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1. INTRODUCCION

El vinagre ha formado parte de la alimentacion humana desde la
antigbedad como condimento, conservador de alimentos y bases para
remedios sencillos en hombres y animales. Las referencias mas antiguas del
uso del vinagre se encuentran en la cultura Babildénica (5000 A. C.) sobre la
obtencién de vinagre a partir de datiles (LLAGUNO y POLO, 1991).

En la actualidad, la utilizacion de residuos en la elaboracion de
productos fermentados y especificamente la produccion de vinagre ha sido
constatada y llevada a cabo por diversos autores (RICHARDSON, 1967 y
HORIUCHI et al.,, 2004) como una manera de otorgar valor adicional y
proponer un uso efectivo de los residuos agroindustriales.

Bajo este contexto, la linea de investigacion del presente trabajo se
enfoca en el proceso de fermentacion acética para la produccion de vinagre
utilizando residuos de arandanos (Vaccinium corymbosum L.); estos residuos
se han obtenido durante el proceso de elaboracion de jugo concentrado,
desarrollado por la empresa Bayas del Sur S.A.

El cultivo de este frutal menor se ha intensificado en Chile y en particular
en la X Region de Los Lagos a consecuencia de las Optimas condiciones
agroecologicas que favorecen el establecimiento y desarrollo de las plantas,
llegando a cultivarse 625 hectareas al afio 2001, lo que representa el 35,8% de
la superficie a nivel de pais.

El ardndano se caracteriza por poseer un agradable aroma, sabor y
apariencia, caracteristicas organolépticas que complementan un componente
funcional derivado de su alto contenido de antocianinas, polifenoles y por su
capacidad antioxidante siendo muy apetecido en los mercados internacionales.

Segun estos antecedentes la produccion de vinagre a partir de

arandanos, es una alternativa interesante para introducir en el mercado un



aderezo de sabor distinto con caracteristicas organolépticas propias de los
blueberries y con la ventaja de otorgar un valor agregado a residuos no
utilizados.

La hipotesis planteada para esta investigacion es la siguiente:

Es posible elaborar vinagre de arandanos utilizando residuo de torta de
prensa, aplicando diversas concentraciones de etanol y aireacion, y evaluar
como estos factores afectan positivamente sobre el rendimiento, velocidad de
acetificacion, caracteristicas quimicas y sensoriales del vinagre.

Para lo anterior se pretende cumplir con los siguientes objetivos.
Objetivo general:

Elaborar vinagre de arandanos empleando como materia prima el
residuo de torta de prensa obtenida del proceso de elaboracion de jugo
concentrado.

Objetivos especificos

» Aislar e identificar el microorganismo iniciador del proceso de fermentacion
acética, a partir de diferentes vinagres madres obtenidos en la X* Region.

» Obtener condiciones iniciales de elaboracion y procesamiento del vinagre a
partir de cepas aisladas de bacterias acéticas.

» Caracterizar el vinagre evaluando caracteristicas quimicas y organolépticas

del producto obtenido.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales del vinagre

El vinagre es uno de los productos fermentados mas antiguos usados
por el hombre. La palabra vinagre deriva de vino acido (del Francés vinagre =
vin “vino”, méas agrio “acido” o cortado) (WEISER, 1962).

Es y ha sido utilizado como condimento, aderezo en ensaladas y agente
preservante de vegetales y carnes, su uso data de 4000 afios A. C.
(Greenshields citado por DEPPENMEIER et al., 2002) y 5000 A. C. (LLAGUNO
y POLO, 1991).

El proceso de fermentacion toma lugar en vinos y mostos en contacto
con el aire, por lo que se considera un alimento derivado del vino, es decir un
subproducto del vino (Greenshields citado por DEPPENMEIER et al., 2002).

El vinagre es definido como “un liquido ajustado para el consumo
humano, producido por materias primas de origen agricola, que contienen
almidon y azucares, por un proceso de doble fermentacion (alcohdlica y
acética) y conteniendo una cantidad especifica de acido acético (FAO/WHO
Food Standards programme, 1987 citado por TESFAYE et al., 2002).

LLAGUNO y POLO (1991), entregan una definicion del vinagre, en la
cual se dice que deriva del Francés *“vin aigre” (vino agrio), por lo que el
procedente del vino merece ese nombre. Por extension, se denominan
vinagres a los productos resultantes de la fermentacion acética de diversos
sustratos alcohdlicos, afiadiendo al nombre vinagre el del sustrato
correspondiente, como “vinagre de sidra”.

El vinagre es producido por dos fermentaciones, la primera corresponde
a la conversion de azucares fermentables a etanol por levaduras, del género

Saccharomyces principalmente. La segunda fermentacion se desarrolla a partir



de la oxidacidon de etanol por bacterias, del género Acetobacter (TESFAYE et
al., 2002).

El proceso de fermentacion involucra, la produccion de acido aceético,
gue es bacteriostatico y/o bactericida dependiendo de su concentracion. Por
esto la fermentacion acética, como la alcohdlica, pueden ser utilizadas en

procesos de preservacion de alimentos (STEINKRAUS, 1997).

2.1.1 Condiciones Optimas de fermentacion acética. La fermentacion
acética puede ser definida como un proceso bioquimico, por el cual las
bacterias acéticas oxidan al etanol contenido en el sustrato alcohodlico a acido
acético, bajo estrictas condiciones de aerobiosis. Las condiciones éptimas de
fermentacion se refieren a la ventaja de conocer la informacioén acerca de la
cinética de crecimiento bacteriano y de los procesos automatizados de
fermentacion (LLAGUNO y POLO, 1991).

Para que la fermentacién acética ocurra se deben cumplir una serie de
requisitos que incluyen el suministro de oxigeno, la temperatura optima y las

caracteristicas de la materia prima.

2.1.1.1 Caracteristicas de la materia prima (sustrato). Segin LLAGUNO y
POLO (1991), el sustrato alcohdlico, debe estar libre de sabores y olores
extrafos, limpio, sin restos de azucares fermentables que puedan provocar
contaminaciones posteriores con levaduras. En cuanto a su graduacion
alcohdlica, se ha venido considerando que los vinos utilizados en el proceso
de acidificacion deben ser de baja graduacion, aunque se permite utilizar vinos
con una graduacion alcohdlica de 10 a 12 % v.v.

En cuanto a la concentracion de etanol, Gomez citado por DE ORY et al.
(2002) plantea la influencia de la concentracion de etanol sobre la
fermentacion acética y entrega una concentracion 6ptima de 13 g/L. Aunque
este valor depende de la concentracion de otros compuestos toxicos como

acido acético.



Otro factor que influye sobre la fermentacién acética es la concentracion
de acido acético. Bar citado por DE ORY et al. (2002), afirma que el acido
acético tiene un caracter de activador y a la vez de inhibidor, sobre la actividad
del microorganismo Acetobacter aceti, por lo que han propuesto un efecto de
activacion sobre el crecimiento del microorganismo cercano a 10 g/L para el
metabolismo bacteriano.

La FIGURA 1 muestra los rangos optimos de las concentraciones de

etanol y acido acético y su influencia sobre el crecimiento bacteriano.
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R /////////
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.......... s bk .
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FIGURA 1. Influencia de la concentraciéon de etanol y acido acético sobre
el crecimiento bacteriano de Acetobacter aceti.
FUENTE: DE ORY et al. (2002).

2.1.1.2 Influencia de la temperatura. La temperatura del medio influye sobre
el crecimiento de microorganismo. LLAGUNO y POLO (1991), DE ORY et al.
(1998b) y (2004) proponen una temperatura 6ptima de fermentacion acética

comprendida dentro del rango de 30 a 31 °C; de esta forma, el proceso de



fermentacién es viable entre los 28 y 33 °C. Sin embargo, cuando la
temperatura es superior a 33 °C o estéa por sobre la temperatura éptima, ocurre
un proceso de desactivacion bacteriana, en el cual las enzimas son
denaturadas, la membrana dafiada, causando que los constituyentes se
dispersen y el organismo sea mas sensible a los efectos toxicos de la célula,
ademas de aumentar las pérdidas de alcohol y productos volatiles.

2.1.1.3 Influencia de la aireacion. El factor aireacion, se considera
fundamental, dado que las bacterias acéticas requieren de un suministro
constante de oxigeno, ademas de una agitacion orbital para homogeneizar el
contenido y garantizar la aireacion. La concentracion de oxigeno disuelto en el
medio se debe mantener constante, en torno a 2 mg/L y la cantidad de aire
suministrado debe ser aproximadamente de 50 mL/min para 100 ml de medio
lo que equivale a 0,5 vwm que es el volumen de aire introducido, por unidad de
volumen de fermentador por minuto.

La incorporacion de aire es un proceso esencial, dado el caracter
aerobio de las bacterias acéticas. Ademas de la cantidad de aire suministrado,
se debe considerar la pureza y calidad de éste, las bacterias acéticas son
sensibles a contaminantes presentes en el aire (LLAGUNO y POLO, 1991).

No obstante, algunos autores mencionan que el proceso de
fermentacion acética es estrictamente dependiente sobre el oxigeno
abastecido a la fase liquida y se requiere de un sistema de distribucion gas-
liquido para la transferencia de oxigeno, ya que afecta directamente sobre la
productividad del proceso de fermentacion (FREGAPANE et al., 1999).

2.1.1.4 Concentracion del indculo. Las condiciones del in6culo, es un
parametro importante para una oOptima fermentacion. El cultivo selectivo de

Acetobacter aceti debe estar en fase exponencial de crecimiento, con una

! De Ory I. Departamento de Ingenieria Quimica, Tecnologia de los alimentos y Tecnologia del
Medio Ambiente. Universidad de Cadiz. Comunicacion personal



concentracion de biomasa total, del orden de 500 x 10° cel./ mL, de acuerdo a
DE ORY et al. (2002).

Para SOO et al. (1989), la produccién de acido acético se lleva a cabo
con una concentracién de células viables del orden de 1,9 a 4,7 x 10° cel/mL

aumentando la productividad de &cido acético.

2.1.2 Organismos iniciadores de la produccion de vinagre. Los
organismos involucrados en la produccion de acido acético, usualmente se
desarrollan de un sustrato madre. Estan compuestos por bacterias acéticas y
por levaduras, las cuales crecen simbidticamente. Las principales especies del
género Acetobacter productoras de acido acético son Acetobacter aceti,
xylinum y ascendens (LLAGUNO y POLO, 1991).

Segun diversos autores las bacterias acéticas se clasifican en dos
géneros: Acetobacter y Gluconobacter (De Ley, 1984 citado por LU, 1999;
DEPPENMEIER, 2002 y Du TOIT y LAMBRECHETS, 2002). Esta clasificacion
se basa en la habilidad de sobre oxidar el acetato y el lactato y la posicion de
flagelos, puesto que Acetobacter prefiere oxidar el etanol mas que glucosa y
Gluconobacter prefiere oxidar glucosa mas que al etanol. El tipo de bacteria
utilizada en la industria del vinagre mayoritariamente es Acetobacter, sin
embargo el género Gluconobacter, perteneciente al grupo de las bacterias
acéticas es usada en aplicaciones industriales como fermentacion de acido
gluconico, sorbosa y dihydroxiacetona. Entre las especies de Acetobacter, se
encuentran A. aceti, pasteurians, polyoxogenes y europaneus, que son los
tipos mas populares usados en las industrias elaboradoras de vinagres.

La descripcion del género Acetobacter sefiala a las células que van de la
forma elipsoidal a la alargada, rectas o ligeramente curvadas, encontrandose
aisladas, en parejas o en cadenas. Son frecuentes las formas de involuciéon de
algunas especies: esféricas, alargadas, hinchadas, curvadas y filamentosas.

Méviles 0 no méviles, si son moviles los flagelos son peritricos o laterales. No



forman endosporas. Gram negativas y en algunos casos gram variables (De
LEY et al., 1984).

