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Resumen

En la actualidad se emplean numerosas técnicas para aumentar la eficiencia en la produccién de alcohol, como el campo magnético
oscilante (CMO). El objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto estimulante del CMO de frecuencia baja sobre la fermentacién con dos
cepas destileras en la melaza a diferentes concentraciones. Se aplicé CMO de 60 Hz y 6,5 mT de densidad sobre melaza diluida a 12,18 y 24 °Bx. La
melaza se esterilizé (121 °C/15 min) y se traté con dicho CMO, antes o después de inocular las cepas de levaduras destileras S. cerevisiae Santa Cruz
17y S. sake 21-452. Hubo diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) enla produccion de alcohol entre las dos cepas, por lo que el CMO no
tiene el mismo efecto sobre microorganismos de la misma especie. Hasta las 15 a 17 horas de iniciada la fermentacién se logré una estimulacién de
la produccién de alcohol de 6.43 a 9.79 % mds respecto al control; y, al final de la fermentacién en las muestras tratadas se observé un retraso de
hasta 2.43 % menos. Se demostré que el efecto estimulante del CMO es menor cuando se aplica sobre la melaza con el microorganismo de interés
inoculado y amenor concentracién. Las cepas de levaduras utilizadas fueron del género Saccharomyces, pero la especie cerevisiae se adapté mejor

alamelaza tratada con CMO que la especie sake.

Palabras clave: campo magnético oscilante, genotoxicidad, eficiencia fermentativa, S. cerevisiae, S. sake.

Abstract

In present numerous techniques were employed for increasing the efficiency in alcohol production, as well as oscillating magnetic field
(OMF). The objective of this research was evaluating the stimulating effect of low frequency OMF on fermentation with two distillery yeast
strain in molasses to different concentrations. It was applied OMF of 60 Hz and 6.5 mT of density on molasses diluted to 12, 18 and 24°Bx.
Molasses was sterilized (121°C/15 min) and treated with the OMF before or after inoculating the distillery yeast strains S. cerevisiae Santa Cruz
17 and S. sake 21-452. There was statistically significative difference (p < 0.05) in alcohol production between two strains, therefore the OMF
has not same effect on microorganisms of same species. Until 15 to 17 hours after the start of fermentation was achieved stimulating the
production of alcohol from 6.43 to 9.79% compared to the control; and, the end of the fermentation in the samples treated was observed
a delay of up to 2.43% less. It was shown that the stimulatory effect of the OMF is least when applied on the molasses, with the inoculated
microorganism of interest and to less concentration. The employed yeast strains were of the genus Saccharomyces but cerevisiae species

showed greater adaptation to OMF-treated molasses than the sake species.

Keywords: oscillating magnetic field, genotoxicity, fermentative efficiency, S. cerevisiae, S. sake.
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Comparacion de la fermentacién alcohdlica de dos cepas destileras del género Saccharomyces, en melaza tratada magnéticamente

Introduccion

En la actualidad se emplean numerosas técnicas para
aumentar la eficiencia en la produccidn de alcohol, desde la seleccion
de cepas de microorganismos hasta la manipulacién de sus genes,
con vistas a obtener cepas mas termotolorantes y resistentes a altas
concentracion de alcohol. Las cepas de levaduras Saccharomyces
cerevisiae Santa Cruz 17 y Saccharomyces sake 21-452 del banco
de cepas del IlIA se caracterizan por su alta resistencia y elevada
productividad y se emplean en la Industria cubana en la elaboracidén
de rones (Abreu, Rodriguez y Jaqueman, 2003), (Kurita, Nakabayashi

y Saitho, 2003).

El tratamiento magnético (TM), con campo magnético
estdtico (CME) y oscilante (CMO) provoca efecto estimulante sobre
algunos sistemas bioldgicos (Barbosa, 2003). No existe consenso si
el TM provoca o no genotoxicidad, aunque dichos cambios genéticos
estan mds influenciados por los valores de frecuencia del CMO que
por los de densidad del CME. (Nakasono, Laramee, Saiki y McLeod,
2003). Algunos autores plantean que la accién repetida del TM puede
acelerar los procesos metabdlicos en los hongos (Gonzalez, 1999); sin
embargo, se informd sobre la no significacién de estas interacciones

en levaduras (Chacén, Haber, Rodriguez y Monte 2006).

Respecto a la forma de aplicacién, usualmente el TM se aplica
a las suspensiones microbianas en la fase inicial (Zapata, Hoyos y
Moreno, 2005) aunque se realizaron estudios en Saccharomyces
fragilis, tratando el medio antes de la inoculacidn, lo que influyé sobre
la velocidad de biosintesis de los cultivos (Gémez, Prieto, Ristori y

Martinez, 2004).

