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Abstract

In the ethanol industry and research community, Saccharomyces cerevisiae is regarded as the most
competitive fermentation yeast, so industrial yeast populations are rarely studied. The Dekkera species
has been considered as the main contaminant yeast in bioethanol production, showing a surprising growth
capacity and better adaptation than S. cerevisiae. The aim of this study was to analyze the various
measures that can be taken to eradicate this yeast contaminant in distilleries. Modifications were
introduced to the fermentation process: yeasts were treated at pH 2, fermentation time was shortened, air
was not fed into the prefermenter, and the power system was replaced. It was possible to control Dekkera
presence and improve the fermentation process. It also became evident that factory staff needs to be
appropriately trained to detect contamination early.



Introduccion

La via fermentativa de produccién de etanol es hoy competitiva porque es sostenible y porque
en esta industria, se busca fundamentalmente trabajar con materias primas baratas y una
mayor eficiencia en los procesos de fermentacion. La fermentacién alcohélica consiste en la
transformacién de azlcares en etanol, gas carbonico y energia, por accion catalitica de
microorganismos, especialmente levaduras (Garcia Camus et al., 2006).

Las levaduras son los microorganismos mas utilizados para la produccion de etanol por via
fermentativa, ya que presentan una alta productividad en la conversion de azlcares a bioetanol
y se separan mejor después de la fermentacién. Entre las especies mas utilizadas, se
encuentran:  Saccharomyces cerevisiae, S. ellipsoideus, Candida seudotropicalis,
Kluyveromyces marxianus, Candida bytyrii, Pichia stipatis, Schizosaccharomyces pombe y P.
membranaefaciens.

Las condiciones de acidez, temperatura, concentracion de sustratos y higiene, asi como los
procedimientos industriales (preparacién de pie de cuba y de mosto, limpieza, etc.), pueden
permitir el desarrollo de otros tipos de microorganismos que compiten por los azlcares,
produciendo compuestos organicos indeseables para la calidad final del alcohol, que a su vez
resultan ser toxicas para las levaduras (Camargo et al., 1990).

La contaminacién microbiana en el proceso de fermentacién de debe a la presencia de
bacterias lacticas y bacterias productoras de polisacaridos. Muy poco se conoce sobre
levaduras contaminantes. La levadura Dekkera bruxellensis es considerada como una de las
principales contaminantes de diferentes procesos fermentativos, entre ellos, el de la produccion
de etanol combustible.

Objetivo
El objetivo de este trabajo fue analizar las diferentes medidas que se pueden llevar a cabo en
una destileria para lograr la erradicacion de la levadura contaminante Dekkera bruxellensis.

Materiales y métodos

El estudio se llevé a cabo en una destileria de la provincia de Tucuman, cuya produccién anual

de alcohol hidratado (96°GL) es de 63 millones de litros y 60 millones de litros de alcohol

anhidro. Se realizdé un relevamiento y control del proceso de fermentacién alcohédlica que se
lleva a cabo alli, tomandose diferentes muestras (levadura recuperada, crema de levaduras,

mosto inicio y final, vino) y analizando los siguientes parametros microbiolégicos y

fisicoquimicos:

¢ Recuento en camara de Neubauer: se utilizé la técnica detallada por Copersucar (1987) para
cuantificar y distinguir las levaduras viables (vivas) de las inviables (muertas).

e Porcentaje de solidos solubles (°Brix): se uso6 un refractometro automatico Leica AR 600.

e Porcentaje de levadura: por centrifugacion (3000 rpm, 10 minutos), se obtiene la
sedimentacion de las levaduras presentes en la muestra (da Silva et al., 2003).

e AzUcares reductores totales (% ART): se utilizd el Método de Eynon-Lane (da Silva et al.,
2003).

e Tenor alcohdlico: se realizaron destilaciones en un equipo de Kjeldahl y se determiné el tenor
alcohdlico, expresado en grados Gay-Lussac (°GL), mediante la utilizacion de un densimetro
digital (Planalsucar, 1980). El valor determinado representé la cantidad de alcohol (litros)
existente en 100 | de una mezcla hidroalcohdlica a 20°C (da Silva et al., 2003).

Resultados

Durante el muestreo, realizado con la intencion de hacer un relevamiento de datos y muestras
para poder realizar la determinaciéon de rendimiento alcohdlico en la destileria bajo estudio,
observamos levaduras de morfologia diferente a la de las que se emplean en el ingenio para la
fermentacién de melaza y jugo de cafia de azucar en las cubas y prefermentador. Por las
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caracteristicas morfoldgicas, la levadura que contaminaria el proceso seria una Dekkera sp. Las
levaduras del género Brettanomyces, o Dekkera, su forma teleomorfica (nombre que reciben las
especies que presentan reproduccion sexual y, en consecuencia, formacién de esporas por
meiosis), fueron descritas por primera vez por Claussen en 1903 en la produccion de cerveza
(Clausen, 1903). Este género se conoce, desde hace tiempo, como agente contaminante en la
industria cervecera, de la sidra y de bebidas carbonatadas. En la industria enoldgica, su
descripcién como alterante es mas reciente. Aunque al género lo constituyen cinco especies
diferentes, en vinos aparece Unicamente Dekkera bruxelliensis. La morfologia celular es ojival o
cilindrica, con gemaciéon multipolar en reproduccién vegetativa, y tiene un tamafo celular
variable (Figura 1).

Figura 1. Fotografia donde se observa la morfologia de Dekkera
(x1000). Fuente: Microvitis (http://www.microvitis.com/Microscopie.php).

