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en destilados obtenidos de fermentacion alcohdlica
utilizando sistemas nanoestructurados magnéticos

Arianna NuUfAez-Caraballo!, Anna llina!, Rodolfo Ramos-Gonzalez!, Carolina Flores-Gallegos?, Magdalena

Lorenzo-Izquierdo?, Cristébal Aguilar-Gonzalez?, Georgina Michelena-Alvarez?, Abelardo Flores-Vela* y José

Luis Martinez-Hernandez*

1. Grupo de Nanobiociencia, Universidad Autbnoma de Coahuila.Blvd. V. Carranza e Ing. José Cardenas
Valdés, 25280 Saltillo, México.
*jose-martinez@uadec.edu.mx

2. Departamento de Investigacion en Alimentos, Universidad Autbnoma de Coahuila. Blvd. V. Carranza e
Ing. José Cardenas Valdés, 25280 Saltillo, México.

3. Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA).
Via Blanca 804 y Carretera Central. San Miguel del Padrén. La Habana, Cuba.

4. Instituto Politécnico Nacional — Tamaulipas, Km 14.5 Carretera Tampico, Puerto Industrial Altamira,
Tamaulipas, México.

RESUMEN

En este trabajo se realizo la caracterizacion de una melaza de la region de Tamaulipas, en México, que fue
utilizada en la fermentacion alcoholica. Se realizaron diferentes ensayos para evaluar el efecto de ferrita de
manganeso (sistema magnético nanoestructurado) y presencia de co-cultivo de Saccharomyces cerevisiae
150 y Kluveromyces marxianus sobre la produccion de etanol y compuestos sensoriales. Se demostré que el
proceso de inmovilizacion y el empleo de co-cultivo favorece la produccion de etanol y de compuestos sen-
soriales que se encuentran dentro de los valores permisibles por la norma.
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ABSTRACT

In this work, the characterization of a molasses from the region of Tamaulipas Mexico was performed,
which was used in alcoholic fermentation. Different assays were carried out to evaluate the effect of manga-
nese ferrite (magnetic nanostructured system)in presence of co-culture of Saccharomyces cerevisiae 150
and Kluveromyces marxianus to produce ethanol and favorable sensory compounds. It was possible to de-
monstrate the immobilization process and the use of co-culture allow the production of ethanol and sensory
compounds, which are within the permissible values of Mexican norm.
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INTRODUCCION

La produccion de bebidas alcohdlicas es una de las actividades mas practicadas a nivel mundial
por ser uno de los productos mas redituables en el mercado (1). Los procesos de produccion de
bebidas alcohdlicas para consumo humano incluyen la destilacion, para la separacion de la mezcla
etanol-agua que proviene del proceso de fermentacion.
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En general, las levaduras durante la fermentacion convierten los azUcares presentes en el me-
dio en etanol, CO, y en una variedad de compuestos volatiles y no volatiles que contribuyen a la
complejidad sensorial de las bebidas que fermentan (2). Los ésteres representan el mayor grupo de
compuestos aromaticos en bebidas alcohdlicas fermentadas (3) y son producidos mediante reaccio-
nes enzimaticas. Los ésteres imparten el aroma frutal en las bebidas fermentadas, por esa razén su
presencia determina en parte la calidad sensorial (4).

En el caso de la destilacion del mosto fermentado, los compuestos volatiles son cominmente
asociados con las propiedades sensoriales y aromaticas de la bebida. Su contenido y concentracion
en los destilados depende, en gran medida, del microorganismo y producen un numero elevado de
distintos compuestos como metanol, acetaldehido, furfural, ésteres, alcoholes superiores (butanol,
isobutanol, amilico e isoamilico). Si su concentracion en las bebidas alcohdlicas es elevada, estas
pueden ser toxicas para el organismo y son los responsables del dolor de cabeza que se manifiesta
después de la embriaguez, motivo por el cual se debe cumplir con las especificaciones que estable-
ce la norma reguladora, para poder producir y comercializar la bebida alcohélica destilada (5).

En general, la biosintesis de ésteres es afectada por diversos factores como la temperatura de la fer-
mentacion, la aireacion del mosto, la cepa de levadura y la técnica de fermentacion (6). El crecimiento
intenso de levaduras esta relacionado con una excesiva produccion de alcoholes superiores (7).

