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INTRODUCCION

En la microbiologia industrial, los microorganismos son utilizados comercialmente
con el fin de obtener productos de importancia econdémica, ambiental y social. Sin
embargo, en las industrias existen microorganismos causantes de problemas que
pueden originar serias pérdidas econdémicas debido a la alteracion tanto de
procesos como de productos (Tortora et al., 2007).

Un ejemplo de esto ocurre durante el proceso de produccion del azucar en los
ingenios, donde la perdida de sacarosa en la cafia de azlUcar debido a la accién de
microorganismos presentes desde el momento de la cosecha de la materia prima
hasta la evaporacién de los jugos extraidos de la misma conlleva a la disminucion
de la productividad de hasta un 1.5 % (Eggleston 2002). Durante el proceso de
molienda de la cafia de azlcar, la limpieza y desinfeccion de los molinos juega un
papel crucial al momento de disminuir y/o evitar las pérdidas de sacarosa, pues las
superficies de los molinos, ademéas de los fangos que se acumulan en ellos,
constituyen una fuente de microorganismos, principalmente Leuconostoc sp,
Lactobacillus sp, Saccharomyces sp, y Rhodotorula sp, quienes ademas de
realizar la inversion de la sacarosa en fructosa y glucosa, utilizan estos
subproductos en la formacién de dextranas, acidos organicos y etanol que conllevan
a pérdidas en otras etapas del proceso (Eggleston 2002; Solomon 2009; Osbel
2014).

Junto a las pérdidas de sacarosa, un problema asociado a los ingenios es la
disminucién de la produccion de etanol carburante en las destilerias. Los jugos que
llegan a los tanques de fermentacién, constituyen una fuente de azucares que en
teoria deben ser fermentadas por la levadura Saccharomyces cerevisiae
adicionada al proceso. Sin embargo, si no existe un tratamiento adecuado, junto a
los jugos pueden llegar microorganismos que afectan la productividad de dos
formas: compitiendo con la levadura por los nutrientes presentes y/o la produccion
de &cidos lactico y acético por bacterias acido lacticas y &cido acéticas,
respectivamente, que inhiben el crecimiento de la levadura. Ademas de ser util en
la etapa fermentativa, dicha levadura es importante en la industria alimenticia, pues
ha mostrado efectos probiéticos y prebiéticos en la alimentacién de aves y cerdos,
por lo que algunos ingenios estan enfocados la busqueda de alternativas para su
recuperacion (Bayrock et al., 2004; Lucena et al., 2010; Leite et al., 2013).

Un tercer problema reside en las torres de refrigeracion empleadas para el
enfriamiento de grandes masas de agua en procesos que requieren la disipacion de
calor. El agua empleada en estos sistemas, puede contener microorganismos de
interés econdémico y social. Primero, la formacion de biofilms en las tuberias por
parte tanto de bacterias como de algas y cianobacterias, disminuye la capacidad de
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intercambio de calor de los procesos, ademas de causar corrosion en las mismas
(Mouchtouri 2010; Rahmani et al., 2015; Hauer et al., 2016). En segundo lugar, la
presencia de Legionella pneumophila en los sistemas supone un riesgo para la
salud de los operarios al ser asociada a “brotes de neumonia relacionados con
sistemas hidricos artificiales deficientemente mantenidos” (OMS, 2016).

Los problemas descritos anteriormente pueden ser resueltos mediante el empleo de
sustancias activas que destruyan, contrarresten, neutralicen, impidan la accion o
ejerzan un efecto control sobre los microorganismos problema (Michalak et al.,
2014). Por tal razon, el principal objetivo de este trabajo es evaluar la efectividad de
biocidas producidos en la empresa Chemical Coaching frente a los microorganismos
causantes de dichas problematicas realizando pruebas de sensibilidad en el
laboratorio de microbiologia de la empresa en el Valle del Cauca, Colombia. Para
ello se trabajé con muestras de jugo claro de un ingenio para la primera
problematica descrita; de mosto de destilerias de cuatro ingenios para la segunda,;
y de agua de cuatro torres de enfriamiento para la tercera.

El presente trabajo busca proponer una alternativa de solucién a la contaminacion
de los procesos mencionados, lo cual permitira optimizar el uso de biocidas
producidos en la empresa Chemical Coaching.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de biocidas en la reduccion del rango de accion de
microorganismos causantes de problemas a nivel industrial en el Valle del Cauca,
Colombia mediante pruebas de sensibilidad microbiana.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar mediante Time Kill Test un biocida de efecto inmediato como
alternativa a problematicas de contaminacion presentados durante la
molienda de la cafa de azucar.

- Establecer por medio de sistemas de fermentacion a escala de laboratorio un
biocida efectivo en el control de bacterias presentes en el proceso de
produccion de etanol carburante.

- Encontrar un biocida especifico ante Aerobios Mesbfilas que sirva de
alternativa en la reduccion de la carga microbiana presente en torres de
enfriamiento por medio de Time Kill Test.



2. JUSTIFICACION

La accién de agentes biocidas en las industrias con el fin de disminuir o eliminar
microorganismos contaminantes de los procesos se ve afectada por factores como
la concentracion, el periodo de contacto, el pH, temperatura, la presencia de
compuestos que interfieren, y la naturaleza, numero, localizacién y condicion del
microorganismo al que ataca. Debido a esto, su uso inadecuado trae como
consecuencia la malinterpretacion de la efectividad de los mismos, y aun mas
importante, la generacion de resistencia microbiana.

Durante los procesos de produccidén de azucar y bioetanol en los ingenios, y de
limpieza de las torres de enfriamiento, suelen emplearse agentes biocidas para
mitigar los problemas causados por la presencia de microorganismos alterantes. Sin
embargo, su uso no esta sujeto a estudios previos de especificidad y dosificacion,
lo cual disminuye su efectividad. Por esta razén, la empresa Chemical Coaching
busca proponer una alternativa que permita optimizar el uso de biocidas que
produce y/o distribuye. Entorno a ello se requiere evaluar individualmente la
efectividad de dichos productos frente a las problematicas especificas de las
industrias mediante pruebas de sensibilidad microbiana. Se espera que los
resultados obtenidos sean de gran utilidad, permitiendo la reduccién de impactos en
la economia de las empresas por pérdidas de produccién; en el ambiente al
minimizar los residuos vertidos y en el ambito social, al mitigar la generacion de
resistencia a los antimicrobianos, que ademas de aumentar la problematica en las
industrias, es una amenaza cada vez mayor para la salud publica a nivel global.



3. MARCO REFERENCIAL

3.1 BASES LEGALES

Debido a que algunos biocidas ademéas de ejercer efecto toxico frente a
microrganismos, pueden ser considerados un peligro potencial para la salud
humana (al actuar como sustancias toxicas, carcinogénicas o interruptores
endocrinos) y para el ambiente al no ser facilmente biodegradables, existen
normativas que regulan la produccién, comercializaciéon y uso de estos productos:

Regulacion de la Unién Europea (EU) No. 528/2012, “Reglamento sobre
productos biocidas”, regula la comercializacién y el uso de biocidas que se
utilizan para proteger a las personas y a los animales asi como materiales o
articulos contra organismos nocivos, como plagas o bacterias, gracias a la
accion de las sustancias activas que contienen dichos biocidas. Esta
regulacion incluye una lista de las sustancias activas permitidas en la
formulacion de biocidas.

Norma Técnica Colombia (NTC) 5131 de 2011 “ETIQUETAS AMBIENTALES
TIPO I. SELLO AMBIENTAL COLOMBIANO. CRITERIOS PARA
PRODUCTOS LIMPIADORES INSTITUCIONALES, INDUSTRIALES Y
PARA USO DOMESTICO?”, la cual tiene por objeto “especificar los criterios
ambientales que deben cumplir los productos de limpieza institucional,
industrial y de uso doméstico, en cualquier presentacién (barra, polvo,
liquido, entre otros) para obtener el Sello Ambiental Colombiano”

A efectos de probar la eficacia de los biocidas, en Colombia existe la siguiente
norma técnica:

Norma Técnica Colombiana (NTC) 5150 de 2003 “ANTISEPTICOS Y
DESINFECTANTES QUIMICOS. ACTIVIDAD BACTERICIDA BASICA.
METODO DE PRUEBA Y REQUISITOS (FASE 1) tiene por objeto
“especificar un método de prueba (Fase 1) y los requisitos minimos para
verificar la actividad bactericida de los antisépticos y desinfectantes quimicos
que forman una preparacion homogénea fisicamente estable en agua. Esta
norma es aplicable a los productos utilizados en la agricultura (pero no para
la proteccion de cultivos), en el servicio domestico, en higiene alimenticia y
otros campos industriales, y para aplicaciones institucionales, médicas y
veterinarias.”



3.2 SISTEMA TEORICO

3.2.1 Sustancias inhibidoras de crecimiento

3.2.1.1 Biocidas sintéticos

Los biocidas son productos que contienen una 0 mas sustancias activas destinadas
a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la accion o ejercer un efecto de control
sobre organismos perjudiciales tanto para la salud humana y animal, como para la
industria. Entre las &reas de aplicacion de estos productos se encuentran la higiene
y salud humana y veterinaria, potabilizacion de agua, seguridad alimentaria,
preservacion de materiales como maderas, cuero y plastico, el control de plagas
(fungicidas, rodenticidas, molusquicidas, piscicidas, insecticidas, acaricidas y
alguicidas), la conservacion de alimentos o materias primas, el embalsamamiento y
la taxidermia (Michalak et al., 2014).

3.2.1.1.1 Mecanismo de accién de los bhiocidas sintéticos

De modo general, los biocidas ejercen su accion a través de la interrupcion de
procesos metabodlicos o de interacciones fisicas o reacciones quimicas con
diferentes sitios diana en las células, como son los componentes celulares de la
membrana externa, la membrana citoplasmatica y los constituyentes
citoplasmaticos. Los biocidas pueden funcionar como agentes electrofilicos, los
cuales reaccionan con enzimas importantes para el crecimiento y metabolismo, este
grupo incluye los electréfilos (aldehidos, carbamatos, cobre, plata y mercurio) y los
oxidantes (Cloro, bromo, ozono y peréxidos). Otros biocidas funcionan como
agentes activos de membrana, los cuales como su nombre lo indica, afectan
directamente a las membranas celulares, incluyen los liticos (cuaternarios, fenoles
y alcoholes) y los protonéforos (acidos débiles, parabenos y piritionas) (Ortega et
al., 2013; Michalak et al., 2014).

3.2.1.2 Antibi6ticos

Los antibiéticos son compuestos producidos por organismos vivos destinados a
combatir bacterias, hongos o protozoos. Los organismos incluyen bacterias,
hongos, plantas y animales, siendo las actinobacterias, en especial especies de
Streptomyces los mayores productores. A nivel industrial, se obtienen mediante
procesos biotecnologicos a partir de la fuente, y pueden ser modificados
guimicamente 0 no para aumentar su eficacia; también pueden ser obtenidos
mediante sintesis quimica imitando la estructura del compuesto de origen natural.
Los antibacterianos pueden actuar como bactericidas al destruir la poblacion
presente, o como bacteriostaticos, al detener su crecimiento. Ademas, pueden ser
empleados contra un amplio rango de patdgenos (de amplio espectro), o contra un



grupo de cepas seleccionadas (de espectro reducido) (Albert 1950; Vardanyan et
al., 2016).

3.2.1.2.1 Mecanismo de accion de los antibioticos

A diferencia de los biocidas sintéticos, los antibiéticos ejercen su accion sobre una
region de ataque dentro de la célula a la vez. Los mecanismos de actuacion incluyen
la inhibicibn de la sintesis de pared celular (antibiéticos beta-lactamicos,
vancomicina, cicloserina); disrupcion de las membranas celulares (polimixina y
anfotericina B); inhibicion de la sintesis de proteinas (aminoglucésidos, eritromicina,
cloranfenicol y tetraciclinas) y la actuacién sobre los acidos nucleicos al inhibir su
sintesis o su funcién (sulfonamidas, trimetropima, metronidazol) (FAO 2004;
Vardanyan et al., 2016).

3.2.1.3 Biocidas empleados

En el presente trabajo el término “biocida” es empleado indistintamente entre
biocidas sintéticos y antibioticos. Asi pues, el mecanismo de accion de los biocidas
empleados se encuentra resumido en la tabla 1.

