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En la República Argentina, la provincia de Entre Ríos, se caracteriza 

desde hace décadas por la producción citrícola y más recientemente, por el 

cultivo de arándanos. En los últimos cinco años, un elevado porcentaje de la 

producción nacional de naranjas (15-25 %), muy similar al destinado a 

exportación, fue derivado a la industria por su dificultad para ser comercializado 

en mercados más rentables. Por otro lado, el incremento del volumen de 

arándanos no exportables, con baja presencia en el mercado interno de 

consumo en fresco, y las escasas posibilidades de industrialización, han 

provocado impactos socioeconómicos y ambientales desfavorables.  

La industria vinagrera en Argentina se dedica a la elaboración de 

vinagres a partir de alcohol, vino blanco o tinto y manzana, mientras que no se 

tienen referencias de vinagres elaborados a partir de cítricos o de arándanos. A 

nivel mundial, hay algunos antecedentes bibliográficos respecto de vinagres de 

arándanos, sin embargo, no se halló información referente a vinagre de 

naranjas. Dada la elevada concentración de azúcares presente en ambos 

frutos (8-15 %), se planteó la posibilidad de obtener vinagres utilizando como 

sustratos, los productos de la fermentación alcohólica de naranjas y de 

arándanos. Además, considerando que estas materias primas son ricas en 

compuestos antioxidantes, se trataría del desarrollo de nuevos productos con 

características funcionales. 

En el presente estudio se hicieron ensayos de acetificación en sistema 

sumergido, utilizando un sustrato alcohólico de naranjas y un sustrato 

alcohólico de arándanos, respectivamente. En todos los casos se usó como 

cultivo iniciador una especie del género Acetobacter, previamente aislada e 

identificada en el laboratorio de Biotecnología y Microbiología (Facultad de 

Ciencias de la Alimentación, Universidad Nacional de Entre Ríos, Argentina), 

en el cual se llevó a cabo esta investigación. Las condiciones iniciales fijadas 

en cada tratamiento fueron: pH, volumen del sustrato, concentración de alcohol 

y ácido acético. La temperatura se mantuvo constante en 30±1°C durante todo 

el proceso.  
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Luego de un estudio preliminar acerca de la influencia de factores 

externos en la elaboración de vinagres, tales como velocidad de agitación 

(Vag) y caudal de aire (Qa), se redefinió la región experimental de trabajo con 

el fin de determinar las condiciones que maximicen la velocidad de acetificación 

(rA) y el rendimiento GK (RGK), en sistema discontinuo. Para ello se elaboró un 

diseño central compuesto, en el que se evaluaron Vag, en los niveles 400 rpm 

y 800 rpm, y Qa, en los niveles 0,6 L/min (0,3 vvm) y 1,2 L/min (0,6 vvm). El 

diseño se analizó mediante la metodología de superficie de respuesta (MSR).  

Los resultados de los ensayos de obtención de ambos tipos de 

vinagres indicaron que, Vag y Qa tuvieron influencia significativa sobre rA, y 

Vag presentó un efecto significativo sobre RGK. Para vinagre de naranja, la 

combinación de variables de proceso que maximizaron ambas respuestas 

simultáneamente fue: 701 rpm y 0,36 vvm y, en estas condiciones, rA=2,28 

g/L/h y RGK=89,63 %. El proceso de acetificación desarrollado según esos 

parámetros, presentó valores muy similares a los predichos: rA=2,29±0,17 g/L/h 

y RGK=88,19±5,00 %. Para vinagre de arándanos, la combinación de variables 

que maximizó ambas respuestas fue: 677 rpm y 0,38 vvm, en la que rA=1,53 

g/L/h y RGK=87,04 %. El proceso de acetificación desarrollado según esos 

parámetros, presentó una rA=1,52±0,06 g/L/h y un RGK=85,16±2,45 %, también 

muy similares a los predichos.  

Para ambos procesos biooxidativos se registró una disminución en rA a 

elevados niveles de Vag y Qa (alrededor de 700 rpm y 0,4-0,6 vvm). Puesto 

que se verificó una elevada correlación lineal entre la velocidad de crecimiento 

microbiano (rX) y rA, la reducción detectada en esta última pudo ser 

consecuencia de la inhibición ejercida por una elevada concentración de 

oxígeno disuelto en el caldo de fermentación, sobre la velocidad de crecimiento 

específico de las bacterias del ácido acético (BAA). 

De las diferencias halladas entre los procesos de obtención de ambos 

productos, se pueden mencionar una mayor rA, mayor velocidad específica 

máxima de crecimiento (µM) y menor extensión de la fase lag durante la 

obtención de vinagres de naranjas, respecto de los registrados para vinagres 

de arándanos. Este comportamiento se puede atribuir, en primer lugar, a que la 
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especie de Acetobacter inoculada fue aislada a partir de naranjas por lo que 

pudo haber presentado mayor dificultad para adaptarse a un sustrato diferente. 

Por otro lado, las mayores concentraciones de compuestos fenólicos en los 

arándanos, podrían haber ejercido algún tipo de actividad inhibitoria hacia el 

crecimiento bacteriano.  

Las condiciones experimentales que maximizaron rA y RGK en los 

procesos batch de cada tipo de vinagre, se utilizaron como variables de 

proceso para el estudio del proceso de acetificación en sistema semicontinuo. 

En este caso, la evaluación de la proporción de carga (C/D) indicó que no hubo 

diferencias estadísticas significativas en las variables respuestas, rA y RGK, para 

los dos niveles evaluados, 40 % y 60 %.  

El desarrollo de un segundo ciclo oxidativo posibilitó el incremento de la 

velocidad de acetificación entre 2,2 y 2,9 veces respecto de la calculada en el 

primer ciclo. Este comportamiento seguramente se debió a la adaptación del 

cultivo bacteriano a las condiciones ambientales de elevada acidez 

predominantes al iniciar un nuevo ciclo oxidativo. No se determinaron 

diferencias estadísticas significativas en los rendimientos GK, lo que indicó que 

las pérdidas por evaporación se mantuvieron constantes durante el proceso. 

Los vinagres de naranjas y de arándanos obtenidos en las mejores 

condiciones experimentales detalladas previamente, fueron embotellados y 

almacenados a temperaturas entre 20-25 °C, simulando condiciones de 

comercialización o alacena. La caracterización de estos vinagres se encuadró 

dentro de los estándares de calidad especificados para vinagres de frutas en 

las legislaciones argentina y española, incluso después de un período de 

maduración de seis meses. 

Dada la importancia de los componentes antioxidantes presentes en 

las frutas de origen, se evaluaron las modificaciones que experimentaron a lo 

largo del proceso productivo. En general, se registró una disminución de estos 

compuestos y de su actividad antioxidante. La mayor contribución a la actividad 

antioxidante en vinagre de naranjas se debió al ácido ascórbico y compuestos 

fenólicos, mientras que en vinagres de arándanos, se debió a antocianinas y 

fenoles totales. 
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The province of Entre Ríos, in Argentina, has been characterized by 

citrus production for decades and more recently, by blueberry production. A 

high percentage (15-25 %) of Argentinian orange production, very similar to the 

exportable one, has been derived to industry due to the difficulty to 

commercialize in more profitable trades, in the last five years. In addition, the 

increasing volume of blueberries not suitable to export, with limited presence in 

the domestic market and few industrialization possibilities, has caused negative 

social, economical and environmental impacts.   

Argentinian vinegar industry produces vinegars from alcohol, white and 

red wine and apple. However, the bibliography does not provide enough 

information about this product made from citrus or blueberries. Very few studies 

report on blueberry vinegars but nothing about vinegars produced from orange 

were found. Since both fruits possess high sugars content (8-15%), the 

possibility of making vinegar from alcoholic orange and blueberry substrates 

was evaluated. Furthermore, as these fruits are rich in bioactive compounds, 

new products with functional characteristics could be developed. 

Submerged acetification assays were performed using both oranges 

and blueberries alcoholic substrates. A previously isolated and identified 

Acetobacter strain (Biotecnología y Microbiología laboratory, Facultad de 

Ciencias de la Alimentación, Universidad Nacional de Entre Ríos, Argentine), 

was utilized to prepare the starter culture. pH, substrate volume, ethanol and 

acetic acid concentrations were set for each treatment. The operation 

temperature was maintained within the range 30±1 °C.  

After a preliminary study on external acetification factors like agitation 

speed (Vag) and air flow rate (Qa), the experimental work area was redefined in 

order to determine the conditions that maximize both acetification rate (rA) and 

GK yield (RGK), in discontinuous culture. A central composite design was 

performed and levels evaluated were 400 rpm and 800 rpm for Vag, and 0.6 

L/min (0.3 vvm) and 1.2 L/min (0.6 vvm) for Qa. Response surface methodology 

(MSR) was used to analyze this experimental design. 
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Results indicated that, both Vag and Qa had significant influence on rA, 

and Vag, on RGK for all vinegars assays. With regard to orange vinegar, 

acetification rate and GK yield were maximized to the values of 2.28 g/L/h and 

89.63 %, respectively, when Vag was 701 rpm and Qa, 0.36 vvm. The process 

performed with these parameters showed similar values to those predicted: 

rA=2.29±0.17 g/L/h y RGK=88.19±5.00 %. Concerning blueberry vinegar, 

acetification rate and GK yield were maximized to the values of 1.53 g/L/h and 

87.04 %, respectively, when Vag was 677 rpm and Qa, 0.38 vvm. The process 

performed with these parameters showed similar values to those predicted: 

rA=1.52±0.06 g/L/h y RGK=85.16±2.45 %. 

Acetification rate decreased at high Vag and Qa levels (around 700 rpm 

and 0.4-0.6 vvm) for both orange and blueberry vinegars. This rA reduction may 

suggest a type of inhibition over specific growth rate caused by a high dissolved 

oxygen value, since a high linear correlation among rA and microbial growth rate 

(rX) was verified. 

Higher acetification rate, higher maximum specific growth rate (µM) and 

shorter lag phase were observed in orange vinegar processes when compared 

to blueberry vinegar ones. This behavior may be firstly attributed to the 

Acetobacter strain as it was isolated from oranges which could have undergone 

adaptation difficulties to a different substrate. On the other hand, higher 

phenolics concentrations in blueberries than oranges might have exerted a type 

of microbial growth inhibition. 

Each vinegar type experimental conditions that maximized rA and RGK in 

batch system were used as process variables to develop the semicontinuous 

acetification study. Substrate loading proportion (C/D) assessment showed no 

statistically significant differences in rA and RGK at both levels evaluated, 40 % 

and 60 %. 

A second oxidative cycle allowed for 2.2 to 2.9-fold increase in the 

acetification rate, regarding the calculated in the first cycle. This behavior may 

have occurred due to bacteria adaptation to high acidity environmental 

conditions, at the beginning of a new cycle. No significant differences were 
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determined in RGK, indicating evaporation losses remained constant during all 

the process. 

Orange and blueberry vinegars obtained at previously determined best 

experimental conditions were bottled and maintained at 20-25 °C for simulating 

commercialization or kitchen cupboard conditions. Both vinegars 

characterization fit within Argentinian and Spanish fruit vinegars quality 

standards, even after a six months aging period.  

Since orange and blueberry antioxidants compounds are of great 

importance, concentration changes were assessed during overall productive 

process. In general terms, a decrease of the aforementioned compounds as 

well as the associated antioxidant activity was registered. The major 

contributors to antioxidant activity were both ascorbic acid and phenolics 

compounds in orange vinegars, and anthocyanins as well as phenolics 

compounds in blueberry vinegars.  
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En la República Argentina, la província d'Entre Ríos, es caracteritza 

des de fa dècades per la producció citrícola i més recentment, pel cultiu de 

nabius. En els últims cinc anys, un elevat percentatge de la producció nacional 

de taronges (15-25 %), molt similar al destinat a exportació, va ser derivat a 

indústria per la seua dificultat per a ser comercialitzat en mercats més 

rendibles. D'altra banda, l'increment del volum de nabius no exportables, amb 

baixa presència en el mercat intern de consum en fresc, i les escasses 

possibilitats d'industrialització, han provocat impactes socioeconòmics i 

ambientals desfavorables.  

La indústria vinagrera a Argentina, es dedica a l'elaboració de vinagres 

a partir d'alcohol, vi blanc o negre i poma, mentre que no es tenen referències 

de vinagres elaborats a partir de cítrics o de nabius. A nivell mundial, hi ha 

alguns antecedents bibliogràfics respecte de vinagres de nabius, no obstant 

açò, no es va trobar informació referent a vinagre de taronges. Donada 

l'elevada concentració de sucres present en  ambdós fruits (8-15 %), es va 

plantejar la possibilitat d'obtendre vinagres utilitzant com a substrats, els 

productes de la fermentació alcohòlica de taronges i de nabius. A més, 

considerant que aquestes matèries primeres són riques en compostos 

antioxidants, es tractaria del desenvolupament de nous productes amb 

característiques funcionals.  

En el present estudi es van fer assajos d’acetificació en sistema 

submergit, utilitzant un substrat alcohòlic de taronges i un substrat alcohòlic de 

nabius, respectivament. En tots els casos es va usar com a cultiu iniciador, una 

espècie del gènere Acetobacter, prèviament aïllada i identificada en el 

laboratori de Biotecnologia i Microbiologia (Facultad de Ciencias de la 

Alimentación, Universidad Nacional de Entre Ríos, Argentina), en el qual es va 

dur a terme aquesta recerca. Les condicions inicials fixades en cada tractament 

van ser: pH, volum del substrat, concentració d'alcohol i àcid acètic. La 

temperatura es va mantendre constant en 30±1°C durant tot el procés.  

Després d'un estudi preliminar sobre la influència de factors externs de 

l'elaboració de vinagres tals com, velocitat d'agitació (Vag) i cabal d'aire (Qa), 
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es va redefinir la regió experimental de treball amb la finalitat de determinar les 

condicions que maximitzen la velocitat d’acetificació (rA) i el rendiment GK 

(RGK), en sistema discontinu. Per açò es va elaborar un disseny central 

compost, en el qual es van avaluar Vag, en els nivells 400 rpm i 800 rpm, i Qa, 

en els nivells 0,6 L/min (0,3 vvm) i 1,2 L/min (0,6 vvm). El disseny es va 

analitzar mitjançant la metodologia de superfície de resposta (MSR).  

Els resultats dels assajos d'obtenció de ambdós tipus de vinagres van 

indicar que, Vag i Qa van tindre influència significativa sobre rA, i Vag va 

presentar un efecte significatiu sobre el rendiment GK. Per a vinagre de taronja, 

la combinació de variables de procés que van maximitzar ambdues respostes 

simultàniament va ser: 701 rpm i 0,36 vvm i, en aquestes condicions, rA=2,28 

g/L/h i RGK=89,63 %. El procés d’acetificació desenvolupat segons aqueixos 

paràmetres, va presentar valors molt similars als predits: rA=2,29±0,17 g/L/h i 

RGK=88,19±5,00 %. Per a vinagre de nabius, la combinació de variables que 

va maximitzar ambdues respostes va ser: 677 rpm i 0,38 vvm, en la qual 

rA=1,53 g/L/h i RGK=87,04 %. El procés d’acetificació desenvolupat segons 

aqueixos paràmetres, va presentar una rA=1,52±0,06 g/L/h i un 

RGK=85,16±2,45 %, també molt similars als predits.  

Per ambdós processos biooxidatius es va registrar una disminució en 

rA a elevats nivells de Vag i Qa (al voltant de 700 rpm i 0,4-0,6 vvm). Ja que es 

va verificar una elevada correlació lineal entre la velocitat de creixement 

microbià (rX) i rA, la reducció detectada en aquesta última va poder ser 

conseqüència de la inhibició exercida per un excés en la concentració d'oxigen 

dissolt en el liquide de fermentació, sobre la velocitat de creixement específic 

de les bacteris de l'àcid acètic (BAA).  

De les diferències trobades entre els processos d'obtenció de ambdós 

productes, es poden esmentar una major rA, major velocitat específica màxima 

de creixement (µM) i menor extensió de la fase lag durant l'obtenció de 

vinagres de taronges, respecte dels registrats per a vinagres de nabius. Aquest 

comportament es pot atribuir, en primer lloc, al fet que l'espècie d’Acetobacter 

inoculada va ser aïllada a partir de taronges pel que va poder haver presentat 

major dificultat per a adaptar-se a un substrat diferent. D'altra banda, les majors 
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concentracions de compostos fenòlics en els nabius, podrien haver exercit 

algun tipus d'activitat inhibitòria cap al creixement bacterià.  

Les condicions experimentals que van maximitzar rA i RGK en els 

processos batch de cada tipus de vinagre, es van utilitzar com a variables de 

procés per a l'estudi del procés d’acetificació en sistema semicontinu. En 

aquest cas, l'avaluació de la proporció de càrrega (C/D) en sistema semicontinu 

va indicar que no va haver-hi diferències estadístiques significatives en les 

variables respostes, rA i RGK, per als dos nivells avaluats, 40 % i 60 %.  

El desenvolupament d'un segon cicle oxidatiu, va possibilitar 

l'increment de la velocitat d’acetificació entre 2,2 i 2,9 vegades respecte de la 

calculada en el primer cicle. Aquest comportament segurament es va deure a 

l'adaptació del cultiu bacterià a les condicions ambientals d'elevada acidesa 

predominants en iniciar un nou cicle oxidatiu. No es van determinar diferències 

estadístiques significatives en els rendiments GK, la qual cosa va indicar que 

les pèrdues per evaporació es van mantenir constants durant el procés.  

Els vinagres de taronges i de nabius obtinguts en les millors condicions 

experimentals detallades prèviament, van ser embotellats i emmagatzemats a 

temperatures entre 20-25 °C, simulant condicions de comercialització o armari 

de rebost. La caracterització d'aquests vinagres es va enquadrar dins dels 

estàndards de qualitat especificats per a vinagres de fruites en les legislacions 

argentina i espanyola, fins i tot després d'un període de maduració de 6 mesos.  

Donada la importància dels components antioxidants presents en les 

fruites d'origen, es van avaluar les modificacions que van experimentar al llarg 

del procés productiu. En general, es va registrar una disminució d'aquests 

compostos i de la seua activitat antioxidant. La major contribució a l'activitat 

antioxidant en vinagre de taronges es va dure a l'àcid ascòrbic i compostos 

fenòlics, mentre que en vinagres de nabius, es va deure a les antocianinas i 

fenols totals. 
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kLa  coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno. 

KS  constante de saturación. 

MA  mosto alcohólico de arándanos. 

MSR  metodología de superficie de respuesta. 

µ  velocidad específica de crecimiento microbiano. 

µM  velocidad específica máxima de crecimiento microbiano.  

NADP+ coenzima dinucleótido de nicotinamida adenina fosfato. 

NOA   Noroeste Argentino. 

NEA   Noreste Argentino.  

PPO   polifenoloxidasas. 

PQQ   quinona de pirroloquinolina. 

Qa   caudal de aire. 

qo   velocidad de consumo de oxígeno por célula. 

Qo velocidad de consumo de oxígeno por unidad de volumen de 

caldo. 

r coeficiente de correlación. 

rA velocidad volumétrica de formación de producto, en este caso, 

velocidad de acetificación. 

rX   velocidad volumétrica de crecimiento microbiano. 

RC   recuento celular. 

RGK   rendimiento GK. 

RI   sistema de cultivo con medio RAE (1a, 2e) e inyección de aire. 

Ro2   velocidad de transferencia de oxígeno del gas al líquido. 

RS   sistema de cultivo con medio RAE (1a, 2e) agitado en shaker.  

S   concentración de sustrato limitante del crecimiento. 



NOMENCLATURA 

 

XXXII 

 

SNA   sustrato alcohólico de naranja destinado a acetificación. 

SA    sustrato alcohólico de arándanos destinado a acetificación.  

SV   sustrato de arándanos destinado a vinificación. 

ti    tiempo de proceso inicial. 

tf    tiempo de proceso final. 

TM   toma de muestras. 

Vag   velocidad de agitación. 

Va0   vinagre joven de arándanos.  

Va6   vinagre de arándanos madurado durante 6 meses. 

Vn0   vinagre joven de naranjas.  

Vn6   vinagre de naranja madurado durante 6 meses. 

vvm   volumen de aire/volumen de medio de cultivo/min. 

WD vía de la hexosa monofosfato o pentosas fosfato o vía de 

Warburg-Dickens. 

X   concentración celular. 
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I.1. Origen del vinagre 

El vinagre ha sido conocido desde las civilizaciones antiguas debido a 

su uso como agente saborizante y conservador de alimentos. Si bien ha sido 

tradicionalmente considerado como un producto industrial secundario sin 

interés comercial relevante, la gran diversidad de productos que actualmente 

contienen vinagre (salsas, ketchup, mayonesa, aderezos) ha favorecido su 

resurgimiento (Ignacio de Ory, Romero, & Cantero, 2002; Qi et al., 2013). 

También se ha propuesto su uso medicinal debido a que presenta efectos 

fisiológicos que contribuyen a  regular la glucosa en sangre y la presión 

sanguínea, ayudar a la digestión, estimular el apetito y promover la absorción 

de calcio (Xu, Tao, & Ao, 2007). Recientemente se aislaron dos cepas, 

Acetobacter indonesiensis y Acetobacter syzygii, a partir de yogur y leche 

coagulada de origen iraní, que demostraron aceptables características 

probióticas (Haghshenas et al., 2014). 

Se han encontrado referencias sobre la producción de vinagres a partir 

de materias primas muy diversas tales como uva, sidra, cebolla, arroz, malta, 

coco, ananá, suero lácteo (Solieri & Giudici 2009), arándanos (Su & Chien 

2010; Hidalgo et al. 2013), frutillas (Claudio Hidalgo, Mateo, Cerezo, & Torija, 

2010; Ubeda et al., 2013), té (Kaur, Kocher, & Phutela, 2011), durazno, 

cerezas, damasco (K. Beheshti-Maal & Shafiei, 2009; Keivan Beheshti-Maal, 

Shafiei, & Kabiri, 2010), mango (Ameyapoh et al., 2010), castañas de caju 

(Silva, Torres Neto, Silva, Silva, & Swarnakar, 2007), kiwi (Bortolini, Sant’Anna, 

& Torres, 2001), miel (Cassanego Ilha et al. 2000).  

El vinagre es una solución diluida de ácido acético obtenida por un 

proceso fermentativo de dos etapas. En la primer etapa, una solución inocua de 

azúcares y/o sustancias amiláceas fermentables, son convertidos en etanol 

mediante levaduras del tipo Saccharomyces cerevisiae, mientras que en la 

segunda fase, la solución alcohólica producida es oxidada hasta ácido acético 

por la acción de bacterias de la familia Acetobacteriaceae (Adams, 1998). Este 

proceso se denomina acetificación. Ya que ambos tipos de microorganismos 
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son parte de la microbiota natural de las materias primas utilizadas, la 

producción de vinagre puede ocurrir como una fermentación espontánea.  

El origen del vinagre fue casual, como consecuencia de dejar 

involuntariamente vino en contacto con aire (Adams, 1998) y apenas se lo 

puede diferenciar del descubrimiento del vino. Las referencias más antiguas se 

hallan en la cultura babilónica (5000 años a.c.) e indican que utilizaban dátiles 

como principal materia prima para obtener vino y vinagre. Este último era 

empleado como conservante de todo tipo de alimentos. En la antigua Grecia, 

Hipócrates recomendaba vinagre contra un gran número de enfermedades.  

Los alquimistas lo usaban como disolvente durante siglos ya que el ácido 

acético que contiene el vinagre fue el ácido más fuerte del que se disponía. En 

la Biblia, una fuente tan importante como antigua, se lo menciona como una 

bebida refrescante y energizante, o bien como condimento, tal como se lo 

utiliza hoy en día (Mazza & Murooka, 2009).  

En el siglo XVIII, A. de Lavoisier profundizó el estudio de la elaboración 

de vinagre desde el punto de vista químico. Demostró que un componente del 

aire al que llamó oxígeno, era el responsable de la combustión y el origen de la 

acidez. La palabra oxígeno, según la etimología de origen griego, significa 

“formador de ácido”. Además concluyó que los otros componentes del aire no 

tenían efectos sobre la materia (Mazza & Murooka, 2009). 

A comienzos del siglo XIX, el químico y físico británico H. Davy 

demostró que la acetificación era debida a la transformación de alcohol en 

ácido acético, y logró identificar su fórmula química. En 1822 el científico 

alemán C. Persoon identificó en un microorganismo al principal agente para la 

transformación de vino en vinagre al que denominó Mycoderma aceti y en 1862 

Pasteur confirmó definitivamente la efectividad de los estudios de Persoon. En 

1867, expuso públicamente los resultados de sus investigaciones en este 

campo a los fabricantes de vino de la ciudad de Orléans. En una primera parte 

describió los principios teóricos de la transformación de vino en vinagre, 

mientras que en la segunda parte explicó el procedimiento de fabricación, 

enfermedades de los vinagres y conservación de vinos y vinagres. Estos 

estudios fueron publicados en el año 1868 en una amplia memoria titulada: 
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“Études sur le vinaigre, sa fabrication, ses maladies, moyens de les prévenir; 

nouvelles observations sur la conservation des vins par la chaleur”. En 1868 

presentó este opúsculo a la Academia de Ciencias, haciendo hincapié en la 

aplicación a gran escala que se había realizado de los procedimientos 

industriales (Martínez Montalvo, 2002; Gándara & Dagognet, 2008).  

La palabra vinagre proviene etimológicamente del latín “vinum acre” de 

la que deriva la locución francesa “vin aigre” equivalente al vino agrio (Suarez 

Lepe & Iñigo Leal, 2004). 

La definición de vinagre difiere de acuerdo a cada país. De acuerdo al 

Código Alimentario Argentino (art. 1328), se entiende por Vinagre o Vinagre de 

vino el producto de la fermentación acética del vino. Los vinagres obtenidos por 

fermentación de materias primas distintas al vino (cerveza, sidra, frutas, 

cereales, alcohol, etc) deberán venderse con el nombre que especifique su 

origen. Para los vinagres de vino y de alcohol, la acidez total no deberá ser 

menor de 5 % p/v expresada como ácido acético, mientras que para vinagres 

de otros orígenes, aquella no será menor de 4 % p/v expresada como ácido 

acético. 

Según el Código Alimentario Español se define como vinagre al líquido 

apto para el consumo humano resultante de la doble fermentación alcohólica y 

acética de productos de origen agrario, y específicamente como vinagre de 

frutas o vinagre de bayas, al producto obtenido a partir de frutas o de bayas de 

fruta mediante fermentación alcohólica y acética (Boletín Oficial del Estado 

2012). 

 

I.2 Bacterias del ácido acético 

I.2.1. Características generales 

Las bacterias del ácido acético (BAA) son un grupo ampliamente 

distribuido en la naturaleza que suelen encontrarse en frutas, flores, miel,  

suelo, como así también en hábitats artificiales azucarados, ácidos y 
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alcohólicos, como las bebidas fermentadas y jugos (Yamada et al. 1999; 

Kersters et al. 2006; Raspor & Goranovic 2008).  

Si bien son habitualmente asociadas a la descomposición de los vinos 

debido a la producción de acetaldehído y ácido acético a partir del etanol 

(Drysdale & Fleet, 1988; Raspor & Goranovic, 2008), tienen su aplicación más 

conocida y tradicional en la producción de vinagre. Sin embargo, a partir de los 

avances logrados en el conocimiento de su taxonomía y fisiología, se ha 

despertado un gran interés en la industria biotecnológica para la producción de 

cocoa y de celulosa microbiana. Otros productos de la biotransformación de las 

BAA o sus enzimas son el ácido 2-ceto-L-glucónico utilizado para la producción 

de vitamina C, D-tagatosa, como agente espesante y edulcorante no calórico y, 

shikimato, que es un intermediario clave para muchos antibióticos (Raspor & 

Goranovic, 2008).  

Morfológicamente, son microorganismos Gram-negativos o Gram-

variables, de forma elipsoidal o cilíndrica. Su tamaño varía entre 0,4 a 1 μm de 

ancho y de 0,8 a 4,5 μm de longitud, y pueden encontrarse solos, a pares o 

formando cadenas. Son móviles debido a la presencia de flagelos polares o 

perítricos y poseen un metabolismo aeróbico estricto con el oxigeno como 

aceptor final de electrones. Presentan actividad catalasa positiva y oxidasa 

negativa (Madigan, Martinko, & Parker, 2004). 

Su temperatura óptima de crecimiento se ubica entre 25 - 30 ºC (De 

Ley, Gillis, & Swings, 1984) y la máxima tolerada se estima entre 35 - 40 ºC. En 

efecto, se han aislado cepas a partir de frutos y cereales de países tropicales 

que pueden desarrollarse normalmente y producir ácido acético hasta los 40 ºC 

(Ndoye et al., 2006; K. Beheshti-Maal & Shafiei, 2011). 

El rango de pH óptimo para el desarrollo se ubica entre 5 - 6 (Holt et al. 

1994; Ribereau-Gayon et al. 2003), sin embargo pueden multiplicarse 

fácilmente en medio ácido hasta un pH 3,5 (De Ley et al. 1984; Ribereau-

Gayon et al. 2003; Cleenwerck & De Vos 2008) e incluso se lograron aislar 

BAA a pHs tan bajos como 2,0 - 2,3 (Kittelmann, Stamm, Follmann, & Triiper, 

1989; Du Toit & Pretorius, 2002). 
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I.2.2. Taxonomía 

Históricamente, las BAA se conocían como “bacterias del vinagre” 

porque los primeros estudios se realizaron en vinagres y después en vinos y 

cervezas fermentadas (Gullo & Giudici, 2009). En 1868, Pasteur publicó el 

primer estudio sistemático que describía la “madre del vinagre” como una masa 

de microorganismos vivos (Mycoderma aceti) que llevaban a cabo la 

acetificación por el método de Orleáns (cultivo superficial). 

En 1925, Visser’t Hooft, propuso la primera clasificación taxonómica 

basada en criterios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. Sin embargo, el 

advenimiento de las nuevas tecnologías de la ingeniería genética, como las 

técnicas moleculares (hibridación ADN – ADN, porcentaje de G+C del genoma 

bacteriano, secuenciación automática de diferentes regiones del ADN), ha 

permitido la revisión permanente de la clasificación de las BAA. De esta 

manera, se logró tanto el reordenamiento de las ya existentes como así 

también la identificación de nuevos géneros y especies (Gonzalez Benito 2005; 

Cleenwerck & De Vos 2008; Yamada & Yukphan 2008; Gullo & Giudici 2009). 

Considerando que las BAA colonizan diferentes hábitats, se supone que 

seguirán siendo actualizados permanentemente. 

Actualmente, la familia Acetobacteriaceae está compuesta por 19 

géneros (Tabla I.1). Acetobacter, Komagataeibacter y Gluconacetobacter, con 

25, 14, y 10 especies respectivamente, son los géneros donde mayor 

diversidad de especies han sido descriptas (Trček & Barja, 2015). Las especies 

más utilizadas en la producción de vinagre son aquellas en las que se ha 

comprobado una importante habilidad para oxidar el etanol a ácido acético y 

una alta resistencia a este compuesto (Nakano & Fukaya 2008; Yamada 2014). 

Específicamente, las bacterias utilizadas para este propósito son: Acetobacter 

aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter pomorum, Acetobacter 

polyoxogenes, Komagataeibacter europaeus, Komagataeibacter hansenii, 

Komagataeibacter oboediens, Komagataeibacter intermedius, 

Komagataeibacter xylinus y Gluconacetobacter entanii  (Sokollek, Hertel, & 
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Hammes, 1998; Gullo, Caggia, De Vero, & Giudici, 2006; Gullo, De Vero, & 

Giudici, 2009; Wu, Gullo, Chen, & Giudici, 2010; Yuzo Yamada et al., 2012; Fu, 

Chen, Yi, & Hou, 2013). 

 

TABLA I.1. Organización actual de géneros de BAA. 

Género Especie tipo 
Cantidad de 

especies descriptas 

Acetobacter A. aceti 25 

Gluconobacter G. oxydans 15 

Acidomonas A. methanolica 1 

Gluconacetobacter G. liquefaciens 10 

Asaia A. bogorensis 8 

Kozakia K. baliensis 1 

Saccharibacter S. floricola 1 

Swaminathania S. salitolerans 1 

Neoasaia N. chiangmaiensis 1 

Granulibacter G. bethesdensis 1 

Tanticharoenia T. sakaeratensis 1 

Commensalibacter C. intestini 1 

Ameyamaea A. chiangmaiensis 1 

Neokomagataea N. thailandica 2 

Komagataeibacter K. xylinus 14 

Endobacter E. medicaginis 1 

Swingsia S. samuiensis 1 

Nguyenibacter N. vanlangensis 1 

Fuente: Trček & Barja 2015 
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I.2.3. Metabolismo 

Aunque las BAA tienen un metabolismo estrictamente aerobio, se ha 

observado que pueden sobrevivir en condiciones de anaerobiosis o con tensión 

de oxígeno muy baja, debido a la posibilidad de utilizar quinonas como 

aceptores finales de electrones en lugar del oxígeno. No obstante, en estas 

condiciones, su crecimiento y desarrollo está muy restringido y cualquier 

proceso que involucre una aireación favorece en gran medida su desarrollo 

(Drysdale & Fleet, 1988). 

Según la fuente de carbono que dispongan en el medio de cultivo, las 

BAA pueden utilizar diferentes rutas metabólicas, con intermediarios y 

productos finales distintos. De forma general, se puede decir que realizan una 

oxidación incompleta de azúcares y alcoholes, produciendo una acumulación 

de ácidos orgánicos como productos finales. Cuando el sustrato es etanol 

producen ácido acético y de ahí el nombre con el que se las conoce (Jara 

Campos, 2009).  

 

I.2.3.1. Metabolismo del etanol y otros alcoholes 

La oxidación del etanol a ácido acético es llevada a cabo por todos los 

géneros de BAA, con excepción de Asaia (Yuzo Yamada et al., 2000) y 

Saccharibacter (Jojima et al., 2004).  

El alcohol es parcialmente oxidado en dos reacciones catalíticas 

secuenciales, para dar ácido acético y agua (Matsushita, Toyama, & Adachi, 

1994; Yakushi & Matsushita, 2010). En primer lugar, el etanol es transformado 

en acetaldehído por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y posteriormente 

el acetaldehído es oxidado a ácido acético por acción de la enzima aldehído 

deshidrogenasa (ALDH) (Figura I.1). Ambas enzimas están localizadas en la 

membrana citoplasmática y orientadas hacia el espacio periplasmático. La ADH 

es una quinoproteína que contiene la quinona de pirroloquinolina (PQQ) como 

grupo prostético (Chinnawirotpisan et al., 2003). Estos dos complejos 

enzimáticos están conectados con la cadena respiratoria que, por medio de la 
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ubiquinona, transfiere los electrones hasta el oxígeno que actúa como aceptor 

final (Matsushita et al., 1994).  

 

 

 

Figura I.1. Vías metabólicas de la asimilación oxidativa del etanol: ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos (TCA) y del glioxilato vía acetil-CoA (Chinnawirotpisan et 

al., 2003). 

 

La ADH ligada a la membrana tiene un pH óptimo de 4, aunque puede 

estar activa a pH inferiores y es independiente de la coenzima dinucleótido de 

nicotinamida adenina fosfato (NADP+). La actividad de esta ADH es más 

estable en Acetobacter que en Gluconobacter, lo que puede explicar la mayor 

producción de ácido acético de las primeras (Matsushita et al., 1994). La ALDH 

presenta un pH óptimo entre 4 y 5 y, al igual que la ADH, es activa a valores de  

pH inferiores e independiente de NADP+.  

También se han detectado otras formas de ADH en el citoplasma, 

generalmente dependientes de NADP+, aunque en cantidades menores 

(Adachi, Miyagawa, Shinagawa, Matsushita, & Ameyama, 1978; Matsushita et 

al., 1994; Adachi et al., 2003). Chinnawirotpisan et al. (2003) concluyeron que 

sólo la quinoproteína ADH está involucrada en la producción de ácido acético 
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extracelular, mientras que la ADH dependiente del NADP+ participa sólo en la 

asimilación del etanol a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y del ciclo 

del glioxilato. 

La enzima ALDH presenta mayor sensibilidad a la deficiencia de 

oxígeno, lo que implica que si existe limitación de oxígeno disuelto en el medio 

se produce una acumulación de acetaldehído (Ribereau-Gayon et al., 2003), 

que puede llegar a ser tóxico para las propias bacterias. Asimismo, esta enzima 

es más sensible a la concentración de etanol que la ADH y por tanto, medios 

con alto contenido alcohólico, pueden presentar una mayor acumulación de 

acetaldehído (Jara Campos, 2009). 

Aunque la característica metabólica común de las BAA es la oxidación 

incompleta de los sustratos, el ácido acético producido puede ser oxidado 

completamente hasta CO2 y H2O (De Ley et al. 1984; Saeki et al. 1997; García-

García et al. 2009; Matsutani et al. 2013) siempre que estas bacterias 

dispongan del ciclo de los ácidos tricarboxílicos funcional (Guillamón & Mas, 

2011). Esta reacción también conocida como sobreoxidación, se desarrolla en 

el citoplasma y es catalizada por las enzimas solubles ADH y ALDH 

dependientes del NADP+ (Figura I.1).  

Las especies pertenecientes a los géneros Acetobacter y 

Gluconacetobacter pueden oxidar completamente el acetato aunque la 

presencia de glucosa, fructosa o etanol reprimen el funcionamiento de aquellas 

rutas metabólicas, por lo que la sobreoxidación sólo se dará cuando se hayan 

consumido completamente las fuentes de carbono presentes en el medio  

(Saeki et al. 1997; Guizani & Mothershaw 2006). Las cepas de Gluconobacter 

no poseen el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, por lo que no son capaces de 

continuar la oxidación del acetato (Guillamón & Mas, 2011). 

El glicerol, después del etanol, es el alcohol más utilizado por las BAA. 

Sin embargo, el proceso de oxidación del glicerol está inhibido cuando hay 

elevadas concentraciones de etanol en el medio, es decir, al inicio del proceso 

de acetificación en el caso de vinagres (Yamada et al. 1979; Ribereau-Gayon 

et al. 2003). Este alcohol es mayoritariamente transformado en 1,3-
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dihidroxiacetona (cetogénesis) mediante la enzima glicerol deshidrogenasa de 

las células de Gluconobacter oxydans (Hu et al. 2010; Hu et al. 2011), aunque 

una parte se puede utilizar de forma efectiva para la producción de biomasa 

(Guillamón & Mas, 2011). 

La capacidad de oxidación de las BAA se extiende también a otros 

alcoholes primarios y polialcoholes, los cuales son transformados en sus 

respectivas cetonas o cetosas, como la acetoína, a partir de 2,3-butanodiol. 

Además, algunos polialcoholes son convertidos en sus correspondientes 

azúcares: fructosa a partir de manitol, sorbosa de sorbitol, eritrosa de eritritol. 

Ya que la mayoría de las enzimas que catalizan estas reacciones se localizan 

en la membrana celular, se produce una acumulación de estos sustratos en el 

medio que los hace apropiados para su uso en biotecnología (Deppenmeier, 

Hoffmeister, & Prust, 2002). 

 

I.2.3.2. Metabolismo de los carbohidratos 

Las BAA pueden utilizar diferentes carbohidratos como fuente de 

carbono, tales como fructosa, galactosa, arabinosa, manitol, manosa, ribosa, 

sorbitol o xilosa (De Ley et al., 1984), aunque la glucosa es la más utilizada. Ya 

que la vía de la glucólisis o Embden-Meyerhof-Parnas está ausente o es muy 

débil, las BAA deben utilizar otras rutas alternativas para utilizar los hidratos de 

carbono como fuente de carbono y energía (Figura I.2). La vía metabólica de 

utilización de los azúcares es la vía de la hexosa monofosfato o pentosas 

fosfato o vía de Warburg-Dickens (WD). En Acetobacter se agrega el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos, ausente en Gluconobacter.  

Después de una fosforilación inicial, la glucosa puede ser oxidada por 

la vía de las pentosas fosfato (WD) hasta gliceraldehído-3-fosfato, o por la vía 

Entner-Doudoroff (ED) hasta gliceraldehído-3-fosfato o piruvato. El 

gliceraldehído-3-fosfato procedente de las vías de WD y ED es primero 

metabolizado a piruvato, y posteriormente oxidado a acetato. Algunos géneros 

de BAA pueden oxidar completamente este acetato a CO2 y H2O por el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos o del glioxilato (Vegas Pérez, 2011).  
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La oxidación de la glucosa a glucono-δ-lactona y posteriormente hasta 

ácido glucónico es especialmente activa en Gluconobacter oxydans y es 

característica de sustratos ricos en azúcares como la uva o los mostos (De Ley 

et al. 1984; Drysdale & Fleet 1988; Fugelsang & Edwards 2007). Además 

tienen la propiedad de oxidar el ácido glucónico y formar los ácidos ceto-5-

glucónico, ceto-2-glucónico y diceto-2,5-glucónico (Qazi et al., 1991; Ribereau-

Gayon et al., 2003). En este caso las deshidrogenasas que oxidan estos 

compuestos son flavoproteínas que contienen la coenzima flavín-adenín-

dinucleótido (FAD) como grupo prostético (Matsushita et al., 1994). 

 

 

Figura I.2. Representación esquemática del metabolismo de los carbohidratos 

por las BAA (Guillamón & Mas, 2011). 

 

 

Por otro lado, a partir de la asimilación de otros carbohidratos, las BAA 

pueden producir una gran variedad de exopolisacáridos como levano (a partir 

de sacarosa), celulosa y acetano (polisacárido acídico similar al xantano). 

Estos polisacáridos son los responsables de la formación del biofilm y la 
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retención de las BAA en la superficie del líquido a acetificar durante la 

producción de vinagres (Moonmangmee et al. 2002; Valepyn et al. 2012). 

 

I.2.3.3. Metabolismo de los ácidos orgánicos 

Además de la asimilación del ácido acético, del cual ya se ha hecho 

referencia en el apartado I.2.3.1, las BAA pueden metabolizar una gran 

variedad de ácidos orgánicos entre los cuales se pueden citar el ácido cítrico, 

fumárico, láctico, málico, pirúvico y succínico. A pesar de que estos ácidos 

pueden ser metabolizados completamente, también es posible una 

degradación incompleta con la formación de metabolitos intermedios que son 

excretados al medio (Vegas Pérez, 2011).  

El ácido láctico es una buena fuente de carbono para varias BAA y se 

puede oxidar por diferentes rutas metabólicas y con distintos productos finales. 

Una de ellas es la oxidación a piruvato, luego su hidrólisis hasta acetaldehído y 

CO2 por acción de la enzima piruvato descarboxilasa y por último, la oxidación 

del acetaldehído a ácido acético (Ribereau-Gayon et al., 2003).  

 

I.2.3.4. Metabolismo del nitrógeno 

Sólo tres géneros de la familia Acetobacteraceae (Gluconacetobacter, 

Acetobacter y Swaminathania) poseen especies diazótrofas, es decir, que 

tienen la capacidad de fijar el nitrógeno atmosférico (N2) y reducirlo a amonio: 

Gluconoacetobacter diazotrophicus, Gluconoacetobacter johannae, 

Gluconoacetobacter azotocaptans, Acetobacter peroxydans, Swaminathania 

salitolerans,  Acetobacter nitrogenifigens y Gluconoacetobacter kombuchae 

(Dutta & Gachhui, 2007). 

La mayoría de las BAA utilizan el amonio inorgánico como única fuente 

de nitrógeno y, a partir de éste pueden sintetizar todos los aminoácidos y 

compuestos nitrogenados (De Ley et al., 1984). Sin embargo, se ha detectado 

que la presencia de algunos aminoácidos como el glutamato, glutamina, prolina 

o histidina tiene un efecto estimulador sobre el crecimiento de BAA, mientras 
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que otros aminoácidos pueden inhibir su crecimiento, como es el caso de la 

valina para G. oxydans o la treonina y homoserina para A. aceti (Belly & Claus, 

1972). 

Probablemente, los aminoácidos y otros compuestos nitrogenados 

liberados durante la autólisis de las levaduras son suficientes para el 

crecimiento de las BAA. Mientras que en vinagres de alcohol o vinos con bajo 

contenido en aminoácidos, como la sidra, se deben agregar nutrientes para la 

elaboración de vinagre (Valero et al., 2005), esto no es necesario para los vinos 

(Guillamón & Mas, 2011). 

 

I.3  Sistemas de producción de vinagre. 

El proceso de acetificación puede ser representado químicamente por 

medio de la siguiente reacción: 

 

C2H5OH + O2                 CH3COOH + H2O  

 

 

De acuerdo con la estequiometría de esta reacción se puede calcular 

que 1 L de etanol debe producir 1,036 kg de ácido acético y 0,313 kg de agua. 

