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RESUMEN

Se presenta una revision bibliografica sobre la forma-
cién y determinacién de alcoholes superiores en bebidas
alcohdlicas. Se abordan aspectos generales sobre el ori-
gen de los alcoholes superiores y factores que influyen
en la formacién de los mismos como: la cepa
Saccharomyces cerevisiae empleada y la relacion carbo-
no-nitrégeno presente en el medio de fermentacion, asi
como los métodos que se emplean en su determinacién.
Se comentan los trabajos reportados actualmente rela-
cionados con la determinacién de alcoholes superiores,
tanto por el método cromatografico, como por el método
espectrofotométrico.

PALABRAS CLAVE: alcoholes superiores, bebidas alcohdli-
cas, método cromatografico y método espectrofotomé-
trico.

ABSTRACT

A Dbibliographic review is presented on the determina-
tion of higher alcohols in alcoholic beverages. General
aspects about the origin of higher alcohols and factors
influencing the formation of these alcohols are discus-
sed, such as: the Saccharomyces cerevisiae strain used
and the carbon-nitrogen ratio present in the fermenta-
tion medium, as well as the methods used in its deter-
mination. The current reported work related to the
determination of higher alcohols by both the chromato-
graphic method and the spectrophotometric method is
discussed.

KEYwWoORDS: higher alcohols, alcoholic beverages, chro-
matographic method and spectrophotometric method.

INTRODUCCION

Los alcoholes tienen diferentes fines: constitu-
yen las materias primas fundamentales para la
elaboracién de bebidas alcohdlicas y pueden ser
comercializables como tal en sus diferentes espe-
cificidades, principalmente alcoholes finos y recti-
ficados (1).

En la fermentacién alcohélica se producen
junto con el etanol, muchos compuestos denomi-
nados mayoritarios. Entre estos, se destacan en
importancia los alcoholes superiores: 1-propanol,
2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-

butanol, separados en las columnas rectificadoras
en forma de aceite de fusel (alcoholes con més de
dos 4tomos de carbono) (2). En una segunda etapa
de destilacién las concentraciones de esos com-
puestos pueden ser controlados en sus rangos de
concentracién para que los productos finales cla-
sifiquen como alcoholes o aguardientes (3).

En la produccién de algunas bebidas alcohdli-
cas, los alcoholes superiores se consideran impure-
zas y su concentracién puede ser lo suficientemen-
te elevada como para rendir un desagradable
sabor y olor penetrante. Estas concentraciones
usualmente se determinan en las fabricas por
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métodos espectrofotométricos que no consideran la
concentracion del 1-propanol. La adecuacion de la
técnica y su comparacién con los resultados obte-
nidos por cromatografia de gases, sera de gran uti-
lidad para establecerla como método de rutina.

Actualmente, aunque es costosa tiene mayor
uso la cromatografia de gases en la determinacién
de alcoholes superiores, entre otros congéneres, en
matrices de destilados alcohdlicos y es posible su
aplicabilidad en la modulaciéon de parametros fer-
mentativos en las destilerias, garantizando de
esta forma un producto final con la calidad orga-
noléptica requerida.

Aspectos generales

Los compuestos que integran la fraccién aro-
matica de las bebidas alcohédlicas son también
denominados congéneres. Los congéneres son
compuestos quimicos formados principalmente
durante los procesos de fermentacién y afieja-
miento, por la interaccién quimica entre algunos
acidos organicos con el alcohol etilico para formar
ésteres, los aldehidos, acidos organicos, alcoholes
superiores y furfural. La operacién de destilacién
permite eliminar del producto un mayor o menor
contenido de congéneres dependiendo del tipo y la
eficiencia de dicha operacién (3).

Los congéneres se designan también con el
nombre de impurezas volatiles y contribuyen a
dar a la bebida alcohodlica el sabor y aroma pro-
pios de la materia prima. Su concentracién puede
ser lo suficientemente elevada como para rendir
un desagradable sabor y olor penetrante en el
producto, asi como aportar una sensaciéon de
aspereza al paladar; adicional a esto, se les atri-
buye sean la causa del dolor de cabeza, irritacién
y malestar que aparecen tras una ingestién con-
siderable.