Son aerobias estrictas, por lo que tienen un metabolismo respiratorio en
que el oxigeno es el aceptor final de electrones. Forman colonias palidas.
Catalasa positiva, oxidasa negativa. No licuan la gelatina y no forman indol o
H,S. Oxidan el etanol a 4cido acético y el acetato y el lactato a CO, y H,O. El
pH Optimo para su crecimiento es de 5,4 a 6,3. Acetobacter se encuentra en
flores, frutas, vino de uva, sidra, cerveza, vinagre, virutas de madera de
generadores de vinagre y acetificadores, entre otros (De LEY et al., 1984).

De LEY et al. (1984) y DEPPENMEIER (2002) describen al género
Gluconobacter con las mismas caracteristicas del género Acetobacter, sélo que
Gluconobacter es caracterizado por su incompleta oxidacion en un amplio
rango de carbohidratos y alcoholes. Se diferencia de Acetobacter ya que no es
capaz de oxidar el acetato y el lactato a CO, y H,O. Existen cuatro especies
pertenecientes al género Gluconobacter, estas son G. asaii, cerinus, frateurii y
oxidans, las cuales crecen en medios que presentan altas concentraciones de
azucares y otra caracteristica es que produce una baja cantidad de biomasa.
Estos organismos son capaces de crecer a altas concentraciones de azlucary a
pH bajo. Su alta tasa de oxidacion correlacionado con su baja produccién de
biomasa, hace de Gluconobacter un organismo de interés por sus aplicaciones
industriales, con modernos procesos fermentativos como la produccion de L-
sorbosa (sintesis de vitamina C) y 6-amino-L-sorbosa (producciéon de droga
antidiabética) los que son llevados a cabo por miembros de este género.

Segun autores, LLAGUNO y POLO (1991); LU et al. (1999) y TESFAYE
et al. (2002), la produccion de acido acético resulta de una oxidacion del etanol
por las bacterias acéticas, esto involucra una reaccién en dos pasos; en la
primera etapa se oxida etanol a acetaldehido y la segunda el acetaldehido a
acido acético, esta oxidacion es catalizada por enzimas que se encuentran en
la membrana celular, especificamente en la superficie externa de la membrana

citoplasmatica, en contacto con el medio de cultivo donde el acido acético se



acumula rapidamente. Estas son alcohol deshidrogenasa y aldehido
deshidrogenasa, ademas existen otros dos importantes componentes que
actuan en la oxidacion de etanol estos son Citocromo C y terminal oxidasa.
GOMEZ y CANTERO (1998) proponen en la FIGURA 2 un modelo simplificado
de la utilizacibn de sustrato (etanol) en la célula para un proceso de

fermentacion acética en cultivo batch.

Oxigeno

Crecimiento
de Biomasa

Energia para
el crecimiento

Metabolismo
Oxidativo  Energia
para mantencié

Etanol

\ia Quimica

Acido acético

| Efilacetato |

FIGURA 2. Utilizacion de sustrato por la célula en un proceso de
fermentacidn acética en cultivo batch.
FUENTE: GOMEZ y CANTERO (1998).

2.1.3 Métodos de produccion de vinagre. Existen diversos métodos de
produccion de vinagre, especificamente dos esquemas basicos en que se
realiza la fermentacién acética, estos son fermentacién en cultivo superficial

(lento) y fermentacion en cultivo sumergido (rapido).
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2.1.3.1 Fermentacion en cultivo superficial. La fermentacion en cultivo
superficial, se caracteriza porque las bacterias acéticas se encuentran en
contacto directo con oxigeno gaseoso, 0 situadas en la interfase liquido gas,
como es el caso del método Orleans o bien, fijadas a soportes de materiales
tales como virutas de madera. Este sistema constituye el primer paso hacia la
industrializacion del proceso de fabricacion de vinagre y es también precursor
de las bacterias inmovilizadas. A pesar del avance tecnoldgico, éste metodo
presenta desventajas, como la pérdida de sustancias volatiles por evaporacion;
el material de soporte, como las virutas de madera, se contamina facilmente y
es preciso reemplazarlo cada afio; ademas es un proceso lento, por lo que se
ha optado por el proceso de fermentacion sumergida (WEISER, 1962 y
LLAGUNO y POLO, 1991).

2.1.3.2 Fermentacion en cultivo sumergido. La fermentacion en cultivo
sumergido ha sido descrita por EBNER et al. (1993 y 1999) los cuales sugieren
una fermentacion semicontinua y continua. Este sistema se basa en ciclos,
comenzando con concentraciones de acido acético iniciales en cada ciclo del
orden de 7 a 10 % y cerca de 5% de etanol. Cuando la concentracion de etanol
esta entre un rango de 0,05% y 0,3%, se procede a descargar el fermentador y
comenzar un nuevo ciclo.

LEVONEN y LLAGUNO (1978); EBNER et al. (1993 y 1999); se refieren
al método Frings, el cual es usado en todo el mundo para la produccién de
vinagre. El Acetator Frings consiste en un depd@sito provisto de agitacién donde
el mismo dispositivo consigue la aireacion y la mezcla de aire con el liquido.
Este dispositivo es una turbina y un estator. La turbina succiona liquido y lo
mezcla con el aire y envia esta mezcla homogénea a través del estator al
depdsito. El dispositivo logra la aspiracion sin usar aire comprimido.

El Acetator Frings es totalmente automatizado y asi garantiza una
acetificacion rapida y uniforme. La introduccion de una nueva carga y descarga

del vinagre terminado del proceso semicontinuo de acetificacién puede
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ser realizada automaticamente de acuerdo al contenido de alcohol residual, ya
gue el Acetator contiene un instrumento automatico para medir la cantidad de
etanol en el liquido fermentado y el control de la refrigeracion y aireacion

también son automaticos.

2.2 Antecedentes del vinagre de frutas

Como materia prima para la elaboracion de vinagre existen diversas
frutas que se utilizan en procesos de fermentacion, usualmente las manzanas
son las més usadas para la elaboracion de vinagre, otras frutas o materias
primas que producen fermentacién alcohdlica son las uvas, peras, melén,
ciruelas, berries, miel, almibar y cerveza, entre otras.

En orden de producir un producto de calidad, la materia prima utilizada
debiera estar sin contaminacion y en su estado maximo de maduracion
(WEISER, 1962 y WOOD, 1985).

La fruta debe ser molida y prensada, para obtener un jugo rico en
carbohidratos (especificamente dextrosa) para ser posteriormente puesto en
fermentadores. De esta forma ocurre una fermentacién espontanea que toma
lugar en corto tiempo, debido a los microorganismos presentes en el producto
(WEISER, 1962 y WOOD,1985).

BORTOLINI et al. (2001) consideran al vinagre de frutas superior en
calidad sensorial y nutritiva, comparado con los otros tipos de vinagres,
presentando caracteristicas de sabor y aroma propio. En lo que se refiere a
su aspecto nutricional, estd compuesto por vitaminas, acidos organicos,

proteinas y aminoéacidos provenientes del fruto y de la fermentacion alcohdlica.

2.3 Antecedentes del vinagre a partir de alcohol

Segun LLAGUNO y POLO (1991) el vinagre de alcohol es el que se
obtiene mediante la fermentacion de soluciones acuosas de alcohol. Este debe
proceder de la fermentacién alcohdlica de materias agricolas. Por esto en la

mayoria de los paises se emplea alcohol, con este tipo de origen, para la
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fabricacion de vinagre, éste se diluye a concentraciones semejantes a las que

se encuentra en el vino, siendo el proceso de fabricacion similar al vinagre

vinico. No obstante, el alcohol no contiene los nutrientes que contiene el vino,
por lo que han de afiadirse para que ocurra la multiplicacion y el desarrollo de
las bacterias acéticas.

Segun STEPHANOPQOULOS (1993) uno de los factores mas importantes en
la optimizacion de un proceso de fermentacion es el disefio de un medio
adecuado de crecimiento y produccion. El medio debe cumplir con las
necesidades para la sintesis de materiales de la célula y para los procesos de
biosintesis, asi como también con los requerimientos del microorganismo. Los
constituyentes que tienen mayor influencia sobre la produccion de metabolitos
son:

a) Fuente de carbono. El carbono es el principal constituyente de la célula,
constituyendo aproximadamente el 50% en peso seco. Los carbohidratos y
los compuestos no carbohidratos (metanol y alcanos) son usados como
fuente de energia y carbono y usualmente son los sustratos principales en
el medio de cultivo.

b) Fuente de nitrégeno. EIl nitrégeno se encuentra en segundo lugar en
términos de cantidad e importancia. Constituye aproximadamente el 10 %
del peso seco. Esta disponible para los microorganismos en forma de sales
de amonio, nitratos o0 urea, aminoacidos, péptidos, purina, pirimidinas y
sirve como base para la sintesis de proteinas y otras moléculas
macromoleculares.

c) Micro elementos. Los micro elementos incluyen fésforo (P) el cual es
requerido por la célula para la sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos; el
azufre (S) el cual es fundamental por ser un elemento estructural en los
aminodcidos cisteina y metionina. La mayoria del azufre celular procede de
fuentes inorganicas, ya sean sulfatos o sulfuros. El potasio (K), es requerido
especificamente por una gran cantidad de enzimas, incluyendo varias

implicadas en la sintesis de proteinas. EI magnesio (Mg) estabiliza los
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ribosomas, las membranas celulares, los acidos nucleicos y se requiere

para la actividad de muchas enzimas.

d) Elementos trazas. Los elementos trazas incluyen al fierro (Fe), manganeso
(Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), cobalto (Co), niquel (Ni), boro (B), cloro (CI),
sodio (Na) y silicio (Si). Estos son requeridos en concentraciones
extremadamente bajas, sin embargo, son tan importantes como los
micronutrientes para las funciones celulares especificas. Los elementos
trazas son metales, muchos de los cuales forman parte de las enzimas que
son los catalizadores celulares.

SUAREZ y LEVONEN (1981), estudiaron la composicién adecuada de un
medio sintético nutritivo para la obtencion de vinagre de alcohol. Los autores
consideraron que la produccién de vinagre por bacterias acéticas a partir de
vino como sustrato no presenta problemas en cuanto a las necesidades
nutritivas del microorganismo, en cambio cuando se utiliza cualquier otro
sustrato, es necesario conocer la composicion de éste y dotar al
microorganismo de los nutrientes necesarios para conseguir una buena
velocidad de acidificacion. El vinagre obtenido a partir de etanol como medio
base presenta ventajas, entre las que se destacan la no produccién de color ni
turbidez.

En términos generales, la solucién de etanol utilizada como sustrato
debe enriquecerse con fuentes de carbono (glucosa) y nitrogeno (fosfato
diamédnico), sales minerales (cloro, sodio, magnesio, manganeso Yy fierro) que
aporten los oligoelementos imprescindibles y vitaminas (tiamina) necesarias
para que ocurra el proceso de fermentacion.

Algunas materias primas no requieren la adicion de nutrientes extras, sin
embargo, para la produccion de vinagre de alcohol, se requiere una mezcla de
nutrientes, considerando que las bacterias acéticas necesitan para una éptima
fermentacion los siguientes nutrientes: glucosa, potasio, sodio, magnesio,

calcio, amonio como fosfato de amonio, sulfato y cloro. Ademas de minerales
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trazas como fierro, manganeso, cobalto, cobre, molibdeno, vanadio y zinc
(EBNER, 1993).

2.4 Compuestos aromaticos en vinagre

Considerando que los constituyentes volatiles son especificos para
algunos vinagres, éstos se pueden determinar por las caracteristicas de la
materia prima utilizada y por la tecnologia de procesamiento experimentada
durante su produccion. Es légico suponer que los vinagres podrian ser
caracterizados y diferenciados por la cantidad y calidad de los analisis de sus
componentes volatiles (CASTRO et al., 2002).

En orden de considerar la calidad de los vinagres, han sido usados
compuestos volatiles para caracterizar el proceso de acetificacion. Los volatiles
mas caracteristicos son acetaldehido, etil acetato, acetoina, 2-metil-1-butanol y
3-metil-1-butanol (Gerbi 1995 citado por TESFAYE 2002, MORALES et al.,
2001 y DE ORY et al., 2004).