3.2.2 Produccién de azlUcar

3.2.2.1 Caia de azlcar

La cafia de azlcar, Saccharum spp., es una planta que pertenece a la familia
Poaceae y clase Monocotileddneas. El tallo de la planta estd compuesto por agua
en porcentajes entre un 73y 76 %; solidos solubles (sacarosa, azucares reductores,
vitaminas —tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico-, minerales —potasio,
calcio, hierro- y acidos -aconitico, malico y citrico-) entre un 10 a 16 % y sélidos no
solubles (fibra) entre un 11y 16 %. Debido a que de su interior se extraen los jugos
de sacarosa empleados como materia prima en la manufactura de azlcar, etanol y
bebidas espirituosas, constituye la parte de la planta con mayor interés para la
agroindustria (Amaya 1995; Santos et al., 2015).

3.2.2.2 Sacarosa

La sacarosa (alfa-D-Glucopiranosil — (1 = 2) — beta-D-Fructofuranosa), o aztcar de
mesa, es el azlcar extraido de la cafia de azucar o de la remolacha. Su estructura
guimica es el resultado de la unién entre los carbonos anomeéricos de una molécula
de glucosa y una de fructosa mediante un enlace O- glucosidico, por lo que es
considerado como un azucar no reductor. Su sintesis es realizada naturalmente
durante la fotosintesis de las plantas, y es el edulcorante mas empleado para
endulzar los alimentos (Horton et al., 2012).



Tabla 1. Mecanismo de accion de los biocidas empleados.

CODIGO

BOO

BO1

BO3

BO5
BO6

BO8

B10

B12

B14

B22

B30

B33

AGENTE ACTIVO

Biguanida

1. Glutaraldehido
2. Amonio cuaternario

Clorhexidina

Producto enzimatico
Peroxido de hidrégeno
concentrado

1. Perdxido de
hidrogeno

2. Nanoparticulas de
plata

1. Cloruro de metil
isotiazolina

2. Bronopol

Clorito de sodio

Acido peracético

Benzoato de sodio

Carbamato

1. Clorhexidina
2. Monensina.

MECANISMO DE
ACCION

Agente activo de
membrana, catiénico.
Desplazamiento de
cationes de membrana.
1. Agente electrofilico-
electrofilo. Interaccion
con proteinas.
2. Agente activo de
membrana, cationico
Agente activo de
membrana, cationico.
Desplazamiento de
cationes de membrana.

Enzima

Agente electrofilico-
oxidante. Oxidacién de
grupos quimicos
susceptibles.
Interaccion con
ribosomas.

1. BO6

2. Agente electrofilico-
electrofilo. Interaccion
con membrana.

1, 2. Agentes
electrofilicos-
electrofilos. Interaccion
con grupos tiol de
proteinas y con enzimas
de la respiracion celular.
Agente electrofilico-
oxidante. Inactivacién
de proteinas
enzimaticas.

Agente activo de
membrana- protonéforo.
Interaccion con
membrana celular.
Agente electrofilico-
oxidante. Inhibicién de
enzimas del
metabolismo.

Agente electrofilico-
electrofilo. Interaccion
con grupos tiol de
proteinas.

1.B03

EFECTO

Afecta procesos de
osmorregulacion y de
transporte de solutos en la
membrana. Lisis celular.

1. Inhibicién de crecimiento y/o
enzimas del metabolismo
celular.

2. Solubilizacién de
membranas. Lisis celular.
Afecta procesos de
osmorregulacion y de
transporte de solutos en la
membrana. Coagulacion del
citoplasma. Lisis celular.
Desconocida.

Inhibicién de crecimiento y/o
enzimas del metabolismo
celular. Interrupcion de la
sintesis proteica.

2. Inhibiciéon de fuerza protén
motriz, afecta permeabilidad
de membrana, lisis celular.

1, 2. Interrupcion del
transporte de electrones.
Inhibicién de enzimas del
metabolismo y crecimiento.
Produccion de radicales
intracelulares.

Inhibicién de enzimas del
metabolismo y/o crecimiento
celular.

Modificacion del gradiente de
concentracion de la membrana
celular.

Inhibicién del metabolismo del
acido acético y la fosforilacion
oxidativa.

Inhibicién de enzimas del
metabolismo y/o crecimiento
celular.

2. Interrupcion del intercambio
i6nico y modificacion del



2. lon6foro. Unién a

gradiente de concentracion de

membrana. la membrana celular.

B50 Peroxido de hidrégeno = B06 -

B59 Didxido de cloro Agente electrofilico- Inhibicién de crecimiento y/o
oxidante. Oxidacion de enzimas del metabolismo
grupos quimicos celular.
susceptibles de
proteinas, enzimas.

B80 1. Penicilina 1. Beta lactamico, Unién = 1. Bloqueo de sintesis de

2. Virginiamicina a enzima peptidoglicano. Muerte celular
3. Estreptomicina transpeptidasa. por lisis.
4. Monensina 2. Estreptogramina. 2. Inhibicion de sintesis de
Inhibicion de peptidil proteinas.
transferasa en 3. Inhibicion de sintesis de
subunidad 50s. proteinas.
3. Monobactamico.
Unién a unidad
ribosomal 30 S.
4. B33
B81 Penicilina B8O -
B90 Penicilina B8O -
Virginiamicina
Estreptomicina
B92 1. Formol 1. Agente electrofilico- 1. Inhibicién de crecimiento
2. Amonio cuaternario  electréfilo. Alquilacién celular.
3. Glutaraldehido de proteinas y acidos
nucleicos.
2,3.B06
B97 Monensina. B33 :

Fuente: Autor.

(Albert 1950; Pinos et al., 2000; FAO 2004; Sanchez, et al., 2005; Ludensky 2005;
Gilbert et al., 2005; Finnegan et al., 2010; Vardanyan et al., 2016; Ortega et al.,
2013; Michalak et al., 2014).

3.2.2.3 Azlcar en Colombia

El sector azucarero en Colombia esta conformado por 15 ingenios distribuidos a lo
largo del valle geogréafico del rio Cauca, que compone 48 municipios de los
departamentos de Caldas, Risaralda, Quindio, Valle del Cauca y Cauca. La
agroindustria del azlcar y la cafia es un subsector generador de riquezas para el
pais. En el afio 2014, el pais ocup6 el puesto 12 entre los mayores productores a
nivel mundial. En el 2015 en Colombia el area de cafia de azucar sembrada fue de
323.070 hectareas y se produjo un total de 2.3 millones de toneladas de azlcar; de
estas, 725 millones toneladas fueron exportadas, posicionando al sector azucarero
como el cuarto mayor exportador de productos derivados de la agroindustria
Colombiana, luego del café, las flores y el banano (ASOCANA 2016; ASOCANA
2016a).



3.2.2.4 Proceso de produccion del azucar

El proceso de produccién del azucar inicia en el campo con el cultivo de la cafia de
azucar. Al llegar el tiempo de madurez del tallo, entre 12 y 13 meses, la cafa de
azucar es cosechada y llevada a los ingenios donde por medio de siete etapas, es
convertida en aztcar, como se muestra en la figura 1 (CENICANA, 2004).

Figura 1 Proceso de producciéon de azucar.
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3.2.2.4.1 Preparacion: Al llegar a los ingenios, los tallos son pesados en basculas,
las cuales son lavados con agua de 43 a 48 ° C para garantizar un proceso mas
limpio. Luego, estos tallos son desfibrados por medio de maquinas para la posterior
extraccion de sus jugos.

3.2.2.4.2 Molienda: Los tallos procesados pasan por una serie de molinos de rodillo
para la extraccion de los jugos presentes. El primer molino emplea como materia
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prima directamente los tallos de la cafia, mientras que los demas de la serie utilizan
el bagazo resultante de los anteriores. De los molinos 1 y 2 se obtiene el “jugo
diluido” que es recolectado y luego filtrado (separandolo del bagacillo). El bagazo
resultante de la dltima molienda es empleado para la generacion de vapor y
electricidad en la planta, y/o en la industria de papel.

3.2.2.4.3 Calentamiento: El jugo diluido pasa por una serie de tres calentadores
que elevan la temperatura hasta aproximadamente 105 °C, temperatura de
ebullicion del jugo. Luego del primer calentador, el jugo es sometido a un proceso
de encalado con el fin evitar la pérdida de sacarosa por inversion acida y de eliminar
impurezas.

3.2.2.4.4 Clarificacion: Consiste en pasar el jugo diluido por un clarificador con el
fin de separar mediante sedimentacion los sélidos insolubles presentes como lodos.
Se obtiene el “jugo claro”, caracterizado por su bajo nivel de turbidez.

3.2.2.4.5 Filtracion: Dado que el lodo extraido del proceso anterior contiene aun
sacarosa, este es mezclado con el bagacillo resultante durante la molienda. Esta
mezcla es luego filtrada al vacio, donde se obtiene “jugo filtrado” con sacarosa,
ademas de residuos de “cachaza”.

3.2.2.4.6 Evaporacion: El jugo claro, es pasado por una serie de cinco
evaporadores con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua posible de los jugos,
obteniendo como resultado la “meladura”.

3.2.2.4.7 Cristalizacién y centrifugacion: La meladura obtenida es pasada a una
serie de tres tachos y tres centrifugas. Existen tres subproductos por cada pareja
“tacho-centrifuga”: las masas (A, B y C), que consisten en una mezcla de cristales
de sacarosa y miel; las mieles (A, B y Final) que son liquidos con sacarosa no
cristalizada y los magmas (B y C), los cuales son cristales de sacarosa empleados
como “semillas” para acelerar el proceso de cristalizacion. La miel final es la materia
prima empleada en los procesos de produccién de alcohol de los ingenios
(CENICANA, 2004).

3.2.2.5 Pérdidas de sacarosa

A lo largo del proceso de produccién se registran pérdidas en el porcentaje de
sacarosa debido al deterioro de la cafia de azucar, lo cual tiene un impacto negativo
en la produccion y economia de los ingenios. La degradacién de la sacarosa esta
dada por tres mecanismos principalmente: inversion acida, donde el pH bajo permite
la hidrolisis a glucosa y fructosa; inversion enzimatica, donde la enzima invertasa
presente “naturalmente” hidroliza la molécula; y accién microbiana, donde los
microorganismos utilizan la sacarosa como materia prima en la generacién de
subproductos. Este ultimo mecanismo representa el 93 % del total, por lo cual la
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contaminacion microbiana es el principal problema de la industria azucarera
(Eggleston 2002).

La microbiota presente en la cafia de azlcar estd compuesta en un mayor
porcentaje de bacterias, seguido de hongos y levaduras. Luego del corte de la cafia,
predominan las bacterias Leuconostoc spp, Xanthomonas spp y Aerobacter
spp, Yy las levaduras Saccharomyces spp, Torula spp y Pichia spp a lo largo del
proceso, especialmente durante la molienda, es importante llevar a cabo un control
sobre la poblacién de L. mesenteroides y Saccharomyces spp, pues estos utilizan
la sacarosa presente como materia prima en la formacion de dextranas, acido
lactico, &cido acético, etanol y didxido de carbono, representando perdidas mayores
al 1.5 % del disacarido (Solomon 2009; Osbel 2014).

3.2.3 Produccion de bioetanol

3.2.3.1 Bioetanol

El bioetanol es un alcohol producto de la fermentacion de materias primas ricas en
carbohidratos como el maiz, la cafia de azlcar, la remolacha, entre otros. El
bioetanol, también conocido como etanol carburante o etanol anhidro es empleado
como biocombustible o como aditivo de combustibles fésiles con el fin de mitigar
problemas de disponibilidad, ambientales y de octanaje de estos ultimos. El etanol
anhidro posee un octanaje de 108 a 150, lo que permite mejorar la calidad de los
combustibles fosiles, reemplazando al tetraetilo de plomo y el metil tert-butil éter
(MTBE) anteriormente usados; ademas esta libre de azufre, hidrocarburos
aromaticos y parafinas, y su elevado contenido de oxigeno ayudar a reducir la
emision de sustancias toxicas como COz hasta un 80 % respecto al uso del petrdleo,
por lo que es reconocido como “combustible limpio” (Gracia 2004; Gray et al., 2006;
Joao 2015).