Impurezas en bebidas alcohélicas

La presencia de otros compuestos que no son
etanol ni agua son precisamente las sustancias
que tienen su origen fundamentalmente como
coproductos de la fermentacién, o provenientes de
la materia prima, como acompanantes o formados
durante el proceso de separacion y purificacion.

Puede tenerse i1dea de la variedad de impure-
zas que se consideran en la caracterizacion de los
alcoholes, observando las referencias internacio-
nales de los alcoholes finos (neutros) o rectificados
(industriales) (4), entre ellas se pueden distinguir
las especies correspondientes a familias quimicas
como son:

* Los alcoholes superiores. Por definicién los que
poseen mas carbonos que el etanol, los mas sig-
nificativos son: propanoles, butanoles y penta-
noles con sus isémeros mas comunes. Estan
Ele)terminados oficialmente por la NC-535:2007

5).

* Los aldehidos. Son los compuestos de mayor
volatilidad presentes, destacandose el acetalde-
hido y los acetales (dietilacetal, 1,1-dietoxieta-
no). Estan determinados oficialmente por la
NC-508: 2011(6) y NC-519: 2007(7).

* Los ésteres. Se originan basicamente mediante
la reaccién de esterificacién entre un acido orga-
nico y un alcohol. Su importancia radica en su
contribucién decisiva a las propiedades organo-
lépticas del alcohol etilico destilado. El procedi-
miento de destilacién actiia en forma correspon-
diente con la de un reactor de esterificacién, por
ello los sistemas de destilaciéon en si se compor-
tan como esterificadores. Su determinacién
también se encuentra dentro de las normas ofi-
ciales (8, 9y 6).

* Metanol. En todos los alcoholes potables la
determinacién de este compuesto es solicitada,
dada su toxicidad. Su presencia es muy pronun-
ciada en el alcohol sintético y en aquellos natu-
rales procedentes de fermentaciones de sustan-
cias con alto contenido en pectinas, como las
frutas y algunos granos. Su presencia en alco-
holes de cafia es muy baja. Se determina quimi-
camente por el método de la fucsina (Reactivo
de Schiff) (10) aunque también ha sido popular
por el método del acido cromotrépico. Hoy han
sido suplantadas estas técnicas por la cromato-
grafia gaseosa (11).

* Carbamato de etilo. En los ultimos afos han
aparecido algunas regulaciones en paises como
Canada y Suiza que han establecido valores
maximos para esta especie en bebidas destila-
das de 150 ?g/L (ppm) (12). Por otra parte la
Uniéon Europea hasta ahora no ha emitido
norma sobre el carbamato de etilo, pero ha
publicado recomendaciones oficiales (13). En
Brasil se vienen realizando investigaciones
sobre los valores encontrados en los aguardien-
tes de cafa (cachaza) y de yuca o mandioca
(tiquira) de este compuesto (14).

Factores que influyen en la formacién de la frac-
cién aromatica en bebidas alcohdlicas

Se ha demostrado que dentro de los factores
que pueden determinar la composiciéon de la frac-
cién aromatica (especialmente los alcoholes supe-
riores) de fermentaciones derivadas de jugos y
melazas provenientes de la fabricacion de azucar
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de cafia (15), se encuentran: la cepa
Saccharomyces cerevisiae empleada, y la relacién
carbono-nitrégeno, especificamente nitrégeno
aminico y amoniacal presentes en el medio de fer-
mentacion.

La cepa Saccharomyces cerevisiae empleada

La cepa Saccharomyces cerevisiae pertenece a
un grupo de levaduras llamadas anaerobias facul-
tativas. Estos microorganismos fermentan hexo-
sas como glucosa y fructosa bajo condiciones aero-
bias y anaerobias.

En cultivos discontinuos aerobios, esta levadu-
ra, tipicamente fermenta cerca de un 70 % de la
glucosa disponible a etanol y COg, un 20 % se
incorpora a la biomasa y un 8 % se usa en la pro-
duccién de glicerol y solo un 2 % rendird COq y
H,0 via fosforilacién oxidativa dentro de la mito-
condria (16).

