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RESUMEN

En la Republica Argentina, la provincia de Entre Rios, se caracteriza
desde hace décadas por la produccion citricola y mas recientemente, por el
cultivo de arandanos. En los ultimos cinco afos, un elevado porcentaje de la
produccién nacional de naranjas (15-25 %), muy similar al destinado a
exportacion, fue derivado a la industria por su dificultad para ser comercializado
en mercados mas rentables. Por otro lado, el incremento del volumen de
arandanos no exportables, con baja presencia en el mercado interno de
consumo en fresco, y las escasas posibilidades de industrializacion, han

provocado impactos socioeconémicos y ambientales desfavorables.

La industria vinagrera en Argentina se dedica a la elaboracion de
vinagres a partir de alcohol, vino blanco o tinto y manzana, mientras que no se
tienen referencias de vinagres elaborados a partir de citricos o de arandanos. A
nivel mundial, hay algunos antecedentes bibliograficos respecto de vinagres de
arandanos, sin embargo, no se hall6 informacién referente a vinagre de
naranjas. Dada la elevada concentracion de azucares presente en ambos
frutos (8-15 %), se planted la posibilidad de obtener vinagres utilizando como
sustratos, los productos de la fermentacion alcohdlica de naranjas y de
arandanos. Ademas, considerando que estas materias primas son ricas en
compuestos antioxidantes, se trataria del desarrollo de nuevos productos con

caracteristicas funcionales.

En el presente estudio se hicieron ensayos de acetificacion en sistema
sumergido, utilizando un sustrato alcohdlico de naranjas y un sustrato
alcohdlico de arandanos, respectivamente. En todos los casos se us6 como
cultivo iniciador una especie del género Acetobacter, previamente aislada e
identificada en el laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia (Facultad de
Ciencias de la Alimentacién, Universidad Nacional de Entre Rios, Argentina),
en el cual se llevé a cabo esta investigacion. Las condiciones iniciales fijadas
en cada tratamiento fueron: pH, volumen del sustrato, concentracién de alcohol
y acido acético. La temperatura se mantuvo constante en 30+1°C durante todo

el proceso.

\



RESUMEN

Luego de un estudio preliminar acerca de la influencia de factores
externos en la elaboracién de vinagres, tales como velocidad de agitacion
(Vag) y caudal de aire (Qa), se redefinio la regién experimental de trabajo con
el fin de determinar las condiciones que maximicen la velocidad de acetificacion
(ra) y el rendimiento GK (Rgk), en sistema discontinuo. Para ello se elabor6 un
disefio 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 vwm) y 1,2 L/min (0,6 vvm). El

disefio se analizé mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR).

Los resultados de los ensayos de obtencibn de ambos tipos de
vinagres indicaron que, Vag y Qa tuvieron influencia significativa sobre ra, y
Vag presentd un efecto significativo sobre Rgk. Para vinagre de naranja, la
combinacién de variables de proceso que maximizaron ambas respuestas
simultaneamente fue: 701 rpm y 0,36 vvm vy, en estas condiciones, ra=2,28
g/L/h y Rek=89,63 %. El proceso de acetificacion desarrollado segun esos
parametros, presentd valores muy similares a los predichos: ra=2,29+0,17 g/L/h
y Rek=88,19+5,00 %. Para vinagre de arandanos, la combinacién de variables
que maximizé ambas respuestas fue: 677 rom y 0,38 vvm, en la que ra=1,53
g/L/h y Rek=87,04 %. El proceso de acetificacion desarrollado segun esos
parametros, present6é 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 registré6 una disminucién en ra a
elevados niveles de Vag y Qa (alrededor de 700 rpm y 0,4-0,6 vvm). Puesto
que se verificd una elevada correlacion lineal entre la velocidad de crecimiento
microbiano (rx) y ra, la reduccion detectada en esta udltima pudo ser
consecuencia de la inhibicion ejercida por una elevada concentracion de
oxigeno disuelto en el caldo de fermentacién, sobre la velocidad de crecimiento

especifico de las bacterias del acido acético (BAA).

