de 10° UFC/ml para
Zymomonas mobilis se present6 floculacion de
Saccharomyces cerevisiae. Se observé completa
floculacion de Saccharomyces cerevisiae por conta-
minacion de Lactobacillus sp y Zymomonas mobilis
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en niveles minimos de 10° UFC/m. El uso del desin-
fectante comercial (Sanitech®) logré efectivamente
el control de Zymomonas mobilis. En inéculos con
adicion de penicilina (Alipen®), se establecio que este
agente actlia de forma adecuada en la inhibicién del
Lactobacillus sp. Finalmente, se comprobd que con
una concentracion de 20 ppm del desinfectante co-
mercial, no se afecta la viabilidad del Saccharomyces
cerevisiae.
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