Los volétiles de los blueberries han sido estudiados por PARLIMENT y
KOLOR (1975) y SIMON et al. (1996), los cuales establecen la importancia de
estos compuestos en caracteristicas sensoriales, como el aroma. Mas de
cincuenta compuestos volatiles han sido asociados con blueberries, pero solo
unos pocos han sido asociados con el aroma y sabor de los berries frescos,
éstos son trans-2-hexenal, trans-2-hexanol, linalool y 1-hexanol, 1-hexenal.

Con el desarrollo de la cromatografia de gases y las técnicas de
identificacion como espectroscopia infrarroja o de masa, los métodos analiticos
han ido mejorando y ahora son mas eficientes. En los afios 1990 la
microextraccion en fase sélida (SPME) fue desarrollada como un meétodo
rapido y econémico que se usa en combinacion con la cromatografia de gases
y es aplicada a una extensa variedad de componentes, especialmente para la
extraccion de componentes volatiles (CASTRO et al., 2002 y NATERA MARIN
et al., 2002).
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2.5 Antecedentes generales del arandano

Arandano es la denominaciéon comudn para un grupo de especies frutales
arbustivas pertenecientes a la familia Ericaceae, género Vaccinium y que se
desarrollan principalmente en el hemisferio norte, en areas de clima templado a
templado frio en suelos acidos, con alto contenido de materia organica y una
gran retencién de agua (SUDZUKI, 1993).

El ardndano o blueberry (Vaccinium corymbosum L.) es un frutal menor
nativo de Norteamérica, considerado dentro del grupo de los berries, que fue
introducido a Chile a principios de la década de 1980. Los tipos de arandano
gue existen son tres: arandano “alto”, Vaccinium corymbosum L.; el arandano
“0jo de conejo” (rabbiteye) V. ashei R. y el ardndano “bajo” (lowbush), V.
angustifolium (BUZETA, 1997).

SUDZUKI (1993) sefala que la fruta de todas las especies es de color
azul, con un tono gris opaco producto de ceras epicuticulares. En general son

arbustos bajos (<50 cm de altura).

2.5.1 Distribucién de la especie en Chile. Segun Campos, 1991 citado por
SUDZUKI (1993) la distribucién del ardndano en Chile se concentraba entre la
VI 'y X2 Regiones, con un total de 160 hectéreas plantadas entre los afios 1989-
1990. El aumento de la superficie cultivada del arandano no ha sido igual en
todas las regiones del pais; debido a los requerimientos agro climaticos de éste
frutal, su desarrollo se ha localizado en la zona centro sur. E| CUADRO 1
elaborado por ODEPA muestra la distribucion regional de los cultivos de
arandanos, al afio 2001.

CUADRO 1. Superficie regional de arandanos 2001.

Region vV \% RM Vi VIi Vil IX X | TOTAL

Hectareas 3 59 | 115 55 202 | 429 | 362 | 685 1910

Porcentaje [ 0,16 | 3,1 | 6,0 2,9 10,6 | 22,4 | 18,9 | 35,8 100

FUENTE: CHILE. Oficina de Politicas Agrarias. ODEPA (2001).
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Como es posible apreciar en el cuadro anterior, el 77,1% de la superficie
de arandanos se encuentra entre las regiones VIl y X3, siendo esta ultima la de
mayor relevancia en cuanto a superficie?.

Si se considera una superficie actual de 1.500 hectareas y un
rendimiento promedio de 3 Ton/ha, se puede estimar un volumen aproximado
de produccion nacional de 4.500 toneladas. EI CUADRO 2 muestra el balance
de produccién estimada para los distintos procesos (fresco, congelado y jugo) y

su comparacién con la produccién del afio 1997 y la produccion del afio 2000°.

CUADRO 2. Comparacion de la produccion de ardndano entre los afios

1997 y 2000.
Produccion arandanos 1997 2000
Superficie Estimada (ha) 1.172 1.500
Rendimiento (Ton/ha) 1,7 3,2
Produccién Anual Estimada (Ton) 1.972 4.761
Exportacion Fresco 1.667 4.041
Exportacion Congelado 173,0 93
Exportacion Jugo 65 °Brix Equivalente 52 436
Fresco
Total Exportaciones Fresco 1.893 4.570
Equivalentes (Ton)
Pérdidas (4% Sin uso comercial) (Ton) 79 190

FUENTE: CHILE. Servicio Nacional de Aduanas (2000).

2.5.2 Composicion quimica del fruto. En el CUADRO 3 se muestra la
composicién quimica del fruto arandano segin DINAMARCA et al. (1986)

2.6 Beneficios del ardndano (Vaccinium corymbosum)
El interés por la composicion de estas frutas se ha intensificado por un
aumento del conocimiento de los posibles beneficios a la salud de algunos de

sus micronutrientres. Dentro de los efectos beneficiosos que se describen para

2 http://www.iris.cl/Articulos/Arandano/Default.htm
® http://www.arandanoschile.cl
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los ardndanos silvestres y cultivados, incluye la reduccién de las enfermedades

coronarias, desordenes en el tracto urinario, tratamientos de desordenes

circulatorios y su actividad anticancerigena. Muchas de estas propiedades

biolégicas han sido asociadas con la actividad antioxidante del pigmento

antocianina, flavonoides y otros compuestos fenolicos (SKREDE et al., 2000).

De acuerdo con WROLSTAD et al. (2002) un mayor beneficio a la dieta

es incrementando el consumo de antioxidantes que incluye compuestos como

flavones, isoflavones, flavonones, catequinas y pigmentos rojos, azules y

purpuras conocidas como antocianos.

CUADRO 3. Composicion quimica del arandano.
Componente Cantidad

Agua (%) 83,2
Carbohidratos (%) 15,3
Fibras (%) 15
Proteinas (%) 0,7
Grasas (%) 0,5
Pectinas (%) 0,5
Azlcares totales (%) 10-14
AzUcares reductores (%)* >95
Sacarosa (%) 0,24
Fructosa (%) 4,04
Glucosa (%) 3,92
Contenido de sélidos solubles (%) 10,1-14,2
Acidez titulable (%) 0,3-0,8
Principal acido organico Citrico
Pigmentos

Antocianinas (ug 100 grs.)

Carotenoides (ug 100 grs.) 0,2-0,3

3 Carotenos (ug 100 grs.)
Vitamina A (U.1) 100
Acido ascorbico (ug 100 grs.) 14

Fenoles (%)
Componentes volatiles

de significancia organoléptica.

trans-2-hexanol

* Sobre azUcar total.
FUENTE: DINAMARCA et al. (1986).

Las antocianinas y polifenoles son metabolitos producidos por las

plantas, estos compuestos son importantes en la calidad de los alimentos por

su beneficio a la apariencia, sabor y a la salud LEE et al. (2002).

PRIOR et al. (1998) sefiala que los arandanos son una de las fuentes

con mayor concentracion de antioxidantes de las frutas frescas y vegetales.
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Las plantas de ardndanos producen naturalmente el pigmento
antocianina, esta sustancia es responsable del color rojo azulado de muchos
alimentos y relativamente los flavonoides los que son considerados como
beneficiosos para la salud. Muchas de las propiedades bioldgicas de los
blueberries son atribuidas a los acidos fendlicos y a los varios tipos de
flavonoides que contienen estas frutas (SMITH et al.,, 2000). La capacidad
antioxidante se correlaciona altamente con el contenido total de compuestos
fendlicos y las antocianinas, mientras que el contenido de vitamina C tiene una

pequefia contribucion a la capacidad antioxidante total (KALT et al., 2000).

2.7 Etapas y caracteristicas del procesamiento de arandanos para la
obtencion de jugo concentrado y residuo de torta de prensa

Segun el estudio realizado por SKREDE et al. (2000) los arandanos son
procesados a jugo o0 jugo concentrado para su uso en bebidas, jarabes y
productos alimenticios y es sabido el cambio en los pigmentos de antocianinas
durante el procesamiento de los arandanos y su importante rol en la calidad del

producto final, especificamente en el atributo del color.

2.7.1 Obtencion del residuo de torta prensada “Press cake residue”.
Como lo especifican en una investigacion reciente LEE y WROLSTAD (2004),
el procesamiento del jugo genera inevitables residuos que consisten en
semillas, tallos y piel, los que se encuentran en el residuo de torta de prensa.
Este residuo presenta altas cantidades de antocianinas y polifenoles (LEE et al.
2002) por lo que se considera como una fuente de colorante natural y de
nutracéuticos.

Segun SKREDE et al. (2000) el rendimiento del jugo es de 83% con un
residuo de torta prensada cercano al 10% de la materia prima inicial; el 7%
restante se debe a pérdida natural la cual se deja en el proceso de corte,

maceracion enzimatica y prensado. La FIGURA 3 presenta el proceso de
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obtencion del residuo de torta prensada, a partir del procesamiento de
arandanos.

Asi el contenido inicial de antocianinas del jugo prensado es de 33,6 mg/
100 g, mientras que en residuo de torta prensada es de 18,2 mg/ 100 g; con
esto el residuo de torta prensada es una potencial fuente de pigmentos,
considerando que del total de pigmento, ésta representa el 18% de las

antocianinas de la materia prima inicial.

2.7.2 Extraccion del pigmento. Como es sabido los berries son ricos en
compuestos bioactivos, por lo que es necesario extraer las antocianinas vy
otros polifenoles.

Como lo confirman varios autores (METIVIER et al., 1980 y CACAE vy
MAZZA, 2003) la extraccion de fitoquimicos desde plantas usando solventes
constituye una importante técnica de extraccion, para la utilizaciéon de
pigmentos como colorantes naturales. De este modo, estos autores
describieron la extraccion de antocianinas usando como solvente etanol. El
tiempo seleccionado, para asegurar una completa extraccion, fue de 15 a 40
horas, de esta forma se obtuvo un amplio tiempo de extraccién, considerando
gue se desarrollo un proceso sin agitacion. Este proceso se ve afectado por la

temperatura, obteniendo valores maximos entre 30 y 35 °C.
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FIGURA 3. Obtencién del residuo de torta de prensa a partir del

procesamiento de arandanos (Vaccinium corymbosum).

FUENTE: SKREDE et al. (2000).



21

3. MATERIAL Y METODO

3.1 Lugar de ensayo

El proceso y los andlisis se realizaron en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos y en el Centro experimental Santa Rosa, ambos
pertenecientes a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de
Chile.

3.2 Disponibilidad de equipos y materiales
Tanto los equipos como los materiales fueron proporcionados por el

lugar de ensayo antes mencionado.

3.3 Materiales
La descripcion de los materiales se detalla a continuacion.

3.3.1 Materia prima. Se utilizé residuo de torta prensada de arandano, siendo
proporcionada por la empresa Bayas del sur S.A., X2 Region, de su proceso de

elaboracién de jugo concentrado.

3.3.2 Solucién hidroalcohoélica. Se utilizaron tres concentraciones de la
mezcla de alcohol de vino rectificado y agua, a 8%, 10% y 12 %v/v, simulando

las condiciones del sustrato alcohdlico, como el vino.

3.3.3 Nutrientes. Los nutrientes necesarios para desarrollar el proceso de

fermentacion acética sobre el extracto, se muestran en el CUADRO 4:
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CUADRO 4. Nutrientes necesarios para la fermentacién acética.

Nombre Comun Formula Quimica Cantidad (g/L)
Glucosa CsH1206 2,00
Cloruro de Sodio NaCl 2,00
Fosfato de Potasio KH2PO4 1,00
Fosfato Diamédnico (NH4)2HPO4 0,60
Extracto de levadura 0,43
Citrato de Sodio Na- citrato 0,24
Sulfato de Magnesio MgSO4 x 7H,0 0,20
Sulfato de Manganeso MnSO4 x 4H,0 0,01

Vitamina del Complejo B trazas

FUENTE: SUAREZ y LEVONEN (1981).
3.4 Métodos

3.4.1 Identificacién y aislacién del microorganismo iniciador de la
fermentacion acética. Las bacterias acéticas fueron aisladas desde inoculos
madres de vinagres de vino de la X2 Region del pais, durante el periodo de
Octubre de 2003 a Marzo del 2004.

