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Resumen:

Se han estudiado los cambios en el contenido de aminoácidos y amonio durante diferentes procesos de acetificación
de tres vinos tintos mediante cultivo superficial y cultivo sumergido (8 acetificaciones superficiales y 3 sumergidas). Se toma-
ron muestras al inicio y al final de las mismas.

La determinación de aminoácidos y amonio se realizó por CLAE-fluorescencia empleando AQC como agente de de-
rivatización precolumna. Este método, validado satisfactoriamente, demostró su utilidad para el análisis rutinario de dichos com-
puestos durante la acetificación.

Los resultados mostraron que al inicio de la acetificación el aminoácido más abundante fue prolina seguido de argi-
nina. Se observó un comportamiento diferente entre los dos métodos de acetificación, siendo mucho menor el consumo de
aminoácidos en la acetificación sumergida que en la superficial. En esta última, el más consumido fue la prolina, siendo la ar-
ginina la principal fuente de nitrógeno en los sistemas sumergidos, lo cual parece estar relacionado con la especie de bacte-
rias acéticas implicadas en el proceso. Además, parece existir cierta correlación entre requerimiento de nitrógeno de estas
bacterias y duración del proceso de acetificación.
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1. INTRODUCCIÓN

La conversión del vino en vinagre se lleva a cabo
por las bacterias acéticas, las cuales se sitúan bien en la su-
perficie o sumergidas en el líquido a acetificar [1]. Las bacte-
rias acéticas son microorganismos aerobios y utilizan como
fuente de nitrógeno los aminoácidos presentes en el medio
[2,3]. Estos compuestos, son precursores de compuestos
aromáticos [4] y de aminas biógenas [5].

El consumo de nitrógeno y de aminoácidos durante
la fermentación alcohólica ha sido estudiado [6-9], pero sin
embargo existen pocos trabajos sobre este tema en la fer-
mentación acética [3].

El objetivo de este trabajo es usar el 6-Aminoquinolil-
N-Hidroxisuccinimidil Carbamato (AQC) como agente derivati-
zante para la determinación de aminoácidos durante los proce-
sos de acetificación. Este agente reacciona con aminoácidos
primarios y secundarios produciendo derivados estables y alta-
mente fluorescentes. Además el exceso de reactivo se hidroli-
za durante la reacción de derivatización evitando interferencias
[10]. Asimismo se pretende conocer los diferentes requeri-
mientos de estos compuestos para las bacterias acéticas tanto
en los métodos superficiales como en los sumergidos.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Muestras

Se han seguido tres acetificaciones sumergidas lle-
vadas a cabo en un fermentador a escala de laboratorio y

nueve acetificaciones superficiales obtenidas en barriles (60
L de capacidad) de diferentes maderas. Como material de
partida se ha empleado tres vinos tintos. Las muestras se to-
maron al inicio y al final de la acetificación (6-7 grados acéti-
cos), resultando un total de 22 muestras.

2.2. Derivatización y análisis por CLAE

Para la derivatización de los 22 aminoácidos y amo-
nio estudiados en este trabajo se utilizó el kit “AccQ-Fluor”
(Waters, USA), siguiendo las instrucciones del mismo.

El análisis por CLAE se llevó a cabo en un equipo
Waters conectado a un detector de fluorescencia, empleando
una lex de 250 nm y una lem de 395 nm. El volumen de in-
yección fue 20 mL, el flujo 1 mL/min, a 34ºC y se empleó un
gradiente cuaternario.

3. RESULTADOS

El nitrógeno total fue evaluado considerando con-
juntamente el nitrógeno aportado por los aminoácidos libres
y el procedente del amonio. Con respecto a la acetificación
superficial, se observaron consumos de nitrógeno muy va-
riables, constatándose descensos entre el 41 y 23%, que
pueden ser debidos a los diferentes tiempos invertidos en las
acetificaciones. En las acetificaciones con cultivo sumergido,
el descenso medio del nitrógeno fue de 2.9%, por tanto, las
demandas de éste son menores cuanto más rápidos son los
procesos (Fig. 1.). Además, esta diferencia de consumo tam-
bién puede ser debida a que el crecimiento de la biomasa y
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en el metabolismo secundario de las bacterias es más activo
en las acetificaciones superficiales. Los descensos en la con-
centración total de nitrógeno resultaron ser estadísticamente
significativos para los procesos de acetificación superficial.

Fig.1. Consumo de nitrógeno en las acetificaciones
superficiales y sumergidas

Al inicio de la acetificación, el aminoácido mayorita-
rio fue prolina, siendo su consumo solamente importante en
las acetificaciones superficiales, entre 200-300 mg/L. En los
procesos sumergidos, la concentración de prolina permane-
ció constante. Este hecho puede ser debido a las diferentes
cepas y especies de bacterias acéticas implicadas en ambas
acetificaciones.

El segundo aminoácido en orden de abundancia,
arginina (entre 8.5-26% del nitrógeno asimilable), disminuyó
significativamente durante la acetificación sumergida. Este
compuesto descendió en la mayoría de los procesos superfi-
ciales, pero estos cambios sólo fueron significativos en la mitad
de ellos. El ácido glutámico y alanina estaban entre los cinco
aminoácidos más abundantes y consumidos en la acetifica-
ción sumergida. Con respecto a las acetificaciones superficia-
les, hubo un consumo significativo de alanina y por el contrario,
el ácido glutámico aumentó. Por otro lado, aunque la metionina
apareció en baja concentración, sufrió descensos estadística-
mente significativos en todos lo casos siendo del orden de cua-
tro veces superior en las acetificaciones superficiales.

No fue posible cuantificar amonio en las acetifica-
ciones sumergidas; sin embargo, sus áreas relativas parecen
decrecer a lo largo del proceso. En las acetificaciones su-
perficiales, este compuesto fue solamente usado por las bac-
terias acéticas en algunos casos, apareciendo nuevamente
una correlación con la duración de la fermentación.

En un fermentador Frings empleando como sustra-
tos sidra, vinos blancos y tintos, resultó ser la leucina el ami-
noácido más importante en términos de aporte y consumo de
nitrógeno [3]. Sin embargo, en ninguna de nuestras expe-
riencias ésta fue el aminoácido más consumido, ni la princi-
pal fuente de nitrógeno asimilable.

Finalmente, asparagina, glutamina, cisteína y triptó-
fano no se detectaron en ninguna de las muestras estudiadas.

4. CONCLUSIONES

Se ha seguido el consumo de nitrógeno en los dos
tipos de acetificaciones, siendo mayor en las superficiales.
Además, se ha observado que el requerimiento de nitrógeno
de las bacterias es proporcional al tiempo invertido en el pro-

ceso de acetificación. En los sustratos iniciales, el aminoá-
cido mayoritario, en términos de abundancia, fue prolina se-
guida de arginina. El aminoácido más consumido en la
acetificación superficial fue prolina y arginina en la sumer-
gida. Este diferente patrón de consumo de aminoácidos po-
dría estar relacionado con las diferentes cepas de bacterias
acéticas implicadas en los procesos.
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