Este cálculo indica, aproximadamente, que un 1 % v/v de etanol proporcionará 

un 1 % p/v de ácido acético y de aquí que esta relación se utilice tanto para 

predecir la acidez final del vinagre como para calcular el rendimiento de la 

fermentación (Adams & Moss 1997; de Ory et al. 2002; Gullo et al. 2014). Por 

lo que, en ausencia de pérdidas por evaporación o sobreoxidación, la suma de 

las concentraciones de etanol (% v/v)  y de la acidez total (% p/v), conocida 

como concentración total o GK (Gesammte Konzentration), debería 

permanecer constante durante la acetificación (Ormaechea Landa 1991; 

Adams 1998; Tesfaye et al. 2000; Leonel et al. 2015).  

La oxidación del etanol a ácido acético es una reacción exotérmica que 

produce aproximadamente 8,4 MJ por cada litro de etanol oxidado (Adams, 
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1998). Excesos de temperatura no controlados podrían destruir las BAA o 

limitar su actividad enzimática. Además, se aumentaría la posibilidad de 

evaporación de los compuestos volátiles (etanol, ácido acético) con lo cual 

disminuiría el rendimiento y la calidad del producto final. Para evitar estos 

inconvenientes se hace necesario instalar mecanismos de disipación de calor 

en el fermentador como serpentines de enfriamiento con agua (Wendu 

Tesfaye, Morales, García-Parrilla, & Troncoso, 2003; García Garibay, Quinteros 

Ramirez, & López Munguía, 2007). 

 

I.3.1. Sistemas de acetificación  

Existen varias técnicas de acetificación que se diferencian en cuanto a 

los modos mediante los cuales se articulan entre sí los tres componentes que 

actúan, es decir, etanol, bacterias y oxígeno (Adams & Moss, 1997). Las 

técnicas pueden ser superficiales, en las cuales las BAA crecen 

abundantemente en la superficie del medio donde la concentración de oxígeno 

es elevada, o bien en cultivo sumergido, donde las bacterias permanecen  

suspendidas en el sustrato a acetificar y se asegura el suministro de aire con 

diferentes sistemas (Wendu Tesfaye et al., 2003).  

 

I.3.1.1. Sistemas superficiales  

La transformación espontánea del vino expuesto al aire durante un 

período prolongado de tiempo fue el único sistema utilizado por el hombre 

hasta prácticamente el siglo XVII en que hizo su aparición el primer sistema de 

fermentación controlado, el sistema Orleáns, también llamado sistema lento 

(Fig. I.3.a). El proceso consiste en la carga de toneles perforados para su 

aireación, con un líquido alcohólico. Las bacterias forman una película 

superficial en la interfase entre el líquido y el aire, llamada “madre del vinagre”. 

Una vez alcanzado el grado de acidez apropiado, se extrae una parte del 

contenido del tonel, se lo sustituye por nuevo líquido alcohólico, y así 

recomienza el proceso (Adams & Moss 1997; Adams 1998; Suarez Lepe & 



 

 

Iñigo Leal 2004; Mazza & Murooka 2009)

método es de muy buena calidad, sin embargo resulta un proceso lento y 

costoso, por lo que hoy en día, es empleado para la producción de vinagres 

selectos y tradicionales, como el Aceto Balsámi

sistema permite realizar simultáneamente la acetificación y el envejecimiento 

(Tesfaye et al. 2002; Suarez Lepe & Iñigo Leal 2004

Figura I.3. Esquema de los sistemas antiguos de fabricación de vinagre: a) 

Método de Orléans. b) Método Luxemburgués. C) Método alemán o 

Schutzenbach (Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004)

 

 

Un gran avance en vinagrería se produjo con la aparición del sistema 

ideado por Boerhaave y posteriormente modificado por Schutzenbach en 1823,  

llamado sistema rápido o alemán

estático a uno dinámico (

continua y lentamente, sobre una superficie de material inerte inoculada con 

bacterias acéticas, contra una corriente de aire de sentido contrario. El relleno 

de material inerte y poroso, normalmente virutas de madera 

proporciona una amplia superficie para el desarrollo de las bacterias acéticas y 

mejora la transferencia de oxígeno al líquido. El líquido parcialmente acetificado 

es recogido en un colector en el fondo del tanque y recirculado hasta que se 

alcanza el grado de acidez deseado 

I. 

Mazza & Murooka 2009). El vinagre producido por este 

método es de muy buena calidad, sin embargo resulta un proceso lento y 

costoso, por lo que hoy en día, es empleado para la producción de vinagres 

, como el Aceto Balsámico y el Vinagre de Jerez

sistema permite realizar simultáneamente la acetificación y el envejecimiento 

Suarez Lepe & Iñigo Leal 2004).  

Esquema de los sistemas antiguos de fabricación de vinagre: a) 

Método de Orléans. b) Método Luxemburgués. C) Método alemán o 

(Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004). 

Un gran avance en vinagrería se produjo con la aparición del sistema 

ideado por Boerhaave y posteriormente modificado por Schutzenbach en 1823,  

sistema rápido o alemán, lo que representó el paso de un sistema 

estático a uno dinámico (Fig. I.3.c). La mezcla hidroalcohólica es rociada, 

sobre una superficie de material inerte inoculada con 

bacterias acéticas, contra una corriente de aire de sentido contrario. El relleno 

de material inerte y poroso, normalmente virutas de madera 

proporciona una amplia superficie para el desarrollo de las bacterias acéticas y 

mejora la transferencia de oxígeno al líquido. El líquido parcialmente acetificado 

es recogido en un colector en el fondo del tanque y recirculado hasta que se 

a el grado de acidez deseado (Adams & Moss, 1997; Suarez Lepe & 
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método es de muy buena calidad, sin embargo resulta un proceso lento y 

costoso, por lo que hoy en día, es empleado para la producción de vinagres 

co y el Vinagre de Jerez. Este 

sistema permite realizar simultáneamente la acetificación y el envejecimiento  

 

Esquema de los sistemas antiguos de fabricación de vinagre: a) 

Método de Orléans. b) Método Luxemburgués. C) Método alemán o 

Un gran avance en vinagrería se produjo con la aparición del sistema 

ideado por Boerhaave y posteriormente modificado por Schutzenbach en 1823,  

, lo que representó el paso de un sistema 

La mezcla hidroalcohólica es rociada, 

sobre una superficie de material inerte inoculada con 

bacterias acéticas, contra una corriente de aire de sentido contrario. El relleno 

de material inerte y poroso, normalmente virutas de madera de haya, 

proporciona una amplia superficie para el desarrollo de las bacterias acéticas y 

mejora la transferencia de oxígeno al líquido. El líquido parcialmente acetificado 

es recogido en un colector en el fondo del tanque y recirculado hasta que se 

(Adams & Moss, 1997; Suarez Lepe & 
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Iñigo Leal, 2004). Sin embargo, este método presentaba el inconveniente de 

evaporar parte del etanol, ácido acético y componentes aromáticos volátiles 

debido a la corriente ascendente de aire, con lo cual el rendimiento se veía 

disminuido. Aunque se los considera obsoletos, todavía existen unas cuantas 

instalaciones a escalas muy pequeñas que emplean este método (Ormaechea 

Landa 1991; Adams & Moss 1997).  

El sistema luxemburgués de cubas rotatorias consiste en un tonel que 

se divide en dos partes separadas por un falso fondo perforado, donde la parte 

menor se rellena con virutas de madera de haya (Fig. I.3.b). El fundamento del 

método se basa en que, alternativa y periódicamente, las virutas quedan 

sumergidas en el líquido en proceso de acetificación y salen para sufrir una 

aireación mediante la cual, y con el enorme aumento de la superficie de 

oxidación de la que disponen las bacterias acéticas, se mejora notablemente la 

velocidad de producción de ácido acético. En primer lugar se carga la cuba 

hasta 1/5 de su volumen con un vinagre de vino de buena calidad, de manera 

de empapar las virutas y sembrarlas de bacterias acéticas (Suarez Lepe & 

Iñigo Leal, 2004). 

A pesar del aumento en la velocidad de acetificación lograda con los 

sistemas en cultivo superficial, que emplean virutas como soporte 

(Schutzenbach y luxemburgués), se han observado los siguientes 

inconvenientes: 

- Acumulación de bacterias muertas sobre las virutas debido a la falta de 

aireación o a los aumentos de temperatura. 

- Desarrollo de bacterias productoras de celulosa (Acetobacter xylinum). 

- Infección por anguílulas, que son muy difíciles de combatir una vez que 

se desarrollan. 

- Aumentos de temperatura difíciles de controlar, con pérdidas de alcohol 

por evaporación, originando una disminución en el rendimiento. 

- Necesidad de grandes espacios y obras civiles, debido al elevado 

tamaño de los generadores de relleno (Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004). 
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I.3.1.2. Sistemas sumergidos  

Otro gran avance en el proceso de acetificación fue el método de 

cultivo sumergido, en el cual las bacterias acéticas suspendidas en el medio 

de fermentación reciben oxígeno en forma de burbujas finamente divididas 

provenientes de un aireador y un agitador ubicados en la base del equipo. Este 

sistema se comenzó a estudiar en 1923, pero fue puesto a punto por Hromatka 

y Ebner en 1949, teniendo en cuenta la metodología utilizada para la 

producción industrial de penicilina (Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004; Mazza & 

Murooka, 2009). Como resultado se obtuvo una velocidad de crecimiento 

logarítmica de las bacterias acéticas, con elevados rendimientos de producto 

debidos a la dispersión de pequeñas burbujas en el seno del líquido que 

aseguraban el alto suministro de oxígeno que demanda esta fermentación.  

A partir de ese momento, se comenzaron a diseñar y patentar varios 

métodos para la acetificación en sistema sumergido que emplean  diferentes 

sistemas de aireación. Básicamente estos fermentadores aseguran mayores 

coeficientes de transferencia de oxígeno y no están equipados con sistemas de 

agitación (Adams 1998; Tesfaye et al. 2002). A continuación se describen 

algunos de ellos. 

En 1950 se creó el Acetator Frings, base de la biotecnología vinagrera 

actual. Este acetificador utiliza una turbina-estator que además de funcionar 

como dispositivo de aireación, aspirando de modo continuo aire desde el 

exterior, genera una intensa mezcla con el medio de cultivo. La turbina tiene un 

cuerpo hueco conectado con el exterior de manera que cuando gira genera un 

vacío que succiona aire del exterior. Rodeando la turbina se encuentra el 

estator. Con este diseño se consigue una dispersión homogénea del aire en 

forma de burbujas pequeñas, con lo cual la superficie de transferencia del 

oxígeno es mayor y, al tener una mayor velocidad de transferencia, se tiene 

también una mayor velocidad de producción de ácido acético, con gasto de 

energía relativamente bajo. Además, cuenta con serpentina de enfriamiento, 

termómetro, analizador-registrador continuo y automático del contenido 

alcohólico residual (Alkograph) y dispositivo antiespuma (Figura I.4). En este 
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tipo de fermentador es posible realizar tanto una fermentación semicontinua 

como una continua, aunque se consiguen niveles más bajos de acidez (Mazza 

& Murooka, 2009). 

 

 

 

Figura I.4. Esquema de Acetator FRINGS. A: bomba de carga, B: motor y 

aireador, C: dispositivo para medición de alcohol residual (Alkograph), D: 

válvula de entrada de agua de refrigeración, E: termostato que controla D, F: 

rotámetro, G: serpentina de refrigeración, H: entrada de aire, I: salida de gases, 

J: dispositivo antiespuma (Adams, 1998). 

 

 

En 1959, Cohee desarrolló el Cavitator con el propósito de mejorar el 

suministro de aire al equipo. El diseño incluía un tubo hueco a lo largo del 

fermentador hasta la superficie del medio líquido que, al girar, succionaba 

medio y aire de la parte superior del fermentador, mezclándolos íntimamente 
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mediante la formación de burbujas muy pequeñas (Suarez Lepe & Iñigo Leal 

2004; García Garibay et al. 2007). Sin embargo, pocos años después dejó de 

funcionar porque presentaba muchos problemas técnicos (Mazza & Murooka, 

2009). 

Un acetificador más reciente es el Vinegator, de origen suizo, en el cual 

se utiliza una turbina Effigas como sistema de aireación (Suarez Lepe & Iñigo 

Leal, 2004). 

En los acetificadores de torre o columnas de burbujeo, la agitación y 

aireación se producen mediante la inyección de aire comprimido desde el fondo 

de la columna de elevada relación altura/diámetro, con bajo gasto de energía. 

La velocidad de transferencia de oxígeno que se logra es elevada debido a que 

el aire atraviesa un difusor (placa perforada) ubicado en la base del equipo, con 

lo cual las burbujas salen finamente divididas. Sin embargo, sólo se han 

utilizado en escala de planta piloto construidas en material plástico, con 

capacidad de 3000 litros (W Tesfaye et al., 2002; Suarez Lepe & Iñigo Leal, 

2004). 

 En Francia se comercializa un sistema que utiliza la inyección de aire 

mediante un chorro denominado Jet System. La introducción de la mezcla aire-

líquido se realiza tangencialmente, lo que imprime un movimiento de rotación al 

líquido contenido en el tanque. La relación altura/diámetro de estos 

acetificadores es similar a los de columna de burbujeo. Se logran rendimientos 

del 92 al 95 % (Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004). 

Como otra alternativa a los sistemas de cultivos sumergidos, en 1969, 

la compañía japonesa Tanabe Seiyaku publicó el primer proceso industrial que 

hacía uso de enzimas inmovilizadas. A partir de allí se han descrito numerosos 

procesos y muy diferentes técnicas de inmovilización de células, aunque las 

aplicaciones industriales fueron relativamente escasas. Si bien estos métodos 

permiten una producción continua, de manera estable y con altas velocidades 

de acetificación, una limitación que presentan algunos de ellos es la dificultad 

en la transferencia de oxígeno y la baja acidez final, que los hacen poco 

recomendables para la producción industrial (Suarez Lepe & Iñigo Leal, 2004). 
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Dentro de las ventajas de la fermentación en cultivo sumergido se 

incluyen los elevados rendimientos (95 al 98 % del valor teórico), velocidad de 

crecimiento logarítmico y mayor velocidad de acetificación: mientras que con un 

biorreactor de virutas se logra una velocidad máxima de 0,02 a 0,025 % p/v/h, 

con el sistema sumergido se consiguen 0,12 a 0,17 % p/v/h. Además, la 

superficie necesaria para acetificar un mismo volumen de etanol es muy inferior 

a la requerida con generadores de virutas: para 300 L de etanol diarios se 

necesitan 30 m2 con este último mientras que con el primero, sólo 0,55 m2. Por 

ello, los métodos sumergidos son los utilizados habitualmente en los procesos 

industriales de obtención de vinagres (Adams 1998; Suarez Lepe & Iñigo Leal 

2004; Mazza & Murooka 2009). 

 

I.3.2. Sistemas de alimentación 

La forma de operar el biorreactor es otra clave para obtener resultados 

aceptables de una fermentación. En principio, el sistema de alimentación puede 

realizarse en forma discontinua, semicontinua o continua. La elección del 

sistema apropiado depende de la forma en que las principales variables del 

proceso influyen en la actividad de las BAA: dependiendo del propósito 

específico debería operarse en las mejores condiciones ambientales posibles 

para su desarrollo. Las consideraciones más importantes en este punto son la 

economía y la calidad del producto final (Isidoro García-García, Santos-

Dueñas, Jiménez-Ot, Jiménez-Hornero, & Bonilla-Venceslada, 2009).  

El modo discontinuo implica tres fases principales: carga de la materia 

prima e inoculación, fermentación y descarga completa del medio fermentado 

con el producto de la biotransformación.  

El sistema semicontinuo, consiste en el desarrollo de sucesivos ciclos 

discontinuos de acetificación, cada uno con la conversión del etanol que 

contiene el medio en ácido acético. Al final de cada ciclo, un volumen dado del 

reactor se descarga y se rellena con medio inicial mientras que el volumen 

remanente, actúa como inóculo para la siguiente etapa (García-García et al., 

2007). Este sistema es el modo de operación más común en la industria 
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vinagrera (Arnold et al. 2002; Tesfaye et al. 2002; de Ory et al. 2004; García-

García et al. 2007) .  

El proceso continuo consiste principalmente en la descarga continua 

de un pequeño volumen del producto, con una composición constante en el 

tiempo, para lo cual se requiere un suministro continuo de sustrato con el 

objetivo de mantener constante el volumen del medio de fermentación en el 

biorreactor (Tesfaye et al., 2002). 

Cuando se quiere producir vinagre de acidez mayor a 8-9 % ácido 

acético, se debe excluir la operación en continuo y el modo habitual de trabajo 

en estos casos es el semicontinuo (García-García et al., 2009). 

 

I.4. Factores involucrados en la fermentación acética. 

Como en cualquier otro proceso fermentativo, resulta evidente la 

necesidad de alcanzar poblaciones bacterianas numerosas en el menor tiempo 

posible, lo cual será consecuencia de su velocidad de crecimiento específico, y 

ésta a su vez, de las condiciones en que se lleve a cabo el mismo.  

Los factores involucrados en la fermentación acética pueden ser 

divididos en principales y secundarios. Los principales son aquellos 

relacionados con el metabolismo de las bacterias acéticas, tales como sustrato, 

oxígeno y temperatura (Nieto, 1991; Tesfaye et al., 2003;  García-García et al., 

2009). Estos detendrán el proceso fermentativo en un corto tiempo a menos 

que sean estrictamente controlados. Los factores secundarios son aquellos que 

aumentan la vitalidad de las bacterias acéticas y determinan la velocidad de 

acetificación y costo de producción del producto final sin llegar a detener el 

proceso: diseño del fermentador, volumen de trabajo, proporción de carga, 

velocidad de carga y cultivo iniciador (Figura I.5) (Tesfaye et al., 2003). Sin 

embargo, el estudio de la fermentación acética es complicado debido a la gran 

interdependencia existente entre todos ellos. Ninguna observación es válida si 

no se detallan las condiciones bajo las que se ha realizado, ya que el efecto de 
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una variable de proceso depende mucho de la situación de las demás (Nieto, 

1991; Tesfaye et al., 2003). 

 

 

Figura I.5. Representación esquemática de factores que afectan el proceso de 

acetificación (Tesfaye et al., 2003). 

 

I.4.1. Sustrato 

El sustrato cumple un rol muy importante: su composición determina 

tanto el crecimiento de las BAA como la calidad del vinagre (Tesfaye et al., 

2002). Tanto el etanol como el ácido acético pueden tener un efecto activador 

como inhibidor en el crecimiento microbiano, dependiendo de las 

concentraciones en el medio (de Ory et al., 2002). Una elevada concentración 

del alcohol resulta en una fuerte inhibición bacteriana. A nivel industrial, es 

sabido que concentraciones de etanol mayores a 50 g/L afectan adversamente 

la velocidad de acetificación. Por otro lado, y de acuerdo a lo mencionado en el 

apartado I.2.3.1, concentraciones muy bajas de etanol pueden conducir a la 

muerte de parte del cultivo, o a la sobreoxidación cuando se trata de bacterias 
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que utilizan el ácido acético como fuente de carbono y producen dióxido de 

carbono y agua. Esto es importante cuando se pretende utilizar las BAA como 

starter en ciclos subsiguientes. Por este motivo, en sistemas semicontinuos es 

aconsejable realizar cada recarga de sustrato cuando la concentración de 

etanol sea del 0,2 - 0,3 % v/v (Tesfaye et al. 2002; García-García et al. 2009).  

Considerando los modelos cinéticos propuestos por Gomez et al. 

(1994) para Acetobacter aceti, se podría considerar que la concentración 

óptima de etanol en el medio de fermentación estaría alrededor de 13 g/L, 

aunque este valor depende también de la concentración de otros compuestos 

tóxicos como el ácido acético (Ignacio de Ory et al., 2002). 

También el ácido acético presenta un efecto activador-inhibidor sobre 

las BAA. Varios autores han demostrado el aumento en la velocidad de 

crecimiento, y por ende en el consumo de alcohol, a concentraciones inferiores 

a 10 g/L (Bar et al. 1987). Nanba et al. (1984) observaron un efecto activador 

en el crecimiento con una notable disminución en la duración de la fase lag a 

esas concentraciones de ácido. Según las ecuaciones cinéticas propuestas por 

Gomez et al. (1994) se pudo establecer que la concentración óptima para el 

metabolismo bacteriano era de 10 g/L (de Ory et al. 2002).  

Aunque las BAA son tolerantes a concentraciones de ácido acético que 

normalmente resultan tóxicas para la mayoría de los microorganismos, su 

grado de tolerancia a este compuesto depende de la especie y de la fase de 

crecimiento en que se encuentre. Por lo tanto, el efecto del ácido acético sobre 

el crecimiento de las BAA es función de las concentraciones del sustrato y del 

producto y de las condiciones de crecimiento (Gullo et al., 2014). 

Las especies descriptas con mayor grado de resistencia al ácido 

acético son: Gluconacetobacter europaeus, Gluconacetobacter intermedius, 

Gluconacetobacter oboediens (actualmente definidas por Yamada et al. (2012)  

como Komagataeibacter europaeus, Komagataeibacter intermedius y 

Komagataeibacter oboediens, respectivamente) y Gluconacetobacter entanii 

(Raspor & Goranovic, 2008; Gullo et al., 2014). Trcek et al. (2006) indicaron 

que la elevada resistencia al ácido acético que presentó Gluconacetobacter 
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europaeus (10 %)  fue atribuida a la mayor actividad de la ADH y a su mayor 

estabilidad frente a ese ácido. La mayor actividad de la ADH que podría 

producir un pool energético superior disponible para procesos como la bomba 

de eliminación de acetato/ácido acético en la membrana citoplasmática, se ha 

reportado como una maquinaria adicional en el mecanismo de resistencia a la 

acidez en BAA (Trček et al., 2006). 

 

I.4.2. Concentración de oxígeno disuelto 

La hipersensibilidad de las BAA a deficiencias de oxígeno (Nieto, 1991) 

pueden desacelerar el proceso de bioconversión o dejarlas inviables, a menos 

que el medio sea continuamente oxigenado (García-García et al. 2009; 

Schlepütz et al. 2013) .  Por este motivo y por el consumo propio de este gas 

en la reacción de acetificación, se requieren mantener altos niveles de 

aireación durante el proceso biotecnológico (García Garibay et al., 2007). 

La concentración de oxígeno disuelto en el caldo de cultivo durante la 

fermentación tiene un efecto significante en el crecimiento bacteriano y en la 

velocidad de producción de ácido acético (velocidad de acetificación). Los 

factores más importantes que afectan el oxígeno disuelto son la velocidad de 

transferencia de este gas a la fase líquida, la velocidad de flujo de aire y la 

presión parcial de oxígeno del aire suministrado (Garrido-Vidal et al. 2003; 

Rubio-Fernández et al. 2004).  

Según la teoría de la doble película, la transferencia de oxígeno del gas 

hacia los microorganismos debe atravesar las siguientes resistencias: 

transferencia del oxígeno desde el interior de la burbuja hasta la interfase gas-

líquido, movimiento a través de la interfase gas-líquido, difusión a través de la 

película líquida relativamente inmóvil que rodea la burbuja, transporte a través 

del fluido, difusión a través de la película líquida relativamente inmóvil que 

rodea las células, movimiento a través de la interfase líquido-célula y, 

finalmente, transporte a través del citoplasma hasta el sitio de la reacción. Sin 

embargo, cuando el caldo de fermentación se encuentra en mezcla perfecta, la 

mayor resistencia a la transferencia de oxígeno corresponde a la película 
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líquida que rodea las burbujas de gas. De esta manera la velocidad de 

acetificación depende de la velocidad de transferencia de materia a través de 

esta película y se expresa mediante la ecuación I.1:  

 

RO2 = kLa (C*– C)   (I.1) 

 

Donde: kL = coeficiente de transferencia de materia en la fase líquida. 

a = área interfacial líquido-gas por unidad de volumen de fluido.  

C = concentración de oxígeno en el cultivo. 

C* = concentración de oxígeno en el cultivo en equilibrio con la fase 

gaseosa (solubilidad). 

  

Es decir, el proceso completo es impulsado por la diferencia entre la 

concentración de oxígeno en el gas y en la bacteria (Doran, 1998; García-

García et al., 2009) . 

Una elevada aireación es indeseable para el mejoramiento de la 

velocidad de acetificación, ya que reduce el rendimiento del proceso y las 

características organolépticas del vinagre, puesto que tiende a volatilizar los 

componentes volátiles tales como el etanol y el ácido acético. Por ello algunos 

autores han sugerido el uso de aire enriquecido en oxígeno a bajas velocidades 

de flujo (Rubio-Fernández et al., 2004). 

Por estas razones, la elección del sistema de distribución gas-líquido 

tiene un efecto considerable en el diseño del reactor. El objetivo principal es  

lograr transferencias de oxígeno elevadas y eficientes, sin importantes 

reducciones en el rendimiento debidas a pérdidas de sus componentes 

volátiles (García-García et al., 2009). Efectivamente, la productividad de los 

procesos fermentativos industriales es a menudo limitada por la velocidad de 

transferencias de oxígeno (Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999).  
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I.4.3. Temperatura 

La temperatura óptima para procesos industriales de acetificación es 

de aproximadamente 30 °C (Adams, 1998). de Ory et al. (1998) encontraron 

que una temperatura de 30,9 °C maximizaba la velocidad específica de 

crecimiento de Acetobacter aceti durante la producción de vinagre de vino, 

mientras que el crecimiento era completamente inhibido a temperaturas 

superiores a 35°C e inferiores a 8 °C.  

Temperaturas superiores al óptimo inducen la desnaturalización de las 

proteínas y de los ácidos nucleicos y causan daño celular, y con ello se pueden 

reducir irreversiblemente las funciones metabólicas celulares. Esto podría 

causar serios inconvenientes tanto en la velocidad del proceso como en el 

rendimiento. Este último resultaría afectado debido a la evaporación de 

compuestos volátiles entre los que se incluyen el sustrato (etanol), el producto 

intermedio (acetaldehído) y el producto final (ácido acético) (de Ory et al., 1998; 

Tesfaye et al., 2003). Para evitar estos efectos perjudiciales y teniendo en 

cuenta también que se trata de una reacción exotérmica, es imprescindible el 

empleo de sistemas de enfriamiento y un estricto control de esta variable.  

El criterio de selección de las cepas se comenzó a fundamentar no sólo 

en su pureza sino también en la resistencia a temperaturas y concentraciones 

de sustrato y producto relativamente altas (Tesfaye et al., 2002). Se han 

aislado cepas de Acetobacter a partir de frutas que presentaron elevada 

velocidad de acetificación a 38 – 40 °C (Saeki et al. 1997), así como de 

especies de A. tropicalis y A. pasteurianus en la región del sub-Sahara África, 

capaces de producir un elevado contenido en ácido acético a 35 y 38 °C, 

respectivamente (Ndoye et al., 2006). Recientemente se obtuvieron cepas 

termo-adaptadas de A. pasteurianus (SKU1108), que desarrollan la 

fermentación acética a 40°C (Matsutani et al., 2013). 
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I.5. Operaciones posteriores al proceso fermentativo 

El vinagre descargado del fermentador es una suspensión compleja 

que esencialmente contiene microorganismos y restos celulares, con un 

elevado grado de turbidez, especialmente si fue obtenido por cultivo sumergido. 

Para reducir la concentración inicial de sólidos, la suspensión debe ser 

primeramente clarificada con agentes floculantes adecuados, para eliminar los 

coloides que generarían un producto inestable a causa de la precipitación de 

sólidos durante el almacenamiento y posterior embotellado (García-García et 

al., 2009). Luego se realiza la filtración, cuya finalidad es la separación 

definitiva de las impurezas del vinagre. Las operaciones de clarificación y 

filtración pueden ser complementarias o excluyentes entre sí (Ormaechea 

Landa, 1991).  

La acción de los floculantes permite la formación de complejos 

coloidales por adsorción con sustancias insolubles del vinagre como los 

polifenoles, taninos, proteínas. Los clarificantes orgánicos (gelatina, albúmina, 

caseinato potásico) son más eficaces en cuanto al grado de limpieza y 

estabilidad del producto obtenido, pero alteran la composición del vinagre. Sin 

embargo, los clarificantes inorgánicos (bentonita es el más utilizado) forman un 

gel en solución acuosa que atrapa las partículas enturbiadoras y favorece la 

decantación rápida, sin alterar la composición del producto. Para una mejor 

eficacia en el tratamiento, ambos coagulantes (orgánicos e inorgánicos) suelen 

utilizarse conjuntamente (Ormaechea Landa, 1991).  

La filtración es la operación más importante de los postratamientos ya 

que asegura la estabilidad y seguridad del producto final. De hecho, los 

requerimientos de  calidad de un vinagre para el consumo humano implican la 

remoción de la materia en suspensión, además de la coloidal, ya que de otra 

manera afectarían su estabilidad (García-García et al., 2009). 

El método tradicional de filtración, en el cual la alimentación se hace 

pasar a través de filtros en la misma dirección que el filtrado, ha sido 

ampliamente reemplazado por el sistema tangencial. Este procedimiento 

implica la circulación de la suspensión a través de una cámara inundada en 
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contacto tangencial con la superficie de la membrana de filtración. Una ligera 

sobrepresión en la cámara provoca el paso de líquido al otro lado de la 

membrana. El tipo de flujo utilizado previene la acumulación de sólidos en la 

membrana, con lo cual se evita la necesidad de coadyuvantes de filtrado. Uno 

de los diseños más efectivos es el de cartuchos empaquetados con 

membranas de fibra hueca. Además, el producto obtenido presenta una calidad 

óptima ya que se eliminan las impurezas típicas relacionadas con el color y 

aroma (García-García et al., 2009). 

Una vez clarificado el vinagre, se lo puede transferir a barricas de 

madera (normalmente de roble), ya que allí adquiere características 

organolépticos particulares generadas mediante procesos físicos, químicos y 

físico-químicos (Tesfaye et al., 2002). Los principales cambios implican pérdida 

de agua a través de los poros de la madera, aumento en la concentración de 

ácido acético, extracción de compuestos fenólicos de la madera y formación de 

compuestos aromáticos, principalmente ésteres (Tesfaye, Morales, Benítez, 

García-Parrilla, & Troncoso, 2004).  

Como alternativa al uso de las barricas de roble, principalmente por 

razones económicas, se ha estudiado el envejecimiento de vino y vinagre 

utilizando virutas de roble (Morales et al. 2004; Tesfaye et al. 2004; Durán 

Guerrero et al. 2011)  Estos estudios demostraron un envejecimiento acelerado 

del vinagre, con una extracción de compuestos fenólicos similar a la alcanzada 

utilizando barricas, lo cual podría implicar una importante reducción en los 

costos de producción. Recientemente se ha patentado un procedimiento de 

elaboración de vinagres en el que se unifica en una sola etapa la fermentación 

acética y el envejecimiento. Se trata de un proceso de acetificación en cultivo 

sumergido, en el que se introducen virutas de roble para la obtención de un 

producto de similares propiedades físico-químicas y sensoriales que el 

producido mediante envejecimiento tradicional en botas de roble (García 

Barroso, Durán Guerrero, Castro Mejías, Natera Marín, & Cejudo Basante, 

2013).  

Si el vinagre no pasa por la etapa de envejecimiento en madera y se 

destina a un almacenamiento en botella, también puede experimentar cambios 
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físico-químicos y organolépticos debido a la evolución, oxidación y 

envejecimiento de ciertos compuestos específicos del vinagre, tales como 

azúcares reductores, ácido cítrico, dióxido de azufre, gomas, pectinas y 

mucílagos. La presencia de oxigeno normalmente desencadena una serie de 

reacciones químicas y enzimáticas, tales como: oscurecimiento del color, 

presencia de precipitados marrón, pérdida de densidad y cuerpo, pérdida de 

aromas. Estos cambios dependen del tipo de vinagre, de la materia prima, del 

proceso de elaboración y de las condiciones de almacenamiento (Casale, Sáiz 

Abajo, González Sáiz, Pizarro, & Forina, 2006). 

 

I.6.  Mercado de vinagres 

Los vinagres que se comercializan dependen de las materias primas 

disponibles en cada país. Así, en EEUU, el principal productor mundial de 

vinagres, cerca del 70% de la población consume vinagres de granos, y en 

menor proporción, de manzana y de sidra. En Francia se prefieren los de vino 

blanco o tinto, mientras que en Gran Bretaña los favoritos son los de cebada 

malteada. El vinagre de alcohol de caña es el de mayor consumo en 

Latinoamérica, mientras que en Japón y otros países asiáticos, lo es el vinagre 

de arroz. Dentro de los llamados vinagres especiales, en España, el producto 

más conocido es el procedente de Jerez, cuya elaboración se realiza con el 

sistema de Soleras y Criaderas y añejado exclusivamente en madera de roble 

californiano. Por otro lado, en Italia se destaca el Aceto Balsámico elaborado a 

partir de uvas blancas Trebbiano, originario de Módena, en el norte de Italia, y 

posicionado como el mejor Aceto del mundo no sólo por su historia sino por su 

método de elaboración (Gurisatti, 2012).  

Según las fuentes del mercado, en Argentina se consumen unos 30 

millones de litros de vinagre por año, sin contar Acetos y otras variantes 

saborizadas, que redondean a la fecha 2,4 millones de litros más. Si bien el 

crecimiento es lento, las marcas apuestan por hacer crecer la categoría tanto 

en volumen como en profundidad (J. Hidalgo, 2013).  
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En la figura I.6 se puede observar que durante los años 2000-2001 

mientras que en el mercado cambiario era 1$ = 1 US$, la importación fue de 

gran magnitud. Sin embargo, la posterior devaluación de la moneda argentina 

produjo una importante reducción de las adquisiciones. Las exportaciones 

tuvieron un crecimiento leve entre 2003 y 2005, recuperándose a partir de 2006 

para alcanzar en 2008 una marca significativa. Este incremento expresa la 

mayor inserción en los mercados internacionales, sustentada por un buen nivel 

de calidad del producto y posicionándose con un precio competitivo (Negri & 

Bonvini, 2009). 

 

Figura I.6. Volumen de exportaciones e importaciones de vinagres y 

sucedáneos. 

 

Mientras que el Aceto Balsámico se produce en pequeñas cantidades, 

el 90% se destina al consumo familiar y el 10% restante a la industria. El 68% 

de la producción total corresponde al vinagre de alcohol, el 19% al de vino y el 

13% al de manzana. Las empresas elaboradoras están ubicadas, 

principalmente, en las provincias de Buenos Aires, Córdoba, San Juan y 

Mendoza (J. Hidalgo, 2013).  

Los vinagres se comercializan en concentraciones entre 4 y 6% de 

ácido acético, mientras que los más concentrados son empleados para usos 

domésticos, como blanqueador y limpiavidrios (J. Hidalgo, 2013). 
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La citricultura constituye una de las principales actividades económicas 
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pomelo. La producción citrícola se localiza en dos regiones denominadas NOA 
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 Durante la temporada 2012/2013 Argentina se ubicó en el 8º lugar 

entre los principales productores mundiales de cítricos, con un total de 

2.824.000 t, sin embargo se estima una disminución en estas cantidades para 

2013/2014 (1.670.000 t.) como consecuencia de la ocurrencia de fenómenos 

climáticos importantes que afectaron la campaña. A esta situación también 

debe agregarse la tendencia en aumento de los últimos seis años, referida a 

los incrementos en los costos en dólares de insumos y servicios, con fuerte 

efecto de la mano de obra (FEDERCITRUS, 2014).  

 Dentro del mapa citrícola nacional, la provincia de Entre Ríos (Figura 

I.8) es la principal productora de naranjas con un 52 % de la producción 

nacional (FEDERCITRUS, 2014).  

 

 

Figura I.8. Zonas productoras de naranjas en la República Argentina. 

 

Si bien el principal destino de la producción de naranjas es la 

distribución en fresco en mercado interno, el porcentaje de fruta que se envía 

para industrialización es elevado y representa una proporción muy similar a la 
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destinada a exportación (Tabla I.2). La fruta que se destina a industrialización 

suele ser el descarte de los productos frescos puesto que los precios de estos 

últimos son más altos. 

 

TABLA I.2. Destino de la producción de naranjas en la República Argentina. 

(FEDERCITRUS, 2014). 

 2010 2011 2012 2013 

Mercado interno 57 % 68 % 63 % 72 % 

Exportación 20 % 15 % 12 % 13 % 

Industria 23 % 17 % 25 % 15 % 

 

 

Actualmente la industrialización de los descartes de naranjas incluye la 

elaboración de jugo concentrado, aceites esenciales y cáscara deshidratada. 

Los dos primeros son utilizados en la elaboración de gaseosas y otras bebidas 

sin alcohol, mientras que la cáscara se utiliza para la fabricación de pectina 

(Dansa, Céspedes, Nocera, & Salvarregui, 2005). 

Los promisorios resultados obtenidos en la elaboración de "vino de 

naranja" con muy interesantes y apetecibles propiedades sensoriales, conforme 

a la opinión de los jueces que integran paneles de degustación entrenados a tal 

fin, hacen suponer que es factible obtener un vinagre de jugo de naranja con 

buenas cualidades organolépticas (Schvab, 2006).  

Aunque el vinagre obtenido a partir de jugos cítricos podría 

considerarse como un subproducto de la industria debido a la importante 

producción de citrus en esta región, también constituirían, junto con los vinos 

cítricos, una novedad para el mercado argentino, ya que formarían parte de 

productos típicos con características regionales. 
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I.8.  Mercado de arándanos 

El arándano es una fruta del grupo de los “berries”, de consumo 

tradicional en países del Hemisferio Norte como EE.UU., Alemania, Francia, 

Italia e Inglaterra. La demanda generada por estos países durante los períodos 

invernales, de carencia de estos frutos, sumado a la posibilidad de producir en 

contra-estación, impulsó la introducción de su cultivo en la República Argentina 

a principios de la década de los ´90.  

Las tres zonas de la Argentina con mayor producción se identifican 

como NOA, Centro y NEA (Figura I.9) (Argentinean Blueberry Committee, n.d.) 

 

 

Figura I.9. Zonas productoras de arándanos en la República Argentina. 

 

La región ubicada sobre el margen del río Uruguay en la provincia de 

Entre Ríos (NEA), específicamente la ciudad de Concordia, ha tenido un 

notable desarrollo probablemente debido a las condiciones agroecológicas de 

la región, una de las más favorables del país para lograr el óptimo desarrollo de 

la planta y obtener fruta de calidad (Anderson, Kulczycki, Vergara, & Tejedor, 

2006) (Figura I.10).  
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Figura I.10. Principales ciudades productoras de arándanos en Argentina. 

 

De esta manera, la Argentina se constituyó en un importante proveedor 

de arándanos a EE.UU., Canadá y la U.E.,  principalmente en la ventana de 

mercado que va desde fines de setiembre a noviembre; sin embargo, el 

consumo interno está muy poco desarrollado. 

Entre los años 2003 y 2012 la producción total de arándanos en 

Argentina pasó de 845 t a 20300 t. Este incremento de la producción se debió 

tanto a los nuevos productores que se dedicaron a plantar arándanos, con el 

consiguiente aumento de la superficie de cultivo, como también al incremento 

de la producción debido al crecimiento de las plantaciones más antiguas. 

En el año 2008, entre el 80 y 85% del arándano producido se destinó a 

exportación, el 3% a mercado interno para consumo en fresco e 

industrialización, mientras que el resto se descartó (Divo de Sesar et al., 2008). 

Esta tendencia se mantuvo en el año 2013: 85% se destinó a la exportación de 

fruto fresco, 10% para mercado interno y el 5% se descartó (Asociación de 

Productores de Arándanos de la Mesopotamia Argentina, 2013).  

En los últimos años se ha incrementado la proporción de descarte 

debido a múltiples factores, entre ellos el aumento de la productividad que 

provocó una disminución del precio de venta, con lo cual el productor no 
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alcanzó a cubrir los costos de cosecha y, por ende, se detuvo la recolección de 

las bayas. Además influyeron la selectividad de la demanda, el mercado interno 

poco desarrollado y problemas eventuales como enfermedades, presencia de 

defectos y frutas con bajo calibre. Estos factores han provocado, además del 

lógico impacto socioeconómico, un impacto ambiental adverso ya que algunos 

productores se deshicieron de las bayas no comercializadas en campos a cielo 

abierto, ocasionando una elevada contaminación ambiental (Zapata, 2014). 

En la ciudad de Concordia, provincia de Entre Ríos, se han realizado 

algunas investigaciones orientadas a la obtención de productos de arándanos 

como extractos de antocianinas, jugo concentrado, pasas de arándanos o 

bebidas isotónicas (Larrocca, 2010; Vuarant et al., 2010; Zapata, 2014). 

Además, en el mercado local se venden algunas producciones artesanales de 

vino de arándanos y mermeladas, aunque la cantidad de bayas industrializadas 

en estas producciones no ha sido significativa y la calidad sensorial, nutricional 

y el contenido de fitonutrientes de los productos elaborados necesitaría ser 

optimizada. 

Por todo lo expuesto se considera de interés generar experiencias en 

I+D+i en el desarrollo de productos con posibilidades de industrialización, en 

este caso el vinagre de arándanos, partiendo de materias primas ricas en 

compuestos antioxidantes. 
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II. 1. Objetivos generales 

Producir vinagre a partir de sustratos alcohólicos de frutas de la región, 

específicamente, naranja y arándanos. 

Estudiar los procesos de acetificación de los sustratos alcohólicos de 

naranjas y de arándanos durante la obtención de los respectivos vinagres. 

 

II. 2. Objetivos específicos 

Los objetivos generales se alcanzarán con la consecución de los 

siguientes objetivos específicos, para cada sustrato: 

Evaluar la influencia de algunos factores externos del proceso (caudal 

de aire y velocidad de agitación) durante la acetificación en sistema sumergido 

discontinuo. 

Determinar las condiciones experimentales que permitan lograr el 

máximo rendimiento y la mayor velocidad de acetificación en sistema 

discontinuo. 

Aplicar la metodología y las mejores condiciones experimentales 

establecidas en el proceso discontinuo para el estudio en proceso 

semicontinuo.  

Evaluar el efecto de la proporción de carga en el sistema semicontinuo. 

Caracterizar los vinagres recién obtenidos y luego de un período de 

maduración de 6 meses, mediante análisis fisicoquímicos. 

 

II.3. Plan de trabajo 

El trabajo consiste en la obtención de vinagre a partir de dos frutas de 

la región, naranjas y arándanos, mediante un proceso biotecnológico con 

cultivo de bacterias acéticas en sistema sumergido.  
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En primer lugar se estudiaron las mejores condiciones de crecimiento 

de diferentes especies de BAA con el objeto de obtener un cultivo iniciador apto 

para el proceso de acetificación. Para ello se evaluó el crecimiento y la 

velocidad de acetificación de tres especies de bacterias acéticas inoculadas 

cada una, en dos medios de cultivo y empleando dos sistemas de aireación. A 

partir de los resultados de estos ensayos se establecieron las condiciones 

(especie bacteriana, medio de cultivo y sistema de aireación) en que se 

prepararon los precultivos utilizados como inóculo de los distintos procesos 

oxidativos en el biorreactor. 

Una segunda etapa implicó el estudio preliminar de las influencias de 

dos factores principales de este proceso bioxidativo, velocidad de agitación y 

caudal de aire, sobre la velocidad de acetificación y el rendimiento GK en 

sistema discontinuo para lo que se empleó un diseño factorial 22. Los 

resultados obtenidos permitieron redefinir la región experimental de trabajo 

para la posterior determinación de las mejores condiciones de los factores 

mencionados en los cuales se logró la mayor velocidad de  acetificación y el 

máximo rendimiento GK. A estos efectos se elaboró un diseño central 

compuesto y su análisis se realizó utilizando la metodología de superficie de 

respuesta. Las condiciones iniciales fijadas en cada tratamiento fueron: pH, 

volumen del sustrato, concentración de alcohol y concentración de ácido 

acético y la temperatura se mantuvo constante en 30±1 °C durante todo el 

proceso. El monitoreo del proceso se efectuó por medidas de la densidad 

óptica (absorbancia a 540 nm en espectrofotómetro UV-visible), pH, acidez 

total expresada en g/L de ácido acético y recuento celular en cámara de 

Petroff-Hauser. 

En la tercera etapa se ensayó el proceso en sistema semicontinuo, 

utilizando como parámetros del proceso, los niveles de los factores que 

maximizaron la velocidad de acetificación y el rendimiento GK en la etapa 

anterior. En este caso se estudió la "proporción de carga” en dos niveles y se 

evaluó la velocidad de acetificación y el rendimiento, mediante análisis de 

varianza del factor en estudio. La comparación de los tratamientos que 

presentaron diferencias estadísticas significativas se realizó mediante contraste 
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múltiple de rangos utilizando el test de Fisher (LSD) para un nivel de confianza 

del 95 %. El análisis estadístico de los datos se realizó mediante programa 

estadístico Statgraphics Centurion XV Corporate.  

Por último, los vinagres obtenidos en las condiciones que maximizaron 

la velocidad de acetificación y el rendimiento GK, se envasaron en botellas de 

vidrio y se evaluaron parámetros fisicoquímicos normalmente utilizados para 

vinagres comerciales, como así también componentes antioxidantes, puesto 

que las frutas de origen son ricas en este tipo de compuestos. Estas 

determinaciones se repitieron al finalizar el período de maduración, que en este 

caso se fijó en 6 meses, con el fin de evaluar su evolución.  