Para la determinacién de dichos componentes se utiliza la cromatografia de gases que facilita la
separacion, identificacion y determinaciéon de componentes relacionados con mezclas complejas.
Es una técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en una columna croma-
tografica. La elucion se produce por el flujo de una fase maévil de gas inerte. Hay que tener en cuenta
gue la fase movil no interactla con las moléculas del analito; su Unica funcion es la de transportarlo
a través de la columna. Es util para gases o para compuestos relativamente volatiles, lo que incluye
a numerosos compuestos organicos.

El presente estudio se enfocé en la determinacion de los compuestos sensoriales en destilados
bajo un sistema de fermentacion con levadura inmovilizada en nanoparticulas a partir de melaza de
cafa, proveniente de la regiéon de Tamaulipas en México. Para esto, inicialmente se realiz6 su ca-
racterizacion antes de ser aplicada en la fermentacion alcoholica. Se realizaron diferentes ensayos
para evaluar el efecto de ferrita de manganeso (sistema magnético nanoestructurado) y presencia
de co-cultivo de Saccharomyces cerevisiae 150 y Kluveromyces marxianus sobre la produccién de
etanol y compuestos sensoriales.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

La melaza de cafa fue proporcionada por una empresa azucarera del estado de Tamaulipas,
México. La misma se disolvié en agua estéril, que se calentd y se agitdé hasta diluir totalmente. Pos-
teriormente se centrifugd 2 veces con el fin de retirar gran parte de las impurezas, se esterilizé por
20 min a 120 libras de presién. La caracterizacion se realizé de acuerdo con los métodos conven-
cionales (8).

Microorganismos y preparacion de inoculo

Se utilizaron 2 cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae 150 y Kluveromyces marxianus,
pertenecientes a la coleccion de cultivos del Grupo de Nanobiociencia de la UadeC. Las cepas se
conservaron en agar en tubo inclinado de YPG (glucosa 20 g/L, peptona 10 g/L, extracto de levadura
10 g/Ly agar 15 g/L) a 4 °C.
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Para obtener el indculo, una asada de cada cepa fue transferida a 50 mL de medio sintético (glu-
cosa 20 g/L, peptona 10 g/L, extracto de levadura 10 g/L). La fermentacion se llevé a cabo durante
18 h, a 150 rpm y 32 °C, hasta obtener una concentracion de 107 células/mL.

Fermentacion alcohdlica

La fermentacidn anaerdbica se realizé en matraces Erlenmeyer de 500 mL y se utilizaron 300 mL
de melaza de cafa ajustada a 20° Brix. Los reactores fueron equipados con tapas de goma, capila-
res de cristal y una trampa de CO,. El 10 % del in6culo se adicion6 a la melaza suplementado con
1 g/L de KH,PO,, 1.59 g/L de NH,SO, y 0.5 g/L de MgSO,.7H,0. Se ensayaron diferentes variantes
compuestas por:

» Kluveromyces marxianus libre, Saccharomyces cerevisiae 150 libre.

+ Kluveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae 150 libre.

» Kluveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae 150 en presencia de 460 mg/mL de

nanoparticulas magnéticas de ferrita de manganeso recubiertas con quitosan (NPMQ).
» Saccharomyces cerevisiae 150 con NPMQ.

El procedimiento de la sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas, asi como la
inmovilizacién de levaduras mediante la adsorciéon en NPMQ, se describen en el trabajo previo (9)
desarrollado por grupo de Nanobiociencia de la Universidad Autbnoma de Coahuila.

Destilacion y cuantificacion de compuestos

El fermento una vez obtenido fue destilado. Para ello, se vierte el vino en un balén de 500 mL y se
calienta utilizando una hornilla 0 manta. La temperatura de 80 °C de los vapores se chequea conti-
nuamente con un termémetro acoplado a la boca del botellén. Los vapores que se forman pasan a
través de un condensador, donde se enfrian y se colecta el condensado en una probeta hasta alcan-
zar un volumen de 50 mL de destilado que sera analizado posteriormente. El intercambio de calor
dentro del condensador se realiza entre los vapores que desprende el vino y agua helada. Cuando
concluye la destilacion se descarga el vino pobre en etanol (vinaza).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la caracterizacion de la melaza se muestran en la tabla 1, comparandose estos
valores con los reportados para la melaza utilizada en la industria azucarera cubana para la pro-
duccion de etanol (8). Se observa que la melaza de Tamaulipas presenta 82.16 °Brix y la melaza de
Cuba tiene un valor de 86 °Brix, siendo menor la de Tamaulipas pero aceptable para su utilizacion
como materia prima pues con 80 °Brix ya se considera apta para la fermentacion. Ademas se obtuvo
que el por ciento de azlcares fermentables es mayor en la melaza de Tamaulipas que la melaza de
Cuba, un factor importante para su posterior fermentacion pues son mayores los azlucares disponi-
bles,en cuanto a las cenizas y contenido de nitrdgeno las melazas de Tamaulipas presentan menor