Siendo que la eficiencia fermentativa es crucial en la productividad
de las cepas destileras el objetivo del siguiente trabajo fue evaluar el
efecto estimulante del CMO-FEB sobre la fermentacién con dos cepas
destileras (Saccharomyces cerevisiae Santa Cruz 17 y Saccharomyces

sake 21-452) en melaza a diferentes concentraciones.

24

T'saFiqui

Materiales y Métodos

Las cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae Santa Cruz 17y
Saccharomyces sake 21-452 del cepario del lllA, poseen alta resistencia al
alcohol. Se activaron dichas cepas en 15 mL de medio estéril (121°C/15 min)
compuesto por caldo extracto de maltay extracto de levadura, incubada
a 30 °C por 24 h. Posteriormente se ajustd la concentracién celular a 20 x
106 cél/mL en cdmara de Neubauer y se inoculd igual cantidad en varios
erlenmeyers con 50 mL de melaza estéril (121 °C/15 min) a 12, 18 y 24 °Bx.
La melaza recibié tratamiento magnético con CMO-FEB (6,5 mT/60 Hz)
antes o después de ser inoculadas las cepas y se incubd en las mismas

condiciones (Abreu, Rodriguez y Jaqueman, 2003).

La produccién de alcohol se determind por la técnica del
poder fermentativo. Se monitored la diferencia de la pesada inicial
del sistema y las que se obtuvieron al tiempo determinado, en horas.
Para la transformacién del CO2 desprendido a alcohol producido (v/v)

se utilizé la férmula siguiente:

%alc (vlv)=(1.3xPx100)/V
Donde: 1.3 = Factor (1.3 mL alcohol/g CO2); P = Pi - Pf (peso inicial -
peso final) (g CO2); V=50 mL

Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA con

el programa estadistico Statgraphics Centurion.

Resultados y Discusion

Hubo diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en
la produccidn de alcohol entre las dos cepas. Esto evidencia que el TM
no tiene el mismo efecto sobre microorganismos del mismo género,

consecuente con lo informado en la literatura (Yoshimura, 1989).

Al analizar el efecto de la concentracion de la melaza se
observé que los niveles de este factor influyen en el comportamiento

de la variable analizada. En ese sentido, las Figuras 1 y 2 muestran
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que el porcentaje de produccién de alcohol respecto al control fue
mayor en las soluciones tratadas de 18 y 24 °Bx, para las dos formas

de aplicar el TM (sustrato inoculado y sin inocular).
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Figura 1. Produccién de alcohol de la cepa Saccharomyces sake 21-452 respecto
al control, en melaza a diferentes concentraciones y tratada magnéticamente.
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Figura 2. Produccién de alcohol de la cepa Saccharomyces cerevisiae Santa
Cruz 17 respecto al control, en melaza a diferentes concentraciones y tratada
magnéticamente.

En dichas figuras puede observarse cierto orden en la
produccién de alcohol de ambas cepas segun la forma de aplicar
el TM, favoreciendo la melaza tratada sin inocular en todas
las concentraciones. Sin embargo, debe destacarse que con la
concentracién de 12 °Bx el modo de aplicar TM no tuvo diferencia

significativa para la cepa S. sake. Por tanto, el modo méas adecuado de

‘T'saFiquis=:
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aplicacion del TM en melaza a estas concentraciones para aumentar
la eficiencia fermentativa es tratar la melaza antes, para inocular

posteriormente el microorganismo de interés.

En ese sentido, en las muestras con melaza tratada antes de la
inoculacion se observé estimulacion de la cantidad de células (aumento
de biomasa) respecto al control, con el mayor recuento para la cepa
S. sake en todas las concentraciones. El mayor resultado fue para 24
°Bx, lo que concuerda con un resultado similar en que al aumentar
la concentracién de sales aumenté el conteo celular de S. cerevisiae
expuesta a 460 mT, incubada por 24 a 72 h y temperatura de 28 a38 °C

(Chacanay Cortés , 2008).

No se afecté el comportamiento de ambas cepas debido
al TM aplicado, con una variacién notable a las 17 h de iniciada la
fermentacidn. La cepa S. sake a 12 °Bx en ese periodo de tiempo
aumentdé considerablemente la productividad comparada con
la S. cerevisiae. Para la concentraciéon de 18 °Bx ambas cepas se
comportaron de forma similar. Sin embargo, para 24 °Bx con
melaza tratada después de inocular la S. sake comenzd con elevada
productividad alas 15 h (8,2 % por encima del valor control) para luego
disminuir (5.7 %) aproximandose a la productividad de la S. cerevisiae
(5.4 %) (Figuras 1y 2). Lo anterior pudiera explicarse la toxicidad de las
elevadas concentraciones de alcohol que se logra con la S. sake a las
15 h, ya que fue similar en todas las concentraciones. Este resultado
demuestralaS. cerevisiae tiene un comportamiento mas estable ante
el TM (produjo las maximas productividades entre 17 y 24 h), que le
brinda ventajas tecnoldgicas de utilidad en las destilerias donde se

emplea melaza como sustrato.

