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DESCRIPCION
El uso de mezclas sinérgicas de antimicrobianos para controlar microorganismos en procesos industriales
Campo de la invencion

La invencion se refiere al uso de combinaciones sinérgicas de antimicrobianos y a métodos de su uso para el control
de microorganismos indeseables en sistemas de biorrefinado acuoso o de fermentacion industrial.

Antecedentes de la invencion

Se sabe que la presencia de microorganismos en los sistemas de agua industrial puede ser un problema importante
en los procesos industriales, causando problemas con la disminucién de los rendimientos del producto, la calidad del
producto y la eficiencia del proceso. La presencia fisica de microbios puede causar problemas, tales como su
crecimiento en biopeliculas en superficies de intercambio de calor donde causan reducciones en la eficiencia de
transferencia de calor. La capacidad de los microbios para consumir una amplia variedad de materiales puede
causar reducciones en los rendimientos, por ejemplo, los microbios que consumen celulosa causan pérdida de
rendimiento en la industria de fabricacién de papel. Ademas, la producciéon de productos metabdlicos por microbios
contaminantes puede causar problemas, tales como la produccidon de productos acidos que pueden causar
problemas de calidad del producto o contribuir a problemas de corrosion.

Sin embargo, en algunas industrias, los microorganismos se utilizan para producir varios productos de fermentacion,
tales como etanol de grado industrial, destilados, cerveza, vino, productos farmacéuticos y nutracéuticos (productos
alimenticios que proporcionan beneficios para la salud, tales como alimentos fortificados y suplementos dietéticos),
industria de la panaderia y productos quimicos industriales. En estos casos, es deseable suprimir el crecimiento de
microbios no deseados y promover el crecimiento de los deseados. En este contexto, los microbios no deseados son
aquellos que compiten por el sustrato con o producen productos metadlicos que interfieren con el crecimiento de los
microbios deseados que estan produciendo el producto final deseado.

Las levaduras son microbios comunmente utilizados en los procesos de fermentacion. Un tipo comun de levadura
es Saccharomyces cerevisiae, la especie predominantemente utilizada en panaderia y fermentacion. Las levaduras
que no son Saccharomyces, también conocidas como levaduras no convencionales, se usan también para fabricar
una serie de productos comerciales.

Otros microorganismos también pueden ser Utiles en la fabricacion de productos de fermentacion. Por ejemplo, la
produccion de etanol celuldsico, la produccion de etanol a partir de biomasa celuldsica, utiliza hongos y bacterias.
Los ejemplos de estos hongos celuloliticos incluyen Trichoderma reesei y Trichoderma viride. Un ejemplo de una
bacteria utilizada en la produccién de etanol celulésico es Clostridium ljungdahlii.

La mayoria de las levaduras utilizadas en las destilerias y las plantas de etanol combustible se compran a
fabricantes de levaduras especiales. La levadura se fabrica a través de un proceso de propagacion. La propagacion
implica cultivar una gran cantidad de levadura a partir de un pequefio cultivo de laboratorio de levadura. Durante la
propagacion, la levadura se proporciona con oxigeno, nitrégeno, azucares, proteinas, lipidos e iones que son
necesarios o deseables para un crecimiento 6ptimo a través de la respiracion aerdbica.

Una vez en la destileria, la levadura puede someterse a acondicionamiento. El acondicionamiento es diferente a la
propagacion, en que no implica el crecimiento de una gran cantidad de un pequeiio cultivo de laboratorio. Durante el
acondicionamiento, se proporcionan las condiciones para rehidratar la levadura, sacarla de la hibernacién y permitir
el maximo crecimiento y reproduccion anaerdbica. El objetivo tanto de la propagacion como del acondicionamiento
es suministrar un gran volumen de levadura al tanque de fermentacion con alta viabilidad, alta germinacion y bajo
nivel de infeccién por otros microorganismos.

Después de la propagacion y/o acondicionamiento, la levadura entra en el proceso de fermentacion. La levadura se
combina en una solucion acuosa con carbohidratos fermentables, tales como azlcares. La levadura consume los
azucares, convirtiéndolos en alcoholes alifaticos, tales como el etanol.

El proceso de fermentacién comienza con la preparaciéon de un carbohidrato fermentable. En la produccién de
etanol, el maiz es una posible fuente de carbohidratos fermentables. También se pueden usar otras fuentes de
carbohidratos que incluyen granos de cereal y materiales que contienen celulosa-almidon, tales como trigo o milo.
También se puede usar biomasa celuldsica tal como paja y tallos de maiz. La produccion de etanol celulésico ha
recibido recientemente atencién porque utiliza biomasa no alimentaria facilmente disponible para formar un
combustible valioso.

Los procesos de propagacion, acondicionamiento y fermentacion se pueden llevar a cabo mediante métodos
discontinuos o continuos. El proceso discontinuo se usa para produccién a pequefia escala. Cada lote se completa
antes de que comience uno nuevo. El método de fermentacion continua se utiliza para la producciéon a gran escala
porque produce un suministro continuo sin reiniciar cada vez.
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Durante la propagacion, el acondicionamiento o el proceso de fermentacion, la pasta o la mezcla de fermentacion se
pueden contaminar con otros microorganismos, tales como las bacterias de descomposicion. Estos microorganismos
compiten con las especies deseadas de levadura por azUcares fermentables y retardan la reacciéon bioquimica
deseada, lo que resulta en un menor rendimiento del producto. También pueden producir subproductos quimicos no
deseados, que pueden causar la descomposicion de lotes enteros de fermentacion.

Los productores de etanol intentan aumentar la cantidad de etanol producido a partir de un fanega de granos de
cereal (aproximadamente 56 libras (25,4 kilogramos)). La contaminacion por bacterias disminuye la eficacia de la
levadura, lo que dificulta alcanzar o exceder los niveles deseados de 2,8-2,9 galones de etanol por fanega (,42-,44
litros por kilogramo). La reduccion de la concentracion de bacterias estimulara la propagacion y/o el
acondicionamiento de la levadura y aumentara la eficacia de la levadura, lo que permite alcanzar y superar estos
niveles deseados.

Durante cualquiera de estos tres procesos, la levadura se puede contaminar con levaduras indeseables, bacterias u
otros microorganismos indeseables. Esto puede ocurrir en uno de los muchos recipientes utilizados en la
propagacion, el acondicionamiento o la fermentacion. Esto incluye, pero no se limita a ellos, tanques de
propagacion, tanques de acondicionamiento, tanques de arranque, tanques de fermentacion y tuberias e
intercambiadores de calor entre estas unidades.