De las diferencias halladas entre los procesos de obtencién de ambos
productos, se pueden mencionar una mayor ra, mayor velocidad especifica
maxima de crecimiento (um) y menor extensién de la fase lag durante la
obtencién de vinagres de naranjas, respecto de los registrados para vinagres

de arandanos. Este comportamiento se puede atribuir, en primer lugar, a que la
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RESUMEN

especie de Acefobacter 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 fendlicos en los
arandanos, podrian haber ejercido algun 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 acetificacién en sistema semicontinuo.
En este caso, la evaluacion de la proporcién de carga (C/D) indicé que no hubo
diferencias estadisticas significativas en las variables respuestas, ra ¥y Rgk, para

los dos niveles evaluados, 40 % y 60 %.

El desarrollo de un segundo ciclo oxidativo posibilité el incremento de la
velocidad de acetificacion entre 2,2 y 2,9 veces respecto de la calculada en el
primer ciclo. Este comportamiento seguramente se debié a la adaptacién del
cultivo bacteriano a las condiciones ambientales de elevada acidez
predominantes al iniciar un nuevo ciclo oxidativo. No se determinaron
diferencias estadisticas significativas en los rendimientos GK, lo que indicd que

las pérdidas por evaporacién se mantuvieron constantes durante el proceso.

Los vinagres de naranjas y de arandanos obtenidos en las mejores
condiciones experimentales detalladas previamente, fueron embotellados vy
almacenados a temperaturas entre 20-25 °C, simulando condiciones de
comercializacién o alacena. La caracterizaciéon de estos vinagres se encuadré
dentro de los estandares de calidad especificados para vinagres de frutas en
las legislaciones argentina y espafola, incluso después de un periodo de

maduracion 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 registré una disminucién de estos
compuestos y de su actividad antioxidante. La mayor contribucién a la actividad
antioxidante en vinagre de naranjas se debi6 al acido ascorbico y compuestos
fendlicos, mientras que en vinagres de arandanos, se debié a antocianinas y

fenoles totales.
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SUMMARY

The province of Entre Rios, 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 (Biotecnologia y Microbiologia laboratory, Facultad de
Ciencias de la Alimentacién, Universidad Nacional de Entre Rios, 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 301 °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 vyield (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 rpom and Qa, 0.36 vwvm. The process
performed with these parameters showed similar values to those predicted:
ra=2.29+0.17 g/L/h y Rgk=88.1945.00 %. 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 rom and Qa, 0.38 vwvm. The process
performed with these parameters showed similar values to those predicted:
ra=1.52+0.06 g/L/h y Rck=85.161£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 (uv) 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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RESUM

En la Republica Argentina, la provincia d'Entre Rios, es caracteritza
des de fa decades per la produccié citricola i més recentment, pel cultiu de
nabius. En els ultims cinc anys, un elevat percentatge de la produccié nacional
de taronges (15-25 %), molt similar al destinat a exportacié, va ser derivat a
industria 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 presencia en el mercat intern de consum en fresc, i les escasses
possibilitats d'industrialitzacié, han provocat impactes socioeconomics i

ambientals desfavorables.

La industria vinagrera a Argentina, es dedica a I'elaboracié de vinagres
a partir d'alcohol, vi blanc o negre i poma, mentre que no es tenen referencies
de vinagres elaborats a partir de citrics o de nabius. A nivell mundial, hi ha
alguns antecedents bibliografics respecte de vinagres de nabius, no obstant
acd, no es va trobar informacié referent a vinagre de taronges. Donada
I'elevada concentracié de sucres present en ambdés fruits (8-15 %), es va
plantejar la possibilitat d'obtendre vinagres utilitzant com a substrats, els
productes de la fermentacié alcohdlica de taronges i de nabius. A més,
considerant que aquestes materies primeres son riques en compostos
antioxidants, es tractaria del desenvolupament de nous productes amb

caracteristiques funcionals.