La metodología detallada se aplicó, independientemente para los 

vinagres de naranja como para los de arándanos. 
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1.1. Introducción 

Como se ha mencionado en la Introducción general, originalmente el 

vinagre de vino tradicional se obtuvo por acetificación espontánea del vino en la 

que el etanol, inicialmente producido por la levadura, experimentaba la 

oxidación a ácido acético por BAA. Este proceso se llevaba a cabo en barricas 

de madera y solía ser iniciado por la denominada "madre de vinagre", un cultivo 

iniciador indefinido obtenido de un vinagre anterior. De esta manera, el 

producto resultaba de la competencia entre los microorganismos de la flora 

microbiana presente. En estas condiciones, no se logra asegurar el control del 

proceso o la calidad del producto final (Hidalgo et al., 2013) por lo que, para 

iniciar los estudios de acetificación, se decidió trabajar con inóculos puros.  

No resulta adecuada la preparación de un cultivo iniciador para los 

procesos de acetificación a partir de un fermentador en marcha, ya que en el 

mismo, las BAA están sometidas a condiciones de estrés y morirían 

rápidamente (Sokollek & Hammes, 1997). Por razones prácticas y económicas, 

es imprescindible diseñar un medio de cultivo que permita conseguir una 

elevada población celular en el menor tiempo posible. Como en cualquier otro 

proceso fermentativo, esto es consecuencia de su velocidad de crecimiento 

específico, que a su vez, depende de las condiciones en que se desarrolle el 

mismo, especialmente de la concentración de oxígeno y de la composición del 

medio (Nieto, 1991; Rubio-Fernández, Salvador, & Fregapane, 2004).  

Un cultivo starter adecuado para  el proceso de acetificación, debe 

reunir los siguientes requisitos: concentración celular mayor a 1.109 células/mL, 

fase lag corta, elevada velocidad de conversión de sustrato y alta tolerancia al 

etanol y ácido acético (Sokollek & Hammes, 1997). Otros investigadores 

indicaron que se debe garantizar una población bacteriana en el inóculo del 

orden de 1-5.108 células/mL en fase exponencial (de Ory, Romero, & Cantero, 

1998, 2002, 2004). 
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El objetivo perseguido en esta etapa fue establecer las mejores 

condiciones de crecimiento de diferentes especies de BAA con la finalidad de 

obtener un cultivo iniciador apto para el proceso de acetificación.  

 

1.2. Materiales y Métodos 

Se evaluó el crecimiento y la velocidad de acetificación de tres 

especies de bacterias acéticas inoculadas cada una, en dos formulaciones de 

medios de cultivo, empleando dos sistemas de aireación. Cada ensayo se 

ejecutó colocando 300 mL de medio de cultivo en erlenmeyers de 500 mL e 

inoculando al 10 % con la especie correspondiente. Todas las experiencias se 

realizaron a 30±1 ºC.  

 

1.2.1. Bacterias acéticas 

Teniendo en cuenta que las frutas constituyen un hábitat adecuado 

para las BAA, se seleccionaron dos especies aisladas en trabajos previos de 

este grupo de investigación. Una de ellas, Gluconacetobacter sp., fue obtenida 

a partir de arándanos, mientras que Acetobacter sp., a partir de naranjas, 

ambas de esta región. Además, se ensayó una cepa liofilizada de Acetobacter 

aceti (NRRL B-999), provista por el Research, Education and Economics, 

Agricultural Research Service del United Status Departament of Agriculture 

(USDA). 

 

1.2.2. Medios de cultivo  

Los medios de cultivo utilizados fueron seleccionados a partir de la 

información bibliográfica consultada:  

� Medio RAE (1a, 2e) (AE reforzado): 40 g/L de glucosa; 10 g/L de 

extracto de levadura; 10 g/L peptona; 3,38 g/L Na2HPO4. 2H2O; 1,5 g/L ácido 

cítrico. La solución esterilizada por calor húmedo a 121 °C durante 15 min en 

autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina), fue adicionada de 10 mL/L de 
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ácido acético y 20 mL/L de etanol. Este medio de cultivo fue recomendado por 

Sokollek & Hammes (1997) para la revitalización de un cultivo iniciador de BAA. 

� Medio EYPS: 48 g/L de etanol; 5 g/L de ácido acético; 2 g/L de 

peptona; 0,8 g/L de KH2PO4; 0,35 g/L de K2HPO4. 3 H2O; 1,5 g/L de (NH4)2SO4; 

0,25 g/L de MgSO4. 7 H2O; 0,01 g/L de NaCl y 0,01 g/L de MnSO4; pH 3,5 

(Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999). La solución de todos los componentes 

fue esterilizada por calor húmedo a 121 °C durante 15 min. Una vez fría se 

agregaron las sustancias volátiles, etanol y ácido acético. 

 

1.2.3. Sistemas de aireación  

Para garantizar el crecimiento en condiciones aeróbicas, se ensayaron 

dos sistemas de aireación: 

� Agitación en agitador orbital, shaker, JP SELECTA, modelo Rotabit 

(España). La velocidad empleada fue de 150 u/min (Figura 1.1).  

� Sistema de inyección de aire: por medio de una bomba de aire 

PRECISION, modelo SR-8500 (China), caudal: 4000 cm3/min (Figura 1.2). 

 

 

 

Figura 1.1. Agitador orbital (shaker). Figura 1.2. Sistema de inyección 

de aire. 
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Por lo tanto, las distintas combinaciones para cada BAA se han 

codificado de la siguiente manera: EI (EYPS/inyección de aire), ES 

(EYPS/shaker), RI (RAE (1a, 2e)/ inyección de aire), RS (RAE (1a, 2e)/shaker). 

Cada combinación se ensayó por triplicado. 

 

1.2.4. Métodos analíticos 

Se tomaron muestras de cada sistema cada 24 horas y se 

determinaron los siguientes parámetros: 

Densidad óptica (DO): como indicador de la población celular, se 

midió la absorbancia a 540 nm (Ndoye et al., 2006; Ndoye, Lebecque, Destain, 

Guiro, & Thonart, 2007; Beheshti-Maal & Shafiei, 2009) mediante un 

espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japan). Dado que, 

dependiendo del medio de cultivo empleado (RAE o EYPS), la DO presenta 

diferentes valores aunque la concentración celular inicial sea similar, la 

evolución del crecimiento se evaluó en función de la variación de la DO en 

cada muestreo con respecto a su DO inicial. 

Acidez total: mediante titulación con solución de hidróxido de sodio 

(NaOH) y fenolftaleína como indicador (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 

962.12). El resultado se expresó como g/L de ácido acético. Se asumió que 

toda la acidez del medio se debe a este ácido.  

Velocidad de acetificación (rA): como indicador de velocidad de 

formación de ácido acético, se calculó la diferencia entre la acidez final e inicial 

en cada ciclo de fermentación (Krusong, Yaiyen, & Pornpukdeewatana, 2014). 

Se determinó según la siguiente expresión:  

 

if

if

tt

ATAT

−

−

=
A
r   (1.1) 

 

donde: ATf y ATi = acidez total, expresada como ácido acético (g 

AcH/L) para los tiempos tf y ti, respectivamente (Krusong et al., 2014).  
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1.2.5. Tratamiento estadístico 

Cada una de las determinaciones se efectuó por triplicado. Se utilizó el 

software Statgraphics Centurión XV Corporate y los resultados se analizaron 

mediante análisis de varianza y, cuando fue necesario, se aplicó test de Fisher 

(LSD). En todos los casos se utilizó un nivel de confianza del 95 %. 

 

1.3. Resultados y Discusión 

1.3.1. Gluconacetobacter sp. 

La mayor velocidad de acetificación como así también el mayor 

incremento de la densidad óptica se registraron en RI, mientras que los más 

bajos fueron determinados en los sistemas realizados en shaker (Tabla 1.1).  

 

Tabla 1.1. Crecimiento y velocidad de acetificación de Gluconacetobacter sp. 

SISTEMA rA (g/L/h) Variación de DO540 

EI 0,07±0,01b 0,5042±0,1618b 

ES 0,06±0,01ab 0,0973±0,0325a 

RI 0,14±0,00c 1,0716±0,1268c 

RS 0,05±0,00a 0,3015±0,0643ab 

EI: medio EYPS con inyección de aire, ES: medio EYPS en shaker, RI: medio RAE 

(1a, 2e) con inyección de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. rA: velocidad de 

acetificación. DO540: densidad óptica a 540 nm. Letras diferentes en una misma 

columna indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada 

parámetros para los diferentes sistemas (p<0,05). 

 

Para un mejor análisis de los resultados se graficó la evolución diaria 

de la densidad celular (Figura 1.3). En las curvas de los sistemas ES y RS se 
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observa una baja pendiente, indicativa de una velocidad de crecimiento lenta, 

sin apreciarse claramente la fase de latencia. Sin embargo, ésta se encuentra 

bastante definida en EI y en RI, y a continuación la fase de crecimiento 

exponencial. Esta diferencia en el comportamiento según el sistema de 

aireación seguramente se debió a la mayor velocidad de transferencia de 

oxígeno originada por el sistema de inyección de aire (Rubio-Fernández et al., 

2004), teniendo en cuenta que el oxígeno es parte del sustrato en estos 

procesos.  

 

 

Figura 1.3. Curva de crecimiento de Gluconacetobacter sp. en diferentes 

sistemas de cultivo. EI: EYPS/inyección de aire, ES: EYPS/shaker, RI: RAE/ 

inyección de aire, RS: RAE/shaker. 

 

Al evaluar el crecimiento con los diferentes medios de cultivo se 

encontró que el sistema EI presentó una fase lag de 48 horas, mientras que la 

de RI fue de 24 horas. Finalmente, luego de 72 horas de incubación, la 

densidad celular se incrementó aproximadamente 6 veces en RI, mientras que 

en EI, el aumento fue de 4 veces respecto de su densidad óptica inicial. Este 

comportamiento coincide con el observado por Nanba et al. (1984) en cultivos 

agitados de Acetobacter sp. en los cuales, la adición de 10 g/L de ácido acético 
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incrementó la velocidad de crecimiento y disminuyó la fase lag. Además, se 

puede realizar otro análisis evaluando las concentraciones iniciales de etanol y 

ácido acético en cada medio de cultivo. Así, retomando el apartado 1.2.2., se 

observa que el medio RAE contiene 20 mL/L (16 g/L) de etanol y 10 mL/L (10,5 

g/L) de ácido acético. Estas concentraciones son muy similares a las 

reportadas por Gomez et al. (1994) en su trabajo de investigación en el que 

determinó que los valores óptimos para el crecimiento de las BAA eran de 13 

g/L de etanol y 10 g/L de ácido acético. Sin embargo, las concentraciones en el 

medio EYPS son muy diferentes (48 g/L de etanol y 5 g/L de ácido acético) lo 

que probablemente pudo haber ejercido cierta inhibición en el desarrollo 

microbiano. 

La mayor velocidad de acetificación fue registrada en RI y ésta 

presentó diferencias significativas con el resto de los sistemas analizados. No 

obstante, se puede observar un máximo de acidez total en RI a las 48 horas 

(20,31 g/L) y luego, un leve descenso de la misma (Figura 1.4). Puesto que a 

las 72 horas, el cultivo continuaba en fase de crecimiento exponencial (Figura 

1.3). Esta pequeña disminución de la acidez total podría estar relacionada con 

el carácter superoxidante de esta especie, por el cual pueden utilizar el ácido 

formado como fuente de carbono y energía, cuando ya no disponen de sustrato 

alcohólico. 
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Figura 1.4. Evolución de acidez total en diferentes sistemas de cultivo 

inoculados con  Gluconacetobacter sp. EI: EYPS/inyección de aire, ES: 

EYPS/shaker, RI: RAE/ inyección de aire, RS: RAE/shaker. 

 

1.3.2. Acetobacter sp. 

Los ensayos realizados con la bacteria Acetobacter sp. indicaron que, 

tanto la velocidad de acetificación como el aumento en la densidad poblacional 

fueron mayores en el sistema RI (Tabla 1.2). 
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Tabla 1.2. Crecimiento y velocidad de acetificación de Acetobacter sp. 

SISTEMA rA (g/L/h) Variación de DO540 

EI 0,06±0,01b 0,1832±0,0234a 

ES 0,06±0,00b 0,1582±0,0165a 

RI 0,16±0,00c 1,9130±0,0613b 

RS 0,05±0,00a 0,2005±0,0206a 

EI: medio EYPS con inyección de aire, ES: medio EYPS en shaker, RI: medio RAE 

(1a, 2e) con inyección de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. rA: velocidad de 

acetificación. DO540: densidad óptica a 540 nm. Letras diferentes en una misma 

columna indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada 

parámetros para los diferentes sistemas (p<0,05). 

 

Si bien el comportamiento fue similar al observado en los tratamientos 

efectuados con Gluconacetobacter sp., la máxima densidad óptica alcanzada 

con Acetobacter sp. resultó 65 % superior a aquella, en el período analizado 

(1,2890 y 2,1300, respectivamente). 

 

Figura 1.5. Curva de crecimiento de Acetobacter sp. en diferentes sistemas de 

cultivo. EI: EYPS/inyección de aire, ES: EYPS/shaker, RI: RAE/ inyección de 

aire, RS: RAE/shaker. 
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La producción de ácido acético no presentó diferencias significativas 

entre los sistemas formados por el medio EYPS (EI y ES), mientras que en 

aquellos compuestos por medio RAE, el comportamiento fue análogo al 

observado con Gluconacetobacter sp. El sistema RS mostró la menor rA, 

mientras que RI presentó la rA más alta con el máximo a las 48 horas (22,69 

g/L) de ensayo. Luego de este período, la acidez total comenzó a disminuir 

(Figura 1.6), probablemente por el carácter superoxidante de las Acetobacter, 

puesto que a las 72 hs, el cultivo continuaba en fase de crecimiento 

exponencial (Figura 1.5). 

 

 

Figura 1.6. Evolución de acidez total en diferentes sistemas de cultivo 

inoculados con Acetobacter sp. EI: EYPS/inyección de aire, ES: EYPS/shaker, 

RI: RAE/ inyección de aire, RS: RAE/shaker. 

 

1.3.3. Acetobacter aceti 

El mayor crecimiento y velocidad de acetificación se registraron en RI 

(Tabla 1.3), tal como sucedió en los ensayos realizados con Gluconacetobacter 

sp. y Acetobacter sp.  
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Tabla 1.3. Crecimiento y velocidad de acetificación de Acetobacter aceti (NRRL 

B-999). 

SISTEMA rA (g/L/h) Variación de DO540 

EI 0,00±0,00a 0,0527±0,0136b 

ES 0,00±0,01a 0,0023±0,0011a 

RI 0,08±0,01c 0,1132±0,024c 

RS 0,05±0,01b 0,0180±0,0060a 

EI: medio EYPS con inyección de aire, ES: medio EYPS en shaker, RI: medio RAE 

(1a, 2e) con inyección de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. rA: velocidad de 

acetificación. DO540: densidad óptica a 540 nm. Letras diferentes en una misma 

columna indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada 

parámetros para los diferentes sistemas (p<0,05). 

 

Si bien se registraron diferencias significativas entre los tratamientos 

realizados con la cepa liofilizada de Acetobacter aceti, las magnitudes de los 

parámetros analizados resultaron, en general, muy inferiores a las 

determinadas en las BAA analizadas previamente. La máxima densidad celular 

alcanzada fue sólo del 10-17 % de la medida determinada en 

Gluconacetobacter sp. y Acetobacter sp. Del mismo modo, la velocidad de 

acetificación resultó ser entre 57-50 % inferior a la determinada en aquellos, 

respectivamente. 

En las figuras 1.7 y 1.8, ambas realizadas en la misma escala que las 

anteriores, se observa claramente el escaso crecimiento y baja velocidad de 

acetificación de Acetobacter aceti, para todos los sistemas ensayados.  
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Figura 1.7. Curva de crecimiento de Acetobacter aceti en diferentes sistemas 

de cultivo. EI: EYPS/inyección de aire, ES: EYPS/shaker, RI: RAE/ inyección de 

aire, RS: RAE/shaker. 

 

 

Figura 1.8. Evolución de acidez total en diferentes sistemas de cultivo 

inoculados con Acetobacter aceti. EI: EYPS/inyección de aire, ES: 

EYPS/shaker, RI: RAE/ inyección de aire, RS: RAE/shaker. 
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Este comportamiento se puede atribuir a un inadecuado tratamiento de 

revivificación o bien a la pérdida de viabilidad celular a causa del proceso de 

liofilización. En este último caso, es conveniente analizar algunos factores que 

pudieron haber influido en la respuesta observada, si bien se desconoce la 

historia previa del cultivo. 

A pesar de que la liofilización es el método preferido de deshidratación 

en la industria biotecnológica y farmacéutica, es conocido el hecho que puede 

producir daños a microorganismos y productos biológicos, con la consiguiente 

pérdida de viabilidad. La tolerancia a la liofilización depende de factores tales 

como el medio utilizado, velocidad de congelación, parámetros del proceso, 

condiciones de rehidratación, estado fisiológico y concentración inicial de las 

células (Sokollek, Hertel, & Hammes, 1998; Shafiei, Delvigne, & Thonart, 2013). 

Las bacterias gram negativas, como es el caso de las BAA, generalmente 

demuestran menor supervivencia que las gram positivas (Miyamoto-Shinohara, 

Sukenobe, Imaizumi, & Nakahara, 2008). 

Entre los efectos dañinos observados se puede mencionar el debido a 

los radicales libres formados durante los primeros días del almacenamiento que 

promueven la peroxidación de ácidos grasos insaturados de la célula, que 

llevan a la formación y acumulación de productos secundarios que acentúan la 

muerte celular. Además, temperaturas elevadas (35 °C) durante este período 

pueden producir cambios extremos en la viabilidad celular debido a que 

resultan afectadas las deshidrogenasas termosensibles (Shafiei et al., 2013). 

En respuesta a las condiciones de estrés, es común la formación de células 

viables pero no cultivables (VBNC), es decir, células que no crecen en medios 

bacteriológicos de rutina pero están vivas y capaces de renovar su actividad 

metabólica (Oliver, 2005).  
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1.4. Conclusiones 

Los ensayos realizados permitieron, a priori, deducir que las mejores 

condiciones para obtener el cultivo iniciador de BAA para el proceso de 

acetificación, se obtuvieron con medio RAE (1a/2e) con sistema de inyección 

de aire (RI) utilizando Acetobacter sp.  

Se estima que el medio RAE (1a/2e) pudo haber sido el más apropiado 

en virtud de que las concentraciones de etanol y ácido acético son similares a 

las informadas como óptimas para las BAA, mientras que las del medio EYPS 

se alejan de esos valores óptimos. Esto podría haber causado algún tipo de 

inhibición en el crecimiento y producción de ácido acético.  

La mayor velocidad de transferencia de oxígeno originada con el 

sistema de inyección de aire seguramente redundó en un mayor crecimiento 

microbiano y su consecuente incremento en la velocidad de acetificación. 

El tiempo de incubación debería ser de 48-72 horas ya que Acetobacter 

sp. es una bacteria superoxidante y superado este período, podrían comenzar 

a consumir el ácido acético producido (diauxia).  

 

1.5. Bibliografía 

 

Beheshti-Maal, K., & Shafiei, R. (2009). Isolation and identification of an 

Acetobacter strain from iranian white-red cherry with high acetic acid 

productivity as a potential strain for cherry vinegar production in food and 

agriculture biotechnology. World Academy of Science, Engineering and 

Technology, 54, 201–204. 

de Ory, I., Romero, L. E., & Cantero, D. (1998). Modelling the kinetics of growth 

of Acetobacter aceti in discontinuous culture: influence of the temperature 

of operation. Applied Microbiology and Biotechnology, 49, 189–193.  



 

CAPITULO 1. Selección del cultivo iniciador. 

71 
 

de Ory, I., Romero, L. E., & Cantero, D. (2002). Optimum starting-up protocol of 

a pilot plant scale acetifier for vinegar production. Journal of Food 

Engineering, 52(1), 31–37.  

de Ory, I., Romero, L. E., & Cantero, D. (2004). Operation in semi-continuous 

with a closed pilot plant scale acetifier for vinegar production. Journal of 

Food Engineering, 63(1), 39–45.  

Fregapane, G., Nieto, J., & Salvador, M. D. (1999). Wine vinegar production 

using a noncommercial 100-Litre bubble column dynamic sparger. 

Biotechnology and Bioengineering, 1–6. 

Gomez, J. M., Romero, L. E., Caro, I., & Cantero, D. (1994). Cinética de 

crecimiento de Acetobacter aceti sobre sustrato alcohólico. Información 

Tecnológica, 5(6), 55–63. 

Hidalgo, C., García, D., Romero, J., Mas, A., Torija, M. J., & Mateo, E. (2013). 

Acetobacter strains isolated during the acetification of blueberry 

(Vaccinium corymbosum L.) wine. Letters in Applied Microbiology, 57(3), 

227–232. 

Krusong, W., Yaiyen, S., & Pornpukdeewatana, S. (2014). Impact of high initial 

concentrations of acetic acid and ethanol on acetification rate in an 

internal Venturi injector bioreactor. Journal of Applied Microbiology, 

118(3), 629–640.  

Miyamoto-Shinohara, Y., Sukenobe, J., Imaizumi, T., & Nakahara, T. (2008). 

Survival of freeze-dried bacteria. The Journal of General and Applied 

Microbiology, 54(1), 9–24. 

Nanba, A., Tamura, A., & Nagai, S. (1984). Synergistic effects of acetic acid 

and ethanol on the growth of Acetobacter sp. Journal of Fermentation 

Technology, 62, 501–505. 

Ndoye, B., Lebecque, S., Destain, J., Guiro, A. T., & Thonart, P. (2007). A new 

pilot plant scale acetifier designed for vinegar production in Sub-Saharan 

Africa. Process Biochemistry, 42(11), 1561–1565.  



 

CAPITULO 1. Selección del cultivo iniciador. 

72 
 

Ndoye, B., Lebecque, S., Dubois-Dauphin, R., Tounkara, L., Guiro, a.-T., Kere, 

C., … Thonart, P. (2006). Thermoresistant properties of acetic acids 

bacteria isolated from tropical products of Sub-Saharan Africa and 

destined to industrial vinegar. Enzyme and Microbial Technology, 39(4), 

916–923.  

Nieto, F. J. (1991). Algunos aspectos de la tecnología de la fermentación 

acética. En: C. Llaguno Marchena & M. C. Polo (Eds.), El Vinagre de Vino 

(pp. 69–103). Madrid: Consejo Superior de Investigaciones Científicas. 

Oliver, J. D. (2005). The viable but nonculturable state in bacteria. Journal of 

Microbiology (Seoul, Korea), 43(February), 93–100.  

Rubio-Fernández, H., Salvador, M. D., & Fregapane, G. (2004). Influence of 

fermentation oxygen partial pressure on semicontinuous acetification for 

wine vinegar production. European Food Research and Technology, 

219(4), 393–397.  

Shafiei, R., Delvigne, F., & Thonart, P. (2013). Flow-cytometric assessment of 

damages to Acetobacter senegalensis during freeze-drying process and 

storage. Acetic Acid Bacteria, 2(1s).  

Sokollek, S. J., & Hammes, W. P. (1997). Description of a starter culture 

preparation for vinegar fermentation. Systematic and Applied 

Microbiology, 20, 481–491. 

Sokollek, S. J., Hertel, C., & Hammes, W. P. (1998). Cultivation and 

preservation of vinegar bacteria. Journal of Biotechnology, 60(3), 195–

206.  

 

 



 

 

 

  VVIINNAAGGRREE  DDEE  

NNAARRAANNJJAASS 

 

SSEEGGUUNNDDAA  

PPAARRTTEE::  



   

   

   

  
Capítulo 2: 

Acetificación de 

sustrato alcohólico 

de naranja en 

sistema 

discontinuo 

 



CAPITULO 2. Acetificación de sustrato alcohólico de naranja en sistema discontinuo. 

 

75 

 

 

2.1. Introducción 

El propósito de la investigación que se plantea en este capítulo fue 

evaluar la influencia de factores externos de la elaboración de vinagre tales 

como, caudal de aire (Qa) y velocidad de agitación (Vag) y la determinación de 

las condiciones experimentales que permitan lograr la mayor velocidad de 

acetificación (rA) del sustrato alcohólico de naranjas y el máximo rendimiento 

(RGK) en sistema sumergido discontinuo.  

Para este análisis es necesario hacer referencia a la teoría de la 

transferencia de materia gas-líquido y al consumo de oxígeno en cultivos 

celulares.  

La velocidad de transferencia de oxígeno del gas al líquido (Ro2) es 

directamente proporcional a la fuerza impulsora y al área disponible para el 

proceso de transferencia y se expresa mediante la siguiente ecuación: 

Ro2 = kLa (C*– C)   (2.1) 

Donde: kL = coeficiente de transferencia de materia en la fase líquida. 

  a = área interfacial líquido-gas por unidad de volumen de fluido.  

  C = concentración de oxígeno en el cultivo. 

  C* = concentración de oxígeno en el cultivo en equilibrio con la fase 

gaseosa (solubilidad). 

El coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno (kLa) es una 

medida de la capacidad de un biorreactor de suministrar oxígeno. Depende del 

diseño del biorreactor, de las condiciones de operación (caudal de aire, 

agitación) y de la viscosidad del cultivo. La diferencia (C*– C) representa la 

fuerza impulsora para la transferencia de materia. 

La RO2 es de vital importancia en bioprocesos aeróbicos debido a la 

necesidad de suministrar oxígeno suficiente al sistema para evitar que los 

microorganismos estén limitados de este gas, especialmente cuando existen 

elevadas densidades celulares. 
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En cultivos discontinuos, la velocidad de consumo de oxígeno varía con 

el tiempo debido principalmente a que la concentración de células (X) aumenta 

durante el transcurso del cultivo y la velocidad total de consumo de oxígeno es 

proporcional al número de células presentes. Además, también varía la 

velocidad de consumo de oxígeno por célula (qo), conocida como velocidad 

específica de consumo de oxígeno. La velocidad de consumo de oxígeno por 

unidad de volumen de caldo (Qo) se expresa según la ecuación: 

Qo = qo. X    (2.2) 

En estado estacionario, no puede existir acumulación de oxígeno en el 

fermentador, por lo que la RO2 debe ser igual a la Qo. De esta manera, 

igualando las ecuaciones (2.1) y (2.2), se obtiene: 

kLa (C*– C) = qo. X   (2.3) 

A partir de la ecuación (2.3) se puede predecir la respuesta del 

biorreactor a las variaciones en las condiciones de operación de transferencia 

de materia. Debido a la baja solubilidad del oxígeno en soluciones acuosas a 

temperatura y presión ambiente (aprox. 10 mg/L), la fuerza impulsora (C*– C) 

es muy pequeña. Además, por regla general, el  kL en caldos de fermentación 

es de 3-4×10-4 m/s para burbujas mayores de 2-3 mm de diámetro y 

permanece relativamente constante e independiente de las condiciones, 

mientras que disminuye para burbujas de menor tamaño (Doran, 1998). De 

modo que, si se necesita una mejora sustancial en la RO2, es más efectivo 

centrar la atención en aumentar a.  

El área interfacial a depende del tamaño y número de burbujas 

presentes, que a su vez dependen de muchos otros factores como la 

composición del medio, la velocidad del agitador y el caudal de gas. La 

propiedad más importante de las burbujas de aire en los fermentadores es su 

tamaño. Para un determinado volumen de gas, la máxima a se consigue 

dispersando el gas en numerosas burbujas muy pequeñas, en vez de unas 

pocas grandes. Además, al ser más livianas, el tiempo de residencia en el 
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líquido es mayor y disponen de más tiempo para que se disuelva el oxígeno 

(Doran, 1998).  

2.2. Materiales y Métodos 

2.2.1. Materia prima.  

Para la obtención de vinagre de naranja se utilizó un vino elaborado por 

el grupo de investigación del Laboratorio de Biotecnología y Microbiología de la 

Facultad de Ciencias de la Alimentación (UNER). El mismo fue obtenido por 

fermentación alcohólica de naranjas de la variedad Washington Navel, con 

levaduras Saccharomyces cerevisiae. Finalizada la etapa de vinificación, se 

efectuó el trasiego y filtración a través de membranas de 1 µm de porosidad.  

El diseño de un medio de fermentación tiene como finalidad la elección 

de los componentes necesarios para lograr el crecimiento y la formación de 

productos correspondientes al proceso a desarrollar. En vinagres de vino no se 

considera necesaria la adición de nutrientes ya que se encuentran en cantidad 

suficiente en el sustrato alcohólico usado como materia prima (Nieto, 1991). 

Además, los aminoácidos y otros compuestos nitrogenados liberados durante 

la autólisis de las levaduras contribuyen significativamente al crecimiento de las 

BAA en vinagres de origen vínico. Sin embargo, para vinagres de alcohol u 

otros con bajo contenido en aminoácidos, como el de sidra (Valero et al., 2005), 

es necesaria la adición de nutrientes (Guillamón & Mas, 2011).  

Se determinaron los siguientes parámetros fisicoquímicos cuyas 

técnicas analíticas se describen en el apartado 2.2.5: graduación alcohólica, 

acidez total, acidez volátil, pH, sólidos solubles, azúcares reductores directos, 

glicerol, anhídrido sulfuroso (SO2) libre y total. Todos los ensayos se realizaron 

por duplicado.  
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2.2.2. Proceso general de obtención de vinagre de naranjas. 

El proceso seguido para la elaboración de vinagre de naranja se 

esquematiza en la figura 2.1. Cada etapa en la que se tomaron muestras para 

las diferentes determinaciones analíticas se identifica con la sigla (TM). 

 

 

Figura 2.1. Diagrama de flujo de elaboración de vinagre de naranja. 
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2.2.2.1. Acondicionamiento del sustrato alcohólico. 

En la Introducción, apartado I.4.1, se ha mencionado que el etanol 

podría ejercer un efecto inhibidor sobre las bacterias acéticas a 

concentraciones superiores a 50 g/L, especialmente en sistemas batch donde 

se dificultaría el comienzo de la fermentación (de Ory, Romero, & Cantero, 

2002; Garrido-Vidal, Pizarro, & González-Sáiz, 2003). Por este motivo, el vino 

cítrico utilizado como sustrato fue diluido hasta un 6 % v/v de etanol (47,6 g/L). 

Sin embargo, esta dilución tiene un efecto relevante sobre la concentración de 

nutrientes, en especial si se tiene en cuenta que el contenido de nitrógeno 

amínico en el vino de naranja se ubica entre 3,6 y 5,2 mg/100 mL (Ferreyra, 

2006). Por este motivo, se decidió realizar la dilución del vino mediante el 

agregado de una solución de minerales y fuente nitrogenada de la siguiente 

composición: 0,8 g/L de KH2PO4; 0,35 g/L de K2HPO4.3H2O; 1,5 g/L de 

(NH4)2SO4.  

 

2.2.2.2. Inoculación 

Las bacterias acéticas empleadas para los procesos de acetificación 

fueron Acetobacter sp. aisladas en el laboratorio a partir de naranjas de la 

región (Capítulo 1, apartado 1.4.). 

Los cultivos se dejaron crecer en un caldo de la siguiente composición: 

2% de glucosa; 0,5% v/v de etanol; 0,8% de extracto de levadura y 0,5% de 

peptona (Yamada et al. 1999; Lisdiyanti et al. 2003) hasta la formación del 

característico velo blanco sobre la superficie (“madre del vinagre”) y la 

observación de turbidez en el medio. Este período fue de 48-72 horas, luego 

del cual se agregó glicerol al 20 % v/v como crioprotector y se repartió en 

criotubos de 1,5 mL para ser conservadas por congelación (-18 ºC) en freezer 

PATRICK (Argentina). 

Para realizar los ensayos de acetificación, se descongelaron algunos 

cultivos de Acetobacter sp. y se inocularon en caldo RAE (1a, 2e) para su 
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revitalización y crecimiento. Luego fueron mantenidos en estufa para cultivo 

bacteriológico FAETA (Argentina) a 30 °C durante 48-72 horas. 

El cultivo iniciador empleado para cada ensayo de acetificación se 

preparó en erlenmeyer de 500 mL conteniendo 300 mL de medio RAE (1a, 2e) 

previamente esterilizado por calor húmedo a 121 °C durante 15 min, en 

autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina). Éste fue inoculado al 10 % con el 

cultivo de Acetobacter sp. en etapa de crecimiento y se incubó a 30±1 ºC, con 

sistema de inyección de aire, hasta lograr una concentración celular 

aproximada del inóculo de 3-5×108 bacterias/mL (de Ory, Romero, & Cantero, 

2004). 

Como control de esta etapa, se tomó una muestra del caldo luego de la 

inoculación y otra al finalizar el período de incubación y se determinaron los 

siguientes parámetros fisicoquímicos: pH, acidez total, densidad óptica (DO), 

recuento celular (RC), (apartado 2.2.5. de “Técnicas analíticas”). 

 

2.2.2.3. Acetificación 

El proceso biooxidativo para la producción de vinagre de naranjas se 

realizó en un biorreactor de escala laboratorio marca NEW BRÜNSWICK 

CIENTIFIC Co., modelo Bioflo 2000 (New Jersey, USA) (Figura 2.2), provisto 

de un vaso de vidrio borosilicato de 2 L de volumen útil. El mismo dispone de 

un electrodo de control de pH METTLER TOLEDO (Switzerland) y una 

termocupla con sensor de platino RTD, entradas para inóculo y antiespumante 

y un orificio para la toma de muestras. La temperatura es corregida por una 

manta de calefacción situada debajo del vaso, mientras que para refrigerar 

utiliza una serpentina por la que circula agua de red, previo pasaje por un filtro 

para agua. Para impedir el paso de microorganismos y esporos, y de esta 

forma asegurar la esterilidad del aire que ingresa al biorreactor, el equipo 

posee un filtro absoluto de PTFE cuyo diámetro de poro es de 0,2 μm.  

La agitación se realiza mecánicamente mediante un eje provisto de dos 

turbinas accionado por un motor. El aire se inyecta por la parte inferior del vaso 
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y es distribuido por un tubo en forma de L que posee tres pequeños orificios. El 

chorro de aire que sale de cada orificio choca con las paletas de las turbinas 

generándose de este modo miles de pequeñas burbujas, desde las cuales 

difunde hacia el seno del líquido. El sistema de agitación se completa con 

cuatro placas deflectoras que tienen por finalidad cortar o romper el movimiento 

circular que imprimen las turbinas al líquido, generando mayor turbulencia y 

mejor mezclado.  

 

                 

Figura 2.2. Biorreactor New Brünswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000, 

utilizado en las experiencias. 

 

2.2.2.3.1. Desarrollo del proceso de acetificación en sistema 

discontinuo (batch).  

Se calculó el volumen de la solución de nutrientes necesario para 

obtener un sustrato alcohólico de naranjas con una graduación alcohólica de 6 

% v/v, se colocó en el vaso del fermentador y se esterilizó a 121 °C durante 15 

min. Una vez que alcanzó la temperatura ambiente, se agregó el vino de 

naranjas y, cuando el biorreactor se hubo termostatizado a 30°C (temperatura 
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de ensayo), se inoculó con el cultivo iniciador obtenido según el procedimiento 

descripto previamente. 

El monitoreo del proceso se realizó a través de muestras tomadas del 

fermentador cada 4–6 h, mediante determinaciones de pH, acidez total, 

densidad óptica y recuento celular (apartado 2.2.5. de “Técnicas analíticas”). 

Se graficó cada parámetro en función del tiempo y, cuando se 

estabilizó el valor de la acidez total, luego de la etapa exponencial de 

crecimiento microbiano, se dio por finalizado el proceso para evitar el consumo 

del ácido acético por parte de las BAA debido al agotamiento del sustrato 

alcohólico, tal como se mencionó en el apartado I.4.1. 

Se determinó la concentración de etanol remanente (apartado 2.2.5. de 

“Técnicas analíticas”) en el producto obtenido (vinagre joven) en cada uno de 

los ensayos. 

 

2.2.2.4. Envasado. Maduración. Clarificación. Filtración.  

Los vinagres recién obtenidos (jóvenes) se envasaron en botellas de 

vidrio y se almacenaron en lugar fresco, seco y oscuro para su maduración (o 

envejecimiento). Se dejaron clarificar espontáneamente, sin embargo, en los 

casos en que persistía cierta turbidez (observada a simple vista), se agregó 

una suspensión de bentonita al 5% (Ough, 1996) y posteriormente se filtró con 

filtro de 3 µm de porosidad a fin de obtener un producto límpido y transparente. 

Los vinagres clarificados se envasaron nuevamente en botellas de vidrio, para 

continuar con la etapa de maduración. 

 

2.2.3. Diseños estadísticos experimentales. 

Se trabajó con dos diseños estadísticos que consistieron en realizar un 

estudio preliminar con el propósito de explorar la región experimental donde se 

pudieran obtener diferencias en las variables respuesta al modificar los factores 
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experimentales y, un segundo diseño donde se buscó maximizar las variables 

respuesta. 

 

2.2.3.1. Estudio preliminar del proceso de acetificación. Diseño 

factorial.  

El diseño factorial suele utilizarse como estudio preliminar ya que 

permite juzgar si existe una conexión entre las variables y, aunque no sea 

posible explorar completamente la región experimental de cada factor, a 

menudo determinan una dirección hacia dónde dirigir una posterior 

investigación (Box, Hunter, & Hunter, 2008). 

En virtud de que se buscó evaluar la influencia de los factores caudal 

de aire (Qa) y velocidad de agitación (Vag) del sistema sobre las variables 

respuestas velocidad de acetificación (rA) y rendimiento GK (RGK), se elaboró 

un diseño factorial de dos niveles (22) utilizando el software Statgraphics 

Centurion XV Corporate.  

Para la elección de la región experimental de trabajo se tuvieron en 

cuenta investigaciones como la informada por Tesfaye et al. (2000) donde se 

determinaron las mejores condiciones experimentales para la preparación de 

un vinagre de vino en un fermentador de escala laboratorio, en la que se evaluó 

la velocidad de agitación entre 250 rpm y 450 rpm y el caudal de aire se 

mantuvo entre 0,33 y 0,98 vvm (volumen de aire/volumen de medio de 

cultivo/min). Además, Horiuchi et al. (2004) estudiaron el proceso de obtención 

de vinagre de cebolla en un fermentador con agitación controlada a 200 rpm, 

aunque en este caso sin inyección de aire. En otras experiencias, en las que se 

utilizaron fermentadores sin sistema de agitación mecánica, se utilizaron 

caudales de aire entre 0,2 y 0,6 vvm (de Ory, Romero, & Cantero, 1998; de Ory 

et al., 2004). 

De esta manera se seleccionaron los niveles 0,6 L/min (0,3 vvm) y 1,2 

L/min (0,6 vvm) para Qa, mientras que, para Vag se trabajó con: 200 rpm y 400 

rpm. Las combinaciones resultantes se muestran en la Tabla 2.1.  
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Tabla 2.1. Diseño factorial 22 para sustrato alcohólico de naranja. 

 
Caudal de aire 

(Qa), (L/min) 
Velocidad de 

agitación (Vag), (rpm) 

Tratamiento I 0,6 (0,3 vvm) 200 

Tratamiento II 1,2 (0,6 vvm) 200 

Tratamiento III 0,6 (0,3 vvm) 400 

Tratamiento IV 1,2 (0,6 vvm) 400 

 

Cada uno de los tratamientos se ensayó por duplicado. 

El efecto de los factores se evaluó en función de los parámetros que 

normalmente se utilizan en la industria vinagrera para el control del proceso, 

velocidad de acetificación y rendimiento GK. 

La velocidad de acetificación (rA) se determinó según la ecuación 1.1 

definida en el Capítulo 1, apartado 1.2.4:  

   

 

 

El cálculo del rendimiento real en la industria vinagrera (rendimiento 

GK) se realiza comparando la concentración total del vinagre con la 

concentración total del sustrato. La concentración total (GK) se define como la 

suma de la acidez total (expresada como g de ácido acético por 100 mL) y de 

la acidez que se espera obtener por transformación del alcohol presente 

(Ormaechea Landa 1991; Tesfaye et al. 2000; Leonel et al. 2015):  

1,043)  alcohol (%  Total  AcidezTotal iónConcentrac ×+=  (2.4) 

Teniendo en cuenta la ecuación 2.4, el cálculo de RGK se realizó 

mediante la siguiente expresión: 

if

if

tt

ATAT

−

−

=
A
r
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   (2.5)  

 

El análisis del diseño se efectuó mediante análisis de varianza 

(ANOVA) de los factores ensayados.  

Las condiciones iniciales del sustrato, en todos los tratamientos, fueron: 

volumen del sustrato: 2 L, graduación alcohólica: 6,0±0,5 % v/v, pH: 3,65±0,10 

y acidez total: 5,7±0,4 g/L expresada como ácido acético. La temperatura se 

mantuvo en 30±1°C durante todo el proceso. 

 

2.2.3.2. Determinación de las mejores condiciones de 

acetificación. 

Luego de ejecutar las experiencias del diseño factorial de dos niveles 

se elaboró un diseño central compuesto, donde los puntos axiales del mismo 

se determinaron según la ecuación (2k)1/4, con k=número de factores. La 

elección de los niveles de cada factor se basó en las conclusiones a las que se 

arribó luego del análisis del diseño factorial del apartado anterior. Para el factor 

Vag se consideraron los niveles (-1): 400 rpm y (+1): 800 rpm, y para Qa, (-1): 

0,6 L/min (0,3 vvm) y (+1): 1,2 L/min (0,6 vvm). La combinación de los factores 

experimentales se muestra en la Tabla 2.2. Las respuestas estudiadas fueron 

rA y RGK. Se utilizó el software Statgraphics Centurion XV Corporate. 

Tal como se ha mencionado, uno de los objetivos de este capítulo 

consistió en encontrar la mejor combinación de niveles de los factores que 

maximicen rA y RGK. Para el análisis del diseño se utilizó la metodología de 

superficie de respuesta (MSR) que ha sido empleada exitosamente para la 

modelización y optimización de varios procesos fermentativos (Garrido-Vidal et 

al. 2003; Ferreira et al. 2005; Silva et al. 2007). 

 

 

100
 Vinodel Conc.Total

 Vinagredel Total Conc.
R

GK
×=
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Tabla 2.2. Diseño experimental de la etapa de acetificación discontinua de 

sustrato alcohólico de naranja, utilizando Acetobacter sp. 

Factores originales Factores codificados 

Velocidad de 
agitación (rpm) 

Caudal de 
aire (L/min) 

Velocidad de 
agitación (rpm) 

Caudal de 
aire (vvm) 

400 0,60 -1 -1 

400 1,20 -1 +1 

800 0,60 +1 -1 

800 1,20 +1 +1 

883 0,90 1,414 0 

317 0,90 -1,414 0 

600 1,32 0 1,414 

600 0,48 0 -1,414 

600 0,90 0 0 

600 0,90 0 0 

600 0,90 0 0 

600 0,90 0 0 

 

 

Para la determinación de las mejores condiciones de proceso para 

cada respuesta en forma individual, se utilizó la función Optimización de 

Respuestas del software mencionado, mientras que para determinar la 

configuración de los factores experimentales considerando ambas repuestas 

simultáneamente, se empleó la función Optimización de Respuestas Múltiples 

(Deseabilidad). 

Teniendo en cuenta el efecto activador del ácido acético a 10 g/L 

(Introducción, apartado I.4.1), la acidez total del sustrato se ajustó con un 

vinagre de naranjas previamente elaborado, en volumen necesario para lograr 

22 

Puntos 

axiales 

Puntos 

centrales 
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esa concentración. De esta manera, las condiciones iniciales del sustrato en 

todos los tratamientos fueron: volumen del sustrato: 2 L, graduación alcohólica: 

6,0±0,5 % v/v, pH: 3,40±0,05 y acidez total: 9,7±0,6 g/L expresada como ácido 

acético. La temperatura del proceso se fijó en 30±1°C. 

 

2.2.4. Determinación de parámetros cinéticos 

2.2.4.1. Relación entre velocidad de crecimiento bacteriano y 

velocidad de acetificación. 

Como es característico para el estudio de cualquier sistema biológico, 

se evaluó la relación entre la velocidad volumétrica de crecimiento microbiano 

(rX) y la velocidad volumétrica de formación de producto, en este caso, 

velocidad de acetificación (rA), mediante análisis de regresión simple.  

Para la determinación de rX se debe considerar que en un sistema 

batch, este parámetro se obtiene como la variación de la concentración celular 

o biomasa (X) en función del tiempo (t), es decir: 

                        

�� =

��

��
                     (2.6), (Ertola, Yantorno, & Mignone, 1994) 

 

Por lo que, para este caso, la ecuación (2.6) resulta: 

�� =  

��� � ���

���� ���
                    (2.7) 

 

donde: X1 y X2 = concentración celular (g/100 mL vinagre) para los tiempos t1 y 

t2, respectivamente. 

