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RESUMEN

En el proceso de produccion de aguardiente o “cachaca”, utilizando como substrato jugo
de cafia de azlcar, uno de los problemas que surgen frecuentemente durante la
fermentacion es la contaminacion del mosto por bacterias como la Leuconostoc
mesentoroides y especies de Lactobacillus. En los ensayos desarrollados en los
laboratorios da la Escuela de Ingenieria de Lorena (EEL ), se observé que en los mostos
con una concentracion de 40 ppm de alfa éacidos hubo una reduccion de las células
vivas de las bacterias Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum de 10° UFC/mL
para 10° UFC/mL. La levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada, cultivada en
condiciones aerdbicas, con agitacion a120 rpmy a 25 °C en medio sintético Sabourand,
no presentaron inhibicion en un medio con las mismas concentraciones de afa écidos.
Se fermentaron de 200 litros de mosto con concentracion de 40 ppm de afa-&cidos,
reutilizando lalevadura en 14 ciclos, sin observar contaminacion del medio. También se
fermentaron mostos sin la presencia de alfa-acidos para utilizar como estéandar en la
investigacion desarrollada. Los mostos fermentados fueron destilados en un destilador
de cobre de 160 L, y las bebidas obtenidas fueron separadas para su posterior andlisis.
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Las “cachacas” producidas con y sin alfa &cidos fueron analizadas en el laboratorio de
Alcoholes y Bebidas, asi como en el laboratorio de Espectrofotometria del Instituto
Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafa de Azucar (ICIDCA);
presentaron caracteristicas semejantes en la composicion quimica y en la puntuacion
dada por los catadores en €l andlisis sensorial.

Palabras clave: afa&cidos, biocida, aguardiente, fermentacion

ABSTRACT

The major problem in the production of “clear brandy” is the contamination of the must
by bacteria of the species Lactobacillus. To overcome this problem, this work intends to
evaluate the usage of the apha acids from hop extract (Humulus lupulus) as
antibacterial agent during brandy production. In addition, the maximum cell recycling
was evauated during the clear brandy production. Preliminary experiments using the
Sabourand synthetic medium added with 40 ppm of the apha acids reduced the cell
viability of L. casel and L. plantarum bacteria from 108 CFU.mL™ to 10° CFU.mL™ and
showed no effect in the growth of Saccharomyces cerevisiae. These experiments were
conducted at 120 rpm and 25°C. The clear brandy production (200 L) using the same
alpha acids concentration (40 ppm) and Saccharomyces cerevisiae cell recycling (14
times) showed no contamination by bacteria. Then, the clear brandy was distilled in a
160 L cooper distiller. The clear brandy produced with and without apha acids, was
analyzed in the Laboratory of Alcohol and Beverages as well as in the Laboratory of
Spectroscopy of the Cuban Research Institute of the Sugarcane Derivatives (ICIDCA in
Spanish) in Havana and showed similarities in their composition and sensorial chemical
anaysis.

Key words: alpha acid, biocide, “clear brandy”, fermentation.

1. INTRODUCCION

El sector alcoholero eslaprincipa ramade actividades de la agroindustria, con unagran
diversidad de productos a partir de la cafa de azlcar; entre ellos el azlcar “mascavo”,
melado y aguardiente, que en los Ultimos afos, su produccién se estableci6 como un
importante producto del agronegocio brasilefio (Melo et a., 2012). Esta bebida, que
también puede ser llamada como “cachacga”, puede presentar problemas en su proceso
productivo por la contaminacion, en la etapa de fermentacion, con bacterias de las
especies Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum, que pueden estar presentes en
el mosto al inicio del proceso (Narendranat et al., 1997). Esto causa una reduccion del
rendimiento del proceso, debido ala competencia de los contaminantes con la levadura
por € consumo de azlcar. También es importante destacar que las bacterias sintetizan
productos secundarios, durante la fermentacion, que ocasionan un detrimento de la
calidad sensoria de la cachaca (Narendranat et a., 1997, Gonzdez et a., 2005). La
legislacion brasilefia presenta leyes que rigen los procedimientos de produccion y de la
composicion quimica de la cachaga, més la contaminacion por bacterias acontece
frecuentemente, principalmente en destilerias pequefias, por lo tanto, la caracterizacion
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de la cachaca no puede, a pesar de su relevancia, limitarse apenas a su composicion
quimica ya que los atributos sensoriales de la bebida también son muy importantes.
(Seixas et al., 2009). Por lo antes expuesto, en este trabgjo se evalla € uso de afa
&cidos como biocida para el control de la contaminacion bacterianay ademas se realizan
andlisis de la composicion quimicay andlisis sensorial  de las cachagas obtenidas con y
sin dfaéacidos.

