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Resumen

Ademas de etanol, las levaduras producen alcoholes
superiores y aldehidos que son los componentes del fla-
vor. Se compararon dos cepas comerciales de levaduras
con la concentracion de alcoholes superiores obtenidos
al producir una bebida alcohdlica de aproximadamente
40°GL vy, al mismo tiempo, se evalud el agregado de
malta con relacion a los mismos alcoholes. Todas las
bebidas obtenidas en nuestros laboratorios cumplen con
la reglamentacion del Codigo Alimentario Argentino en
lo que hace a los componentes del flavor, mientras que
tres bebidas comerciales rotuladas como whiskies no
cumplen las especificaciones referidas a los alcoholes
superiores.
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Introduccion

El flavor de las bebidas alcohdlicas destiladas esta com-
puesto por alcoholes superiores, también conocidos
como aceite de fusel, y que son el isobutilico, amilico,
n-butanol, isoamilico, n-propanol y otros, como el feni-
letilico, tirosol, etc. También por los compuestos carbo-
nilicos (acetaldehido, acetona, entre otros) y por ésteres
como el acetato de etilo, basicamente.

En una bebida alcoholica, todos ellos deben
estar en una concentracion determinada, ya que su
exceso produce el off-flavor. Es por ello que la concen-
tracion de los mismos en las bebidas alcohdlicas desti-
ladas es de importancia primaria. Las referencias biblio-
graficas consultadas informan que el contenido -tanto
de los alcoholes superiores como los otros componentes
del flavor- depende de la calidad de la levadura usada
(uno de los objetivos del trabajo), de la composicion del
medio (en nuestro caso de la concentracion de aminoa-
cidos libres, de la presencia de 02 disuelto y otros facto-
res) y de los parametros del proceso (temperatura, agi-
tacion, presion, disefio del fermentador, etc.).

De manera general, y sin tener en cuenta otras
rutas metabolicas secundarias, podemos afirmar que el
80% de los alcoholes superiores se sintetiza durante la
fase aerobica y el 20% en la fase anaerobica, siguiendo
una de las dos rutas siguientes:

- Ruta catabolica: la levadura toma los distin-
tos aminoacidos libres del mosto y los transforma irre-
versiblemente en o-cetoacidos mediante una amino-
transferasa y el pasaje del 2-cetoglutarato a glutamato,
los que a posteriori, mediante una decarboxilasa dan un
aldehido con un carbono menos. Finalmente, mediante
el NADH2, seran reducidos a alcoholes superiores
(Mecanismo Ehrlich, 1907). Son ejemplos:

valina > alcohol isobutilico

Leucina > alcohol isoamilico
Isoleucina > alcohol amilico

Acido a-aminobutirico > n-propanol
Fenilalanina > alcohol feniletilico
Tirosina > tirosol



- Ruta anabdlica: los azlcares se transforman
en piruvatos los que, reversiblemente dan o-cetoacidos y
posteriormente alcoholes superiores. Es de hacer notar
que, reversiblemente, los oi-cetoacidos dan aminoacidos.

El hecho de que la levadura use una u otra via
depende de la concentracion de aminoacidos libres pre-
sentes en el mosto: si su concentracion es baja usara la
via anabolica y, si es alta, la via catabdlica, porque hay
inhibicion y/o represion de las enzimas fundamentales
del proceso anabodlico.

Las levaduras pueden sintetizar todos sus ami-
noacidos a partir del N amoniacal presente, pero si ésta
es la unica fuente de nitrégeno, habra menor produc-
cion de los componentes del flavor. Si las levaduras tie-
nen aminodacidos libres como unica fuente de N (por
ejemplo a partir del agregado de malta, es decir cebada
malteada en donde hay una gran liberacion de enzimas
proteoliticas y otras), entonces habra un aumento en la
produccion de flavor (y éste es otro de los objetivos a
desarrollar). Pero esta via debe ser trabajada cuidadosa-
mente, ya que es muy facil obtener una cantidad exce-
siva de estos componentes del flavor que pueden llevar
al off-flavor.