Se empleó la técnica de estimación de X (apartado 2.2.5. de “Técnicas 

analíticas”), con la que se obtuvieron pares de datos de peso seco de biomasa 

vs. densidad óptica. Mediante representación gráfica se pudo establecer una 

ecuación para el cálculo de X.  
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2.2.4.2. Velocidad específica máxima de crecimiento bacteriano 

(µM). 

El crecimiento microbiano también se describe mediante la siguiente 

ecuación: 

�� = � × X   (2.8) 

, donde µ es la velocidad específica de crecimiento microbiano. Debido 

a la naturaleza autocatalítica de este crecimiento, es razonable suponer que X 

influye en la velocidad con que aumenta la población, rX.  

Para un tipo de microorganismo dado, µ depende principalmente de la 

composición y concentración del medio de cultivo, presencia de inhibidores, 

temperatura y pH. Durante el crecimiento equilibrado, µ está relacionada con la 

concentración de sustrato limitante mediante la ecuación de Monod: 

� =

��×�

	�
 �
    (2.9)  

donde, µM es la velocidad específica máxima de crecimiento 

microbiano, S la concentración de sustrato limitante del crecimiento y KS la 

constante de saturación que está inversamente relacionada con la afinidad del 

microorganismo por el sustrato. Puesto que los valores de KS son normalmente 

muy pequeños, del orden de los mg/L, generalmente S es superior a KS 

durante la mayor parte del cultivo. De esta manera µ es constante e igual a µM 

en los cultivos discontinuos hasta que el sustrato está prácticamente agotado 

(Ertola et al., 1994; Doran, 1998).  

Teniendo en cuenta estas consideraciones, para un sistema 

discontinuo se obtiene la siguiente expresión para X en función del tiempo t: 

ln� =  ln��  +  �� ×  �    (2.10) 
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Donde, Xo es la concentración de biomasa al inicio de la fase 

exponencial y t, el tiempo transcurrido en esta fase. 

Tal como se mencionó en el apartado I.4.1. de la Introducción general, 

aunque la característica distintiva de las BAA es su habilidad para metabolizar 

el etanol en ácido acético, ambos compuestos ejercen influencias complicadas 

durante el crecimiento como son los efectos sinérgicos o inhibidores que 

dependen de sus concentraciones en el medio (de Ory et al., 1998; Raspor & 

Goranovic, 2008).  

Existen varios modelos cinéticos que predicen el efecto de varios 

parámetros sobre µ en BAA, ya sea individualmente (Nanba, Tamura, & Nagai, 

1984; de Ory et al., 1998) o en conjunto si se considera el efecto sinérgico 

(Romero, Gomez, Caro, & Cantero, 1994). En este caso, la expresión 

resultante es una combinación de tres funciones: una de ellas depende de la 

concentración de etanol, otra de la de ácido acético y la última, de la 

concentración de oxígeno disuelto, pero no se considera la influencia de la 

temperatura. 

No obstante, a pesar de no disponer de los instrumentos necesarios 

para la determinación de todas las variables que involucran los modelos 

cinéticos, se calculó la velocidad específica máxima de crecimiento bacteriano 

(µM) según la ecuación (2.10). 

 

2.2.5. Técnicas analíticas 

Graduación alcohólica: se cuantificó mediante destilación del sustrato 

alcohólico alcalinizado con una solución de hidróxido de calcio y posterior 

determinación del grado alcohólico en el destilado por areometría. Los 

resultados se expresaron como % v/v (International Organisation of Vine and 

Wine, 2009). 

Acidez total: mediante titulación con solución de hidróxido de sodio 

(NaOH) y fenolftaleína como indicador (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 

962.12). Para la caracterización del vino de naranja, los resultados se 
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expresaron como g de ácido cítrico anhidro/L de vino. Las muestras tomadas 

durante la preparación del inóculo y en cada proceso de acetificación, se 

expresaron como g/L de ácido acético (se asumió que toda la acidez del medio 

se debe a este ácido). 

Acidez volátil: se utilizó el método basado en la destilación directa del 

vino y posterior valoración de los ácidos volátiles separados con NaOH N/20 en 

presencia de fenolftaleína. Se expresó como g ácido acético/L vino (Aleixandre 

Benavent & García Esparza, 1996). 

pH: método potenciométrico, con peachímetro BOECO modelo BT-500 

(Germany) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 960.19). 

Sólidos solubles: método refractométrico, expresando los resultados 

en ºBrix (corregidos por temperatura y acidez) con refractómetro 

termocompensable ATAGO modelo NAR 1T (Japón).  

Azúcares reductores directos: técnica volumétrica de Lane-Eynon 

(AOAC, 1995, 16th Ed., Official Method 923.09). Los resultados se expresaron 

como g/100 mL de vino. 

Glicerol: mediante kit enzimático de Boehringer Mannheim/R-

Biopharm, kit # 0148270), expresado en g/L. 

Anhídrido sulfuroso (SO2) libre y total: fueron determinados por 

iodometría (Método Ripper Simple), expresados en mg/L (Aleixandre Benavent 

& García Esparza, 1996). 

Densidad óptica (DO): medición de la absorbancia a 540 nm., en 

espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japón). 

Recuento celular (RC): en microscopio óptico LEICA modelo DME 

(New York, USA), con cámara de Petroff-Hauser de 0,02 µL. El resultado se 

expresó como número de bacterias/mL. 

Concentración de etanol remanente: fue analizada mediante el kit 

enzimático de Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035, 

expresada como % v/v. 
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Concentración celular (X): ya que la técnica para la estimación de X 

requiere grandes volúmenes de muestra debido a la pequeña masa celular de 

las bacterias acéticas, se determinó experimentalmente la concentración de 

materia seca en varias muestras tomadas durante los procesos de 

acetificación, con valores conocidos de D.O. (λ=540 nm) en el rango entre 

0,1000-2,4000. Estas muestras fueron centrifugadas cuatro veces a 4000 

rpm/20 min en centrífuga BOECO, modelo C-28 (Germany) y descartado el 

sobrenadante. Una última centrifugación del pellet obtenido, resuspendido con 

solución fisiológica se realizó a 14000 rpm/15 min en centrífuga LABNET, 

modelo Spectrafuge 16 M (USA). Se descartó el sobrenadante y el criotubo, 

previamente pesado, con el sedimento se colocó en estufa DALVO 

Instrumentos, modelo CMR1I (Argentina), a 105 °C (Krusong, Yaiyen, & 

Pornpukdeewatana, 2014) hasta peso constante. Esta medida se realizó en 

una balanza analítica BOECO modelo BPB31 (Germany) de 210 g de 

capacidad y d=0,1 mg. De esta forma, se obtuvieron pares de datos de materia 

seca de biomasa-densidad óptica. Mediante su representación gráfica se pudo 

establecer una ecuación para el cálculo de X. La materia seca determinada, es 

equivalente a la concentración celular y fue expresada como g/L de vinagre.  

 

2.2.6. Tratamiento estadístico 

2.2.6.1. Diseño factorial 22 

La evaluación de la influencia de los factores Qa y Vag sobre las 

variables respuestas rA y RGK, se realizó mediante un diseño factorial de dos 

niveles (22) utilizando el software Statgraphics Centurion XV Corporate. El 

análisis del diseño se efectuó mediante análisis de varianza (ANOVA) de los 

factores ensayados. Se consideró que hubo diferencias estadísticas 

significativas para un factor determinado cuando el p-valor del ANOVA fue 

menor que 0,05. Cuando fue necesaria la comparación de los tratamientos que 

presentaron diferencias estadísticas significativas, se empleó contraste múltiple 

de rangos mediante test de Fisher (LSD), para un nivel de confianza del 95 %.  
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2.2.6.2. Obtención de las mejores condiciones de acetificación. 

La determinación de las condiciones experimentales, Vag y Qa, que 

maximizaron cada variable respuesta individualmente, se realizó siguiendo la 

metodología de superficie de respuesta aplicado a un diseño central compuesto 

y rotable con software STATGRAPHICS Centurión XV (Gutiérrez Pulido & Vara 

Salazar, 2008). Mediante análisis de varianza se analizaron los factores 

significativos e interacciones en cada respuesta. Se consideró que un factor 

ejerció influencia estadística significativa sobre una variable respuesta, si 

p<0,05. 

Por otra parte, dado que en la presente investigación se analizaron dos 

variables respuestas, la mejor combinación de factores que maximizaron estas 

últimas en forma simultánea, se determinó utilizando la función Deseabilidad 

del mencionado software, que optimiza variables respuestas múltiples. 

Los datos experimentales se ajustaron a una ecuación polinómica que 

describió las relaciones entre cada variable respuesta y los factores estudiados, 

mediante el método de regresión múltiple. Además, para una mejor 

visualización de los datos experimentales, se obtuvieron gráficos de superficie 

de respuesta y de contorno. 

Se verificó la idoneidad del modelo propuesto con el diseño 

experimental, mediante la verificación de supuestos a través de las pruebas de 

Kolmogorov-Smirnov, estadístico W de Shapiro-Wilk y Chi-Cuadrado. En estos 

tres casos se debió comprobar que p>0,05, mientras que los estadísticos de 

sesgo y curtosis estandarizados debieron presentar valores entre -2 y +2. 

Además, la normalidad e independencia de los residuos se comprobó mediante 

la prueba de Durbin Watson (p>0,05). 

 

 

 



CAPITULO 2. Acetificación de sustrato alcohólico de naranja en sistema discontinuo. 

 

93 

 

2.2.6.3. Análisis de regresión 

Con este análisis se permite modelar en forma matemática el 

comportamiento de una variable respuesta en función de uno o más factores 

independientes (Gutiérrez Pulido & Vara Salazar, 2008). Este análisis 

estadístico se utilizó para evaluar la relación entre la velocidad volumétrica de 

crecimiento microbiano (rX) y la velocidad de acetificación (rA).  

Para establecer la bondad con que el modelo explicó la relación entre 

ambas variables se evaluaron la significancia de la regresión (p-valor) y el 

coeficiente de correlación (r). Se consideró que el modelo de regresión fue 

significativo si p<0,05. Además, puesto que r varía entre -1 y +1, valores 

cercanos a los extremos indican una fuerte relación lineal (negativa o positiva, 

respectivamente) entre las variables, mientras que valores próximos a 0, 

indican que no hubo correlación lineal entre ellas. 

 

2.3. Resultados y Discusión 

2.3.1. Caracterización del vino de naranja. 

El sustrato utilizado para los estudios de acetificación presentó las 

siguientes características fisicoquímicas:  
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Tabla 2.3. Caracterización fisicoquímica del vino de naranjas. 

Vino de naranjas 

Etanol (% v/v) 13,72±0,12 

pH  3,91±0,02 

Acidez total (% ácido cítrico) 0,69±0,03 

Acidez volátil (% ácido acético) 0,18±0,01 

Azúcares reductores directos (%) 0,52±0,03 

Sólidos solubles 8,5±0,1 

Glicerol (g/L) 5,6±0,2 

SO2 total (mg/L) 6,4±0,3 

SO2 libre (mg/L) 2,2±0,1 

 

Teniendo en cuenta que las bacterias acéticas pueden crecer en vinos 

que contienen 20 mg/L de SO2 libre (Joyeux, Lafon-Lafourcade, & Ribereau-

Gayon, 1984), se consideró que no era necesaria su eliminación del vino cítrico 

previo a la inoculación ya que, la posterior dilución con la solución de nutrientes 

contribuye a disminuir aún más su ya baja concentración. 

 

2.3.2. Análisis del diseño factorial 22 

Los resultados experimentales obtenidos en los tratamientos 

ensayados se indican en la Tabla 2.4. Las letras minúsculas diferentes en una 

misma fila indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

de los distintos tratamientos (p<0,05), determinadas mediante la prueba de 

contraste múltiple de rangos según se especificó en la metodología.  
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Tabla 2.4. Resultados del proceso de acetificación de un sustrato alcohólico de 

naranjas con Acetobacter sp., en sistema discontinuo. 

  
Tratamiento 

I 

Tratamiento 

II 

Tratamiento 

III 

Tratamiento 

IV 

Velocidad de 

acetificación 

global (g/L/h) 

0,22±0,02a 0,28±0,03a 0,94±0,04b 1,21±0,02b 

Rendimiento GK 

(%) 
70,3±0,9a 71,0±0,8a 79,6±0,2b 80,7±2,6b 

Tiempo total de 

proceso (h) 
201,50±4,95a 158,00±4,24b 51,50±0,71c 41,50±3,54c 

Tratamiento I: 0,3 vvm / 200 rpm. Tratamiento II: 0,6 vvm / 200 rpm. Tratamiento III: 0,3 

vvm / 400 rpm. Tratamiento IV: 0,6 vvm / 400 rpm. Letras diferentes en una misma fila 

indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de los distintos 

tratamientos (p<0,05). 

 

Los pares de tratamientos realizados con igual velocidad de agitación (I 

y II a 200 rpm, III y IV a 400 rpm) no presentaron diferencias estadísticas 

significativas con respecto a la velocidad de acetificación, mientras que en 

aquellos efectuados con igual caudal de aire (I y III a 0,3 vvm, II y IV a 0,6 vvm) 

se observó un importante aumento en rA en los pares realizados a mayor Vag. 

Efectivamente, tanto en III (0,94±0,04 g/L/h) como en IV (1,21±0,02 g/L/h) la rA 

cuadruplicó su valor respecto de I (0,22±0,02 g/L/h) y II (0,28±0,03 g/L/h), 

respectivamente. 

Una forma de visualizar este comportamiento es mediante la 

representación de la acidez total en función del tiempo. Según se aprecia en la 

Figura 2.3, la pendiente de las curvas, indicadora de la velocidad de producción 

de ácido, resultó mayor para los procesos realizados a 400 rpm. 
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Figura 2.3. Evolución de la acidez total durante la bioxidación de un sustrato 

alcohólico de naranjas utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch. Tratamiento 

Ia y Ib: 0,3 vvm/200 rpm. Tratamiento IIa y IIb: 0,6 vvm/200 rpm. Tratamiento 

IIIa y IIIb: 0,3 vvm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vvm/400 rpm.  

 

Un comportamiento similar se pudo verificar respecto del rendimiento 

GK, donde los tratamientos realizados a 400 rpm exhibieron un mayor valor de 

esa variable respuesta respecto de aquellos cuya velocidad de agitación fue de 

200 rpm. 

De particular interés resultan los tiempos de proceso de estos ensayos, 

dada la importancia que estos tienen en un sistema productivo. Según se indica 

en la tabla 2.4, ambos ensayos efectuados a 400 rpm concluyeron en un 

período notablemente inferior que aquellos en los que la Vag fue de 200 rpm. 
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2.3.2.1. Velocidad de acetificación 

El análisis de varianza para velocidad de acetificación indicó que los 

factores Vag y Qa así como su interacción (Vag-Qa), tuvieron un efecto 

estadísticamente significativo sobre esa variable respuesta (p<0,05).  

Se observó un importante incremento en rA a medida que se aumentó 

la Vag para ambos niveles de Qa, si bien la mayor pendiente correspondió a 

Qa=1,2 L/min (Figura 2.4). 

 

Figura 2.4. Interacciones entre velocidad de agitación y caudal de aire sobre la 

velocidad de acetificación, durante la bioxidación de un sustrato alcohólico de 

naranja utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch.  

 

Retomando la teoría de la transferencia de materia gas-líquido y el 

consumo de oxígeno en cultivos celulares descripta en la Introducción de este 

capítulo y, observando la Figura 2.5 en la que se muestran las curvas de 

crecimiento microbiano, resulta factible pensar que el importante aumento en la 

rA producido en los tratamientos III respecto del I y en el IV respecto del II 

(realizados con igual Qa) podría deberse a que el aumento en la velocidad del 

rodete del agitador produjo una disminución en el tamaño de las burbujas. Así, 

cuanto mayor fue el área interfacial por unidad de volumen de las burbujas, se 

vio mejorado el kLa, por lo que resultó mayor la velocidad de transferencia de 

oxígeno desde la fase gaseosa a la fase líquida (de Ory et al., 2004; García-
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García, Santos-Dueñas, Jiménez-Ot, Jiménez-Hornero, & Bonilla-Venceslada, 

2009). De esta manera se lograron poblaciones bacterianas suficientemente 

elevadas como para incrementar la velocidad de bioconversión de vino en 

vinagre.  

 

 

Figura 2.5. Evolución de los recuentos celulares durante la bioxidación de un 

sustrato alcohólico de naranja utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch. 

Tratamiento Ia y Ib: 0,3 vvm/200 rpm. Tratamiento IIa y IIb: 0,6 vvm/200 rpm. 

Tratamiento IIIa y IIIb: 0,3 vvm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vvm/400 

rpm. 

 

Los recuentos iniciales de Acetobacter sp. en todos los tratamientos 

fueron de 3,20×107±1,19×107 bacterias/mL. Mientras que en I y II la población 

bacteriana alcanzó valores de 4,39×108±7,78×106 y 4,01×108±1,48×107 

bacterias/mL respectivamente al finalizar cada ensayo, el tratamiento III 

alcanzó recuentos de 6,97×108±7,07×105 bacterias/mL y el tratamiento IV, 

7,18×108±9,19×106 bacterias/mL, por lo que los recuentos aumentaron entre un 
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60 y 80 % cuando el tamaño de las burbujas en el sistema de fermentación fue 

menor. Esto quedó evidenciado, como se mencionó previamente, en la 

reducción de los tiempos de fermentación desde 8 y 6 días (I y II 

respectivamente) a un promedio inferior a los 2 días (III y IV). 

Es evidente entonces que cuanto mayor fue la velocidad de agitación, 

mayor fue la velocidad de bioconversión de vino en vinagre. Este efecto 

también ha sido observado por otros investigadores como Fregapane et al. 

(1999) y Levonen-Muñoz & Cabezudo (1981) entre otros. Además, según lo 

informado por Tesfaye et al. (2000) para un sistema semicontinuo, la velocidad 

de agitación juega un rol muy importante para lograr una mejor velocidad de 

acetificación. 

Sin embargo, analizando los pares de tratamientos realizados con igual 

Vag, es decir aquellos en que se evaluó el incremento en Qa, no se observó un 

aumento en rA. Esto podría atribuirse a que en condiciones de operación típicas 

de los fermentadores, un aumento en la velocidad del agitador mejora el valor 

del coeficiente volumétrico de transferencia de materia (kLa), mientras que un 

aumento en el caudal de gas produce generalmente un efecto muy pequeño 

sobre kLa (Doran, 1998). De este modo, si el kLa no se modifica 

sustancialmente, Ro2 no varía, y no se logran poblaciones bacterianas más 

elevadas, con lo que la velocidad de conversión de vino en vinagre (rA) 

tampoco varía (Nieto, 1991). Una situación similar fue reportada por Schlepütz 

et al. (2013) quienes observaron bajas velocidades de formación de ácido 

acético cuanto más grandes fueron las burbujas de aire como consecuencia de 

las menores velocidades de transferencia de oxígeno.  

 

2.3.2.2. Rendimiento GK 

El análisis de varianza indicó que sólo la Vag tuvo un efecto 

estadísticamente significativo sobre el rendimiento GK, no así Qa ni la 

interacción entre los factores tal como se aprecia en la figura 2.6, demostrado 

por las líneas prácticamente paralelas.  
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Figura 2.6. Interacciones entre velocidad de agitación y caudal de aire sobre el 

rendimiento GK durante la bioxidación de un sustrato alcohólico de naranja, 

utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch.  

 

Del mismo modo que en el análisis de rA, se consideró que un aumento 

en la agitación del sistema podría haber provocado un aumento en la velocidad 

de transferencia de oxígeno al medio lo que favoreció el crecimiento microbiano 

y la transformación de etanol en ácido acético. Esto se logró en un período 

comprendido entre 41,5-51,5 horas (Tabla 2.4). Sin embargo, en los 

tratamientos efectuados a menor Vag (I y II) se observa que el estado 

estacionario en la producción de ácido acético se alcanzó a las 201,50 y 158 

horas respectivamente, por lo que se estima que la lentitud del proceso pudo 

haber provocado la evaporación de sus componentes volátiles (etanol, 

acetaldehído o ácido acético) y con ello, los menores RGK.  

En estudios realizados para la obtención de vinagre de jengibre en 

sistema estático a temperaturas de 20 y 27°C, se observó una disminución en 

los valores de  rendimiento GK, más pronunciada a medida que se prolongaba 

el tiempo de fermentación y fue atribuido a la evaporación de los ácidos 

volátiles (Leonel et al., 2015). 

En la figura 2.7 se esquematizan los valores de rendimientos GK 

obtenidos en los tratamientos y sus réplicas. 
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Figura 2.7. Rendimiento GK de vinagres de naranja obtenidos en cultivo batch 

con Acetobacter sp. para cada tratamiento y su réplica. Tratamiento Ia y Ib: 0,3 

vvm/200 rpm. Tratamiento IIa y IIb: 0,6 vvm/200 rpm. Tratamiento IIIa y IIIb: 0,3 

vvm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vvm/400 rpm. 

 

2.3.3. Determinación de las mejores condiciones de proceso.  

De acuerdo a lo establecido en la metodología, luego del análisis 

factorial se realizó un diseño central compuesto, con el que se ensayaron 

distintas combinaciones de los factores Vag y Qa y donde las respuestas 

evaluadas fueron rA y RGK.  

En este caso, los niveles de los factores se seleccionaron considerando 

los resultados obtenidos del diseño factorial. Teniendo en cuenta que el tiempo 

total de los procesos desarrollados a 200 rpm fue muy prolongado y con bajos 

rendimientos de producto, para el análisis mediante MSR, se decidió aumentar 
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los niveles del factor Vag a 400 rpm y 800 rpm, mientras que se mantuvieron 

aquellos establecidos para Qa. 

Si bien los ensayos se realizaron en forma aleatoria, a continuación se 

muestran los resultados de manera ordenada para facilitar la lectura (Tabla 

2.5). Se observa un comportamiento similar al observado en el apartado previo, 

donde a las mayores Vag, tanto rA como RGK son mayores.  

 

Tabla 2.5. Respuestas obtenidas en el diseño experimental (MSR) de la 

acetificación batch de un sustrato alcohólico de naranjas con Acetobacter sp. 

Velocidad de 

agitación [rpm] 

Caudal de aire 

[L/min] 

Velocidad de 

acetificación [g/L/h] 

Rendimiento 

GK [%] 

317 0,90 (0,45 vvm) 0,64 67,76 

400 0,60 (0,30 vvm) 0,95 79,20 

400 1,20 (0,60 vvm) 1,30 77,90 

600 0,48 (0,24 vvm) 1,33 82,53 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,48 81,53 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,32 90,07 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,98 90,23 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,56 90,54 

600 1,32 (0,66 vvm) 1,89 82,48 

800 0,60 (0,30 vvm) 2,08 89,34 

800 1,20 (0,60 vvm) 1,61 77,83 

883 0,90 (0,45 vvm) 1,99 83,86 

 

A continuación, el diseño experimental se analizó con la MSR y se 

verificó la idoneidad del modelo propuesto, según se detalló en la metodología. 
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2.3.3.1. Velocidad de acetificación  

La ecuación de rA obtenida con la MSR fue la siguiente: 

 

rA = - 8,77 + 0,02×Vag + 9,47×Qa - 1,26.10-5 ×Vag2 - 3,42.10-3 ×Vag×Qa - 3,97×Qa2      

(2.11) 

 

El análisis de varianza indicó que el factor velocidad de agitación, en 

sus componentes lineal (Vag) y cuadrática (Vag2) y la componente cuadrática 

del caudal de aire (Qa2), tuvieron efecto significativo sobre rA (p<0,05), mientras 

que la componente lineal del caudal de aire (Qa) no tuvo influencia significativa 

en la región experimental ensayada. En la ecuación 2.11 se expresan todos los 

términos correspondientes a los factores, hayan resultado significativos o no. 

Dado que el p-valor para la falta de ajuste fue mayor que 0,05 y el 

estadístico R2 resultó 91,80 %, este modelo parecería ser adecuado para 

describir la variabilidad de rA en función de la Vag y de Qa.  

A partir de la ecuación 2.11 se estudió la influencia de los factores 

sobre la variable respuesta. Para ello se elaboraron gráficos de superficies de 

respuesta. Se puede observar el incremento de rA con el aumento de Vag 

hasta valores entre 600 y 700 rpm, para luego disminuir lentamente (Figura 

2.8). Incrementos en Qa hasta aproximadamente 0,8-1,0 L/min (0,4-0,5 vvm) 

provocó un aumento de rA, mientras que cuando se continuó aumentando Qa 

por encima del valor mencionado, la variable respuesta disminuyó. 
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Figura 2.8. Superficie de respuesta estimada para velocidad de acetificación 

durante la producción de vinagre de naranja. 

 

Este comportamiento puede asociarse a un efecto de inhibición del 

oxígeno suministrado sobre la velocidad de crecimiento específico de las BAA 

debido a que contribuye al stress oxidativo y al daño proteico intracelular 

(Cabiscol, Tamarit, & Ros, 2000; Garrido-Vidal et al., 2003).  

Garrido-Vidal et al. (2003) informaron una situación similar en un 

sistema continuo de acetificación, donde en un intervalo de caudal de aire de 

0,42-0,5 vvm (25-30 h-1) se presentó un máximo en la velocidad específica de 

crecimiento microbiano a 644,4 rpm, sugiriendo algún tipo de inhibición en la 

producción de ácido acético. También Rubio-Fernández et al. (2004) y Park et 

al. (1989) encontraron que altas concentraciones de oxígeno disuelto podían 

inhibir el crecimiento de las bacterias acéticas. 

Con el fin de determinar los niveles de los factores que maximizaron rA, 

se utilizó la función Optimización de Respuestas del software STATGRAPHICS 

Centurión XV. A este punto le correspondió una velocidad de acetificación de 

2,42 g/L/h y la combinación de factores que se identificó como más adecuada 
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fue: 683 rpm y 0,90 L/min (0,45 vvm). Para una mejor localización de este 

punto se presenta la figura 2.9. 

 

Figura 2.9. Región de la superficie de respuesta donde se maximiza la 

velocidad de acetificación para vinagre de naranja. 

 

Como se puede observar estos valores presentan una similitud con 

aquellos obtenidos por Garrido-Vidal et al. (2003) durante el estudio de 

variables de proceso involucradas en la acetificación en sistema continuo de un 

vino blanco de La Rioja (España) según se mencionó en el apartado anterior.  

 

2.3.3.2. Rendimiento GK  

La ecuación obtenida para el rendimiento GK mediante MSR fue la 

siguiente:  

 

RGK = -14,18 + 0,23×Vag + 66,48×Qa - 1,42.10-4×Vag2 - 0,04×Vag×Qa - 25,74×Qa2    

(2.12) 

 

El análisis de varianza indicó que el factor velocidad de agitación, en su 

componente cuadrática (Vag2), tuvo un efecto significativo en el rendimiento 

GK (p<0,05), mientras que Qa no presentó influencia significativa en la región 
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experimental ensayada. En la ecuación 2.12 se expresan todos los términos 

correspondientes a los factores, hayan resultado significativos o no. 

Dado que el p-valor para la falta de ajuste fue mayor que 0,05 y el 

estadístico R2 resultó 79,01 %, este modelo parecería ser adecuado para la 

descripción de la variabilidad de los datos de RGK en función de la velocidad de 

agitación y el caudal de aire. 

A partir de la ecuación 2.12, se estudió la influencia de los factores 

sobre la variable respuesta, para lo que se elaboraron gráficos de superficies 

de respuesta. Se observa un mayor valor de RGK hacia valores superiores de 

Vag e inferiores de Qa, mientras que los menores rendimientos se hallan, en 

general, a bajas Vag en todo el intervalo de Qa ensayado (Figura 2.10).  

 

 

Figura 2.10. Superficie de respuesta estimada para rendimiento GK durante la 

producción de vinagre de naranja. 

 

Mediante la función de optimización de respuestas, se determinaron los 

niveles de los factores experimentales estudiados que maximizaron el 

rendimiento GK. La combinación de factores que se identificó como más 
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adecuada fue: 701 rpm y 0,71 L/min (0,36 vvm), para los cuales correspondió 

un RGK de 89,63 %. 

En la figura 2.11 se representa la combinación de los niveles de los 

factores, que maximizó el rendimiento GK sobre la región indicada.   

 

 

Figura 2.11. Región de la superficie de respuesta donde se maximiza el 

rendimiento GK para vinagre de naranja. 

 

2.3.3.3. Combinación de factores que optimizan ambas respuestas. 

Por último, se determinó la combinación de los factores experimentales 

que simultáneamente optimizó ambas respuestas analizadas, mediante la 

función “deseabilidad” del software estadístico utilizado. La combinación de 

factores que hizo máxima esa función (0,99) fue: 700 rpm y 0,71 L/min (0,36 

vvm) y en estas condiciones correspondió una rA=2,28 g/L/h y un RGK=89,63 %. 

Para una mejor visualización, se representa la gráfica de contornos 

superpuestos en la Figura 2.12. 

 

 



CAPITULO 2. Acetificación de sustrato alcohólico de naranja en sistema discontinuo. 

 

108 

 

 

Figura 2.12. Región de la superficie de respuesta donde se maximizan ambas 

repuestas para vinagre de naranja (gráfico de contornos superpuestos). 

 

2.3.4. Desarrollo del proceso de acetificación optimizado. 

Se desarrollaron tres procesos oxidativos a 30 °C, de acuerdo a la 

combinación de factores de Vag y Qa que mejoraron ambas respuestas 

evaluadas en este proceso, es decir, a 700 rpm y 0,71 L/min de aire (0,36 vvm). 

Como en todos los ensayos realizados, las condiciones iniciales del sustrato 

fueron las indicadas en el apartado 2.2.3.2. La velocidad de acetificación global 

calculada fue de 2,29±0,17 g/L/h y el rendimiento GK del vinagre de naranjas, 

88,19±5,00 %, ambos valores muy próximos a los predichos de acuerdo al 

modelo (2,28 g/L/h y 89,63 %, respectivamente). 

Durante el transcurso de la biofermentación en esas condiciones, se 

observó una fase lag de aproximadamente 3-4 horas (Figura 2.13). La fase de 

crecimiento exponencial, representada por el logaritmo natural del recuento 

bacteriano (ln RC), y el aumento en la acidez total, indicativo del incremento en 

la producción de ácido acético, ambos en función del tiempo, mantuvieron un 

comportamiento relativamente paralelo, típico de un metabolito asociado al 

crecimiento.  
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Figura 2.13. Acetificación de sustrato alcohólico de naranjas en sistema 

discontinuo según parámetros optimizados (700 rpm/0,36 vvm): media de 

acidez total (g/L ácido acético) y media de ln RC (ln de recuento bacteriano) en 

función del tiempo de proceso.  

 

Los vinagres obtenidos en estos ensayos se envasaron en botellas de 

vidrio, se almacenaron en ambiente de laboratorio a temperaturas entre 20-25 

°C y fueron utilizados luego, para su caracterización (Capítulo 4).  

 

 

2.3.5. Determinación de parámetros cinéticos 

2.3.5.1. Relación entre velocidad de crecimiento bacteriano y 

velocidad de acetificación. 

Mediante la representación gráfica de los datos de peso seco de 

biomasa vs. densidad óptica a 540 nm (Figura 2.14) se determinó una ecuación 

(2.13) de tipo polinómico (R2=0,966) para el cálculo de las concentraciones 

iniciales y finales de biomasa (X) en cada ensayo.  
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Figura 2.14. Concentración celular (X) vs. densidad óptica (DO) a λ=540 nm, 

durante la acetificación de un sustrato alcohólico de naranjas con Acetobacter 

sp. 

X =  0,134 DO���

� −  0,008 DO���  +  0,023         (2.13) 

 

 

Con estos datos, a partir de la expresión (2.7), se determinó la 

velocidad de crecimiento celular, rX (Tabla 2.6). 
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Tabla 2.6. Parámetros cinéticos de la acetificación de un sustrato alcohólico de 

naranjas, según diseño de MSR. 

Vag 

[rpm] 

Qa 

[L/min] 

rA 

[g/L/h] 

rX 

[g/L/h] 

µM 

[h-1] 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,48 0,052 0,192 

400 1,20 (0,60 vvm) 1,30 0,008 0,089 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,32 0,047 0,168 

600 1,32 (0,66 vvm) 1,89 0,047 0,171 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,98 0,045 0,181 

800 1,20 (0,60 vvm) 1,61 0,029 0,150 

400 0,60 (0,30 vvm) 0,95 0,005 0,053 

800 0,60 (0,30 vvm) 2,08 0,032 0,097 

600 0,48 (0,24 vvm) 1,33 0,013 0,104 

317 0,90 (0,45 vvm) 0,64 0,005 0,068 

883 0,90 (0,45 vvm) 1,99 0,040 0,191 

600 0,90 (0,45 vvm) 2,56 0,040 0,171 

Vag: velocidad de agitación; Qa: caudal de aire; rA: velocidad de acetificación; rX: 

velocidad de crecimiento microbiano; µM: velocidad específica máxima de 

crecimiento bacteriano. 

 

El análisis de regresión simple entre la velocidad de crecimiento 

microbiano (rX) y la velocidad de acetificación (rA) indicó que existe una elevada 

correlación lineal entre ambas variables (r=0,91). El p-valor del ANOVA fue de 

0,0001, por lo que hubo una relación estadísticamente significativa entre rA y rX 

con un nivel de confianza del 95,0% y el estadístico R2 indicó que el modelo así 

ajustado explica el 81,97% de la variabilidad en rA. En la figura 2.15 se muestra 

el gráfico del modelo ajustado. 
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Figura 2.15. Velocidad de crecimiento microbiano (rX) vs. velocidad de 

acetificación (rA) para acetificación de un sustrato alcohólico de naranjas. 

La ecuación del modelo ajustado (2.14) resultó:  

 
rA = 0,83431 + 30,6289 × rX  (2.14) 

 

De esta manera se puede afirmar que un aumento en la velocidad de 

crecimiento bacteriano provocó un incremento de la velocidad de acetificación, 

resultados que coinciden con lo informado por Garrido-Vidal et al. (2003). 

 

2.3.5.2. Velocidad específica máxima de crecimiento bacteriano 

(µM) 

Los resultados de µM se presentaron en la Tabla 2.6. Allí puede notarse 

que los menores valores se obtuvieron a las velocidades de agitación más 

bajas (317 y 400 rpm). 

En una experiencia realizada por Levonen-Muñoz & Cabezudo (1981) 

en un sistema batch también se calcularon las µM siguiendo la ecuación 2.10. 

El estudio se realizó con una Acetobacter aceti inoculada en un medio de 
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cultivo sintético, y se determinaron las µM en diferentes condiciones en las que, 

manteniendo constante la temperatura en 30 °C y el caudal de aire en 0,75 

vvm, se varió la velocidad de agitación entre 400 y 550 rpm. Para la menor 

Vag, obtuvieron una  µM de 0,048 h-1, mientras que a 550 rpm, la µM resultó ser 

0,172 h-1.  

A pesar de las diferencias en la composición de los medios de cultivo y 

de la especie de Acetobacter (desconocida en la presente investigación), los 

valores de µM hallados durante los ensayos con vinagre de naranja resultaron 

relativamente similares a los anteriores, comparando condiciones de agitación 

y aireación semejantes (µM=0,053 h-1 para 400 rpm/0,3 vvm; µM=0,089 h-1 para 

400 rpm/0,6 vvm; µM entre 0,168-0,192 h-1 para 600 rpm/0,45 vvm). 

En otro trabajo en el que se evaluó la velocidad específica máxima de 

crecimiento bacteriano en función de la temperatura de fermentación, se 

informó una µM=0,0944±0,04 h-1 a 30 °C, en las siguientes condiciones de 

proceso: fermentador de columna de burbujas, escala laboratorio, caudal de 

aire de 0,2 vvm, con Acetobacter aceti inoculada sobre un vino de Jerez (de 

Ory et al., 1998). Estos investigadores emplearon ecuaciones que incluían 

simultáneamente varios factores que afectan la µ además del efecto de la 

temperatura. A pesar de que en el presente trabajo no se utilizaron esas 

ecuaciones, tal como se explicó en la metodología de este capítulo, la µM 

obtenida para vinagre de naranja en similares condiciones (0,24 vvm), fue de 

0,104 h-1. 

 

2.4. Conclusiones 

El análisis del diseño factorial indicó que ambos factores analizados, 

Vag y Qa, así como su interacción presentaron influencia estadísticamente 

significativa en la velocidad de acetificación rA. Una mayor velocidad de 

agitación produjo un incremento en el área interfacial debido al mayor número 

de burbujas pequeñas. Como consecuencia, el kLa pudo haber aumentado y 

con ello, la velocidad de transferencia de oxígeno al cultivo. Este aumento, a su 
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vez, permitió el incremento de los recuentos celulares en el tiempo y, por ende 

de rA, lo cual quedó evidenciado por la reducción en los tiempos de proceso. 

En relación al rendimiento GK, el análisis de varianza del diseño 

factorial indicó que la velocidad de agitación ejerció un efecto estadísticamente 

significativo sobre esta variable respuesta. Probablemente, la extensa duración 

de los procesos bioxidativos realizados a 200 rpm, haya influido en la pérdida 

de componentes volátiles con la consiguiente disminución del rendimiento 

respecto de los tratamientos efectuados a 400 rpm.  

A partir del análisis del diseño experimental utilizando MSR, se 

comprobó nuevamente la importante influencia de Vag para las dos respuestas 

en cuestión. De especial importancia resultó el efecto de inhibición del oxígeno 

a elevadas concentraciones, situación que debería tenerse en cuenta a la hora 

del diseño de un sistema de fermentación, ya que la aireación es uno de los 

mayores consumidores de energía del proceso.  

El diseño estadístico indicó que los valores máximos de velocidad de 

acetificación y rendimiento GK (2,28 g/L/h y 89,63 %, respectivamente) se 

podrían obtener cuando Vag=701 rpm y Qa=0,36 vvm. El proceso de 

acetificación desarrollado según esos parámetros, presentó valores muy 

similares a los predichos: rA=2,29±0,17 g/L/h y RGK=88,19±5,00 %. 

Se determinó una elevada correlación lineal entre rA y rX, por lo que se 

puede afirmar que un aumento en la velocidad de crecimiento bacteriano 

induce un incremento de la velocidad de acetificación. 

Los valores de velocidad específica máxima de crecimiento µM, 

hallados en los vinagres de naranja resultaron relativamente similares a los 

reportados en la bibliografía para vinagres de otras procedencias, teniendo en 

cuenta condiciones de agitación y aireación semejantes a las empleadas en 

esta investigación. 
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3.1. Introducción 

En la actualidad, la elaboración de vinagres a nivel industrial se realiza 

principalmente en cultivo sumergido semicontinuo tal como se señaló en el 

apartado I.3.2. de la Introducción general. En este sistema, una fracción de 

producto final se descarga periódicamente y el volumen remanente de vinagre 

se utiliza como cultivo iniciador del siguiente ciclo oxidativo. Luego, es 

completado con vino fresco hasta obtener el volumen de trabajo inicial (Arnold 

et al. 2002; Tesfaye et al. 2002; de Ory et al. 2004; García-García et al. 2007). 

Así, este sistema podría definirse como de “sucesivos ciclos discontinuos de 

acetificación” (Kocher, Dhillon, & Joshi, 2014).  

El sustrato alcohólico utilizado para reponer, es agregado lentamente, 

en pequeñas porciones hasta obtener el volumen final de trabajo. Este 

procedimiento resulta en cambios temporales en las propiedades del medio de 

cultivo donde crecen las bacterias del ácido acético. Dependiendo del tiempo 

en el que el reactor es descargado, del volumen descargado y de la forma en la 

que es recargado, entre otros factores, el medio de cultivo puede experimentar 

cambios más o menos abruptos que pueden alterar la concentración y la 

actividad de la población bacteriana que contiene (Wendu Tesfaye, Morales, 

García-Parrilla, & Troncoso, 2003; García-García et al., 2007) . Esto es un 

factor esencial a tener en cuenta ya que mayores proporciones descargadas 

requieren ciclos más largos debido a que la proporción no descargada está 

relacionada con la densidad celular remanente en el fermentador (Wendu 

Tesfaye et al., 2003). El porcentaje de carga/descarga o proporción de carga 

(C/D) es variable en cada proceso pero lo más común es la remoción del 40 % 

(Ormaechea Landa, 1991; Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999; W. Krusong, 

Yaiyen, & Pornpukdeewatana, 2014; Warawut Krusong, Pornpukdeewatana, 

Kerdpiboon, & Tantratian, 2014) al 50 % del volumen total (Wendu Tesfaye, 

García-Parrilla, & Troncoso, 2000; de Ory et al., 2004; García-García et al., 

2007).  
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En este capítulo se estudió la elaboración de vinagre de naranja en 

sistema semicontinuo y se evaluó el efecto de la proporción de carga sobre la 

velocidad de acetificación y rendimiento GK. 

 

3.2. Materiales y Métodos 

3.2.1. Preparación del cultivo iniciador de Acetobacter sp. 

El medio empleado para la preparación del inóculo fue vino de naranja 

diluido al 6% v/v de alcohol con una solución de minerales y fuente nitrogenada 

de la siguiente composición: 0,8 g/L de KH2PO4; 0,35 g/L de K2HPO4. 3 H2O; 

1,5 g/L de (NH4)2SO4. De esta forma se pretendió comenzar la adaptación del 

cultivo al medio alcohólico en la etapa previa a su ingreso al biorreactor. Una 

vez inoculado al 10 % con la cepa de Acetobacter sp., se incubó a 30 ºC con 

inyección de aire hasta lograr una concentración celular entre 3 y 5×108 

bacterias/mL.  

El control de esta etapa se realizó tomando una muestra del sustrato 

luego de la inoculación y otra al finalizar el período de incubación y se 

determinaron los siguientes parámetros fisicoquímicos: pH, acidez total, 

densidad óptica (DO), recuento celular (RC), cuyas técnicas fueron descriptas 

en el apartado 2.2.5 del Capítulo 2. 

 

3.2.2. Acondicionamiento del sustrato alcohólico para la 

fermentación acética.  

La preparación del sustrato alcohólico para su posterior acetificación se 

realizó análogamente a la descripta en el apartado 2.2.2.3.1 del capítulo 2, para 

el sistema discontinuo.  

Adicionalmente se preparó la solución de nutrientes en volumen 

necesario según el porcentaje de recarga correspondiente y luego se esterilizó 

a 121 °C durante 15 min en autoclave tipo Chamberland VZ (Argentina). Una 
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vez que la solución recuperó la temperatura ambiente, se incorporó el volumen 

de vino de naranja necesario para obtener un vino de naranjas con una 

graduación alcohólica del 6 % v/v.  

 

3.2.3. Equipo de acetificación 

El proceso de acetificación del vino de naranja en sistema 

semicontinuo se realizó en biorreactor marca New Brünswick Cientific Co., 

Modelo Bioflo 2000 (New Jersey, USA), descripto en el apartado 2.2.2.3 del 

capítulo 2.  

Puesto que el equipo no cuenta con el accesorio necesario para 

realizar la recarga de sustrato alcohólico durante el proceso, se adaptó un 

dosificador que se conecta al mismo mediante una manguera de silicona, 

ambos estériles. El flujo de alimentación se regula mediante una válvula de 

goteo o dosificador de flujo regulable (Figura 3.1.).  

 

   

Figura 3.1. Equipo de acetificación en sistema semicontinuo. 
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3.2.4. Desarrollo del proceso de acetificación en sistema 

semicontinuo. 

Según se pudo establecer en los ensayos de acetificación en sistema 

batch (Capítulo 2), las mejores condiciones para la obtención de un vinagre de 

naranja se lograron a velocidades de agitación de 700 rpm y 0,71 L/min de aire 

(0,36 vvm), por lo que estos parámetros constituyeron las variables operativas 

del proceso semicontinuo. 

Debido a la escasa capacidad útil (2 L) del biorreactor disponible en el 

laboratorio y con la finalidad de obtener mayor volumen de vinagre en el menor 

tiempo se decidió efectuar los ensayos en sistema semicontinuo comparando 

dos niveles de proporción de carga (C/D): 40 % (800 mL) y 60 % (1200 mL). 

Las respuestas analizadas en cada caso fueron la velocidad de acetificación 

(rA) y el rendimiento GK (RGK), según fueron definidos en el apartado 2.2.3.1 del 

Capítulo 2. 

El ensayo consistió en el desarrollo de dos ciclos de acetificación. El 

primero de ellos se dio por finalizado cuando la acidez total alcanzó valores 

entre 40-50 g/L. Este intervalo se fijó teniendo en cuenta la investigación de 

Nanba et al. (1984) quienes demostraron que, durante la obtención de vinagres 

mediante fermentación con Acetobacter sp., el crecimiento bacteriano se vio 

totalmente inhibido entre esos valores de acidez y para un amplio rango de 

concentraciones de etanol (5-75 g/L ó 0,76-9,45 % v/v).  

