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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efecto de antibioticos y un antimicrobiano
sobre el control de bacterias acido lacticas
en la fermentacion alcoholica

Johana Carolina Orozco*, Carlos Andrés Martinez**, Juan Guillermo Cubillos-Hinojosa* * *

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v20n2.68948

RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el efecto de antibiéticos y un antimicrobiano para el control de bacterias dcido lacti-
cas (BAL) en etapa fermentativa de tres ingenios (A, B y C) productores de alcohol en el Valle del Cauca (Colombia). Se estable-
cieron dos ensayos de fermentacion a escala de laboratorio por separado, tratados con cuatro antibiéticos (8, 15 y 30 ppm), dos
cocteles (4, 8 y 15 ppm) y un antimicrobiano (15 y 30 ppm); en el primero se cuantificé la produccién de acido lactico (AL), la
poblacién vy viabilidad de la levadura, y en el segundo se determiné el crecimiento de BAL. En el primer ensayo, los tratamientos
que controlaron los niveles de AL en los ingenios fueron virginiamicina (VIR) 15 ppm, maduramicina (MAD) 15 ppm, penicilina
(PEN) 30 ppm vy ldpulo (LUP) (30 ppm). Adicionalmente, los tratamientos PEN a 30 ppm, VIR, el coctel estreptomicina-penicilina-
virginiamicina-monensina (EPVM) y LUP a 15 ppm no afectaron a la levadura en las condiciones evaluadas. En el ensayo dos, to-
dos los tratamientos lograron controlar BAL, presentando un mayor control a las 24 horas pos-tratamiento en el ingenio A. En el
ingenio B, MAD, monensina (MON), los cocteles estreptomicina-penicilina-virginiamicina (EPV) y EPVM, controlaron el crecimien-
to de BAL durante las primeras 6 horas, mientras que LUP control6 la poblacion de BAL a las 24 horas. En el ingenio C, LUP,
MON vy EPV lograron controlar las BAL en todas las concentraciones, principalmente a las 24 horas. Por tanto, se infiere que VIR
en el ingenio A, EPVM en los ingenios B y C y el antimicrobiano LUP en los tres ingenios son eficientes en el control de BAL.

Palabras claves: bioetanol, antibitico, contaminacién, ldpulo, Saccharomyces cerevisiae.
ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of antibiotics and an antimicrobial for the control of lactic acid bacteria
(LAB) in the fermentative stage of three sugar mills producer (A, B and C), in “Valle del Cauca” (Colombia). Two fermentation as-
says on laboratory scale separately, treated with four antibiotics (8, 15 and 30 ppm), two cocktails (4, 8 and 15 ppm) and an anti-
microbial (15 and 30 ppm) were established. In the first one, lactic acid (LA) production, population and yeast viability were quan-
tified, and in the second the LAB growth was determined. In the first assay, the treatments that controlled LA levels in sugar mills
were virginamicin (VIR) 15 ppm, maduramycin (MAD) 15 ppm, penicillin (PEN) 30 ppm and hop (HP) (30 ppm). Additionally, PEN
treatments at 30 ppm, VIR, the streptomycin-penicillin-virginiamycin-monensin cocktail (SPVM) and HP at 15 ppm did not affect
the yeast under the conditions evaluated. In the second assay, all treatments managed to control of LAB, with greater control at 24
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hours in sugar mill A. In sugar mill B, MAD, monensin (MON), streptomycin-penicillin-virginiamycin (SPV) and SPVM cocktails
controlled LAB growth during the first 6 hours, while HP controlled LAB population at 24 hours. In sugar mill C, HP, MON and
EPV managed to control LAB in all concentrations mainly at 24 hours. Therefore, it is inferred that VIR in sugar mill A, SPVM in
sugar mills B and C and HP antimicrobial in the three mills are efficient in LAB control.

Keywords: bioethanol, antibiotic, contamination, hops, Saccharomyces cerevisiae.

Recibido: noviembre 21 de 2017

INTRODUCCION

El alcohol carburante es un biocombustible de origen
vegetal, en la actualidad es el combustible renovable
mas comun, derivado de granos de maiz utilizado co-
mo fuente de almidén o cafa de azdcar como fuente
de glucosa (Mesa, Martinez, et al., 2017). En Colombia,
se ha observado un incremento en la demanda de eta-
nol, aumentando a su vez el nimero de destilerias pro-
ductoras, este desarrollo se inici6 a partir de la ley
693 de 2001, en el cual se decreta que la gasoli-
na debe contener componentes oxigenados como
alcohol carburante generando la disminucion en el uso
de combustibles fésiles, la emision de gases de efecto
invernadero y mejora de calidad de aire, cumpliendo
con lo pactado en el protocolo de Kyoto (Velasquez et
al, 2016).

El primer paso para la obtencién de alcohol carburante
es la fermentacién, que inicia a partir de una cantidad
de levadura previamente reproducida proveniente de
un tanque llamado propagador. Posteriormente, pasa a
un fermentador anaerobio, sin embargo, a través del
mosto ingresa una pequefia cantidad de aire disuelto
como producto de la agitacion o bombeo, con el obje-
tivo de permitir el proceso reproductivo de la levadura
(De Oliva-Neto et al., 2013; Bravo et al., 2014).

En el proceso de fermentacion es necesario mantener
un control de variables como pH (5,0 - 5,5), nutrientes
y temperatura (30 - 32 °C); la mayoria de los procesos
utilizan un sistema denominado Melle Boinot o sistema
de recuperacion de levadura, en el cual la levadura se
rescata por centrifugacién separando el vino de la leva-
dura. Seguidamente, el vino pasa por un proceso de
destilacion y la levadura pasa nuevamente a los pre-
fermentadores, donde se realizara un proceso de elimi-
nacién de microorganismos contaminantes, mediante la
adicién de acido sulfdrico, el cual no afecta la integri-
dad de la levadura debido a la capacidad de resistir
bajos niveles de pH, y finalmente se inicia nuevamente
el proceso fermentativo (Bravo et al., 2014).

La problematica mas comun en las industrias de destile-
ria es la contaminacién bacteriana, generada durante el
proceso fermentativo desde la llegada de la materia

Aprobado: octubre 10 de 2018

prima hasta la destilacion, ocasionando pérdidas de los
niveles de etanol. El uso de antibiéticos como trata-
miento para el control de la contaminacién bacteriana
durante la etapa fermentativa y produccién de etanol
ha sido ampliamente implementado, destacando el uso
de la Penicilina (PEN) y Virginiamicina (VIR) (De Oliva-
Neto et al., 2013; De Oliva-Neto & Yokoya, 1998; Bra-
vo et al., 2014; Rich et al, 2011). Aquarone (1960),
realizé el control de contaminacion en fermentacion
alcohdlica de melaza con el uso de penicilinas y tetraci-
clinas, de la misma manera Bischoff et al., 2009, utiliz6
PEN y VIR para determinar la susceptibilidad de espe-
cies de Lactobacillus sp. aislados de una planta de eta-
nol. Sin embargo, todavia se vienen presentando limita-
ciones en la eficiencia de estos antimicrobianos
(Muthaiyan et al., 2011).