En el present estudi es van fer assajos d’acetificaci6 en sistema
submergit, utilitzant un substrat alcohdlic de taronges i un substrat alcohdlic de
nabius, respectivament. En tots els casos es va usar com a cultiu iniciador, una
espécie del génere Acetobacter, préviament aillada i identificada en el
laboratori de Biotecnologia i Microbiologia (Facultad de Ciencias de la
Alimentacion, Universidad Nacional de Entre Rios, Argentina), en el qual es va
dur a terme aquesta recerca. Les condicions inicials fixades en cada tractament
van ser. pH, volum del substrat, concentracié d'alcohol i acid acétic. La

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

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

I'elaboracié de vinagres tals com, velocitat d'agitacié (Vag) i cabal d'aire (Qa),

Xl



RESUM

es va redefinir la regié experimental de treball amb la finalitat de determinar les
condicions que maximitzen la velocitat d’acetificacié (rA) i el rendiment GK
(RGK), en sistema discontinu. Per agd 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 vwm) i 1,2 L/min (0,6 vvm). El disseny es va
analitzar mitjangant la metodologia de superficie de resposta (MSR).

Els resultats dels assajos d'obtencié de ambdoés tipus de vinagres van
indicar que, Vag i Qa van tindre influéncia significativa sobre rA, i Vag va
presentar un efecte significatiu sobre el rendiment GK. Per a vinagre de taronja,
la combinacié de variables de procés que van maximitzar ambdues respostes
simultaniament 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’acetificacié desenvolupat segons aqueixos
parametres, va presentar valors molt similars als predits: rA=2,29+0,17 g/L/h i
RGK=88,191+5,00 %. Per a vinagre de nabius, la combinacié 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 %. EIl procés d’acetificaci6 desenvolupat segons
aqueixos parametres, va presentar una rA=1,52+0,06 g/L/h i un
RGK=85,16%2,45 %, també molt similars als predits.

Per ambdés processos biooxidatius es va registrar una disminucié 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 correlacié lineal entre la velocitat de creixement
microbia (rX) i rA, la reducci6o detectada en aquesta ultima va poder ser
consequéncia de la inhibicié exercida per un excés en la concentracio d'oxigen
dissolt en el liquide de fermentacid, sobre la velocitat de creixement especific

de les bacteris de I'acid acéetic (BAA).

De les diferéncies trobades entre els processos d'obtencié de ambdés
productes, es poden esmentar una major rA, major velocitat especifica maxima
de creixement (UM) i menor extensié de la fase lag durant I'obtencié de
vinagres de taronges, respecte dels registrats per a vinagres de nabius. Aquest
comportament es pot atribuir, en primer lloc, al fet que I'espécie d’Acetobacter
inoculada va ser aillada 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 fendlics en els nabius, podrien haver exercit

algun tipus d'activitat inhibitoria cap al creixement bacteria.

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’acetificacidé en sistema semicontinu. En
aquest cas, I'avaluacié de la proporcié de carrega (C/D) en sistema semicontinu
va indicar que no va haver-hi diferéncies estadistiques 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’acetificacié entre 2,2 i 2,9 vegades respecte de la
calculada en el primer cicle. Aquest comportament segurament es va deure a
I'adaptacié del cultiu bacteria a les condicions ambientals d'elevada acidesa
predominants en iniciar un nou cicle oxidatiu. No es van determinar diferéncies
estadistiques significatives en els rendiments GK, la qual cosa va indicar que

les pérdues per evaporacié es van mantenir constants durant el procés.

Els vinagres de taronges i de nabius obtinguts en les millors condicions
experimentals detallades préviament, van ser embotellats i emmagatzemats a
temperatures entre 20-25 °C, simulant condicions de comercialitzacié o armari
de rebost. La caracteritzacié d'aquests vinagres es va enquadrar dins dels
estandards de qualitat especificats per a vinagres de fruites en les legislacions

argentina i espanyola, fins i tot després d'un periode de maduraci6 de 6 mesos.

Donada la importancia 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 disminucié d'aquests
compostos i de la seua activitat antioxidant. La major contribucié a I'activitat
antioxidant en vinagre de taronges es va dure a l'acid ascorbic i compostos
fendlics, mentre que en vinagres de nabius, es va deure a les antocianinas i

fenols totals.
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GAE
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actividad antioxidante.