Algunas caracteristicas importantes de estas levaduras son las siguientes:

a) Nutrientes. Como fuente de carbono, Dekkera emplea azlcares residuales presentes en el
mosto después de la fermentacion alcohdlica. En cuanto a los compuestos nitrogenados,
presenta requerimientos escasos, aunque la presencia de aminoacidos y sales amoniacales
estimula la proliferacion celular. Se aconseja una nutricibn adecuada en fermentacién
alcohdlica, pero nunca en exceso, sobre todo en sales de amonio.

b) Tiempo. Dekkera posee un metabolismo lento, por lo que el factor tiempo es requisito
fundamental para el desarrollo de poblaciones alterantes.

c) Temperatura. La temperatura activa el metabolismo celular, pero temperaturas bajas (< 8°C)
y altas (> 42°C) pueden inhibir su crecimiento.

d) Oxigeno. Es una levadura capaz de desarrollar en anaerobiosis, aunque la presencia de
oxigeno favorece su desarrollo y estimula la sintesis de acidos volatiles.

Teniendo en cuenta el metabolismo de estas levaduras y los procedimientos que se llevan a
cabo en la fermentacion, se realizaron las siguientes modificaciones al sistema:

1) Disminucion del pH de tratamiento de levaduras en el prefermentador.

2) Disminucién del tiempo de fermentacion.

3) Eliminacién del agregado de aire en el prefermentador.

4) Modificaciones en el sistema de alimentacion.

En las siguientes figuras, se puede observar la evolucion del proceso de fermentacién con las
diferentes modificaciones realizadas.

En la Figura 2A observamos el tipo de alimentacion que se suministré diariamente al proceso

fermentativo: mielaza, mosto y/ o jugo de segunda presién clarificado. Es importante destacar
gue a partir del dia 21 de octubre, no se alimenté con jugo de cafia de azucar. Esto es
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importante ya que, al no suministrar jugo, se disminuye el aporte de nitratos a la alimentacion,
sustancias que estimulan el desarrollo de la levadura contaminante.

En la Figura 2B, podemos observar la incorporacién de azucares reductores al sistema, asi
como también los valores obtenidos en el vino centrifugado, posterior al proceso de
fermentacion.
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Figura 2. Alimentacidén del proceso de fermentacion; A) sélidos solubles y B) azlicares
reductores totales.

En la Figura 3, se observa el proceso de acidificacién con &cido sulfdrico en el prefermentador.
A partir del dia 18 de octubre, se decidié disminuir el pH entre valores de 1,8 y 2,0 para poder
controlar esta levadura contaminante, ya que tiene poca resistencia a las condiciones &cidas, a
valores de pH menores a 2,2. No se pudo reducir mas el pH (hasta 1,5) por la baja viabilidad de
Saccharomyces (20%), ya que el proceso podria verse afectado por completo. El dia 3 de
noviembre, se normaliz6 el tratamiento acido, ya que se logré controlar la contaminacion.
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Figura 3. Valores de acidificacion del prefermentador.

En la Figura 4, se muestra la cantidad de sdlidos solubles presentes en todas las cubas de
fermentacién del sistema continuo, durante el periodo de control del proceso. El dia 20 de
octubre, se transfiri6 el mosto de fermentacion directamente desde la cuba 3 a la cuba 5,
porque se observé que la cuba N° 4 presentaba valores de sdlidos solubles (°Brix) constantes,
lo que permiti6 una disminucién del tiempo de fermentacién. Esto puede representar una
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ventaja frente al desarrollo de la levadura contaminante, al presentar una velocidad de
crecimiento y de fermentacion mucho menor que la de Saccharomyces.
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Figura 4. Sélidos solubles (°Brix) en las diferentes cubas de
fermentacion.

En la Figura 5, se observa la viabilidad de las levaduras en estudio, Saccharomyces y la
contaminante tipo Dekkera. En el dia 17 de octubre, la viabilidad de Saccharomyces se
encontraba muy disminuida (20%) con respecto al valor normal que se espera en la cuba de
fermentacioén. Por el contrario, Dekkera presentaba un valor de viabilidad del 45%, que aumento
al 70% el dia 19 de octubre. La misma tendencia se observd cuando se realizé el recuento de
las levaduras, lo cual nos indicaba el grado de contaminacién del sistema de fermentacion.
Luego de tomarse las medidas anteriormente mencionadas para tratar de mejorar el proceso,
observamos que a partir del dia 27 de octubre, comenzaron a disminuir los valores de viabilidad
de la levadura contaminante y a acrecentarse la viabilidad de Saccharomyces.
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Figura 5. Viabilidad de Saccharomyces y Dekkera en la cuba de
fermentacion N° 5.

Por otra parte, en los diferentes dias que se analizaron las muestras correspondientes a cubas
de fermentacion, se detectd la presencia de levaduras de morfologia oval con formacién de
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pseudohifas, morfologia correspondiente a Candida, otro tipo de levadura contaminante del
proceso. El recuento de este tipo de levadura fue muy bajo y las medidas tomadas para el
control de Dekkera evitaron su proliferacion.

Por dltimo, podemos observar en la Figura 6 que la produccién de alcohol disminuyé entre los
dias 19 y 22 de octubre. A partir de esta fecha, se produjo un aumento paulatino en la
produccién de alcohol, debido a un mejoramiento del proceso de fermentacién principalmente
por el aumento de la viabilidad y recuento de Saccharomyces.
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Figura 6. Determinacion de alcohol en muestra de vino.

Conclusiones

Es importante destacar que, en conjunto, se logré realizar el control y manejo de la levadura
contaminante, lo que nos servira de experiencia para poder afrontar futuras contaminaciones en
la fermentacién alcohdlica.

Es necesario capacitar al personal de las industrias para que sean capaces de detectar una
contaminacion en forma temprana, lo cual permitirAd controlarla en forma mas rapida, sin
alteraciones importantes en la capacidad de produccién de alcohol.
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