Con el proposito de generar nuevas alternativas para el
control bacterias contaminantes en el proceso fermen-
tativo, es necesaria la evaluacion de diferentes antibioti-
cos, sin que estos afecten la morfologia, desarrollo y
rendimiento de la levadura. Por tanto, el propdsito de
esta investigacion fue evaluar el efecto de antibiéticos y
un antimicrobiano en diferentes concentraciones, como
medida de control para bacterias contaminantes en
etapa fermentativa de produccién de alcohol carburan-
te en tres ingenios productores del Valle del Cauca y
observar los efectos de estos antibiéticos sobre la viabi-
lidad de la levadura.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos por separado en donde se
llevaron a cabo procesos de fermentacién a escala de
laboratorio, utilizando la materia prima proveniente de
tres ingenios productores de alcohol carburante (A, B y
C) del departamento del Valle del Cauca y seguidamen-
te fueron tratados con cuatro antibioticos, dos cocteles
y un antimicrobiano para el control de bacterias conta-
minantes. Las fermentaciones y los andlisis fueron reali-
zados en un laboratorio de microbiologia ubicado en
Yumbo, Valle del Cauca (Colombia).

ENSAYO 1. Cuantificacion de la produccion de acido
lactico, poblacion y viabilidad de la levadura.
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Tabla 1. Antibidticos y concentraciones evaluadas en la
fermentacién a escala de laboratorio.

Antibiotico/ Antimicrobiano |Concentraciones (ppm)
Penicilina 0,8,15,30
Maduramicina 0,4,8,15
Virginiamicina 0,4,8,15
Monensina 0,4,8,15

EPV 0,4,8,15

EPVM 0,4,8,15
Ldpulo 0,15, 30

El primer ensayo tuvo como propoésito evaluar el efecto
de cuatro antibiéticos: penicilina, monensina, virginiami-
cina, y maduramicina, dos cocteles: EPV (estrepto-
micina, penicilina y virginiamicina) en proporcion 1:1:1
y EPVM (estreptomicina, penicilina, virginiamicina vy
monensina) en proporcién 1:1:1:1 y un antimicrobiano
(ldpulo) en diferentes concentraciones (tabla 1), sobre
los niveles de acido lactico producido, poblacion y via-
bilidad de la levadura al inicio (hora 0) y 24 horas pos-
tratamiento.

Cultivo. En los procesos de fermentacion a escala de
laboratorio fue utilizada la levadura S. cerevisiae de la
casa comercial Praj Industres LTDA que se encontraba
cultivada en el propagador de cada uno de los ingenios
productores (A, By C).

Sustratos. Se tomaron muestras de crema, mezcla, vina-
za y agua de los tubos conectados al fermentador de
cada uno de los ingenios productores. Las muestras
fueron transportadas en neveras de icopor con hielo gel
(ThermoSafe, IE) hasta el laboratorio de Microbiologia
donde posteriormente fueron utilizadas para la produc-
cién de la fermentacion.

Antibioticos y antimicrobiano. Se utilizaron seis anti-
bidticos: penicilina (PEN), maduramicina (MAD), virgi-
niamicina (VIR), monensina (MON), coctel de penicili-
na, virginiamicina y maduramicina (EPV), un coctel de
penicilina virginiamicina, estreptomicina y monensina
(EPVM) y un antimicrobiano ldpulo (LUP).

Se prepararon 100 ml de solucién stock de cada anti-
bidtico y antimicrobiano en balones aforados estériles a
una concentracién de 1000 ppm, utilizando como sol-
vente agua destilada estéril para PEN, VIR, MAD, EPV y
en alcohol 95% para MON, LUP y EPVM. Seguidamen-
te se calculd la cantidad a ser adicionada al frasco fer-
mentador mediante el cdlculo de disolucion
C1xV1=C2xV2, siendo consideradas las concentracio-
nes empleadas por cada uno de los ingenios en su his-
torico (tabla 1).

Produccion. Se realizaron procesos de fermentacion
para cada uno de los ingenios por separado. En un fras-
co de 250 ml fueron adicionados los sustratos y el culti-
vo, siguiendo los protocolos de los ingenios y teniendo
en cuenta las cantidades utilizadas para la escala de
laboratorio. El volumen final de toda la mezcla fue de
150 ml y los cocteles fueron preparados en una propor-
cion de 1:1:1 para EPV y 1:1:1:1 para EPVM. Las fer-
mentaciones fueron realizadas por separado para cada
tratamiento, lo que significa que las condiciones inicia-
les de fermentacion en cuanto a poblacién de levadu-
ras y concentracion de acido lactico (AL) fueron dife-
rentes para cada fermentacion. Una vez realizadas las
fermentaciones, fueron adicionadas las concentraciones
de los antibidticos a evaluar (tabla 1) en sus respectivos
frascos fermentadores, siendo incubados a 36 °C duran-
te 24 horas y mantenidos en agitaciéon en un shaker
(DiEs) a 120 rpm. Se midi6 la concentracion de AL pro-
ducido, poblacién y viabilidad de la levadura al inicio
del proceso (horas 0) y 24 horas pos-tratamiento.

Diseno experimental. Para el ensayo de fermentacién 1
de cada ingenio se sigui6 un disefio completamente
aleatorio, donde se evaluaron 7 tratamientos (tabla 1)
asi: cuatro antibiéticos, dos cocteles en cuatro concen-
traciones y un antimicrobiano con 3 concentraciones.
Todos los tratamientos tuvieron tres repeticiones y la
unidad experimental consistié en un frasco fermenta-
dor. Se tuvo un tratamiento control sin adicién de anti-
bidticos.

Las variables de respuesta evaluadas fueron: la concen-
tracion de acido lactico, la poblacién y viabilidad de las
levaduras. La concentracion de acido lactico se midi6 al
inicio y final del proceso por el método reflectométrico,
utilizando tiras de ensayo Reflectoquant Test Acido Lac-
tico MERCK®, sumergiéndolas en una solucién de la
muestra diluida 1/100, seguidamente se retir6 el exceso
de liquido y se insertaron en el reflectémetro Reflecto-
quant RQflex plus 10 MERK®, registrando el valor obte-
nido en mg/l (Merck Millipore 2013). La poblacion de
levaduras se determiné al inicio y al final del ensayo;
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para ello se realizé una dilucién de 1/100 ml de agua
destilada con la adicion de azul de metileno (MERCK®)
al 1 % (p/v) para distinguir células vivas y muertas al
microscopio. Posteriormente, una gota de la dilucion
fue vertida en un cuadrante de la Cadmara de Neubauer
BOECO® vy se procedié con el conteo de 5 cuadrantes
medianos (extremos y centro) en microscopio 6ptico
de campo claro ZEISS® bajo el objetivo 40x . Se calcu-
[6 la poblacién de levaduras mediante la férmula
(Mayagiiez, 2007):

Células contadas

Poblacién levaduras =
on feva Superf. contada (mm2)x Prof. cdmara (mm)x dilucién

Finalmente, la viabilidad de la levadura fue determinada
al inicio y al final del ensayo a partir del recuento obte-
nido del total de levaduras, se calcul6 empleando la
férmula (Mayagtiez, 2007):

Células totales — Células muertas

% viabilidad = - x 100
Células totales

Andlisis estadistico. Los datos fueron organizados en
hojas de calculos Excel 2013 y posteriormente someti-
dos a la prueba de normalidad, homogeneidad de va-
rianzas y se aplicé la prueba de comparacion de me-
dias de Tukey (p<0,05), utilizando el paquete estadisti-
co Minitab. En los casos donde no hubo normalidad se
ajustaron con el algoritmo de Jhonsom y Box-Cox y se
les aplicé la prueba de comparaciéon no paramétricos
de Kruskal-Wallis.

ENSAYO 2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
de los tratamientos en la inhibicion de bacterias aci-
dolacticas.

El segundo ensayo tuvo como proposito evaluar el efec-
to de los antibidticos en diferentes concentraciones
(tabla 1) sobre control o inhibicion del crecimiento de
bacterias acido lacticas (BAL) a través del tiempo (0, 4,
6 y 24 horas). Se utilizé la misma cepa de S. cerevisiae
del ensayo 1, sin embargo, ésta fue tomada del propa-
gador de acuerdo a la fecha a realizar la fermentacion
variando para cada uno de los ingenios productores (A,
By C).