En general se logré estimular la produccién de alcohol con
ambas formas de aplicar TM durante todo el experimento. Los mejores
resultados fueron hasta las 24 h de fermentacién. La S. sake a 24 °Bx
y 15 h produjo el maximo porcentaje de alcohol superior al control:
9.79 y 8.30 % (sustrato sin inocular e inoculado, respectivamente).
Este resultado pudiera explicarse por la mayor cantidad de coloides

presentes, ya que se plantea que los campos magnéticos influyen

sobre este tipo de particulas 7.
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Comparacion de la fermentacién alcohdlica de dos cepas destileras del género Saccharomyces, en melaza tratada magnéticamente

Posterior a las 24 h en todas las muestras se observd un retraso
de la produccién de alcohol hasta el final del proceso representado por
el punto de inflexidn de las curvas obtenidas, el cual fue mas lento en S.
cerevisiae que durd hasta las 36 h (Figuras 1y 2: valores negativos en el
eje de ordenadas). Este comportamiento fue mas notable a 12 °Bx, con

disminucion de 1.01a1.94% en la S. sake y hasta 2.43% en |a S. cerevisiae.

Con lo explicado anteriormente, se puede inferir que los
mejores resultados se logran con la melaza sin inocular: mayores
porcentajes de alcohol hasta 24 h y menores retrasos, respecto al
control (Figuras 1y 2). No obstante, es probable que el efecto del TM
sobre el sustrato inoculado estimule la produccion de toxinas de las
cepas (efecto killer), consecuente con lo observado al aplicar CMO de
5 mT en suero de leche que provocd un aumento de la produccién de

nisina de Lactobacillus ssp (Chacdn, Haber, Rodriguez y Monte 2006).

Sin embargo, debe destacarse el mayor valor de produccién
de alcohol de la S. cerevisiae fue a 18 °Bx (7.77% superior al control),
poniéndose de manifiesto el comportamiento poliextremal o
multipico caracteristico de este tipo de tratamiento fisico (Chacanay
Cortés, 2008). Este resultado con CMO es similar al obtenido en medio
con 2 a 6% de dextrosa tratado con CME de 100 a 200 mT producido
por imanes permanentes, en que la mayor produccién de alcohol
(8% superior al control) se obtuvo con 2% de dextrosa (Deutmeyer,

Raman, Murphy y Pandey, 2011).

Debido a la similitud en la respuesta grafica del porcentaje de
alcohol en las tres concentraciones, puede inferirse que un mismo
valor de frecuencia tiende a estimular la produccién de alcohol a
concentraciones diferentes, pero impide predecir si un aumento o
disminucién de frecuencia provoque respuestas similares debido al
comportamiento no lineal (poliextremal o multipicos. A esta conclusién
puede llegarse por la concordancia con los resultados obtenidos con
TM de frecuencias 120, 60 y 0 Hz hallandose que tuvieron efectos
diferentes sobre el crecimiento de S. cerevisiae, siendo estimulante,

inhibitorio y nulo, respectivamente (Chacana y Cortés , 2008).
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Se concluye que un valor bajo de densidad de CMO-FEB
aplicado en idénticas condiciones sobre determinado sustrato puede
estimular la produccién de un mismo metabolito en microorganismos
de un mismo género, pero en magnitud diferente segtin la especie. En
este caso, ambas cepas de levaduras son del género Saccharomyces,
pero la especie cerevisiae manifesté mayor tolerancia al TM aplicado

que la especie sake.

Conclusiones

Se logré una estimulacién maxima de la produccién de alcohol
de 6.43 a 9.79% mas de alcohol respecto al control hasta las 15 a 17
h de iniciada la fermentacidn y luego se observd un retraso en las
muestras tratadas de hasta 2.43% menos al final de la fermentacién.
Es decir, las muestras controles se mantuvieron estables, mientras las

tratadas tuvieron fluctuaciones.

El efecto estimulante del campo magnético es mayor cuando
se aplica primero en el sustrato, antes de inocular el microorganismo

deinterés.

La cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae manifestd
mayor adaptacién en la melaza tratada con TM que la especie sake.
En futuras investigaciones se propone valorar otras cepas destileras y

pardmetros de CMO-FEB no incluidos en este estudio.
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