2,2" azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) o radical
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enzima alcohol deshidrogenasa.
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acidez total, expresada como acido acético, en el tiempo t;.
acidez total, expresada como acido acético, en el tiempo t;.
acidez volatil.

bacterias del acido acético.

concentracion de oxigeno en el cultivo.
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Cadigo Alimentario Argentino.
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via de Entner-Doudoroff.
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k|_a
Ks
MA

MSR

Mm
NADP?*

NOA
NEA
PPO
PQQ
Qa

Qo

ra

x

RC

RI
R02
RS

coeficiente de transferencia de materia en la fase liquida.
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno.
constante de saturacion.

mosto alcohdlico de arandanos.

metodologia de superficie de respuesta.

velocidad especifica de crecimiento microbiano.
velocidad especifica maxima de crecimiento microbiano.
coenzima dinucleétido de nicotinamida adenina fosfato.
Noroeste Argentino.

Noreste Argentino.

polifenoloxidasas.

quinona de pirroloquinolina.

caudal de aire.

velocidad de consumo de oxigeno por célula.

velocidad de consumo de oxigeno por unidad de volumen de

caldo.
coeficiente de correlacion.

velocidad volumétrica de formacién de producto, en este caso,

velocidad de acetificacion.

velocidad volumétrica de crecimiento microbiano.

recuento celular.

rendimiento GK.

sistema de cultivo con medio RAE (1a, 2e) e inyeccion de aire.
velocidad de transferencia de oxigeno del gas al liquido.
sistema de cultivo con medio RAE (1a, 2e) agitado en shaker.

concentracion de sustrato limitante del crecimiento.
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SNA sustrato alcoholico de naranja destinado a acetificacion.
SA sustrato alcohdlico de arandanos destinado a acetificacion.
SV sustrato de arandanos destinado a vinificacion.

ti tiempo de proceso inicial.

t tiempo de proceso final.

™ toma de muestras.

Vag velocidad de agitacion.

Va0 vinagre joven de arandanos.

Va6 vinagre de arandanos madurado durante 6 meses.

VnO vinagre joven de naranjas.

Vn6 vinagre de naranja madurado durante 6 meses.

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

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

Warburg-Dickens.

X concentraciéon celular.
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1.1. 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
fisiologicos que contribuyen a regular la glucosa en sangre y la presion
sanguinea, ayudar a la digestion, estimular el apetito y promover la absorcién
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 irani, que demostraron aceptables caracteristicas

probiéticas (Haghshenas et al., 2014).

Se han encontrado referencias sobre la produccion de vinagres a partir
de materias primas muy diversas tales como uva, sidra, cebolla, arroz, malta,
coco, anana, suero lacteo (Solieri & Giudici 2009), arandanos (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), castafias de caju
(Silva, Torres Neto, Silva, Silva, & Swarnakar, 2007), kiwi (Bortolini, Sant'Anna,
& Torres, 2001), miel (Cassanego llha et al. 2000).

El vinagre es una solucion diluida de acido acético obtenida por un
proceso fermentativo de dos etapas. En la primer etapa, una solucion inocua de
azucares y/o sustancias amilaceas fermentables, son convertidos en etanol
mediante levaduras del tipo Saccharomyces cerevisiae, mientras que en la
segunda fase, la solucidén alcohdlica producida es oxidada hasta acido acético
por la accién de bacterias de la familia Acetobacteriaceae (Adams, 1998). Este

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

produccién de vinagre puede ocurrir como una fermentacién espontanea.

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 mas antiguas se
hallan en la cultura babilénica (5000 anos a.c.) e indican que utilizaban datiles
como principal materia prima para obtener vino y vinagre. Este ultimo era
empleado como conservante de todo tipo de alimentos. En la antigua Grecia,
Hipdcrates recomendaba vinagre contra un gran numero de enfermedades.
Los alquimistas lo usaban como disolvente durante siglos ya que el acido
acético que contiene el vinagre fue el acido mas fuerte del que se disponia. 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 dia (Mazza & Murooka, 2009).