La produccion se realizé bajo el mismo protocolo del
ensayo 1. Sin embargo, en este ensayo soélo se tuvo en
cuenta la carga bacteriana contaminante inicial de BAL,
la cual fue la misma pre-tratamiento con todos los anti-
bidticos. Las bacterias contaminantes BAL fueron medi-
das a 0, 4, 6 y 24 pos-tratamiento con los antibi6ticos
(Leite et al., 2013) y el andlisis fue realizado por grupos
de antibidticos que tenian las mismas concentraciones,
con el propésito de comparar el efecto sobre las BAL.

Disefio experimental. Se siguié un diseno completa-
mente aleatorio para los tres ingenios (A, B 'y C), corres-
pondiente a siete tratamientos (cuatro antibiéticos, dos
cocteles, un antimicrobiano), 4 tiempos de medicion
del crecimiento y 4 concentraciones, a excepcion del
ldpulo al cual se le midieron 3 concentraciones. Todos
los tratamientos tuvieron 3 repeticiones y la unidad
experimental consistié en un frasco fermentador.

La variable de respuesta evaluada fue el recuento de
bacterias acido lacticas (BAL), medidas al inicio (0 ho-
ras) y a las 4, 6 y 24 horas pos-tratamiento. Para esto, se
realizaron diluciones seriadas de cada uno de los ensa-
yos en agua peptonada tamponada estéril MERCK®
preparada al 0.1 %. Posteriormente se realizaron siem-
bras en profundidad de las diluciones 103y 10*en ca-
jas de Petri con agar MRS (MERCK®) que contenia 5 %
(v/v) de azul de anilina Sigma Aldrich® preparada al 0.1
% (p/v), y 5 % (v/v) de cicloheximida PanReacAppli-
Chem® preparada al 1 % (p/v). Las cajas fueron incuba-
das en condiciones de anaerobiosis para a 35 °C duran-
te 72 horas. Transcurrido este tiempo, se procedié al
recuento de las colonias, expresadas en UFC/ml.

Analisis estadistico. Los datos fueron organizados en
hojas de calculos Excel 2013 y analizados de la misma
manera como en el ensayo 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo 1. Cuantificacion de la produccion de acido
lactico, poblacion y viabilidad de la levadura.

La figura 1 presenta los resultados de la produccién de
acido lactico (AL) por bacterias contaminantes en etapa
fermentativa con la materia prima del ingenio A, al adi-
cionar los antibiéticos y/o antimicrobiano (hora 0) y 24
horas pos-tratamiento. Los resultados obtenidos no evi-
denciaron un efecto a las 0 horas con los antibiéticos y
antimicrobiano. Sin embargo, se observé que todas las
concentraciones de los antibiéticos presentaron un
efecto positivo controlando los niveles de concentra-
cion de AL producido en la etapa fermentativa pos-
tratamiento a las 24 horas, manteniendo la concentra-
cion de AL con valores cercanos a la concentracién
inicial, mostrando diferencias significativas (p<0,05) en
la prueba Tukey con respecto al control, donde se ob-
servo un aumento en la concentracion de AL.

En el tratamiento PEN se presenté una reduccién en
produccion de acido lactico en las concentraciones 30,
15 y 8 ppm respectivamente; sin diferencias estadisticas
entre las concentraciones de 8 y 15 ppm, pero con
diferencias significativas respecto a los resultados obte-
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Figura 1. Produccion de AL por bacterias contaminantes en la etapa fermentativa utilizando la materia prima
del ingenio A, al adicionar los antibidticos y el antimicrobiano (hora 0) y 24 horas pos- tratamiento en las dife-
rentes concentraciones.*Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3.

nidos con 30 ppm, de acuerdo al test de Tukey
(P<0,05). En un estudio realizado por Bayrock et al,
2003, utilizaron concentraciones de 2,475 U/L de peni-
cilina G adicionados continuamente, y por choques
cada 6 horas lograron una reduccién de 4 g/l de acido
lactico después de 6 dias.

En el tratamiento con MAD se observaron diferencias
significativas con respecto al control en todas las con-
centraciones obteniendo mayor efecto en la produc-
cion de AL entre las concentraciones 15, 8 y 4 ppm
respectivamente (p<0,05). En VIR se encontraron dife-
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rencias entre las concentraciones 4, 8 y 15 ppm, sin cativa entre todas las concentraciones y el control, sin

embargo el mayor efecto se presenta en la mayor con- embrago la concentracién 15 ppm y las concentracio-
centracion 15ppm seguido de 8 y 4 ppm respectiva- nes 4 y 8 ppm (quienes no presentaron diferencias en-
mente (p<0,05). Para MON presenté diferencia signifi- tre ellos) presentaron diferencias significativas entre
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Figura 2. Comportamiento de la produccién de &cido lactico del ingenio B en las 0 y 24 horas pos- trata-
miento con las diferentes concentraciones de los antibidticos y antimicrobiano.
*Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3.
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Figura 3. Comportamiento de la produccién de acido lactico del ingenio C en las 0 y 24 horas pos- tratamiento con las

diferentes concentraciones de los diferentes antibiéticos.
*Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3.

ellos (p<0,05). Estudios relacionados con el uso de la
monensina como el realizado por Alcarde et al.,, (2001),
evidencié que muestras tratadas a partir de una concen-
traciéon de 3 ppm, pueden lograr la obtencién de me-
nores niveles de concentracion de AL.

Para el caso del LUP se presenté menores niveles de AL
en las concentraciones de 30 y 15 ppm respectivamen-
te; presentandose diferencia significativa entre todas las
concentraciones segun la prueba de Tukey (p<0,05).

Asi mismo el tratamiento con EPV las concentraciones
de 15, 8 y 4 ppm tuvieron un efecto positivo sobre el
control y produccion de AL presentando diferencias
significativas entre ellas (p<0,05) segin Tukey. Para el
tratamiento con EPVM las concentraciones utilizadas
presentaron diferencias significativas entre ellas
(p<0,05) segin Tukey, destacindose menor produc-
cién de AL en las concentraciones 15, 8 y 4 ppm res-
pectivamente.
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Por otra parte, no se evidencié cambios en la produc-
cién de acido lactico con la materia prima provenientes
del ingenio B a la hora 0 con los antibidticos y antimi-
crobiano evaluados (figura 2). Sin embargo, se eviden-
ci6é que todas las concentraciones de PEN, VIR, MAD vy
LUP tuvieron un efecto sobre la concentracion de AL
producido en la etapa fermentativa pos-tratamiento a
las 24 horas, manteniendo la concentracion de AL con
valores cercanos a la concentracion inicial, mostrando
diferencias significativas (P<0,05) de acuerdo a la prue-
ba de Tukey con respecto al control donde se presentd
un aumento en la concentracion de AL.

Los tratamientos en la produccién de AL en etapa fer-
mentativa con la materia prima del ingenio C no pre-
sentd cambios significativos a las 0 horas (figura 3.). Sin
embargo, se observa que en la mayoria de las concen-
traciones de los antibiticos presentaron un efecto so-
bre la concentraciéon de AL producido en la etapa fer-
mentativa pos-tratamiento a las 24 horas, mostrando
diferencias significativas (p<0,05) segtn Tukey con res-
pecto al control. Estos resultados permiten inferir que la
mayoria de los antibidticos utilizados tiene un efecto
sobre el control de produccion de 4cido lactico en el
proceso de fermentacion alcohdlica en condiciones de
laboratorio con la materia prima del ingenio C. para el
caso de (PEN) los efectos se muestran en las concentra-
ciones 30, 15 y 8 ppm respectivamente; presentandose
diferencias entre todas las concentraciones. En (MAD)
se obtiene efectos en concentracién de 5 ppm, sin em-
bargo, aunque se presentan diferencias entre todas las
concentraciones estudiadas, la concentracion de 4 ppm
obtuvo mayor control de las concentraciones de AL
comparado con los resultados obtenidos a 8 ppm. El
cual demuestra la accién de una mayor concentracién
sobre los efectos causados por bacterias contaminan-
tes. En VIR y MON se evidenciaron que existen diferen-
cias significativas en cada una de las concentraciones
evaluadas y en 15 ppm para ambos antibiéticos.