El proceso de aislacion siguio el procedimiento propuesto por De LEY et
al. (1984), LLAGUNO y POLO (1991), SOKOLLEK et al. (1998) y DUTOIT y
LAMBRECHETS (2002), el cual consistio en tomar 100uL de vinagre madre y
sembrarlo sobre un medio selectivo de crecimiento y aislacién (GYC) soélido y
liquido.

Se realizaron una serie de diluciones, cada una de las cuales fue
sembrada en duplicado e incubadas a 30 °C por 3 a 5 dias.

A las colonias preliminarmente identificadas como bacterias acéticas se
realizaron test bioquimicos de catalasa, oxidasa, indol y gram. Las colonias
representativas se traspasaron sobre medio GYC (solido y liquido), se
incubaron para posteriormente repetir los tests bioquimicos nombrados

anteriormente y desarrollar test fisiolégicos de crecimiento sobre etanol (medio
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Frateur), formacion de compuestos cetdnicos desde glicerina, formacion de
acidos 2 y 5 cetoglucénico y dicetogluconico a partir de glucosa, y capacidad
de oxidar el acetato y el lactato a CO, y H,O (De LEY et al., 1984).

A continuacion se presenta una descripcién y composicion de cada uno de
los medios utilizados para la identificacion de las bacterias acéticas.
¢ Medio estandar GYC. Medio selectivo para el aislamiento y conservacion de

las bacterias acéticas. CUADRO 5

CUADRO 5. Medio estandar de crecimiento de bacterias acéticas.

Ingrediente Cantidad (g/L)
Glucosa Lab. Merck 100

Extracto de levadura Lab. Difco 10

Carbonato de Calcio Lab. W & S 20

Agar Lab. Merck 15

Esterilizar, sembrar e incubar a 30 °C/ 3 a 5 dias.
¢ Medio Carr citado por De LEY et al. (1984). Formacién de compuestos

cetdnicos a partir de glicerina. CUADRO 6.

CUADRO 6. Medio de formacion de compuestos cetbénicos a partir de

glicerina.
Ingrediente Cantidad (%)
Extracto de levadura Lab. Difco 3
Glicerina Lab. W & S 3 % viv
Agar Lab. Merck 2

Esterilizar, sembrar e incubar a 28 °C/ 2 dias.
¢ Formacion de éacidos 2 y 5 cetoglucénico y dicetoglucénico a partir de
glucosa, sobre medio Frateur citado por De LEY et al. (1984) CUADRO 7.
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CUADRO 7. Medio para la formacion de acidos 2 y 5 cetoglucénicos y

dicetoglucdnico a partir de glucosa.

Ingrediente Cantidad (%)
Glucosa Lab. Merck 10
Carbonato calcico Lab. W & S 3

Extracto de levadura Lab. Difco 0,1

Esterilizar, sembrar e incubar 30 °C/ 10 a 15 dias.

¢ Crecimiento en etanol sobre medio Frateur (De LEY et al., 1984) propone

un método para verificar el crecimiento sobre etanol en el medio propuesto

en el CUADRO 8.

CUADRO 8. Medio Frateur para el crecimiento sobre etanol.

Ingrediente Cantidad (g/L)
Carbonato calcico Lab. W & S 20
Etanol Lab. Merck 20
Agar Lab. Merck 20
Extracto de levadura Lab. Difco 10

Esterilizar, sembrar e incubar a 30 °C/ 3-5 dias.

¢ Identificacion a nivel de género. La sobre oxidacion del etanol es suficiente

para diferenciar entre Acetobacter y Gluconobacter. Acetobacter oxida el

etanol a acido acético, que a su vez vuelve a ser oxidado a CO; y H,0,

mientras que Gluconobacter no lleva a cabo esta doble oxidacion. ElI medio

utilizado para verificar esta prueba es el medio de Carr citado por De LEY et

al. (1984) CUADRO 9.

El medio se distribuyd en tubos de ensayo con 6,5 ml de medio; se esterilizo y

se afadié etanol al 15% en agua estéril. Para posteriormente incubar a 28 °C

por 10 a 15 dias.
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CUADRO 9. Medio para la identificacion a nivel de género.

Ingrediente Cantidad (%)
Extracto de levadura Lab. Difco 3

Agar 2

Verde de bromo cresol 2% 0,1

3.4.2 Preparacion del in6culo madre. La fase de crecimiento del
microorganismo, fue llevada a cabo en un matraz Erlenmeyer de 1 L, con 200
mL de medio estandar GYC. La condicion de aerobiosis fue mantenida por la
agitacion del matraz en un Lab-Line Environ Shaker a 150 rpm, manteniendo la
temperatura en 30 °C.

Se extrajo el 50% del medio inicial y se incub6 sobre medio GYC, a patrtir
de este proceso se registré la cinética de crecimiento del microorganismo
Gluconobacter spp. efectuando un recuento viable en placa sobre medio GYC.
Se incubd a 30 °C por 3 a 5 dias y se contaron las colonias representativas de la
cepa aislada. Las mediciones se realizaron por 12 dias.

Siguiendo la etapa de crecimiento de la cepa, se extrajo el 50% del
medio puro de bacterias acéticas y se incub6 en el sustrato alcohélico que para
este caso fue el extracto obtenido del proceso de lavado de la torta prensada
de arandanos, con una graduacion alcohdlica de 10 °GL. Posteriormente se
registro la nueva cinética de crecimiento sobre el sustrato a utilizar y se realizo

recuento viable en placa sobre medio estandar GYC.

3.4.2.1 Célculo de la velocidad especifica de crecimiento (Mmax)- El
crecimiento de la poblacion bacteriana se modelé con una reaccion de primer
orden: dX/dt= pX, donde X representa la concentracién celular y p es la

velocidad especifica de crecimiento en (t*), resolviendo X= Xge™.
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3.4.3 Descripcién del diagrama de elaboracion de vinagre. Se proporciona
un protocolo de fabricacién de vinagre de arandanos usando residuo de este

frutal menor.

3.4.3.1 Recepcion de materia prima. La materia prima (torta prensada de
arandanos) se recibe congelada en bloques de 1 Kg (-18 °C) y se descongela a

temperatura ambiente.

3.4.3.2 Extraccién con mezcla hidroalcohdlica. 1Kg de muestra de torta
prensada (68% humedad) fue necesario para extraer los pigmentos
(antocianos) desde el residuo usando una solucion de alcohol en agua. El
alcohol utilizado, es alcohol de vino rectificado 96 %v/v el cual se diluye a una
concentracion de 30% v/v, la que se vuelve a diluir a concentraciones similares
al vino, para empezar el proceso de fermentacion acética.

Las condiciones de la extraccion fueron las siguientes: 1 Kg de residuo
fue dispersado en 4 litros de solvente, usando una columna de 5L de
capacidad. La temperatura se mantuvo constante a 40 °C. El tiempo de
extraccién fue de 24 horas, considerando un tiempo de equilibrio para la
extraccion de los pigmentos, para esto se us6 un proceso sin agitacion, el cual

fue reportado anteriormente por METIEVER et al. (1975).

3.4.3.3 Fermentacion acética en cultivo sumergido. La fermentacion acética
en cultivo sumergido es llevada a cabo bajo la modalidad de cultivos batch
repetidos, por consiguiente una operacion ciclica. Se utilizé una proporcion de
carga vino/ vinagre de 1:1.

Las experiencias se realizaron simulando las condiciones de un
fermentador de 1 L de capacidad, bajo condiciones controladas de laboratorio,
de aireacion, temperatura, agitacion, pH, acidez aceética y concentracion de

etanol. Junto con esterilizar el medio, se esterilizaron todos los accesorios que
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mantuvieran contacto directo con el medio a fermentar, como matraces, filtros
de aire, mangueras, entre otros.

El controlador de volumen de aire se ajusto a 0,5 y 0,8 vwm, la
temperatura se mantuvo constante a 30 °C £ 1 °C, usando un termostato
regulador de la temperatura marca ECS 57; el factor agitacion se acciono a 150
rpm usando un agitador Corning Hot Plate PC- 351; el pH se midio diariamente
usando un pH metro Corning pH meter 430.

Finalmente se tomaron muestras diarias para verificar la acidez acética y
la concentracion de etanol.

La FIGURA 4 muestra el sistema de fermentacion utilizado para la

elaboracion de vinagre.

3.4.3.4 Clarificacion del vinagre. El vinagre obtenido de la descarga del
fermentador, al final de cada ciclo de produccion, fue clarificado, por presentar
un grado de turbidez, con enzima pectolitica, agregando 0,4 g/L, el cual forma
un gel en solucibn acuosa atrapando a las particulas, favoreciendo la

decantacion rapida sin alterar la composicion del vinagre.

3.4.3.5 Filtracién del vinagre. La operacién de filtracion se realiz6 con vacio
teniendo como finalidad la separacién definitiva de las impurezas del vinagre
mediante el empleo de un material filtrante. La materia filtrante que se utilizd
fue tierra de diatomeas 0,5 g/ L, usando papel filtro Wathman N° 42. Se
requiere que la calidad de estas tierras no provoque alteraciones sobre las
caracteristicas organolépticas del vinagre, de esta forma se obtuvo un liquido

sin impurezas con adecuado grado de brillantez.

3.4.3.6 Pasteurizacién del vinagre. Este proceso se realizé para estabilizar el
vinagre obtenido. A través de este tratamiento térmico se destruyen las
bacterias y se inactivan las enzimas responsables de posteriores alteraciones

del vinagre. La temperatura de pasteurizacion correspondié a 65 °C y se aplico
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por 5 minutos. Con este Ultimo proceso el vinagre esta en su etapa final y en

condiciones de ser almacenado a temperatura ambiente.

FIGURA 4. Sistema de fermentacion utilizado.

La FIGURA 5 muestra el diagrama de flujo de obtencién de vinagre de

residuo de arandanos.

3.4.4 Disefo experimental. Se estudiaron dos variables que intervienen en el
proceso de fermentacion acética, estos son la concentracion inicial de etanol a
tres niveles (8, 10 y 12% v/v) y la cantidad de aire suministrada al proceso a
dos niveles (0,5 y 0,8 vvm), que equivale a 50 mL de aire/ min y 80 mL de aire/
min, respectivamente. Asi el disefio experimental es un disefio factorial en
duplicado, que resulta un total de 12 tratamientos. En el CUADRO 10 se

observan los tratamientos con su respectiva codificacion.
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FIGURA 5. Linea de flujo para la elaboracion de vinagre de ardndanos.

FUENTE: Elaboracion propia.




CUADRO 10. Disefio experimental.

30

Etanol (% V/V)

Aireacion (vvm)

Codificacién

12 0,5 T1
12 0,5 T1
10 0,5 T2
10 0,5 T2
8 0,5 T3
8 0,5 T3
12 0,8 T4
12 0,8 T4
10 0,8 T5
10 0,8 T5
8 0,8 T6
8 0,8 T6

FUENTE: Elaboracion propia.

3.4.5 Mediciones a realizar. Se tomé las muestras del extracto al término del

proceso de lavado de la torta de arandano, para verificar la graduacion

alcohdlica del extracto y durante todo el proceso de fermentacion acética, para

el cual se pretende alcanzar un nivel de acidez minimo de 4% p/v (g de acido

aceético/100 mL de solucion).

3.4.5.1 Determinacion del grado alcohdlico. Se midié la concentracion de

alcohol mediante destilacion simple y con un densimetro para alcohol al final

del proceso de lavado de la torta, con el fin de verificar la graduacion alcohdlica

del extracto DEL VALLE y VALDEVENITO (1996).

3.4.5.2 Determinaciéon de acidez total. Segin METODO AOAC 930.35 se

determind la acidez total en vinagre expresada en acidez acética.
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3.4.5.3 Determinacién de pH. Se establece el método potenciometro para

determinar el pH en vinagre.

3.4.5.4 Determinacion de concentracion de etanol en vinagre. Se determind
la concentracién de etanol en el liqguido fermentado usando cromatografia de
gases (CATALDI, 1996). El analisis para determinar la concentracién de etanol
se realizd usando un equipo cromatografico de gases Perkin- Elmer con un
detector de ionizacion de llama (FID).