En esta instancia se realizó la descarga, lo más rápidamente posible, 

de 800 mL ó 1200 mL de vinagre según el nivel de C/D evaluado en cada caso. 

Una vez concluida, se inició el agregado de sustrato fresco (vino diluido 6 % v/v 

de etanol, 10 g/L ácido acético y nutrientes) en igual volumen que vinagre 

retirado previamente (Figura 3.2). Esta nueva adición se realizó en forma lenta 

y progresiva para evitar repentinas modificaciones de las condiciones 

ambientales para la biomasa, como la concentración de etanol y ácido acético, 

nutrientes, temperatura, pH. De lo contrario, podría aparecer una nueva fase 

lag y por consiguiente un período no productivo (Bu´Lock & Kristiansen, 1991; 
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de Ory et al., 2004). Teniendo en cuenta las observaciones realizadas por 

Tesfaye et al. (2000; 2003) durante la acetificación de 3400 mL de un vino 

blanco en escala laboratorio, la carga del sustrato se realizó a razón de 14 

mL/min ya que este autor comprobó que a esta velocidad se mejoraba la rA.  

Concluida la recarga, se tomó una muestra del fermentador para 

establecer las condiciones iniciales del segundo ciclo oxidativo. Para ello se 

analizaron pH, acidez total, densidad óptica, recuento celular y concentración 

de etanol (apartado 2.2.5. de Técnicas analíticas). Este nuevo ciclo se continuó 

hasta que se observó el inicio de una fase estacionaria en la producción de 

ácido, alrededor de 60 g/L de ácido acético.  

 

 
 
 
 
 

            
 
 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 3.2. Esquema de elaboración de vinagre de naranja en sistema  

semicontinuo. 

2 L vino de naranja 
Etanol: 6 % v/v 

Ác. Acético: 10 g/L 

Recarga: 
60 % - 40 % 

SUSTRATO 
1200 mL / 800 mL 

vino fresco 

Acetificación 

2 L vinagre de naranja 
Ác. Acético: 40 - 50 g/L 

Remanente: 
40 % - 60 % 

Descarga: 
60 % - 40 % 

PRODUCTO 
800 mL - 1200 mL 
vinagre de naranja 
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Las condiciones iniciales del sustrato, en todos los tratamientos, fueron: 

pH: 3,03±0,15, volumen del sustrato: 2 L, concentración de alcohol: 6,0±0,4 % 

v/v y concentración de ácido acético: 9,99±0,91 g/L. 

El monitoreo del proceso se realizó a través de muestras tomadas del 

fermentador cada 4-6 horas, mediante determinaciones de pH, acidez total, 

densidad óptica y recuento celular. La concentración de etanol se determinó al 

inicio y al final de cada ciclo. Con los valores de DO y acidez total en los 

distintos tiempos se graficó crecimiento microbiano y evolución de la 

acetificación. 

 

3.2.5. Tratamiento estadístico  

Cada nivel del factor C/D se ensayó por duplicado y el análisis 

estadístico de los datos se llevó a cabo mediante análisis de varianza, 

mediante el programa estadístico Statgraphics Centurion XV Corporate. Se 

consideró que hubo diferencias estadísticas significativas si el p-valor del 

ANOVA fue menor que 0,05. En este caso, la comparación de las medias de 

los ensayos se realizó mediante contraste múltiple de rangos utilizando el test 

de Fisher (LSD) para un nivel de confianza del 95 %.  

 

3.3. Resultados y Discusión 

Una primera observación de las curvas de crecimiento de Acetobacter 

sp. y de producción de ácido acético (Figuras 3.3, 3.4, 3.5 y 3.6) durante el 

primer ciclo del ensayo, evidencian el comportamiento característico de un 

cultivo en sistema batch.  

Las BAA presentaron una fase de latencia de 3-6 horas. Esta fase 

representa un periodo de transición para las bacterias cuando son transferidos 

a una nueva condición. Es el período en el que las bacterias individuales están 

madurando y no tienen aún la posibilidad de dividirse. Durante la fase de 
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adaptación, se produce la síntesis de ARN, enzimas y otras moléculas, para lo 

cual consumen energía. La duración de esta fase depende de varios factores, 

entre ellos la concentración inicial de etanol y ácido acético y la historia previa 

del cultivo (de Ory et al., 2004; Ndoye, Lebecque, Destain, Guiro, & Thonart, 

2007).  

 

 

Figura 3.3. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total para la 

acetificación de vino de naranja en proceso semicontinuo con 40 % de 

carga/descarga (C/D). 
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Figura 3.4. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total para la 

acetificación de vino de naranja en proceso semicontinuo con 40 % de 

carga/descarga (C/D), (réplica). 

 

 

Figura 3.5. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total para la 

acetificación de vino de naranja en proceso semicontinuo con 60 % de 

carga/descarga (C/D). 
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Figura 3.6. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total para la 

acetificación de vino de naranja en proceso semicontinuo con 60 % de 

carga/descarga (C/D), (réplica). 

 

Una vez superada la fase lag, puede observarse el inicio de la fase de 

crecimiento exponencial y, en forma prácticamente paralela, el aumento en la 

producción de ácido acético, indicativo de que este metabolito está asociado al 

crecimiento (Levonen-Muñoz & Cabezudo, 1981; Bar, Gainer, & Kirwan, 1987; 

Hill & Daugulis, 1999; Garrido-Vidal, Pizarro, & González-Sáiz, 2003) o sea, 

que se produce durante la trofofase.  

Hasta el momento en que se alcanzó la concentración establecida para 

la descarga de vinagre (40-50 g/L de ácido acético), la duración del primer ciclo 

fue de 18-22 horas y la rA alcanzada fue de 1,6±0,2 g/L/h para C/D = 40 % y 

1,7±0,2 g/L/h para C/D = 60 % (Tabla 3.1). Es razonable que estos valores no 

hayan presentado diferencias estadísticas significativas ya que no existía 

variación alguna en ambos procesos durante este primer ciclo. De la misma 

manera, los RGK tampoco presentaron diferencias estadísticas significativas 

(90,8±2,6 % y 89,3±6,2 % para C/D = 40 % y 60 %, respectivamente).  
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Tabla 3.1. Velocidad de acetificación y rendimiento GK en cada ciclo de 

acetificación de un sustrato alcohólico de naranja, en sistema semicontinuo con 

diferentes proporciones de carga/descarga (C/D).  

 Proporción de carga (C/D) 

 40 % 60 % 

rA1 [g/L/h] 1,6±0,2a 1,7±0,2a 

rA2  [g/L/h] 4,0±0,8b 3,7±0,4b 

RGK,1 [%] 90,8±2,6a 89,3±6,2a 

RGK,2 [%] 92,5±0,7a 89,6±5,2a 

rA1: velocidad de acetificación en 1° ciclo; rA2: velocidad de acetificación en 2° ciclo; 

RGK,1: rendimiento GK en 1° ciclo; RGK,2: rendimiento GK en 2° ciclo. Letras diferentes 

en una misma fila indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

de los distintos niveles de C/D (p<0,05). Letras diferentes en una misma columna 

indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada ciclo. 

 

Durante el segundo ciclo, caracterizado por una elevada población de 

BAA en fase de crecimiento exponencial, el período de adaptación a las nuevas 

condiciones ambientales fue menor que para la primera fase. En efecto, no se 

logró apreciar una fase lag bien definida (Figuras 3.3, 3.4, 3.5 y 3.6) 

posiblemente debido a la adaptación gradual de las BAA a las elevadas 

concentraciones de ácido acético alcanzadas durante el primer ciclo (de Ory et 

al., 2004; W. Krusong et al., 2014; Warawut Krusong et al., 2014). Otro factor 

que podría haber influido fue la elevada concentración celular existente aún 

luego de la dilución con sustrato alcohólico (1×109-5×109 bacterias/mL).  

En trabajos a escala piloto desarrollados por Ndoye et al. (2007) en los 

que se utilizó un medio de cultivo con nutrientes esenciales para las BAA como 

sustrato alcohólico, observaron que luego de las sucesivas recargas, éstas 

crecían sin observarse una fase lag. No obstante, algunos investigadores (de 

Ory, Romero, & Cantero, 2002; de Ory et al., 2004) informaron sobre la 
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existencia de una fase de retardo luego de las recargas realizadas durante la 

acetificación en semicontinuo con vino de Jerez, aunque la concentración 

celular del orden de 5×108 bacterias/mL, fue bastante inferior a la de la 

presente investigación. Evidentemente, también se debe considerar el origen 

del sustrato a acetificar. 

Los resultados de rA durante el segundo ciclo (Tabla 3.1) indicaron que 

ésta fue 2,5 veces superior a las del primer ciclo para una C/D del 40 % y 2,2 

veces superior para una C/D del 60 %. Ésta es una tendencia generalizada en 

la fermentación semicontinua, en la cual es necesario el desarrollo de, por lo 

menos, dos ciclos para obtener mayores velocidades de acetificación (de Ory 

et al., 2004; Wendu Tesfaye et al., 2003). Este comportamiento puede 

explicarse en términos de la adaptación celular del cultivo a las condiciones 

ambientales reinantes en el medio: en cultivos mixtos sobreviven las cepas 

mejor adaptadas predominando las rutas metabólicas para la síntesis de 

nuevas enzimas y, en cultivos puros, aumentan su habilidad para la 

fermentación y, por lo tanto, la velocidad de acetificación (de Ory et al., 2004; 

Ndoye et al., 2007). 

A los fines de facilitar el análisis, se presentan las curvas de evolución 

de acidez total en todos los tratamientos versus tiempo, en un mismo gráfico 

(Figura 3.7). Allí se puede apreciar claramente las diferencias en la duración de 

cada ciclo: mientras el primero se desarrolló en 18-22 horas, el segundo se 

concretó en 10-13 horas.  
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Figura 3.7. Evolución de la acidez total durante la acetificación de un sustrato 

alcohólico de naranja en proceso semicontinuo. T1: tratamiento con 40 % de 

carga/descarga (C/D); T2: réplica de tratamiento con C/D: 40 %; T3: 

tratamiento con C/D: 60 %; T4: réplica de tratamiento con C/D: 60 %. 

 

El importante incremento de rA durante el segundo ciclo respalda el 

hecho de que las cepas de Acetobacter adaptadas al nuevo ambiente pudieron 

contrarrestar el efecto inhibitorio producido por valores de acidez mayores a 40 

g/L, según había sido informado por varios investigadores (Nanba et al., 1984; 

de Ory et al., 2004). En el presente trabajo de tesis se observó una producción 

exponencial de acidez total hasta valores de 61,48±1,11 g/L en coincidencia 

con el comienzo de la fase estacionaria de crecimiento ocurrida a las 30-32 

horas de iniciado el proceso, cuando no se registraron aumentos sucesivos en 

la densidad celular. Este comportamiento probablemente fue consecuencia del 

agotamiento del sustrato alcohólico ya que la concentración final en todos los 

casos fue de 0,152±0,055 % v/v. De todas maneras el crecimiento exponencial 

ocurrido aún a las concentraciones de acidez mencionadas, indicaron una 
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elevada resistencia a este compuesto, aunque serán necesarios mayores 

estudios para establecer los límites de tolerancia. Warawut Krusong et al. 

(2014) informaron resultados similares durante la acetificación de vino de maíz 

con Acetobacter aceti WK que pudo tolerar elevadas concentraciones de ácido, 

mayores a 65 g/L. 

En una experiencia realizada por Kruppa & Vortmeyer (1999) durante 

un proceso semicontinuo de cuatro ciclos observaron que si el sustrato 

contenía un nutriente limitante, una vez que éste se agotaba y por ende se 

detenía el crecimiento, la producción celular de ácido acético no se veía 

afectada por esta limitación y continuaba en fase exponencial. Sin embargo, al 

aumentar la concentración del nutriente limitante, la biomasa aumenta 

continuamente hasta el final de la fermentación. 

El análisis de varianza realizado sobre la velocidad de acetificación y el 

rendimiento GK correspondientes al segundo ciclo, indicó que no hubo 

diferencias estadísticas significativas para los niveles de proporción de carga 

evaluados, 40 % y 60 % (p>0,05).  

Un comportamiento similar fue informado durante la acetificación de un 

vino de Jerez con Acetobacter aceti en sistema sumergido semicontinuo en el 

que se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de etanol en la 

alimentación para diferentes porcentajes de descarga. La menor concentración 

de etanol analizada fue de 60 g/L, levemente superior a la utilizada en esta 

investigación (48 g/L) y se comprobó que la rA promedio no sufrió 

modificaciones significativas para los distintos contenidos de etanol, aunque se 

observó un leve máximo a 75 g/L. Sin embargo, las concentraciones 

descargadas de ácido acético mostraron un comportamiento irregular: la 

alimentación con 60 g/L de etanol produjo valores prácticamente constantes de 

ácido acético para cualquier volumen descargado, y la razón fue atribuida a 

que a esa concentración alcohólica la conversión es total para todos los niveles 

de C/D. Para descargas de vinagre a concentraciones de 40 g/L de ácido 

acético, la rA fue próxima a 4,5 g/L/h cuando la proporción de carga fue de 40 

% y de 4,0 g/L/h si C/D fue de 60 % (Macias, Caro, & Cantero, 1997). Estos 

valores son muy cercanos a los obtenidos en la presente investigación (4,0±0,8 
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g/L/h y 3,7±0,4 g/L/h, respectivamente). Si bien el rendimiento GK no fue 

informado en ese trabajo, probablemente también debe haber permanecido 

constante puesto que, como se mencionó, la concentración de ácido acético en 

la salida también se mantuvo constante. 

Existe una amplia variación en las proporciones de volúmenes (C/D) 

consideradas óptimas en términos de aumentar la rA, reportados en la 

bibliografía. Así, en un trabajo publicado por Tesfaye et al. (2000) se aplicó un 

diseño factorial para determinar bajo qué condiciones de velocidad de 

agitación, volumen de trabajo y proporción de carga se obtenía el mejor 

rendimiento en producto y la mayor velocidad de acetificación. Encontraron 

que, con una proporción de carga 1:1, es decir del 50 %, se obtenían mejores 

rendimientos que utilizando proporciones 2:1 (67 % de descarga) si bien las 

velocidades de agitación ensayadas (250 y 450 rpm) fueron diferentes a las 

empleadas en esta experiencia. 

En trabajos de acetificación con sustratos a base de vino de maíz en 

los que se empleó esponja vegetal (Luffa cylindrica) como material de soporte 

para las BAA, se comprobó que el equipo utilizado para la fermentación acética 

influyó sobre la C/D. Así, mientras en reactor de tanque agitado, la C/D 

adecuada fue de 30 %, en air lift, 40 % y en air lift con recirculación de mosto, 

50 % (Warawut Krusong & Vichitraka, 2011).   

 

3.4. Conclusiones 

Los resultados obtenidos demostraron que la especie de Acetobacter 

utilizada en las experiencias fue capaz de tolerar elevados niveles de acidez, 

alrededor de 60 g/L expresado como ácido acético. 

La adaptación lograda a condiciones ambientales severas, como en 

este caso la elevada acidez, permitió prácticamente duplicar la rA que 

normalmente se obtendría en un sistema discontinuo, en las mismas 

condiciones operativas (Capítulo 2). Si bien sólo se han desarrollado dos ciclos 

oxidativos, queda pendiente continuar evaluando el nivel de tolerancia a la 
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acidez en un proceso de acetificación con mayor número de ciclos y aumento 

gradual en la concentración de alcohol, lo que mejoraría su futuro uso en la 

industria.  

En las condiciones analizadas, con una descarga/carga del 60 % no se 

vieron significativamente afectados la velocidad de acetificación y el 

rendimiento GK respecto de una descarga del 40 %. Por este motivo y con el 

objeto de desarrollar una fermentación económicamente eficiente y obtener 

mayor volumen de producto, se puede establecer a priori, una proporción de 

carga/descarga de 60% para cada ciclo de un proceso semicontinuo.  
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4.1. Introducción 

Las frutas cítricas constituyen una fuente importante de compuestos 

con actividad biológica, tales como ácido ascórbico (vitamina C), polifenoles y 

carotenoides, importantes para la nutrición humana debido a sus propiedades 

antioxidantes (Passaro Carvalho & Londoño-Londoño, 2012; Gui-Fang et al., 

2013; Lee, 2013). La actividad antioxidante (AA) se define como la capacidad 

de una/s sustancia/s para inhibir la degradación oxidativa provocada 

principalmente por especies reactivas del oxígeno, cuya reactividad es más alta 

que la del oxígeno molecular. Dado que están asociadas a la aparición y 

desarrollo de enfermedades como cáncer, diabetes, desórdenes 

neurodegenerativos, aterosclerosis y envejecimiento, se ha incrementado la 

concienciación de los consumidores y ha llevado a buscar alternativas para 

incorporar en la ingesta diaria algunos componentes beneficiosos para la salud. 

Esta situación ha promovido la aparición en el mercado de una amplia gama de 

productos como los suplementos nutricionales y alimentos funcionales o frutas 

con mayor contenido de componentes bioactivos (Rice-Evans, Miller, & 

Paganga, 1997; Passaro Carvalho & Londoño-Londoño, 2012). 

Aunque la vitamina C se considera el antioxidante más abundante en 

los cítricos, varios investigadores han comprobado una elevada contribución de 

fenoles totales, entre ellos flavonoides, a la AA en estas frutas (Gorinstein, 

Huang, Leontowicz, H., Leontowicz, M., Yamamoto, Soliva-Fortuny, R. S., 

Martin-Belloso, & Martinez Ayala, A. L., Trakhtenberg, 2006; Escobedo-

Avellaneda, Gutiérrez-Uribe, Valdez-Fragoso, Torres, & Welti-Chanes, 2014).  

La composición fenólica de los jugos de naranja está constituida por 

ácidos fenólicos, mayoritariamente ácido ferúlico y gálico, y por flavanonas, de 

las cuales la hesperidina es el componente en mayor proporción (Kelebek, 

Selli, Canbas, & Cabaroglu, 2009). Estos compuestos se pueden oxidar a 

quinonas, ya sea por el oxígeno molecular, o bien por medio de las enzimas 

polifenoloxidasas (PPO), muy comunes en tejidos vegetales (Damodaran, 

Parkin, & Fennema, 2010). Sin embargo, no todos los compuestos fenólicos 
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presentan la misma AA, sino que ésta depende de su estructura química 

(Verzelloni, Tagliazucchi, & Conte, 2007; Escobedo-Avellaneda et al., 2014). 

El ácido ascórbico es el componente ácido más importante de los 

cítricos. Su concentración (20-100 mg/100mL jugo) puede ser muy variable 

dependiendo de la variedad o especie. A pesar de su importante función como 

cofactor enzimático y antioxidante, los seres humanos no pueden sintetizarlo ni 

almacenarlo en el cuerpo (Bernardi, Marocco, Caruso, & Licciardello, 2014), de 

allí la importancia de suministrarlo en la dieta. Sin embargo, además de los 

numerosos beneficios, se debe considerar también su facilidad para ser 

degradado por el calor y la exposición al aire y luz (Passaro Carvalho & 

Londoño-Londoño, 2012; Bernardi et al., 2014). 

Los carotenoides son un grupo numeroso de pigmentos naturales que 

proporcionan el color amarillo, naranja y rojo a las plantas, y cumplen además 

importantes funciones en la fotosíntesis. Las frutas cítricas son una excelente 

fuente de carotenoides para los seres humanos y animales. Recientemente se 

ha sugerido que estos compuestos no sólo son precursores de la vitamina A 

sino que también juegan un rol importante en la capacidad antioxidante (Liu, Li, 

& Chen, 2014). Debido a su naturaleza altamente insaturada, tienen tendencia 

a oxidarse rápidamente. El factor más importante en la oxidación de los 

carotenoides es la presencia de oxígeno o de reactivos fuertemente oxidantes. 

La temperatura no sólo acelera la degradación, sino que también los vuelve 

más susceptibles frente a la descomposición (Damodaran et al., 2010).  

El contenido en compuestos antioxidantes de las frutas y, por tanto, la 

actividad antioxidante asociada, pueden resultar afectados por factores  

fisiológicos como la maduración, como así también por factores tecnológicos 

como las condiciones de procesado y conservación post-cosecha (Connor, 

Luby, Hancock, Berkheimer, & Hanson, 2002; Sdiri, Salvador, Farhat, Navarro, 

& Besada, 2014). 

Aunque el vinagre sea considerado un producto ácido que se preserva 

a sí mismo, durante su almacenamiento en botellas puede sufrir cambios físico-

químicos y organolépticos debido a la evolución, oxidación y envejecimiento de 

ciertos compuestos específicos. La presencia de oxígeno normalmente 
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desencadena una serie de reacciones químicas y enzimáticas. Estos cambios 

dependen del tipo de vinagre, de la materia prima, del proceso de elaboración y 

de las condiciones de almacenaje (Casale, Sáiz Abajo, González Sáiz, Pizarro, 

& Forina, 2006). 

Por otra parte, el estudio de la composición química del vinagre es de 

fundamental importancia ya que está relacionado con la materia prima usada, 

con la tecnología para su obtención y con la existencia o no de un proceso de 

maduración en barriles de madera, donde su composición fenólica juega un rol 

importante (Tesfaye, Morales, García-Parrilla, & Troncoso, 2002).  

El Código Alimentario Argentino (2014) define los vinagres no vínicos 

bajo las denominaciones que corresponden a su origen, dentro de los cuales se 

ubican los vinagres de frutas. En el Artículo 1335 (Res. 80,13.1.82) se 

especifica que estos deben ser “obtenidos por fermentación alcohólica y 

subsiguiente fermentación acética de infusiones, maceraciones y/o cocimientos 

de frutas frescas azucaradas (no pasas) o fermentación alcohólica completa 

seguida de fermentación acética del jugo azucarado obtenido por expresión de 

fruta fresca (no jugos concentrados), uvas, manzanas, peras, ciruelas, ananás, 

limones,… utilizados en forma separada o en mezclas. Deberá tener caracteres 

organolépticos propios, relacionados a las materias primas que le dan origen”. 

Si bien son numerosas las especificaciones de calidad reglamentadas para 

vinagres de vino, alcohol, sidra, miel, malta, cereal y cerveza (Art. 1335), para 

vinagres de otra procedencia sólo se hace referencia a la acidez total cuyo 

valor, expresado como ácido acético, debe ser “no menor a 4 % p/v” (Art. 

1336).  

Asimismo, el Real Decreto 661/2012, del 13 de abril de 2012, 

estableció la norma de calidad para la elaboración y la comercialización de los 

vinagres dentro del territorio español. En el Artículo 3 del mencionado decreto 

se definió este producto como “el líquido apto para el consumo humano 

resultante de la doble fermentación alcohólica y acética de productos de origen 

agrario” y, específicamente los vinagres de frutas o vinagres de bayas, como 

“el producto obtenido a partir de frutas o de bayas de fruta mediante 

fermentación alcohólica y acética” (Agencia Estatal BOLETÍN OFICIAL DEL 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

141 

 

ESTADO, 2012). En este caso se plantea una situación similar a la anterior en 

la que los estándares para vinagres de vino están más detallados y, para 

vinagres de otra procedencia sólo se fijan un “mínimo de 50 g/L” para acidez 

total y un “máximo de 0,5 % v/v” de etanol residual (Art. 8).  

Considerando las escasas especificaciones existentes para vinagres de 

frutas y sumado al hecho de tratarse de un producto nuevo, se hace necesaria 

su caracterización a efectos de establecer parámetros de control de calidad en 

vistas a una posible comercialización. Para ello se evaluaron algunos 

parámetros normalmente utilizados para vinagres comerciales y su evolución al 

finalizar el período de maduración, que en este caso se fijó en 6 meses. 

El amplio reconocimiento científico de que un mayor consumo de 

alimentos ricos en antioxidantes redunda en claros beneficios para la salud de 

la población, ha llevado a que los consumidores se interesen cada vez más en 

conocer cuál es la riqueza antioxidante de los productos que consumen. En el 

marco de lo anteriormente mencionado, en el presente trabajo de tesis se 

abordó especialmente el análisis de las modificaciones registradas en las 

concentraciones de ácido ascórbico, fenoles totales, carotenoides y actividad 

antioxidante durante todo el proceso de elaboración de vinagre de naranjas. 

Asimismo, se realizó su caracterización teniendo en cuenta los estándares 

especificados en las legislaciones argentina y española.  

 

4.2. Materiales y Métodos 

4.2.1. Evaluación de componentes antioxidantes. 

Se evaluaron las concentraciones de los principales componentes 

antioxidantes, ácido ascórbico, fenoles totales (FT) y carotenoides totales, y se 

determinó la actividad antioxidante (AA) mediante los métodos ABTS y DPPH, 

según las técnicas analíticas descriptas en el apartado 4.2.3. Conviene aclarar 

en este punto que es recomendado combinar más de un método para evaluar, 

de manera correcta la AA de una muestra, puesto que ésta viene determinada 

no sólo por el modo de acción concreto de cada componente, sino por 
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interacciones sinérgicas entre ellos (Sánchez-Moreno, 2002; Sakanaka & 

Ishihara, 2008).  

Con el objeto de analizar la influencia de las etapas de acetificación y 

maduración sobre las características de calidad mencionadas en el párrafo 

anterior, se tomaron muestras en las siguientes etapas del proceso de 

obtención de vinagre de naranjas: sustrato alcohólico destinado a acetificación 

(SNA), vinagre joven o recién obtenido (Vn0) y vinagre de naranja al cabo de 

un período de maduración de 6 meses (Vn6), según se indica en la Figura 4.1. 

Una vez obtenidos, los vinagres se envasaron en botellas de vidrio de 

250 mL y se almacenaron en ambiente de laboratorio a temperaturas entre 20-

25 °C, simulando condiciones de comercialización o de alacena, una vez 

adquirido por el consumidor. 

 

4.2.2. Caracterización del vinagre de naranja 

Las muestras utilizadas para la caracterización del vinagre de naranja 

fueron obtenidas de una serie de tres procesos (réplicas) desarrollados a 30 

°C, 700 rpm y caudal de aire de 0,71 L/min (condiciones de máxima velocidad 

de acetificación y rendimiento GK, según fueron determinadas en el Capítulo 2, 

apartado 2.3.3.3.). Las condiciones del sustrato alcohólico se mantuvieron 

como en todos los ensayos de acetificación realizados en este trabajo de 

investigación. 

Teniendo en cuenta las escasas especificaciones reglamentadas para 

vinagres de procedencia frutal, los parámetros fisicoquímicos analizados en el 

vinagre de naranjas para su caracterización se basaron en los estándares de 

calidad especificados para vinagre de vino. En esta instancia, se determinó 

acidez total, acidez fija, acidez volátil, pH, extracto seco, cenizas totales, 

densidad, azúcares reductores totales y etanol residual (apartado 4.2.3. de 

“Técnicas analíticas”), en las siguientes etapas: vinagre joven (Vn0) y vinagre 

envejecido o madurado (Vn6). 
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Figura 4.1. Esquema de toma de muestras (TM) para la caracterización del 

vinagre de naranjas.  

 

4.2.3. Técnicas analíticas 

Acidez total: mediante titulación con solución de hidróxido de sodio 

(NaOH) y fenolftaleína como indicador (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 
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930.35). El resultado se expresó como g de ácido acético por 100 mL de 

vinagre (se asumió que toda la acidez del medio se debe a este ácido).  

Acidez fija: se basa en la evaporación a sequedad, en repetidas 

veces, de una muestra de vinagre previamente filtrado (AOAC, 2005, 18th Ed., 

Official Method 930.35). El resultado se expresó en g de ácido acético por 100 

mL de vinagre.  

Acidez volátil: se define convencionalmente como la diferencia entre 

los valores de su acidez total y fija, expresadas ambas en g de ácido acético 

por 100 mL de vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

pH: método potenciométrico, con peachímetro BOECO modelo BT-500 

(Germany) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

Extracto seco: el método oficial para vinagres se basa en la 

evaporación de la muestra de vinagre en baño de agua en ebullición y posterior 

desecación en estufa a 100-105 ºC durante 2,5 horas. El resultado se expresó 

como % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35).  

Cenizas totales: la técnica incluye sucesivas evaporaciones, 

incineración a 500 - 550 °C y redisoluciones repetidas tres veces del residuo de 

evaporación de un volumen de vinagre. El resultado se expresó en % (p/v) de 

vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

Densidad: mediante densímetro peso específico a 15 ºC 1,000/1,500: 

0,005, expresada en g/mL de vinagre. 

Azúcares reductores totales: mediante técnica volumétrica de Lane-

Eynon (AOAC, 1995, 16th Ed., Official Method 923.09), previa hidrólisis ácida 

de la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de vinagre. 

Concentración de etanol residual: método enzimático (Boehringer 

Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035). El resultado se expresó como 

% (v/v) de vinagre. 

Ácido ascórbico: se determinó por cromatografía líquida HPLC en 

cromatógrafo Hewlett Packard series 1100, con fase reversa y detector UV. 

Fase móvil KH2PO4 2%, pH: 2,4. Velocidad de flujo: 0,5 mL/min. Temperatura: 
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25 ºC. Volumen de inyección: 20 µL. λ=214nm. Columna Hipersil (fase 

estacionaria): Hewlett Packard, Hypersil BDS C 18 3 µm, 100 × 4,0 mm. (25 cm 

× 4,5 cm). Guarda columna: Hewlett Packard, ODS-Hypersil C 18,5 µm, 20 × 

2,1 m. El resultado se expresó en g de ácido ascórbico por L de muestra (SNA, 

vinagres). 

Fenoles totales: se empleó el método basado en la reducción del 

reactivo de Folin-Ciocalteu (Saura-Calixto, 1998). Este reactivo consiste en una 

mezcla de ácidos fosfowolfrámico y fosfomolíbdico en medio básico, que se 

reducen al oxidar los compuestos fenólicos presentes en la muestra, originando 

óxidos azules de wolframio (W8O23) y molibdeno (Mo8O23). Para la 

cuantificación se mezcló un volumen de muestra con otro del reactivo y se 

agregó solución de carbonato de sodio al 20% y agua ultra pura. Luego de 

agitar esta mezcla, se incubó a temperatura ambiente (25±1 ºC) durante 30 

minutos en la oscuridad. Por último, se midió la absorbancia de estas muestras 

a 760 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603 

(Japan). Todas las lecturas se realizaron contra un blanco compuesto de agua 

ultra pura, solución de carbonato de sodio al 20% y Reactivo de Folin-Ciocalteu 

(Zapata, 2014).  

Se utilizó ácido gálico como fenol de referencia, por lo que los 

resultados se expresaron como mg de equivalente de ácido gálico (GAE)/100 

mL de muestra (SNA, vinagres). 

Carotenoides totales: se utilizó el método colorimétrico descrito por 

Casas, Mallent, & Montoro (1976). Los carotenoides fueron extraídos de las 

muestras con una mezcla de alcohol isopropílico y hexano. Luego, en el 

extracto alcohólico se determinó la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de 

máxima absorción del β-caroteno), en espectrofotómetro UV-visible 

SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japan). Los resultados se expresaron como mg 

de β-caroteno por 100 mL de vinagre, previa construcción de una curva de 

calibración obtenida con la droga pura (SIGMA, Type IV) y blanco de hexano-

acetona.  

Actividad antioxidante: la actividad antioxidante de las muestras se 

determinó por dos métodos: ABTS y DPPH. Se utilizó ácido L-ascórbico como 
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antioxidante de referencia y los resultados se expresaron como mg de 

equivalente de ácido ascórbico (EAA)/100 mL de muestra (SNA, vinagres). 

Método del radical ABTS•+: el radical ABTS•+ se obtiene tras la reacción 

de 2,2´ azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-ácido sulfónico), ABTS, con persulfato 

potásico (2,45 mM, concentración final) incubados en la oscuridad durante 12 

h. Una vez formado el radical ABTS•+ se efectuó una dilución con buffer fosfato 

a pH 7,4 hasta obtener un valor de absorbancia de 0,70 a 734 nm (longitud de 

onda de máxima absorción) (Re et al., 1999). Durante la reacción con 

antioxidantes (fenoles, vitamina C u otros) pasa a su forma neutra e incolora y 

puede observarse espectrofotométricamente (Zapata, 2014). 

La determinación de la actividad antioxidante de las muestras se 

realizó mezclando un volumen de éstas con otro de solución diluida de radical 

ABTS•+, se agitó durante 30 segundos a 1600 rpm e incubó a temperatura 

ambiente (25±1 ºC) y en oscuridad durante 20 minutos. Luego se midió la 

absorbancia a 734 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 

1603 (Japan). El control se preparó de la misma forma, pero en vez de muestra 

se utilizó un volumen de agua ultra pura. 

Se construyó una curva de calibrado con cinco puntos de 

concentraciones conocidas de soluciones patrón de ácido ascórbico, tratadas 

como se explicó en el párrafo anterior. 

Método del radical DPPH•: esta técnica se basa en la reducción de la 

absorbancia a 517 nm del radical DPPH• o 2,2-difenil-1-picril hidrazilo por la 

acción de antioxidantes. Este radical es de color violeta intenso y se vuelve 

incoloro o amarillo pálido cuando reacciona con antioxidantes que lo 

neutralizan (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995).  

En primer lugar se preparó una solución madre de DPPH• en una 

concentración de 200 mg/L y se conservó en refrigeración a 4±1 ºC en envase 

de vidrio color caramelo y envuelto en papel de aluminio hasta el momento de 

ser utilizado. Para las determinaciones analíticas, se realizó una dilución 1/10 

de esa solución empleando metanol calidad HPLC como solvente (Brand-

Williams et al., 1995). Las medidas de la actividad antioxidante de las muestras 
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se realizaron mezclando un volumen de la muestra con otro de solución diluida 

de DPPH. Luego de agitar durante 30 segundos a 1600 rpm se incubó a 

temperatura ambiente (25±1 ºC) y en oscuridad durante 30 minutos. Luego se 

midió la absorbancia a 517 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, 

modelo UV 1603 (Japan). El control se preparó de la misma forma pero en vez 

de muestra, se utilizó un volumen de agua ultra pura. Con estos datos, se 

calculó la diferencia de absorbancia (absorbancia del control menos 

absorbancia de la muestra) a los 30 minutos de iniciada la reacción, entre el 

radical y los antioxidantes presentes en la muestra (Zapata, 2014).  

Se construyó una curva de calibrado con cuatro puntos de 

concentraciones conocidas de soluciones patrón de ácido ascórbico, tratadas 

como se explicó en el párrafo anterior. 

 

4.2.4. Tratamiento estadístico 

Cada una de las determinaciones analíticas se efectuó por triplicado. 

Se analizaron los resultados mediante análisis de varianza y, cuando fue 

necesario (p<0,05), se aplicó el procedimiento de diferencia mínima 

significativa (LSD) de Fisher. En todos los casos se utilizó un nivel de confianza 

del 95 %. 

Para evaluar la relación entre los diferentes componentes antioxidantes 

analizados y la actividad antioxidante, se obtuvieron los coeficientes de 

correlación (r). Se consideró que hubo una correlación significativa entre dos 

variables cuando p<0,05.   

Todos los análisis estadísticos de los datos se realizaron con el 

programa Statgraphics Centurión XV Corporate. 
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4.3. Resultados y Discusión 

 

4.3.1. Evaluación de componentes antioxidantes. 

En general, tanto los componentes antioxidantes evaluados como la AA 

disminuyeron a lo largo del proceso de elaboración de vinagre (Tabla 4.1).  

 

Tabla 4.1. Concentración de componentes antioxidantes presentes en distintas 

etapas del proceso de obtención de vinagre de naranjas.  

 Sustrato 
alcohólico de 
naranjas para 

acetificar (SNA) 

Vinagre joven 
(Vn0) 

Vinagre luego de 
maduración 

durante 6 meses 
(Vn6) 

Ácido ascórbico (g/L) 0,124±0,005a 0,063±0,006b 0,045±0,002c 

Fenoles totales (mg 
GAE/100 mL)  

123,63±9,17a 56,53±0,99b 54,14±2,81b 

Carotenoides totales 
(mg/100 mL) 

0,024±0,002a 0,013±0,002b 0,015±0,002b 

ABTS (mg EAA/100 mL) 85,48±2,27a 70,63±0,94b 50,61±0,88c 

DPPH (mg EAA/100 mL) 53,24±4,51a 46,75±2,37b 24,10±1,61c 

 
Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativa (p<0,05) entre las 

medias de los productos de cada etapa analizada. 

 

 
4.3.1.1. Ácido ascórbico 

La concentración de ácido ascórbico disminuyó a lo largo de todo el  

proceso de obtención de vinagre de naranja. Durante el proceso de 

acetificación de SNA, se registró el mayor descenso (49,2 %) en su 

concentración, probablemente a causa del continuo suministro de oxígeno al 

sistema ya que, tal como se mencionó en la Introducción, la vitamina C es 

fácilmente degradada por contacto con el aire (Passaro Carvalho & Londoño-

Londoño, 2012; Bernardi et al., 2014).  
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Durante la etapa de maduración se registró una pérdida del 29 % entre 

Vn0 y Vn6. Aunque no se hallaron referencias de comportamientos durante la 

maduración de vinagres en matrices similares al vinagre de naranja, se podría 

interpretar que ese descenso pudo atribuirse a la autooxidación del ácido 

ascórbico que, aunque lentamente, se verifica aún en condiciones totalmente 

anaeróbicas (Bruchmann, 1980). Además, las reacciones químicas en la que 

interviene este compuesto, como las de pardeamiento, son influenciadas por el 

tiempo y temperatura de almacenamiento (Rodriguez, Sadler, Sims, & 

Braddock, 1991). 

 

4.3.1.2. Fenoles totales (FT) 

El contenido de FT disminuyó un 54,3 % durante el proceso de 

acetificación. Este comportamiento también fue corroborado durante la 

acetificación de sidra, vinos tintos y blancos, en los que se registraron 

reducciones de 40 %, 13 % y 8 % respectivamente, y se atribuyó a la fuerte 

degradación o transformación fenólica presente en esa etapa. Las diferentes 

proporciones de FT en cada caso, se relacionaron con las distintas 

composiciones individuales de FT, como la presencia de fenoles poliméricos 

que son oxidados con mayor lentitud que los monoméricos (Andlauer, Stumpf, 

& Fu, 2000).  

Durante la etapa de maduración, Vn0 no experimentó modificación 

alguna en la concentración de FT. Es importante mencionar que las referencias 

bibliográficas a estudios de maduración o envejecimiento de vinagres en 

botellas son muy escasas, ya que en su mayoría aquellos se realizan en 

barriles de madera de roble o con el agregado de virutas de esta madera, 

debido a la mayor extracción de FT producida a partir de ellas (Palacios, 

Valcárcel, Caro, & Pérez, 2002; Morales, Benitez, & Troncoso, 2004; Tesfaye, 

Morales, Benítez, García-Parrilla, & Troncoso, 2004; Durán Guerrero et al., 

2011; Chen, Gui, Shi, Zhang, & Chen, 2013; Cerezo, Alvarez-Fernández, 

Antonia, M Hornedo-Ortega, Troncoso, & García-Parrilla, 2014). En un trabajo 

de investigación (Llabé Pino, 2008) en el que se evaluó la variación de los 

componentes fenólicos en vinagres de manzana y de uva, Chardonnay, 
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Cabernet Sauvignon y Moscatel, almacenados en botellas de vidrio, se informó 

una reducción de los ácidos hidroxibenzoicos y sus derivados, y de los ácidos 

hidroxicinámicos y sus derivados, para todos los vinagres, a temperaturas de 

conservación de 15 ºC, al cabo de un año. Sin embargo, además de las 

reacciones de degradación detectaron otras de formación de nuevos 

componentes como las de pardeamiento, especialmente durante la 

maduración. Por esta razón, para interpretar las causas de las modificaciones 

observadas en el contenido de FT sería importante contar con el perfil fenólico 

individual en cada fase de análisis.  

 

4.3.1.3. Carotenoides totales 

El contenido de carotenoides disminuyó un 46 % durante la etapa 

biooxidativa como era previsible, dada la susceptibilidad de estos componentes 

al contacto con el aire (Damodaran et al., 2010), y la particularidad, en este 

proceso, de un permanente suministro de aquél al sistema. Sin embargo, 

durante la maduración no se observaron cambios en su concentración.  

Es importante mencionar la baja concentración de carotenoides totales 

en el sustrato alcohólico SNA (0,024±0,002 mg/100 mL), en comparación con 

el cuantificado en la fruta de origen (1,170 mg/100 mL). Esto se debió a que, 

durante la vinificación, fueron arrastrados con la fase sólida (borra) que se 

deposita en los primeros estadios del proceso, y separados luego del trasiego 

(Ferreyra, 2006).  

 

4.3.1.4. Actividad antioxidante (AA) 

La actividad antioxidante disminuyó un 40,8 % a lo largo de todo el 

proceso de acuerdo al método ABTS, y un 54,7 % según el método DPPH.  

Durante la etapa de acetificación, la AA se redujo un 17,4 % según 

ABTS y 12,2 % según DPPH. Un valor similar, del orden de 16,8 %, medido 

con esta última metodología, fue publicado para un proceso de acetificación de 

un vino tinto. Los autores atribuyeron esta reducción a modificaciones en la 
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composición química debidas al proceso biooxidativo (Cerezo, Cuevas, 

Winterhalter, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2010).  

En la fase de maduración (Vn0 a Vn6), la reducción de la actividad 

antioxidante determinada con el método ABTS fue del 28,4 %, mientras que 

con el método DPPH, fue del 48,5 %. Seguramente, estas tendencias tengan 

relación con la disminución registrada en la concentración de ácido ascórbico. 

Varias son las publicaciones que señalan que la AA en vinagres es 

menor que en vinos tintos. Esto fue justificado señalando que la acetificación 

del vino podía disminuir el contenido de fenoles con alta AA y/o conducir a la 

formación de nuevos compuestos fenólicos con menor AA que aquellos 

originalmente presentes en el sustrato alcohólico (Alonso, Guillén, & Barroso, 

2003; Pellegrini et al., 2003; Dávalos, Bartolomé, & Gómez-Cordovés, 2005).  

Se obtuvo una correlación significativa entre las concentraciones de 

ácido ascórbico y fenoles totales y la actividad antioxidante, no así entre ésta y 

los carotenoides totales (Tabla 4.2), lo que estaría indicando que estos 

componentes no contribuyeron a la AA de los vinagres de naranja. 

  

Tabla 4.2. Coeficientes de correlación (r) entre componentes antioxidantes y 

actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en vinagres de naranja (p<0,05). 

 ABTS DPPH 

Ácido ascórbico 0,92 0,81 

Fenoles totales 0,82 0,67 

Carotenoides totales Sin correlación Sin correlación 

ABTS --- 0,97 

 

Estos resultados coinciden con los publicados para jugos de naranja, 

que señalan que el ácido ascórbico es uno de los componentes qué más 

contribuye a la AA (Miller & Rice-Evans, 1997; Gardner, White, McPhail, & 

Duthie, 2000; Arena, Fallico, & Maccarone, 2001); mientras que los 
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carotenoides totales presentan una contribución insignificante (Gardner, White, 

McPhail, & Duthie, 2000).  

 

4.3.2. Caracterización del vinagre de naranjas. 

Para el análisis de las características del vinagre de naranjas se han 

presentado, en la Tabla 4.3., las especificaciones de las legislaciones argentina 

y española, para vinagres de frutas y de vino.  

 

Tabla 4.3. Especificaciones del Código Alimentario Argentino (C.A.A.) y Código 

Alimentario Español (C.A.E.) para vinagres de procedencia frutal y de origen 

vínico. 

 Vinagres de frutas Vinagres de vino 

 C.A.A. C.A.E. C.A.A. C.A.E. 

Acidez total 
No menor de 

4,0 % p/v 
Mín. 50 

g/L 
No menor de 5,0 

% p/v 
Mín. 60 g/L 

Acidez volátil ---- ---- 
No menor de 85 

% p/v de la 
acidez total 

---- 

Extracto seco ---- ---- 0,75 – 2,0 % p/v 
Mín. de 1,2 

g/L y grado de 
ácido acético 

Cenizas 
totales 

---- ---- 
No menor de 0,1 

% p/v ---- 

Densidad (a 
15 °C, g/mL) 

---- ---- 1,015-1,020 ---- 

Azúcares 
reductores 
totales 

---- ---- 
Máx. de 0,4 % 

p/v, expresadas 
en dextrosa 

---- 

Etanol residual ---- 
Máx. de 
0,5 % v/v 

Máximo 
equivalente a 

1/10 de la acidez 
total, expresada 

en volumen 

  Máx. de 1,5 
% v/v 
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Los parámetros de acidez total y etanol durante las etapas Vn0 y Vn6 

(Tabla 4.4) se enmarcaron dentro de los estándares reglamentados en las 

normas argentina y española para vinagres de frutas (Tabla 4.3). El resto de los 

parámetros, evaluado con respecto a las especificaciones para vinagres de 

vino, también cumplimentó las normas de calidad de ambas reglamentaciones 

(Tabla 4.4).  