Para el ensayo realizado con ldpulo (LUP) se encontré
que no existen diferencias entre las concentraciones
evaluadas 15 y 30 ppm. Los resultados demuestran que
los cocteles de antibidticos (EPV) logran mantener la
concentracion de AL con valores cercanos a la concen-
tracion inicial de AL, por lo tanto su efecto no es efecti-
vo para el control de bacterias productoras de acido
lactico; EPVM presenté diferencias entre las concentra-
ciones 4, 8 y 15 ppm, demostrando mayor efectividad
15 ppm, segln la prueba de Tukey (p<0,05).

El estudio de las concentraciones de AL a través de
técnicas rapidas permitié observar los posibles niveles

de contaminacion presentes en la muestras antes y des-
pués del tratamiento, asi mismo se pudo observar el
efecto de los tratamientos para el control de las con-
centraciones de acidos producidos por las bacterias
contaminantes, tal como lo expresa Skinner et al,, 2007
las industrias han desarrollado sistemas de monitoreo
por medio del cual realizan mediciones practicas de
acido lactico y acético que permiten conceptuar los
niveles de contaminacién. Estudios similares fueron
realizados por Carvalho et al, 2011, evidenciaron que
los niveles de acidez y contaminacion bacteriana afec-
taban el rendimiento fermentativo, concentraciones
bacterianas de 10° tenian influencia directa en el au-
mento de la acidez y afectaban la levadura generando
caidas en el rendimiento fermentativo. Segin Ribeiro
(2010), la disminucion en el rendimiento del proceso se
puede dar cuando la levadura se enfrenta a condicio-
nes de acidez durante la fermentacién con niveles de
contaminacion en tanques entre 10° - 10%/ml.

Las diferencias en los resultados obtenidos de la con-
centracion de acido lactico para los tres ingenios con
los antibidticos sobre el control puede deberse a la va-
riedad microbiolégica presentes en la contaminacién
durante la etapa fermentativa de cada uno. En estudios
realizados por Bayona et al., (2002) apartir de técnicas
de aislamiento e identificacion microbiana ejecutados
en una planta productora de alcohol carburante en las
etapas de dilucion de melaza, propagacion de la leva-
dura y fermentacién, predomino Zymomonas mobilis y
Lactobacillus sp; adicionalmente, este trabajo realizé
in6culos de penicilina sobre Lactobacillus logrando el
control de sobre este microorganismo. Otros estudios
mencionan a Lactobacillus amylovorus, L. fermentum vy
L. vaginalis como los microorganismos mas abundantes
aislados en una planta de etanol (Skinner et al, 2007).
Lucena et al., 2010, realizaron aislamientos de un pro-
ceso de bioetanol en 4 destilerias de Brasil entre el pe-
riodo del 2007 y 2008, donde predominaron L. fermen-
tum y L vini, sin embargo encontraron otro tipo de
BAL como el caso de L. plantarum, con crecimiento en
los 30 primeros dias del proceso.

Efecto de las diferentes concentraciones de los antibio-
ticos y antimicrobiano sobre la poblacion y viabilidad
de Saccharomyces cerevisiae en etapa fermentativa.

Con base en los resultados obtenidos de los de antibié-
ticos y el antimicrobiano evaluado en cuanto a la pobla-
cion y viabilidad de la levadura, se observé que las O
horas no hubo cambio en ninguno de los montajes con
las concentraciones, manteniéndose sobre la misma
viabilidad en cuanto a la muestra control, transcurridas
las 24 horas se observan cambios en los antibidticos;
PEN y VIR demostraron un mayor efecto en el aumento
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Figura 4. Poblacion y viabilidad de la levadura con la materia prima del ingenio Aenlas Oy
24 horas pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de los diferentes antibidti-
cos. *Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3.

exponencial, MAN, LUP, EPV y EPVM demostraron
variabilidad segun las concentraciones utilizadas (figura
4). Por lo tanto se observé que los antibidticos ejercie-
ron efecto transcurrido las 24 horas, sin embargo la
diferencia existente entre los porcentajes de viabilidad
de acuerdo al test de tukey (P<0,05), son atribuidos al
efecto que ocasionan los antibiéticos a diferentes con-
centraciones segun la cantidad del componente activo
que genere un efecto en la fermentacion.

Para el caso de PEN se observan diferencias a partir de
las 24 horas, las concentraciones 4 y 8 ppm presentan
similitud en cuanto al promedio del porcentaje de viabi-
lidad segin el test de tukey (P<0,05), sin embargo, se
observa un crecimiento entre el promedio de poblacion
de levadura con respecto al aumento de la concentra-
cién del antibiético. Por lo anterior se infiere que el uso
de PEN no afecta la viabilidad de la levadura, concor-
dando con lo expresado por Bayrock y colaboradores
(2003), donde la viabilidad de la levadura con adicién
por choque o continuo de penicilina superé las células
viables sin antibidtico en estado estacionario. Los trata-
mientos con MAD transcurrida las 24 horas tuvieron un

efecto sobre el promedio de poblacién de levadura. Las
concentraciones de VIR a las 24 horas muestra que la
poblacion de levadura y promedio de viabilidad de le-
vadura, 4 y 8 ppm son similares, sin embargo 0 y 15
presentan diferencias entre ellas (P<0,05).Los resulta-
dos obtenidos con MON evidencian que el promedio
de viabilidad todas las concentraciones 0, 4,8 y 15
ppm no presentan diferencias, sin embargo en el pro-
medio de poblacion de levadura 0 y 15 ppm son dife-
rentes, y las concentraciones 4 y 8 ppm son iguales de
acuerdo a la prueba de Tukey (P<0,05). Estudios reali-
zado por Leite et al. (2013), se observé que a concen-
traciones de 46 ppm de MON la viabilidad de la leva-
dura disminuye. En el tratamiento con LUP las concen-
traciones utilizadas 0,15 y 30 ppm en el promedio de
viabilidad las variables no tuvieron diferencias estadisti-
cas (P<0,05) y en cuanto a la poblacién de levadura se
expresan de manera diferentes, obteniéndose en la
concentracion 15 ppm un incremento, contrario a los
expresado por Leite et. al., (2013), donde la viabilidad
de la levadura disminuy6 durante el proceso fermentati-
vo. El EPV presentd similaridad en la viabilidad en las
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Figura 5. Poblacion y viabilidad de la levadura con la materia prima del ingenio B en las 0 y 24
horas pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de los antibidticos y antimicrobiano.
*Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3

concentraciones 0y 4 ppm y en 8 y 15 ppm se obser-
varon diferencias entre ellas.