La contaminaciéon bacteriana reduce el rendimiento del producto de fermentacién de tres formas principales.
Primero, los azlcares que podrian estar disponibles para que la levadura produzca alcohol son consumidos por las
bacterias y desviados de la produccion de alcohol, reduciendo el rendimiento. En segundo lugar, los productos
finales del metabolismo bacteriano, tales como el acido lactico y el acido acético, inhiben el crecimiento de la
levadura y la fermentacion/respiracion de la levadura, lo que resulta en una produccion de levadura menos eficiente.
Finalmente, las bacterias compiten con la levadura por otros nutrientes ademas del azucar.

Después de que el recipiente o el sistema de fermentacién se ha contaminado con bacterias, esas bacterias pueden
crecer mucho mas rapidamente que la levadura deseada. Las bacterias compiten con la levadura por azlcares
fermentables y retardan la reaccién bioquimica deseada, lo que resulta en un menor rendimiento del producto. Las
bacterias también producen subproductos quimicos no deseados, que pueden causar la descomposicion de lotes
enteros de fermentacion. La eliminacion de estas bacterias permite que la levadura deseada prospere, lo que da
como resultado una mayor eficiencia de produccion.

Tan poco como una disminucién del uno por ciento en el rendimiento de etanol es altamente significativo para la
industria del combustible de etanol. En las instalaciones mas grandes, tal disminucién de la eficiencia reducira los
ingresos de 1 millén a 3 millones de ddlares por afio.

Algunos métodos para reducir las bacterias durante la propagacion, el acondicionamiento y la fermentacion
aprovechan la mayor temperatura y la tolerancia al pH de la levadura en comparacién con otros microorganismos.
Esto se hace aplicando calor o disminuyendo el pH de la solucién de levadura. Sin embargo, estos procesos no son
completamente efectivos en retardar el crecimiento bacteriano. Ademas, la levadura deseable, aunque sobrevive,
esta estresada y no es tan vigorosa ni saludable, y tampoco rinde tan bien.

La tendencia predominante en la industria del etanol es reducir el pH de la pasta (material de alimentacion) a menos
de 4,5 al inicio de la fermentacion. Bajar el pH de la pasta reduce la poblacién de algunas especies de bacterias. Sin
embargo, es mucho menos eficaz para reducir las bacterias problematicas, como las bacterias productoras de acido
lactico o las bacterias productoras de acido acético. También reduce significativamente el rendimiento de etanol al
estresar la levadura utilizada para la produccion de etanol.

Otro enfoque implica lavar la levadura con acido fosférico. Este método no mata las bacterias de manera efectiva.
También puede estresar la levadura utilizada para la produccién de etanol, lo que reduce su eficacia.

Otro método mas es usar calor o productos quimicos agresivos para esterilizar el equipo de proceso entre lotes. No
es efectivo para matar bacterias dentro de la mezcla de levadura durante la produccion.

En otro método mas, los antibiéticos se afiaden al lote de la propagacion, acondicionamiento o fermentacion de la
levadura para neutralizar las bacterias. Actualmente, casi todas las plantas de biorrefinado de EE.UU. utilizan un
agente antimicrobiano y muchas de ellas usan antibioticos tales como la Virginiamicina. Un producto importante del
biorrefinado del maiz son los granos secos de destileria para su uso como alimento para animales, y el mercado de
granos de alimentacion libres de antibidticos esta creciendo. Se espera que la FDA pronto formule regulaciones que
reduzcan o eliminen el uso de antibidticos en la alimentaciéon animal. Canada tiene preocupaciones similares con
respecto a los antibidticos en los granos de destileria y la mayoria de su producciéon se exporta. Europa ya ha
prohibido el uso de antibiéticos en plantas de etanol donde se producen granos de destileria para la alimentacion
animal. En Brasil, operar sin antibiéticos es obligatorio en las plantas que producen extracto de levadura para la
exportacion. Las ventas de los granos de destileria representan hasta un 20% de las ganancias de una planta de
etanol. La concentracién de antibidtico en el subproducto puede variar de 1-3% en peso, lo que anula esta
importante fuente de ingresos.
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Ademas, hay otros problemas a considerar cuando se usan antibiéticos. Las mezclas de antibidticos se deben
equilibrar y cambiar con frecuencia para evitar usos Unicos que conduzcan a cepas resistentes a los antibiéticos. En
ocasiones, la cantidad efectiva de antibidtico no se puede afiadir a la mezcla de fermentacion. Por ejemplo, la
utilizacion de mas de 2 mg/l de Virginiamicina suprimira la fermentacién, pero se requieren mas de 25 mg/l para
inhibir el crecimiento de Weisella confusa, una cepa de bacterias problematica emergente. La sobredosis o el uso
excesivo de antibiéticos puede estresar la levadura y tener impacto sobre la eficacia o causar un incumplimiento
regulatorio.

Las industrias que emplean fermentacion para bebidas histéricamente han aplicado acido de lupulo a la propagacion
y fermentacion para controlar los microbios no deseados que compiten con la levadura por los nutrientes. Con la
reciente expansion del etanol de combustible, los acidos de lupulo se han utilizado en un grado menor para dirigirse
a microbios gram positivos no deseados. La competencia entre levaduras y microbios no deseados produce una
pérdida de etanol combustible a medida que los microbios no deseados, principalmente Lactobacillus y Acetobacter,
reducen la eficiencia de la fermentaciéon. En bebidas, los microbios competidores no solo reducen la eficiencia sino
que pueden alterar la estética y el sabor del producto final.

Otra alternativa al uso de antibiéticos para controlar las bacterias no deseadas en los procesos de fermentacion es la
aplicacion de didxido de cloro. El diéxido de cloro es un antimicrobiano oxidante, a menudo generado in situ, que se
puede aplicar a varios sitios de dosificacion en el proceso de fermentacion. Los grandes volumenes de los sistemas
a tratar y las capacidades limitadas de los sistemas actuales de generacion de didxido de cloro a menudo limitan los
sistemas de fermentacion que se pueden tratar con este enfoque o requieren el despliegue de multiples
generadores.

Debido a que pequeias disminuciones en el rendimiento de etanol son altamente significativas para la industria de
etanol combustible, los productores de etanol estan constantemente buscando formas de aumentar la eficacia. Los
antimicrobianos se usan para eliminar, reducir o controlar la cantidad de microbios en los sistemas acuosos. Sin
embargo, el uso de antimicrobianos siempre afadira un coste a las operaciones y productos y, por lo tanto, se
buscan formas mas eficaces para lograr el control microbiano. Ademas, algunos antimicrobianos pueden presentar
deficiencias en su espectro de accidén antimicrobiana o limitaciones operacionales en su forma de aplicacion, tales
como la falta de estabilidad de la temperatura o la susceptibilidad a la inactivacion por factores ambientales o
quimicos. Ademas, en el caso de instalaciones que utilizan didxido de cloro u otros antimicrobianos generados in
situ, las limitaciones en el volumen de antimicrobianos que se pueden producir pueden ser importantes.