Tabla 1. Caracterizacion de la melaza

Determinaciones Unidad | Melaza Tamaulipas Melaza cubana
Sdlidos solubles °Brix 82.16 £ 1.16 86+1.2
pH 5.23+0.01 5.6 £0.08
AzUcares fermentables (%) 66.34 £ 1.14 57 £1.17
Cenizas (%) 9.17 £ 0.09 9.3+£0.12
Nitr6geno (%) 0.21 +0.06 0.51+0.13
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numero, debido a que la composicion varia dependiendo de la variedad, la edad, la fitosanidad, el
suelo, las condiciones meteoroldgicas y el manejo agronémico, que se emplean en cada pais.

En la tabla 2, se presentan los resultados de la cuantificacion de los principales compuestos sen-
soriales detectados en el destilado obtenido como producto de la fermentacién de melaza caracte-
rizada en diferentes ensayos efectuados.

Tabla 2. Comparacion de la produccién de componentes volatiles mayoritarios (g/100L)

Variantes Acegalde- Aceta}to de Acetal Metanol 1-butanol AIcohpIes Etanol
hido etilo superiores (g/L)

K. marxianus 1.02+1.13 [ 354+1.01 | 2.21 +3.43 1.3+1.02 0 150 29.1+1.2

S. cerevisiae 150 0 0.82 £0.15 0 0.15+1.08 0 78.05 50.7+£3.1

S. cerevisiae 150

NPMQ 0 0.86 + 1.55 0 0.11+0.11 0 83.02 56.1 +4.0

K.mamxianusy | 45374048 |1.36+1.05 | 631+1.98 | 1.53+1.02 | 1.09+0.37 180 63.1+2.5

S.cerevisiae 150

K. marxianus y

S. cerevisiae 150 | 3.66+4.11 | 4.77+0.18 | 2.25+1.56 | 1.61+0.42 | 0.98 £ 0.09 185.4 70.0 £ 3.7

NPMQ

Se demuestra (tabla 2) que el proceso de inmovilizacién y la presencia de Kluveromyces mar-
xianus favorecen la produccion de compuestos sensoriales. Los mayores valores de todos los com-
puestos se observaron en el caso de cultivo mixto inmovilizado. En ningun sistema se produjo
2-butanol. Todos los alcoholes superiores que se determinaron se encuentran dentro de los rangos
permitidos por la norma (10). EI comportamiento observado en el sistema S cerevisiae y K. mar-
xianus difiere de lo reportado anteriormente por Escalante et al. (11), quienes no demostraron las
diferencias en alcoholes superiores entre el cultivo mixto y libre y utilizaron Brettanomy cesinterme-
dius y S. cerevisiae en la fermentacion de sidra. En la actualidad los estudios muestran que todavia
no se comprende bien como los organismos responden a la inmovilizacion, pues depende de la
cepa y el soporte utilizado y si esto favorece la sobreexpresion de genes que actdan en el metabo-
lismo de dichos organismos, favoreciendo la produccién de metabolitos secundarios (12).

En ensayos de fermentacion realizados en el presente estudio se observo que la produccion de
etanol se incremento6 en presencia de NPMQ, tanto para levadura individual como para el co-cultivo.
Cabe mencionar que en el estudio previo (9) se demostro que el uso de NPMQ conduce a la dismi-
nucion de tiempo de fermentacion y posibilidad de reuso de biomasa en varios ciclos de fermenta-
cion mediada por su separaciéon magnética.

CONCLUSIONES

La melaza de cafia de la regién de Tamaulipas se caracteriza por varias similitudes al compararla
con la de Cuba destacando, sin embargo, mayor nivel de azUcares reductores y menor contenido de
nitrégeno. El uso de co-cultivo y NPMQ conduce a obtencion de mayores niveles de etanol en tiem-
pos de fermentacion mas cortos. Los niveles de compuestos volatiles detectados en destilados se
encuentran dentro del rango permitido por la norma mexicana. Sin embargo, los mejores resultados
se observaron en caso de cultivo mixto inmovilizado en NPMQ.
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