Se utiliz6 como estandar interno, una solucion de alcohol etilico de
grado analitico en agua para la curva de calibracion de etanol. Un pL de
muestra fue inyectado de forma manual. Las condiciones del andlisis se
observan en el CUADRO 11.

CUADRO 11. Condiciones del cromatografo.

Caracteristica Variable
Columna Empacada
Fase estacionaria SP - 1200
Largo 3 pies
Didmetro 4 mm
Temperatura inicial 60 °C /2 min
Tasa de incremento de la temperatura |6 °C/ min
Temperatura final 200 °C
Temperatura inyector 250 °C

Flujo de gas N, a 20 mL/min

3.4.5.5 Determinacion de rendimiento. Los sistemas de fermentacion
originaron un calculo del rendimiento real de este proceso, comparando la
concentracion total del vinagre descargado con la concentracion total de la
materia prima. En ambos casos, la concentracion total es la suma de la acidez
total (expresada en g de acido acético/100 mL) y de la acidez que se espera
obtener por transformacion de alcohol presente. Introduciendo un factor de
correccibn para compensar las distintas formas de expresar las
concentraciones de ambos productos, este se calcula mediante la siguiente

formula;



32

C..
Rendimiento = —“9 100 (Ec. 1) (LLAGUNO y POLO, 1991)
Tvino

Donde:
Ct=Concentracion Total = Acidez total + (% de alcohol x 1,043)

3.4.5.6 Determinacion de velocidad de acetificacién. El célculo de la
velocidad de acetificacion se obtuvo con las mediciones diarias de la

concentracion de acido acético, mediante la siguiente formula:

p= % (Ec. 2) (LLAGUNO y POLO, 1991)
2 h
Donde:
p = velocidad de acetificacion

3.4.5.7 Determinacion del contenido total del pigmento antocianina. La
totalidad de las antocianinas monoméricas fue determinado por el método
diferencial de pH (GIUSTI y WROLSTAD, 2002). La absorbancia se determiné
a 520 nm y a 700 nm en un espectofotometro Genesys 5 Spectronic
Instruments. El contenido de pigmento fue calculado como cyanidin-3-glucoside
usando un coeficiente de extincion molar de 26.900 cm™mol™® y el peso
molecular de 445 gmol™, utilizando la siguiente formula:

mg /L = AXPMXFDXI000 - 0 oy (GiuSTIy WROLSTAD, 2002)
e

Donde:

A = Absorbancia = (Aszo — A700)pH 1,0 - (As20 — A700)pH 4,5
PM = Peso molecular
FD = Factor de correccion

e = Coeficiente de extincion molar
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3.4.5.8 Evaluacion organoléptica del vinagre elaborado. Un panel de 8

jueces fue constituido para la realizacién de la evaluacién sensorial de las 6

muestras de vinagre de arandanos. Los atributos evaluados de aceptabilidad

fueron:

* Intensidad de aroma y su nivel de agrado. Utilizando una escala de 5
puntos.

* Color. Usando una escala de 5 puntos.

« Sabor acido. Utilizando una escala no estructurada de 15 cm con los
valores extremos de “Falta de acidez” y “Exceso de acidez”. Esta escala fue
llevada a una escala de 5 puntos para homogeneizar la evaluaciéon de
datos. En este mismo punto se pidié al juez el registro del grado de acidez
gue estime ideal.

* Nivel de agrado del sabor acido. Utilizando una escala no estructurada de
15 cm con los valores extremos de “Muy desagradable” y “muy agradable”,
la cual fue ajustada a 5 puntos.

* Impresion general, con una escala de 5 puntos.

Las muestras fueron presentadas al azar en copas y en condiciones
reales de consumo, utilizando lechuga (Lactuca serriola). La evaluacion se
realizo en triplicado, mientras que la planilla de la evaluacion descriptiva global
se encuentra en el ANEXO 1.

La planificacion de la evaluacion sensorial coincide con lo realizado por
diferentes autores. Entre ellos GERBI et al. (1998) y TESFAYE et al. (2004),
gue evaluaron muestras de vinagres en escalas no estructuradas, anclada a los
costados y entre los atributos evaluados por los panelistas se encontraron:

intensidad del aroma, sensacion acida, riqueza del aromay aroma a madera.

3.4.6 Andlisis de datos. Se realizaron los siguientes andlisis de datos.
¢ Analisis de varianza para los factores que afectan sobre las caracteristicas
finales del producto.
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¢ Andlisis de comparacion multiple para promedios (TUKEY, HSD con un
95% de confianza).

¢ Meétodos gréficos de representacion de resultados.

¢ Regresion lineal mdltiple.

Los andlisis estadisticos anteriormente mencionados se realizaron con el

software Statgraphics plus 5.1®.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Microorganismo iniciador de la fermentacion.

4.1.1 Identificacion y aislacion del microorganismo iniciador del proceso
de fermentacion acética.

Las bacterias acéticas fueron obtenidas desde vinagres de vino
obtenidos en la X2 Regién de Chile.

El procedimiento consistié en seleccionar muestras de estos vinagres y
sembrarlas sobre medio GYC.

A las colonias identificadas se les realizo test bioquimicos de gram (-),
catalasa (+), oxidasa (-) e indol (-).

En la FIGURA 6, se muestra las acetobacterias encontradas en las

muestras de vinagres madres de la zona.

FIGURA 6. Acetobacterias encontradas en vinagres madres de la X*
Regidn del pais.
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4.1.2 ldentificacion a nivel de género. Las bacterias del género Acetobacter
son capaces de sobre oxidar el etanol a &cido acético, el que a su vez vuelve a
ser oxidado a CO, y H,O, mientras que Gluconobacter no realiza esta doble
oxidacion.

La prueba de identificacion a nivel de género usando medio Carr, 1968
citado por De LEY et al. (1984) determindé que el microorganismo aislado
pertenece al género Gluconobacter spp.

La reacciéon positiva tuvo lugar cuando el indicador (verde de bromo
cresol) cambio dos veces de color, un primer viraje a amarillo y se produce
cuando el medio es acido; el segundo viraje tiene lugar cuando desaparece la
acidez del medio.

La FIGURA 7 muestra el resultado de la prueba de identificacion a nivel de

género.

FIGURA 7. Resultados prueba de identificacion a nivel de género.

4.1.3 Formacion de compuestos cétonicos a partir de glicerina. La reaccion
fue positiva ya que al agregar unas gotas de los reactivos Fehling A y B,
aparecio un halo rojo alrededor de la colonia y ésta adquirié también dicho
color. La formacién de estos compuestos se observo en el aislado por la tincion

de ésta.
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4.1.4 Formacion de acidos 2-5 cetoglucdnico y dicetogluconico a partir de
glucosa. Frateur, 1954 citado por De LEY et al. (1984) propone esta prueba
para estudiar la produccion de compuestos cetonicos a partir de glucosa, la
prueba resultdé positiva ya que se visualizé un velo caracteristico de 2
cetogluconato. En medios que contienen glucosa, las bacterias acéticas
crecen en la superficie en forma de pelicula o film acompafiado, eventualmente

por presencia de turbidez en un medio liquido.

4.1.5 Crecimiento en etanol. Frateur, 1950 citado por De LEY et al. (1984) en
su método para verificar el crecimiento sobre etanol de las bacterias acéticas,
afirma que el acido acético formado disuelve el carbonato y se forma una zona
clara, de hasta 12 mm desde el borde de la colonia hacia afuera. Este proceso
tiene por nombre “irisacion”. En la FIGURA 8 se observa la reaccion de las
bacterias acéticas aisladas.

FIGURA 8. Irisacion de bacterias acéticas.

4.2 Cinética de crecimiento para Gluconobacter spp. La herramienta basica
para simular la evolucion de un bioproceso, como el proceso industrial de
fermentacion acética, es un modelo cinético. El modelo debe tener una alta
habilidad de pronosticar y dar resultados capaces de explicar el real

comportamiento de los microorganismos (PIZARRO et al. 2003). En la FIGURA
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9 se presentan las curvas de crecimiento de la cepa aislada de Gluconobacter
spp obtenida mediante recuento viable en placa sobre medio estandar.
El andlisis se realizé en duplicado. En el ANEXO 2 se observan los datos

del recuento viable en placa en UFC/ mL.
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FIGURA 9. Cinética de crecimiento para Gluconobacter spp.

Como se observa en la FIGURA 9, los recuentos de la cepa aislada de
Gluconobacter spp. presentaron una fase exponencial hasta el dia 4,
alcanzando un méaximo del orden de 4 x10® UFC/mL, luego se visualiza una
fuerte caida de las curvas, en ambos ensayos.

Este comportamiento ha sido descrito por Peleg, 1996 citado por PELEG
(1997), el cual describe que la tasa de crecimiento declina abruptamente y no
con moderacion, esto es causado por la disminucién de nutrientes u otro
recurso esencial, pero ademas por la acumulacién, dentro y fuera de la célula,
de metabolitos toxicos que provocan inhibicion. Una situacion de esta clase

puede ser considerada como una competencia entre crecimiento y letalidad.
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Los parametros continuos de diferentes patrones de comportamiento,
fueron expresados cuantitativamente y comparados. Esto permite medir el
efecto de las condiciones externas como temperatura, pH y aireacion y/o otros
factores como agitacion sobre el crecimiento/ muerte Peleg, 1996 citado por
PELEG (1997).

El calculo de la velocidad especifica de crecimiento y muerte, se
observa en la FIGURA 10, resultando del orden de 0,1089 h* para el

crecimiento y de -0,083 h™ para la velocidad especifica de muerte.
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FIGURA 10. Calculo de las velocidades especificas de crecimiento para
Gluconobacter spp.

La FIGURA 11 presenta las curvas de crecimiento del in6culo madre de
vinagre de arandanos, se observa una fase exponencial del dia 0 al dia 4 con
un méximo de 1,2 x10® UFC/mL, en la misma figura se distingue una caida de
la curva por la fuerte inhibicidbn que provoca el acido acético, LA FIGURA 12
indica que del dia 0 al dia 4 hay un aumento exponencial de las bacterias
acéticas, luego, a partir del dia 4 hay un rapido aumento de la acidez acética y

una baja en la produccién de biomasa por inhibicion (ANEXO 3).
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FIGURA 11. Cinética de crecimiento del inéculo madre de vinagre de
arandanos.

El calculo de la velocidad especifica de crecimiento y muerte del indculo
madre de vinagre de arandanos, se observa en la FIGURA 13, resultando del
orden de 0,0702 h™ para el crecimiento y de -0,1158 h™ para la velocidad
especifica de muerte.

MACIAS et al. (1997) obtuvieron valores de parametros cinéticos para la
tasa de crecimiento de 0,24 h™ mientras que en esta investigacién fueron del
orden de 0,1089 h™ para el microorganismo sobre el medio sintético nutritivo de
crecimiento y 0,0702 h™ para el in6culo madre. Los valores obtenidos son
menores a los de este autor, pero similares a los valores obtenido por POCHAT
et al. (1999) los cuales describieron la cinética de crecimiento de las bacterias
acéticas, con un valor de 0,055 h™ para la tasa especifica de crecimiento (Hmax),
observando influencias negativas sobre el crecimiento de las bacterias a
niveles maximos de acidez. Por lo tanto, cuando la fermentacién es prolongada

la produccion de biomasa se retrasa y las bacterias disminuyen su habilidad de
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multiplicarse y el cultivo es dafiado por las altas concentraciones de &cido
acetico.

DE ORY et al. (1998b) obtuvo valores de la velocidad especifica de
crecimiento (Mma) @ 30 °C de 0,0944 + 0,04 h* para describir el
comportamiento de las bacterias acéticas, concordando con lo obtenido en esta
investigacion.

Los valores cinéticos de tasa de mortalidad de las bacterias acéticas se
mantuvieron en el orden de lo esperado, desde el punto de vista biolégico,
segun PIZARRO et al. (2003) entregan rangos para g desde 0,01 hasta 0,1 h’
! En esta investigacioén los valores fueron de 0,083 h y 0,1158 h™, para el
microorganismo sobre medio GYC y sobre el sustrato, respectivamente, por lo

tanto concuerdan con lo propuesto por PIZARRO et al. (2003).
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FIGURA 12. Evolucion de la concentracion de biomasa y acido acético del

indculo madre.
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FIGURA 13. Calculo de las velocidades especificas de crecimiento para el

indculo madre.