3.2.3.2 Bioetanol carburante en Colombia

Colombia cuenta actualmente con 6 destilerias de alcohol carburante
pertenecientes a 6 de los 15 ingenios ubicados en el valle geografico del rio Cauca.
En el afio 2014 Colombia ocupé el octavo puesto entre los principales productores
mundiales de etanol como combustible, sin embargo, en el 2015 registrd el mayor
valor de produccion con 456.403.000 litros. Segun un estudio realizado, el bioetanol
colombiano es el més efectivo contra las emisiones de gases de efecto invernadero,
pues las reduce en un 74 % respecto a la gasolina fosil, ubicandolo por encima de
Brasil (65 %), la Union Europea (53 %) y Estados Unidos (10 %) (ASOCANA 2016;
ASOCANA 2016a).
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3.2.3.3 Proceso de produccién

El proceso de produccion de etanol carburante a partir de residuos generados
durante la produccion de azucar en los ingenios se lleva a cabo en cinco etapas
como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Proceso de producciéon de bioetanol
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3.2.3.3.1 Adecuacién de las materias primas: la miel B, meladura y jugo claro
provenientes del proceso de produccion de azucar son adicionados en un
mezclador, obteniendo el mix de alimento empleada como materia prima para la
fermentacion a una temperatura entre 29 °Cy 32 °C.
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3.2.3.3.2 Fermentacion: la mezcla de alimento es llevada a los reactores, donde la
levadura Saccharomyces cerevisiae fermenta las azucares de la mezcla de
alimento mediante la ruta de la glucolisis. De este proceso se obtiene CO2 ademas
de mosto, una mezcla de etanol, agua y levadura que luego es pasada por un
separador para obtener el vino.

3.2.3.3.3 Destilacion: el vino obtenido atraviesa una serie de tres columnas de
destilacion, las cuales separan el etanol del agua de acuerdo a las diferencias del
punto de ebullicion hasta obtener etanol rectificado (95 % v/v) en la dltima columna.

3.2.3.3.4 Deshidratacion: mediante un proceso de evaporacion, el etanol
rectificado es convertido en vapor de etanol, el cual posteriormente atraviesa unos
tamices moleculares que retienen las moléculas de agua presentes, dejando pasar
solo al etanol anhidro a una concentracion > 99.5 % v/v.

3.2.3.3.5 Despacho: Al final del proceso se obtienen y distribuyen tres tipos de
etanol: etanol rectificado, etanol anhidro y gasohol, que consiste en una mezcla de
etanol anhidro y gasolina en proporcion 10:90, empleado como biocombustible
(E10) (CENICANA 2008).

3.2.3.4 Pérdidas en la productividad de bioetanol.

Durante la etapa fermentativa llevada a cabo en los reactores, coexisten
microorganismos con Saccharomyces cerevisiae que traen como consecuencias
disminucién en la produccion de alcohol, bien sea por competencia por los
nutrientes presentes en el sistema o por la producciébn de metabolitos a
concentraciones que inhiben la levadura (Bayrock et al., 2004; Leite et al., 2013).

Las condiciones de bajo pH, altas temperaturas y concentracion de etanol
desarrolladas durante el proceso, convierten en propicio el ambiente para el
desarrollo de bacterias acido lacticas (BAL), un grupo de bacterias Gram positivas
caracterizado por la produccion de acido lactico a partir de la fermentacién homo o
heterofermentativa de hexosas. Estas bacterias se encuentran en el sistema a
concentraciones entre 6.0 x 10°y 8.9 x 108 UFC/ ml, siendo predominante el género
Lactobacillus spp, y son causantes de pérdidas en la produccién de etanol en las
destilerias durante el proceso de fermentacion (Lucena et al., 2010).

3.2.4 Torres de enfriamiento

Las torres de enfriamiento son sistemas empleados para remover exceso de calor
de corrientes de agua provenientes de procesos industriales. Dicha remocién se
lleva a cabo mediante dos mecanismos de intercambio de calor entre el agua y el
aire del sistema, la evaporacién y la conveccion. Estos sistemas son alimentados
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con aguas provenientes de rios o de aguas subterraneas, las cuales son
previamente tratadas con el fin de mitigar problemas de corrosion, incrustaciones y
bioincrustaciones en las tuberias, causantes de pérdidas econdémicas para las
industrias (Bott 1998; Martori 2005).

3.2.4.1 Contaminacion microbiana en torres de enfriamiento

Las torres de enfriamiento son altamente susceptibles a la contaminacion
microbiana debido a factores como el material de construccion, la exposicion
constante a luz solar, calidad del agua empleada y la temperatura y pH del sistema.
En estos lugares predominan las cianobacterias y algas como Cladophora spp y
Ulothrix spp debido a su metabolismo fotoautétrofo, seguido por bacterias
mesodfilas, entre las cuales se destaca Legionella pneumophila debido a su
importancia en temas de salud publica al ser el agente causal de la Legionelosis
(Mouchtouri 2010; Hauer et al., 2016).

A nivel industrial, estos microorganismos generan preocupaciéon debido a su
capacidad para formar biofilms sobre las estructuras, los cuales son dificiles de
erradicar y traen como consecuencia al sistema menor capacidad de intercambio
de calor, corrosion, disminucion de la eficiencia energética, obstruccion local y
mayor nimero de paros de mantenimiento (Rahmani et al., 2015).

3.3 ANTECEDENTES

3.3.1 Antecedentes de la empresa

La empresa Chemical Coaching SAS, es una empresa colombiana del sector
quimico dedicada a la solucion de problemas industriales asociados al uso de agua
en la industria en general, y en los procesos de produccion de azlcar, alcohol,
petréleo, gas, aceite de palma africana y biodiesel, bien sea mediante la venta de
productos quimicos o asesorias quimicas. El Laboratorio de Microbiologia, nace con
la finalidad de brindar respaldo a la accion de los biocidas distribuidos por la
empresa, demostrando dicha efectividad a escala de laboratorio previo a su
comercializacién (ChemiCoaching , 2016).

3.3.2 Antecedentes de estudio

3.3.2.1 Produccién de azucar

La tesis “Empleo de bactericidas para controlar la inversion de la sacarosa en el
jugo de cana” realizada en Peru en el afio 2002, plante6 como objetivo emplear
biocidas para el control de la inversion de sacarosa en el jugo de cafia en la Empresa
Andahuasi S.A.C. Para esto, evalu6 el rendimiento de sacarosa en los jugos
extraidos de la molienda de la cafia de azucar luego de aplicar los biocidas
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comerciales Bussan 881 y CMA a concentraciones de 10, 15 y 20 ppm sobre los
molinos donde se llevaba a cabo el proceso. Los resultados obtenidos fueron: (i) los
dos biocidas actuaron mejor a concentracion de 20 ppm; v (ii) el biocida Bussan 881
tuvo mayor efecto sobre el rendimiento de la sacarosa respecto al CMA, con
pérdidas de 1.673 kg de azucar/ tn de cafa versus 2.15 kg de azucar/ tn y 3.19 kg
de azucar/ tn obtenidas con CMA y control respectivamente (Sanchez, 2013).

En India, se llevd a cabo el trabajo “Use of Glutaraldehyde and Benzalkonium
Chloride for Minimizing Post-Harvest Physio-Chemical and Microbial Changes
Responsible for Sucrose Losses in Sugar Cane” publicado en el afio 2008. Entre
sus objetivos, incluyeron evaluar la eficacia del glutaraldehido y el cloruro de
benzalconio sobre la microbiota causante de pérdidas de sacarosa, para esto,
llevaron a cabo ensayos con 4 tratamientos sobre tallos de cafia de azlcar recién
cortadas: (i) control, sin aplicacion de sustancias biocidas; (ii) rociado de agua; (iii)
rociado de una solucion de glutaraldehido (1000 ppm, p/v); y (iv) rociado con una
solucion de glutaraldehido mas cloruro de benzalconio (1000 + 250 ppm (p/v),
respectivamente). Como resultado, se obtuvo con el tratamiento iv, una reduccion
en el conteo de bacterias totales, hongos, Leuconostoc y levaduras de 67.92 %,
51.3 %, 26.08 % y 51.2 %, respectivamente (Singh et al., 2008).

3.3.2.2 Produccioén de bioetanol

En el trabajo “Diversity of lactic acid bacteria of the bioethanol process” publicado
en el 2010, centraron como objetivo analizar la abundancia y diversidad de BAL en
el procesamiento de bioetanol en cuatro destilerias de Brasil. Para esto
mensualmente (por 180 dias) fueron recogidas muestras de mosto a partir de los
tanques de fermentacién de las destilerias, estas fueron diluidas en solucién salina
estéril hasta 10* y sembradas en superficie en agar MRS suplementado con
cicloheximida al 0.1 %, la incubacion se llevé a cabo en jarras de anaerobiosis por
4 dias a 37 °C. Como resultados obtuvieron que la concentracion de BAL en los
tanques de fermentacion varia entre 6.0 x 10° y 8.9 x 108 UFC/ml. El género
Lactobacillus fue el mas frecuentemente encontrado, predominando las especies
L. fermentum y L. vini luego de 60 dias (Lucena et al., 2010).

En el 2013, el trabajo “Assessment of the susceptibility of lactic acid bacteria to
biocides” buscé determinar la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) de los
biocidas triclosan, clorhexidina, cloruro de benzalconio e hipoclorito de sodio frente
a una coleccion de 135 cepas S. thermophilus, 44 cepas de S. salivarius, 42
cepas de L. garvieae y 245 cepas pertenecientes al género Lactobacillus. El
método empleado fue de microdilucion en caldo con seis concentraciones diferentes
para cada biocida y la medicién de la CMI se realiz6 por espectrofotometria a una
D.Oe00 nm; obteniendo como resultado CMI de 0.06 a 4 pg/ml para el Cloruro de
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benzalconio; 1 a 256 pg/ml para el triclosan; 0.125 a 16 pg/ml para la clorhexidina y
0.256 a 4.096 pg/ml para el Hipoclorito de sodio. En general, las especies que
presentaron menor susceptibilidad a los cuatro biocidas fueron L. plantarum y L.
paracasei (Arioli et al., 2013).

3.3.2.3 Torres de enfriamiento

En el trabajo “Effect of oxidizing and non-oxidizing biocides on biofilm at different
substrate level in the model recirculating cooling water system” publicado en el 2011,
plantearon entre sus objetivos evaluar la efectividad de los biocidas didxido de cloro
(ClO2) y cloruro de amonio dodecil dimetil bencil (BDMDAC) sobre biofilms formados
sobre superficies de acero inoxidable que simulaban las tuberias de torres de
enfriamiento. Para esto realizaron mediciones de tasa de desprendimiento del
biofilm y del efecto antimicrobiano por medicion de la actividad deshidrogenasa
(DHA) de los biocidas a cuatro concentraciones diferentes. El ClIO2 resulté ser el
mas efectivo pues a una concentracién de 8 ppm a las 6 horas obtuvo un porcentaje
de remocion de 40.8 % del biofilm; la DHA disminuy6 a los 30 minutos con una
concentracion de 2 pg/L y la concentracion minima inhibitorio (CMI) fue de 6 ppm.
Mientras que para el BDMDAC el biofilm la concentracion necesaria para una tasa
de remocion del 54 % fue de 400 ppm; con la dosis de 200 ppm estudiada no hubo
inhibicion total de la actividad DHA luego de los 360 minutos del estudio y la CMI
fue de 400 ppm (Liu et al., 2011).

En el trabajo publicado en 2016 “Main photoautotrophic components of biofilms in
natural draft cooling towers” se recopil6 informacién de las comunidades fototroficas
encontradas en las torres de enfriamiento en Republica Checa; para esto realizaron
analisis microscopico a muestras de diferentes partes de 18 torres, encontrando que
en la parte inferior de las torres predominaban algas filamentosas, principalmente
Cladophora glomerata; en la porcion central biomasa de algas plantonicas, y la
parte superior estuvo compuesta por biofilms principalmente de cianobacterias con
heteroquistes de los géneros Gleocapsa y Scyttonema. En general, los fot6trofos
mayormente encontrados fueron el alga Ulothrix, y las cianobacterias Leptolygbya
y Phormidiu. Ademas, se observo que la intensidad de crecimiento dependia de la
intensidad de luz en el lugar (Hauer et al., 2016).
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4. METODOLOGIA

Dado que se evaluo la efectividad de biocidas sobre microorganismos causantes de
tres tipos de problema en industrias de los sectores alimenticio y quimico, ubicadas
en el Valle del Cauca- Colombia, la metodologia se divide en tres partes:

1. Metodologia para la evaluacion de la efectividad de biocidas sobre
microorganismos presentes en el proceso de molienda de la cafia de azucar
en Ingenios.