En el siglo XVIII, A. de Lavoisier profundizé el estudio de la elaboracién
de vinagre desde el punto de vista quimico. Demostré que un componente del
aire al que llamé oxigeno, era el responsable de la combustion y el origen de la
acidez. La palabra oxigeno, segun la etimologia de origen griego, significa
“formador de acido”. Ademas concluy6 que los otros componentes del aire no

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

A comienzos del siglo XIX, el quimico y fisico britanico H. Davy
demostrd que la acetificacidon era debida a la transformacién de alcohol en
acido aceético, y logro identificar su férmula quimica. En 1822 el cientifico
aleman C. Persoon identific6 en un microorganismo al principal agente para la
transformacion de vino en vinagre al que denomind Mycoderma acetiy en 1862
Pasteur confirmé definitivamente la efectividad de los estudios de Persoon. En
1867, expuso publicamente los resultados de sus investigaciones en este
campo a los fabricantes de vino de la ciudad de Orléans. En una primera parte
describié los principios teéricos de la transformacion de vino en vinagre,
mientras que en la segunda parte explicé el procedimiento de fabricacion,
enfermedades de los vinagres y conservacion de vinos y vinagres. Estos

estudios fueron publicados en el afio 1868 en una amplia memoria titulada:

3
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“Etudes sur le vinaigre, sa fabrication, ses maladies, moyens de les prévenir;
nouvelles observations sur la conservation des vins par la chaleur”. En 1868
presenté este opusculo a la Academia de Ciencias, haciendo hincapié en la
aplicacibn a gran escala que se habia realizado de los procedimientos
industriales (Martinez Montalvo, 2002; Gandara & Dagognet, 2008).

La palabra vinagre proviene etimolégicamente del latin “vinum acre” de
la que deriva la locucién francesa “vin aigre” equivalente al vino agrio (Suarez
Lepe & Ifigo Leal, 2004).

La definicién de vinagre difiere de acuerdo a cada pais. De acuerdo al
Cédigo Alimentario Argentino (art. 1328), se entiende por Vinagre o Vinagre de
vino el producto de la fermentacidon acética del vino. Los vinagres obtenidos por
fermentacién de materias primas distintas al vino (cerveza, sidra, frutas,
cereales, alcohol, etc) deberan venderse con el nombre que especifique su
origen. Para los vinagres de vino y de alcohol, la acidez total no debera ser
menor de 5 % p/v expresada como acido acético, mientras que para vinagres
de otros origenes, aquella no sera menor de 4 % p/v expresada como acido

acético.

Segun el Codigo Alimentario Espafol se define como vinagre al liquido
apto para el consumo humano resultante de la doble fermentacion alcohdlica y
acética de productos de origen agrario, y especificamente como vinagre de
frutas o vinagre de bayas, al producto obtenido a partir de frutas o de bayas de
fruta mediante fermentaciéon alcohdlica y acética (Boletin Oficial del Estado
2012).

1.2 Bacterias del acido acético
I.2.1. Caracteristicas generales

Las bacterias del acido acético (BAA) son un grupo ampliamente
distribuido en la naturaleza que suelen encontrarse en frutas, flores, miel,

suelo, como asi también en habitats artificiales azucarados, acidos vy
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alcohdlicos, como las bebidas fermentadas y jugos (Yamada et al. 1999;
Kersters et al. 2006; Raspor & Goranovic 2008).

Si bien son habitualmente asociadas a la descomposicion de los vinos
debido a la produccion de acetaldehido y acido acético a partir del etanol
(Drysdale & Fleet, 1988; Raspor & Goranovic, 2008), tienen su aplicacion mas
conocida y tradicional en la produccién de vinagre. Sin embargo, a partir de los
avances logrados en el conocimiento de su taxonomia y fisiologia, se ha
despertado un gran interés en la industria biotecnol6gica para la produccion de
cocoa y de celulosa microbiana. Otros productos de la biotransformacion de las
BAA o sus enzimas son el acido 2-ceto-L-glucénico utilizado para la produccién
de vitamina C, D-tagatosa, como agente espesante y edulcorante no calérico y,
shikimato, que es un intermediario clave para muchos antibiéticos (Raspor &
Goranovic, 2008).