La figura 5 presenta el comportamiento de la levadura
en etapa fermentativa con la materia prima del ingenio
B, en las horas 0 y 24 pos-tratamiento con las diferentes
concentraciones de antibidticos y antimicrobiano. El
efecto de los antibidticos y antimicrobiano evaluados,
en cuanto a la poblacién y viabilidad de la levadura, se
observaron que las 0 horas no hubo cambio en nin-
guno de los montajes con las concentraciones evalua-
das, manteniéndose la misma viabilidad y poblacién de
la muestra control, transcurridas las 24 horas se efectia
un cambio significativo en cuanto a la poblacién de
levaduras, para el caso de los tratamientos con PEN se
presentd un aumento de poblacién, los tratamientos
VIR, EPV y LUP se evidencia diferencia estadisticas sig-
nificativas comparadas con el contro, sin embargo, la
poblacion del control es mayor al de las muestras trata-
das, para el caso de MAD, MON y EPVM, no se eviden-
cia diferencias significativas con el control de acuerdo
al test de tukey (P<0,05). Asi mismo transcurrido las

24 horas se evidencié que los tratamientos con PEN,
MAD vy LUP presentaron un efecto positivo sobre la
viabilidad de la levadura debido a que se logré promo-
ver el aumento de esta misma obteniendo mayores
indices que los iniciales, lo anterior no se refleja con los
tratamientos con VIR, MON EPV y EPVM, en los cuales
la viabilidad fue menor que el control de acuerdo al test
de tukey (P<0,05).

El uso de MON presenta una diferencia a nivel de po-
blacion entre 8 ppm y las concentraciones de 4, 15
ppm (no presentaron diferencias entre ellos), sin embar-
go, no se presenta una diferencia significativa entre las
concentraciones segun el test de tukey (P<0,05).

Por otra parte los tratamientos con LUP, la poblacién
no mostraron diferencias significativas entre las concen-
traciones estudiadas, sin embargo si se dio dicha dife-
rencia con la viabilidad siendo mejor 15 y 30 ppm res-
pectivamente de acuerdo a la prueba de Tukey
(P<0,05).
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Figura 6. Poblacién y viabilidad de la levadura con la materia prima del ingenio C en las 0 y 24 ho-
ras pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de los antibidticos y antimicrobiano.
*Letras iguales no presentan diferencias significativas; n=3.

Los tratamientos con EPV y EPVM, no mostraron dife-
rencias significativas de viabilidad en todas las concen-
traciones, sin embargo, se presenté diferencias significa-
tivas en la poblacién para las muestras con EPV, con
resultados a 15, 4 y 8 ppm respectivamente y para el
caso de EPVM, la poblacién tuvo resultado a 8 15y 4
ppm respectivamente.

La figura 6 presenta la viabilidad y poblaciéon de la leva-
dura en etapa fermentativa del ingenio C, en las 0 y 24
horas pos-tratamiento con las diferentes concentracio-
nes de los antibiéticos y antimicrobiano. El efecto de los
antibidticos y antimicrobiano evaluados en cuanto a la
poblacion y viabilidad de la levadura, se observaron
que las 0 horas no se presenté cambio en los montajes
con ninguna de las concentraciones, manteniéndose
sobre la misma viabilidad y poblacién de la muestra
control, a la hora 24 se da un cambio significativo de
viabilidad entre las concentraciones y el control de pe-
nicilina y EPVM, para el caso de la poblacion estas dife-

rencias se dan con PEN, VIG, LUP y EPV, los demas
antibiéticos en ambas variables no presentaron diferen-
cias significativas con respecto al control segtn el test
de tukey (P<0,05).

Estos resultados permiten inferir que para el ingenio C,
el uso de PEN no afecta la viabilidad ni la poblacion,
para el caso de los otros antibiéticos aunque tampoco
se da dicha afectacion estas concentraciones de anti-
bidtico actdan igual que el control. Los tratamientos
con PEN para todos los ingenios tuvieron una diferen-
cia significativa en cuanto a la poblacién con respecto a
la muestra control, sin embargo los niveles de viabilidad
fueron iguales en las tres concentraciones de acuerdo
al test de Tukey (P<0,05). Esto permite inferir que a
pesar que se presenta un incremento en la poblacién
en concentraciones de 30, 15 y 8 ppm respectivamen-
te, la viabilidad se maneja igual independientemente de
la concentracion.
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Figura 7. Crecimiento de bacterias acido lacticas (UFC/ml) del ingenio A en las 0, 4, 6 y 24 horas
pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de los antibidticos y antimicrobiano.

Por otro lado, los tratamientos con MAD no presenta-
ron diferencias significativas en cuanto a la viabilidad,
sin embargo la poblaciéon incremento a concentracio-
nes 4, 15 y 8 ppm respectivamente, de acuerdo al test
de Tukey (P<0,05). El uso de VIR no present6 diferen-
cias significativas a nivel de viabilidad, sin embargo la
poblacion tuvo efectos en concentraciones de 15, 8 y 4
respectivamente segin Tukey (P<0,05), estos resulta-
dos son similares a los obtenidos en estudios por (Zia,
Asghar, & Bhatti, 2011) en donde las concentraciones
de 0.5, 1.0, 2.0 y 2.5 ppm de virginiamicina (lactrol), no
presentaron diferencias significativas con la muestra
control. Para el caso de MON se presentan diferencias
significativas a las 24 horas donde se observé un efecto
sobre la poblacién de levadura sin diferencias significati-
vas en las concentraciones de 4y 15 ppm; no obstante
en el promedio del porcentaje de viabilidad 0, 4 ppm
no demuestran diferencias entre ellas y 8 ppm tuvo
similitud con los resultados obtenidos entre 4 y 15, se-

gun el test de Tukey (P<0,05). Los resultados con LUP
y EPV no presentan diferencias significativas en el pro-
medio de porcentaje de viabilidad, sin embargo el pro-
medio de poblacion presenta diferencias significativas
entre todas las concentraciones segtn tukey (P<0,05).
EPVM present6 diferencias significativas en el promedio
de poblacién de levadura, sin embargo el porcentaje de
viabilidad no presenté diferencias significativas entre las
concentraciones 4, 8 y 15 ppm segun el test de Tukey
(P<0,05).

De los anteriores resultados presentados para cada in-
genio se infiere que aquellos tratamientos en donde los
niveles de viabilidad eran mayores que el control, se
promueven el aumento de la poblacién y porcentaje de
viabilidad de S. cerevisiae, lo cual puede estar relaciona-
do con el control que ejercen estos antibidticos sobre
los niveles de AL presentes en la muestra, como lo ex-
presa los estudios realizados por Calvaho et al., 2011,
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donde los niveles de acido producidos por la sintesis
bacteriana afectaron directamente el proceso de fer-
mentacion relacionando esto con la viabilidad de la
levadura. En otros estudios Brexé et al., (2017), recolec-
taron informacion referente a como algunas sustancias
liberadas por las bacterias contaminantes de los siste-
mas fermentativos en especial aquella de tipo acido
lactico, afectan el crecimiento de la levadura generando
inhibiciones en la produccion de etanol, en este estudio
se habla a su vez de la posible dependencia de los nive-
les de 4cido lactico a los nutrientes derivados de la leva-
dura, por tal motivo es importante el control de bacte-
rias contaminantes al mismo tiempo que los productos
generados por estos, especialmente de BAL que son
mds recurrentes y abundantes en este proceso (Basso
etal, 2014).

ENSAYO 2. FERMENTACION A ESCALA DE LABORA-
TORIO

Efecto de las diferentes concentraciones de antibio-
ticos sobre el crecimiento bacterias acido lacticas
durante la fermentacion

En la figura 7, se presenta el comportamiento (UFC/ml)
de las bacterias acido lacticas durante la produccion en
etapa fermentativa con material prima proveniente del
ingenio A en las horas 0, 4, 6 y 24 pos-tratamiento con
las diferentes concentraciones de los antibidticos y anti-
microbiano.