2. Metodologia para la evaluacion de la efectividad de biocidas sobre
microorganismos presentes en el proceso de produccion de alcohol
carburante en destilerias.

3. Metodologia para la evaluacion de la efectividad de biocidas sobre
microorganismos presentes en torres de enfriamiento.

Las metodologias realizadas son el resultado de una adaptacion entre procesos
llevados a cabo por la empresa anteriormente teniendo en cuenta metodologias
realizadas por sus clientes, ademas han sido soportadas con publicaciones
cientificas realizadas en otros paises.

Los agentes antimicrobianos empleados en el presente estudio fueron
suministrados por la empresa Chemical Coaching SAS. Es de resaltar que por
practicidad, en el presente estudio seran denominados indistintamente los biocidas
y los antibidticos (o mezclas de estos) como “biocidas”. La tabla 1 informa la
codificacion y los agentes activos presentes en cada uno de los biocidas empleados.

Tabla 2. Codificacion de los biocidas empleados.

CcODIGO
B0OO
BO1
B03
B0O5
B06
B0O8
B10
B12
B14

AGENTE ACTIVO

Biguanida

Glutaraldehido + amonio cuaternario
Clorhexidina

Producto enzimatico

Peréxido de hidrogeno concentrado

Perdxido de hidrogeno + nanoparticulas de plata
Cloruro de metil isotiazolina + bronopol

Clorito de sodio

Acido peracético
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B22 Benzoato de sodio

B30 Carbamato

B33 Clorhexidina + monensina

B50 Peroxido de hidrégeno

B59 Didxido de cloro

B80 Penicilina + virginiamicina + estreptomicina + monensina
B81 Penicilina

B90 Penicilina + virginiamicina + estreptomicina

B92 Formol + amonio cuaternario + glutaraldehido

B97 Monensina

Fuente: Autor

4.1 METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE
BIOCIDAS SOBRE MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE
MOLIENDA DE LA CANA DE AZUCAR EN INGENIOS.

4.1.1 Poblacion y muestra

Fueron evaluadas muestras de jugo claro de tres etapas del proceso de la molienda
de cafia de azlcar (Bascula (BA), Molinos 1y 2 (MO) y Filtracién (Fl)) de un ingenio
(I11) ubicado en el Valle del Cauca, Colombia. Las muestras fueron tomadas en
recipientes estériles y transportadas en neveras de icopor con termo gel
(ThermoSafe, IE), hasta el laboratorio de Microbiologia de la empresa Chemical
Coaching SAS ubicada en Yumbo- Colombia, donde se procedio a realizar pruebas
con biocidas a diferentes concentraciones (10, 25 y 50 ppm) con el fin de identificar
el producto con efecto killer inmediato.

4.1.2 Agentes antimicrobianos
Se emplearon soluciones stock a 500 ppm de los biocidas B00, B01, B14 y B30.

4.1.3 Disefio experimental

4.1.3.1 Time Kill Test

En frascos schott con capacidad para 250 ml, se enfrento la muestra de jugo claro
de cada una de las etapas del proceso de molienda de la cafia de azucar
seleccionadas versus los biocidas a concentraciones de 10, 25 y 50 ppm, escogidas
de acuerdo al histérico de la empresa ChemiCoaching. La tabla 1 en el anexo 1,
muestra los volumenes y las concentraciones empleadas durante cada ensayo.
Adicionalmente, por cada muestra se dejé un frasco con igual volumen como
control, para un total de 39 ensayos. Los frascos fueron dejados a temperatura
ambiente y la evaluacion de la efectividad se realiz6 en tres tiempos: antes,
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inmediatamente después y luego de 20 minutos del enfrentamiento con el biocida,
designados como t0, t1 y t2, respectivamente (Milintawisamai et al., 2009; Chen et
al., 2016).

4.1.3.2 Determinacion de la poblacion

4.1.3.2.1 Recuento de bacterias aerobias y bacterias acido lacticas.

La efectividad de los biocidas fue evaluada al medir la concentracion de bacterias
aerobias y bacterias acido lacticas (BAL) presentes contaminantes del proceso a los
tiempos 0, 1 y 2. Para esto, a dichos tiempos se realizaron diluciones en agua
destilada estéril hasta 10°. La concentracion de aerobios totales se determiné
sembrando 1 ml de las diluciones 103y 10 en placas de recuento para bacterias
aerobias (Petrifilm, 3M, US y para la determinacion de BAL se sembrd en
profundidad la dilucién 104, empleando como medio de cultivo agar MRS (MERCK,
DE) que contenia 5 % (v/v) de azul de anilina (Sigma Aldrich, US) preparada al 0.1
% (p/v), y 5 % (v/v) de cicloheximida (PanReacAppliChem, US) preparada al 1 %
(p/v). Las siembras fueron incubadas a 32 °C (Memmert, DE) por 48 y 72 horas,
para aerobios totales y BAL, respectivamente (Milintawisamai et al., 2009).

4.2 METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE
BIOCIDAS SOBRE MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE
PRODUCCION DE ALCOHOL CARBURANTE EN DESTILERIAS.

4. 2.1 Poblaci6on y muestra.

Las muestras de mosto fueron tomadas a partir del Gltimo fermentador del proceso
de produccién de alcohol carburante en las plantas de destileria de cuatro ingenios
ubicados en el Valle del Cauca, Colombia, designados en el presente trabajo como
Ingenio 2 (12), Ingenio 3 (13), Ingenio 4 (14) e Ingenio 5 (I5). Los recipientes
empleados para la toma de muestras fueron previamente esterilizados. Las
muestras fueron transportadas en neveras de icopor con hielo gel (ThermoSafe, IE)
hasta el laboratorio de Microbiologia de la empresa Chemical Coaching SAS donde
fueron procesadas.

4.2.2 Agentes antimicrobianos
Se emplearon soluciones stock a 1000 ppm de los biocidas B03, B05, B12, B22,
B33, B59, B80, B81, B90 Y B97.
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4.2.3 Disefio experimental

4.2.3.1 Sistema de fermentacion

En frascos schott con capacidad de 250 ml se llevé a cabo el enfrentamiento de las
muestras de mosto de los ultimos fermentadores en las plantas de destileria de los
ingenios 2, 3, 4 y 5 versus los biocidas a concentraciones establecidas segun el
historico de la empresa Chemical Coaching SAS, obteniendo un volumen final de
150 ml. La tabla 2 en el anexo 1 muestra las concentraciones evaluadas para cada
ingenio. Adicionalmente, por cada ensayo se dej6 un frasco con igual volumen como
control. Los frascos fueron incubados en un shaker incubador (DiEs, CO) a una
temperatura de 35 °C a 120 rpm durante 6 horas para |2 e 14 y 24 horas para I3, e
I5. La evaluacién de la efectividad de los biocidas se realiz6 a tres tiempos: antes,
4y 6 horas después de la adicion del biocida para los ingenios 2 y 4, los cuales
tienen implementado un sistema de fermentacion tipo bach; para 13 e 15, los tiempos
fueron antes, 6 y 24 horas después de la adicion del biocida, ya que estos trabajan
con sistemas de fermentacion continua (Leite et al., 2013).

4.2.3.2 Determinacién cuantitativa de &cido lactico

La concentracion de acido lactico presente al inicio y al final del proceso fue medida
por el método reflectométrico con tiras de ensayo, empleando para esto un
Reflectometro Reflectoquant RQflex plus 10 (MERK, DE). Tiras de ensayo
Reflectoquant Test Acido Lactico (MERCK, DE) fueron sumergidas en una solucién
de muestra diluida 1/100, seguidamente se retir0 el exceso de liquido y se insertaron
en el reflectdmetro, registrando el valor obtenido en mg/ L (Merck Millipore 2013).

4.2.3.3 Determinacion de la poblacién

4.2.3.3.1 Recuento de levaduras

La concentracion de levaduras presentes se determiné al inicio y al final del ensayo.
Para esto, se realiz6 una dilucién de 1 ml de la muestra en 100 ml de agua destilada
con la adicion de azul de metileno (MERCK, DE) preparado al 1 % (p/v) para
distinguir células vivas y muertas al microscopio. Una gota de la dilucion fue vertida
en un cuadrante de la Camara de Neubauer (BOECO, DE) y se procedi6 con el
conteo de 5 cuadrantes medianos (extremos y centro) en microscopio optico de
campo claro (ZEISS, DE) bajo el objetivo 40 x (Ortiz J. 2015b).

4.2.3.3.1.1 Célculo de poblacion celular y viabilidad
A partir del recuento obtenido del total de levaduras, se determino la poblacion
mediante la formula x y el porcentaje de viabilidad empleando la férmula 1.

Formula 1. Determinacion de la poblacion de levaduras.
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células contadas

Poblacién levaduras =
OPHacton [eVattTaS = Superf.contada (mm2)x Prof.camara (mm)x dilucion

(Ortiz J. 2015b)
Formula 2. Determinacion del porcentaje de viabilidad de levaduras.

S células totales — células muertas
% viabilidad = lulas totales x 100

4.2.3.3.2 Recuento de bacterias acido lacticas (BAL)

La concentracion de BAL se determiné a las 0, 4 y 6 horas para el controly las 4y
6 horas para las muestras con biocida en los ingenios 12 e 14; y 0, 6 y 24 horas para
el control y 6 y 24 horas para I3 e 15. Para esto se realizaron diluciones seriadas de
cada uno de los ensayos en agua peptonada tamponada estéril (MERCK, DE)
preparada al 0.1 %. Posteriormente se realizaron siembras en profundidad de las
diluciones 102y 103 en cajas de Petri con agar MRS (MERCK, DE) que contenia 5
% (v/v) de azul de anilina (Sigma Aldrich, US) preparada al 0.1 % (p/v), y 5 % (v/v)
de cicloheximida (PanReacAppliChem, US) preparada al 1 % (p/v) para recuento de
BAL. Las cajas fueron incubadas a 35 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo, se
procedié al conteo de las colonias, expresadas en UFC/ml, y los diferentes
morfotipos obtenidos fueron aislados en agar MRS (MERCK, DE) (Leite et al., 2013).

4.2.3.4 Antibiograma por difusidén con discos

Se realizaron antibiogramas por difusion con discos a las colonias aisladas del
ingenio 2. Para esto, se inocularon 4 colonias jévenes de cada morfotipo en 5 ml de
caldo MRS (MERCK, DE), y se incubd “overnigth” a 30 °C. Con la ayuda de un
espectrofotometro UV/VIS DR2800 (HACH, US) se midio la absorbancia del cultivo
hasta alcanzar una D.O.s00 nm aproximada de 0.132 equivalente a una concentracion
bacteriana de 1.5 x 108 UFC/ml (Ortiz J. 2015a). Con la ayuda de un hisopo estéril,
se realiz6 una siembra masiva del caldo cultivado en cajas con agar MRS (MERCK,
DE) que contenia 5 % (v/v) de azul de anilina (Sigma Aldrich, US) preparada al 0.1
% (p/v), y 5 % (v/v) de cicloheximida (PanReacAppliChem, US) preparada al 1 %
(p/v). Cinco minutos después, discos estériles preparados en el laboratorio fueron
impregnados con soluciones de los biocidas B12 a 250 ppm, B22 150 ppm, B80 a
5y 8 ppmy B97 a 5, 10, 15 y 30 ppm y luego se ubicaron sobre las cajas
previamente sembradas, cuidando que la distancia entre ellos fuera de
aproximadamente 2 cm. Las cajas fueron incubadas en una incubadora (Memmert,
DE) a 35 °C y se realiz6 la medicion de los halos obtenidos a las 16 horas (Bernal
et al., 1984).
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4.2.3.5 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

4.2.3.5.1 Microorganismos

Se emplearon las cepas Lactobacillus farranginis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus delbrueckii, Leuconosctoc mesenteroides, Pediococcus
acidilactici y Weisella confusa, designadas en el presente trabajo como LFA, LFE,
LD, LM, PA' Y WC respectivamente; estas cepas fueron proporcionadas por el
ingenio 14 del cual fueron aislados. Las cepas fueron mantenidas en crioviales con
caldo MRS (MERCK, DE) + glicerol comercial al 50 % a -18 °C. Para su empleo se
activaron primero a temperatura ambiente (20 °C) por 30 minutos y luego a 35 °C
en una incubadora (Memmert, DE) por 15 minutos. Los crioviales fueron agitados
en un vortex y 200 pyL se sembraron en superficie de cajas con agar MRS (MERCK,
DE). Las cajas fueron incubadas a 35 °C por 48 horas. Luego se preparé una
solucion stock de cada cepa diluyendo el crecimiento obtenido en las cajas con
solucién salina estéril al 0.85 %, la concentracion de microorganismos fue medida
en un espectrofotometro UV/VIS DR2800 (HACH, US) hasta obtener una DOsoonm
aproximada de 1.3.