 

Tabla 4.4. Parámetros fisicoquímicos de vinagre de naranja recién obtenido 

(Vn0) y al cabo de 6 meses de maduración (Vn6). 

 Vn0 Vn6 

Acidez Total (% p/v) 5,58±0,06a 5,95±0,04b 

Acidez Fija (% p/v) 0,54±0,00a 0,53±0,01a 

Acidez Volátil (% p/v) 5,04±0,06a 5,41±0,05b 

pH 2,76±0,03a 2,61±0,04b 

Densidad (a 15 °C, g/mL) 1,015±0,000a 1,015±0,000a 

Extracto seco (% p/v) 1,18±0,05a 1,14±0,02a 

Cenizas Totales (% p/v) 0,34±0,03a 0,33±0,01a 

Azúcares reductores totales 
(% p/v) 

0,21±0,03a 0,19±0,07a 

Etanol residual (% v/v) 0,389±0,016a 0,081±0,022b 

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) 

entre las medias de los productos. 

 

En general, se observa que sólo los parámetros analíticos relacionados 

con la actividad metabólica de las BAA (acidez total, acidez volátil, pH y etanol 

residual) han presentado diferencias estadísticamente significativas durante la 

etapa de maduración.  
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4.3.2.1. Acidez 

El ácido acético es el principal componente de los vinagres cualquiera 

sea el sustrato alcohólico del que procedan. El estudio de la acidez total y fija 

permite conocer la naturaleza de los componentes ácidos del vinagre, es decir 

si solamente existen ácidos volátiles o si, además, hay presencia de ácidos 

fijos. De hecho, la acidez fija nula detectada en vinagres de alcohol se justifica 

por su procedencia de un sustrato destilado (Acosta Artiles, Hardisson de la 

Torre, & Romero, 1993).  

La acidez volátil (AV) determinada en los vinagres de naranja 

(5,04±0,06 % p/v) correspondió al 90 % p/v de la total. Estos elevados valores 

de AV permitieron concluir que la acidez de los vinagres se debió casi 

exclusivamente al metabolismo oxidativo de las BAA, mientras que la 

participación de otros ácidos resultó de menor importancia.  

En un estudio en el que se caracterizaron vinagres de distintas 

materias primas de origen, comercializados en Brasil, se informaron valores de 

AV de 2,74±0,07 %, muy inferiores a los exigidos en la legislación de ese país, 

en el que se estipula “un mínimo de 4,00 % de ácido acético” (Peixoto 

Marques, Spinosa, Fernandes, & de Souza Castro, Carlos Frederico Caliari, 

2010), e incluso menores a los obtenidos en esta tesis.   

Luego del período de maduración de 6 meses, la acidez total aumentó 

un 6,6 %. No se registraron cambios significativos en la acidez fija, aunque el  

incremento en AV indicó que las BAA continuaron con el proceso  metabólico 

del etanol remanente y su transformación en ácido acético. Este 

comportamiento se ha justificado en varias oportunidades por el hecho que 

estas bacterias no mueren necesariamente con la ausencia de oxígeno. 

Específicamente, Acetobacter puede ingresar en un estado “viable pero no 

cultivable” bajo privación de oxígeno (Fugelsang & Edwards, 2007). 
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4.3.2.2. pH 

Tanto la acidez como el pH influyen directamente en las características 

sensoriales de los vinagres (Peixoto Marques et al., 2010). Si bien el pH no es 

un parámetro que esté especificado en la reglamentación de análisis para 

vinagres, su determinación reviste importancia como indicador de posibles 

adulteraciones con ácidos minerales. Por lo general, se han considerado 

valores normales para vinagres de vino españoles, aquellos comprendidos 

entre 2,8 y 3,3, con lo cual aquellos inferiores a 2,8 eran considerados 

sospechosos (Acosta Artiles, Hardisson de la Torre, et al., 1993). No obstante, 

otras referencias bibliográficas informaron valores de pH en general menores 

(2,62-2,91) para muestras de vinagres de vino tinto, vino blanco, alcohol y arroz 

(Aguiar, de Alencar Nascimento, Ferretti, & Gonçalves, 2005).   

Los vinagres de naranja del presente estudio registraron valores de pH 

inferiores a los informados por Peixoto Marques et al. (2010) para vinagres de 

naranja comercializados en Brasil (3,40±0,025), posiblemente relacionados con 

la menor acidez total informada en los últimos.  

Evidentemente este parámetro resulta influido por la procedencia de la 

materia prima de origen, así como de su composición en ácidos. 

Luego del período de maduración, Vn6 mostró una ligera disminución 

del pH respecto de Vn0, relacionada con la continuidad en la producción de 

ácido acético durante esta etapa.   

 

4.3.2.3. Densidad 

La densidad a 15 °C registrada en Vn0 fue de 1,015±0,000 g/mL, 

coincidente con el límite inferior indicado para vinagres de vino (Tabla 4.3). 

Luego del período de maduración, no se observó variación de este parámetro.  
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4.3.2.4. Extracto seco 

El contenido en extracto seco representa la materia orgánica y mineral 

resultante de la evaporación del agua y sustancias volátiles presentes en la 

muestra de vinagre. El método de cultivo sumergido genera vinagres 

relativamente turbios debido a la suspensión de bacterias acéticas y de sólidos 

de la materia prima (Peixoto Marques et al., 2010). 

El contenido en extracto seco del vinagre de naranja en Vn0 fue de 

1,18±0,05 % p/v, valor inferior al publicado para vinagre de naranja (38,3±0,683 

g/L) por Peixoto Marques et al. (2010), probablemente debido a que la materia 

prima de origen fue un vino de naranja clarificado.  

Luego del período de maduración, Vn6 no tuvo variaciones en el 

contenido de extracto seco. Este comportamiento también fue observado en un 

estudio realizado con vinagres de manzana, Cabernet Sauvignon, Chardonnay 

y Moscatel, almacenados en botellas de vidrio a temperaturas entre 15 y 33 °C. 

Al cabo de un año, en cambio, se verificó un aumento en el contenido de 

extracto seco, en las muestras de vinagre de manzana y Cabernet Sauvignon 

(Llabé Pino, 2008). 

 

4.3.2.5. Cenizas 

Esta determinación permite cuantificar las sales minerales contenidas 

en una muestra después de la incineración del residuo de evaporación de un 

volumen conocido de vinagre, realizada de manera que se puedan obtener 

todos los cationes en forma de carbonatos y otras sales minerales anhidras. 

Las reglamentaciones fijan los límites con el objeto de detectar posibles 

adulteraciones en los vinagres. Así, valores muy bajos podrían indicar un 

producto muy diluido y reconstituido con ácido acético. Por el contrario, valores 

muy altos podrían indicar el agregado de sustancias no volátiles como la 

glicerina, para aumentar el extracto seco y con ello las cenizas (Llaguno 

Marchena & Polo, 1991). 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

157 

 

El vinagre de naranja en Vn0 presentó 0,34±0,03 % p/v de cenizas. 

Este contenido resultó similar al informado por Peixoto Marques et al. (2010) 

para el vinagre de naranja comercializado en Brasil (3,65±0,008 g/L). Si bien el 

Real Decreto 661/2012 no fija límites para este parámetro, durante un tiempo 

se consideró que la relación extracto seco/cenizas debía estar comprendida 

entre 3 y 8 para vinagres de vino genuinos (Llaguno Marchena & Polo, 1991), 

intervalo en el que también entra el vinagre de naranja (relación extracto 

seco/cenizas=3,5). 

Después del período de maduración, Vn6 (0,33±0,01 % p/v) no mostró 

diferencias estadísticas significativas respecto de Vn0.  

 

4.3.2.6. Azúcares reductores totales 

El contenido de azúcares reductores totales en Vn0 no experimentó 

modificaciones durante su almacenamiento (Tabla 4.4). Este comportamiento 

estaría demostrando la dificultad de las BAA para metabolizar estos 

compuestos durante este período, caracterizado por la baja disponibilidad de 

oxígeno, a diferencia de lo ocurrido con el etanol. Por otra parte, también 

indicaría la ausencia de pardeamiento no enzimático, por lo menos debido a la 

reacción de Maillard que ocurre entre los azúcares reductores y aminoácidos 

(Llabé Pino, 2008).  

 

4.3.2.7. Etanol remanente 

En la fabricación industrial de vinagre se intenta lograr el mayor 

rendimiento en la transformación de etanol a ácido acético. Es deseable que 

existan pequeñas cantidades de alcohol residual ya que eso repercute 

favorablemente en el flavor del vinagre producido por formación del bouquet, 

principalmente si existiere almacenamiento posterior (Acosta Artiles, Romero, & 

Hardisson de la Torre, 1993). Además, si se agotara por completo el etanol, las 

bacterias acéticas podrían consumir el ácido acético formado, originando 
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productos de baja calidad (Llaguno Marchena & Polo, 1991; Acosta Artiles, 

Romero, et al., 1993). 

Mientras que en los vinagres obtenidos en los sistemas modernos de 

acetificación industrial queda una baja concentración de etanol final, en los 

métodos lentos no es posible ni deseable utilizar todo el contenido alcohólico 

disponible, ya que durante su envejecimiento, el etanol residual (2-3 % v/v) se 

va combinando lentamente con el ácido acético para la producción de ésteres 

(Llaguno Marchena & Polo, 1991).  

Teniendo en consideración el incremento registrado en la acidez total, 

es razonable pensar que la disminución de la concentración de etanol entre 

Vn0 y Vn6 se debió a la continuidad de la actividad biológica de las BAA, 

oxidando el alcohol residual a ácido acético, y/o a su combinación con ácido 

acético para la formación de ésteres (Palacios et al., 2002).  

 

4.4. Conclusiones 

Los componentes bioactivos analizados, así como su actividad 

antioxidante asociada, disminuyeron a lo largo de todo el proceso, mientras que 

las concentraciones de FT y carotenoides permanecieron constantes durante la 

etapa de maduración. La mayor reducción se produjo durante la acetificación, 

posiblemente a causa de la oxidación de los componentes, debido al continuo 

suministro de aire al sistema. 

La mayor contribución a la actividad antioxidante se debió a la 

concentración de ácido ascórbico y compuestos fenólicos. 

La caracterización del vinagre de naranjas se encuadró dentro de los 

estándares de calidad especificados para vinagres de frutas en las 

legislaciones argentina y española, incluso después de un período de 

maduración de 6 meses. 

 

 

 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

159 

 

4.5. Bibliografía 

Acosta Artiles, A., Hardisson de la Torre, A., & Romero, C. A. (1993). 

Caracterización fisico-química de distintos tipos de vinagre. I: Acidez, 

extracto seco y cenizas. Revista de Tecnología e Higiene de Los 

Alimentos, 245, 99–104. 

Acosta Artiles, A., Romero, C. A., & Hardisson de la Torre, A. (1993). 

Caracterización fisico-química de distintos tipos de vinagre. II: 

Determinación de algunos parámetros de naturaleza volátil. Revista de 

Tecnología e Higiene de Los Alimentos, 245, 105–108. 

Agencia Estatal BOLETÍN OFICIAL DEL ESTADO. Real Decreto 661/2012, de 

13 de abril, por el que se establece la norma de calidad para la 

elaboración y la comercialización de los vinagres. (2012). España. 

Disponible en: http://www.boe.es/buscar/doc.php?id=BOE-A-2012-5529 

Aguiar, A., de Alencar Nascimento, R. A., Ferretti, L. P., & Gonçalves, A. R. 

(2005). Determinação de ácidos orgânicos e etanol em vinagres 

comerciais. Brazilian Journal of Food Technology, 51–56. 

Andlauer, W., Stumpf, C., & Fu, P. (2000). Influence of the acetification process 

on phenolic compounds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 

3533–3536. 

Arena, E., Fallico, B., & Maccarone, E. (2001). Evaluation of antioxidant 

capacity of blood orange juices as influenced by constituents, 

concentration process and storage. Food Chemistry, 74(4), 423–427.  

Bernardi, J., Marocco, A., Caruso, P., & Licciardello, C. (2014). Molecular 

characterization of citrus cultivars: insight from recent studies. En: K. 

Hayat (Ed.), Citrus. Molecular Phylogeny, Antioxidant Properties and 

Medicinal Uses. New York: Nova Science Publishers, Inc. 

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free radical 

method to evaluate antioxidant activity. LWT – Food Science and 

Technology, 22, 25–30. 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

160 

 

Bruchmann, E.-E. (1980). Bioquímica técnica: química alimentaria, de las 

fermentaciones y agrícola. Zaragoza, España.: Editorial Acribia S.A. 

Casale, M., Sáiz Abajo, M. J., González Sáiz, J. M., Pizarro, C., & Forina, M. 

(2006). Study of the aging and oxidation processes of vinegar samples 

from different origins during storage by near-infrared spectroscopy. 

Analytica Chimica Acta, 557(1-2), 360–366.  

Casas, A., Mallent, D., & Montoro, R. (1976). Evaluación rápida del contenido 

en carotenoides totales del zumo de naranja. Instituto de Agroquímica Y 

Tecnología de Alimentos, 16(4), 503–508. 

Cerezo, A. B., Alvarez-Fernández, M. Antonia Hornedo-Ortega, R., Troncoso, 

A. M., & García-Parrilla, M. C. (2014). Phenolic composition of vinegars 

over an accelerated aging. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 62, 

4369–4376. 

Cerezo, A. B., Cuevas, E., Winterhalter, P., Garcia-Parrilla, M. C., & Troncoso, 

A. M. (2010). Anthocyanin composition in Cabernet Sauvignon red wine 

vinegar obtained by submerged acetification. Food Research International, 

43(6), 1577–1584.  

Chen, T., Gui, Q., Shi, J. J., Zhang, X. Y., & Chen, F. S. (2013). Analysis of 

variation of main components during aging process of Shanxi Aged 

Vinegar. Acetic Acid Bacteria, 2(1s).  

Código Alimentario Argentino. Capítulo XVI. Correctivos y Coadyuvantes. 

Actualizado 01/2014. (2014). 

Connor, A. M., Luby, J. J., Hancock, J. F., Berkheimer, S., & Hanson, E. J. 

(2002). Changes in fruit antioxidant activity among blueberry cultivars 

during cold-temperature storage. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 50(4), 893–898.  

Damodaran, S., Parkin, K. L., & Fennema, O. R. (2010). Fennema. Química de 

los alimentos. (S. Damodaran, K. L. Parkin, & O. R. Fennema, Eds.) (3° 

edición.). Zaragoza, España.: Editorial Acribia S.A. 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

161 

 

Dávalos, A., Bartolomé, B., & Gómez-Cordovés, C. (2005). Antioxidant 

properties of commercial grape juices and vinegars. Food Chemistry, 

93(2), 325–330.  

Durán Guerrero, E., Mejías, R. C., Marín, R. N., Bejarano, M. J. R., Dodero, M. 

C. R., & Barroso, C. G. (2011). Accelerated aging of a Sherry wine vinegar 

on an industrial scale employing microoxygenation and oak chips. 

European Food Research and Technology, 232(2), 241–254.  

Escobedo-Avellaneda, Z., Gutiérrez-Uribe, J., Valdez-Fragoso, A., Torres, J. A., 

& Welti-Chanes, J. (2014). Phytochemicals and antioxidant activity of 

juice, flavedo, albedo and comminuted orange. Journal of Functional 

Foods, 6(1), 470–481.  

Ferreyra, M. M. (2006). Estudio del proceso biotecnológico para la elaboración 

de una bebida alcohólica a partir de jugo de naranjas. Universidad 

Politécnica de Valencia, España. 

Fugelsang, K., & Edwards, C. (2007). Wine Microbiology. Practical Applications 

and Procedures (2° edition.). Springer. 

Gardner, P. T., White, T. A. C., McPhail, D. B., & Duthie, G. G. (2000). The 

relative contributions of vitamin C, carotenoids and phenolics to the 

antioxidant potential of fruit juices. Food Chemistry, 68(4), 471–474.  

Gorinstein, S., Huang, D., Leontowicz, H., Leontowicz, M., Yamamoto, K., 

Soliva-Fortuny, R. S., Martin-Belloso, O., & Martinez Ayala, A. L., 

Trakhtenberg, S. (2006). Determination of naringin and hesperidin in citrus 

fruit by high-performance liquid chromatography. The antioxidant potential 

of citrus fruit. Acta Chromatographica, 17, 108–124. 

Gui-Fang, D., Xi, L., Xiang-Rong, X., Li-Li, G., Jie-Feng, X., & Hua- Bin, L. 

(2013). Antioxidant capacities and total phenolic contents of 56 

vegetables. Journal of Functional Foods., 5, 260–266. 

Kelebek, H., Selli, S., Canbas, A., & Cabaroglu, T. (2009). HPLC determination 

of organic acids, sugars, phenolic compositions and antioxidant capacity of 

orange juice and orange wine made from a Turkish cv. Kozan. 

Microchemical Journal, 91(2), 187–192.  



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

162 

 

Lee, C. Y. (2013). Challenges in providing credible scientific evidence of health 

benefits of dietary polyphenols. Journal of Functional Foods, 5, 524–526. 

Liu, X., Li, J., & Chen, J. (2014). Advances in study of carotenoids in citrus fruit. 

En: K. Hayat (Ed.), Citrus: Molecular Phylogeny, Antioxidant Properties 

and Medicinal Uses (pp. 51–72). China: Nova Science Publishers. 

Llabé Pino, M. A. (2008). Tratamientos postfermentativos del vinagre: 

conservación en botella, envejecimiento acelerado y eliminación del 

plomo. Universidad Rovira i Virgili. 

Llaguno Marchena, C., & Polo, M. C. (1991). La composición química de los 

vinagres vínicos. En: C. Llaguno Marchena & M. C. Polo (Eds.), El Vinagre 

de Vino (pp. 105–132). Madrid: Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas. 

Miller, N. J., & Rice-Evans, C. A. (1997). The relative contributions of ascorbic 

acid and phenolic antioxidants to the total antioxidant activity of orange 

and apple fruit juices and blackcurrant drink. Food Chemistry, 60(3), 331–

337.  

Morales, M. L., Benitez, B., & Troncoso, A. M. (2004). Accelerated aging of 

wine vinegars with oak chips: evaluation of wood flavour compounds. 

Food Chemistry, 88(2), 305–315.  

Palacios, V., Valcárcel, M., Caro, I., & Pérez, L. (2002). Chemical and 

biochemical transformations during the industrial process of sherry vinegar 

aging. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50(15), 4221–4225.  

Passaro Carvalho, C. P., & Londoño-Londoño, J. A. (2012). Industrialización de 

cítricos y valor agregado. En: L. F. Giraldo Garcés & C. P. Passaro 

Carvalho (Eds.), Cítricos: Cultivo, Poscosecha e Industrialización (pp. 

307–342). Itagüí, Colombia. 

Peixoto Marques, F. P., Spinosa, W., Fernandes, K. F., de Souza Castro, C. F. 

& Caliari, M. (2010). Padrões de identidade e qualidade de fermentados 

acéticos comerciais de frutas e vegetais. Food Science and Technology 

(Campinas), 30(1). 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

163 

 

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C. 

(1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation 

decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, 26, 1231–1237. 

Rice-Evans, C. A., Miller, N. J., & Paganga, G. (1997). Antioxidant properties of 

phenolic. Trends in Plant Science, 2(4), 152–159. 

Rodriguez, M., Sadler, G. D., Sims, C. A., & Braddock, R. J. (1991). Chemical 

changes during storage of an alcoholic juice beverage. Journal of Food 

Science, 56(2), 475–479. 

Sakanaka, S., & Ishihara, Y. (2008). Comparison of antioxidant properties of 

persimmon vinegar and some other commercial vinegars in radical-

scavenging assays and on lipid oxidation in tuna homogenates. Food 

Chemistry, 107(2), 739–744.  

Sánchez-Moreno, C. (2002). Methods used to evaluate the free radical 

scavenging activity in foods and biological systems. Food Science and 

Technology International, 8(3), 121–137. 

Saura-Calixto, F. (1998). Antioxidant dietary fiber product: a new concept and a 

potential food ingredient. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46, 

4303–4306. 

Sdiri, S., Salvador, A., Farhat, I., Navarro, P., & Besada, C. (2014). Influence of 

postharvest handling on antioxidant compounds of Citrus fruits. En: K. 

Hayat (Ed.), Citrus: Molecular Phylogeny, Antioxidant Properties and 

Medicinal Uses (pp. 73–94). New York. 

Tesfaye, W., Morales, M. L., Benítez, B., García-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. 

M. (2004). Evolution of wine vinegar composition during accelerated aging 

with oak chips. Analytica Chimica Acta, 513(1), 239–245.  

Tesfaye, W., Morales, M. L., García-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. M. (2002). 

Wine vinegar: technology, authenticity and quality evaluation. Trends in 

Food Science & Technology, 13, 12–21. 



 

CAPITULO 4. Caracterización de vinagre de naranjas. 
 

164 

 

Verzelloni, E., Tagliazucchi, D., & Conte, a. (2007). Relationship between the 

antioxidant properties and the phenolic and flavonoid content in traditional 

balsamic vinegar. Food Chemistry, 105(2), 564–571.  

Zapata, L. M. (2014). Obtención de extracto de antocianinas a partir de 

arándanos para ser utilizado como antioxidante y colorante en la industria 

alimentaria. Universitat Politècnica de València. 

 

 

  

 



 

 

 

VVIINNAAGGRREE  DDEE  

AARRAANNDDAANNOOSS 

 

TTEERRCCEERRAA  

PPAARRTTEE::  



 

 

  

Capítulo 5: 

Acetificación de 

sustrato alcohólico 

de arándanos en 

sistema 

discontinuo. 

 



CAPITULO 5. Acetificación de sustrato alcohólico de arándanos en sistema 
discontinuo. 

167 

 

 

5.1. Introducción 

Los arándanos son frutos pertenecientes a la familia de las Ericáceas, 

del género Vaccinium. Tiene un sabor dulce y ligeramente ácido a la vez, con 

un 15% de azúcares aproximadamente en estado maduro (Zapata, 2014).  

A diferencia de los cítricos, los arándanos maduros tienen una vida 

poscosecha muy corta. Tal es así que, a temperaturas de almacenamiento 

entre -0,5 y 0°C y 90-95% de humedad relativa (Kader, 2002; Nunes, 2008), su 

vida útil es de aproximadamente un mes. Esta condición, sumado a los 

elevados descartes que se han generado por diferentes motivos según se 

mencionó previamente (Introducción I.8), hizo necesario plantearse alternativas 

de industrialización para estas bayas. 

Los arándanos son reconocidos por sus potenciales efectos 

beneficiosos para la salud, como la prevención de enfermedades 

cardiovasculares, neuronales, cáncer y diabetes, entre otras (Faria et al., 2005; 

Castañeda-Ovando, Pacheco-Hernández, Páez-Hernández, Rodríguez, & 

Galán-Vidal, 2009; Moldovan, David, Chisbora, & Cimpoiu, 2012). Esto es 

debido a su alta concentración en antioxidantes naturales tales como ácido 

ascórbico, compuestos fenólicos y antocianinas (Sapers, Burgher, Phillips, & 

Jones, 1984; Prior et al., 1998; Nunes, 2008). En comparación con otras frutas 

y vegetales, tienen una capacidad antioxidante muy alta (Prior et al., 1998). De 

hecho, el Departamento de Agricultura de USA (USDA) lo describió como el 

fruto con el mayor valor antioxidante entre más de 40 frutas y vegetales 

evaluados (Arándanos Argentinos, 2012). 

Su composición nutricional demuestra que se trata de un fruto con 

bajas calorías, bajo contenido en grasas y sodio, sin colesterol y ricos en fibras 

dietéticas y minerales como potasio, manganeso y magnesio (Tabla 5.1). 

De acuerdo a lo previamente expuesto y teniendo en cuenta la elevada 

concentración de azúcares fermentables presente en estos frutos (10-15 %) se 
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consideró factible la obtención de vinagre de arándanos como alternativa a su 

industrialización. 

 

Tabla 5.1. Composición nutricional del arándano (Pritts & Hancock, 1992; 

Nunes, 2008). 

Constituyente 
Cantidad  

por 100 g 
Constituyente 

Cantidad  

por 100 g 

Agua 82-85 g Zinc 0,11 mg 

Calorías 55 kcal Cobre 0,06 mg 

Proteínas 0,7 g Manganeso 0,27 mg 

Grasas 0,37 g Ácido ascórbico 13 mg 

Carbohidratos 14 g Tiamina 0,05 mg 

Fibras 1,3 g Riboflavina 0,05 mg 

Calcio 6 mg Niacina 0,35 mg 

Hierro 0,16 mg Ácido pantoténico 0,09 mg 

Magnesio 4,7 mg Vitamina B6 0,03 mg 

Fósforo 10 mg Ácido fólico 6,2 mg 

Potasio 86 mg Vitamina A 97 IU 

Sodio 6 mg   

 

 

Tal como se realizó para la acetificación de sustrato alcohólico de 

naranja, en este capítulo se evaluó la influencia de factores externos como, 

caudal de aire (Qa) y velocidad de agitación (Vag) y se determinaron las 

condiciones experimentales que lograron la mayor velocidad de acetificación 

(rA) del sustrato alcohólico de arándanos y el mayor rendimiento (RGK) en 

sistema sumergido discontinuo. Adicionalmente, se analizaron los parámetros 

cinéticos involucrados en el proceso. 

 

 

 



CAPITULO 5. Acetificación de sustrato alcohólico de arándanos en sistema 
discontinuo. 

169 

 

5.2. Materiales y métodos 

5.2.1. Proceso general de obtención de vinagre de arándanos 

5.2.1.1. Fermentación alcohólica  

La materia prima utilizada para la obtención de vinagre de arándanos 

fueron arándanos maduros pertenecientes al género Vaccinium corymbosum 

(Highbush o arándano alto) suministrados por productores del departamento 

Concordia.  

Durante la primera etapa del proceso se desarrolló la fermentación 

alcohólica con el fin de obtener el sustrato adecuado para el posterior proceso 

de acetificación (Figura 5.1). Los arándanos se lavaron, escurrieron y trituraron 

con una miniprocesadora de mano marca BRAUN, modelo MR 400 Plus 

(España), a fin de obtener una mezcla homogénea. Con el objeto de 

caracterizar la materia prima de origen, se procedió a la toma de muestras y se 

realizaron las siguientes determinaciones fisicoquímicas, por triplicado: pH, 

acidez total, azúcares reductores directos y totales y sólidos solubles (ver 

apartado 5.2.4. de “Técnicas analíticas”). En esta oportunidad también se 

determinaron antocianinas totales, fenoles totales y actividad antioxidante, sin 

embargo puesto que su análisis abarcó desde la materia prima hasta el período 

de maduración del vinagre, se consideró conveniente su tratamiento en un 

capítulo posterior (Capítulo 7: “Caracterización del vinagre de arándanos”). 

La mezcla de arándanos triturados fue a continuación pesada y se 

agregó agua en una proporción fruto/agua de 1:2 kg/kg para evitar su 

gelificación. Se adicionó 0,5 g/L de fosfato diamónico (PO4H(NH4)2) como 

fuente de nitrógeno y 0,2 g/L de metabisulfito de potasio (KHSO3) para 

disminuir la flora microbiana contaminante que pudiera tener efectos nocivos 

sobre la calidad del producto. Por último, se corrigió el contenido de sólidos 

solubles mediante el agregado de sacarosa comercial hasta 20-22 ºBrix.  



CAPITULO 5. Acetificación de sustrato alcohólico de arándanos en sistema 
discontinuo. 

170 

 

 

Figura 5.1. Diagrama de flujo de elaboración de vinagre de arándanos (TM: 

toma de muestras). 
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Este sustrato se inoculó con 0,4 g/L de un cultivo comercial activo de 

Saccharomyces bayanus, con lo cual se obtuvo el sustrato destinado a  

vinificación (SV). Se colocó en damajuanas de 10 L de capacidad para el 

desarrollo de la fermentación alcohólica en proceso discontinuo. La 

temperatura de fermentación elegida, entre 25 - 28°C (equivalente a vinificación 

en tinto), se seleccionó para favorecer una elevada extracción polifenólica y 

rápida producción de etanol (Aleixandre & Alvarez, 2003).  

Del SV se tomó una muestra para cuantificar pH, acidez total, azúcares 

reductores directos y totales y sólidos solubles (ver apartado 5.2.4. de Técnicas 

analíticas). También se determinaron antocianinas totales, fenoles totales y 

actividad antioxidante, sin embargo, según fue aclarado con anterioridad, su 

tratamiento se realizará en el Capítulo 7 (“Caracterización del vinagre de 

arándanos”). 

El avance de la fermentación alcohólica se controló midiendo 

diariamente la disminución de los sólidos solubles (Bamforth, 2007). Una vez 

que se observaron valores constantes de este parámetro, se consideró 

finalizada la fermentación, momento en el cual se procedió al trasiego. 

Paralelamente se verificó, mediante observaciones microscópicas, la ausencia 

de microorganismos contaminantes que hubieran podido competir por el 

sustrato durante la posterior acetificación. De esta manera se obtuvo el mosto 

alcohólico de arándanos (MA) en el que se determinó: pH, acidez total, 

azúcares reductores directos y totales, sólidos solubles y graduación 

alcohólica, (apartado 5.2.4. de “Técnicas analíticas”).  

 

5.2.1.2. Acetificación del sustrato alcohólico de arándanos 

Previo a la fermentación acética, MA se debió diluir hasta 6 % v/v 

etanol, ya que la graduación alcohólica obtenida fue de 12,9 ± 0,1 % v/v y a 

esta concentración, especialmente en sistemas batch, se podría dificultar el 

comienzo de la fermentación debido al efecto inhibidor del etanol sobre las 

bacterias acéticas (de Ory, Romero, & Cantero, 2002; Garrido-Vidal, Pizarro, & 

González-Sáiz, 2003). La dilución del mosto alcohólico de arándanos se realizó 
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con una solución acuosa de minerales y fuente nitrogenada de la siguiente 

composición: 0,8 g/L de KH2PO4; 0,35 g/L de K2HPO4. 3 H2O; 1,5 g/L de 

(NH4)2SO4 (apartado 2.2.2.1), previamente esterilizada por calor húmedo a 121 

°C durante 15 min, en autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina). 

El proceso de acetificación se desarrolló utilizando los cultivos de 

Acetobacter sp. aislados en el laboratorio (Capítulo 1, apartado 1.4.) y 

siguiendo el  procedimiento efectuado para vinagre de naranja. Para ello, se 

descongelaron algunos criotubos conteniendo estas BAA, se inocularon en 

caldo RAE (1a, 2e) para su revitalización y crecimiento y se incubaron durante 

48-72 horas a 30±1ºC en estufa para cultivo bacteriológico FAETA (Argentina). 

El cultivo obtenido en la etapa anterior se propagó mediante su 

inoculación al 10 % en 300 mL de una mezcla de MA diluido al 6 % v/v etanol y 

10 g/L de ácido acético glacial. Este sistema se incubó a 30±1 ºC con inyección 

de aire hasta que se alcanzó una concentración bacteriana aproximada entre 3-

5×108 bacterias/mL (cultivo iniciador). Vale aclarar en este punto que, una vez 

que se obtuvo el primer vinagre de arándanos, la mezcla mencionada se 

realizó utilizando éste y no ácido acético glacial, en volumen necesario para 

lograr la concentración requerida. 

El cultivo iniciador así obtenido se utilizó como inóculo del sustrato 

destinado a acetificar (SA), compuesto por MA diluido al 6 % v/v etanol y  

adicionado de un vinagre de arándanos previamente obtenido, en volumen 

suficiente para alcanzar una acidez total de 10 g/L de ácido acético. El proceso 

bioxidativo discontinuo de SA se realizó en el biorreactor de escala laboratorio 

(Figura 5.2) marca NEW BRÜNSWICK CIENTIFIC Co., modelo Bioflo 2000 

(New Jersey, USA) descripto en el capítulo 2, apartado 2.2.2.3.  
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Figura 5.2. Biorreactor New Brünswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000, 

utilizado en las experiencias de acetificación de sustrato alcohólico de 

arándanos. 

 

Las condiciones iniciales del sustrato, fijadas en cada tratamiento, 

fueron: volumen del sustrato: 2 L, concentración de alcohol: 5,9±0,6 % v/v, pH: 

2,97±0,07 y acidez total (expresada como ácido acético): 10,8±1,2 g/L. La 

temperatura se mantuvo constante en 30±1 °C durante todo el proceso. 

La monitorización del proceso se realizó a través de muestras tomadas 

del fermentador cada 4-6 h, mediante determinaciones de pH, acidez total y 

recuento celular (apartado 5.2.4. de “Técnicas analíticas”). En este caso no fue 

posible la medida de la densidad óptica del cultivo ya que la coloración 

violeta/parda del sustrato impidió la determinación de la absorbancia a 540 nm 

en espectrofotómetro. 

Se graficaron las curvas de cada parámetro en función del tiempo y, 

cuando se observó que la acidez total permanecía constante después de la 

etapa exponencial de crecimiento microbiano, se dio por finalizado el proceso 



CAPITULO 5. Acetificación de sustrato alcohólico de arándanos en sistema 
discontinuo. 

174 

 

para evitar el consumo del ácido acético por parte de las BAA, debido al 

agotamiento del sustrato alcohólico (Introducción, apartado I.4.1). 

Por último, se determinó la concentración de etanol remanente 

(apartado 5.2.4. de “Técnicas analíticas”) en el producto obtenido (vinagre 

joven) en cada uno de los ensayos.  

 

5.2.1.3. Envasado. Maduración. Clarificación. Filtración.  

Los vinagres recién obtenidos (jóvenes) se envasaron en botellas de 

vidrio color caramelo ya que las antocianinas presentes en su composición son 

muy sensibles a la degradación por efecto de la luz, entre otros factores (Rein, 

2005). Se almacenaron en lugar fresco, seco y oscuro para su maduración (o 

envejecimiento) y se dejaron clarificar espontáneamente. Sin embargo, en los 

casos en que persistía cierta turbidez (observada a simple vista), se agregó 

una suspensión de bentonita al 5% y posteriormente se filtró con filtro de 3 µm 

de porosidad a fin de obtener un producto límpido y transparente. Los vinagres 

clarificados se envasaron nuevamente en botellas de vidrio color caramelo, 

para continuar con la etapa de maduración. 

 

5.2.2. Diseño experimental. 

Con el fin de estudiar la influencia de los factores experimentales en la 

obtención de vinagre de arándanos, se realizó un diseño de experimentos a 

partir del cual se generó una superficie de respuesta por cada variable 

respuesta analizada. Nuevamente, las respuestas estudiadas fueron la 

velocidad de acetificación (rA) y el rendimiento GK (RGK), descriptas en el 

capítulo 2, apartado 2.2.3.1., y los factores experimentales considerados fueron 

la velocidad de agitación (Vag) y el caudal de aire (Qa). El rango de análisis de 

cada factor se eligió en coincidencia con el utilizado en el estudio del vinagre 

de naranja, es decir, 400-800 rpm para Vag y, 0,6-1,2 L/min (0,3-0,6 vvm) para 

Qa. A continuación, se elaboró un diseño central compuesto, donde los puntos 

axiales del mismo se determinaron según la ecuación (2k)1/4, con k = número de 
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factores. En la tabla 5.2 se muestran las distintas combinaciones de niveles de 

los factores arrojadas en forma aleatoria por el software STATGRAPHICS 

Centurión XV. 

 

Tabla 5.2. Diseño experimental de la etapa de acetificación discontinua de un  

sustrato alcohólico de arándanos, utilizando Acetobacter sp. 

 

Factores originales            Factores codificados 

Velocidad de 
agitación (rpm) 

Caudal de aire 
(L/min) 

Velocidad de 
agitación 

Caudal de 
aire 

400 0,60 (0,30 vvm) -1 -1 

400 1,20 (0,60 vvm) -1 +1 

800 0,60 (0,30 vvm) +1 -1 

800 1,20 (0,60 vvm) +1 +1 

883 0,90 (0,45 vvm) 1,414 0 

317 0,90 (0,45 vvm) -1,414 0 

600 1,32 (0,66 vvm) 0 1,414 

600 0,48 (0,24 vvm) 0 -1,414 

600 0,90 (0,45 vvm) 0 0 

600 0,90 (0,45 vvm) 0 0 

600 0,90 (0,45 vvm) 0 0 

600 0,90 (0,45 vvm) 0 0 

 

Realizadas las experiencias se buscó, a través de la metodología de 

superficie de respuesta (MRS), la combinación de niveles de los factores que 

maximizaron cada respuesta en forma individual. Mientras que, para determinar 

la combinación de los factores experimentales cuyo resultado da los máximos 

en ambas repuestas simultáneamente, se empleó la función Optimización de 

Respuestas Múltiples (Deseabilidad). 
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Una vez establecidas las condiciones experimentales que permitieron 

obtener el vinagre de arándanos con el mayor rendimiento y en el menor 

tiempo de operación, se realizó el proceso oxidativo en dichas condiciones, por 

triplicado, y el producto final se reservó para su posterior caracterización 

(Capítulo 7).  

 

5.2.3. Determinación de parámetros cinéticos. 

5.2.3.1. Relación entre velocidad de crecimiento bacteriano y 

velocidad de acetificación. 

Se evaluó la relación entre la velocidad volumétrica de crecimiento 

microbiano (rX) y la velocidad de acetificación (rA) mediante análisis de 

regresión simple. Como se ha mencionado en el capítulo 2, apartado 2.2.4.1., 

para un sistema batch, rX se calcula como la variación de la concentración 

celular o biomasa (X) en función del tiempo (t), utilizando la ecuación 2.7, es 

decir:  

�� =  

��� − ��
�

��� − ���
 

 

Para calcular X se empleó la técnica de estimación de biomasa 

(apartado 5.2.4. de “Técnicas analíticas”), con la cual se obtuvieron pares de 

datos de peso seco de biomasa en función del recuento celular. Mediante 

representación gráfica se pudo establecer una ecuación para el cálculo de X.  

 

5.2.3.2. Velocidad específica máxima de crecimiento bacteriano 

(µM). 

Teniendo en cuenta las consideraciones enunciadas en el capítulo 2, 

apartado 2.2.4.2, para el estudio de este parámetro en el proceso de vinagre de 

naranja, se calculó µM mediante la ecuación 2.10 allí mencionada: 
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ln� =  ln��  +  �� ×  �   

 

Donde, Xo es la concentración de biomasa al inicio de la fase 

exponencial y t, el tiempo transcurrido en esta fase. 

 

5.2.4. Técnicas analíticas 

pH: método potenciométrico, con peachímetro BOECO modelo BT-500 

(Germany) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 960.19).  

Acidez total: mediante titulación potenciométrica con solución de 

hidróxido de sodio (NaOH) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

Para la caracterización de la materia prima, se expresó como g de ácido cítrico 

anhidro por 100 g de muestra, mientras que para SV y MA se expresó como g 

de ácido cítrico anhidro por 100 mL de muestra. En el caso de las muestras 

tomadas durante el proceso de acetificación, se expresó como g/L de ácido 

acético (se asume que toda la acidez del medio se debe a este ácido). 

Azúcares reductores directos: técnica volumétrica de Lane-Eynon 

(AOAC, 1995, 16th Ed., Official Method 923.09). Los resultados se expresaron 

como g por 100 mL de muestra. 

Azúcares reductores totales: fueron determinados con la misma 

técnica usada para los azúcares reductores directos, previa hidrólisis ácida de 

la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de muestra.  

Sólidos solubles: método refractométrico, con refractómetro 

termocompensable ATAGO modelo NAR 1T (Japón). Los resultados se 

expresaron en ºBrix (corregidos por temperatura y acidez). 

Graduación alcohólica: destilación del sustrato alcohólico alcalinizado 

con una solución de hidróxido de calcio y posterior determinación del grado 

alcohólico en el destilado por areometría, expresado como % v/v (International 

Organisation of Vine and Wine, 2009). 
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Recuento celular (RC): en microscopio óptico LEICA modelo DME 

(New York, USA), con cámara de Petroff-Hauser de 0,02 µL. El resultado se 

expresó como número de bacterias/mL. 

Concentración de etanol remanente: fue analizada mediante el kit 

enzimático de Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035, 

expresada como % v/v. 

Concentración celular (X): se determinó experimentalmente la 

concentración de materia seca en varias muestras tomadas durante el proceso 

de acetificación, con valores conocidos de recuentos celulares. Estas muestras 

fueron centrifugadas cuatro veces a 4000 rpm/20 min en centrífuga BOECO, 

modelo C-28 (Germany) y descartado el sobrenadante. Una última 

centrifugación del pellet obtenido, resuspendido con solución fisiológica, se 

realizó a 14000 rpm/15 min en centrífuga LABNET, modelo Spectrafuge 16 M 

(USA). Se descartó el sobrenadante y el criotubo, previamente pesado, con el 

sedimento, se colocó en estufa de secado DALVO Instrumentos, modelo 

CMR1I (Argentina), a 105 °C (Krusong, Yaiyen, & Pornpukdeewatana, 2014) 

hasta peso constante. Esta medida se realizó en una balanza analítica BOECO 

modelo BPB31 (Germany) de 210 g de capacidad y d=0,1 mg. De esta forma, 

se obtuvieron pares de datos de materia seca de biomasa - recuento celular. 

Mediante su representación gráfica se pudo establecer una ecuación para el 

cálculo de X. La materia seca determinada, es equivalente a la concentración 

celular y fue expresada como g/L de vinagre.  

 

5.2.5. Tratamiento estadístico 

5.2.5.1. Obtención de las mejores condiciones de acetificación. 

La determinación de las condiciones experimentales, Vag y Qa, que 

maximizaron cada variable respuesta individualmente, se realizó siguiendo la 

metodología de superficie de respuesta aplicado a un diseño central compuesto 

y rotable con software STATGRAPHICS Centurión XV (Gutiérrez Pulido & Vara 

Salazar, 2008). Mediante análisis de varianza (ANOVA) se analizaron los 

factores significativos e interacciones en cada respuesta. Se consideró que 
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hubo influencia estadística significativa para un factor determinado cuando 

p<0,05. 

Por otra parte, dado que en la presente investigación se analizaron dos 

variables respuestas, la mejor combinación de factores que maximizaron estas 

últimas en forma simultánea, se determinó utilizando la función Deseabilidad 

del mencionado software, que optimiza variables respuestas múltiples. 

Los datos experimentales se ajustaron a una ecuación polinómica que 

describió las relaciones entre cada variable respuesta y los factores estudiados, 

mediante el método de regresión múltiple. Además, para una mejor 

visualización de los datos experimentales, se obtuvieron gráficos de superficie 

de respuesta y de contorno. 

Se verificó la idoneidad del modelo propuesto con el diseño 

experimental, mediante la verificación de supuestos a través de las pruebas de 

Kolmogorov-Smirnov, estadístico W de Shapiro-Wilk y Chi-Cuadrado. Además, 

la normalidad e independencia de los residuos se comprobó mediante la 

prueba de Durbin Watson (Capítulo 2, apartado 2.2.6.2). 

 

5.2.5.2. Análisis de regresión 

Este análisis estadístico se utilizó para evaluar la relación entre la 

velocidad volumétrica de crecimiento microbiano (rX) y la velocidad de 

acetificación (rA) durante la obtención de vinagre de arándanos, tal como se 

efectuó para su análogo de naranjas, en el Capítulo 2. 

Para establecer la bondad con que el modelo explicó la relación entre 

ambas variables, se evaluaron la significancia de la regresión y el coeficiente 

de correlación (Capítulo 2, apartado 2.2.6.3).  
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5.3. Resultados y Discusión 

5.3.1. Caracterización de la materia prima, sustrato destinado a 

vinificación y mosto alcohólico de arándanos. 

Los resultados de la caracterización de los arándanos triturados 

destinados a la obtención de vinagre de arándanos se muestran en la Tabla 

5.3. Además, se presentan los datos correspondientes a su contenido en SV y 

en MA.  

 

Tabla 5.3. Caracterización fisicoquímica de la materia prima y sustratos, en 

diferentes etapas de la producción del mosto alcohólico de arándanos. 

 

pH 
Acidez total 

(% ác. 
cítrico) 

Azúcares 
reductores 

directos (%) 

Azúcares 
reductores 
totales (%) 

Sólidos 
solubles 
(ºBrix) 

Graduación 
alcohólica 

(% v/v) 

Fruta 3,24±0,01a 0,5±0,0b 9,0±0,7b 10,2±0,7b 13,1±0,1b ---- 

SV 3,50±0,02c 0,3±0,0a 17,3±1,5c 18,3±0,0c 20,7±0,3c ---- 

MA 3,31±0,01b 0,3±0,0a 0,4±0,0a 0,5±0,0a 6,4±0,0a 12,9±0,1  

SV: sustrato destinado a vinificación; MA: mosto alcohólico de arándanos. Letras 

distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las 

medias de los productos.  