La relacién carbono-nitrégeno presente en el
medio de fermentacién

El contenido de nitrégeno asimilable en el
medio de cultivo, constituye otro elemento que
juega un papel importante en la duraciéon y pro-
greso de la fermentacion alcohdlica, ya que la dis-
ponibilidad del mismo puede incrementar la pobla-
ci6n durante el periodo de crecimiento celular. La
limitacién de carbono y nitrégeno, es importante
para la optimizacién de la fermentacion de hexosas
por Saccharomyces cerevisiae (17).

La interaccién entre ambos factores puede
incidir significativamente sobre la formacién de
estos compuestos; es decir cada cepa puede tener
un perfil de sintesis para determinados alcoholes
superiores, dependiendo de las condiciones nutri-
cionales del mosto (altas o bajas relaciones C: N),
suplementado el N via sulfato de amonio. Se han
implementado diversas técnicas especiales para
separar el fusel oil durante la produccién de bebi-
das destiladas, las cuales por lo general son costo-
sas; por lo que resulta factible disminuir su con-
centracién en los mostos, previniendo su produc-
cién durante el curso de la fermentacién (18).

Al respecto, la literatura reporta algunos tra-
bajos referentes al empleo de cepas de levaduras
alcoholeras mutantes con una produccién ya sea
incrementada o disminuida para estos congéne-
res, en dependencia del producto final deseado,
permitiendo de esta forma reforzar sabores y
caracteristicas aromaticas (18).

La cantidad de azicar a adicionar en el medio
de fermentacién no puede llevarse a cabo de forma

arbitraria, se hace necesario un ajuste correcto ya
que bajos niveles disminuyen la velocidad de su
utilizacién en la formacién de etanol haciendo mas
lento el proceso (19).

Las mieles cubanas contienen aproximada-
mente un 0,5 % de nitrégeno, de cuya cantidad
menos de la mitad se encuentra en forma asimila-
ble para las levaduras, de ahi que en dependencia
de ello, en la fermentacién sea necesario adicionar
nitrégeno para obtener resultados éptimos.
Tradicionalmente en destilerias nacionales se
emplea la urea, el sulfato y/o el fosfato de amonio;
estas dos ultimas son las preferidas para el traba-
jo en el laboratorio ya que son utilizadas por todos
los géneros de levaduras y por ende son las formas
mas usuales de adicién del ion amonio (20), pero
estos resultan mas caros y se prefiere la urea para
trabajos en fabricas.

Formacién de alcoholes superiores

Los alcoholes superiores se producen mayori-
tariamente a partir de aminoacidos aromaticos y
de cadena ramificada a través de dos vias meta-
bélicas (17):

* Via catabdlica o via de Ehrlich: Los aminoacidos
son primeramente transaminados a 2-0xoAacl-
dos, después descarboxilados a aldehidos y
finalmente reducidos a los correspondientes
alcoholes superiores.

* Via anabdlica o del piruvato: A través de inter-
mediarios 2-oxoacidos que estdn a su vez invo-
lucrados en la biosintesis de estos aminoacidos
ramificados.

Las proporciones relativas atribuidas a estas
dos vias son del 25 % y 75 %, respectivamente.
Para una cantidad fija de nitr6geno amoniacal, las
concentraciones de alcoholes superiores se incre-
Ene;ﬂ;an al aumentar el contenido en azlcares

17).

Métodos empleados en la determinacién de alco-
holes superiores

Existe una gran variedad de métodos quimicos
para la determinacién de congéneres en los alco-
holes segin se muestra en la tabla 1.

Los métodos para la determinacién de la con-
centraciéon de alcoholes superiores en bebidas
alcohélicos resultan muy importantes en la actua-
lidad, ya que se pueden utilizar debido a su vera-
cidad, confiabilidad y reproducibilidad.

Los mas utilizados son los cromatograficos
pues son muy amplios y versatiles para el analis-
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Tabla 1. Referencia de métodos utilizados para la determinaciéon de sustancias o congéneres
presentes en los alcoholes

Sustancia Método Fundamento
Aldehidos Volumetria Redox Yodometria empleando bisulfito de sodio
(Na2S0s)
Esteres Volumetria acido-base Saponificacién con hidréxido de sodio (NaOH)
Alcoholes Técnica Tratamiento con dimetilamino-benzaldehido en
superiores espectrofotométrica medio sulfirico(538-543nm)

ta quimico y también de facil manipulacién, aun-
que los métodos volumétricos son de mayor uso en
los laboratorios de las destilerias ya que los cro-
matégrafos son muy costosos (21).