2. MATERIALESY METODOS

El extracto de afa acido clasificado como GRAS, es donado por la Empresa Wallerstein
Industrial y Comercial y el mosto de cafia de azlicar (jugo de cafa) es cedido por la
empresa Bebidas Itagacaba de Silveiras en € estado de San Pablo. El extracto de afa
&cido es utilizado en las concentraciones entre 10 y 100 ppm en medio de cultivo Man,
Rogosa, Sharpe-MRS a 25°C con pH del medio gjustado para 6,2 + 0,2.

Para € cultivo de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus caseli fue utilizado un
volumen de 20 mililitros de medio. Después de inocular, € cultivo se mantuvo sin
agitacion a 37 °C por 48 horas. El nimero de células fue cuantificado utilizando el
método de conteo del nimero de células viables en placas. Las células de levadura
fueron cultivadas en medio Sabourand con agitacion de 110 rpm y con la adicion de
afaracidos en las diferentes concentraciones estudiadas. EI nimero de células fue
determinado con el conteo en la camara de Neubauer y os cal cul os correspondientes.

El jugo de cafia después de filtrado fue diluido para 17 °Brix y suplementado con sulfato
de amonio y superfosfato simple pulverizado, con concentraciones de 20 y 2 ¢/L,
respectivamente.

Fue utilizada la Levadura Sacharomyces cerevisiae CA-11, cultivadas en jugo de cana
diluido, manteniendo e medio en agitacion por 24 horas. Las células cultivadas fueron
separadas y determinada su concentracion.

Los experimentos en escala piloto fueron realizados en la destileria de la empresa
Bebidas Itagacaba. Fueron fermentados, en cada prueba, 200 litros de guarapo en
reactores de acero inoxidable con capacidad de 500 litros, con € pH gustado a 5,0;
ademés de la adicion de sales y alfa acidos (40 ppm).

Después de fermentadas, las bebidas obtenidas, fueron destiladas en un destilador de
cobre con capacidad de 160 litros, con caentamiento indirecto y la utilizacién de
madera como fuente de energia. Se realiz6 conteo de las células de levadura. El grado
Brix fue determinado en refractometro.

Para medir pH se utiliza el equipo “PH Meter Model — PHS 3B”, marca PHTEK. La
determinacion de la concentracion alcoholica de la cachaga producida fue realizada
primeramente, en €l proceso de destilacion, con un densimetro-alcoholimetro para
gjustar la concentracion alcohdlica en la bebida alrededor de 40 °GL.

Las “cachagas” fueron producidas en sucesivos ciclos y 40 litros de mosto fermentado
fueron utilizados como pre fermento para € inicio de una nueva fermentacion. Estos
ensayos se repitieron desde el inicio de noviembre hasta fina de febrero utilizando €l
mismo pre fermento inicia hasta completar 14 ciclos.

Después de embotelladas las “cachacgas” fueron analizadas en cuanto a la concentracion
de congéneres por cromatografia gaseosa de alta resolucion, porciento alcohdlico y los
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andisis sensoriales en e Laboratorio de Alcoholes y Bebidas del ICIDCA, segun
normas cubanas (NC 290: 2007, NC 508: 2011).

3. RESULTADOSY DISCUSION

En la evaluacion del efecto de los alfa écidos en las células de la bacteria L. casel, se
observa, € comportamiento en cuanto a aumento y a estabilidad del nUmero de células
en los ensayos con afa &acidos en las concentraciones de 10, 20 y 30 ppm,
respectivamente. Los datos indicaron gue en la concentracion de 10 ppm, todavia hubo
un aumento en & nimero de células. Sin embargo los afa &cidos en las concentraciones
de 20 y 30 ppm, inhibieron &l crecimiento celular, demostrando el efecto biocida que
gjercen estos compuestos en las células bacterianas (Figura 1y Figura 2).
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Figura 1. Numero de células viables de Lactobacillus Casei
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Figura 2. Numero de células viables de Lactobacullus plantarum

En lafigura 3 se puede observar que en todos los tiempos de cultivo, independiente de
las concentraciones de alfa acidos utilizada, se mantuvo e mismo nimero de céulas
viables de levadura, con indice maximo 10° células por mililitro de medio, indicando
que los afa &cidos no presentaron una actividad fungicida de accién inhibitoria paralas
céulas de levadura.
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Figura 3. Numero de células viables de Saccharomyces Cerevisiae