Penicilina. En la grafica se observa que en el tiempo
cero no presentan cambios en la poblacién de bacte-
rias AL con respecto al control. Al transcurrir las 4 horas
se observa una disminucién en la poblaciéon de bacte-
rias en todos los tratamientos, incluyendo el control; sin
embargo no se encuentran diferencias entre las concen-
traciones de antibidticos con respecto al control segin
la prueba de kruskal-wallys (P<0.05). A las 6 horas se
presenta un aumento en la poblacion en la concentra-
cién 8 ppm vy el control, mientras que en las concentra-
ciones 15 y 30 ppm se mantiene la poblacion similar a
las 4 horas, presentando diferencias con respecto al
control segun la prueba de kruskal-wallys (P<0.05). Lue-
go a las 24 horas se observa una disminucién en la po-
blacién para los tratamientos 8, 15y 30 ppm y no en el
control, presentando diferencias significativas entre el
control y los tratamientos segun la prueba de kruskal-
wallys (P<0.05). Resultados similares fueron reportados
por Bayrock et al.,, (2003), donde se obtuvo un la dismi-
nucion de bacterias AL con penicilina G adicionada por
choques y/o continua a concentraciones de 2.475 U/I.

Maduramicina. Los resultados obtenidos en cuanto a
las concentraciones evaluadas muestran en el tiempo 0

no evidencian diferencias significativas con respecto al
control, transcurrida las 4 horas se observa una disminu-
cion en la poblacion de bacterias AL incluyendo la
muestra control, sin diferencias significativas entre las
concentraciones 0, 8, 15 y 30 ppm segun la prueba de
kruskal-wallys (P<0.05). A las 6 horas se presenta un
aumento en la poblacién en las concentraciones 0, 8,
15y 30 ppm, entre las cuales no se presenta diferencias
significativas seguin kruskal-wallys (P<0.05). A las 24
horas se observa una disminucién en la poblacion para
los tratamientos 8, 15 y 30 ppm y en el control, sin
presentar diferencias significativas entre el control y los
tratamientos segin la prueba de kruskal-wallys
(P<0.05).

Virginiamicina. Se realizé la prueba de kruskal-wallys
para establecer las diferencias entre los tratamientos
donde no se evidenciaron diferencias significativas en-
tre la muestra control y las concentraciones evaluadas
en el tiempo 0. A las 4 horas se evidencié una disminu-
cion en la poblacion de bacterias AL incluyendo la
muestra control, sin embargo se determiné diferencias
significativas entre la concentracién de 15 ppm vy las
concentraciones de 4 y 8 ppm (no presentaron diferen-
cias significativas entre ellos y la muestra control), se-
gin la prueba de kruskal-wallys (P<0.05); transcurrida
las 6 horas se presenté un aumento en la poblacién
bacteriana, observandose diferencias significativas entre
4 y las concentraciones de 8 y 15 ppm (quienes no
muestran diferencia significativa entre ellas), como lo
evidencia la prueba de kruskal-wallys (P<0.05); a las 24
horas se observé una mayor disminucién en la pobla-
cion incluyendo a la muestra control, en donde se pre-
sentan diferencias significativas entre las concentracio-
nes de 4; 8 ppm y la concentracién 15 ppm (no mues-
tra diferencia significativa con el control) segin la prue-
ba de kruskal-wallys (P<0.05). Estudios realizados por
Rich et al., (2011), informé el efecto inhibidor de virgi-
niamicina a concentraciones de 2 pg/ml y 32 ug/ml,
sobre 8 de 10 aislamientos en ensayos rapidos de pla-
cas que contenian el antibidtico.

Monensina. En los tratamientos con MON, no se evi-
dencia diferencias significativas en el tiempo 0 para
cada una de las concentraciones utilizadas y el control
seguin la prueba de kruskal-wallys. A las 4 horas se ob-
servo una disminucién en el crecimiento de las bacte-
rias AL en las concentraciones de 0, 4, 8 y 15 ppm, con
diferencia significativas entre las concentraciones 4 , 8 y
15 ppm ( no present6 diferencias con la muestra con-
trol), a las 6 horas se evidencié un aumento en el creci-
miento poblacional de las bacterias en las concentracio-
nes de 0, 4 y 8 ppm, sin embargo se da una disminu-
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cién en la concentracion de 15 ppm, mostrando dife-
rencias significativas entre 8, 15y la concentracion de
4 ppm ( no muestra diferencia con el control), segin la
prueba de kruskal-wallys, al paso de las 24 horas se da
una disminucién en el crecimiento de las bacterias en
todas las concentraciones incluyendo la muestra con-
trol, se presenté diferencia significativa entre la concen-
tracion de 15 ppm y las concentraciones de 4 y 8 ppm
(no presentaron diferencias con la muestra control)
segun la prueba de kruskal-wallys (P<0.05). Alcarde et
al. (2001), logré disminuir en 12 horas la contaminacion
de muestras tomadas de un proceso fermentativo con
el uso de Kamoran HJ a concentraciones de 3 ppm.

Lapulo. Los resultados obtenidos segin la prueba de
kruskal-wallys (P<0.05) no presentaron diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones utilizadas en los tra-
tamientos y la muestra control en el tiempo 0, a las 4
horas se evidencia que la concentracion 15 y 30 ppm
se encuentran por encima del control, a las 6 horas se
observé que la concentracién de 30 ppmy 15 ppm (no
presenta diferencias con la muestra control) presentan
diferencias significativas con respecto al control, sin
embargo 15 y 30 ppm se encontraban por encima de la
muestra control; transcurridas las 24 horas se observa
que las concentraciones de 15 y 30 ppm presentan
diferencias significativas comparado a la muestra con-
trol seglin la prueba de kruskal-wallys (P<0.05). Estu-
dios realizados por Leite et al. (2013), informé que a
concentraciones de 46 mg/L el extracto de ldpulo B-
BIO 45 es efectivo contra contaminacion mixta de bac-
terias presentes en la etapa fermentativa.

EPV. Segln la prueba de kruskal-wallys (P<0.05), se
observa que en el tiempo 0 no hubo diferencias signifi-
cativas en cada una de las concentraciones utilizadas,
transcurridas las 4 horas se observa la disminucién en el
crecimiento de las bacterias AL en todas las concentra-
ciones incluyendo la muestra control, sin embargo las
concentraciones de 4, 8 y 15 ppm se encontraron por
encima del control, a las 6 horas se evidencia un incre-
mento en la muestra control y disminucién en las con-
centraciones de 4, 8 y 15 ppm presentandose diferen-
cias significativas entre las concentraciones 15 y 4 8
ppm (no presentan diferencias entre ellos); a las 24
horas se observa disminucion en la poblacién bacteria-
na en todas las concentraciones incluyendo control,
mostrando diferencias significativas entre la concentra-
cion de 8 ppm y las concentraciones de 4 y15 ppm (no
presentan diferencias significativas entre ellas) con res-
pecto a la muestra control.

EPVM. los tratamientos efectuados con EPVM, segtin la
prueba de kruskal-wallys (P<0.05) demostraron que en
el tiempo 0 no existen diferencias entre la concentracio-
nes utilizadas, transcurrida las 4 horas se observé la
disminucién del crecimiento de las bacterias AL inclu-
yendo el control; presentado diferencias significativas la
concentracion de 15 ppm vy las concentraciones de 4 y
8 ppm (no presentan diferencias entre ellos y la mues-
tra control), a las 6 horas se evidencia un aumento en el
crecimiento de las bacterias a concentraciones de 0, 4
y 8 ppm vy disminucién en 15 ppm, presentando dife-
rencias significativas las concentraciones 4, 8 y 15 ppm
con respecto a la muestra control; en las 24 horas se
observé disminucién en el crecimiento de bacterias
incluyendo la muestra control, presentando diferencias
significativas entre las concentraciones de 8 y15 ppm vy
la concentracién de 4 ppm ( no presento diferencia con
el control).