 

Como se puede observar en la tabla 5.3, la concentración de azúcares 

reductores totales en la fruta fue levemente superior a la de azúcares 

reductores directos, lo que permitió inferir que la sacarosa se encontraba 

presente en una concentración minoritaria, tal como fue informado por Wang et 

al. (2008). Estos investigadores determinaron que los azúcares mayoritarios en 

arándanos de la variedad Vaccinium corymbosum L. son glucosa y fructosa y 

su concentración representa el 10,9%. La diferencia entre este valor y el 

hallado en el presente trabajo (9,0±0,7%) se puede atribuir al sistema utilizado 

para su cuantificación, que en el primer caso fue mediante cromatografía 

gaseosa, como así también a distintas características agrícolas ya que los 
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cultivos pertenecían a la ciudad de New Jersey (EEUU).  

La incorporación de agua y sacarosa para la obtención del SV, provocó 

un aumento del pH, disminución de acidez total y elevación de azúcares 

reductores directos y totales, como así también de los sólidos solubles, 

respecto de los existentes en la materia prima de origen. 

Durante la fermentación alcohólica, se observó la disminución en la 

concentración de azúcares reductores directos y totales y de los sólidos 

solubles, debido al metabolismo fermentativo ya que las levaduras del género 

Saccharomyces utilizaron el azúcar para transformarlo en alcohol y CO2 

(Aleixandre & Alvarez, 2003). Así se obtuvo el producto fermentado (MA) con 

un 12,9 ± 0,1 % v/v etanol, que luego fue diluido hasta un 6 % v/v para obtener 

SA. 

 

5.3.2. Determinación de las mejores condiciones de acetificación.  

De acuerdo a la metodología propuesta, se llevaron a cabo los distintos 

ensayos de acetificación en el orden aleatorio arrojado por el software 

estadístico empleado para la confección del diseño. Los resultados obtenidos 

se muestran en la Tabla 5.4, de forma ordenada para facilitar su lectura.  

En un primer análisis de los resultados se puede notar que en los 

niveles extremos (-1 y +1), rA aumentó con el incremento en el caudal de aire a 

bajas velocidades de agitación (1,17 g/L/h a 400 rpm y 1,20 L/min;  0,99 g/L/h a 

400 rpm y 0,60 L/min), mientras que el efecto opuesto se produjo a esos 

caudales de aire cuando se duplicó la velocidad de agitación (1,41 g/L/h a 800 

rpm y 1,20 L/min; 1,52 g/L/h a 800 rpm y 0,6 L/min). En ambos casos se 

observó una aparente disminución en RGK cuando se incrementó el caudal de 

aire. 
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Tabla 5.4. Respuestas obtenidas en el diseño experimental (MSR) de la 

acetificación batch de un sustrato alcohólico de arándanos con Acetobacter sp. 

Velocidad de 

agitación [rpm] 

Caudal de aire 

[L/min] 

Velocidad de 

acetificación [g/L/h] 

Rendimiento 

GK [%] 

317 0,90 (0,45 vvm) 0,60 87,07 

400 0,60 (0,30 vvm) 0,99 83,33 

400 1,20 (0,60 vvm) 1,17 73,15 

600 0,48 (0,24 vvm) 1,26 83,96 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,51 81,93 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,57 87,42 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,31 82,50 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,55 82,48 

600 1,32 (0,66 vvm) 1,64 80,42 

800 0,60 (0,30 vvm) 1,52 86,62 

800 1,20 (0,60 vvm) 1,41 79,54 

883 0,90 (0,45 vvm) 1,68 86,06 

 

El rango de valores de RGK determinados varió entre 73,15 y 87,42 %,  

lo que indica que se produjo pérdida de componentes volátiles (etanol, 

acetaldehído, ácido acético) durante el proceso oxidativo (Nieto et al., 1993; 

Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999; Rubio-Fernández, 2003). 

El diseño experimental se analizó con la MSR y se verificó la idoneidad 

del modelo propuesto, según se detalló en la metodología. 

 

5.3.2.1. Velocidad de acetificación  

La ecuación de rA obtenida con la MSR fue la siguiente: 
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rA = -2,30 + 7,60.10-3×Vag + 2,05×Qa – 4,23.10-6×Vag2 – 1,21.10-3×Vag×Qa - 0,55×Qa2  

(5.1) 

 

El análisis de varianza indicó que el factor velocidad de agitación, en 

sus componentes lineal (Vag) y cuadrática (Vag2), tuvieron efecto significativo 

sobre rA (p<0,05), mientras que el caudal de aire (Qa) presentó influencia 

significativa con un nivel de confianza del 90 % en la región experimental 

ensayada. En la ecuación 5.1 se expresan todos los términos correspondientes 

a los factores, hayan resultado significativos o no. 

Dado que el p-valor para la falta de ajuste fue mayor que 0,05 y el 

estadístico R2 resultó 84,78 %, este modelo parecería ser adecuado para 

describir la variabilidad de rA en función de Vag y de Qa.  

A partir de la ecuación 5.1 se estudió la influencia de los factores sobre 

la variable respuesta, para lo cual se elaboró un gráfico de superficie de 

respuesta (Figura 5.3).  

En general, los mayores valores de rA se obtuvieron a mayores niveles 

de Qa para una misma Vag, hasta valores cercanos a 700 rpm. Sin embargo, 

posteriores incrementos en este factor produjeron una disminución en rA a 

niveles de Qa mayores o iguales a 1,2 L/min, mientras que no se observó 

variación en rA a menores valores de Qa. 
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Figura 5.3. Superficie de respuesta estimada para velocidad de acetificación 

durante la producción de vinagre de arándanos. 

 

Como se puede apreciar, nuevamente en este caso se lograron las 

mayores velocidades de acetificación cuanto más pequeñas fueron las 

burbujas de aire, provenientes de mayores velocidades de agitación. Tal como 

se mencionó previamente, de esta forma se pudo mejorar el kLa y con ello una 

mejor transferencia de oxígeno a las células con el consiguiente incremento en 

su velocidad específica de crecimiento.  

La disminución en rA a elevados niveles de los factores Qa y Vag 

podría deberse al efecto de inhibición sobre el crecimiento de las BAA causado 

por un exceso de oxígeno, según se explicó previamente para vinagre de 

naranja (capítulo 2, apartado 2.3.3.1.). 

Para la determinación de los niveles de los factores que maximizaron la 

rA, se utilizó la función Optimización de Respuestas del software estadístico. A 

este punto le correspondió una rA de 1,62 g/L/h y la combinación de factores 

que arrojó este resultado fue: 749 rpm y 1,04 L/min (0,52 vvm). Para una mejor 

localización de este punto se presenta la figura 5.4. 
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Figura 5.4. Región de la superficie de respuesta donde se maximiza la 

velocidad de acetificación para vinagre de arándanos. 

 

5.3.2.2. Rendimiento GK  

La ecuación obtenida para el rendimiento GK con la MSR fue la 

siguiente:  

 

RGK = 53,69 + 0,07×Vag + 22,99×Qa - 5,78.10-5×Vag2 + 0,01×Vag×Qa - 22,23×Qa2  

(5.2) 

 

El análisis de varianza indicó que el factor Vag tuvo un efecto 

significativo en el rendimiento GK (p<0,05). En la ecuación 5.2 se expresan 

todos los términos correspondientes a los factores, hayan resultado 

significativos o no. 

Dado que el p-valor para la falta de ajuste fue mayor que 0,05 y el 

estadístico R2 resultó 81,11 %, este modelo parecería ser adecuado para la 

descripción de la variabilidad de los datos de RGK en función de la velocidad de 

agitación y el caudal de aire. 
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A partir de la ecuación 5.2, se estudió la influencia de los factores sobre 

RGK, para lo que se elaboró un gráfico de superficie de respuesta (Figura 5.5). 

 

Figura 5.5. Superficie de respuesta estimada para rendimiento GK durante la 

producción de vinagre de arándanos. 

 

En general se observa que los mayores rendimientos se alcanzaron  

cuanto menor fue el nivel de Qa y cuanto mayor fue Vag. Sin embargo, 

incrementos en este factor superiores a aproximadamente 700 rpm, produjeron 

un leve descenso en RGK, probablemente debido a la evaporación de alguno de 

los componentes volátiles presentes en el sustrato. 

A través de la función estadística de optimización de respuestas, se 

determinaron los niveles de los factores experimentales estudiados, 701 rpm y 

0,72 L/min (0,36 vvm), como aquellos que maximizaron el rendimiento GK para 

los cuales correspondió un RGK de 87,12 %.  

En la figura 5.6 se representa la combinación de los niveles de los 

factores, que maximiza el rendimiento GK sobre la región indicada. 
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Figura 5.6. Región de la superficie de respuesta donde se maximiza el 

rendimiento GK para vinagre de arándanos. 

 

5.3.2.3. Combinación de factores que optimizan ambas respuestas. 

La combinación de los factores experimentales que simultáneamente 

optimizó ambas respuestas analizadas, se determinó mediante la función 

“deseabilidad” del software estadístico utilizado. La combinación de factores 

que hace máxima esa función (deseabilidad=0,97) fue: 677 rpm y 0,76 L/min 

(0,38 vvm) y en estas condiciones correspondió una rA = 1,53 g/L y un RGK = 

87,04 %. Para una mejor visualización, se representa la gráfica de contornos 

superpuestos en la Figura 5.7. 
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Figura 5.7. Región de la superficie de respuesta donde se maximizan ambas 

repuestas para vinagre de arándanos (gráfico de contornos superpuestos). 

 

En este punto, se puede hacer notar la similitud de esta combinación 

de factores, con la determinada para la acetificación de mosto alcohólico de 

naranja: 700 rpm y 0,71 L/min (Capítulo 2, apartado 2.3.3.3). No obstante, la 

diferencia principal se encontró en el valor de una de las variables respuesta. 

Concretamente, la velocidad global de acetificación durante la elaboración de 

vinagre de arándanos resultó inferior a la alcanzada durante la correspondiente 

a vinagre de naranja (2,28 g/L/h). Teniendo en cuenta la expresión de cálculo 

de la velocidad de acetificación (Capítulo 1, apartado 1.2.4.) y considerando 

que la diferencia de acidez total final e inicial se mantuvo relativamente 

constante en todos los tratamientos, se deduce que el factor que afectó el valor 

de rA fue el tiempo de cada tratamiento, dentro del cual se incluye la fase lag.  

 

5.3.3. Desarrollo del proceso de acetificación optimizado. 

Teniendo en cuenta las condiciones iniciales del sustrato utilizadas 

para cada proceso de acetificación (apartado 5.2.1.2.), se desarrollaron tres 

procesos oxidativos a 30 °C y de acuerdo a la combinación de factores de Vag 
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y Qa que mejoraron las respuestas del proceso, es decir, a 677 rpm y 0,76 

L/min de aire (0,38 vvm). La velocidad de acetificación global calculada fue de 

1,52±0,06 g/L/h y el rendimiento GK del vinagre de arándanos, 85,16±2,45 %, 

ambos valores muy próximos a los predichos de acuerdo al modelo (1,53 g/L/h 

y 87,04 %, respectivamente). 

Durante el transcurso de la biofermentación en esas condiciones, se 

observó una fase lag de aproximadamente 9-10 horas (Figura 5.8), 

notablemente superior a la determinada en la acetificación con mosto 

alcohólico de naranja, cuya duración fue de 3-4 horas. De esta manera, los 

menores valores de rA calculados son perfectamente coherentes ya que, como 

se ha mencionado,  este parámetro está directamente afectado por la extensión 

de la fase lag. 

La fase de crecimiento exponencial, representada por el logaritmo 

natural del recuento bacteriano, y el aumento en la acidez total, indicativo del 

incremento en la producción de ácido acético, ambos en función del tiempo 

(Figura 5.8), se desarrollaron en forma prácticamente paralela, característico de 

un metabolito asociado al crecimiento tal como se observó durante la 

acetificación de mosto alcohólico de naranja.  
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Figura 5.8. Acetificación de mosto alcohólico de arándanos en sistema 

discontinuo según parámetros optimizados (677 rpm/0,38 vvm): media de acidez 

total (g/L ácido acético) y media de ln RC (ln de recuento bacteriano) en función 

del tiempo de proceso.  

 

Los vinagres obtenidos en estos ensayos se envasaron en botellas de 

vidrio color caramelo, se almacenaron en ambiente de laboratorio a 

temperaturas entre 20 - 25 °C y fueron utilizados luego, para su caracterización 

(Capítulo 7).  

 

5.3.4. Determinación de parámetros cinéticos. 

5.3.4.1. Relación entre velocidad de crecimiento microbiano (rX) y 

velocidad de acetificación (rA). 

Mediante la representación gráfica de los datos de peso seco de 

biomasa vs. recuento celular (Figura 5.9), se determinó una ecuación (5.3) de 

tipo lineal (R2 = 0,967) para el cálculo de las concentraciones iniciales y finales 

de biomasa (X) en cada ensayo.  
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Figura 5.9. Concentración celular vs. recuento celular (RC) de Acetobacter sp. 

durante acetificación de sustrato alcohólico de arándanos. 

 

X = 5.10-11×RC + 0,133 (5.3) 

 

Con estos datos, a partir de la expresión (2.7) indicada en el capítulo 2, 

se determinó la velocidad de crecimiento celular, rX, cuyos resultados se 

presentan en la Tabla 5.5. 
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Tabla 5.5. Parámetros cinéticos de la acetificación de un sustrato alcohólico de 

arándanos, según diseño de MSR. 

Vag 

[rpm] 

Qa 

[L/min] 

rA 

 [g/L/h] 

rX 

 [g/L/h] 

µM  

[h-1] 

317 0,90 (0,45 vvm) 0,60 0,003 0,012 

400 0,60 (0,30 vvm) 0,99 0,006 0,023 

400 1,20 (0,60 vvm) 1,17 0,012 0,043 

600 0,48 (0,24 vvm) 1,12 0,010 0,043 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,51 0,013 0,048 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,57 0,020 0,064 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,31 0,015 0,050 

600 0,90 (0,45 vvm) 1,55 0,017 0,058 

600 1,32 (0,66 vvm) 1,64 0,022 0,062 

800 0,60 (0,30 vvm) 1,52 0,016 0,068 

800 1,20 (0,60 vvm) 1,41 0,017 0,054 

883 0,90 (0,45 vvm) 1,68 0,015 0,042 

 

El análisis de regresión simple entre la velocidad de crecimiento 

microbiano (rX) y la velocidad de acetificación (rA) indicó que existe una elevada 

correlación lineal entre ambas variables (r=0,9). El p-valor del ANOVA fue de 

0,0001, por lo que hubo una relación estadísticamente significativa entre rA y rX 

con un nivel de confianza del 95,0% y el estadístico R2 indicó que el modelo así 

ajustado explica el 81,07% de la variabilidad en rA. En la figura 5.10 se muestra 

el gráfico del modelo ajustado. 
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Figura 5.10. Velocidad de crecimiento microbiano (rX) vs. velocidad de 

acetificación (rA) para acetificación de sustrato alcohólico de arándanos. 

 

La ecuación del modelo ajustado (5.4) resultó:  

 

rA = 0,614141 + 52,4115 × rX (5.4) 

 

De esta manera, se comprueba que un aumento en la velocidad de 

crecimiento bacteriano generó un incremento en la velocidad de acetificación, 

resultados que coinciden con aquellos obtenidos en la acetificación de mosto 

alcohólico de naranja. 

 

5.3.4.2. Velocidad específica máxima de crecimiento bacteriano 

(µM). 

Al igual que las µM calculadas en el proceso de vinagre de naranja, los 

menores valores se obtuvieron a las velocidades de agitación más bajas (317 y 

400 rpm) (Tabla 5.4), con lo que nuevamente se corroboró la estrecha relación 
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entre la velocidad de transferencia de oxígeno al cultivo y la velocidad de 

crecimiento microbiano. No obstante, los valores de µM determinados en cada 

ensayo del diseño de acetificación de mosto de arándanos (0,012 a 0,068 h-1) 

resultaron, en su mayoría, inferiores a los calculadas en las mismas 

condiciones para vinagre de naranja (0,053-0,192 h-1; capítulo 2, tabla 2.5). 

Puesto que µM resulta afectada cuando se produce algún tipo de 

inhibición no competitiva durante el proceso biológico (Ertola, Yantorno, & 

Mignone, 1994), podría pensarse que algún componente existente en la 

materia prima, en este caso arándanos, o algún producto metabólico generado 

por los microorganismos durante la fermentación alcohólica o la acetificación, 

podrían haber contribuido a disminuir los valores de µM respecto de los hallados 

para vinagre de naranja. Para intentar explicar esta diferencia, es conveniente 

recurrir al análisis de la composición química de las materias primas empleadas 

en cada producto. 

Los compuestos fenólicos de las bayas en general poseen actividades 

biológicas interesantes, entre las que se encuentra su actividad antimicrobiana. 

Se han informado numerosos estudios referidos al efecto de inhibición que 

aquellos produjeron especialmente sobre patógenos en humanos (R. 

Puupponen-Pimiä et al., 2001; Riitta Puupponen-Pimiä et al., 2005; Burdulis et 

al., 2009; Cisowska, Wojnicz, & Hendrich, 2011; Kurek, Grudniak, 

Kraczkiewicz-Dowjat, & Wolska, 2011). En algunos casos se sugirió que esos 

efectos no se debían sólo a compuestos fenólicos simples sino a polímeros 

fenólicos complejos como los taninos, bien elagitaninos o proantocianidinas, y 

que la actividad antimicrobiana de los extractos era un efecto sinérgico de 

varios compuestos fenólicos, muchos de ellos no identificados. Además, otros 

compuestos bioactivos de los extractos de plantas, solos o en combinación con 

fenoles, podrían ser responsables de la actividad antimicrobiana (R. 

Puupponen-Pimiä et al., 2001). Se han documentado varias referencias acerca 

del carácter bactericida o bacteriostático de los taninos sobre bacterias 

causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (Chung, Wong, Wei, 

Huang, & Lin, 1998; Kurek et al., 2011).  
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A partir de ocho tipos de bayas diferentes, Puupponen-Pimiä et al. 

(2005) aislaron y purificaron las fracciones de elagitanino, ácido elágico y ácido 

gálico para evaluar su actividad antimicrobiana sobre diferentes patógenos 

intestinales en humanos. De esta experiencia pudieron determinar que la 

fracción de elagitanino presentó una fuerte inhibición sobre Staphylococcus 

aureus mientras que Salmonella sv. typhimurium fue fuertemente inhibida con 

la fracción de ácido gálico. Además, Wen et al. (2003) encontraron que los 

ácidos hidroxicinámicos (también importantes en los arándanos) fueron 

bactericidas sobre Listeria monocytogenes a pH 4-5 y bacteriostáticos a 

mayores valores.  

Los mecansimos propuestos para explicar la actividad antimicrobiana 

de los taninos incluyen la desestabilización de la membrana citoplasmática, 

permeabilización de la membrana plasmática, inhibición de enzimas 

microbianas extracelulares, carencia de sustratos requeridos para el 

crecimiento microbiano, acción directa sobre el metabolismo microbiano a 

través de la inhibición de la fosforilación oxidativa, quelación de iones metálicos 

(Riitta Puupponen-Pimiä et al., 2005; Burdulis et al., 2009). 

Se ha reportado un trabajo en el que se evaluó el comportamiento de  

Acetobacter aceti en cultivo batch sobre un medio con 5000 mg/L de etanol 

(aproximadamente 6,25 % v/v) con agregados de diferentes concentraciones 

de fenoles (Hill & Daugulis, 1999). Allí se comprobó que estos compuestos 

inhibieron el crecimiento bacteriano y como consecuencia, se observaron 

reducciones en la velocidad específica de crecimiento y el rendimiento en 

biomasa. Este efecto resultó aún mayor a medida que se incrementó la 

concentración fenólica.  

Si bien no se han encontrado trabajos referidos a la actividad 

antimicrobiana de bayas y especialmente de arándanos sobre BAA, se podría 

pensar que las menores µM podrían haberse producido debido a un efecto 

bacteriostático de algún componente fenólico presente en esta materia prima. 

Por este motivo, se procedió a investigar la presencia de algunos de ellos como 

ácido elágico y gálico que, según se mencionó previamente, fueron los 
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componentes que se encontraron con actividad antimicrobiana, tanto en 

arándanos como en naranjas. 

En diferentes cultivos de arándanos de la variedad Vaccinium 

corymbosum se han informado concentraciones entre 0,75-6,65 mg de ácido 

elágico/100 g fruta y 1,95-4,76 mg ácido gálico/100 g fruta. Además, los 

derivados del ácido hidroxicinámico presentaron los siguientes rangos de 

concentración: ácido cafeico: 3,00-3,33 mg/100 g fruta,  ácido p-cumárico: 2,40-

7,15 mg/100 g fruta y ácido ferúlico: 3,45-4,16 mg/100 g fruta (Sellappan, Akoh, 

& Krewer, 2002).  

Por otro lado, en jugos de naranjas, el ácido fenólico más importante es 

el hidroxicinámico y sus derivados: ferúlico, p-cumárico, sinápico, cafeico y 

clorogénico, mientras que los ácidos hidroxibenzoicos, gálico y protocatecuico, 

están presentes en bajas cantidades (Sdiri, Salvador, Farhat, Navarro, & 

Besada, 2014). Específicamente, Kelebek et al. (2009) determinaron la 

siguiente composición para jugo de naranjas: 3,33±0,22 mg/L de ácido gálico, 

5,66±0,38 mg/L de ácido cafeico, 3,52±0,24 mg/L de ácido p-cumárico y 

24,06±1,62 mg/L de ácido ferúlico.  

Del análisis de las composiciones de ambos frutos se puede observar 

que el contenido de los ácidos gálico, cafeico y p-cumárico es 

aproximadamente 10 veces mayor y la del ácido ferúlico es 50 % superior en 

arándanos, mientras que no se hallaron trabajos que informen la presencia de 

ácido elágico o elagitaninos en jugos de naranja.  

Otras situaciones que contribuyeron a corroborar la hipótesis de un 

componente inhibidor presente en la materia prima fueron la mayor duración de 

la fase lag, y por ende una menor rA, en todos los tratamientos efectuados para 

la obtención de vinagres de arándanos, respecto de sus equivalentes en 

vinagre de naranja. También la tasa de crecimiento microbiano fue inferior. 

Concretamente, al finalizar cada proceso de acetificación el promedio de los 

recuentos bacterianos aumentó en un factor de aproximadamente 11 veces 

(recuento inicial: 7,25×108 bacterias/mL y recuento final: 7,95×109 

bacterias/mL) respecto de su valor inicial, mientras que en la bioxidación de 
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vino de naranja este factor fue 17 veces mayor (recuento inicial: 3,60×108 

bacterias/mL y recuento final: 6,06×109 bacterias/mL).   

Por otra parte, en un trabajo en el que se evaluaron componentes del 

aroma en vinagres de arándanos (Su & Chien, 2010), se detectó la presencia 

de ácido benzoico (relación de área de pico: 0,38±0,10), conocido agente 

conservante utilizado en alimentos, y especialmente activo a los bajos valores 

de pH existentes en los vinagres, debido al predominio de su forma no 

disociada.  

De esta manera, las menores µM determinadas en los procesos de 

obtención de vinagres de arándanos se podrían atribuir a la presencia de 

mayores concentraciones de compuestos fenólicos en la materia prima, de 

probada actividad bacteriostática o bactericida contra agentes patógenos, 

respecto de sus equivalentes en naranjas.  

 

5.4. Conclusiones 

El análisis del diseño experimental utilizando MSR indicó que los 

factores Vag y Qa ejercieron influencia significativa positiva sobre la velocidad 

de acetificación.  Sin embargo, a elevadas velocidades de agitación, superiores 

a 700 rpm, se observó una disminución en esta variable respuesta debida 

probablemente a un efecto de inhibición microbiana por exceso de oxígeno. 

También la Vag ejerció influencia significativa sobre el rendimiento GK, 

sin embargo, tal como se observó para rA, velocidades de agitación superiores 

a aproximadamente 700 rpm, provocaron un leve descenso en RGK, tal vez 

motivada por la evaporación de alguno de los componentes volátiles presentes 

en el sustrato. 

De acuerdo a este modelo, la combinación de los factores que 

maximizaron ambas respuestas simultáneamente fue de 677 rpm y 0,38 vvm y, 

en estas condiciones correspondió una rA=1,53 g/L/h y un RGK=87,04 %. El 

proceso de acetificación desarrollado según esos parámetros, presentó una  
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rA=1,52±0,06 g/L/h y un RGK=85,16±2,45 %, ambos valores muy similares a los 

predichos por el modelo. 

Se comprobó una elevada correlación lineal entre rA y rX, con lo que se 

verificó que un aumento en la velocidad de crecimiento bacteriano produjo un 

incremento en la velocidad de acetificación, tal como se observó para el estudio 

en vinagres de naranja. 

En la evaluación de los parámetros cinéticos rA y µM, se verificó que 

estos resultaron inferiores a los hallados para vinagre de naranja. Esta 

diferencia se atribuyó a dos causas posibles. La primera se relaciona con la 

especie de Acetobacter empleada en los ensayos que fue aislada a partir de 

naranjas de la región con lo que se infiere una mayor dificultad para adaptarse 

a un sustrato diferente. Por otra parte, la presencia de mayores 

concentraciones de compuestos fenólicos en los arándanos podría haber 

ejercido algún tipo de actividad inhibitoria hacia las BAA. La mayor extensión 

de la fase lag y la menor tasa de crecimiento  durante la acetificación de mosto 

alcohólico de arándanos podrían reforzar esta hipótesis. 
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6.1. Introducción 

El cultivo sumergido semicontinuo es el utilizado en la actualidad para 

la elaboración de vinagres a nivel industrial, como se ha mencionado en la 

Introducción general, apartado I.3.2., por lo que en este capítulo se analizó el 

proceso de obtención de vinagres de arándanos mediante este sistema y se 

evaluó el efecto de la proporción de carga sobre la velocidad de acetificación y 

rendimiento GK. De esta manera y dado el escaso volumen útil del biorreactor 

(2 L), se podría obtener mayor volumen de vinagre en el menor tiempo de 

proceso. 

 

6.2. Materiales y Métodos 

6.2.1. Preparación del cultivo iniciador de Acetobacter sp. 

El medio utilizado para la preparación del inóculo fue el sustrato 

alcohólico de arándanos (SA) formulado según se explicó en el capítulo 5, 

apartado 5.2.1.2, cuya concentración alcohólica fue de 5,9±0,6 % v/v. De esta 

forma se pretendió comenzar la adaptación del cultivo al medio alcohólico en la 

etapa previa a su ingreso al biorreactor. Una vez inoculado al 10 % con la cepa 

de Acetobacter sp., se incubó a 30 ºC con inyección de aire hasta lograr una 

concentración celular entre 3 y 5×108 bact./mL.  

El control de esta etapa se realizó tomando una muestra del sustrato 

luego de la inoculación y otra al finalizar el período de incubación y se 

determinaron los siguientes parámetros fisicoquímicos: pH, acidez total y  

recuento celular (RC), cuyas técnicas fueron descriptas en el apartado 5.2.4. 

del Capítulo 5. 
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6.2.2. Desarrollo del proceso de acetificación en sistema 

semicontinuo. 

Además del SA destinado a comenzar el proceso de acetificación, se 

debió preparar el volumen correspondiente a las recargas. Para ello se calculó 

la cantidad necesaria según el porcentaje C/D de cada una y, teniendo en 

cuenta la graduación alcohólica del mosto alcohólico de arándanos (MA), se 

preparó el volumen de la solución de nutrientes (Capítulo 5, apartado 5.2.1.2.) 

necesario para llevar a cabo la dilución del mismo hasta 6 % v/v. Se esterilizó a 

121 °C durante 15 min en autoclave tipo Chamberland VZ (Argentina) y una 

vez que esta solución recuperó la temperatura ambiente, se incorporó el 

volumen calculado de MA. Esta solución se mantuvo en condiciones asépticas 

hasta su uso durante el proceso. 

El proceso de acetificación de SA en sistema semicontinuo se realizó 

en biorreactor marca New Brünswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000 (New 

Jersey, USA), descripto en el apartado 2.2.2.3 del Capítulo 2.  

Puesto que el equipo no cuenta con el accesorio necesario para 

realizar la recarga de sustrato alcohólico durante el proceso, se adaptó un 

dosificador que se conecta al mismo mediante una manguera de silicona, 

ambos estériles (Figura 6.1.), del mismo modo en que se realizó para vinagre 

de naranja (Capítulo 3, apartado 3.2.3.).  
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Figura 6.1. Equipo de acetificación de sustrato alcohólico de arándanos en 

sistema semicontinuo. 

 

Según se determinó en los ensayos de acetificación de SA en sistema 

discontinuo (Capítulo 5, apartado 5.3.2.3.), las mejores condiciones para la 

obtención de un vinagre de arándanos se lograron a velocidades de agitación 

de 677 rpm y 0,76 L/min de aire (0,38 vvm), por lo que estos parámetros 

constituyeron las variables operativas del proceso semicontinuo. 

Análogamente al estudio efectuado con vinagre de naranja, se 

realizaron los ensayos en sistema semicontinuo comparando dos niveles de 

proporción de carga (C/D): 40 % (800 mL) y 60 % (1200 mL). Las respuestas 

analizadas en cada caso fueron la velocidad de acetificación (rA) y el 

rendimiento GK (RGK), previamente definidos en el Capítulo 2, apartado 2.2.3.1.  

El ensayo consistió en el desarrollo de dos ciclos de acetificación. El 

primero de ellos se dio por finalizado cuando la acidez total alcanzó valores 

entre 40-50 g/L, teniendo en cuenta las consideraciones referidas a la inhibición 
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del crecimiento de las BAA a elevadas concentraciones de acidez (Capítulo 3, 

apartado 3.2.4.).  

La descarga de 800 mL ó 1200 mL de vinagre de arándanos según el 

nivel de C/D evaluado, se realizó lo más rápidamente posible y, una vez 

concluida, se inició el agregado de SA desde el dosificador de recarga, en igual 

volumen que vinagre retirado previamente (Figura 6.2). Para evitar que la 

biomasa quede expuesta a modificaciones bruscas en las condiciones 

ambientales (Bu´Lock & Kristiansen, 1991; de Ory, Romero, & Cantero, 2004) 

este nuevo agregado se realizó lenta y progresivamente a razón de 14 mL/min 

(Tesfaye, García-Parrilla, & Troncoso, 2000; Tesfaye, Morales, García-Parrilla, 

& Troncoso, 2003).  

Concluida la recarga, se tomó una muestra del fermentador para 

establecer las condiciones iniciales del segundo ciclo oxidativo. Para ello se 

analizaron pH, acidez total, recuento celular y concentración de etanol 

(Capítulo 5, apartado 5.2.4. de Técnicas analíticas). Este nuevo ciclo se 

continuó hasta que se observó el inicio de una fase estacionaria en la 

producción de ácido, alrededor de 60 g/L de ácido acético.  
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Figura 6.2. Esquema de elaboración de vinagre de arándanos en sistema  

semicontinuo. 

 

Las condiciones iniciales del sustrato en todos los tratamientos fueron: 

pH: 2,92±0,10, volumen del sustrato: 2 L, concentración de alcohol: 5,9±0,3 % 

v/v y concentración de ácido acético: 10,14±0,62 g/L. 

El monitoreo del proceso se realizó a través de muestras tomadas del 

fermentador cada 4–6 horas, mediante determinaciones de pH, acidez total y 

recuento celular. La concentración de etanol se determinó al inicio y al final de 

cada ciclo. Con esta información, se graficaron las curvas de crecimiento 

microbiano (logaritmo natural de RC en función del tiempo) y evolución de la 

acetificación (acidez total en función del tiempo). 
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6.2.3. Tratamiento estadístico 

Cada nivel del factor C/D se ensayó por duplicado y el análisis 

estadístico de los datos se llevó a cabo mediante análisis de varianza, 

mediante el programa estadístico Statgraphics Centurion XV Corporate. Se 

consideró que hubo diferencias estadísticas significativas si el p-valor del 

ANOVA fue menor que 0,05. En los casos que así lo requirieron, se realizó la 

comparación de las medias mediante contraste múltiple de rangos utilizando el 

test de Fisher (LSD) para un nivel de confianza del 95 %.  

 

6.3. Resultados y Discusión 

Un primer análisis de las curvas de crecimiento de Acetobacter sp. y de 

producción de ácido acético (Figuras 6.3, 6.4, 6.5 y 6.6) demuestran el 

comportamiento característico de un metabolito asociado al crecimiento 

microbiano tal como se observó para la acetificación de vino de naranja 

(Capítulo 3, apartado 3.3.).  

Las BAA presentaron una fase de latencia de 9-11 horas, notablemente 

superior a la observada en el proceso de obtención de vinagre de naranja que 

resultó de 3-6 horas. Como ya se ha mencionado, la duración de esta fase 

depende de factores tales como la concentración inicial de etanol y ácido 

acético y la historia previa del cultivo (de Ory et al., 2004; Ndoye, Lebecque, 

Destain, Guiro, & Thonart, 2007). Sin embargo, las concentraciones iniciales de 

aquellos componentes y el inóculo utilizado se han mantenido como en el 

ensayo equivalente en vinagre de naranja por lo que se podría interpretar que 

la mayor extensión de la fase lag podría haber sido consecuencia del efecto 

inhibitorio de las mayores concentraciones de compuestos fenólicos presentes 

en los arándanos (Capítulo 5, apartado 5.3.4.2.).  
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Figura 6.3. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total durante 

acetificación de un sustrato alcohólico de arándanos en proceso semicontinuo 

con 40 % de carga/descarga (C/D). 

 

 

Figura 6.4. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total durante 

acetificación de un sustrato alcohólico de arándanos en proceso semicontinuo 

con 40 % de carga/descarga (C/D), (réplica). 
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Figura 6.5. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total durante la 

acetificación de un sustrato alcohólico de arándanos en proceso semicontinuo 

con 60 % de carga/descarga (C/D). 

 

 

Figura 6.6. Evolución del crecimiento microbiano y la acidez total durante la 

acetificación de un sustrato alcohólico de arándanos en proceso semicontinuo 

con 60 % de carga/descarga (C/D), (réplica). 
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Hasta el momento en que se alcanzó la concentración establecida para 

la primer descarga de vinagre de arándanos (40-50 g/L de ácido acético), la 

duración del primer ciclo fue de 25-30 horas y la rA alcanzada fue de 1,4±0,2 

g/L/h para C/D=40 % y 1,2±0,1 g/L/h para C/D=60 % (Tabla 6.1). Estos 

resultados así como los RGK (91,1±0,3 % y 91,4±0,1 % para C/D=40 % y 60 %, 

respectivamente) no presentaron diferencias estadísticas significativas entre 

ellos ya que este primer ciclo se comporta como un proceso discontinuo para 

ambos procesos desarrollados en condiciones iniciales similares. 

 

Tabla 6.1. Velocidad de acetificación y rendimiento GK en cada ciclo de la 

acetificación de un sustrato alcohólico de arándanos en sistema semicontinuo 

con diferentes proporciones de carga/descarga (C/D).  

 Proporción de carga (C/D) 

 40 % 60 % 

rA1 [g/L/h] 1,4±0,2a 1,2±0,1a 

rA2  [g/L/h] 3,8±0,3b 3,5±0,1b 

RGK,1 [%] 91,1±0,3a 91,4±0,1a 

RGK,2 [%] 92,3±0,1a 90,2±3,2a 

rA1: velocidad de acetificación en 1° ciclo; rA2: velocidad de acetificación en 2° ciclo; 

RGK,1: rendimiento GK en 1° ciclo; RGK,2: rendimiento GK en 2° ciclo. Letras diferentes 

en una misma fila indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

de los distintos niveles de C/D (p<0,05). Letras diferentes en una misma columna 

indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias de cada ciclo. 

 

En el comienzo del segundo ciclo de acetificación se observó la 

ausencia de una fase lag definida (Figuras 6.3, 6.4, 6.5 y 6.6) análogamente a 

lo sucedido en el proceso de obtención de vinagre de naranja (Capítulo 3, 

apartado 3.3.). Nuevamente, se puede inferir que la elevada población 
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bacteriana en crecimiento exponencial existente aún luego de la dilución con 

sustrato alcohólico (1,7×109-2,2×109 bacterias/mL) así como su adaptación 

gradual a los elevados niveles de acidez logrados durante el primer ciclo, 

podrían haber disminuido el período de adaptación a las nuevas condiciones 

ambientales.  

Sin embargo, otra interpretación podría realizarse mediante el análisis  

de la concentración de fenoles totales (FT) presentes en el volumen remanente 

en el fermentador luego de realizar la primera descarga establecida de vinagre. 

Teniendo en cuenta que el contenido de estos compuestos depende de las 

técnicas de procesado, de la presencia de oxígeno, enzimas y temperatura de 

trabajo (Su & Chien, 2007) y que se ha informado una fuerte degradación o 

transformación fenólica luego de la acetificación en sistema sumergido de vino 

tinto, vino blanco y sidra (Andlauer, Stumpf, & Fu, 2000) en la presente tesis se 

evaluó la concentración de FT en estas instancias.  Luego del proceso de 

acetificación se determinó una reducción del 51 % (Capítulo 7, apartado 

7.3.1.2) respecto de su contenido en SA. Por lo tanto, el contenido fenólico 

adicionado con cada recarga de SA se vería disminuido por un efecto de 

dilución con el sustrato transformado existente en el biorreactor. Como 

consecuencia se podría inferir que el efecto inhibitorio se vería reducido y con 

ello, contribuiría a disminuir la fase lag.  

Los resultados de rA durante el segundo ciclo (Tabla 6.1) indicaron que 

ésta fue 2,7 veces superior a las del primer ciclo para una C/D del 40 % y 2,9 

veces superior para una C/D del 60 %. Nuevamente, se corroboró en este caso 

que el importante incremento de rA respecto de la primera etapa, se 

fundamenta en la adaptación del cultivo bacteriano a las condiciones 

ambientales extremas reinantes en el medio. No obstante, es imprescindible el 

desarrollo de un mínimo de dos ciclos ya que de esta manera, un inóculo 

procedente de cultivos puros podría aumentar su habilidad para la fermentación 

y, en consecuencia, la velocidad de acetificación (Tesfaye et al., 2003; de Ory 

et al., 2004; Ndoye et al., 2007).  

La comparación de las medias de rA para el primer ciclo de los 

tratamientos realizados durante la obtención de vinagre de naranja con 
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respecto a aquellas alcanzadas durante la acetificación de sustrato alcohólico 

de arándanos indicó que hubo diferencias estadísticas significativas entre ellas 

(p<0,05). Sin embargo, el mismo análisis efectuado con respecto al segundo 

ciclo indica que no hubo diferencias estadísticas significativas (p>0,05) entre 

las rA de los procesos de diferente materia prima de origen.  

Teniendo en cuenta la expresión de cálculo de la velocidad de 

acetificación (Capítulo 1, apartado 1.2.4.) y considerando que la diferencia de 

acidez total final e inicial se mantuvo relativamente constante en todos los 

tratamientos (se partió y descargó a niveles similares de acidez), se deduce 

que el tiempo de cada etapa fue el factor que influyó en rA.   

A los fines de facilitar el análisis, se presentan las curvas de evolución 

de acidez total en todos los tratamientos en función del tiempo, en un mismo 

gráfico (Figura 6.7). Allí se puede apreciar claramente las diferencias en la 

duración de cada ciclo: mientras el primero se desarrolló en 25-30 horas, el 

segundo se concretó en 9–12 horas. Si se comparan estos períodos con sus 

análogos en vinagre de naranja es de notar que, si bien la extensión del primer 

ciclo fue inferior (18-22 horas) en éste último tal como era de esperar, no se 

observaron diferencias sustanciales con respecto a los correspondientes al 

segundo ciclo, en que el vinagre de naranja se concretó en 10-13 horas. Por lo 

tanto, aquí también se aprecia el efecto de la adaptación celular a los elevados 

niveles de acidez y/o a la dilución de los FT que se mencionó anteriormente. 

Incluso se podría deducir que las Acetobacter sp., aclimatadas a estas nuevas 

condiciones ambientales, presentaron una elevada versatilidad a los diferentes 

sustratos ensayados, en este caso los provenientes de naranja y arándanos.  
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Figura 6.7. Evolución de la acidez total durante acetificación de sustrato 

alcohólico de arándanos en proceso semicontinuo. T1A: tratamiento con 40 % 

de carga/descarga (C/D); T2A: réplica de tratamiento con C/D: 40 %; T3A: 

tratamiento con C/D: 60 %; T4A: réplica de tratamiento con C/D: 60 %. 

 

En el presente trabajo de investigación se observó una producción 

exponencial de acidez total hasta valores de 60,7±1,7 g/L en coincidencia con 

el comienzo de la fase estacionaria de crecimiento ocurrida a las 32-37 horas 

de iniciado el proceso, cuando no se registraron aumentos sucesivos en la 

densidad celular. Este comportamiento probablemente fue consecuencia del 

agotamiento del sustrato alcohólico ya que la concentración final en todos los 

casos fue de 0,102±0,074 % v/v. Aunque el crecimiento exponencial ocurrido 

aún a las concentraciones de acidez mencionadas indicó una elevada 

resistencia a este compuesto, serán necesarios mayores estudios para 

establecer los límites de tolerancia de la Acetobacter sp. empleada.  

El análisis de los rendimientos GK mostró que no hubo diferencias 

estadísticas significativas entre los ciclos e incluso entre las diferentes 
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pérdidas por evaporación de los componentes volátiles, éstas se mantuvieron 

constantes durante el proceso. 

El análisis de varianza realizado sobre la velocidad de acetificación y el 

rendimiento GK correspondientes al segundo ciclo, indica que no hubo 

diferencias estadísticas significativas para los niveles de proporción de carga 

evaluados, 40 % y 60 % (p>0,05), del mismo modo que se observó para el 

estudio realizado en vinagre de naranja. Tal como fuera mencionado en esa 

oportunidad un comportamiento similar fue informado en vinagres de vino de 

Jerez obtenidos en sistema sumergido con Acetobacter aceti donde la 

alimentación con 60 g/L de etanol produjo valores prácticamente constantes de 

ácido acético para cualquier volumen descargado, y la razón fue atribuida a 

que a esa concentración alcohólica la conversión es total para todos los niveles 

de C/D (Macias, Caro, & Cantero, 1997). Debido a la escueta información 

suministrada en ese trabajo no fue posible realizar una comparación estadística 

entre los valores reportados y los correspondientes a la presente investigación. 

No obstante se pudo apreciar que los valores de rA (4,5 g/L/h para C/D=40 % y 

4,0 g/L/h para C/D=60 %) resultaron levemente superiores a los hallados en el 

presente trabajo de tesis.  

 

6.4. Conclusiones 

Se observó el comportamiento característico de un sistema 

semicontinuo en el cual se logró incrementar la velocidad del proceso con la 

incorporación de un nuevo ciclo oxidativo y obtener mayor volumen de producto 

que durante un sistema discontinuo desarrollado en las mismas condiciones 

operativas.  

Durante el primer ciclo se determinó una fase lag de mayor extensión 

respecto de la observada en el ensayo análogo en vinagre de naranja que se 

atribuyó a una probable actividad antimicrobiana debida a las mayores 

concentraciones de compuestos fenólicos presentes en estas bayas. Esto 
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produjo un incremento en el tiempo del primer ciclo y por ende, afectó la 

velocidad de acetificación. 

En la segunda etapa del proceso biooxidativo, la velocidad de 

acetificación aumentó entre 2,7-2,9 veces con respecto a la primera como 

consecuencia de la probable adaptación del cultivo de BAA a los elevados 

niveles de acidez aunque también podría deberse a un efecto de dilución de la 

concentración de compuestos fenólicos luego de la recarga de medio de cultivo 

fresco.    

Tal como ocurrió en los ensayos de vinagre de naranja, la especie de 

Acetobacter utilizada demostró que fue capaz de tolerar elevados niveles de 

acidez, alrededor de 60 g/L expresado como ácido acético. No obstante, 

también en este caso queda pendiente la evaluación del nivel de tolerancia a la 

acidez en un proceso de acetificación con mayor número de ciclos y aumento 

gradual en la concentración de alcohol, lo que mejoraría su futuro uso en la 

industria.  

No se determinaron diferencias estadísticas significativas en los 

rendimientos GK en ninguno de los niveles evaluados lo que indicó que las 

pérdidas por evaporación se mantuvieron constantes durante el proceso. 

En las condiciones analizadas, con una descarga/carga del 60 % no se 

vieron significativamente afectados la velocidad de acetificación y el 

rendimiento GK respecto de una descarga del 40 %. Por este motivo y con el 

objeto de desarrollar una fermentación económicamente eficiente y obtener 

mayor volumen de producto, se puede establecer a priori, una proporción de 

carga/descarga de 60% para cada ciclo de un proceso semicontinuo.  
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7.1. Introducción 

Los arándanos son considerados como las bayas que poseen mayor 

actividad antioxidante (Eichholz, Huyskens-Keil, & Rohn, 2015). Este efecto 

está asociado a su alta concentración en compuestos fitoquímicos naturales 

como compuestos fenólicos, entre ellos antocianinas, y ácido ascórbico, tal 

como se mencionó en el Capítulo 5. Como consecuencia de los posibles 

beneficios para la salud (protección contra enfermedades coronarias, procesos 

inflamatorios, cáncer, entre otras), desde hace tiempo se está prestando 

atención a los cambios que experimentan antocianinas y compuestos fenólicos 

en general, durante el procesamiento y almacenamiento de productos 

obtenidos con diferentes bayas. 