Método cromatografico

La cromatografia de gases es de las técnicas
cromatograficas la mas utilizada y se caracteriza
porque la muestra es volatilizada e inyectada en la
cabeza de una columna cromatografica. Los com-
ponentes de la muestra se distribuyen entre la fase
moévil (gas portador que puede ser: nitrégeno,
helio, argén e hidrégeno, este tltimo es el utilizado
en nuestro laboratorio) y la fase estacionaria, en
nuestro caso que se determinan componentes
mayoritarios como aldehidos, ésteres, acidos y
alcoholes, estos eluyen a distinta velocidad en fun-
cion de sus diferentes afinidades con la misma; por
eso la mas utilizada es la de tipo carbowax donde
el material que se emplea es el polietilenglicol.

En el andlisis se utiliza detector de ionizacién
de llama (CG-FID) o GC acoplado a un espectré-
metro de masas (CG-EM) (22).

Las columnas capilares son las mas utilizadas
en la actualidad en cromatografia de gases. Se
trata de tubos largos, de didmetro muy pequerio,
de vidrio o mas frecuentemente de silice fundida,
en las que la fase estacionaria esta retenida sobre
la pared interna de la columna. Un ejemplo de
este tipo de columna son las columnas con la
pared recubierta (WCOT) (wallcoated open tubu-
lar column), donde la fase estacionaria esté direc-
tamente depositada en la pared de la columna sin
que exista ningun aditivo considerado como sopor-
te. Estas columnas son flexibles y pueden doblar-
se en forma helicoidal con un didmetro de varios
milimetros (0,2-0,32 mm), ofreciendo importantes
ventajas tales como resistencia fisica, una reacti-
vidad mucho menor frente a los componentes de la
muestra y flexibilidad.

La columna capilar de pared recubierta maés
usada en la determinacién e identificacién de com-
ponentes volatiles mayoritarios en alcoholes y

Fuente: Hernandez (21)

bebidas alcohoélicas es la SUPELCOWAX™ 10,
este tipo de columna tiene las siguientes caracte-
risticas: 100 % polietilenglicol (PEG), fase entre-
cruzada y quimicamente ligada, de polaridad alta,
fase practicamente equivalente a la fase USP G16,
amplio intervalo de temperaturas de trabajo y
estabilidad térmica elevada (35 °C - 280 °C), com-
patible con inyecciones de agua y metanol siempre
que estos disolventes estén completamente vapo-
rizados cuando entren en la columna y reproduci-
bilidad entre columnas garantizada (23). También
pueden ser utilizadas columnas con polaridad
intermedia.

El detector de ionizacién de llama (FID, por
sus siglas en inglés) es el detector mas extensa-
mente utilizado, aunque existen otros que son
también aplicables en cromatografia de gases. La
mayoria de los compuestos organicos, cuando se
pirolizan a la temperatura de una llama de
H2/aire, producen iones y electrones que pueden
conducir la electricidad a través de la llama.
Cuando se aplica una diferencia de potencial de
unos pocos cientos de voltios entre el extremo del
quemador y un electrodo colector situado por enci-
ma de la llama, la corriente que resulta (~102 A)
se dirige para su medida hacia un amplificador
operacional de alta impedancia. La ionizaciéon de
la llama de compuestos que contienen carbono no
es un proceso bien establecido, aunque se observa
que el numero de iones que se producen es relati-
vamente proporcional al nimero de atomos de
carbono reducidos en la llama.

El FID responde al ntumero de atomos de car-
bono que entra en el detector por unidad de tiem-
po, por ello, es mas un detector sensible a la masa,
que un sistema sensible a la concentracién.
Grupos funcionales, tales como carbonilo, alcohol,
halégeno y amina, originan en la llama pocos
iones o practicamente ninguno.