Morfolégicamente, son microorganismos Gram-negativos o Gram-
variables, de forma elipsoidal o cilindrica. Su tamafo varia entre 0,4 a 1 ym de
ancho y de 0,8 a 4,5 ym de longitud, y pueden encontrarse solos, a pares o
formando cadenas. Son moviles debido a la presencia de flagelos polares o
peritricos y poseen un metabolismo aerdbico estricto con el oxigeno como
aceptor final de electrones. Presentan actividad catalasa positiva y oxidasa
negativa (Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

Su temperatura éptima de crecimiento se ubica entre 25 - 30 °C (De
Ley, Gillis, & Swings, 1984) y la maxima tolerada se estima entre 35 - 40 °C. En
efecto, se han aislado cepas a partir de frutos y cereales de paises tropicales
que pueden desarrollarse normalmente y producir acido acético hasta los 40 °C
(Ndoye et al., 2006; K. Beheshti-Maal & Shafiei, 2011).

El rango de pH 6ptimo para el desarrollo se ubica entre 5 - 6 (Holt et al.
1994; Ribereau-Gayon et al. 2003), sin embargo pueden multiplicarse
facilmente en medio acido 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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.2.2. Taxonomia

Histéricamente, las BAA se conocian 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 publicé el
primer estudio sistematico que describia la “madre del vinagre” como una masa
de microorganismos vivos (Mycoderma aceti) que llevaban a cabo la

acetificacion por el método de Orleans (cultivo superficial).

En 1925, Vissert Hooft, propuso la primera clasificaciéon taxonémica
basada en criterios morfoldgicos, bioquimicos y fisiologicos. Sin embargo, el
advenimiento de las nuevas tecnologias de la ingenieria genética, como las
técnicas moleculares (hibridacion ADN — ADN, porcentaje de G+C del genoma
bacteriano, secuenciacion automatica de diferentes regiones del ADN), ha
permitido la revision permanente de la clasificacion de las BAA. De esta
manera, se logré tanto el reordenamiento de las ya existentes como asi
también la identificacion de nuevos géneros y especies (Gonzalez Benito 2005;
Cleenwerck & De Vos 2008; Yamada & Yukphan 2008; Gullo & Giudici 2009).
Considerando que las BAA colonizan diferentes habitats, se supone que

seguiran siendo actualizados permanentemente.

Actualmente, la familia Acetobacteriaceae esta compuesta por 19
géneros (Tabla 1.1). Acetobacter, Komagataeibacter y Gluconacetobacter, con
25, 14, y 10 especies respectivamente, son los géneros donde mayor
diversidad de especies han sido descriptas (Tréek & Barja, 2015). Las especies
mas utilizadas en la producciéon de vinagre son aquellas en las que se ha
comprobado una importante habilidad para oxidar el etanol a acido acético y
una alta resistencia a este compuesto (Nakano & Fukaya 2008; Yamada 2014).
Especificamente, las bacterias utilizadas para este propésito 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 1.1. Organizacién actual de géneros de BAA.

Género Especie tipo Ca_mtidad d(_a
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: Tréek & Barja 2015
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1.2.3. Metabolismo

Aunque las BAA tienen un metabolismo estrictamente aerobio, se ha
observado que pueden sobrevivir en condiciones de anaerobiosis 0 con tensién
de oxigeno muy baja, debido a la posibilidad de utilizar quinonas como
aceptores finales de electrones en lugar del oxigeno. No obstante, en estas
condiciones, su crecimiento y desarrollo esta muy restringido y cualquier
proceso que involucre una aireacion favorece en gran medida su desarrollo
(Drysdale & Fleet, 1988).