El perfil de compuestos fenólicos en arándanos está constituido 

predominantemente por flavonoides, en su mayoría antocianinas y algunos 

flavonoles como la quercetina, y ácidos fenólicos entre los que se han 

encontrado ácido cafeico, clorogénico, p-cumárico, ferúlico y p-hidroxibenzoico 

(Rodarte Castrejón, Eichholz, Rohn, Kroh, & Huyskens-Keil, 2008; Eichholz et 

al., 2015). 

El contenido de polifenoles en estos frutos no sólo es afectado por  

diferencias genéticas de los cultivos, condiciones ambientales de pre-cosecha y 

grado de madurez al momento de la cosecha, sino también por cambios 

fisiológicos durante la maduración y post-cosecha (Zadernowski, Naczk, & 

Nesterowicz, 2005; Eichholz et al., 2015).  

Las antocianinas son compuestos polifenólicos responsables de las 

atractivas coloraciones roja, azul y violeta en numerosas hojas, flores y frutos 

(Kalt et al., 2003; Wang & Xu, 2007; Sablani, 2015). Son glucósidos de 

antocianidinas (aglicona), cuya estructura básica está formada por un núcleo 

de benzopirilio (A) y un anillo fenólico (B), que en conjunto se denominan ión 

flavilio. Las diferentes sustituciones en el anillo B originan las diversas 

antocianidinas conocidas (Figura 7.1). 
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Figura 7.1. Estructura general de las antocianinas (Castañeda-Ovando, 

Pacheco-Hernández, Páez-Hernández, Rodríguez, & Galán-Vidal, 2009) 

 

Los principales factores que gobiernan la degradación de las 

antocianinas son el pH, la temperatura y la concentración de oxígeno 

(Damodaran, Parkin, & Fennema, 2010). Otros factores de menor importancia 

son la luz, ácido ascórbico, enzimas degradativas, entre otros (Castañeda-

Ovando et al., 2009; Moldovan, David, Chisbora, & Cimpoiu, 2012).  

La acidez tiene un efecto protector sobre la estructura de las 

antocianinas, a pH ácidos adquieren una estructura oxonio estable de catión 

flavilio coloreado mientras que, cuanto más elevado es el pH, aparecen 

estructuras quinoidales inestables que se degradan con rapidez (Badui Dergal, 

2013).  

Los aumentos de temperatura provocan un efecto adverso sobre la 

estructura de las antocianinas, especialmente durante el tratamiento térmico o 

el almacenamiento (Su & Chien, 2007). En experiencias realizadas a diferentes 

temperaturas y a pH 3 y 7, se han informado velocidades de degradación 10,7 

veces superior a 37 °C respecto de la determinada a 2 °C, para los pH 

evaluados (Moldovan et al., 2012). 

Un factor particularmente importante en esta investigación es el 

oxígeno, por las condiciones aerobias del proceso de acetificación. Por su 

insaturación,  las antocianinas son sensibles al oxígeno molecular. Además, la  

presencia de oxígeno potencia el efecto de otros factores que favorecen la 

inestabilidad de las mismas. El mecanismo de la oxidación puede ser directo 
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y/o indirecto, en el que las antocianinas reaccionan con compuestos que han 

sido previamente oxidados, dando lugar a la formación de productos de color 

marrón o incoloro. También pueden reaccionar con radicales de oxígeno, 

actuando en este caso como antioxidantes, y es esta característica la que 

otorga los efectos beneficiosos hacia la salud humana (Rein, 2005).   

Si bien la luz es esencial durante la biosíntesis de las antocianinas, 

presenta un efecto perjudicial durante los tratamientos poscosecha, ya que 

acelera su degradación (Rein, 2005).  

El ácido ascórbico induce la degradación de las antocianinas a través 

del peróxido de hidrógeno que se forma durante su oxidación. Esta reacción se 

acelera en presencia de cobre y se inhibe en presencia de flavonoles como la 

quercetina. El mecanismo de degradación es debido a la ruptura del anillo de 

pirilio provocada por el peróxido de hidrógeno (Damodaran et al., 2010). 

Algunas enzimas como las glicosidasas y las polifenoloxidasas (PPO) 

ocasionan la pérdida de la estabilidad de las antocianinas. Las primeras 

provocan la ruptura entre el azúcar y la aglicona, generando una menor 

solubilidad en las antocianidinas y su transformación en productos incoloros 

(Damodaran et al., 2010), mientras que las PPO oxidan los o-difenoles en 

presencia de oxígeno y la o-quinonas liberadas durante esta reacción, 

degradan las antocianinas (Damodaran et al., 2010; Routray & Orsat, 2011). 

El agua puede actuar como nucleófilo y atacar el catión flavilio en el C-

2 de la estructura química de las antocianinas (Figura 7.1), formando una base 

carbinol incolora. Sin embargo, esta degradación puede variar, dependiendo de 

la concentración de azúcares o con el fenómeno denominado copigmentación 

(Zapata, 2014). Cuando los azúcares se encuentran en altas concentraciones, 

la actividad acuosa es baja, por lo que las moléculas de agua tienen menores 

posibilidades de atacar el catión flavilio para formar la base carbinol. Sin 

embargo, cuando los azúcares están en bajas concentraciones, la actividad de 

agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradación 

(hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradación de las antocianinas  

(Lewis & Walker, 1995; Kopjar, Bilić, & Piližota, 2011). 
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Tal como se mencionó en el Capítulo 4, dado el amplio reconocimiento 

científico de los beneficios del mayor consumo de alimentos ricos en 

componentes antioxidantes, en el presente capítulo se analizaron 

especialmente las variaciones en las concentraciones de antocianinas totales, 

fenoles totales y actividad antioxidante durante todo el proceso de elaboración 

de vinagre de arándanos. Además, se realizó su caracterización teniendo en 

cuenta los estándares especificados en las legislaciones argentina y española. 

 

7.2. Materiales y Métodos 

7.2.1. Evolución de componentes antioxidantes. 

Se evaluaron las concentraciones de los principales componentes 

antioxidantes, fenoles totales (FT) y antocianinas totales (AntT), y se determinó 

la actividad antioxidante (AA) mediante los métodos ABTS y DPPH, según las 

técnicas analíticas descriptas en el apartado 7.2.3.  

Con el objeto de analizar las modificaciones ocurridas en esas 

características de calidad, se tomaron muestras en las siguientes etapas del 

proceso de obtención de vinagre de arándanos (Figura 7.2): materia prima, 

sustrato destinado a vinificación (SV), sustrato alcohólico destinado a 

acetificación (SA), vinagre joven o recién obtenido (Va0) y vinagre de 

arándanos al cabo de un período de maduración de 6 meses (Va6), según se 

indica en la Figura 7.2.  

A los efectos de la maduración o envejecimiento, los vinagres se 

envasaron en botellas de vidrio color caramelo con el fin de disminuir los 

riesgos de alteración de las antocianinas y se almacenaron en ambiente de 

laboratorio a temperaturas que oscilaban entre 20-25 °C, simulando 

condiciones de comercialización o de alacena, una vez adquirido por el 

consumidor. 
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7.2.2. Caracterización del vinagre de arándanos. 

Las muestras de vinagre de arándanos empleadas en la 

caracterización fueron obtenidas de una serie de tres procesos (réplicas) 

desarrollados a 30 °C, 677 rpm y un caudal de aire de 0,76 L/min (condiciones 

de máxima velocidad acetificación y rendimiento GK, según fueron 

determinadas en Capítulo 5, apartado 5.3.2.3.). Las condiciones del sustrato se 

mantuvieron como en todos los ensayos de acetificación realizados en este 

trabajo de investigación. 

Considerando las escasas especificaciones reglamentadas para 

vinagres de procedencia frutal (Capítulo 4, apartado 4.1), los parámetros 

fisicoquímicos analizados en el vinagre de arándanos para su caracterización, 

se basaron en los estándares de calidad especificados para vinagre de vino. 

De esta manera, se determinó acidez total, acidez fija, acidez volátil, pH, 

extracto seco, cenizas totales, densidad, azúcares reductores totales y etanol 

residual (apartado 7.2.3. de “Técnicas analíticas”), en las siguientes etapas: 

vinagre joven (Va0) y vinagre envejecido o madurado (Va6). 
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Figura 7.2. Esquema de toma de muestras (TM) para caracterización del 

vinagre de arándanos. 
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7.2.3. Técnicas analíticas 

Acidez total: mediante titulación potenciométrica con solución de 

hidróxido de sodio (NaOH) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). El 

resultado se expresó como g de ácido acético por 100 mL de vinagre (se 

asumió que toda la acidez del medio se debe a este ácido).  

Acidez fija: mediante técnica basada en la evaporación a sequedad, 

en repetidas veces, de una muestra de vinagre previamente filtrado (AOAC, 

2005, 18th Ed., Official Method 930.35). El resultado se expresó en g de ácido 

acético por 100 mL de vinagre.  

Acidez volátil: definida convencionalmente como la diferencia entre los 

valores de su acidez total y fija, expresadas ambas en g de ácido acético por 

100 mL de vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

pH: método potenciométrico, con peachímetro BOECO modelo BT-500 

(Germany) (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

Extracto seco: el método oficial para vinagres se basa en la 

evaporación de la muestra de vinagre en baño de agua en ebullición y posterior 

desecación en estufa a 100-105 ºC durante 2,5 horas. El resultado se expresó 

como % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35).  

Cenizas totales: la técnica incluye sucesivas evaporaciones, 

incineración a 500 - 550 °C y redisoluciones repetidas durante tres veces del 

residuo de evaporación proveniente de un volumen de vinagre. El resultado se 

expresó en % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). 

Densidad: mediante densímetro peso específico a 15 ºC 1,000/1,500: 

0,005, expresada en g/mL de vinagre. 

Azúcares reductores totales: mediante técnica volumétrica de Lane-

Eynon (AOAC, 1995, 16th Ed., Official Method 923.09), previa hidrólisis ácida 

de la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de vinagre. 

Concentración de etanol residual: método enzimático (Boehringer 

Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035). El resultado se expresó como 

% (v/v) de vinagre. 
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Antocianinas totales: se determinaron a través del método diferencial 

de pH (Giusti & Wrolstad, 2001). Para la cuantificación se preparó una solución 

buffer de cloruro de potasio 0,025 M ajustado con ácido clorhídrico a pH 1,0 y 

otra de acetato de sodio 0,4 M ajustado con ácido acético a pH 4,5. Un 

volumen de muestra fue adicionada de la solución tampon de cloruro de 

potasio (pH 1,0) y se midió la absorbancia a 510 nm (longitud de onda de 

máxima absorción de antocianinas) con un espectrofotómetro UV-visible 

SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japan). Posteriormente, y con el propósito de 

efectuar la corrección de la medida debida a la presencia de compuestos 

degradados o sustancias interferentes, se midió la absorbancia a 700 nm. La 

misma dilución y procedimiento se realizó utilizando solución buffer de acetato 

de sodio (pH 4,5) con el fin de eliminar la absorbancia debida a la intensidad de 

color de pigmentos poliméricos amarronados y antocianinas degradadas. Las 

mediciones se realizaron contra un blanco de agua ultra pura (Zapata, 2014).  

La diferencia en las absorbancias a la longitud de onda de máxima 

absorción es proporcional al contenido de antocianinas (Wrolstad, 1993). La 

concentración de estos compuestos presentes en la fruta se expresó como mg 

cianidina-3-glucósido/kg de arándano, mientras que para las muestras líquidas 

(SV, SA, vinagres) se expresó como mg cianidina-3-glucósido/L de muestra. 

Fenoles totales: se empleó el método basado en la reducción del 

reactivo de Folin-Ciocalteu (Saura-Calixto, 1998). Este reactivo consiste en una 

mezcla de ácidos fosfowolfrámico y fosfomolíbdico en medio básico, que se 

reducen al oxidar los compuestos fenólicos presentes en la muestra, originando 

óxidos azules de wolframio (W8O23) y molibdeno (Mo8O23). Para la 

cuantificación se mezcló un volumen de muestra con otro del reactivo y se 

agregó solución de carbonato de sodio al 20 % y agua ultra pura. Luego de 

agitar esta mezcla se incubó a temperatura ambiente (25±1 ºC) durante 30 

minutos en la oscuridad. Por último, se midió la absorbancia de estas muestras 

a 760 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603 

(Japan). Todas las lecturas se realizaron contra un blanco compuesto de agua 

ultra pura, solución de carbonato de sodio al 20 % y Reactivo de Folin-

Ciocalteu (Zapata, 2014).  
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Se utilizó ácido gálico como fenol de referencia, por lo que los 

resultados en la fruta se expresaron como mg equivalente de ácido gálico 

(GAE)/100 g de arándano, mientras que para las muestras líquidas (SV, SA, 

vinagres), se expresaron como mg de equivalente de ácido gálico (GAE)/100 

mL de muestra. 

Actividad antioxidante: la actividad antioxidante de las muestras se 

determinó por dos métodos: ABTS y DPPH. Se utilizó ácido L-ascórbico como 

antioxidante de referencia y los resultados, para la fruta, se expresaron como 

mg de equivalente de ácido ascórbico (EAA)/100 g de arándano, mientras que 

para las muestras líquidas se expresó como mg de equivalente de ácido 

ascórbico (EAA)/100 mL de muestra (SV, SA, vinagre). 

Método del radical ABTS•+: el radical ABTS•+ se obtiene tras la reacción 

de 2,2´ azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-ácido sulfónico), ABTS, con persulfato 

potásico (2,45 mM, concentración final) incubados en la oscuridad durante 12 

h. Una vez formado el radical ABTS•+ se efectuó una dilución con buffer fosfato 

a pH 7,4 hasta obtener un valor de absorbancia de 0,70 a 734 nm (longitud de 

onda de máxima absorción) (Re et al., 1999). Durante la reacción con 

antioxidantes (fenoles, vitamina C u otros) pasa a su forma neutra e incolora y 

puede observarse espectrofotométricamente (Zapata, 2014). 

La determinación de la actividad antioxidante de las muestras se 

realizó mezclando un volumen de éstas con otro de solución diluida de radical 

ABTS•+, se agitó durante 30 segundos a 1600 rpm e incubó a temperatura 

ambiente (25±1 ºC) y en oscuridad durante 20 minutos. Luego se midió la 

absorbancia a 734 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 

1603 (Japan). El control se preparó de la misma forma pero en vez de muestra 

se utilizó un volumen de agua ultra pura. 

Se construyó una curva de calibrado con cinco puntos de 

concentraciones conocidas de soluciones patrón de ácido ascórbico, tratadas 

como se explicó en el párrafo anterior. 

Método del radical DPPH•: esta técnica se basa en la reducción de la 

absorbancia a 517 nm del radical DPPH• o 2,2-difenil-1-picril hidrazilo por la 
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acción de antioxidantes. Este radical es de color violeta intenso y se vuelve 

incoloro o amarillo pálido cuando reacciona con antioxidantes que lo 

neutralizan (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995).  

En primer lugar se preparó una solución madre de DPPH• en una 

concentración de 200 mg/L y se conservó en refrigeración a 4±1 ºC en envase 

de vidrio color caramelo y envuelto en papel de aluminio hasta el momento de 

ser utilizado. Para las determinaciones analíticas, se realizó una dilución 1/10 

de esa solución empleando metanol calidad HPLC como solvente (Brand-

Williams et al., 1995). Las medidas de la actividad antioxidante de las muestras 

se realizaron mezclando un volumen de la muestra con otro de solución diluida 

de DPPH. Luego de agitar durante 30 segundos a 1600 rpm se incubó a 

temperatura ambiente (25±1 ºC) y en oscuridad durante 30 minutos. Luego se 

midió la absorbancia a 517 nm en espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU, 

modelo UV 1603 (Japan). El control se preparó de la misma forma pero en vez 

de muestra, se utilizó un volumen de agua ultra pura. Con estos datos se 

calculó la diferencia de absorbancia (absorbancia del control menos 

absorbancia de la muestra) a los 30 minutos de iniciada la reacción entre el 

radical y los antioxidantes presentes en la muestra (Zapata, 2014).  

Se construyó una curva de calibrado con cuatro puntos de 

concentraciones conocidas de soluciones patrón de ácido ascórbico, tratadas 

como se explicó en el párrafo anterior. 

 

7.2.4. Tratamiento estadístico. 

Cada una de las determinaciones se efectuó por triplicado. Se 

analizaron los resultados mediante análisis de varianza y, cuando fue necesario 

(p<0,05), se aplicó el procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) de 

Fisher. En todos los casos se utilizó un nivel de confianza del 95 %. 

Con el fin de evaluar la relación entre los diferentes componentes 

antioxidantes analizados y la actividad antioxidante, se obtuvieron los 

coeficientes de correlación (r). Se consideró que hubo una correlación 

significativa entre dos variables cuando p<0,05.   
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Todos los análisis estadísticos de los datos se realizaron con el 

programa Statgraphics Centurión XV Corporate. 

 

7.3. Resultados y Discusión 

7.3.1. Evolución de componentes antioxidantes. 

Tanto los componentes bioactivos, antocianinas totales y fenoles 

totales, como la actividad antioxidante medida por los métodos ABTS y DPPH, 

experimentaron una importante reducción a lo largo del proceso de obtención 

de vinagre de arándanos (Tabla 7.1.).  

 

Tabla 7.1. Concentración de componentes antioxidantes presentes en distintas 

etapas del proceso de obtención de vinagre de arándanos.  

 

Antocianinas 
totales 

(mg cian.-3-
gluc./L) 

Fenoles totales 
(mg GAE/100 

mL) 

ABTS 
(mg EAA/100 

mL) 

DPPH 
(mg EAA/100 

mL) 

Fruta 873,80±3,44 (1)a 430,18±9,40 (2)a 800,98±3,22(3)a 559,99±7,28(3)a 

 SV 243,91±10,14b 121,40±2,55c 62,48±0,91c 40,14±0,35c 

SA 32,57±0,41c 130,30±1,21b 73,58±0,25b 53,41±0,74b 

Va0 18,38±0,78d 64,52±1,42d 57,37±1,87d 24,12±1,02d 

Va6 7,52±1,80e 41,37±1,93e 42,23±0,27e 15,4±0,35e 

SV: sustrato de arándanos para vinificación, SA: sustrato alcohólico de arándanos, 

Va0: vinagre joven de arándanos, Va6: vinagre de arándanos con 6 meses de 

maduración. (1) La concentración de AntT se expresó en mg cianidina-3-glucósido/kg 

fruta. (2) La concentración de FT se expresó en mg GAE/100 mg fruta. (3) La actividad 

antioxidante se expresó en mg EAA/100 mg fruta. Letras distintas en la misma 

columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las medias de los productos 

de cada etapa analizada. 
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7.3.1.1. Antocianinas Totales. 

La concentración de AntT disminuyó durante el proceso de obtención 

de vinagre. La pérdida de estos compuestos desde la materia prima hasta el 

vinagre recién obtenido (Va0) fue de 98 %. Su & Chien (2007) llegaron a un 

resultado similar en la elaboración de vinagre de arándanos, con una reducción 

de la concentración de AntT superior al 99%, respecto de la materia prima. 

La disminución entre la fruta y el SV fue de 72 %, debido 

principalmente a la dilución efectuada en el acondicionamiento del sustrato. 

Además, tal como se explicó en la introducción de este capítulo, las moléculas 

de antocianinas probablemente sufrieron el ataque nucleofílico del agua al 

catión flavilio, formando compuestos incoloros (Kopjar et al., 2011).  

Durante la fermentación alcohólica, es decir entre SV y SA, el 

contenido de AntT se redujo en un 87 %. También Ubeda et al. (2013) 

determinaron una pérdida entre 63-85 % durante la fermentación alcohólica en 

estudios de obtención de vinagre de frutilla. Klopotek, Otto, & Boehm (2005) 

hallaron resultados similares en la fabricación de vinagre de frutilla, obteniendo 

una reducción de la concentración de AntT del 69-79 %. El deterioro de estos 

componentes en esta etapa fermentativa pudo estar relacionada con la cepa de 

levadura utilizada en la fermentación (Ubeda et al., 2011), posiblemente debido 

a la adsorción de AntT a las paredes celulares de las cepas de levaduras 

utilizadas (Morata, Gomez-Cordoves, Colomo, & Suarez, 2005), y a reacciones 

de condensación con acetaldehído formado durante el metabolismo de las 

levaduras Saccharomyces cerevisiae (Bosso & Guaita, 2008). Además, se ha 

informado la desaparición de antocianinas monoméricas durante la etapa de 

vinificación, debida a reacciones de polimerización y formación de nuevos 

pigmentos de bajo y alto peso molecular (Pérez-Trujillo, Hernández, López-

Bellido, & Hermosín-Gutiérrez, 2011). La pérdida de Ant obtenida en esta tesis, 

levemente superior a los rangos informados, podría atribuirse al ataque 

nucleofílico del agua al catión flavilio de las antocianinas como consecuencia 

de la dilución efectuada para el acondicionamiento de SA. 
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El contenido de AntT se redujo en un 44 % durante la etapa de 

acetificación, es decir entre SA y Va0. Este comportamiento puede atribuirse a 

que estos compuestos constituyen un sustrato fácilmente degradable por las  

enzimas polifenoloxidasas (PPO), más aún considerando las características de 

esta etapa, es decir, elevado contacto con el oxígeno y temperatura de trabajo 

ubicada dentro del rango óptimo de actividad de estas enzimas (25-35 °C) 

(Damodaran et al., 2010; Jeantet, Croguennec, Schuck, & Brulé, 2010). Su & 

Silva (2006) informaron una reducción del 79 % en el contenido de AntT 

durante la obtención de un vinagre de arándanos y la atribuyeron a los factores 

mencionados previamente. Este porcentaje de pérdida de AntT resultó bastante 

mayor que la registrada en el presente trabajo de investigación, lo que podría 

deberse a que estos autores emplearon un sistema estático (superficial) de 

fermentación, que requiere de mayores tiempos para la obtención del producto 

final. De esta manera, al ser mayor el tiempo de contacto del sustrato con el 

oxígeno, podría aumentar la degradación de las AntT. 

Durante la etapa de maduración (Va0 a Va6) la concentración de AntT 

se redujo en un 59 %. Este comportamiento ha sido observado en una amplia 

variedad de productos obtenidos de arándanos (jugos, puré, extractos) y 

atribuido al incremento de la cinética de degradación con la temperatura y el 

tiempo de calentamiento o de almacenamiento (Brownmiller, Howard, & Prior, 

2008; Hernández-Herrero & Frutos, 2011; Syamaladevi, Andrews, Davies, 

Walters, & Sablani, 2012; Zapata, 2014). 

 

7.3.1.2. Fenoles Totales. 

La concentración de FT en el vinagre depende de las técnicas de 

procesado, como el tiempo de fermentación alcohólica donde el medio 

hidroalcohólico está en contacto con la piel, del triturado y del prensado, 

además de la presencia de oxígeno, enzimas y temperatura de trabajo (Su & 

Chien, 2007).  

En la presente investigación se observó una importante disminución en 

la concentración de FT (85 %) en el vinagre respecto de la fruta, debido 
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probablemente a la fuerte oxidación provocada por las condiciones aeróbicas 

del proceso y por la dilución efectuada durante el acondicionamiento de los 

sustratos. 

La concentración de FT entre la materia prima y el SV disminuyó un 

72%, atribuida, como se señaló anteriormente, a la dilución de la mezcla de 

arándanos triturados para evitar su gelificación, debido al elevado contenido de 

pectinas en estas bayas (Proctor & Peng, 1989).  

Sin embargo, entre SV y SA se observó un aumento del 7 % en los FT 

debido probablemente a que su extracción continuó durante la fermentación 

alcohólica (Lee & Wrolstad, 2004). Además, Delteil et al. (2000) publicaron que 

el dióxido de azufre, liberado por el metabisulfito de potasio agregado, pudo 

haber actuado como protector contra la oxidación, además de reducir la 

constante dieléctrica del agua y consecuentemente aumentar la solubilidad de 

los fenoles. Por otra parte, Ubeda et al. (2011) encontraron que la levadura 

puede influir de dos maneras diferentes: capturando polifenoles (Razmkhab et 

al., 2002; Mazauric & Salmon, 2005), o bien, liberando, desde el interior celular 

y la pared celular, compuestos antioxidantes distintos de los polifenoles 

presentes naturalmente en la materia prima (Jaehrig, Rohn, Kroh, Fleischer, & 

Kurz, 2007; Aredes Fernandez, Farias, & Nadra, 2010). Varios investigadores 

reportaron también mayores contenidos de fenoles totales en el vino respecto 

de los cuantificados en el jugo de uvas utilizado como sustrato y lo atribuyeron 

a las transformaciones realizadas por la cepa de levadura empleada en la 

fermentación (Brandolini, Fiore, Maietti, Tedeschi, & Romano, 2007; Budak & 

Guzel-Seydim, 2010). 

En la etapa de acetificación, es decir entre SA y Va0, hubo una pérdida 

de FT del 51%, similar al registrado en la misma fase para vinagre de naranja 

(Capítulo 4, apartado 4.3.1.2.). Este comportamiento se podría atribuir a la 

degradación de los FT por acción de las PPO, más aún considerando el 

elevado caudal de aire con que se trabaja en esta fase. 

Durante la etapa de maduración (Va0 a Va6) la concentración de FT se 

redujo en un 36 %, en gran parte debida a la disminución en las AntT (59 %) 

durante este período.  
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7.3.1.3. Actividad antioxidante (AA). 

Con el método ABTS se registró una pérdida de 93% en la actividad 

antioxidante entre la materia prima y el vinagre joven, mientras que con la 

técnica DPPH, la reducción fue del 96%. 

La reducción de AA entre la fruta y el SV fue de 92 y de 93 %, para 

ABTS y DPPH, respectivamente, y en ambos casos esto se relacionó con la 

dilución del sustrato triturado, según se mencionó anteriormente.  

Entre SV y SA se observó un incremento del 18 % y del 33 % 

respectivamente para las citadas metodologías, lo que podría atribuirse al 

incremento en la concentración de FT registrados durante la fermentación 

alcohólica. Brandolini et al. (2007) también arribaron a esta conclusión luego de 

varios ensayos de vinificación en tinto con diferentes cepas de Saccharomyces 

cerevisiae.  

En la etapa de acetificación (SA-Va0), el valor de AA disminuyó 22 y 55 

%, respectivamente para ABTS y DPPH, lo que pudo deberse a la degradación 

de las AntT, y con ello la menor concentración de los FT, o bien, a la 

generación de nuevos compuestos fenólicos con menor actividad antioxidante 

que los originalmente presentes en el vino (Dávalos, Bartolomé, & Gómez-

Cordovés, 2005).  

Cerezo et al. (2010) informaron una disminución de la actividad 

antioxidante del 16,8 %, medida con la metodología DPPH, durante la etapa de 

acetificación de un vino tinto. Este valor resultó inferior al obtenido en el 

presente estudio, tal vez porque estos investigadores no efectuaron dilución del 

sustrato, y por lo tanto, los cambios se debieron a variaciones en la 

composición química después del proceso fermentativo, más que a efectos de 

dilución. 

En la etapa de maduración (Va0 a Va6), la reducción de la actividad 

antioxidante registrada con el método ABTS fue del 26 %, mientras que con el 

método DPPH, fue del 36 %, lo que podría estar relacionado con la pérdida de 

antocianinas totales y fenoles totales, durante este período. 
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Se obtuvo una elevada correlación significativa entre las 

concentraciones de antocianinas y fenoles totales y la actividad antioxidante 

(Tabla 7.2), lo que demuestra la importante contribución de estos componentes 

a la AA de los vinagres de arándanos. 

 

Tabla 7.2. Coeficientes de correlación (r) entre componentes antioxidantes y 

actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en vinagres de arándanos (p<0,05). 

 ABTS DPPH 
Fenoles 
totales 

Antocianinas totales 0,97 0,97 0,97 

Fenoles totales 0,98 0,98 --- 

ABTS --- 0,99 0,98 

 

Las prácticas realizadas sobre la materia prima, principalmente el 

agregado de agua para evitar la gelificación de los arándanos luego del 

triturado, seguramente podría ser reemplazado para evitar la disminución de 

los componentes antioxidantes. Una alternativa podría ser el uso de enzimas 

pectolíticas. En la mayoría de los estudios consultados, el uso de estas 

enzimas no incrementó la concentración de antocianinas, sin embargo, 

aumentaron el contenido de otros compuestos fenólicos así como la intensidad 

del color (Cvejić & Atanacković, 2015).    

Además, una opción para cubrir la deficiencia de antocianinas en el 

vinagre de arándanos radicaría en el agregado de extractos naturales de estos 

componentes (Hernández-Herrero & Frutos, 2011). En este sentido Zapata 

(2014) propuso un método de extracción sólido-líquido de antocianinas a partir 

de arándanos, con una posterior concentración de este extracto. De esta 

manera, se obtuvo un producto final con uso potencial en la industria 

alimentaria como colorante y antioxidante, que podría ser incorporado al 

vinagre de arándanos. 
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7.3.2. Caracterización del vinagre de arándanos. 

Para el análisis de las características específicas del vinagre de 

arándanos se hace referencia a la tabla 4.3 (Capítulo 4, apartado 4.3.2.), donde 

se pueden observar las especificaciones de las legislaciones argentina y 

española, para vinagres de frutas y de vino.  

 

Tabla 4.3. Especificaciones del Código Alimentario Argentino (C.A.A.) y Código 

Alimentario Español (C.A.E.) respecto de los vinagres de procedencia frutal y 

de origen vínico. 

 Vinagres de frutas Vinagres de vino 

 C.A.A. C.A.E. C.A.A. C.A.E. 

Acidez total 
No menor de 

4,0 % p/v 
Mín. 50 

g/L 
No menor de 5,0 

% p/v 
Mín. 60 g/L 

Acidez volátil ---- ---- 
No menor de 85 

% p/v de la 
acidez total 

---- 

Extracto seco ---- ---- 0,75 – 2,0 % p/v 
Mín. de 1,2 

g/L y grado de 
ácido acético 

Cenizas 
totales 

---- ---- 
No menor de 0,1 

% p/v ---- 

Densidad (a 
15 °C, g/mL) 

---- ---- 1,015-1,020 ---- 

Azúcares 
reductores 
totales 

---- ---- 
Máx. de 0,4 % 

p/v, expresadas 
en dextrosa 

---- 

Etanol residual ---- 
Máx. de 
0,5 % v/v 

Máximo 
equivalente a 

1/10 de la acidez 
total, expresada 

en volumen 

  Máx. de 1,5 
% v/v 

 

 

Los resultados de la caracterización de los vinagres de arándanos en 

las etapas Va0 y Va6 indicaron que los parámetros de acidez total y etanol 
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(Tabla 7.3) se encuadraron dentro de lo estipulado en las normas argentina y 

española para vinagres de frutas (Tabla 4.3). El resto de los parámetros, como 

se señaló anteriormente, fue evaluado con respecto a los estándares de 

calidad para vinagres de vino y estos resultados también cumplimentaron las 

especificaciones de ambas reglamentaciones (Tabla 7.3).   

 

Tabla 7.3. Parámetros fisicoquímicos de vinagre de arándanos joven (Va0) y al 

cabo de 6 meses de maduración (Va6). 

 Va0 Va6 

Acidez total (% p/v) 5,61±0,01a 6,02±0,02b 

Acidez fija (% p/v) 0,25±0,00a 0,25±0,00a 

Acidez volátil (% p/v) 5,36±0,01a 5,77±0,02b 

pH 2,47±0,02a 2,45±0,01b 

Extracto seco (% p/v) 1,17±0,02a 1,15±0,01a 

Cenizas totales (% p/v) 0,24±0,01a 0,22±0,01a 

Densidad (a 15 °C, g/mL) 1,020±0,000a 1,020±0,000a 

Azúcares reductores totales 
(% p/v)  

0,16±0,01a 0,17±0,01a 

Etanol residual (% v/v) 0,427±0,007a 0,012±0,002b 

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) 

entre las medias de los productos. 

 

7.3.2.1. Acidez 

Los elevados valores de acidez volátil permitieron inferir que la acidez 

de los vinagres se debió casi exclusivamente a la bioxidación, mientras que la 

participación de otros ácidos resultó de menor envergadura. 

Al finalizar el período de maduración de 6 meses, las muestras de 

vinagre (Va6) mostraron un aumento de 7,3 % en la acidez total. Si bien no se 
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registró variación en la acidez fija, el incremento en la acidez volátil (7,6 %) 

permitió concluir que durante este periodo las BAA continuaron la 

transformación del etanol remanente en ácido acético. Este comportamiento, 

similar al observado en los vinagres de naranja (Capítulo 4, apartado 4.3.2.1) 

se ha justificado por el hecho que estas bacterias no mueren necesariamente 

en condiciones de privación de oxígeno (Fugelsang & Edwards, 2007). 

 

7.3.2.2. pH 

Los valores de pH medidos en los vinagres de arándanos fueron los 

más bajos respecto de referencias bibliográficas para vinagres en general 

(Acosta Artiles, Hardisson de la Torre, & Romero, 1993; Aguiar et al. 2005; 

Peixoto Marques et al., 2010). Incluso resultaron inferiores a los determinados 

en vinagre de naranja (Capítulo 4, apartado 4.3.2.2) y puesto que los ensayos 

de acetificación se realizaron en similares condiciones, esta diferencia puede 

atribuirse a la composición en ácidos y a la procedencia de la materia prima de 

origen.  

Luego del período de maduración, las muestras de Va6 presentaron 

menores valores de pH, seguramente relacionado con la producción de ácido 

acético en esta etapa, tal como se refirió en el apartado anterior.   

 

7.3.2.3. Densidad 

La densidad determinada en los vinagres de arándanos resultó 

levemente superior a la de vinagres de naranja (Capítulo 4, apartado 4.3.2.3.). 

Esto se puede atribuir a que para vinagres de naranja, la materia prima de 

origen fue un vino ya madurado con un alto grado de clarificación, por lo que la 

turbidez presente en el vinagre fue debida a la suspensión bacteriana. Sin 

embargo, para la obtención de vinagres de arándanos, se partió de la fruta para 

elaborar el vino y, si bien éste fue sometido a una filtración previa a la 

acetificación, su grado de limpidez, a simple vista, fue inferior al primero.  
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7.3.2.4. Extracto seco. Azúcares reductores totales. Cenizas 

totales. 

Los contenidos de extracto seco, azúcares reductores totales y cenizas 

totales no experimentaron modificaciones durante el periodo de maduración, al 

igual que lo sucedido con vinagre de naranjas (Capítulo 4).  

 

7.3.2.5. Etanol residual 

Como fue mencionado oportunamente, el vinagre joven debe disponer 

de un contenido alcohólico remanente ya que de lo contrario, durante el 

envejecimiento, las BAA podrían consumir el ácido acético formado originando 

productos de baja calidad. Además, pequeñas cantidades de alcohol presentes 

en el producto final se combinan lentamente con el ácido acético durante el 

almacenamiento para producir ésteres, que favorecen la formación del bouquet 

(Llaguno Marchena & Polo, 1991; Acosta Artiles, Romero, & Hardisson de la 

Torre, 1993). 

Se pueden identificar dos etapas durante el envejecimiento 

(maduración) de los vinagres: una fase de actividad biológica en la cual las 

BAA aún presentan algún tipo de actividad fermentativa a pesar de la menor 

disponibilidad de oxígeno, y una fase de actividad fisicoquímica, sin actividad 

biológica significativa (Palacios, Valcárcel, Caro, & Pérez, 2002). De acuerdo a 

esto, y considerando que Va6 presentó una concentración alcohólica inferior 

respecto de la inicial (Va0), se podría inferir que esta disminución fue producto 

tanto del metabolismo oxidativo de las BAA como de la formación de ésteres 

con ácido acético. 

7.4. Conclusiones 

En general, tanto la fermentación alcohólica como la acetificación y la 

maduración durante 6 meses, disminuyeron el contenido de antocianinas 

totales. En cambio, el contenido de fenoles totales aumentó durante la 

fermentación alcohólica, lo que se atribuyó a un posterior proceso extractivo. 



CAPITULO 7. Caracterización de vinagre de arándanos. 

240 
 

Durante la fermentación acética se acentuaron los procesos oxidativos de los 

componentes fenólicos, lo que provocó una reducción en su concentración.  

La actividad antioxidante, medida con los métodos ABTS y DPPH,  

presentó una elevada correlación estadística con la concentración de 

antocianinas y de fenoles totales. 

Una alternativa a la dilución para evitar la gelificación después del 

triturado, es la incorporación de enzimas pectolíticas, lo que podría mejorar 

sustancialmente la composición de componentes antioxidantes. Ya que con 

este tratamiento no se lograría incrementar la concentración de antocianinas, 

adicionalmente y con el objeto de aumentar la calidad nutricional del vinagre 

respecto del fruto fresco, se podría analizar el agregado de extractos naturales 

de estos componentes al producto final. 

La caracterización del vinagre de arándanos mostró una completa 

adecuación a los estándares de calidad especificados para vinagres en las 

legislaciones argentina y española, incluso luego del período de maduración de 

6 meses. 

Las modificaciones registradas en los parámetros fisicoquímicos 

analizados fueron aquellas relacionadas con la actividad metabólica de las 

BAA, es decir, acidez total y volátil, pH y etanol residual, que prosiguió durante 

la maduración a pesar de la exclusión del oxígeno.  
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� El estudio realizado para la selección del cultivo iniciador para los procesos 

de acetificación, indicó que el mayor crecimiento y velocidad de formación 

de ácido acético, se obtuvieron con un inóculo de Acetobacter sp. aislado a 

partir de naranjas de la región de Salto Grande. El medio de cultivo que dio 

los mejores resultados fue el RAE (1a/2e) y el sistema de suministro de 

oxígeno, mediante inyección de aire. 

� Las variables de proceso estudiadas, velocidad de agitación y caudal de 

aire, tuvieron influencia significativa sobre la velocidad de acetificación de 

un sustrato alcohólico de naranjas en sistema batch, mientras que la 

velocidad de agitación, presentó un efecto significativo sobre el rendimiento 

GK. De esta manera, la combinación de variables de proceso que 

maximizaron ambas respuestas simultáneamente fue: 701 rpm y 0,36 vvm 

y, en estas condiciones, correspondió una rA=2,28 g/L/h y un RGK=89,63 %. 

El proceso de acetificación desarrollado según esos parámetros, presentó 

una rA=2,29±0,17 g/L/h y un RGK=88,19±5,00 %, ambos valores muy 

similares a los predichos por el modelo.  

� Para el proceso discontinuo de acetificación de un sustrato alcohólico de 

arándanos, el análisis de las variables de proceso resultó similar a su 

análogo de naranjas: la velocidad de agitación y caudal de aire, tuvieron 

influencia significativa sobre la velocidad de acetificación, mientras que la 

velocidad de agitación, presentó un efecto significativo sobre el rendimiento 

GK. La combinación de variables de proceso que maximizaron ambas 

respuestas simultáneamente fue: 677 rpm y 0,38 vvm y, en estas 

condiciones, correspondió una rA=1,53 g/L/h y un RGK=87,04 %. El proceso 

de acetificación desarrollado según esos parámetros presentó una 

rA=1,52±0,06 g/L/h y un RGK=85,16±2,45 %, ambos valores muy similares a 

los predichos por el modelo. 

� A elevados niveles de los factores Vag y Qa (alrededor de 700 rpm y 0,4-

0,6 vvm), se registró una disminución en rA durante los procesos 

biooxidativos de ambas materias primas en estudio. Esto pudo ser 

consecuencia de un efecto de inhibición sobre la velocidad de crecimiento 
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específico de las BAA, causado por un exceso en la concentración de 

oxígeno disuelto en el caldo de fermentación. 

� En la acetificación del sustrato alcohólico de naranjas, así como en su 

análogo de arándanos, se verificó una elevada correlación lineal entre la 

velocidad de crecimiento microbiano (rX) y la velocidad de acetificación (rA), 

lo que implica que un aumento en la primera produjo un incremento en rA. 

� La velocidad de acetificación y la velocidad específica máxima de 

crecimiento (µM) en los ensayos de acetificación batch con sustrato 

alcohólico de naranjas, resultaron superiores a los hallados para vinagre de 

arándanos. Esta diferencia se atribuyó a dos causas posibles. La primera 

se relaciona con la especie de Acetobacter inoculada, que fue aislada a 

partir de naranjas de la región, con lo que se infiere una mayor dificultad 

para adaptarse a un sustrato diferente. Por otra parte, la presencia de 

mayores concentraciones de compuestos fenólicos en los arándanos podría 

haber ejercido algún tipo de actividad inhibitoria hacia las BAA. La mayor 

extensión de la fase lag y la menor tasa de crecimiento durante la etapa 

oxidativa con sustrato alcohólico de arándanos, podrían reforzar esta 

hipótesis. 

� El desarrollo del proceso oxidativo en sistema semicontinuo posibilitó el 

incremento de la velocidad de acetificación respecto de un sistema 

discontinuo desarrollado en las mismas condiciones operativas. Sin 

embargo, no se determinaron diferencias estadísticas significativas en los 

rendimientos GK, lo que indicó que las pérdidas por evaporación se 

mantuvieron constantes durante el proceso. 

� El primer ciclo del sistema semicontinuo del proceso de obtención de 

vinagre de naranja presentó una fase lag de menor extensión respecto de 

la observada en su análogo para vinagre de arándanos. Las razones 

argumentadas previamente en el análisis de rA y µM, son aplicables en este 

caso, es decir, el origen cítrico de la especie de Acetobacter inoculada 

posibilitó una adaptación más rápida al medio, y por otro lado, las menores 

concentraciones de compuestos fenólicos presentes en las naranjas, con 

una consiguiente menor actividad antimicrobiana.  
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� En el segundo ciclo del proceso semicontinuo, la velocidad de acetificación 

aumentó entre 2,2-2,5 y 2,7-2,9 veces con respecto a la calculada en el 

primer ciclo para vinagre de naranjas y de arándanos, respectivamente. 

Este comportamiento pudo deberse a la adaptación del cultivo de 

Acetobacter sp. a las condiciones ambientales de elevada acidez 

predominantes al iniciar un nuevo ciclo oxidativo. En el caso del vinagre de 

arándanos, también podría atribuirse a un efecto de dilución de la 

concentración de compuestos fenólicos, luego de la recarga de medio de 

cultivo fresco.    

� Tanto para el vinagre de naranjas como para el de arándanos, la 

evaluación de la proporción de carga en sistema semicontinuo indicó que, 

para los niveles de carga/descarga de 40% y 60 %, no hubo diferencias 

estadísticas significativas para las respuestas velocidad de acetificación y 

rendimiento GK. Por lo tanto, con el objeto de desarrollar una fermentación 

económicamente eficiente y obtener mayor volumen de producto, se puede 

fijar una proporción de C/D de 60% para cada ciclo de un proceso 

semicontinuo.  

� La caracterización de los vinagres de naranjas y de arándanos obtenidos 

en las condiciones que maximizaron las respuestas analizadas, se 

encuadró dentro de los estándares de calidad especificados para vinagres 

de frutas en las legislaciones argentina y española, incluso después de un 

período de maduración de 6 meses. Puesto que estos estándares incluyen 

sólo la acidez total y el etanol residual, el análisis de otras características 

reglamentadas para vinagres de vino también mostraron una completa 

adecuación a las especificadas en ambas reglamentaciones. 

� Los componentes antioxidantes analizados en el vinagre de naranjas, ácido 

ascórbico, fenoles totales y carotenoides totales, así como la actividad 

antioxidante, disminuyeron a lo largo de todo el proceso. La mayor 

reducción se produjo durante la acetificación, probablemente a causa de la 

oxidación de los componentes por el continuo ingreso de aire al sistema. La 

mayor contribución a la actividad antioxidante se debió a la concentración 

de ácido ascórbico y compuestos fenólicos. 
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� De los componentes antioxidantes analizados en el vinagre de arándanos, 

la concentración de antocianinas disminuyó en cada etapa del proceso. Si 

bien, el contenido de fenoles totales disminuyó desde la materia prima 

hasta el producto final, durante la fermentación alcohólica se registró un 

aumento que se atribuyó a un proceso de extracción fenólica. La actividad 

antioxidante, medida con los métodos ABTS y DPPH, presentó una elevada 

correlación estadística con la concentración de antocianinas y fenoles 

totales. 

� Dado que uno de los principales causantes de la disminución de los 

componentes antioxidantes, durante la obtención de vinagre de arándanos, 

fue la dilución efectuada para evitar la gelificación posterior al triturado, una 

alternativa sería la incorporación de enzimas pectolíticas, con lo que se 

podría mejorar sustancialmente su composición. Adicionalmente, y con el 

objeto de aumentar la calidad nutricional del vinagre respecto del fruto 

fresco, se propone evaluar el agregado de extractos naturales de estos 

componentes al producto final. 

 

 