4.2.3.5.2 Agentes antimicrobianos
Se emplearon soluciones stock a 100 ppm de los biocidas B05, B80 y B97.

4.2.3.5.3 Dilucién en caldo

La metodologia realizada corresponde a la llevada a cabo por el ingenio 3 en la
evaluacion de biocidas. A partir de las soluciones stock, se prepararon soluciones
de cada biocida a concentraciones de 32, 16, 8, 4, 2 y 1 ppm en tubos de ensayo
con caldo MRS (MERCK, DE) en un volumen final de 2 ml. A cada uno de estos
tubos fueron afiadidos 100 uL de la solucion stock de cada una de las cepas con
DOsoonm 1.3. Adicionalmente, se trabajo un tubo que contenia la cepa y el medio sin
adicion de biocida como control positivo (C+) y un tubo con antibiético y el medio
como control del antibiotico (CA). Se procedié a incubar a 35 °C, transcurridas 48
horas se realizé la observacion de la CMI en el tubo que anterior al dltimo que
presentaba turbidez.

4.2.4 Conservacion de cepas

4.2.4.1 Cepas conservadas

Se conservaron las cuatro cepas de BAL segun sus caracteristicas morfoldgicas,
aisladas en la empresa a partir del 12, designadas como M1, M2, M3 y M4; y las
cepas LFA, LFE, LD, LM, PAY WC del 14. Cada microorganismo fue sembrado por
duplicado en cajas con agar MRS (MERCK, DE) de forma masiva, e incubados a 35
°C por 48 horas.
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4.2.4.2 Solucion crioprotectora

Se probaron dos soluciones crioprotectoras a fin de escoger la mas efectiva. La
primera, designada como A, contenia caldo MRS (MERCK, DE) + glicerol al 20 %;
en la segunda (B), la concentracion de glicerol y caldo MRS fue de 50 % cada uno.

4.2.4.3 Conservacion por congelacion

Transcurridas 48 horas de crecimiento, por cepas fueron afiadidos 5 ml de las
soluciones crioprotectoras A o B a las cajas, diluyéndolas con un asa de hockey.
Con una micropipeta p1000 fue trasferido el volumen total de la caja a un tubo de
ensayo estéril, el cual fue agitado con un vértex por 15 segundos. Luego, las
soluciones fueron distribuidas en tubos Eppendorf de 1.5 ml, obteniendo 4 tubos por
cada ensayo rotulados como LFA-A, LFA-B, LFE-A, LFE-B, LD-A, LD-B, LM-A, LM-
B, PA-A, PA-B, WC-A, WC-B, M1-A, M1-B, M2-A, M2-B, M3-A, M3-B, M4-A Y M4-
B dependiendo de la solucién crioprotectora empleada, obteniendo un total de 80
tubos Eppendorf. Los tubos fueron almacenados en nevera a -18 °C (Ortiz, 2015).

4.2.4.4 Evaluacion de la viabilidad

Las cepas conservadas fueron evaluadas para determinar (i) la viabilidad de las
mismas Y (ii) la concentracion mas efectiva de la solucion crioprotectora. Para esto,
los dias 1, 7 y 15 fueron sacados de la nevera un tubo de cada uno de los ensayos,
se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos y luego a 35 °C por 15 minutos.
Se realizaron diluciones en agua destilada estéril hasta 10”7 los dias 1y 7 y hasta
10 el dia 15, sembrando en superficie de cajas con agar MRS (MERCK, DE) las
diluciones 10°y 107 el dia 1; 10°y 107 el dia 7; 102 y 10° el dia 15 (Ortiz, 2015).

4.3 METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE
BIOCIDAS SOBRE MICROORGANISMOS PRESENTES EN TORRES DE
ENFRIAMIENTO.

4.3.1 Poblaciéon y muestra

Se evaluaron torres de enfriamiento de tres industrias de los sectores azucarero y
petroquimico, dos de ellas ubicadas en el departamento del Valle del Cauca y una
en el departamento de Antioquia. En una de las industrias ubicadas en el
departamento del Valle del Cauca, fueron evaluadas dos de las torres presentes,
para un total de 4 torres de enfriamiento, designadas como TE1, TE2, TE3 y TEA4.
Las muestras fueron tomadas en recipientes estériles y transportados al laboratorio
de Microbiologia de la empresa Chemical Coaching SAS, a temperatura ambiente
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0 en neveras de icopor con hielo gel (ThermoSafe, IE), dependiendo de la cercania
de las plantas con el laboratorio.

4.3.2 Agentes antimicrobianos
Se emplearon soluciones stock a 1000 ppm de los biocidas B50, B59, B10, B0S8,
BO6, BOO, BO1, B30, B92.

4.3.3 Disefio experimental

4.3.3.1 Time Kill Test

En frascos schott con capacidad para 500 ml, se enfrent6 la muestra de agua versus
los biocidas a diferentes concentraciones, obteniendo un volumen final de 150 ml.
La tabla 3 en los anexos muestra las concentraciones empleadas en cada
tratamiento. Una muestra de igual volumen fue dejada como control del proceso.
Los frascos fueron incubados en un shaker incubador (DiEs, CO) a 37 °Cy 120 rpm,
durante 24 horas (Chen et al., 2016).

4.3.3.2 Determinacion de la poblacion

4.3.3.2.1 Recuento de bacterias aerobias

La eficiencia de los biocidas fue evaluada midiendo el total de bacterias aerobias a
las horas 0, 6 y 24. Para ello, se realizaron diluciones en agua destilada estéril, y se
sembré 1 ml de las diluciones 102 y 102 en placas de recuento para bacterias
aerobias (Petrifilm, 3M, US), las cuales fueron incubadas a 37 °C en una incubadora
(Memmert, DE) por 48 horas.
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5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Evaluacidn de la efectividad de biocidas sobre microorganismos
causantes de problemas a nivel industrial en el Valle del Cauca, Colombia

ACTIVIDADES/ AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE

SEMANA 5 3 4 1 2 3 4 123 4 1 2 3 4 1 2 3

Induccion a la
empresa
Planteamiento
del trabajo
Revision
bibliografica
Realizacion de
inventario
Procesamiento
TE
Procesamiento
Destilerias
Procesamiento
Molinos
Aislamiento de
BAL
Conservacion
de BAL
Redaccion del
trabajo
Entrega de
avances
Entrega final X

Sustentacion X

Fuente: Autor

X

26



6. RESULTADOS

6.1 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE MOLIENDA DE LA
CANA DE AZUCAR EN INGENIOS

6.1.1 Muestra de bascula

La muestra de jugo claro tomada en la bascula durante la etapa de preparacion de
la cafia de azucar fue sometida a la exposicion frente a cuatro biocidas a 3
concentraciones cada uno. Se obtuvo como resultado que los biocidas BOO y B30
bajo la concentracion més alta evaluada (50 ppm) y los biocidas BO1 y B30 a las
tres concentraciones (10, 25 y 50 ppm), lograron una reduccién de una unidad
logaritmica de aerobios mesofilos respecto al control (Figura 1). En el caso de las
bacterias acido lacticas, no pudo establecerse efectividad alguna, pues se
obtuvieron resultados incontables en las siembras realizadas de la dilucion 104, es
decir, la concentracion estaba por encima de 7 unidades logaritmicas (datos no
mostrados).

Figura 3. Comportamiento de AM presentes en la muestra de jugo claro tomada en
la etapa de preparacion frente a cuatro biocidas a tres concentraciones.

BASCULA

Control
mB00 10 ppm
BOO 25 ppm
B BOO 50 ppm

BO1 10 ppm

BO1 25 ppm

BO1 50 ppm
EmB14 10 ppm
B14 25 ppm
EB14 50 ppm
B B50 10 ppm
0 k2 B50 25 ppm

0 1 2  B50 50 ppm
Tiempo

=
N

=
o

Concentracion AM (log)
(o))

Fuente: Autor.
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6.1.2 Muestra de molinos 1y 2

La muestra de jugo claro tomada en los molinos durante la etapa de molienda de la
cafia de azucar fue sometida a la exposicién frente a cuatro biocidas a 3
concentraciones cada uno. Se obtuvo como resultado que ningun biocida bajo las
concentraciones evaluadas disminuy6 la concentracion de aerobios mesofilos
presentes en la muestra, pues luego de los tiempos tl y t2, esta permanecié igual
al control (9 unidades logaritmicas) (Figura 2). Al igual que en la muestra tomada de
bascula, no pudo establecerse la concentracion de BAL ni la efectividad de los
biocidas sobre estas, pues los resultados fueron incontables (>1600 ufc/ml) en la
dilucion sembrada.

Figura 4. Comportamiento de AM presentes en la muestra de jugo claro tomada en
los molinos 1y 2 frente a cuatro biocidas a tres concentraciones.

Molinos 1y 2

=
o

Control
m B0O0 10 ppm
B0OO 25 ppm
E BOO 50 ppm
BO1 10 ppm
BO1 25 ppm

Concentracion AM (log)

BO1 50 ppm

P N Wbk U1 0O

0 1 2 HB14 10 ppm

Tiempo B14 25 ppm

Fuente: Autor.

6.1.3 Muestra de filtracion

La muestra de jugo claro tomada durante el proceso de filtracion del jugo obtenido
de la molienda de la cafia de azlicar se evalud frente a cuatro biocidas a 3
concentraciones cada uno. Los resultados de este ensayo fueron similares a los
obtenidos durante la evaluacién a muestras tomadas de los molinos, es decir, las
concentraciones de los biocidas evaluados no resultaron efectivas sobre los
aerobios mesdfilos (Figura 3) y las bacterias acido lacticas presentes.
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Figura 5. Comportamiento de AM presentes en la muestra de jugo claro tomada en
la etapa de filtracion frente a cuatro biocidas a tres concentraciones.

FILTRACION

=
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Control
mBOO 10 ppm
B0OO 25 ppm
& BOO 50 ppm

BO1 10 ppm

BO1 25 ppm

Concentracion AM (log)

O R, N WA UIO N OO

BO1 50 ppm
0 1 2 HB14 10 ppm

Tiempo B14 25 ppm

Fuente: Autor.

6.2 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE PRODUCCION DE
ALCOHOL CARBURANTE EN DESTILERIAS.

6.2.1 Ingenio 2

6.2.1.1 Sistema de fermentacion.

En los tres ensayos realizados a las muestras de mosto provenientes del Gltimo
tanque fermentador de la destileria del 12 se evalud un total de 4 biocidas (incluidos
mezclas con antibiéticos) a diferentes concentraciones. En las Figuras 4, 5y 6 se
observa que en general, los biocidas distintos de B80, no tuvieron efecto sobre la
carga microbiana presente a las concentraciones evaluadas; sin embargo, es de
resaltar que tampoco se observd que estos tuvieran efecto sobre las levaduras
presentes, es decir, su viabilidad se mantuvo por encima de 70 % en todos los
casos.

El B80 por su parte, en los dos ensayos en que fue evaluado a 8 ppm, logré la
disminucion de una unidad logaritmica de BAL respecto a la poblacion inicial;
sumado a esto, la viabilidad de las levaduras no se vio mayormente afectada,
obteniendo porcentajes de viabilidad de 70 % y 82.9 %, observados en las figuras
5y 6 respectivamente.
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Figura 6. Ensayo 1 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 2 frente a diferentes biocidas.
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Fuente: Autor.