Si sélo existen aminoacidos libres y N amonia-
cal, la levadura tomara principalmente los primeros para
obtener los componentes del flavor (por la menor ener-
gia necesaria para absorberlos).

Con respecto a los componentes carbonilicos (acetona,
acetaldehido) y a los ésteres (acetato de etilo) se cum-
ple lo citado precedentemente para los alcoholes supe-
riores. Una excepcion es la accion de la destilacion, ya
que este proceso -al igual que la rectificacion- incre-
menta el contenido de ésteres del flavor por efecto de
la temperatura.

En general, bajo condiciones adecuadas que
estimulen la multiplicacion de la levadura (como por
ejemplo Oz, agitacion, etc.), se incrementa la produccion
de los componentes del flavor. Los valores normales de los
componentes del flavor presentes en los whiskies varian.
Segun el Codigo Alimentario Argentino (Articulo 1116
inciso 7/09) van de 600 a 5000 ppm de alcoholes supe-
riores y aldehidos. Segun Caballero et al. (2003), el con-
tenido total de alcoholes superiores esta entre 3100 y
3300 para los whiskies escoceses. Seguin Prescott y Dunn
(1988), el total de alcoholes superiores en whiskies de
Estados Unidos se ubica entre 700 y 1100 ppm.

Los objetivos de este trabajo son comparar dos
cepas comerciales de levaduras normalmente utilizadas
en la produccion de etanol bebible, verificando un ade-
cuado nivel de los componentes del flavor, y evaluar el
agregado de malta a fin de obtener, mediante una des-
tilacion y rectificacion, un adecuado nivel de flavor y de
etanol.
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Materiales y métodos

Cromatografo gas con deteccion FID HP 5890.
Columna Microbore Innowax de HP de alta polaridad de
60 metros x 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de
espesor de film.

Gas Carrier N2

Inyeccion manual de 0,5 pl.

Uso de n-butanol como estandar interno, una vez que se
comprueba que las muestras no contenian este alcohol.
Tiempo de corrida: 20 minutos.

Las muestras fueron analizadas directamente sin previa
destilacion.

Tabla 1 - Valores promedio de cinco determinaciones [en ppm]de los

Branos de maiz

Brzras de maiz

Se prepararon curvas de calibracion para acetaldehido,
acetona, acetato de etilo, metanol, n-propanol, isobuta-
nol, alcohol isoamilico y alcohol amilico.

Preparacion de la muestra

Cepas comerciales SCE y SRS de
Saccharomyces cerivisiae de uso enoldgico, de dos dife-
rentes proveedores.

Malta pura (100% malta) adquirida en el mer-
cado como "malta base". La misma fue fermentada
segun el siguiente esquema: si se parte de materiales
solidos, se los debe moler convenientemente hasta obte-
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Tabla 3 - Valores promedio de cinco determinaciones {en ppm] de los
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ner una harina, la que se suspende en agua caliente
durante 15 min. a 50°C. Luego, calentar hasta 85°C
manteniendo 15 min. a esa temperatura. Enfriar a 65°C
y mantener una hora. Posteriormente, enfriar a 32°C. En
este momento se agrego el indculo, formado por las dos
levaduras comerciales a las que se les realizé un trata-
miento para multiplicarlas, en un medio de macerado de
malta usando aireacion y agitacion adecuadas. El indcu-
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lo estuvo listo para ser usado cuando su concentracion
celular fue de 107 a 109 ufc/ml.

Las enzimas a-amilasa y amiloglucosidasa
comerciales se agregaron a los 65°C y 85°C respectiva-
mente, ajustando los pH a los valores 6ptimos para
estas enzimas. Como resultado del proceso fermentati-
vo, se obtuvo un contenido alcohdlico de 11 a 13% v/v
de etanol, que fue destilado en alambique con columna,
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recogiendo la fraccion alcohodlica entre 82 y 85°C, la
cual corresponde a una concentracion alcoholica, deter-
minada por alcoholimetro, de 65% v/v de etanol. A con-
tinuacion, la muestra alcoholica fue diluida hasta el
40% v/v (Tabla 1) y entonces rectificada mediante el uso
de una doble columna Vigreaux (Tabla 2).