Por lo tanto, se pueden usar combinaciones de antimicrobianos, y en particular, se prefieren combinaciones
sinérgicas de antimicrobianos. Las combinaciones sinérgicas de antimicrobianos pueden proporcionar un efecto
antimicrobiano mayor que la suma de los antimicrobianos individuales y, por lo tanto, pueden proporcionar un
rendimiento de costes mejorado sobre aquellas combinaciones que son meramente aditivas en términos de eficacia
antimicrobiana. Ademas, las combinaciones sinérgicas de antimicrobianos en los que uno es un antimicrobiano
generado in situ pueden reducir el volumen requerido de antimicrobiano y asi aumentar el tamafio maximo del
sistema que se puede tratar.

Una posible alternativa al uso de antibidticos es la aplicacion de acidos organicos antimicrobianos, que se utilizan
como conservantes de alimentos, anulando asi las preocupaciones sobre su presencia en los granos de destileria.
Los acidos organicos tienen muchas aplicaciones, que incluyen su uso como acidificantes, tampones, antioxidantes,
quelantes, aditivos sinérgicos, suplementos dietéticos, aromatizantes, conservantes y antimicrobianos. Los acidos
organicos se han usado como conservantes debido a su efecto sobre las bacterias. Un posible inconveniente de
este enfoque son los niveles y los volumenes relativamente altos requeridos cuando son utilizados por ellos mismos.

Las combinaciones sinérgicas de antimicrobianos pueden proporcionar un efecto antimicrobiano mayor que la suma
de los antimicrobianos individuales y, por lo tanto, pueden proporcionar un rendimiento de costes mejorado sobre
aquellas combinaciones que son meramente aditivas en términos de eficacia antimicrobiana.
H. Kim et al.., Food Microbiology 25 (2008) 964-969 describe la produccion y la estabilidad del didxido de cloro en
soluciones de acido organico afectadas por el pH, el tipo de acido y la concentracion de clorito de sodio, y su eficacia
en la activacion de las esporas de Bacillus cereus.

El documento WO 2007/149450 A2 se refiere a un proceso de fermentacién para la producciéon de etanol a partir de
fuentes naturales, que comprende la introduccidon de un azucar fermentable, un inoculante y un diéxido de cloro
estabilizado en un sistema de fermentacion.

El documento US 2002/0053657 A1 describe una solucion para generar dioxido de cloro, comprendiendo dicha
solucién un clorito, un donador de clorito, un alcali y agua.

El documento US 6,071,483 describe un recipiente de reactor y un proceso asociado para preparar una solucién de
diéxido de cloro de dosificacion controlada.

El documento US 2004/0231977 A1 describe composiciones y métodos para aumentar la estabilidad y/o eficacia del
diéxido de cloro, particularmente el diéxido de cloro generado por electrolisis de clorito.
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El documento US 5,165,910 describe un método de fabricacion compacto de un diéxido de cloro estabilizado acuoso
que es Util como desinfectante o desodorante. EI método comprende afiadir a una solucion acuosa de cloruro de
metal alcalino una solucién acuosa de hipoclorito de metal alcalino, mientras que antes y después de la adicion de la
solucion de hipoclorito se usa un acido organico tal como acido citrico o un acido inorganico tal como acido
clorhidrico para ajustar el ph a 7-9 o 2-5,6, respectivamente.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 representa el recuento de bacterias a lo largo del tiempo después de la adicidon de antimicrobianos
Descripcion de la invenciéon

Para los propésitos de esta memoria descriptiva, el significado de "microorganismos" y "microbios" incluye, pero no
se limita a, bacterias, hongos, algas, protozoos y virus. Los microbios preferidos contra los que estas composiciones
son eficaces son las bacterias. Los ejemplos de bacterias indeseables incluyen, pero no se limitan a, bacterias de
acido lactico, bacterias de acido acético y bacterias que contaminan los procesos de fermentacion de etanol.
También se entiende que los microbios dentro de sistemas acuosos pueden localizarse o suspenderse dentro del
fluido (por ejemplo, plancténico) o localizarse en una superficie en contacto con el sistema acuoso (por ejemplo,
biopeliculas). Las palabras y frases "control", "control microbiano", "control" y "eficacia antimicrobiana" se deben
interpretar para incluir dentro de su significado, sin limitarse a ello, la inhibicién del crecimiento de microbios, la
destruccién de microbios, la desinfecciodn, la conservacion, la sanitizacién , o la prevencién del rebrote de microbios.

Como se usa en la presente memoria, las ppm se miden como masa por volumen o 1 ppm es igual a 1 mg (activo)
por litro.

Como se usa en la presente memoria, el término "acido organico" también se refiere a su sal.

La presente invencién proporciona el uso de una combinacion sinérgica de: (a) diéxido de cloro y (b) al menos un
acido organico que es acido citrico o su sal para controlar la concentracién de microorganismos indeseables en un
sistema acuoso que es un sistema de biorrefinado o un sistema de fermentacién industrial, en el que la relacién de
diéxido de cloro a acido organico es de 1:1 a 1:15.000; y en donde el dioxido de cloro esta a una concentracion de 1
a 15 ppm en el sistema acuoso. La presente invencion proporciona una reduccion significativa del ndimero de
bacterias contaminantes en dichos sistemas acuosos donde la presencia de la bacteria se considera indeseable.

Las combinaciones antimicrobianas se usan especialmente para controlar microorganismos en sistemas acuosos en
la industria de biorrefinado que produce etanol u otros productos quimicos. Las combinaciones incluyen acido citrico
o su sal.

Se ha descubierto que el uso de las combinaciones de didxido de cloro y al menos un acido organico que es acido
citrico proporciona control microbiano sinérgico en sistemas acuosos que son sistemas de biorrefinado o sistemas
de fermentacion industrial. Por lo tanto, la combinacion de componentes da como resultado una eficacia
antimicrobiana mejorada mas allda de la que se esperaria en base a la suma de sus eficacias antimicrobianas
individuales. Esta sinergia observada inesperadamente permite que se utilicen cantidades reducidas de los
antimicrobianos para lograr un control microbiano aceptable en procesos industriales tales como la biorrefineria.

El dioxido de cloro usado se puede generar in situ a través de una transformacion quimica de clorito o clorato u otro
sustrato, mediante generacién electroquimica, o se puede proporcionar mediante formulaciones estabilizadas de
diéxido de cloro. Los acidos organicos utilizados en la combinacién incluyen acido citrico. Las sales de acido citrico
también son utiles.