Figura 7. Ensayo 2 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 2 frente a diferentes biocidas.
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Figura 8. Ensayo 3 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 2 frente a diferentes biocidas.
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Fuente: Autor.

6.2.1.2 Aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL)

En las tres muestras analizadas fueron predominantes cuatro morfotipos distintos
en los controles sin adicion de biocida, estos fueron aislados y designados como
M1, M2, M3y M4. La tabla 2 muestra las caracteristicas micro y macroscoépicas que
presentaron.
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Tabla 3. Descripcidén micro- y macroscopica de los morfotipos aislados del 12.

MORFOTIPO DESCRIPCION MACROSCOPICA DESCRIPCION
MICROSCO-
PICA
MRS + Azul de anilina MRS Morfologia
Descripcién Colonias
M1 Mediana, Mediana, Coco (+)
circular, circular,
borde borde
completo, completo,
convexa, convexa,
azul claro, blanco,
opaca. opaca.
M2 Mediana, Mediana, Bacilo (+)
circular, circular,
borde borde
completo, completo,
convexa, blanco,
azul oscuro, opaca.
opaca.
M3 Mediana, Mediana, Bacilo (+)
circular, circular,
borde borde
completo, completo,
umbonada, umbonada,
azul oscuro, blanco,
opaca. opaca.
M4 Pequefia, Pequefia, Bacilo (+)
puntiforme, puntiforme
borde borde
completo, completo,
convexa, convexa,
azul claro, translucida.
traslucida.

Fuente: Autor.

6.2.1.3 Antibiograma en disco

Al realizar el antibiograma en discos con las cepas aisladas del 12, se demostré la
efectividad del B80, pues fue observado que actud frente a los cuatro morfotipos
aislados del 12, creando halos de inhibicién mayores a 6 mm (datos no mostrados).
Por su parte, el B97 fue el segundo con mejores resultados, sin embargo no
demostré efectividad frente al morfotipo 4. Los biocidas B12 y B22, al igual que en
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los ensayos por sistemas de fermentacién, no lograron afectar a los morfotipos
estudiados (Tabla 3).

Tabla 4. Tamafio en milimetros (mm) de los halos de inhibicion de biocidas frente a
morfotipos aislados del 12.

BIOCIDA MORFOTIPO

B C M1 M2 M3 M4
B12 250 X X X X
B22 150 X X X X
B80 5 8.8 7.9 12.0 6.9
6.9 6.6 10.4 8.9

B97 5 6.4 11.2 8.5 X
10 6.5 9.1 7.3 7.2

15 12.9 12.1 7.9 X

30 11.4 14.0 9.5 9.2

X= No hubo inhibicion.

Fuente: Autor.

6.2.2 Ingenio 3

Para este ingenio, fueron evaluadas tres mezclas de antibiéticos a diferentes
concentraciones durante dos ensayos. Se obtuvo como resultado que el B97 a 30
ppm fue el Unico con la habilidad de disminuir la concentracion inicial de BAL en una
unidad logaritmica, resultados obtenidos transcurridas 6 horas de adicionado
(Figuras 7 y 8). En ambos casos, la viabilidad de las levaduras no pudo ser
evaluada. Por otra parte, el nivel de &cido lactico presente se mantuvo por debajo
de los 3000 ppm (Figura 7), en el ensayo 2 aumentd considerablemente con el
empleo de B80 (Figura 8).
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Figura 9. Comportamiento de BAL y concentracion de acido lactico en el ensayo 1
realizado al ingenio 3.
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Fuente: Autor.

Figura 10. Comportamiento de BAL y concentracién de &cido lactico en el ensayo
2 realizado a la destileria del ingenio 3.
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Fuente: Autor.

6.2.3 Ingenio 4

En este ingenio se evaluod la efectividad de un biocida (B59) a tres concentraciones
y dos mezclas de antibidticos (B80 y B97) a tres concentraciones cada uno. Se
obtuvo que el B59 fue efectivo a dosis de 300 ppm y 450 ppm, disminuyendo una
unidad logaritmica; B80 a 8 ppm logré la disminucion de una y dos unidades

34



logaritmicas a las 4 y 6 horas, respectivamente; por su parte, B97 redujo una unidad
bajo las concentraciones de 30 y 45 ppm a las dos horas evaluadas (Figura 9). Es
decir, las concentraciones minimas a emplear de los agentes antimicrobianos
ensayados para lograr la reduccion de al menos una unidad logaritmica son 300, 8
y 30 ppm para B59, B80 y B97, respectivamente.

Figura 11. Comportamiento de BAL y concentracion de acido lactico en el ensayo
realizado a la destileria del ingenio 4.
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Fuente: Autor.

6.2.3.1 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por
dilucion en caldo.

Al evaluar individualmente los biocidas sobre las cepas entregadas por el 14 bajo el
método de dilucion en caldo, no fue posible establecer un biocida y CMI especifico,
pues no hubo un patrén de comportamiento entre las mismas (tabla 4). Ademas, se
pudo establecer que las cepas LD y LM son resistentes a BO5 y B97, lo cual es un
indicio de su comportamiento en los sistemas de fermentacion cuando se emplean
estos biocidas.
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Tabla 5. Concentraciones minimas inhibitorias en ppm de biocidas frente a seis
cepas de bacterias acido lacticas del 14.

CEPA CMI DEL BIOCIDA (ppm)
BO5 B80 B97
LFA 16 8 8
LFE 8 16 8
LD X 16 X
LM X 16 X
PA 32 8 4
WC 16 4 4

X= No se encontrd una CMI entre las concentraciones evaluadas.

Fuente: Autor.

6.2.4 Ingenio 5

Para el I5 se realizaron tres ensayos y fue evaluado un total de cinco biocidas. En
términos generales, con dichos biocidas se obtuvo la reduccién de al menos una
unidad logaritmica transcurridas 24 horas de su adicion (Figuras 10, 11y 12). Las
concentraciones minimas establecidas para lograr este resultado fueron 4, 10 y 30
ppm para B81, B90 y B0O3 respectivamente; sin embargo, concentraciones minimas
de 40 y 15 ppm de B33 y B97 fueron suficientes para lograr dicha reduccion en un
tiempo de seis horas.

Por otra parte, el porcentaje de viabilidad de las levaduras en el ensayo 1 se
mantuvo por encima de 50 % en todos los casos, siendo B81 a 6 ppm el de mejor
resultado (Figura 10). Durante el segundo ensayo, este porcentaje disminuy6
drasticamente con todos los biocidas empleados respecto al inicial (Figura 11), sin
embargo, fue durante este ensayo donde se encontraron las concentraciones mas
altas de acido lactico (Tabla 8, anexo 2). Con el ensayo 3, la viabilidad de las
levaduras fue elevada, incluso, fue mas alta luego de realizar los diversos
tratamientos con biocidas respecto al control inicial (Figura 12), ademas, la
concentracion de acido lactico, a diferencia del ensayo 2, no sobrepasoé los 5000
ppm en ninguno de los casos (Tabla 8, anexo 2).
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Figura 12. Ensayo 1 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 5 frente a diferentes biocidas.
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Fuente: Autor.

Figura 13. Ensayo 2 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 5 frente a diferentes biocidas.
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Fuente: Autor.
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Figura 14. Ensayo 2 del comportamiento de BAL y levaduras presentes en una
muestra de mosto de la destileria del ingenio 5 frente a diferentes biocidas.
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6.2.5 Conservacion de cepas y pruebas de viabilidad

Los morfotipos aislados del ingenio 2 fueron conservados con dos soluciones
crioprotectoras, la primera (A) contenia MRS + glicerol al 20 % y la segunda (B)
MRS + glicerol al 50 %. Se observd que a excepcion de las cepas LFE y WC, la
solucion A, ofrece mejor efecto de proteccion, pues los porcentajes de viabilidad
fueron mayores (Tabla 5).
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Tabla 6. Porcentajes de viabilidad de cepas conservadas con dos soluciones
crioprotectoras.

CEPA CONCENTRACION BAL
A B
t0 t1 t2 t0 t1 t2
C C %\ C %\ C C %V C %V
(log ' (log) (log) (log) (log) (log)

)
M1 8.09 7.49 9258 720 8899 7.84 7.12 9082 6.86 875

M2 9.18 841 09161 807 879 9.02 831 9213 737 88.6
M3 9.13 818 8959 836 9156 808 595 73.64 5 61.88
M4 6.05 5.84 96.53 5 826 7.15 4* 55.94 414 579
LFA 924 852 9221 9.33 100 9.19 819 89.11 897 97.61
LFE  8.26 4* 4843 3.01 364 814 7.60 9337 547 67.2
LD 884 843 9536 830 93.89 9.09 798 87.78 8.69 95.59
LM 941 830 8829 892 9479 101 719 7119 6.97 69.00
PA 846 590 69.74 570 6737 825 547 66.30 530 64.24
wcC 993 957 9637 838 8439 873 7.77 89.00 8.02 91.87

% V= porcentaje de viabilidad. tO= tiempo inicial. t1=tiempo 1. t2=tiempo 2 *
Menor a 10° UFC/ ml

Fuente: Autor.

6.3 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN TORRES DE ENFRIAMIENTO

6.3.1 Torre de enfriamiento 1

Durante los seis ensayos realizados a esta torre se emplearon siete biocidas a
diferentes concentraciones. Como resultado se obtuvieron reducciones en la
concentracion de aerobios mesofilos mayores a una unidad logaritmica incluso
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transcurridas 24 horas del inicio de los experimentos, exceptuando el BO8 que
aunque obtuvo reducciones hasta de tres unidades en las cuatro concentraciones
evaluadas a las seis horas, no logr6 mantener el control transcurridas 24 horas de
su adicién (Figuras 13 a 18).

Por otra parte, se observé que dicha reduccion dependié en gran medida de las
dosis empleadas, asi pues, las dosis minimas encontradas para obtener este
resultado fueron 70 ppm del biocida B06 (2), 30 ppm del B10 (6); 150 ppm del B50
1), 200 ppm para el BOO *(3); 80 ppm para el BO1 (4) y 80 ppm para el biocida B92.

Figura 15. Ensayo 1 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TE1).
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Fuente: Autor.
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Figura 16. Ensayo 2 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TE1).
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Fuente: Autor.

Figura 17. Ensayo 3 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TE1).
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Fuente: Autor.
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Figura 18. Ensayo 4 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TE1).
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Fuente: Autor.

Figura 19. Ensayo 5 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TEL).
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Fuente: Autor.
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Figura 20. Ensayo 6 de la efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras
de agua de la torre de enfriamiento 1 (TE1).
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Fuente: Autor.

6.3.2 Torre de enfriamiento 2

En esta torre fueron evaluados tres biocidas durante un Unico ensayo, obteniendo
como resultado que los biocidas B10 y B50 a concentraciones minimas de 140 y 50
ppm, respectivamente, redujeron la concentracion de aerobios mesofilos por encima
de una unidad logaritmica transcurridas 24 horas del ensayo. Por su parte, el biocida
B59 no demostré ejercer un control sobre la microbiota presente en la torre a las
concentraciones evaluadas, incluso a las 6 horas del experimento (Figura 19).
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Figura 21. Efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras de agua de la
torre de enfriamiento 2 (TE2).
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Fuente: Autor.

6.3.3 Torre de enfriamiento 3

Durante el ensayo realizado a esta torre se evaluaron cinco biocidas a tres
concentraciones cada uno. A excepcion del B30, los biocidas demostraron ser
efectivos al disminuir mas de una unidad logaritmica a las tres concentraciones
transcurridas 24 horas (Figura 20). Por tanto, la dosis minima para los biocidas B0O,
BO1, B10 y B50 encontrada fue de 100 ppm.
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Figura 22. Efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras de agua de la
torre de enfriamiento 3 (TES3).
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Fuente: Autor.

6.3.4 Torre de enfriamiento 4

En esta torre se evalud la efectividad de cuatro biocidas a tres concentraciones cada
uno, obteniendo como resultado que concentraciones (dosis minimas) de 100 ppm
del BO1, y 200 ppm de B50 y B92 pudieron disminuir la concentracion de aerobios
mesofilos en mas de una unidad logaritmica transcurridas 6 horas. El biocida B10
no demostrd ser eficaz bajo ninguna concentracion en el tiempo estudiado (Figura
21).
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Figura 23. Efectividad de biocidas sobre AM presentes en muestras de agua de la
torre de enfriamiento 4 (TE4).
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Fuente: Autor.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE MOLIENDA DE LA
CANA DE AZUCAR EN INGENIOS.