En la figura 8 se presenta el crecimiento (UFC/ml) de
las bacterias AL en etapa fermentativa del ingenio B en
las horas 0, 4, 6 y 24 pos-tratamiento con las diferentes
concentraciones de antibidticos y antimicrobiano.

Penicilina. Los resultados obtenidos no demostraron
diferencias entre las concentraciones evaluadas y el
control en el tiempo 0, segin la prueba de kruskal-
wallys (P<0.05), transcurrido las 4 y 6 horas no se pre-
sentan diferencias significativas entre las concentracio-
nes y la muestra control, e la hora 24 se observé dife-
rencias significativas entre la concentracién de 30 ppm
y las concentraciones de 8; 15 ppm (no presentaron
diferencias entre ellas y la muestra control) segin estu-
dios publicados, el uso frecuente de antibidticos pro-
mueve el potencial para el surgimiento de nuevas cepas
resistentes a los antibidticos, encontrando a bacterias
AL resistente a la inhibicion de la sintesis de la pared
celular, efecto causado en las bacterias por el uso de
penicilinas y ampicilinas (Alés et al., 2015).

Maduramicina. Segin la prueba de kruskal-wallys
(P<0.05) se encontré que los tratamientos con el anti-
bidtico en el tiempo 0 no presentan diferencias signifi-
cativas entre si, al paso de las 4 horas se evidencié una
disminucion en el crecimiento de las bacterias AL inclu-
yendo la muestra control, presentando diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones de 8 y 15 ppm vy la
concentracion de 4 ppm (no presento diferencia con el
control), transcurridas 6 horas se observé una mayor
disminucion del crecimiento de las bacterias AL en don-
de las concentraciones 4, 8 y 15 ppm presentaron dife-
rencias significativas con la muestra control, posterior-
mente a las 24 horas se evidencié un aumento en las
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Figura 8. Crecimiento de bacterias acido lacticas (UFC/ml) del ingenio B a las O, 4, 6 y 24 horas
pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de antibidticos y antimicrobiano.

concentraciones 4, 8 y 15 ppm y una disminucién en la
muestra control, lo que permite deducir que el efecto
residual del antibiético MAD es muy corto.

Virginiamicina. Los resultados obtenidos con VIR se-
gin la prueba kruskal-wallys (P<0.05) no existen dife-
rencias significativas en el tiempo 0 para cada una de
las concentraciones utilizadas y el control, posterior a
las 4 horas se observa una pequefa disminucion en el
crecimiento bacteriano, sin embargo se presentan dife-
rencias significativas entre la concentracion de 15 ppm
y las concentraciones de 4 y 8 ppm (no presentan dife-
rencias entre ellas), transcurridas las 6 horas se observa
diferencias significativas en las concentraciones de 4 y
15 ppm vy la concentraciéon de 8 ppm (no presenta dife-
rencia con el control), a las 24 horas se evidencié una
disminucion en el crecimiento de BAL con diferencias
significativas entre la concentracién de 15 ppm vy las
concentraciones de 4 y 8 ppm (no presentaron diferen-

cias con la muestra control). Contrario a estos resulta-
dos fueron encontrados por Ledesma (2013), donde se
observéd el efecto inhibidor sobre las bacterias acido
lacticas en tiempos de 6 y 12 horas con el uso de VIR a
3 ppm. Sin embargo Murphree et al, 2014, informé
altos niveles de resistencia a VIR especialmente en los
ensayos fenotipicos en donde se observé mecanismos
de inactivacién de antibidticos.

Monensina. Segtn la prueba de kruskal-wallys (P<0.05)
se evidencié que no existen diferencias significativas en
el nivel de bacterias acido lacticas en las concentracio-
nes evaluadas para el tiempo 0, en las 4 horas se obser-
vé disminucién en el crecimiento de BAL presentando
diferencias significativas entre las concentraciones de 4,
8 y 15 ppm y el control, pasadas las 6 horas se da una
disminucién en la concentracion de 15 ppm presentan-
do diferencias significativas con las concentraciones 4 y
8 ppm vy el control. A las 24 horas se muestra menor
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Figura 9. Crecimiento de bacterias acido lacticas (UFC/ml) del ingenio C en las 0, 4, 6 y 24 horas
pos- tratamiento con las diferentes concentraciones de antibidticos y antimicrobiano.

crecimiento entre las concentraciones 8 y 15 ppm que
la concentracién de 4 ppm, sin embargo solo se mues-
tra una tendencia, sin mostrar diferencias significativas
seguin kruskal-wallys (P<0.05). Estudios realizados por
Gois et al., 2013, mostraron un efecto sobre la reduc-
cion de Lactobacillus sp con el uso de Kamoran en con-
centraciones de 10 ppm en un proceso fermentativo de
una planta de etanol de Brasil.

Lapulo. Los resultados obtenidos segln la prueba de
kruskal-wallys (P<0.05) demuestran que en el tiempo 0
para cada una de las concentraciones utilizadas no se
presentan diferencias significativas, a las 4 y 6 horas se
observa un pequefio aumento en la poblacién de BAL
sin presentar diferencias significativas entre las concen-
traciones de 15 y 30 ppm, transcurrida las 24 horas se
observé una disminucién en el crecimiento de las bac-

terias incluyendo la muestra control, presentando dife-
rencias significativas entre las concentraciones de 15y
30 ppm con la muestra control. Resultados similares
han sido reportados por Leite et al, (2013), en donde
se demostro el efecto inhibidor de los aceites de lipulo
sobre las bacterias acido lacticas en concentraciones de
46 ppm.

EPV. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se-
gun la prueba de kruskal-wallys (P<0.05) en el tiempo 0
no se observan diferencias significativas para el caso de
cada una de las concentraciones evaluadas y la muestra
control, en las 4 horas se evidencia una disminucion en
las concentraciones 4, 8 y 15 ppm, mostrando diferen-
cias significativas con la muestra control, a las 6 horas
se da otra pequefa disminucién en el crecimiento de
las bacterias AL, se observé diferencias significativas
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entre 15 y las concentraciones de 4 y 8 ppm (no pre-
sentaron diferencias entre ellos), a las 24 horas se evi-
dencié un aumento en la concentracién poblacional
tratada a 4 ppm y una disminucién con las concentra-
ciones de 8 y 15 ppm, presentando diferencias significa-
tivas entre todas las concentraciones y la muestra con-
trol.

EPVM. Segun la prueba de kruskal-wallys (P<0.05) se
evidencia que en el tiempo 0 no existen diferencias
entre las concentraciones utilizadas y el control, a las 4
horas se observé una disminucion en el crecimiento
presentandose diferencias significativas entre la concen-
tracion de 8 ppm vy las concentraciones de 4 y 15 ppm
(no demuestran diferencias entre ellos), transcurridas las
6 horas se evidencié diferencias significativas entre
todas las concentraciones y la muestra control, a las 24
horas se determinan diferencias entre las concentracio-
nes 4, 8 y 15 ppm; sin embargo el crecimiento pobla-
cional de bacterias AL es mayor en 15 ppm que en la
concentracion de 8 ppm.

En la figura 9 se presenta el comportamiento (UFC/ml)
de las bacterias AL produccién en etapa fermentativa
del ingenio C en las horas 0, 4, 6 y 24 pos-tratamiento
con las diferentes concentraciones de antibidticos y
antimicrobiano.