En casos en que el antimicrobiano se produce in situ tal como diéxido de cloro, la reduccién en la cantidad de
antimicrobiano requerida permite que las combinaciones se usen en sistemas cuyos requisitos de volumen de otro
modo serian demasiado grandes para ser tratados solo con diéxido de cloro.

Los componentes de la composicion se pueden formular como una Unica mezcla y afiadirse al sistema a tratar.
También se pueden mezclar después de la generacion in situ del diéxido de cloro y afiadirlo al sistema, o se pueden
afadir secuencialmente o en diferentes lugares en el proceso. Una persona con experiencia normal en la técnica
puede determinar facilmente el método apropiado de adiciéon para cada sistema a tratar.

Una realizacion no limitante del método actual para reducir la concentracion de microorganismos indeseables en un
sistema acuoso que es un sistema de biorrefinado o un sistema de fermentacién industrial comprende:

(a) introducir diéxido de cloro en el sistema a tratar
(b) introducir un acido organico, en el que el acido organico es acido citrico o su sal, en el sistema a tratar,

donde el didxido de cloro esta en una concentracion de 1 ppm a 15 ppm en el sistema acuoso para ser tratado y la
relacion de dioxido de cloro a acido organico es de 1: 1 a 1: 15.000.
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Los ejemplos adecuados de acidos organicos adicionales utiles en la presente invencion incluyen, pero no se limitan
a, acido benzoico, acido propidnico, acido tartarico, acido acético, acido bencenosulfénico, acido oxalico, acido
malico, acido salicilico, acido lactico, acido gluconico, acido hidroxiacético y su sales. Para los fines de esta
invencion, el acido organico no es un acido de lupulo.

Los sistemas acuosos en los que se utilizan las composiciones son procesos de biorrefinado y fermentaciones
industriales, aguas de biorrefinado y sistemas que los utilizan.

El pH del sistema acuoso a tratar es generalmente de 3a 11,0de3a7,0de4a9,0de4a8,0de4a6,5 0de4,5
a 6. En general, los acidos organicos funcionan mejor en sistemas donde el pH del sistema es menor o igual que al
menos uno de los valores del pKa del acido o su sal.

Los componentes de la composicidon se pueden afiadir al sistema acuoso para tratarlos secuencialmente o
combinarlos y luego afiadirlos al sistema a tratar. Los acidos organicos se pueden afiadir a los sistemas laterales
acuosos con otros aditivos tales como, pero no necesariamente restringidos a, tensioactivos, compuestos de control
de incrustaciones y corrosion, polimeros iénicos o no iénicos, agentes de control de pH y otros aditivos utilizados
para alterar o modificar la quimica del sistema acuoso.

El dioxido de cloro (ClO,) se afiade a los sistemas a tratar en las relaciones de didxido de cloro al acido organico de
1:1 a 1:15.000, en particular de 1:1 a 1:10.000 o de 1:1 a 1:2.000 o de 1:1 a 1:1.000 o de 1:4 a 1:15.000 o de 1:4 a
1:10.000 o de 1:4 a 1:2.000 o de 1:4 a 1:1.000 o de 1:20 a 1:100.

Una persona experta en la técnica puede determinar facilmente la concentracién de la composicién requerida para
lograr un control microbiano aceptable, y que la concentracion depende de la matriz. El diéxido de cloro se usa en
cantidades de 1 ppm a 15 ppm en el sistema acuoso a tratar, en particular de 3 ppm a 15 ppm o de 3 a 9 ppm. En
general, se usa al menos 3 ppm o al menos 5 ppm o al menos 7 ppm del diéxido de cloro en el sistema que se esta
tratando. La relacion del didxido de cloro al al menos un acido organico es de 1:1 hasta 1:15.000 en particular de 1:1
a 1:10.000 o de 1:1 a2 1:2.000 o de 1:1 a 1:1.200 o de 1:4 a 1:15.000 o de 1:4 a 1:10.000 o de 1:4 a 1:2.000 o de 1:4
a 1:1.000 o de 1:20 a 1:100.

En una realizacion, la relacion de didxido de cloro al acido organico puede ser de 1:4 hasta 1:100 o de 1:4 a 1:50 o
de 1:4 a 1:15. La cantidad de diéxido de cloro usado en el sistema acuoso a tratar es de 1 ppm a 15 ppm, en
particular de 1 ppm a 10 ppm o de 3 ppm a 9 ppm.

En la presente invencion, el acido organico es acido citrico o su sal y la relacion de diéxido de cloro es de 1: 1 hasta
1:15.000 o de 1:1 a 1:10.000 o de 1:1 a 1:5.000 o 1:1 a 1:2.000 o de 1:1 a 1:1.000 o de 1:4 a 1:15.000 o de 1:4 a
1:2.000 o de 1:4 a 1:1.000 o de 1:20 a 1:100. El acido citrico podria usarse en una cantidad de 6.250 a 100 ppm o
de 4.000 a 100 ppm o de 4.000 a 200 ppm en el sistema acuoso a tratar. Generalmente, se usa al menos 100 ppm o
al menos 200 ppm o al menos 300 ppm de acido citrico en el sistema acuoso a tratar.

La invencion proporciona métodos para usar combinaciones antimicrobianas sinérgicas en el control de
microorganismos, por ejemplo en fermentaciones industriales que producen etanol u otros productos quimicos.

Cuando se usa en un sistema de fermentacion, la combinacion de didéxido de cloro y acido citrico o su sal se puede
afadir en varios lugares del sistema de fermentacion, como se puede afiadir en uno o varios lugares en el proceso
de fermentacion, incluido el tanque(s) de suspension, estufas, enfriadores de la masa, propagadores y tanques de
fermentacién. Un experto en la técnica también puede determinar otros puntos de adicion.

En los sistemas de fermentaciéon que usan el presente método, las concentraciones de bacterias y otros
microorganismos indeseables se pueden reducir mientras se fomenta la propagacion y/o el acondicionamiento de los
microorganismos deseables. Se ha descubierto que el didéxido de cloro en combinacion con al menos acido citrico o
su sal es eficaz para reducir la concentracion de bacterias indeseables y otros microorganismos indeseables al
mismo tiempo que se fomenta la propagacion y/o el acondicionamiento de los microorganismos deseables. La
combinacién de estos productos proporciona un tratamiento sinérgico, antimicrobiano sin el uso de antibioticos.

Una realizacién no limitante del método actual para reducir la concentracion de microorganismos indeseables,
promover la propagacion deseable de microorganismos y aumentar la eficacia de microorganismos deseables en un
sistema acuoso comprende:

(a) introducir un carbohidrato fermentable en un sistema acuoso,
(b) introducir al menos una levadura o microorganismo deseable en el sistema acuoso, y

(c) introducir dioxido de cloro y al menos un acido organico en el sistema acuoso, donde los acidos
organicos incluyen al menos acido citrico o sus sales.