4.3 Fermentacion acética

Las variables que mas influenciaron sobre el metabolismo de las
bacterias acéticas fueron la concentracion de etanol, de &cido acético, la
concentracion de oxigeno disuelto, el pH, la densidad de la poblacion vy la
temperatura de cultivo. Algunos de los factores mas frecuentemente estudiados
en el metabolismo son los efectos de las concentraciones de sustrato y
producto (DE ORY et al., 1998b).

4.3.1 Rendimiento y velocidad de acetificacion. La FIGURA 14 muestra la
evolucion de la concentracion de acido acético para todos los tratamientos (T1
a T6) durante dos ciclos mientras que en la FIGURA 15 se observa la variaciéon
de la concentracion de etanol en el tiempo para cada tratamiento. Los datos de

ambas concentraciones se encuentran el ANEXO 4.
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Con los antecedentes anteriores se estima el rendimiento del proceso
fermentativo para cada tratamiento y la velocidad de acetificacion media y cual
de los factores ejerce un efecto significativo sobre el rendimiento y la velocidad
de acetificacion. Se evalué el efecto de cada variable y se propone una
ecuacion de regresion lineal multiple para el rendimiento de la fermentacién.

El comportamiento del etanol y el acido acético versus tiempo muestran
la tipica tendencia de los microorganismos. En los primeros tratamientos se
observa una fase lag, que en términos generales podria ser resumido como
una fase en la cual las bacterias consumen el maximo de su energia para la
adaptacién metabdlica a las nuevas condiciones ambientales del cultivo y se
observa claramente en la FIGURA 14 en que los primeros tres tratamientos
T1, T2 y T3 tienen mayores fases lag y por consiguiente se aumenta el tiempo
de fermentacién acética, llegando a concentraciones de acidez acética en 6
dias, esto coincide con Barley & Ollis citado por DE ORY et al. (2004).
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FIGURA 14. Evolucién de la concentracion de acidez en el tiempo.
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FIGURA 15. Evolucion de la concentracion de etanol en el tiempo.

4.3.1.1 Rendimiento. Los resultados de los rendimientos fermentativos para
cada uno de los tratamientos realizados se presentan en la FIGURA 16, los
datos se encuentran en el ANEXO 5.

Del disefio experimental para las dos variables se obtuvo que la variable
critica para obtener un mejor rendimiento es la concentracion inicial de etanol
(p< 0,05), especificamente la concentracion inicial de 8% v/v. (ANEXO 5.1).

El efecto de la concentracion de etanol sobre la produccion de acido
acético por la cepa aislada mostr6 un maximo rendimiento cuando la
concentracion de etanol correspondié a un 8 %v/v, para los tratamientos T3 y
T6 (lo que para el proceso de fermentacién, equivale a 4 %v/v, por la
proporcién de carga 1:1 vino: vinagre). Similares resultados reportaron LU et al.
(1999) los cuales realizaron un perfil sobre un rango de concentraciones
iniciales de 0 a 10% v/v, con un maximo en la produccién de acido acético, en
5% v/v, en concentraciones de etanol de 1 a 5 % v/v la cantidad de acido
acético producido, incremento proporcionalmente a la concentracion de etanol,
en concentraciones superiores a 5 %, la cantidad de acido acético producido

disminuy6 proporcionalmente.
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Los resultados revelaron que las bacterias del género Gluconobacter
spp. disminuyeron su actividad cuando la concentracion de etanol en la fase de
alimentacion se vio incrementada.

El rendimiento usual de acido acético por bacterias acéticas va del orden
de 60 a 92 % (Bar et al. citado por LU et al., 1999).

Resultados obtenidos por Gluconobacter oxydans, indican para la
bacteria que los valores de acidez total se encuentran en un rango de 3,4% a
6%, mientras que en el proceso de fermentacion acética los ensayos arrojaron
rendimientos del orden de 70% a 82% CIANI (1998) y de 90% a 92% para tipos
de Acetobacter (RICHARDSON et al., 1967).
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FIGURA 16. Rendimiento del proceso de fermentacion acética.

Para MACIAS et al. (1997) la alimentacién de etanol a elevadas
concentraciones implica un bajo rendimiento del proceso, lo que indica un
efecto inhibitorio del etanol sobre la biomasa. EBNER et al. (1993) proponen

una concentracion inicial de etanol en la alimentacion de 5%, con el fin de
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obtener mejores rendimientos de fermentacibn ya que a menores
concentraciones de etanol, se produce una mejor adaptacion de las bacterias
acéticas al medio a fermentar, no produciéndose una inhibicion del
microorganismo.

Iguales reducciones se observaron para la tasa de acetificacién por ciclo
cuando se incrementd la concentracion inicial de etanol, asi la concentracion de
etanol optima para la alimentacién correspondié a 37,5 g/L que equivale a 4,6
% v/v, coincidiendo con LU et al. (1999).

Los analisis realizados determinaron que a mayores concentraciones
iniciales de &cido acético (T1 y T4 de 12% v/v de etanol) con concentraciones
iniciales de acido acético del orden de 3% p/v, se obtuvieron los valores mas
bajos de rendimiento, concordando de esta forma con MACIAS et al. (1997),
gue indican un fuerte efecto inhibitorio de acido acético inicial sobre el
rendimiento, tasa de acetificacion y el grado de acidez final, valores cercanos a
0,5 % p/v son considerados favorables para aumentar el rendimiento.

Diferentes autores han reportado dificultades experimentadas cuando
crece algun tipo de Acetobacter aceti, en medios que contienen elevadas
concentraciones iniciales de etanol (sobre 15% v/v) y la alta inhibicion a
concentraciones de &cido acético en la alimentacion de 10 g/L y 30 g/L,
(Drysdale y Fleet, 1985; Joeux at al., 1984 citado por DE ORY et al., 1998b y
1999).

A continuacion se muestra los resultados del ajuste de un modelo de
regresion lineal multiple para describir la relaciéon entre rendimiento con la

concentracion de etanol y aireacion. La ecuacion del modelo es la siguiente:

Rendimiento = 144,393 - 6,00625xE tan ol —3,96111xAire (Ec. 4)
R? = 84,30%
R? (ajustado para g.l.) = 80,82%
Dado que el p-valor es inferior a 0,01, existe relacion estadisticamente

significativa entre las variables para un nivel de confianza del 99%, ademas se
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observa que la variable concentracién inicial de etanol contribuye
significativamente al ajuste del modelo de regresion multiple (ANEXO 5.2)

La investigacidon propuesta por Tesfaye et al. 2000 citado por TESFAYE
et al. (2002), propone una ecuacion de regresion lineal multiple, en el que se
seleccionaron las variables de: velocidad de agitacién, volumen de carga y
proporciéon de carga en funcién del rendimiento. Los resultados demostraron
que el rendimiento del proceso incrementa cuando la tasa de proporcion de
carga del sustrato es 1:1; la razon de estos incrementos se explica en términos
de descarga de bacterias acéticas, de esta forma la proporcién de bacterias
acéticas remanentes en el medio, inoculan el siguiente ciclo, siendo suficiente
la cantidad de bacterias acéticas para que ocurra el siguiente proceso de

fermentacion acética bajo una proporcion de carga 1:1 vino/vinagre.

4.3.1.2 Velocidad de acetificacion. La concentracion de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo durante la fermentacion tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento bacteriano y la tasa de produccion de acido acético (Ghommidh et
al., 1982 y Park et al., 1989 citados por RUBIO-FERNANDEZ et al., 2004).

Los factores mas importantes que afectan la concentracién de oxigeno
disuelto son la tasa de transferencia de O,, el flujo de aire y la presion parcial
de O, en el aire suministrado al bioreactor.

Los sistemas de cultivo sumergido, en los que las bacterias acéticas se
encuentran homogéneamente suspendidas en el seno del liquido a acetificar,
con condiciones adecuadas de agitacion y aireacion, presentan ventajas como
una mayor uniformidad en la calidad del producto y sobre todo unas elevadas
velocidades de acetificacion debidas a la mayor transferencia de oxigeno (DE
ORY et al., 1998a).

La cantidad de aire que se introduce en el bioreactor se expresa
habitualmente como caudal de aire suministrado por unidad util del fermentador

(min™), empleandose la abreviatura vvm para este parametro.
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Los valores de velocidades de acetificacion se encuentran en el ANEXO
6, los valores promedios de las velocidades de acetificacion por hora y por dia,

para cada tratamiento se presentan en el CUADRO 12.

CUADRO 12. Velocidades de acetificacién promedio por tratamiento.

Tratamiento Cantidad de aire Velocidad de Velocidad de
suministrado acetificacion acetificacion

(vvm) (g/Lh) (g/Ld)

T1 0,5 0,110 2,640

T2 0,5 0,130 3,120

T3 0,5 0,120 2,880

T4 0,8 0,170 4,080

T5 0,8 0,150 3,600

T6 0,8 0,210 5,040

Del CUADRO 12 se observa un aumento de la velocidad de
acetificacion, cuando se utiliza una mayor aireacion; este parametro incrementa
de 0,12 g/Lh a 0,5 vwm a 0,18 g/Lh a 0,8 vwm aproximadamente. Con esto el
tiempo de proceso disminuye de 144 h (6 dias) a 96 h (4 dias), reduciendo el
tiempo de proceso. La tasa media de acetificacion, tuvo una tendencia para los
ciclos consecutivos de fermentacion, en la cual fue aumentando de 0,110 g/Lh
a 0,210 g/Lh; sin embargo estas tasas son menores a las obtenidas por otros
autores, mostrando valores entre 0,24 g/Lh y 0,45 g/Lh (DE ORY et al., 2004).

DE ORY et al. (2004), explica el progresivo incremento de las tasas de
acetificacion en términos de “adaptacion celular” del cultivo a las condiciones
de fermentacién. La presente biomasa progresivamente aclimatada al reactor,
da como resultado en el cultivo, un incremento en su habilidad para fermentar y
aumentar las tasas de acetificacion.

El disefio experimental arrojé que la variable critica para obtener una

mayor velocidad de acetificacion corresponde a la aireacion (p< 0,05 en
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ANEXO 6.1), especificamente a una cantidad de 80 mL de aire/ min, lo que
equivale a 0,8 vwm.

Mayores valores a la tasa de produccion de acido acético (0,72 g/Lh y un
tiempo de proceso cercano a 65 h) fueron reportados por RUBIO-FERNANDEZ
et al. (2004). Al compararlos con los resultados de esta investigacion, la
diferencia radica principalmente en el sistema de fermentacion utilizado, ya que
el sistema de fermentacion continuo es mas productivo que el sistema batch
utilizado en esta investigacion.

LU et al. (1999), observaron que Acetobacter sp 1142 generd acido
acético a tasas de 0,61 y 0,59 g/Lh a 30 y 35 °C, respectivamente. Acetobacter
rances S3 y F11 produjo &cido acético a 0,23 y 0,26 g/Lh, respectivamente,
ademas la tasa de Acetobacter sp 249 fue de 0,23 g/Lh. Estos valores
coinciden levemente con los valores propuestos en esta investigacion.

Los valores de concentracion acética (%), para cada tratamiento llegaron
a una acidez minima de 4 % en distintos dias, no obstante la mayoria lo hace
en seis y cinco, el tratamiento 6 (8% de etanol inicial y 0,8 vwm) tarda 4 dias
(FIGURA 17).

La evolucion de diferentes procesos fermentativos de forma
semicontinua a diversos niveles de aireacién arrojé resultados de 0,75 g/Lh a
1,76 g/Lh. A medida que aumentaba el suministro de aire la tasa de produccion
de acido aceético lo hizo de la misma forma, coincidiendo con los resultados de
esta investigacion. RUBIO-FERNANDEZ et al. (2000).

4.4  Evaluacion sensorial del vinagre

La evaluacion sensorial es una valiosa herramienta de calidad en
alimentos (TESFAYE et al., 2004). Para valorar la calidad del vinagre de vino
esta se relaciona con su composicién quimica y la evaluacion sensorial Gerbi et
al. (1997) citado por MORALES et al. (2001).