Granos de maiz comerciales hidrolizados y fer-
mentados segun el esquema anterior.

Melazas del mercado + granos de maiz en una
proporcion 30% y 70%, respectivamente, hidrolizados y
fermentadas segun el esquema anterior para los granos,
con la indicacion que la melaza fue agregada en el
momento de |a inoculacion.

Mezcla de malta pura, con cebada y maiz
grano en una proporcion del 30, 35y 35%, respectiva-
mente, hidrolizadas y fermentadas segun el esquema de
los sélidos.

Whiskies nacionales N°1, 2 y 3 adquiridos en el merca-
do local.

Resultados y discusion

En la tabla 1 se observan los valores obtenidos de los
componentes del flavor utilizando las dos cepas de leva-
duras comerciales, dos concentraciones distintas de
malta y maiz habiendo llevado el destilado al 40% v/v
de etanol.

En la tabla 2 se observan los valores de los
componentes del flavor para diferentes sustratos usados
(maiz, melaza + granos de maiz, mezcla de malta, ceba-
da y maiz y malta pura) presentes en alcoholes destila-
dos y rectificados Ilevados a una concentracion etanoli-
ca del 40% v/v. La levadura usada fue la SCE en todos
los casos por ser el producto tradicionalmente utilizado
en nuestro laboratorio.

En la tabla 3 se observan los valores de los
componentes del flavor obtenidos de los whiskies argen-
tinos.

Otra variable estudiada fue la accion de las
proteasas comerciales (bacterianas) durante el proceso
fermentativo. Se observd la mejora de la cantidad de
etanol obtenido en un punto porcentual, en valores pro-
medio, ya que de 12% de etanol se obtuvo 13% de eta-
nol v/v. Hacemos notar que, sensorialmente, el aroma y
sabor percibidos no fue el adecuado (datos no mostra-
dos, bajo estudio).

Conclusiones

1- Segun el Codigo Alimentario Argentino, Capitulo XIV
(Bebidas Espirituosas, Alcoholes, Bebidas Alcohdlicas
Destiladas y Licores), se especifica que el whisky debe
contener entre 600-5000 ppm de alcoholes superiores o
congéneres. Todas las bebidas alcohdlicas obtenidas en
nuestros laboratorios cumplen con los valores (Tabla 2),
no asi las tres bebidas comerciales argentinas analiza-
das (Tabla 3).
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2- Importancia de la cepa usada en la obtencion de las
bebidas alcohdlicas: aumentando el contenido de malta,
aumentan los componentes del flavor. Se observo que la
cepa SRS tiene una mayor capacidad para catabolizar los
aminoacidos. En el caso de la cepa SCE, donde aumento
al doble la cantidad de malta, se elevo 2,3 veces el con-
tenido de alcoholes superiores totales. Para el caso de la
cepa SRS, este aumento fue de seis veces. Si comparamos
ambas cepas usadas, vemos que la cepa SRS tiene tres
veces mayor capacidad para obtener los componentes
totales del flavor. De alli inferimos la importancia que
tiene conocer de antemano la capacidad de las cepas a
usar en la produccion de alcoholes superiores que estén
dentro de las especificaciones oficiales.

3- En el caso del uso de las proteasas comerciales, las
mismas aumentaron fuertemente el contenido de ami-
noacidos libres al romper los sacos proteicos que
envuelven los granos de almiddn. Esta opcion solo es
aceptable cuando se produce industrialmente bioetanol
para usar como combustible, ya que la columna de des-
tilacion puede separar, en los distintos platos, el meta-
nol (plato 1), el etanol (plato 2) y los alcoholes superio-
res (plato 22) (Menéndez et al. 2009). Toda vez que se
obtenga una alta concentracion de componentes del
flavor, minimamente se debera rectificar la mezcla si se
pretende usarla para bebida.

4- El uso de malta cruda (cebada malteada sin secar) per-
mite obtener el maximo de alcoholes superiores totales
comparativamente con los granos de maiz y sus mezclas
(Tabla 2). Ello es debido a la mayor disponibilidad de ami-
noacidos libres durante el proceso fermentativo.
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