La cafia de azucar posee las condiciones Optimas para el desarrollo de
microorganismos, es por esto que la contaminacion durante el proceso de obtencion
del azlcar es algo inherente; sin embargo, dichos microorganismos deben ser
controlados en el proceso para evitar y/o disminuir los problemas industriales que
traen como consecuencia, siendo mas importante las pérdidas de sacarosa por
consumo o por formacion de dextranas (Solomon 2009).

Durante el presente estudio se observo la reduccion de una unidad logaritmica con
cuatro biocidas en las muestras de jugo claro tomadas del proceso de preparacion
para la molienda de la cafia de azucar, siendo las dosis minimas 50 ppm para BOO
y B54, y 10 ppm para BO1 y B14 para la reduccion de una unidad logaritmica; sin
embargo, dicha reduccién no es suficiente para controlar las pérdidas de sacarosa
en el sistema. Debido a lo expuesto, se establece que las concentraciones de los
biocidas evaluados no son efectivas para la eliminacién de la microbiota presente,
y por consiguiente, para la disminucién de las pérdidas de sacarosa en el ingenio 1.
Sin embargo, estos resultados no son ajenos a los obtenidos en estudios previos,
por ejemplo, al tratar mezclas de jugo claro de un ingenio en Tailandia, con agua
caliente (45 °C) y cloruro de dimetil bencil amonio a dosis de 2 y 6 ppm no se obtuvo
reduccion alguna de la poblacién total ni de bacterias acido lacticas transcurridos 10
minutos (Milintawisamai, et al., 2009).

Una de las razones por las cuales los biocidas no tienen el efecto deseado en este
tipo de muestras son las caracteristicas de las mismas, pues la accion de los
biocidas se ve afectada ademas de por su concentracion, por factores como pH,
temperatura y presencia de materia organica que interfiere (Michalak 2014); por
ejemplo, la actividad de los compuestos de amonio cuaternario y del acido
peracético presentes en los biocidas BO1 y B30, respectivamente, disminuye
cuando el pH es muy acido y/o cuando existe alta concentracion de materia organica
(Ortega, et al., 2013), lo cual concuerda con el hecho de que en el ensayo con las
muestras de bascula, el B14 haya resultado efectivo solo bajo la dosis mas alta, a
diferencia de los otros biocidas.
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Se recomienda por tanto, aumentar las dosis de los biocidas que demostraron tener
mejor efecto durante los ensayos, a pesar de no reducir la carga en unidades
logaritmicas. Pues en un estudio previo de Singh et al. en el 2008 quedd demostrado
gue una mezcla de los mismos agentes activos que contiene el BO1, a dosis
mayores (100 ppm de glutaraldehido y 200 ppm de cloruro de benzalconio), se
redujo la concentracion de bacterias totales, hongos, Leuconostoc y levaduras en
porcentajes de 67.92, 51.3%, 26.08, y 51.2%, respectivamente, ademas de que las
pérdidas de sacarosa disminuyeron de un 30.8 % a un 7.1 %.

7.2 EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL PROCESO DE PRODUCCION DE
ALCOHOL CARBURANTE EN DESTILERIAS.

Es sabido que en los tanques de fermentacion en las destilerias que producen
etanol carburante es comun la presencia de bacterias acido lacticas, Lucena et al.
en el 2010 reportaron este tipo de bacterias en cuatro destilerias de Brasil en
ordenes de 5 a 8 unidades logaritmicas. Su presencia se debe a factores intrinsecos
del material empleado para la fermentacion, el mosto, que proviene del proceso de
produccién de sacarosa a partir de cafia de azucar, la cual llega a los ingenios con
una alta carga microbiana que no es removida por completo durante el proceso y
luego, las condiciones de la fermentacion, propician un ambiente para su
proliferacion (Eggleston 2002; Skinner et al. 2007).

Normalmente, las destilerias evaluadas llevan un control de BAL diario en sus
sistemas gque busca mantener la concentracion de estas bacterias a un nivel que no
afecte la viabilidad de las levaduras por el tiempo estimado de fermentacion; existe
un indicio que indica que estos valores son menos de 4 unidades logaritmicas de
BAL (Leite et al., 2013). Debido a que las muestras evaluadas en el presente trabajo
fueron recolectadas los dias previos a los “dias de parada”, es decir, cuando los
sistemas se detienen para llevar a cabo procesos de limpieza y/o mantenimiento, y
dar inicio a una nueva fermentacion; no se tuvo en cuenta la concentracion inicial
de BAL como un indicativo para la evaluacion de la efectividad de los biocidas
empleados, dicha efectividad fue evaluada en términos de reduccion de unidades
logaritmicas. Ademas, el nivel de 4cido lactico encontrado durante los ensayos fue
inferior a porcentajes de 1 % (10000 ppm) (tablas 5, 6, 7 y 8 del anexo 2), lo que
indica que la viabilidad de las levaduras no se vio afectada por este factor, pues
porcentajes de 3.44 % de este acido reducen hasta un 53 % las UFC/ml de S.
cerevisiae (Bayrock et al., 2004).

Durante el presente estudio se demostré que el antibiotico monensina es el mejor
controlador de la contaminacion microbiana durante la produccion de bioetanol,
pues con los biocidas que incluyen este antibitico en su composicion, se obtuvo
reduccion de una unidad logaritmica incluso en las menores concentraciones
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estudiadas. Este biocida ha demostrado previamente su eficacia, incluso con
mejores resultados; Leite et al., en el 2013, encontraron que una concentracion de
6 ppm fue suficiente para reducir BAL de 8 a 5 unidades en tan solo 8 horas; sin
embargo, dosis de 40 ppm son empleadas normalmente debido a la generacién de
bacterias cada vez mas resistentes a antibioticos; ademas, hallaron que el
porcentaje de etanol producido por S. cerevisiae fue de 72.2 %, lo que significé que
este antibidtico no afectd el metabolismo de la levadura y guarda relacién con los
resultados aqui presentados (Leite et al. 2013).

Debido a que se requiere disminuir la cantidad residual de antibiéticos en estos
sistemas, los biocidas con clorhexidina y diéxido de cloro fueron evaluados, sin
embargo, aunque exhibieron disminucién de una unidad logaritmica, no
demostraron ser tan efectivos como otros estudios, donde se encontré que la CMI
de clorhexidina para especies de Lactobacillus estaba en el rango de 0.125 a 16
Mg/ ml (Arioli et al. 2013), y concentraciones de 50, 75 y 125 de diéxido de cloro
fueron las CMI de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus fermentum y
Lactobacillus plantarum, respectivamente (Meneghin et al. 2008).

7.3. EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE BIOCIDAS SOBRE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN TORRES DE ENFRIAMIENTO

La presencia y crecimiento excesivo de microorganismos en torres de enfriamiento
es uno de los principales problemas que afectan la operacion eficiente de estos
sistemas; debido a esto, las industrias han tomado medidas que incluyen el uso de
biocidas para disminuir su concentracion (Ludensky 2005).

Aunqgue la efectividad de los biocidas depende de la carga inicial del sistema, en el
presente estudio se encontrd que la mayoria de las dosis minimas establecidas para
la reduccibn de mas de una unidad logaritmica en las diferentes torres,
corresponden a las dosis minimas a emplear para llevar que este sistema se
mantenga en funcionamiento normal, pues estabilizaron la concentracion de
aerobios mesdfilos por debajo de 5 unidades logaritmicas, concentracién adecuada
para evitar problemas asociados a la contaminacién biologica en los sistemas de
enfriamiento de recirculacion abierta (Rahmani, et al., 2015).

Asi pues, teniendo en cuenta Unicamente la dosis a emplear, los biocidas de mayor
efectividad son B10 a 30 ppm para la torre 1; B50 a 50 ppm para la torre 2; BOO,
BO1, B10 o B50 a 100 ppm para la torre 3; BO1, B50 o B92 a 100 ppm para la torre
4. Para estas dos ultimas torres, cabe resaltar que es necesario realizar ensayos
con estos biocidas a concentraciones inferiores para establecer una dosis minima
a emplear.
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Ademas de lo dicho anteriormente, los biocidas B06, BO1 y B92 a 80 ppm y B10 a
140 ppm, se podrian considerar como una alternativa durante la rotacion de biocidas
en las torres 1y 2 respectivamente, lo cual evitaria la generacion de resistencia de
la microbiota presente (Ludensky 2005). Sin embargo, teniendo en cuenta que estos
sistemas son abiertos, para su escogencia, ademas de evaluar la efectividad, se
deben tener en cuenta los impactos ambientales y de seguridad que estos traen, es
decir, estos deben ser de rapida degradacién y minima toxicidad a organismos no
target (Chelossi et al., 2006). Teniendo en cuenta estos criterios, el biocida BO6 es
la mejor alternativa para el control de crecimiento de microorganismos en la TE1y
el B50 para la TE2. Sin embargo, si existe indicio 0 certeza de la presencia de
biofims en estas torres, se debera emplear un biocida que contenga en su
composicién un agente capaz de penetrar estas estructuras, como la isotiazolina
(Guiamet et al., 1996) presente en el B10 y el glutaraldehido (Gardner et al., 2002)
presente en B01l, B92, siendo entonces la mejor opcién el B10, pues el
glutaraldehido tiene efecto toxico en medio acuético y es toxico por inhalacion a los
seres humanos, lo cual podria convertirse en un problema social debido a su
liberacién al ambiente (Ludensky 2005).

El biocida B10, es el mayor recomendado de los biocidas evaluados, pues el agente
isotiazolina presente posee un amplio espectro, actuando incluso frente a algas,
normalmente encontrados en las torres de enfriamiento debido a la continua
exposicion a luz solar (Covarrubias, et al., 2016), como fue observado en las
muestras de agua de la TE1, la cual presentaba residuos color verde al momento
de iniciar las pruebas (datos no mostrados). Ademas, este agente es facilmente
degradado luego de su descarga al ambiente por hidrélisis, biodegradacion y/o
fotocatalisis, lo cual lo hace amigable con el ambiente (Ludensky 2005). Sin
embargo, un problema observado con este biocida, es la presencia del agente
bronopol, el cual aunque presenta accion frente a patbgenos como Pseudomonas
spp Yy ejerce un control sobre bacterias anaerobias (Ozzie Chemical, 2008),
incluidas las bacterias sulfato reductoras (BSR) causantes de corrosion inducida por
microrganismos (MIC, por sus siglas en inglés) en tuberias (Rahmani, et al., 2015);
cuando se encuentra en condiciones muy alcalinas y de altas temperaturas
(facilmente encontradas en estos sistemas de enfriamiento), se descompone
liberando nitritos y bajos niveles de formaldehido, compuestos que pueden entrar
en contacto con aminas presentes en el sistema y formar nitrosaminas, altamente
toxicas (Safety 2012), por lo que se recomienda que durante su aplicacion, se utilice
ademas un compuesto inhibidor de la nitrosacion que evite la generacion de este
problema.
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8. CONCLUSIONES

- No se logré la identificacién de un biocida de efecto inmediato en la eliminacion de
microorganismos contaminantes del proceso de molienda de azucar, ya que los
biocidas y dosis empleados no fueron suficientes para lograr la reduccién de BAL y
AM presentes en la muestra evaluada. Es recomendable realizar estudios en los
que se aumente la concentracion de los biocidas y asi observar si se obtienen
resultados mas favorables.

- La efectividad de los biocidas en los sistemas de fermentacion vario para cada uno
de los ingenios estudiados; los biocidas y dosis minimas establecidas para lograr la
reduccion de una unidad logaritmica fueron B80 8 ppm para el 12, B97 30 ppm para
el 13; B59 300 ppm, B80 8 ppm y B97 30 ppm para 14; B33 40 ppm, B97 15 ppm,
B0O3 30 ppm, B81 4 ppm y B97 15 ppm para I5.

- Durante la evaluacién de los biocidas en torres de enfriamiento, se encontré que
el B10 fue el mas efectivo, pues redujo al menos una unidad logaritmica de la
concentracion de Aerobios Mesofilos al emplearse en las torres TEL1, TE2 y TES.
Ademas, se encontré que la mayoria de los biocidas evaluados tienen capacidad de
controlar estas poblaciones, lo que permite tener alternativas para la rotacién en su
mantenimiento.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1. Concentraciones empleadas para evaluar la efectividad de los
biocidas.