Los resultados de las fermentaciones del proceso en escala piloto, con concentraciones
de 40 ppm de afa acidos, son mostrados en la Figura 4, que representala concentracion
de azlcares (°Brix) y la concentracion alcohélica en porcentaje v/v.
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Figura 4. Consumo de azlcar y formacion de alcohol en el mosto de jugo de cafia

Se percibe el consumo relativamente rapido de los azlcares en las primeras 20 horas de
fermentacion, pero aunque el proceso fue dejado por casi € doble del tiempo, arededor
de 38 horas, todavia quedaba extracto siendo medido por e equipo y la concentracion
alcohdlica ya habia alcanzado los 9,3% (v/v). Convirtiendo esta concentracion en
gramos de etanol, se obtiene 7,4 g por cada 100 mL de labebida, o que a comparar con
la concentracion de azlcares consumidos, corresponde a un factor de conversion (Y ys)
igual a 0,4933 g/g. Este valor representa una eficiencia en relacion a valor tedrico de
96,54%.

Los andlisis fisico-quimicos de las “cachagas” obtenidas en escala piloto, son mostrados
en laTabla 1. Las muestras con y sin afa acidos, tienen composiciones muy similares,
pero en la muestra obtenida en e ciclo nimero catorce, la concentracion de acetato de
etilo aumento considerablemente.
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Tabla 1. Composicion de las “cachacas” obtenidas con y sin alfa acidos, y en 14° ciclo de la
fermentacidn, con la misma levadura

Concentracion g/100L de AA

Compuestos Con alfaécidos  Sin alfaacidos  14° Ciclo
Acetaldehido 6,1 5,6 5,6
Acetato de Etilo 67,6 81,6 256,2
Acetato 4,9 4.8 nd
Metanol 0,5 1,2 4.6
2-butanol 75 52 3,7
Propanol 46,2 49,2 23,8
| sobutanol 59,3 63,3 32,9
1-butanol 15 15 nd
2-metil, 1-butanol 35,1 37,3 20,3
Alcohol Isoamilico 136,7 141,3 91,7
Etanol %(v/v) 39,0 40,4 39,5

Por su parte (Soares et a., 2011), cuando utilizaron esta misma levadura en un mosto
con concentracion inicial de 16 °Brix, no encontraron acetaldehido y propanol en el
medio, més la fermentacion del presente trabajo, que duré 38 horas con 17 °Brix de
concentracion inicial, presentd bagjisimas concentraciones de estos productos
metabdlicos, o que es norma que acontezca con € aumento del tiempo de
fermentacion. Los andlisis sensoriales, mostraron que las muestras 1 y 2 presentaron
marcada nota de miel y muy ligero picor. En ambas muestras se aprecia diferencias con
lamuestradel ciclo 14, lacua presenta muy marcado picor y sensacion aspera al tragar.
Las concentraciones de acetaldehidos, alcoholes superiores y e coeficientes de
congéneres, encontrados en las cachacas obtenidas en e presente trabgjo, estan dentro
de los limites establecidos por la legislacién brasilefia (Brasil, 2005) que son de 30, 360
y 650 g/100L, respectivamente. Hubo una excepcion en la concentracion de acetato de
etilo, de 256,2 g/100L de alcohol, encontrado en la cachaga obtenida en €l ciclo 14 y
que sobrepaso e limite de lalegislacion que es de 200 g/100L de alcohol.

4. CONCLUSIONES

1. En las “cachacas” producidas con alfa &cidos no se comprobo la presencia de
contaminacion por bacterias hasta el ciclo 14 de fermentacion.

2. Las concentraciones de congéneres, alcoholes superiores y acetaldehidos se
encuentran dentro de los limites establecidos por |a legislacion brasilefia.

3. El analisis sensorial de las “cachacas” producidas con concentraciones de alfa
&cidos de 40ppm, mostro que en estos niveles no hay percepcion de ninguna
diferencia sensorial cuando fueron comparados con la “cachaga” producida sin
afaacidos.

5. RECOMENDACIONES

El uso de 40 ppm de afa &cido demostré ser eficaz en € control biocida de la
fermentacion da la “cachaga”; pero, es necesario la aplicaciéon de un disefio
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experimental para determinar la cantidad exacta que se necesita del inhibidor del
crecimiento bacteriano a través de la metodologia de superficie de respuesta. EI mismo
podria ser realizado para la evaluacion eficaz de la inhibicidon de los extractos de beta
&cido, asi como de la mezcla de ambos.
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