Otra realizacion no limitativa del método actual para reducir la concentracion de microorganismos indeseables,
promover la propagacion de la levadura y aumentar la eficacia de la levadura en un sistema acuoso comprende
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(a) introducir una cantidad de carbohidrato fermentable en un sistema acuoso,
(b) introducir una cantidad de levadura en el sistema acuoso, y

(c) introducir didxido de cloro y al menos un acido organico en el sistema acuoso, en donde los acidos
organicos incluyen al menos acido citrico o sus sales.

Las etapas del método se pueden realizar de forma secuencial o en un orden diferente. El diéxido de cloro y el acido
organico se pueden poner en contacto con la levadura o con el carbohidrato de fermentacion o la levadura y el
carbohidrato fermentable se pueden combinar y luego el diéxido de cloro y el acido organico se pueden introducir en
la combinacion de levadura y carbohidrato. El dioxido de cloro y el acido organico se pueden combinar
conjuntamente y luego afadirse al sistema acuoso o se pueden afiadir por separado al sistema acuoso. El sistema
acuoso puede estar en un proceso continuo o puede ser un tanque en el caso de un proceso discontinuo.

En el método, los microorganismos "indeseables" que se pretende reducir son aquellos que compiten por nutrientes
con los microorganismos deseables que promueven los procesos de fermentacion deseados. A este respecto, el
diéxido de cloro y el acido organico empleados en el presente método preferiblemente no afectan negativamente al
crecimiento y la viabilidad de los microorganismos promotores de la fermentacién deseados, pero eliminan o
suprimen el crecimiento de microorganismos indeseables que interfieren con el proceso de fermentacion. Ademas, la
eliminacién o supresién de microorganismos indeseables tiene un efecto favorable sobre el crecimiento y la
viabilidad de los microorganismos deseables.

La produccion de etanol de combustible mediante fermentacion de levadura se usa como un ejemplo de donde se
puede usar la presente invencién. Otros productos de fermentacién que podrian emplear la combinacién del diéxido
de cloro junto con al menos un acido organico, incluido el acido citrico o su sal, podrian incluir bebidas alcohdlicas,
cerveza, vino, productos farmacéuticos, productos intermedios farmacéuticos, productos de panaderia, nutracéuticos
(alimentos que proporcionan beneficios a la salud, tales como alimentos fortificados y suplementos dietéticos),
intermedios nutracéuticos, materias primas quimicas industriales y enzimas. El método actual también podria
utilizarse para tratar la levadura utilizada en la industria de la panaderia.

La levadura no es el Unico microorganismo beneficioso utilizado en la fermentacion. Otros microorganismos de
fermentacion deseables adicionales también podrian usarse y beneficiarse con la invencién, tal como los hongos y
bacterias tipicamente usados en la produccion de etanol celuldsico. Algunos ejemplos no limitantes de
microorganismos fermentadores deseables incluyen, pero no se limitan a ellos, Trichoderma reesei, Trichoderma
viride, y Clostridium ljungdahlii.

El dioxido de cloro junto con el acido organico se puede afhadir en varios puntos en los procesos de propagacion,
acondicionamiento y/o fermentacion. El diéxido de cloro junto con el acido organico se puede afadir a estufas,
tanques de fermentacion, tanques de propagacion, tanques de acondicionamiento, tanques de arranque o durante la
licuefaccion. El didxido de cloro junto con el acido organico también se puede afiadir directamente a la pasta de
maiz. El diéxido de cloro junto con el acido organico también se puede afadir al sistema de intercambio de calor
entre etapas o intercambiadores de calor. El diéxido de cloro junto con al menos un acido organico también se
puede afadir a la tuberia entre estas unidades o intercambiadores de calor. Al menos un acido organico es acido
citrico.

El diéxido de cloro junto con el acido organico se puede afadir directamente a la mezcla de fermentacion. Esto
puede hacerse afiadiendo el dioxido de cloro y al menos acido citrico o su sal junto con la levadura u otro
microorganismo deseable y carbohidrato fermentable, por ejemplo durante la etapa de SSF (sacarificacion y
fermentacion simultaneas). Las dosificaciones de dioxido de cloro de entre 1 y 15 ppm y las dosis de acido organico
de entre 1y 15.000 o entre 1 y 2.000 ppm se pueden anadir directamente a la mezcla de fermentacion.

El diéxido de cloro junto con el acido organico también se puede afiadir a la pasta antes del proceso de
fermentacion. Las dosificaciones de didxido de cloro de entre 1y 15 ppm y las dosis de acido organico de entre 1y
15.000 o entre 1y 2.000 ppm se pueden afiadir a la mezcla antes de la fermentacion.

El diéxido de cloro junto con el acido organico también se puede afadir durante la propagacion y/o el
acondicionamiento.

El diéxido de cloro junto con el acido organico se puede usar para lograr mejores resultados en la produccion de
etanol celuldsico. El etanol celuldsico es un tipo de etanol que se produce a partir de la celulosa, a diferencia de los
azucares y almidones utilizados en la produccion de etanol a base de carbohidratos. La celulosa esta presente en
fuentes de biomasa no tradicionales, como el pasto varilla, el rastrojo de maiz y la silvicultura. Este tipo de
produccion de etanol es particularmente atractiva debido a la gran disponibilidad de fuentes de celulosa. El etanol
celulésico, por la propia naturaleza de la materia prima, introduce niveles mas altos de contaminantes y
microorganismos competidores en el proceso de fermentacion. El diéxido de cloro junto con al menos un acido
organico se puede usar en la produccion de etanol celulésico para controlar microorganismos indeseables. Las
dosificaciones de didxido de cloro de entre 1 y 15 ppm y las dosificaciones de acido organico de entre 1 y 15.000 o

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 660 456 T3

entre 1 a 2.000 ppm se pueden agregar directamente a la mezcla de fermentacion. Al menos un acido organico es
acido citrico.

Hay dos procesos principales para producir alcohol a partir de celulosa. Un proceso es un proceso de hidrolisis que
utiliza hongos, como por ejemplo Trichoderma reesei y/o Trichoderma viride. El otro es un proceso de gasificacion
que utiliza una bacteria como Clostridium ljungdahlii. El diéxido de cloro junto con al menos un acido organico se
puede utilizar en cualquier proceso. Al menos un acido organico es acido citrico.

En el proceso de hidrdlisis, las cadenas de celulosa se descomponen en azicares de cinco carbonos y seis
carbonos antes del proceso de fermentacién. Esto se hace de manera quimica o enzimatica.