50

En el CUADRO 13 se observa el promedio de tres repeticiones, para
cada uno de los atributos, de las calificaciones que entregaron los 8 jueces que

componen el panel sensorial.
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FIGURA 17. Cinética de produccion de acido acético en el tiempo.

4.4.1 Intensidad del aroma. Los andlisis estadisticos arrojaron diferencias
significativas (p< 0,05) entre los tratamientos (CUADRO 13). Los tratamientos 1
y 5 obtienen un aroma entre débil y moderado, no asi los tratamientos 2, 3, 4y
6 los cuales fueron calificados con un aroma entre moderado e intenso; los
tratamientos mejores calificados fueron el tratamiento 3y 6, FIGURA 18.

El nivel de agrado del aroma, se observa en la FIGURA 19. El
tratamiento mejor evaluado fue el 6, con un 100% de aceptacion de los jueces,

mientras que el tratamiento con mayor desagrado, en el atributo aroma
correspondio al 3.

4.4.2 Color. Para este atributo los resultados arrojaron diferencias

significativas entre los tratamientos (p< 0,05). El tratamiento distinto en color es
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el 3 (FIGURA 20). Todos los tratamientos a excepcion del 3, fueron calificados,

asignandoles el nivel entre “regular” y “ligeramente atractivo”.

CUADRO 13. Resultados evaluacion sensorial de vinagre de arandanos*.

Atributos
st Intensidad del Color Sabor Acido Nivel de Impresion
i Aroma agrado del general
sabor acido
T1 2,00 £ 0,00° 3,75+0,79* [ 10,66+1,54%| 8,37+2,11 3,38+ 0,56bc
T2 3,00+ 0,00® | 3,75+0,89% | 8,94+ 1,80 | 8,87+2,78 | 3,67 +0,69%
T3 4,00 +£0,00® | 2,95+1,12° | 9,70+1,94* | 8,87 +2,42 | 3,25+ 0,83
T4 3,25+0,88%" | 3,71+0,80% | 9,28+1,24®® | 845+2,09 | 3,54+ 0,50
T5 2,83+0,80° | 3,75+0,84% | 9,12+1,58™ | 9,04+1,94 | 3,38+0,70*
T6 3,63 +£0,75% 3,75+0,73* | 9,84 + 1,72ab 9,93+ 1,56 4,04 + 0,45°
* Promedio + D.E de las evaluaciones de 8 jueces.
Letras distintas en las filas indican diferencia significativa entre tratamientos.
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FIGURA 18. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el

atributo intensidad del aroma.
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FIGURA 19. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el

atributo nivel de agrado del aroma.

4.4.3 Sabor acido. Las calificaciones entregadas por los jueces en este
atributo se observan en la FIGURA 21.

Los resultados en este atributo arrojaron diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05) entre tratamientos, los registros indican que los jueces
calificaron el sabor acido entre 8,95 y 10,66 cm, lo que en la escala ajustada de
5 puntos, equivale a un nivel comprendido entre 3 y 4 puntos (ligeramente
acido).

El test de comparacion multiple de Tukey, indica que el tratamiento 2 es
el que obtuvo la menor calificacion, no asi el tratamiento 1 que fue evaluado
como el mas acido.

En esta etapa se pidid al panelista que marcara la acidez que
encontraba como “Acidez Ideal”, la cual resulté en 9,70 cm, que en la escala

ajustada equivale a “ligeramente acido”.
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Con los valores entregados en el CUADRO 13, los panelistas indicaron
que los tratamientos con condicion ideal de acidez fueron el 3y el 6.
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FIGURA 20. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el
atributo color.

4.4.4 Nivel de agrado del sabor A&cido. Los jueces no encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05) entre los tratamientos,
fueron calificados entre “ni muy agradable, ni muy desagradable” y “agradable”
(FIGURA 22). Asi, el tratamiento con mayor puntaje entregado fue el 6,
coincidiendo con el atributo de acidez ideal.

4.45 Impresion general. Los  jueces encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) entre tratamientos, segun test de
Tukey, con un 95% de confianza, existen diferencias entre T1, T3y T5 con T6.
El tratamiento mejor evaluado por los panelistas fue el 6, y evaluaron como
“bueno”, los restantes tratamientos fueron evaluados entre “regular”’ y “bueno”
(FIGURA 23).
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FIGURA 21. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el

atributo de sabor acido.

15,0

12,0 A

9,0 -

6,0 -

Puntaje Jueces

3,0

0,0 -

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamientos

FIGURA 22. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el

atributo de nivel de agrado del sabor &cido.
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FIGURA 23. Calificaciones otorgadas por el panel sensorial para el

atributo de impresién general.

4.4.6 Perfil sensorial de vinagre de arandanos. La evolucion de los atributos
seleccionados se observa en la FIGURA 24 representada en un grafico de
arafa. El tratamiento mejor evaluado por los panelistas fue el 6, no asi el 3, el
cual obtuvo las calificaciones mas bajas. El panel encontré diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) para la mayoria de los atributos, lo
gue coincide con resultados entregados por otras investigaciones (GERBI et al.
1998 y TESFAYE et al. 2004) en los cuales los jueces detectan diferencias
entre muestras, estableciendo un criterio de calidad para la elaboracién de
vinagre de residuo de arandanos.
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FIGURA 24. Evaluacion sensorial descriptiva global.

4.5 Determinacion de antocianinas

El contenido de antocianos al sustrato extraido desde la torta prensada
de arandanos, arroj6 como resultado una cantidad de antocianinas de 70,80
mg/L; en las muestras de vinagre se observé una disminucién desde el
contenido inicial de antocianinas al término del proceso de fermentacion
acética; diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<
0,05) fueron encontradas en la concentracién de antocianos (CUADRO 14). El
tratamiento con menor contenido de antocianinas fue el 3 con 19,70 mg/L,
mientras que el tratamiento con mayor concentracion fue el 6 con una cantidad
de 28,16 mgl/L.

Un estudio similar, donde se evalué la capacidad de extraccién de
diversos solventes reveld6 mayores rendimientos de extraccion de fenoles a
partir de grosellas negras, utilizando metanol como solvente (MEYER vy
LANDBO, 2001).
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El valor promedio de antocianos fue de 34 mg/L, siendo este valor
menor, al valor encontrado en esta investigacion al momento de extraer

antocianinas fue 70,80 mg/L, usando como solvente etanol.

CUADRO 14. Resultados del contenido de antocianos para las muestras

de vinagre *.

Tratamiento Cyanidin-3-glucoside (mg/L)
T1 25,73 +0,552%
T2 24,93 + 1,103%
T3 19,70 + 2,333
T4 25,14 + 1,916
T5 25,02 + 0,898%"
T6 28,16 + 1,541°

* Media + D.E, letras diferentes en las filas indican diferencias significativas entre tratamientos
p<0,05.

La degradacion de los antocianos desde el sustrato inicial al vinagre es
consecuencia del tiempo de fermentacion y la temperatura, considerando que
se ha reportado que altas temperaturas, degradan las antocianinas (Iversen,
1999 y Skrede et al. 2000 citados por CACAE y MAZA, 2003). A 35 °C
comienza la degradacion del pigmento, mientras que el proceso de
fermentacién se prolong6 por 6 dias y a 30 °C.

KADER et al. (1998) estudiaron la degradacion de cyanidin- 3- glucoside
(Cy-3-glc) obteniendo resultados en los cuales aseguran que en presencia de
acido clorogénico y polifenol oxidasa, Cy-3-glc fue rapidamente degradado.

Un estudio evaluo la calidad de vinagres de vino de sherry, utilizando
como indicador la variabilidad de compuestos fenélicos durante el proceso de
acetificacion, no encontraron diferencias significativas en la concentracion de
tales compuestos (MORALES et al. 2001).



58

5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en las condiciones que se llevo a cabo

este estudio, se puede concluir que:

Los vinagres madres utilizados en el proceso de aislaciéon e identificacion del
microorganismo iniciador del proceso de fermentacion acética, determinaron al

microorganismo Gluconobacter spp. como predominante en las cepas.

El proceso de extraccion resulté efectivo en la obtencion de pigmentos y
aromas caracteristicos de Vaccinium corymbosum. Sin embargo, se
recomienda incorporar variantes que permitan optimizar el proceso de
extraccion, con el fin de obtener un mayor rendimiento en el contenido total de

antocianinas.

El establecimiento de las condiciones que permiten el proceso de fermentacion
acética reveld que a concentraciones menores de etanol produjeron los

mayores rendimientos.

Se demostré que la tasa de produccion de acido acético aumento al incorporar

un flujo de mayor de aire.

La evaluacién sensorial, demostré que los tratamientos mejores evaluados,
fueron aquellos que produjeron acido acético en menor tiempo, comprobando
gue no hubo muchas pérdidas de compuestos volatiles, que son los que dan al

vinagre la caracteristica de calidad final.
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Se determiné que el contenido de antocianos responde de manera directa y
proporcional a la velocidad de acetificacion, no asi los tratamientos que

demoraron en llegar a la acidez minima.

Finalmente es posible elaborar vinagre a partir de residuo de torta de prensa de
arandanos, abriendo al mercado un producto con caracteristicas quimicas y
sensoriales tipicas de los berries, con buenas proyecciones para la

agroindustria alimentaria.
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6. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo principal elaborar vinagre de
arandano (Vaccinium corymbosum L.) empleando residuos de torta de prensa
obtenida del proceso de elaboracién de jugo concentrado. De esta manera se
pretende otorgar un valor adicional y proponer un uso efectivo de los residuos
agroindustriales.

Se aislaron e identificaron microorganismos de la familia
Acetobactereace, iniciadores del proceso de fermentacion acética, a partir de
vinagres madres obtenidos en la X2 Region del Pais. La investigacion
determind sus caracteristicas de crecimiento y metabolismo sobre diversos
medios de cultivos, a través de pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, gram
e indol) y fisiolégicas (crecimiento sobre etanol, formacion de compuestos
ceténicos desde glicerina, y de acidos 2 y 5 cetoglucénico a partir de glucosa y
finalmente su capacidad de oxidar el acetato). Estas pruebas establecieron que
la bacteria aislada pertenece al género Gluconobacter spp., con una cantidad
de células viables superior a 1x10° UFC/ mL sobre medio estandar de
crecimiento. La tasa de crecimiento fue del orden de 0,0702 a 0,1089 h™ y la
tasa de mortalidad entre de 0,0737 a 0,083 h™.

La influencia de la concentracion de etanol y el volumen de aire
suministrado en el proceso fermentativo revel6 que a 8 % v/v de etanol y una
cantidad de 0,8 vwvm de aire suministrado, el rendimiento del proceso fue 95% y
la velocidad de acetificacion fue de 0,210 g/Lh, en un periodo de 96 h, siendo

este tratamiento el mejor evaluado por el panel sensorial.
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SUMMARY

The main goal of this work was to manufacture blueberry vinegar
(Vaccinium corymbosum L.) using press cake residues from elaboration of
concentrated juice process. By this way an additional value and an affective use
of the residues was proponed.

Microorganisms from Acetobactereace family, that are the acetic
fermentation initiation bacteria, were isolated from regional vinegars and
identified.

Growth and metabolic characteristics on several cultivation media were
investigated as well as biochemical (catalase, oxidase, gram and indol) and
physiological (growth on etanol, ketonic compounds formation from glycerin; 2,5
ketogluconic acid formation from glucose and acetate oxidation capacity) tests.
By these means was confirmed the bacteria belonged to Gluconobacter spp.
genus presenting a viable number higher than 1x10° UFC/mL on a standar
growth media. The growth rate was from 0.0702 to 0.1089 h-1 and the lethality
rate was from 0.0737 to 0.083 h-1.

