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Resumen

Se conoce que el campo magnético oscilante tiene efecto inhibitorio y estimulante sobre los sistemas bioldgicos. El objetivo de este trabajo
fue valorar el efecto dual del tratamiento magnético (TM) como una alternativa para la fermentacién industrial de melaza. Se aplicé tratamiento
térmico (121°C y 15 min), magnético (6.5 mT/60 Hz) y su combinacidn sobre 50 mL de melaza a 18°Bx para valorar su efecto en la fermentacién. Se
inoculd la cepa de levadura destilera Saccharomyces cerevisiae Santa Cruz-17 que se utiliza en la industria cubana. Este indculo sirvid para fermentar
250 mL de melaza a18°Bx. Como variables respuesta se midieron la concentracién del sustrato (°Bx) por refractometria, la produccién de alcohol
(% vIv) por la técnica del poder fermentativo y el grado alcohdlico final por densimetria digital. Se concluye que el tratamiento magnético aplicado
solo o combinado con la esterilizacidn, resulta beneficioso debido al incremento de la biomasa en la fase inicial de la fermentacion. El tratamiento
magnético tuvo efecto estimulante, obteniéndose valores de alcohol en las fases intermedias del proceso de 0.47 a 0.52%, aunque no se logrd

mayor grado alcohdlico final por este método (tratamientos térmico y magnético: 6.9%, combinado 6.6%).

Palabras claves: Saccharomyces cerevisiae, biomasa, produccién de alcohol, poder fermentativo.

Abstract

It is known that the oscillating magnetic field has inhibitory and stimulatory effect on the biological systems. The aim of this study was to
assess the effect of the magnetic dual treatment as an alternative to the industrial fermentation of molasses. Magnetic (mT/60 6.5 Hz) heat
treatment (121°C and 15 min) and their combination on 50 mL of molasses, it was applied at 18°Bx to estimate its effect on fermentation.
Distillery yeast strain Saccharomyces cerevisiae Santa Cruz-17 used in Cuban inoculated industry. This inoculum was used to ferment molasses
250 mL at 18°Bx. As response variable were measured the concentration of substrate (°Bx) by refractometry, the production of alcohol (% v/v)
by the technique of fermentative power and final alcoholic fermentation by digital densimetry. It is concluded that the magnetic treatment
applied alone or combined with sterilization, was beneficial due to increased biomass in this step and in the initial phase of fermentation. The
magnetic treatment was stimulating, producing values of alcohol in the intermediate stages of process from 0.47 to 0.52%, but did not achieve

higher final alcoholic content by this method (thermal and magnetic treatments: 6.9%, combined 6.6%).

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, biomass, alcohol production, fermentative power.
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Tratamiento magnético alternativo para la fermentacidn industrial de melaza

Introduccion

Se plantea que el tratamiento magnético (TM) tiene efectos
inhibitorios y estimulantes sobre los sistemas bioldgicos (Barbosa,
2003). Dichos efectos, por lo general, se han estudiado por separado
sobre un solo microorganismo en determinado sustrato aplicando
valores de TM muy variados. En estudio preliminar se demostrd el
efecto dual (inhibitorio-estimulante) del TM, con un mismo valor
de campo magnético oscilante a partir de corriente de frecuencia
extremadamente baja (CMO-FEB) de 6.5 mT y 60 Hz, antes o después

delainoculacién de una cepa de levadura seleccionada (Anaya, 2012).

El efecto dual consistié en lograr una disminucién (< 0.5%)
de la microbiota tipica de la melaza sin esterilizar a concentraciones
de 12, 18 y 24°Bx, y una estimulacién de la produccién de alcohol en
melaza estéril (121°C/15 min), de 6.43 a 9.79% mas de alcohol respecto

al control hasta las 15 a 17 h de iniciada la fermentacién.

Esa alta concentracion de alcohol lograda en poco tiempo, al
parecer resultd tdxica para la levadura y provocé un retraso en las
muestras tratadas de hasta 1.94% menos al final de la fermentacion

(Abreu, 2003).

En la industria destilera cubana la melaza a 12°Bx se esteriliza
para realizar la propagacién de la levadura de interés. Luego este
fermento se inocula en otra cantidad mayor de melaza sin esterilizar
a 18°Bx y se incrementa parcialmente el volumen con melaza a 20
°Bx en la medida que la levadura consume el sustrato (fermentacién
incrementada). Para ello se requiere alto consumo de energia (vapor
en la propagacién y de tiempo de enfriamiento hasta temperatura

6ptima de inoculacién).