En el método de hidrdlisis quimica, la celulosa se puede tratar con acido diluido a alta temperatura y presion o acido
concentrado a temperatura y presion atmosférica mas bajas. En el proceso de hidrdlisis quimica, la celulosa
reacciona con el acido y el agua para formar moléculas de azucar individuales. Estas moléculas de azucar se
neutralizan y después, la fermentacion de levadura se usa para producir etanol. El diéxido de cloro junto con al
menos acido citrico o su sal se puede usar durante la porcién de fermentacién de levadura de este método.

La hidrdlisis enzimatica se puede llevar a cabo utilizando dos métodos. El primero se conoce como conversion
microbiana directa (DMC, del inglés Direct Microbial Conversion). El método DMC utiliza un Unico microorganismo
para convertir la biomasa celulésica en etanol. El etanol y las enzimas requeridas son producidas por el mismo
microorganismo. El diéxido de cloro junto con el acido organico se puede usar durante las etapas de
propagacion/acondicionamiento o fermentacion con este organismo especializado.

El segundo método se conoce como el método de hidrélisis enzimatica. En este método, las cadenas de celulosa se
descomponen utilizando enzimas celulasa. Estas enzimas estan tipicamente presentes en los estomagos de los
rumiantes, como las vacas y las ovejas, para descomponer la celulosa que comen. El método enzimatico se lleva a
cabo tipicamente en cuatro o cinco etapas. La celulosa esta pretratada para hacer que la materia prima, como la
madera o la paja, sea mas susceptible a la hidrdlisis. A continuacion, las enzimas celulasa se utilizan para romper
las moléculas de celulosa en azlcares fermentables. Después de la hidrdlisis, los azicares se separan de los
materiales residuales y se afiaden a la levadura. Los azucares hidrolizados se fermentan a etanol usando levadura.
Finalmente, el etanol se recupera por destilacion. Alternativamente, la hidrdlisis y la fermentacion se pueden llevar a
cabo juntas utilizando bacterias especiales u hongos que cumplen ambos procesos. Cuando ambas etapas se llevan
a cabo juntos, el proceso se llama hidrdlisis y fermentacion secuencial (SHF, del inglés Sequential Hydrolysis and
Fermentation).

El dioxido de cloro junto con el acido organico se puede introducir para la eficacia microbioldgica en diversos puntos
en el método enzimatico de hidrdlisis. El didxido de cloro junto con el acido organico se puede usar en la produccion,
fabricacion y fermentacion de enzimas celulasa hechas por Trichodermay otras cepas de hongos. El didxido de
cloro junto con el acido organico se puede agregar en la fase de sacarificacion y fermentacion (SSF, del inglés
Simultaneous Saccharification and Fermentation) celuldsica simultanea. El dioxido de cloro junto con el acido
organico se puede introducir en la fase de hidrdlisis y fermentacion secuencial (SHF). También podrian introducirse
en un punto antes, durante o después de la fermentacion por hongos celuloliticos que crean las enzimas celulasa.
Alternativamente, el dioxido de cloro junto con el acido organico se puede afhadir durante la fase de fermentacién de
la levadura, como se ha discutido anteriormente.

El proceso de gasificacion no rompe la cadena de celulosa en moléculas de azucar. Primero, el carbono en la
celulosa se convierte en monodxido de carbono, dioxido de carbono e hidrégeno en una reaccion de combustion
parcial. Luego, el monoxido de carbono, el didxido de carbono y el hidrégeno se alimentan en un fermentador
especial que utiliza un microorganismo como Clostridium ljungdahlii que es capaz de consumir el monoéxido de
carbono, el diéxido de carbono y el hidrégeno para producir etanol y agua. Finalmente, el etanol se separa del agua
en una etapa de destilacion. El diéxido de cloro junto con el acido organico se puede usar como un agente
antimicrobiano en la etapa de fermentacién que involucra microorganismos tales como Clostridium ljungdahlii que
son capaces de consumir monoxido de carbono, didxido de carbono e hidrégeno para producir etanol y agua.

En una realizaciéon no limitante, se afiade diéxido de cloro junto con al menos un acido organico a un tanque y se
diluye a una concentracion predeterminada en una relacion predeterminada. En el tanque, el diéxido de cloro junto
con el acido organico se disuelve en agua para formar didxido de cloro junto con la mezcla de acidos organicos. La
concentracion del diéxido de cloro junto con el acido organico en el tanque discontinuo puede variar en un amplio
intevalo. El didxido de cloro junto con al menos un acido organico se extrae luego del tanque discontinuo a través de
una salida a una tasa de dosificacion especifica para crear una solucién de la concentracion deseada. Al menos un
acido organico es acido citrico.

EJEMPLOS

Los indices de sinergia recogidos en los siguientes ejemplos utilizan la siguiente formula, que se recogio por primera
vez en F.C. Kull, P.C. Eisman, H.D. Sylwestrowka, y R.L. Mayer, Applied Microbiology 9: 538-541, 1961:
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indice de sinergia = Qa/QA + Qb/QB

donde Qa es la concentracion de Antimicrobiano A requerida para lograr la inhibicion completa del crecimiento del
microbio de ensayo cuando se usa en combinacion con Antimicrobiano B;

QA es la concentracion de Antimicrobiano A requerida para lograr la inhibicién completa del crecimiento del microbio
de ensayo cuando se usa solo;

Qb es la concentracion de Antimicrobiano B requerida para lograr la inhibicion completa del crecimiento del microbio
de ensayo cuando se usa en combinacion con Antimicrobiano A;

QB es la concentracion de Antimicrobiano B requerida para lograr la inhibicién completa del crecimiento del microbio
de ensayo cuando se usa solo.

Un indice de sinergia (Sl) de 1 indica que las interacciones entre los dos antimicrobianos son meramente aditivas, un
Sl de mas de uno indica que los dos antimicrobianos son antagonicos entre si, y un Sl de menos de 1 indica que los
dos antimicrobianos interactiian de forma sinérgica.

Aunque existen diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica para medir los niveles de actividad
antimicrobiana, en los siguientes ejemplos, el punto final utilizado se conoce como Concentracién Inhibitoria Minima,
o MIC, del inglés Minimal Inhibitory Concentration. Esta es la concentracién mas baja de una sustancia o sustancias
que puede lograr la inhibicién completa del crecimiento.