The ethanol concentration and air supply volume showed that 8%v/v and
0.8 vwm of air, the process yield was 95% and acetification rate was 0.210g/Lh

in a 96 h period, being the best sensory evaluated treatment.
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ANEXO 1
PLANILLA DE EVALUACION SENSORIAL DE VINAGRE
Nombre:
Instrucciones
Evalle las siguientes muestras de Vinagre, realizando la tarea en el orden
sefialado, colocando en el casillero correspondiente la calificacion que mejor
represente su opinién. No olvide enjuagar su boca entre cada muestra
INTENSIDAD DEL AROMA
Sirvase evaluar el aroma de las muestras de vinagre haciendo girar la copa
de forma circular y luego inclinarla en un angulo de 45° respecto a la nariz,
para capturar el aroma.
Recuerde que la evaluacion debe ser realizada entre intervalos de 1 minuto

entre cada muestra.

Calificacion Muestra Nivel de agrado

1. Muy débil.

2. Débil

3. Moderado

4. Intenso

5.Muy intenso

Descripcién de la calificacion:

1. Muy débil: la muestra no posee aroma a acido acético o vinagre. No es
necesario agregar su nivel de agrado.

2. Débil: la muestra posee una baja intensidad del aroma. No es necesario
agregar su nivel de agrado.

3. Moderado: la muestra posee un aroma suave a acido acético o vinagre. Es
necesario que agregue su nivel de agrado. (Agrado 6 Desagrado, A 6 D)

4. Intenso. La muestra posee un aroma intenso a acido acético o vinagre. Es
necesario que agregue su nivel de agrado. (A 6 D)

5. Muy intenso: la muestra posee un aroma muy intenso a acido aceético o
vinagre. Es necesario que agregue su nivel de agrado. (A 6 D)

COMENTARIOS
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COLOR
Califique las muestras de vinagre segun el nivel de agrado que le produce a
Ud. el color. Frente a la muestra correspondiente marque el espacio que estime

conveniente.

Muestra 1 2 3 4 5
Menos Mas
atractivo atractivo

SABOR ACIDO

Su tarea consiste en indicar el grado de acidez de cada una de las muestras.
Introduzca la cuchara en el vinagre. Sobre la linea horizontal trace una linea
vertical en aquel punto que mejor represente su estimacion acerca del atributo;
sobre aquella anote el codigo de la muestra. Es importante que en la linea

horizontal marque la acidez que estime ideal para el producto.

A B

Demasiado débil Demasiado intenso

Falta de acidez Exceso de acidez
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NIVEL DE AGRADO DEL SABOR ACIDO

Proceda a evaluar el nivel de agrado o desagrado que le provoca el sabor
acido de cada una de las muestras, bajo condiciones normales de consumo del
vinagre, esto es utilizando ensalada de lechuga. Sobre la linea horizontal trace
una linea vertical en aquel punto que mejor represente su estimacion acerca

del atributo, recuerde anotar el cédigo de la muestra.

LA B,
! |

Muy desagradable Muy

agradable

IMPRESION GENERAL
Evalle las muestras de vinagre con la ensalada de lechuga y coloque la

calificacion que mejor represente su opinion.

Calificacioén Muestras

1. Muy malo

2. Malo

3. Regular

4. Bueno

5. Excelente

COMENTARIOS:
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Valores de recuento viable en placa sobre medio estandar de crecimiento

GYC.
Tiempo UFC/mL UFC/mL
(dias) (Ensayo 1) (Ensayo 2)
0 1,07E+03 2,20E+03
1 1,11E+04 4,30E+04
2 1,26E+05 8,70E+05
3 2,25E+06 6,30E+06
4 5,90E+07 7,89E+07
5 1,87E+07 7,90E+08
6 8,90E+06 2,54E+07
7 1,03E+06 3,70E+06
8 2,30E+05 4,20E+06
9 2,17E+04 4,90E+04
10 1,30E+04 2,30E+04
11 1,00E+03 1,70E+03
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Evolucion de la concentracion de biomasa y acidez acética para el indculo

madre de vinagre de arandanos

acidez

acidez

Promedio

Tiempo acética% | acetica% acidez UFC/ mL UFC/mL | Promedio
(dias) (ensayo 1) | (ensayo 2) |acética %p/hv (Ensayol) | (Ensayo 2) | UFC/mL
0 4,180 4,260 4,220 7,96E+05 | 6,45E+04 |4,30E+05
1 4,260 4,140 4,200 7,00E+06 | 6,58E+05 |3,83E+06
2 4,357 4,390 4,373 6,30E+06 | 7,50E+06 |6,90E+06
3 4,456 4,680 4,568 6,70E+07 | 7,90E+07 |7,30E+07
4 5,480 5,420 5,450 9,80E+07 | 1,20E+08 [1,09E+08
5 5,280 5,480 5,380 5,50E+06 | 1,80E+07 |1,18E+07
6 5,340 5,550 5,445 4,92E+05 | 3,50E+05 |4,21E+05
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Valores de la concentracion de acido acético y etanol por tratamiento.

Tratamiento |Tpo (dias) HAc (g/L) Etanol (g/L) |Tratamiento|Tpo (dias) HAc (g/L) Etanol (g/L)
T1 0 24,24 40,21 T3 10 36,60 23,78
T1 1 25,08 33,10 T3 11 38,79 12,89
T1 2 28,44 28,70 T3 12 39,20 8,96
T1 3 33,24 26,30 T3 13 40,01 0,65
T1 4 38,50 24,10 T4 0 27,60 52,15
T1 5 40,15 10,99 T4 1 28,80 48,22
T1 6 42,96 1,28 T4 2 32,16 45,78
T1 7 23,52 43,69 T4 3 35,40 31,22
T1 8 24,84 35,33 T4 4 40,08 14,03
T1 9 26,40 27,83 T4 5 45,64 0,29
T1 10 34,00 24,56 T4 6 25,40 49,20
T1 11 37,12 21,53 T4 7 28,00 47,89
T1 12 39,32 12,12 T4 8 31,25 38,54
T1 13 42,00 1,45 T4 9 34,99 32,58
T2 0 30,84 48,86 T4 10 39,89 16,14
T2 1 32,04 36,15 T4 11 45,04 0,86
T2 2 33,84 26,07 T5 0 26,52 44,06
T2 3 35,76 23,49 T5 1 28,44 39,30
T2 4 37,92 18,17 T5 2 30,72 36,68
T2 5 40,10 12,38 T5 3 33,00 34,56
T2 6 45,96 1,26 T5 4 35,40 13,61
T2 7 27,89 49,31 T5 5 41,20 0,58
T2 8 29,76 35,15 T5 6 21,36 43,60
T2 9 32,28 30,18 T5 7 23,04 40,65
T2 10 34,68 25,13 T5 8 25,08 37,63
T2 11 35,52 15,46 T5 9 28,44 33,60
T2 12 41,20 9,87 T5 10 37,80 14,58
T2 13 43,21 1,12 T5 11 43,00 0,75
T3 0 26,88 36,12 T6 0 24,24 35,42
T3 1 33,36 30,25 T6 1 29,64 29,08
T3 2 37,44 26,78 T6 2 35,40 15,31
T3 3 37,92 25,12 T6 3 42,00 3,02
T3 4 38,64 18,14 T6 4 44,52 0,00
T3 5 43,80 10,63 T6 5 24,84 35,31
T3 6 44,12 1,87 T6 6 26,04 22,87
T3 7 24,00 35,04 T6 7 37,56 12,76
T3 8 26,80 33,15 T6 8 41,06 4,05
T3 9 32,52 29,63 T6 9 44,76 0,12




Valores de rendimiento para Tl a T6 por ciclo (duplicado).
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Tratamiento

Rendimiento (%)

T1 85,13
T1 77,05
T2 74,73
T2 69,48
T3 98,87
T3 89,44
T4 70,62
T4 71,96
T5 73,04
T5 77,37
T6 96,41
T6 97,57
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Andlisis estadistico para Rendimiento fermentativo

Analisis de la Varianza para Rendimiento

EFECTOS PRINCIPALES

F Valor p
616,261 37,40 0,0004
4,23641 0,26 0,6302
19,3496 1,17 0,3712

A:Etanol 1232,52 2
B:Aireacion 4,23641 1
INTERACCIONES

AB 38,6993 2
RESIDUOS 98,862
TOTAL (corr.) 1374,32 11

Test de comparacion multiple para Rendimiento segun Etanol

Método: HSD de Tukey, 95,0 %

Grupos Homogéneos

Etanol Recuento Media Sigma

12 4 71,5475 3,56838
10 4 78,1475 3,56838
8 4 95,5725 3,56838
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Analisis de regresion multiple para variable rendimiento.

Variable dependiente: Rendimiento
Andlisis de Regresion Mdltiple
Variable dependiente: Rendimiento

Error Estadistico
Parametro Estimacion estandar T Valor-p
CONSTANTE 144,393 10,6952 13,5008 0,0000
Etanol -6,00625 0,865387 -6,94054 0,0001
Aire -3,96111 9,42114 -0,420449 0,6840
Andlisis de Varianza
Fuente SC GL CM F Valor p
Modelo 1158,64 2 579,319 24,17 0,0002
Residuo 215,682 9 23,9646
Total (Corr.) 1374,32 11
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Valores de velocidad de acetificacion (p) para Tl a T6 (g de acido

acético/100 mLh).

Tratamiento Etanol Aire p Tratamiento Etanol Aire p
T1 10 0,5 0,0035 T3 8 0,5 0,0170
T1 10 0,5 0,0140 T3 8 0,5 0,0091
T1 10 0,5 0,0200 T3 8 0,5 0,0017
T1 10 0,5 0,0219 T3 8 0,5 0,0034
T1 10 0,5 0,0069 T4 12 0,8 0,0050
T1 10 0,5 0,0117 T4 12 0,8 0,0140
T1 10 0,5 0,0055 T4 12 0,8 0,0135
T1 10 0,5 0,0065 T4 12 0,8 0,0195
T1 10 0,5 0,0317 T4 12 0,8 0,0315
T1 10 0,5 0,0130 T4 12 0,8 0,0108
T1 10 0,5 0,0092 T4 12 0,8 0,0135
T1 10 0,5 0,0112 T4 12 0,8 0,0156
T2 12 0,5 0,0050 T4 12 0,8 0,0204
T2 12 0,5 0,0075 T4 12 0,8 0,0215
T2 12 0,5 0,0080 T5 10 0,8 0,0080
T2 12 0,5 0,0090 T5 10 0,8 0,0095
T2 12 0,5 0,0091 T5 10 0,8 0,0095
T2 12 0,5 0,0244 T5 10 0,8 0,0100
T2 12 0,5 0,0078 T5 10 0,8 0,0242
T2 12 0,5 0,0105 T5 10 0,8 0,0070
T2 12 0,5 0,0100 T5 10 0,8 0,0085
T2 12 0,5 0,0035 T5 10 0,8 0,0140
T2 12 0,5 0,0237 T5 10 0,8 0,0390
T2 12 0,5 0,0084 T5 10 0,8 0,0217
T3 8 0,5 0,0270 T6 8 0,8 0,0225
T3 8 0,5 0,0170 T6 8 0,8 0,0240
T3 8 0,5 0,0020 T6 8 0,8 0,0275
T3 8 0,5 0,0030 T6 8 0,8 0,0105
T3 8 0,5 0,0215 T6 8 0,8 0,0050
T3 8 0,5 0,0013 T6 8 0,8 0,0480
T3 8 0,5 0,0117 T6 8 0,8 0,0146
T3 8 0,5 0,0238 T6 8 0,8 0,0154
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Andlisis estadistico para velocidad de acetificacion.

Andlisis de Varianza para Velocidad de acetificacion

Fuente SC GL CM F Valor p
EFECTOS PRINCIPALES

A:Etanol 0,000059 2 0,000029 0,36 0,6978
B:Aire 0,000511 1 0,000511 6,20 0,0156
RESIDUOS 0,00495 60 0,000082

TOTAL (CORR) 0,0055 63

Test de Comparacion multiple (Tukey, 95%) para velocidad de acetificacion

por factor aireacon

Grupos Homogéneos

Aire Recuento Media Sigma

;)é -------------- f-ﬂ 6 ----------------------- 0,01168 0,00151 X
0,8 28 0,01738 0,00172

Convaste  Diferencia - Limies

0s-08 00070

* Diferencia estadisticamente significativa.
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