Teniendo esta problematica industrial, el siguiente trabajo
tuvo como objetivo evaluar la aplicacién del efecto dual del TM como

una alternativa para la fermentacién industrial de melaza.
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Materiales y Métodos

La levadura destilera Saccharomyces cerevisiae Santa Cruz
17 que se utiliza en la industria cubana, posee una alta resistencia al
alcohol (Abad, 2006). Se activé dicha cepa, en 15 mL de medio estéril
compuesto por caldo extracto de malta enriquecido con extracto de
levadura, incubada a 30°C por 24 h. Posteriormente se propagd a 100
mL de melaza a 12°Bx y se incubd en las mismas condiciones. Se ajusté
la concentracién celular a 20 x 106 cél/mL en camara de Neubauer
efectuando la lectura a 400x, en microscopio dptico (Carls Zeis mod.

164-2, Alemania).
Se inoculd cantidades iguales en varios erlenmeyers con 50
mL de melaza a 18 °Bx a las que se aplicd previamente tres variantes

de tratamiento (Tabla I).

Tabla I. Variantes de los tratamientos aplicados en la propagacion.

Variantes Tratamiento Condiciones
1 Térmico T =121°Cyt =15 min
2 Magnético 1hdeTM de 6,5mT /60 Hz

Térmico y magnético Combinacién de 1y 2

La biomasa lograda en esta etapa se inoculd sin ajustar en
250 mL de melaza a 18°Bx sin esterilizar (simulando la industria),
para no obstaculizar el efecto logrado por el TM. Se afiadié 0.1% de
(NH4)2P04 a la melaza y se ajustd el pH=5.8. La composicién de la

melaza utilizada es la siguiente:

Azlcares totales 53.03 % Reductores libres 22.78%
Azucares fermentables 46.53 % Cenizas 9.30 %
AzUcares no fermentables 6.48 % pH 5.10

Los tratamientos de CMO se realizaron con un equipo
experimental disefiado y confeccionado por Tecnologias Electrénicas
(TECE) y caracterizado por Centro Nacional Electromagnetismo
Aplicado (CNEA). El equipo consta de un generador de sefial y una

bobina con ntcleo de aire.
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La produccién de alcohol se determind por la técnica del
poder fermentativo. Para ello se afiadié acido sulfurico concentrado
en las valvulas Milher que tapan los erlenmeyers, para retener los
compuestos voldtiles (reaccién quimica) y permitir el paso del diéxido

de carbono a la vez que impide la contaminacién microbioldgica.

Se obtuvo la diferencia del peso inicial del sistema y los que
se obtienen al tiempo determinado, en horas. Para la transformacion
del CO2 desprendido a alcohol producido (v/v) se utilizé la férmula

siguiente (Abreu, 2003; Abad, 2006):
%alc(vlv)=(1.3xPx100)/V

Ddénde: 1.3 = Factor (1.3 mL alcohol/g CO2); P = Pi — Pf (peso
inicial - peso final) (g CO2); V=50 mL

Se da por terminada la fermentaciéon cuando el peso
es constante, pero en este estudio se tuvo en cuenta 24 h con
concentracién final igual a la mitad de la inicial mas una unidad
(similar al procedimiento industrial). Dicho pardmetro se monitored
con refractdmetro manual graduado de 0 a 40 °Bx. Se determiné
el contenido final de alcohol mediante la destilacion de 250 mL de
melaza fermentada, segun la norma cubana (ONNC, 2007) y por
medicién directa con el densimetro digital marca Kyoto Electronics

modelo DA-130 N, Japdn.

Se realizaron dos corridas experimentales y los resultados se
analizaron mediante ANOVA con el programa estadistico Statgraphics

Centurion.

Resultados y Discusion

En las Figuras 1y 2 se puede observar el efecto inhibitorio del
TM con CMO-FEB (6.5 mT/60 Hz) aplicado durante 1 h sobre 50 mL de

melaza a 18 °Bx.
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Figura 1. Hongos y levaduras en 50 mL de melaza a 18 °Bx con siembra por
dilucién 10-7: a) control y b) tratada con CMO 6.5 mT/60 Hz durante 1 h.

Figura 2. Meséfilos aerobios totales en 50 mL de melaza a 18 °Bx con siembra
por dilucién 10-7: a) control y b) tratada con CMO 6.5 mT/60 Hz durante 1 h.