Estas propiedades hacen de este detector uno
de los detectores generales mas utilizados para el
analisis de la mayoria de los compuestos organi-
cos. Las aplicaciones de este detector son diversas
y generalmente de control rutinario. Un ejemplo
de ello es la determinacién e identificaciéon de com-
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ponentes volatiles mayoritarios en alcoholes y
bebidas alcohdlicas. El FID posee una elevada
sensibilidad (~10713 g/s), un gran intervalo de res-
puesta lineal (~107), y un bajo ruido. Por lo gene-
ral, es resistente y facil de utilizar. Una desventa-
ja de este detector es que se trata de un detector
destructivo de la muestra (24).

Existen estudios de Cabafias (25) donde se
identificaron los diferentes alcoholes presentes en
bebidas alcohdlicas por cromatografia de gases,
por medio de la cual se identificé que las bebidas
analizadas no contenian alcoholes superiores o
bajo contenido de los mismos. Por otro lado, obtu-
vieron diferentes espectros para diversas concen-
traciones de sustancias y espectros de los alcoho-
les presentes en las muestras, como fueron el eta-
nol y el metanol, estos se utilizan como indicado-
res cuando la bebida, en ese caso "vodka", se
encuentra adulterada.

Por su parte Jung et al. (26) determinaron los
perfiles quimicos y sensoriales de 12 muestras
comerciales de makgeolli, un vino de arroz corea-
no, mediante el analisis de componentes volatiles.
Las muestras de vinos fueron analizadas para
determinar su acidez, contenido de etanol, el pH y
azucares reductores totales. Se encontré que las
composiciones quimicas de las muestras de mak-
geolli eran significativamente diferentes. Los
compuestos volatiles se extrajeron con microex-
traccién en fase sélida y se analizaron por croma-
tografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas. En total se identificaron 45 compuestos
volatiles: ésteres, alcoholes, aldehidos, acidos,
fenoles y terpenos. Basado en el analisis de com-
ponentes principales en el perfil sensorial se
detectaron atributos sensoriales como el cereal
tostado, mohosos, burbujas, dulce y amargo, la
levadura, alcohol y aroma de frutas.

Liu et al. (27) investigaron las composiciones
volatiles y no volatiles, asi como las propiedades
sensoriales del vino monovarietal blanco mas
comun en Dinamarca, mediante el muestreo del
espacio de cabeza dinamico (DHS) acoplado a la
cromatografia de gases-espectrometria de masa
(GC-MS), donde se identificaron 79 compuestos
volatiles.

Entre los principales componentes no volatiles
se analizaron el glicerol, los azucares y éacidos
organicos. Se observ6 una diferencia sensorial pri-
maria entre muestras de vino, la mitad de los cua-
les se caracterizan por sabores florales y frutales
(melocotén / albaricoque, melén, platano y fresa),
mientras que el resto fueron descritos por los
sabores menos agradables. La regresion de mini-
mos cuadrados parciales (PLS) mostré que aceta-
tos y ésteres etilicos de acidos grasos de cadena
recta se asociaron con olores florales y frutales

mientras que los ésteres etilicos de acidos grasos
de cadena ramificada estan menos asociados con
ellos.

También en el grupo de Wang (28) se realizé
una exploracién en dos vinos rosados que presen-
taban un estilo tropical, afrutado y floral median-
te el analisis de diluciéon de extracto de aroma
(AEDA) y el andlisis cuantitativo. Los vol4tiles se
extrajeron usando extraccién liquido-liquido
(LLE) seguido de la evaporacién asistida por disol-
vente (SAFE) o un método de muestreo de espacio
de cabeza dinamico recientemente desarrollado
(HS) que utiliza cartuchos de extraccién (SPE) en
fase sé6lida. El analisis de dilucion de extracto de
aroma se llevé a cabo mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas acoplado a olfato-
metria (GC-MS / S) y fueron detectados un total
de 51 compuestos de aroma con sabor. Se realizé
un analisis cuantitativo de 92 sustancias volatiles
en ambos vinos para el calculo de los valores de
actividad de olor. El estilo de los vinos afrutados y
florales se debi6 principalmente al 2-feniletanol y
una variedad de ésteres, mientras que varios aci-
dos volatiles fueron vistos como esenciales para el
estilo tropical. Cuando se compararon los métodos
de extraccién, el método HS-SPE fue tan eficiente
como seguro para la extracciéon de la mayoria de
los ésteres y alcoholes superiores, que se asociaron
con sabor a fruta y caracteres florales, pero era
dificil de capturar las sustancias volatiles con
mayor polaridad o mas alto punto de ebullicién
que son importantes para el aroma del vino.