Con el fin de determinar la Concentracion Inhibitoria Minima, se construye una serie de dos diluciones del
antimicrobiano haciéndose las diluciones en medios de crecimiento. Las diluciones se realizan en una microplaca de
96 pocillos, de modo que cada pocillo tiene un volumen final de 280 pl de medio y antimicrobiano. El primer pozo
tiene, por ejemplo, una concentracion de 1.000 ppm de antimicrobiano, el segundo 500 ppm, el tercero 250 ppm, y
asi sucesivamente, con el pocillo 12 y final en la fila que no tiene antimicrobianos en absoluto y que sirve como un
control de crecimiento positivo. Después de que se construye la serie de dilucion, los pocillos reciben un inéculo de
microbio suspendido en medio de crecimiento de modo que la concentracién final de microbios en el pocillo es de ~5
x 10° ufc/ml. En estos ejemplos, el microbio de ensayo utilizado es Lactobacillus plantarum. Los cultivos se incuban
a una temperatura apropiada durante 18-24 horas, y los pocillos se calificaron como positivos o negativos para el
crecimiento en base a un examen visual de pocillos turbios. Un pocillo turbio indica que ha ocurrido crecimiento. La
concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento (por ejemplo, un pocillo
transparente) se denomina Concentracion Inhibitoria Minima.

Con el fin de determinar si la interaccion entre dos antimicrobianos es aditiva, antagonista o sinérgica frente a un
microbio objetivo, se emplea una modificacion del método MIC conocido como el método "tablero de ajedrez"
utilizando microplacas de 96 pocillos. Para construir una placa de tablero de ajedrez, el primer antimicrobiano se usa
utilizando el método de dilucion doble en serie utilizado para construir una placa MIC, excepto que cada una de las
ocho filas es una serie de dilucién idéntica que termina después de la octava columna. El segundo antimicrobiano se
usa mediante la adicién de volimenes idénticos de una serie de diluciéon doble en angulos rectos a la primera serie.
El resultado es que cada pocillo del cuadrado de 8 x 8 pocillos tiene una combinacién diferente de concentraciones
antimicrobianas, lo que da 64 combinaciones diferentes en total. Las columnas 9 y 10 no reciben antimicrobiano en
absoluto y sirven como controles de crecimiento positivo y negativo, respectivamente. Después de construir la
microplaca de tablero de ajedrez, se inocula con Lactobacillus plantarum, incubado a 37 ° C, y se puntua como se
describe para el método MIC.

Ejemplo 1: Sinergia de dioxido de cloro con acido citrico (Ejemplo de referencia)

Se determinaron concentraciones inhibitorias minimas para el didxido de cloro y el acido citrico a pH 6 utilizando el
protocolo descrito anteriormente con Lactobacillus plantarum como el microbio de ensayo. Las placas de sinergia del
tablero de ajedrez se construyeron como se describe, los pocillos se inocularon hasta una concentracion final de ~ 5
x 10° ufc/ml, se incubaron durante 18-24 horas, y luego se puntuaron visualmente para ver crecimiento/no
crecimiento. Los indices de sinergia se calcularon de acuerdo con la formula descrita por Kull et al. Este ejemplo
demuestra que el efecto de combinar dioxido de cloro y acido citrico es mayor que el efecto de cualquiera de los
antimicrobianos solos. La cantidad de diéxido de cloro necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano se reduce de
100 ppm a 15-60 ppm. La concentracion de acido citrico cae de 100.000 ppm a un intervalo de 390-12.500 ppm.
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Tabla 1

Usado solo Usado en combinacién

L o L] LAt e
ppm Citrico

100 100.000 15 12.500 1:833 0,28

100 100.000 30 6.250 1:208 0,36

100 100.000 30 3.125 1:104 0,33

100 100.000 60 1.563 1:26 0,62

100 100.000 60 782 1:13 0,61

100 100.000 60 390 1:6,5 0,60

Ejemplo 2: sinergia de dioxido de cloro con propionato de sodio (ejemplo comparativo)

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas para el diéxido de cloro y el propionato de sodio a pH 6
usando el protocolo descrito anteriormente con Lactobacillus plantarum como el microbio de ensayo. Las placas de
sinergia del tablero de ajedrez se construyeron como se ha descrito, los pocillos se inocularon hasta una
concentracion final de ~ 5 x 10° ufc/ml, se incubaron durante 18-24 horas, y luego se puntuaron visualmente para ver
crecimiento/no crecimiento. Los indices de sinergia se calcularon de acuerdo con la formula descrita por Kull et al.
Este ejemplo demuestra que el efecto de combinar diéxido de cloro y propionato de sodio es mayor que el efecto de
cualquiera de los antimicrobianos solos. La cantidad de didxido de cloro necesaria para inhibir el crecimiento
bacteriano se reduce de 115 ppm a 25 ppm y 100 ppm. La concentracién de propionato de sodio cae de 100.000
ppm a un intervalo de 390 ppm — 25.000 ppm.

Tabla 2
Usado solo Usado en combinacion
MIC de CIOz|MIC de | MIC de CIO: (Qa)|MIC de|Relacién de|indice de
(QA) ppm propionato de|ppm propionato de|CIO;: Sinergia

sodio (QB) ppm Sodio (Qb) | Propionato

ppm de Sodio

115 100.000 25 25.000 1:1.000 0,47
115 100.000 100 3.125 1:31,25 0,90
115 100.000 100 1.563 1:15,63 0,89
115 100.000 100 782 1:7,82 0,88
115 100.000 100 390 1:4 0,87

Ejemplo 3: Sinergia de dioxido de cloro con benzoato de potasio (acido benzoico) (Ejemplo comparativo)

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas para el diéxido de cloro y el benzoato de potasio a pH 6

utilizando el protocolo descrito anteriormente con Lactobacillus plantarum como el microbio de ensayo. Las placas

de sinergia del tablero de ajedrez se construyeron como se ha descrito, los pocillos se inocularon hasta una

concentracion final de ~ 5 x 10° ufc/ml, se incubaron durante 18-24 horas, y luego se puntuaron visualmente para ver
10
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crecimiento/no crecimiento. Los indices de sinergia se calcularon de acuerdo con la formula descrita por Kull et al.
Este ejemplo demuestra que el efecto de combinar diéxido de cloro y benzoato de potasio es mayor que el efecto de
cualquier antimicrobiano solo. La cantidad de diéxido de cloro necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano se
reduce de 115 o 130 ppm a 0,78 ppm-100 ppm. La concentracién de benzoato de potasio desciende de 100.000
ppm a un intervalo de 390 ppm a 50.000 ppm.