En el grupo hongos y levaduras (Figura 1a), fue menor
el recuento (una colonia cremosa de color anaranjado brillante)
respecto a los primeros, teniendo en cuenta que los hongos son
mds resistentes a otros tratamientos. Sin embargo, nétese que el
crecimiento de colonias de hongos en la muestra control no esta
completamente desarrollado, probablemente debido al estrés por las

altas concentraciones de la melaza (78 a 80 °Bx) ya que se trata de

microorganismos contaminantes que permanecen en dicho sustrato
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durante largos periodos de tiempo. Se logré una disminucién de 0.6
% (de 10x10-7 a 4x10-7), con reduccién del tamafio micelial, lo cual
evidencia el poderinhibitorio del TM. En la Figura 1b se puede apreciar
que algunas especies de hongos filamentosos fueron mas resistentes
(sobrevivieron principalmente los de pigmentacién verde, y una
colonia blanca), consecuente con lo observado en estudios similares

en cerveza de alta gravedad (Anaya, 2012).

Para el caso del grupo de meséfilos aerobios, se observé el
crecimiento abundante de bacteria contaminante que cubrié toda
la placa, (Figura 2a) e impidié totalmente el desarrollo de hongos y
levaduras. Esta inhibicién pudiera explicarse por la formacién de
toxinas bacterianas (bacteriocinas) que inhiben el desarrollo de otros
microorganismos (hongos y levaduras). En tal sentido, se plantea que
el TM de CMO-FEB de 5 mT por 4 h sobre Lactococcus lactis subsp.
lactis estimuld la produccidén de nisina, con valores cinco veces mayor
que el control (Chacén, 2006). Posterior al TM (Figura 2b), se observé
solo el crecimiento de una sola colonia de hongo de pigmentacién
blanca, igual al de Figura 1b aunque de mayor tamafio micelial.

Esta concordancia entre los resultados observados en
las Figuras 1b y 2b, evidencian que el TM aplicado es efectivo para
disminuir el recuento de microorganismos. La coincidencia del hongo
de pigmentacion blanca indica que esta especie pudiera tomarse
como patrén para estudiar el comportamiento de los hongos
filamentosos ante el TM y determinar el mecanismo por el cual son

“magnetorresistentes”.

Con el conteo celular en cdmara de Neubauer se obtuvieron
recuentos que resultaron estadisticamente significativos (p<0.05).
En la Tabla Il se puede observar que en la variante 2 se logré mayor
concentracion celular de la levadura inoculada. Esto indica que el TM
aplicado al sustrato provocé un aumento de la biomasa. Este resultado
es consecuente al observado en melaza a 20 °Bx aplicando CMO de
alta frecuencia (100 kHz y 25 mT), obteniéndose 14.4 % de crecimiento

mayor al control con menor consumo de sustrato (Zapata, 2005).

Tabla Il. Conteo celular a las 24 h de inoculada la cepa S. cerevisiae Santa Cruz
17 en 50 mL de melaza tratada

Variantes Tratamiento Conteo celular
1 Térmico 1.41x10°
2 Magnético 154x10°
3 Térmico y magnético 5.14x 10 8

Con este resultado se demuestra que el TM también estimula
ciertos microorganismos, lo cual pudiera explicarse en este caso por
el posible acondicionamiento de las biomoléculas del sustrato para
una mejor asimilacion por las levaduras. Este efecto estimulante
constituye una ventaja para la etapa de fermentacién ya que mientras
mayor sea la biomasa obtenida en las primeras horas, se requerird

menor tiempo para iniciar la fase fermentativa.

Debe tenerse en cuenta que el tratamiento térmico destruye
parte de dichas moléculas como proteinas y vitaminas, lo que no
sucede con otros métodos fisicos. Tal es el caso al comparar los
resultados del efecto del campo eléctrico (35 kV/cm por 1h) con el
tratamiento térmico (96.4 °C por 30 s) en la composicién del jugo
de naranja (Won, 2001). Por tanto, al comparar el tratamiento
térmico con el TM este resulta mds ventajoso pudiendo inferirse
que solo reordena la configuracion estructural de las biomoléculas.
En consecuencia con esto, en este estudio el menor recuento celular
se obtuvo en la variante 3, evidenciando que el efecto combinado
de ambos tratamientos resulta perjudicial para la composicién del
sustrato. Es posible que las células de las generaciones sucesivas
requirieran mayor tiempo de adaptacién para asimilar el sustrato
tratado con ambos métodos fisicos, lo que repercute en la biomasa

formada en esta etapa inicial de la fermentacion.