Tabla 1. Concentraciones empleadas para la evaluacion de la efectividad de
biocidas en el proceso de molienda de la cafia de azucar del I1.

Biocida
Muestr BOO BO1 B14 B30
a 10 25 50 10 25 50 10 25 50 10 25 50  control
pp pp pp pp pp pp pp pp pp pp pp | pp
m m m m m m m m m m m m
Jugo
claro de
bascula 2.7 2.7 2.7 2.7 5.
(BA). 1.1 5 55 1.1 5 55 1.1 5 55 1.1 5 5 X
ml ml ml ml ml ml ml
Volume ml ml ml ml ml
n final
55ml
Jugo
claro de
molinos
ly2 3.2 8 16 3.2 8 16 3.2 8 15 3.2 8 16 X
(MO). ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml | ml
Volume
n final
160 ml
Jugo
claro de
f"t(rgf)'on 32 8 16 32 8 16 32 8 15 32 8 16
' ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml ml
Volume
n final
160ml

Fuente: Autor.
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Tabla 2. Concentraciones empleadas para la evaluacién de la efectividad de
biocidas sobre BAL presentes en las destilerias de los ingenios 2, 34 y 5.

INGENIO ENSAYO BIOCIDA
B C (ppm)
1 B12 100
150
200
B22 50
75
100
B80 5
2 B12 175
250
B22 50
80
150
B30 5
8
3 B12 250
B22 150
B80 5
8
B97 5
10
15
30
1 B80 6
8
B81 6
8
B97 15
30
2 B30 25
5
7.5
B97 10
15
30
B59 150
1 300
450
B80 4
Ingenio 4 6

Ingenio 2

Ingenio 3

B97 15

30

45

Ingenio 5 1 BO3 30
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Fuente: Autor.
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B81

B81

B90

BO3

B33

B81

B97

40
50

10
12

= =
SBSoobrgoo s

15
30
45
30
40

10
12
15
30
45



Tabla 3. Concentraciones empleadas para la evaluacién de la efectividad de
biocidas sobre AM en las torres de enfriamiento 1, 2, 3, 4.

Ensayo BIOCIDA

B C (ppm)

1 B06 100

150

BO8 175

200

B10 200

B50 150

200

300

2 B06 70

95

B08 175

200

B10 120

B50 100

200

TE1l 250

3 B0OO 100

200

300

BO1 100

200

300

4 BOO 40

BO1 80

5 B92 40

80

120

6 B10 15

30

40

B92 40

80

120

1 B10 140

160

B50 50

75

100

B59 30

45

60

1 B0OO 100

200

300

BO1 100

200

300

TE 2

TE 3

60



Fuente: Autor

TE 4

61

B10

B30

B50

BO1

B10

B50

B92

100
200
300
100
200
300
100
200
300
100
200
300
100
200
300
100
200
300
100
200
300



10.2 ANEXO 2. Resultados de la determinacion de la efectividad de los
biocidas.

Tabla 4. Carga microbiana encontrada en I1.

Muestra Concentracion bacteriana (unidades logaritmicas)
_|
o B0OO BO1 B14 B30
3
3 g
3 5 B 8 5 B 8 5 B 8 5 B 8 2
~ © © © © © © © © © © © © -
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
0 93 91 83 83 86 84 96 92 85 84 83 85 97
Bascula 4 7 6 8 2 1 2 8 0 5 2 4 9
(BA) 20 92 82 85 86 85 80 88 84 83 85 83 85 98
1 3 0 8 3 8 8 5 6 5 9 9 7
0 83 86 85 86 83 85 87 86 86 86 86 85 88
Molinos 0 4 6 6 0 8 6 6 2 0 8 8 6

(MO) 20 87 87 82 87 87 83 85 84 85 86 84 83 88

0O 83 84 85 80 82 76 83 82 82 83 85 80 86
Filtracio 8 7 7 4 3 8 4 0 5 6 6 8 8
n (FI) 20 83 83 85 81 81 81 83 82 81 83 83 86 85

Fuente: Autor.
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Tabla

levaduras en 12.

Ensayo

Biocida
B ppm
100
B12 150
200
50
B22 75
100
B8O 5
Control
175
B12 250
50
B22 80
150
5
B8O 8
Control
B12 250
B22 150
5
B8O 8
5
10
B97 15
30
Control

Fuente: Autor.

Concentraciéon BAL

Oh

6.14

5.13

5.75

(log)
4 h

5.79
5.92
5.99
6.13
6.09
6.12
6.18
6.04
5.02
5.21
5.05
5.15
5.14
5.08
4.85
5.15
5.20
5.72
5.76
4.72
5.77
571
5.65
5.92
5.67

6 h

6.43
6.42
6.39
6.27
6.44
6.49
6.35
6.55
5.20
5.20
5.21
5.10
5.16
4.88
3.65
5.19
5.43
5.76
5.47
4.76
5.85
5.77
5.90
5.80
5.63

63

Acido lactico

Oh

6200

5200

2620

(ppm)
6h

7700
6100
7200
8900
7800
8300
7300
6900
5800
7000
7100
10500
10000
14800
5900
8500
2530
2530
2700
2700
2680
2650
2650
2700
2420

5. Concentracion de BAL y acido lactico, y porcentaje de viabilidad de

Viabilidad
levaduras (%)

Oh

80

83.7

87.6

6 h
87

92

85
90

94.4

79.7

82.9
86.4
75.4
80.1
84.4
70
81.2
80
74
85.9
85.5



Tabla 6. Concentraciones de BAL y acido lactico encontrados en el I3.

Biocida Concentracién BAL (log) Acido lactico (ppm)
Ensayo
B ppm Oh 4h 6h 24 h Oh 24h
B8O 6 4.15 4.53 4.64 2410
8 4.05 4.97 4.64 2190
B81 6 4.10 4.27 4.02 2590
1 8 4.37 4.20 4.39 4.07 2310 2290
B97 15 4.61 4.18 4.01 2320
30 3.97 3.36 3.98 2350
Control 4 4.89 4.81 2700
2.5 6.32 6.44 6.55 4420
B80 5 6.56 6.41 6.55 4580
7.5 6.30 6.33 6.40 3700
2 10 6.65 6.47 6.44 5.15 3680 4010
B97 15 6.12 6.21 5.08 3790
30 6.22 4.97 5.74 4090
Control 6.51 6.59 760 3970

Fuente: Autor

Tabla 7. Concentraciones de BAL y acido lactico encontrado en el 14.

Biocida Concentraciéon BAL (log) Acido lactico (ppm)
Ensayo
B ppm Oh 4 h 6 h Oh 6h
150 5.91 5.95 3350
B59 300 5.17 5.31 2380
450 5.20 5.44 2210
4 5.67 5.62 2710
1 B80 6 6.22 5.69 5.49 2650 2520
8 5.34 4.32 2610
15 5.70 5.47 2870
B97 30 5.36 5.25 3350
45 5.42 5.41 3050
Control 5.94 6.17 3120

Fuente: Autor.
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Tabla 8. Concentracion de BAL y acido lactico, y porcentaje de viabilidad de
levaduras encontrados en 15.

L Concentracién BAL Acido lactico Viabilidad
Biocida (log) (ppm) levaduras (%)
Ensayo
B ppm  Oh 6h 24 h Oh 24 h Oh 24 h
30 4.66 3.87 2840 59
BO3 40 4.54 3.82 2800 57.5
50 4.84 3.13 2800 50.1
6 5.30 497 3270 71
1 8 5.84 5.08 4.15 2790 2980 58.9 52
B81 10 532  4.15 3230 56
12 5.32 4.04 3370 69
Control 5.90 5.87 3150 63.2
4 554 4.08 - 40
B81 6 5.62 4.60 5650 37.2
8 5.46 4.04 - 57
10 4.60 4.88 5200 60.1
2 4 5.57 541 5.34 5310 - 78.1 41
B9O 6 5.53 5.48 5650 52.2
8 5.47 5.14 - 57.6
10 5.38 4.69 5690 48.5
Control 5.65 5.08 6750 45.7
15 3.90 3.44 4030 68.5
BO3 30 3.78 2.95 3900 70.0
45 3.60 2.95 3400 65.0
B33 30 3.45 3.93 3460 68.0
40 2.30 341 3120 72.0
8 4.95 3.30 3770 67.7
3 Bs1 10 M a0 3 4080 55, 66.1 537
12 4.11 3.47 3590 7.7
15 3.08 3.25 3600 78.5
B97 30 3.30 2 3210 69.5
45 2.66 2.30 3290 70.5
Control 4.18 4.95 5690 65.8

-No datos. Fuente: Autor.
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Tabla 9. Concentracién de AM encontrada en TEL.

Ensayo

Fuente: Autor.

BO6

BO8

B10

B50

BO6

BO8
B10

B50

BOO

BO1

BOO

BO1

B92

B10

B92

Biocida
ppm
100
150
175
200

200

150
200
300
Control
70
95
175
200
120
100
200
250
Control
100
200
300
100
200
300
Control
40
80
40
80
Control
40
80
120
Control
15
30
40
40
80
120
Control
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Oh

521

5.10

5.79

5.97

5.08

5.73

Concentracion AM (log)
6h
2.3

N
PR R N BRPNPRP
~

5.64
2.60
2.30
2.30

2.30

6.15

2.3

N

6.03
3.66
3.34

6.14
3.17
2.84
2.3
5.54

24 h
3.38
2.69
5.60
6.98

3.33

3.90
3.43
3.84
5.39
3.74
3.99
4.87
412
3.71
4.17
3.98
3.99
6.07

4.62
1.47
4.11
3.47

6.20
5.38
5.20
481

5.38
5.08
2.84

5.54
4.83
3.90
3.60
6.04
5.65
451
6.08



Tabla 10. Concentracion de AM encontrada en TE2.

Ensayo Biocida Concentracion AM (log)

B ppm Oh 6 h 24 h
140 3.47 3.07
B10 160 3.39 3.16
50 2.60 2.47
B50 75 2.47 2.30

1 100 4.77 2.30 2
30 4.59 5.89
B59 45 4.59 5.85
60 4.77 5.13
Control 5.15 5.89

Fuente: Autor.

Tabla 11. Concentraciéon de AM encontrada en TE3.

Ensayo Biocida Concentracion AM (log)

B ppm Oh 6h 24 h

100 2 2

B0OO 200 2 2

300 2 2

100 2 2

BO1 200 2 2

300 2 2
100 4.56 3.02

1 B10 200 5 25 4.46 3
300 3.95 3.93
100 5.25 5.20
B30 200 5 5.30
300 5.14 5.36

100 2 2

B50 200 2 2

300 2 2
Control 5 5.98

Fuente: Autor
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Tabla 12. Concentraciéon de AM encontrada en TE4.

Ensayo

Fuente: Autor

BO1

B10

B50

B92

Biocida

Control

ppm
100
200
300
100
200
300
100
200
300
100
200
300
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Oh

4.32

Concentracion AM (log)
4h

6 h

2

2

2
5.25
4.81
4.60
3.60
3.30

3.60

5.85



10. 3 ANEXO 3. Imagenes tomadas durante el procesamiento de las muestras.

Figura 1. Sistema de fermentacion.

Fuente: Autor.

Figura 2. Dilucion para medicion de concentracion de acido lactico.

Fuente: Autor.
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Figura 3. Medicidén de acido lactico con Reflectometro Reflectoquant RQflex plus
10.

Fuente: Autor.

Figura 4. Dilucion de muestra de mosto con adicion de azul de metileno para
recuento de levaduras.

Fuente: Autor.
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Figura 5. Recuento de levaduras al microscopio, las células tefiidas son contadas
como muertas. Microscopio 6ptico 40x.

Fuente: Autor.
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Figura 6. Cultivo de BAL provenientes de mosto, en cajas con agar MRS que
contenia 5 % (v/v) de azul de anilina preparada al 0.1 % (p/v), y 5 % (v/v) de
cicloheximida preparada al 1 % (p/v).

Fuente: Autor.

Figura 7. Cultivo de microrganismos AM provenientes de agua de una torre de
enfriamiento en placas de recuento para bacterias aerobias Petrifilm.

Fuente: Autor.
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