Métodos espectrofotométricos

Los métodos espectrofotométricos aunque son
de mayor uso en los laboratorios de las destilerias,
precisan de la aplicacién de las buenas practicas
de laboratorio porque se pueden presentar proble-
mas de contaminacién de solventes y alta impreci-
si6n por las fuentes de error humano.

El método espectrofotométrico se rige oficial-
mente por la NC 535:2007 (5) que se basa en la
determinacién del contenido de los alcoholes supe-
riores 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol, por
medio de la reaccién con una solucién de p-dimeti-
laminobenzaldehido (p-DMAB) en medio 4cido.

La intensidad del complejo formado se deter-
mina por espectrofotometria a una longitud de
onda de 540 nm.

Segun estudios encontrados Noriega et al. (29)
determinaron alcoholes a partir de muestras de
fermentacién mediante un método econdémico,
simple, cuantitativo, y no cromatografico que uti-
liza el principio de microdifusion adaptado y vali-
dado para muestras de fermentacién acetona-
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butanol-etanol (ABE). En el método, basado en la
oxidaciéon de alcoholes usando dicromato de pota-
sio en medio acido, y la deteccién mediante espec-
trofotometria, se evalud la variaciéon tanto de la
temperatura (35, 45, y 55 °C) como del tiempo de
reaccién (0 a 125 min). La deteccién se realizé con
un tiempo de analisis de la muestra de 90 minu-
tos a 45 °C, un limite de deteccién (LOD), y un
limite de cuantificacién (LOQ) de 0,10 y 0,40 g/L,
respectivamente. E1 método propuesto se ha apli-
cado con éxito para determinar las concentracio-
nes de 1-butanol y de etanol en muestras de fer-
mentacién con la ventaja de que las muestras pue-
den ser analizadas simultdneamente. Las medi-
ciones obtenidas con el método propuesto se
encontraban en buen acuerdo con las obtenidas
por el método de cromatografia de gases (GC).
Este método propuesto es util para el analisis
rutinario de alcoholes y muestras de deteccién en
laboratorios e industrias.

Se han encontrado normas de paises como
México, Espaiia, Ecuador, entre otras normas que
rigen la determinacién de alcoholes superiores por
espectrofotometria y solo tienen en cuenta la mez-
cla de patrones 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-
butanol, asi mismo la norma cubana que transitd
de la NC 83-30:1987 a la NC 535:2007 solo des-
cribe a estos patrones en su determinacion.

En las destilerias ocurren indisciplinas tecnol6-
gicas que conllevan a que en el producto destilado
como alcohol rectificado aparezca el 1-propanol

como parte de la fraccion de los alcoholes superiores.

Esta establecido que para la adecuada extrac-
ciéon y conociendo que la zona de concentracién
del 1-propanol es en platos superiores a los de los
amilicos, es muy importante que la flauta para
extraccién esté seccionada al menos en dos par-
tes (3).

En estos casos los ensayos que se realizan
siguiendo la NC 535:2007 (5) no detecta las con-
centraciones de 1-propanol, por eso la importan-
cia de poder modificar la norma existente de
forma tal que se pueda determinar por espectrofo-
tometria no solo el 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-
butanol, sino también el 1-propanol y asi darle
solucién al problema actual en las destilerias.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que la formacién de alcoho-
les superiores ocurre durante el proceso de fer-
mentacion, por tanto se deben tener en cuenta los
factores que influyen en su formacién para asi
poder evitar grandes concentraciones de los mis-
mos. Existen dos métodos para la determinacién
de alcoholes superiores en bebidas alcohdlicas, el
cromatografico y el volumétrico. E1 método volu-
métrico es el utilizado en las destilerias del Grupo
Empresarial Azcuba segin la norma NC 535:2007
que no incluye al propanol como patrén.
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