Penicilina. Los resultados obtenidos en el tiempo 0 no
existen diferencias entre las concentraciones evaluadas
segun la prueba de kruskal-wallys (P<0.05); a las 4 ho-
ras se observé que las concentraciones de 8 y 15 ppm
son similares a la muestra control y la concentracion de
30 ppm se encuentra por encima del control; en las 6
horas se observa diferencia entre los niveles de bacte-
rias AL, mostrando diferencias en cada una de las con-
centraciones, sin embargo los datos son estadisticamen-
te similares entre ellos; al paso de las 24 horas se evi-
dencié una disminucién de la poblacion bacteriana me-
nor al control en las concentraciones de 8, 15 y 30
presentandose una tendencia y diferencia significativa
con la muestra control. En un estudio realizado por
Stoppa et al.,, (2000), se logré disminuir durante 23 ho-
ras el crecimiento de cepas de Bacillus y Lactobacillus
con el uso de penicilina, sin embargo posterior a este
tiempo se presentd crecimiento con la cepa de Bacillus,
infiriendo que el uso de penicilina tiene mayor efectivo
en periodos de contacto cortos.

Maduramicina. Los resultados obtenidos segtin la prue-
ba de kruskal-wallys (P<0.05) arrojaron que en el tiem-
po 0 no existen diferencias entre las concentraciones y
el control, a las 4 y 6 horas no se presentan diferencias

significativas; a las 24 horas se observa una disminucién
de los valores de la poblacion, sin embargo, las concen-
traciones 4, 8 y 15 ppm no presentan diferencias esta-
disticas.

Virginiamicina. En este caso, los resultados presentaron
que para el tiempo cero no existen diferencias entre las
concentraciones utilizadas, seglin la prueba de kruskal-
wallys (P<0.05). Transcurridas 4 horas se observa que
4, 8 y 15 ppm son similares entre si, y 15 ppm se pre-
senta por encima del control, a las 6 horas los valores
son diferentes a la muestra control, pero son semejan-
tes entre si, luego de las 24 horas no se evidencia dife-
rencias significativas entre las concentraciones y el con-
trol. Hamdy et al.,(1996), informé que a concentracio-
nes de 2 ppm de virginiamicina no se presentaron dife-
rencias significativas con el control, sin embargo, logro
reducir el crecimiento de Micrococcus luteus a 20 ppm,
seguimiento realizado por 96 horas en fermentadores
de 24 litros a 30° C, contrario a lo reportado por
Muhammad et al, (2011), el cual logro reducir a partir
de 0.5 ppm y con mayor efecto en la concentracion de
2 ppm, con la cual no hubo crecimiento de bacteria
contaminante y los niveles de alcohol aumentaron.

Monensina. Los resultados obtenidos segtin la prueba
de kruskal-wallys (P<0.05) mostraron que a la hora 0
no existen diferencias entre las concentraciones y el
control, a las 4 horas se evidencié que 8 y 15 ppm son
similares entre ellos, manteniéndose por debajo de la
muestra control, en la hora 6 se observé que no existen
diferencias entre las concentraciones 4, 8 y 15 ppm, 24
horas después se determiné que 4 y 15 ppm son dife-
rentes entre ellos por debajo del control. Alcarde et al.,
(2001), informé el efecto de kamoran HJ sobre bacte-
rias contaminantes presente en mosto de cafa de azd-
car, reduciendo los niveles de contaminacion con con-
centraciones de 3 ppm.

Lapulo. El tratamiento con LUP demuestra segin la
prueba de kruskal-wallys (P<0.05) en el tiempo 0 que
no hay diferencias entra las concentraciones usadas, en
las 4 horas las concentraciones 15 y 30 ppm son igua-
les, a las 6 horas 15 y 30 ppm son diferentes entre si sin
embargo, se encontré por encima del control, pasadas
las 24 horas 15 y 30 ppm muestran diferencias significa-
tivas por debajo del control, indicando la eficacia del
antimicrobiano cuando hay mas horas de contacto.
Rickel et al., (2006), informé en su estudio la accién de
acidos de ldpulo con el uso de LactoStab e IsoStab, los
cuales frenaron el crecimiento de las bacterias contami-
nantes a concentraciones entre 18 y 48 ppm, logrando
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mayor sensibilidad con L. fermentum comparado con L.
brevis, posterior a las 60 horas.

EPV. segtn la prueba de kruskal-wallys (P<0.05) se evi-
dencié que en el tiempo 0 no hay diferencias entre las
concentraciones a las 4 horas se observé que 4 y 15
ppm son similares entre ellos, 8 ppm demostré resulta-
dos al mantenerse significativamente por debajo del
control, en la hora 6, 8 y 15 ppm tienen similitud entre
ellos, al paso de las 24 horas se observa que las varia-
bles no presentan diferencias significativas entre ellos,
sin embargo, se mantienen por debajo de la muestra
control.

EPVM. Los datos obtenidos de acuerdo con la prueba
de kruskal-wallys (P<0.05) en el tiempo 0 no hay dife-
rencias significativas entre las concentraciones utiliza-
das y el control, a las 4 horas se determiné que 15y 4
ppm son iguales entre ellos y 8 ppm no muestra dife-
rencia con respecto al control, en la hora 6 se eviden-
cio que 8 y 15 ppm son similares entre ellos y 4 ppm
mostro mayor diferencia con respecto a 8 y 15 ppm
manteniéndose por debajo del control, a las 24 horas 4
y 8 ppm presentan similitud entre ellos y 4 y 15 ppm
diferencias entre sus valores.

CONCLUSIONES

Los antibiéticos, VIR en el ingenio A, EPVM en el inge-
nio B y el antimicrobiano LUP en los tres ingenios, son
eficientes en el control de bacterias contaminantes sien-
do mayor el efecto en los antibidticos cuando se utili-
zan en altas concentraciones (15 ppm) y en el antimi-
crobiano la menor concentracién (15 ppm). Los niveles
de produccion de AL en la etapa fermentativa del inge-
nio A se reducen con todos los antibidticos en las dife-
rentes concentraciones, lograndose un mayor efecto
cuando se utilizan las concentraciones mas altas. En el
ingenio B la PEN, MAD, VIR y LUP fueron los mas efi-
cientes en la mayor concentracién. En el ingenio C, los
niveles de concentracion de AL se reducen con la ma-
yoria de los antibidticos excepto EPV, el mayor efecto
se dio utilizando las concentraciones mas altas.

El crecimiento de la poblacién la levadura en la etapa
fermentativa con la materia prima del ingenio A aumen-
ta cuando se utilizan las concentraciones mas altas de
PEN vy VIR, caso contrario con LUP, EPVM, MAD vy
MON donde a menor concentracion. Asi mismo, todos
los antibidticos presentaron un efecto sobre la viabili-
dad de la levadura con excepcion del EPV a 8 ppm.
Con la materia prima del ingenio B, la PEN, LUP vy
EPVM tienen un efecto sobre la poblacién y la viabili-
dad de la levadura en todas las concentraciones y con

el ingenio C la poblacién de la levadura incrementa con
la adicién de PEN, MAD vy VIR, asi como también la
PEN, MAD y EPVM tiene un efecto en la viabilidad de
la levadura. El antimicrobiano LUP en los tres ingenios
tiene estimula la poblacion de la levadura y su viabili-
dad principalmente cuando se utiliza en una menor
concentracion.

El efecto sobre control del crecimiento de BAL en el
ingenio A varia conforme el tiempo de accién y no por
el tipo de antibidtico y su concentracién, siendo mas
eficientes a las 24 horas. En el ingenio B, varia confor-
me al tiempo de accién y antibidticos o antimicrobiano
obteniendo un mayor control con el uso de MAD,
MON, EPV y EPVM a las 6 horas y LUP a las 24 horas,
mientras en el ingenio C con MON y LUP.
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