Tabla 3
Usado solo Usado en combinacién

MIC de benzoato MIC de |Relacién de in.dice. de
MIC de CIO; de potasio (QB) MIC de CIO; benzqato de | ClOa: Benzoato Sinergia
(QA) ppm ppm (Qa) ppm potasio  (Qb)|de Potasio

ppm

115 100.000 12,5 6.250 1:500 0,17
115 100.000 25 3.125 1:125 0,25
115 100.000 25 1.563 1:63 0,23
115 100.000 25 782 1:31 0,23
115 100.000 3,125 25.000 1:8000 0,28
115 100.000 12,5 12.500 1:1000 0,23
115 100.000 50 6.250 1:125 0,50
115 100.000 100 3.125 1:31,25 0,90
115 100.000 100 1.563 1:15,63 0,89
115 100.000 100 782 1:7,82 0,88
115 100.000 100 390 1:3,9 0,87
130 100.000 8 50.000 1:6.250 0,56
130 100.000 16 25.000 1:1.563 0,37
130 100.000 16 12.500 1:781 0,25
130 100.000 63,5 6.250 1:98 0,55
130 100.000 63,5 3.125 1:49 0,52
130 100.000 127 1.563 1:12,3 0,99
130 100.000 127 782 1:6,2 0,99

Ejemplo 4: dioxido de cloro con acido ascérbico (ejemplo comparativo)

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas para el dioxido de cloro y el acido ascorbico a pH 6
usando el protocolo descrito anteriormente con Lactobacillus plantarum como el microbio de ensayo. Las placas de
sinergia del tablero de ajedrez se construyeron como se ha descrito, los pocillos se inocularon hasta una
concentracion final de ~ 5 x 10° ufc/ml, se incubaron durante 18-24 horas, y luego se puntuaron visualmente para ver
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si crecimiento/no crecimiento. Los indices de sinergia se calcularon de acuerdo con la férmula descrita por Kull et al.
Este ejemplo demuestra que el efecto de combinar diéxido de cloro y acido ascérbico es antagoénico. Por lo tanto,
sustituir "cualquier" acido organico junto con diéxido de cloro no es factible u obvio para alguien relativamente
experto en la técnica.

Tabla 4
Usado solo Usado en combinacién
'(V'Q'g) SsmC'OZ Xsl,gérbicci)e é(CQidBc; g"l'gz @) pprie gﬂslcoérbcij:o é(c(indb(; E%a:iénécigg giﬁtr%i:e
ppm ppm ascorbico
67,5 10.000 67,5 5000 1:74 1,50
67,5 10.000 67,5 2500 1:37 1,25
67,5 10.000 67,5 1250 1:18,5 1,13
67,5 10.000 67,5 625 1:9,26 1,06
67,5 10.000 135 313 1:2,32 2,03
67,5 10.000 67,5 156,3 1:2,32 1,02
67,5 10.000 135 78 1,73:1 2,01
67,5 10.000 135 39 3,46:1 2,00
67,5 10.000 135 156,3 1:1,16 2,02
67,5 10.000 67,5 39 1,73:1 1,00

Ejemplo 5: Datos de laboratorio de fermentacion

Las muestras ensayadas y sus concentraciones se pueden encontrar en la Figura 1y en la tabla 5. Se hicieron tres
suspensiones de 160 gramos de harina de maiz, agua y enzima (30% p/p de sdlidos secos) para cada tratamiento y
control (inoculados y no inoculados). Las suspensiones se incubaron durante 90 minutos a 83 ° C, se enfriaron a 40
°C, y luego se inocularon con L. plantarum. A continuacion, las suspensiones se dosificaron con antimicrobiano. A
los 15, 30 y 60 minutos después del tratamiento, se tomaron muestras y se analizaron su viabilidad y azucares.
Todos los matraces de fermentacion se mezclaron durante 20 minutos a 40 °C y luego se inocularon
con S. cerevisiae y se fermentaron a 32 °C durante 62 horas. Los datos de masa se recogieron a las 0, 17,5, 22,5,
42,5, 48 y 64 horas después de la inoculacion con levadura. Al finalizar el estudio, se recopilaron datos sobre masa,
azucares y productos, soélidos secos, densidad del filtrado, sélidos disueltos y recuento de bacterias.

Este ejemplo muestra que durante la fermentacién, 5 ppm de dioxido de cloro combinado con 200 ppm de acido
citrico es efectivo en la reduccion de bacterias, que fue inesperadamente bajo después de ver la MIC de laboratorio
y los datos de sinergia.

Tabla 5: Recuento de bacterias (UFC x 10°)

15 min 30 min 60 min 62 horas

Control 1,20 1,34 10,3 0,0556

5ppm CIO2/200ppm de acido citrico 1,18 1,55 3,62 0,0030
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una combinacion de:
(a) diéxido de cloro, y
(b) al menos un acido organico que es acido citrico o su sal

para controlar la concentraciéon de microorganismos indeseables en un sistema acuoso que es un sistema de
biorrefinado o sistema de fermentacion industrial, donde la relacion de dioxido de cloro a acido organico es de 1:1 a
1:15.000;

y en donde el didxido de cloro esta a una concentracion de 1 a 15 ppm en el sistema acuoso.
2. El uso de la reivindicacion 1, en el que la relacion de diéxido de cloro a acido organico es de 1:1 a 1: 2.000.
3. El uso de la reivindicacion 1 o 2 en el que la relacion de diéxido de cloro a acido citrico es de 1:1 a 1: 1.000.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el diéxido de cloro esta a una concentracién de 5 a 10
ppm en el sistema acuoso.

5. El uso de la reivindicacioén 1, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de al menos 200 ppm en el sistema
acuoso.

6. El uso de la reivindicacién 1, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de al menos 300 ppm en el sistema
acuoso.

7. El uso de la reivindicacion 1, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de 100 ppm a 6.250 ppm en el
sistema acuoso.

8. El uso de la reivindicacion 1 que se encuentra en un proceso de fermentacion durante la etapa de propagacion y/o
acondicionamiento.

9. Un método para controlar la concentraciéon de microorganismos indeseables en un sistema acuoso que es un
sistema de biorrefinado o un sistema de fermentacion industrial, comprendiendo el método las etapas de:

(a) introducir diéxido de cloro en un sistema acuoso y
(b) introducir un acido organico en el sistema acuoso,

donde el acido organico es acido citrico o su sal y en el que el diéxido de cloro tiene una tasa de dosificacion de al
menos 1 ppm y hasta 15 ppm en el sistema acuoso tratado y la relacion de diéxido de cloro a acido organico es de
1:1 a 1:15.000.

10. El método de la reivindicacion 9 en el que una relacion de diéxido de cloro a acido citrico es de 1:4 a 1:1.000, y
la tasa de dosificacion de didxido de cloro es de 1 a 15 ppm de diéxido de cloro, preferiblemente de 5 a 10 ppm de
dioxido de cloro.

11. El método de la reivindicaciéon 9, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de al menos 200 ppm en el
sistema acuoso.

12.. El método de la reivindicacién 9, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de al menos 300 ppm en el
sistema acuoso.

13. El método de la reivindicaciéon 9, en el que el acido citrico se usa en una cantidad de 100 ppm a 6.250 ppm en el
sistema acuoso.

14.. El método de la reivindicacion 9, en el que se afiade di6xido de cloro junto con acido citrico durante la
propagacion y/o el acondicionamiento.
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FIG 1.
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