La produccién de alcohol y la variacidn de la concentracion
del sustrato de las tres variantes analizadas presentaron diferencias
significativas entre ellas y respecto al control. En las Figuras 3a a 3c se
aprecia que el perfil de las variables fue similar, lo que permite inferir

que el TM no provocé alteraciones en el metabolismo celular.
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0.16% y de 0.47 hasta 0.05% de alcohol, respectivamente. Es decir,
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que los incrementos bruscos de produccién de alcohol provocan

. inmediatamente su disminucién posterior (picos en las curvas), ya
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Tiampa{n} . .
. e o que este metabolito es tdxico para la levadura (Abreu, 2003). Este
¢) Variante 3

fendmeno se repite a lo largo del proceso fermentativo, aunque
menos marcado, provocado tal vez por la adaptacién de la célula alas

nuevas condiciones, plantedndose que a pesar de esto el TM induce

Figura 3. Comportamiento de la cepa S. cerevisiae Santa Cruz-17 durante la  tolerancia al alcohol en las levaduras (Deutmeyer, 2011).
fermentacién: a) variante 1; b) variante 2 y c) variante 3.
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En tal sentido, en la variante 3 se observé que el inicio de la
fermentacion se incrementd paulatinamente hasta 0.47% y luego
hasta el mayor nivel de produccién de alcohol en todo el estudio
(0.52%) a las 11 h. En la etapa de mayor produccién de alcohol (entre
8 y 16 h) tuvo valores alternos de 0.47 a 0.52% lo que contrasta
con la variante 1 control (0.40 a 0.51%). Solo en la variante 2 se
mantiene constante la produccién de alcohol en 0.47% hasta 0.52%
a las 16 h que provoca nuevamente otra disminucion hasta 0.42%.
Este comportamiento seria ventajoso para el método industrial de
fermentacion incrementada, aprovechando dichas fluctuaciones
para agregar melaza tratada magnéticamente a 18 6 20°Bx hasta

completar el volumen del fermentador.

En la Figura 4 se puede apreciar el comportamiento de la
produccién de alcohol acumulado por horas. En las muestras tratadas
la fermentacién comenzd retrasada como se explicd anteriormente.
Sin embargo, el comportamiento de este parametro fue similar entre
las 12 y 13 horas consecuente con el méximo nivel de la variante 3 a
las 11 h (Figura 3¢), presentando dos puntos de inflexién: uno a las 14
horas en que en las melazas tratadas fue mayor respecto al control y

otro a las 22 horas cuando ocurre lo contrario.

% alcohol acumulado (viv)
w IS

Tiempo (h)

térmico (control} —-<-- tto. combinado - -a- - magnético (CMO)

Figura 4. Produccién de alcohol acumulado por horas parala cepa S. cerevisiae
Santa Cruz 17 en 50 mL de melaza tratada.

La produccién final de alcohol a las 24 horas medidas por
densimetria digital no mostré diferencias significativas (p=0.05). Se
obtuvieron 6.7% de alcohol conlas variantes 1y 2,y 6.6% con la variante
3. Por tanto, se selecciond la variante 2 como la més adecuada (TM al
medio sin inocular), ya que permitird obtener resultados similares a
los de laindustria (variante 1 control) en la que se requiere el consumo
de vapor para esterilizar y tiempo de enfriamiento hasta temperatura

Optima para la inoculacion de la cepa.

A partir de estos resultados con CMO-FEB se realizardn
futuras investigaciones con CME, que permitird tratar a diferentes
flujos todo el volumen de melaza a emplear en el proceso (tanto en
la etapa de propagacién como de fermentacién), aplicando la técnica

de fermentacion incrementada.

Conclusiones

Se logré 0.6% de inhibicién en la melaza a 12°Bx, con una
resistencia al tratamiento magnético aplicado sobre la microbiota
tipica en el orden: bacterias, levaduras y hongos filamentosos.

Algunos de hongos fueron mds resistentes.

El tratamiento magnético solo, resulté beneficioso debido
al incremento de la biomasa en dicha etapa y en la fase inicial de

la fermentacion.

Los mejores resultados estimulantes permitieron alcanzar
valores de alcohol en las fases intermedias del proceso de 0.47 a
0.52%, aunque no se logré mayor grado alcohdlico final por este

método (tratamientos térmico y magnético: 6.9%; combinado: 6.6%).
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