Segun la fuente de carbono que dispongan en el medio de cultivo, las
BAA pueden utilizar diferentes rutas metabdlicas, con intermediarios vy
productos finales distintos. De forma general, se puede decir que realizan una
oxidacion incompleta de azucares y alcoholes, produciendo una acumulacién
de acidos organicos como productos finales. Cuando el sustrato es etanol
producen acido acético y de ahi el nombre con el que se las conoce (Jara
Campos, 2009).

1.2.3.1. Metabolismo del etanol y otros alcoholes

La oxidacién del etanol a acido acético es llevada a cabo por todos los
géneros de BAA, con excepcion de Asaia (Yuzo Yamada et al., 2000) y

Saccharibacter (Jojima et al., 2004).

El alcohol es parcialmente oxidado en dos reacciones cataliticas
secuenciales, para dar acido acético y agua (Matsushita, Toyama, & Adachi,
1994; Yakushi & Matsushita, 2010). En primer lugar, el etanol es transformado
en acetaldehido por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y posteriormente
el acetaldehido es oxidado a acido acético por accion de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) (Figura 1.1). Ambas enzimas estan localizadas en la
membrana citoplasmatica y orientadas hacia el espacio periplasmatico. La ADH
es una quinoproteina que contiene la quinona de pirroloquinolina (PQQ) como
grupo prostético (Chinnawirotpisan et al., 2003). Estos dos complejos

enzimaticos estan conectados con la cadena respiratoria que, por medio de la
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ubiquinona, transfiere los electrones hasta el oxigeno que actia como aceptor
final (Matsushita et al., 1994).

Ethanol Acetaldehvde Acetate
N e AN
e
Al ALDH Cytoplasmic
nmeembrane
e _‘ Cyioplnsm
J b3
Ethanol —#= Acetaldehyde —w= Acetatc el
NAD-ADH NADP-ALDH + C
Aceivl- CoA
i
P Cirate __
T s <8
Oxaloaceials Glyoxylate Isocitrate
i eyele \
{
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TCA cyele | C-I ; J'C'.FJH
\ i \ /\‘I-Nwll
'I-l'LS
" Mals u: ‘.suc:.uml::'

Figura 1.1. Vias metabdlicas de la asimilacién oxidativa del etanol: ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) y del glioxilato via acetil-CoA (Chinnawirotpisan et
al., 2003).

La ADH ligada a la membrana tiene un pH éptimo de 4, aunque puede
estar activa a pH inferiores y es independiente de la coenzima dinucleétido de
nicotinamida adenina fosfato (NADP*). La actividad de esta ADH es mas
estable en Acetobacter que en Gluconobacter, lo que puede explicar la mayor
produccién de acido acético de las primeras (Matsushita et al., 1994). La ALDH
presenta un pH 6ptimo 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
sélo la quinoproteina ADH esta involucrada en la producciéon de acido acético

9
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extracelular, mientras que la ADH dependiente del NADP* participa solo en la
asimilacion del etanol a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos y del ciclo

del glioxilato.

La enzima ALDH presenta mayor sensibilidad a la deficiencia de
oxigeno, lo que implica que si existe limitacion de oxigeno disuelto en el medio
se produce una acumulacién de acetaldehido (Ribereau-Gayon et al., 2003),
que puede llegar a ser toxico para las propias bacterias. Asimismo, esta enzima
es mas sensible a la concentracion de etanol que la ADH y por tanto, medios
con alto contenido alcohdlico, pueden presentar una mayor acumulacion de
acetaldehido (Jara Campos, 2009).

Aunque la caracteristica metabdlica comun de las BAA es la oxidacion
incompleta de los sustratos, el acido acético producido puede ser oxidado
completamente hasta CO, y H,O (De Ley et al. 1984; Saeki et al. 1997; Garcia-
Garcia et al. 2009; Matsutani et al. 2013) siempre que estas bacterias
dispongan del ciclo de los acidos tricarboxilicos funcional (Guillamén & Mas,
2011). Esta reaccion también conocida como sobreoxidacion, se desarrolla en
el citoplasma y es catalizada por las enzimas solubles ADH y ALDH
dependientes del NADP* (Figura 1.1).

Las especies pertenecientes a los géneros Acetobacter vy
Gluconacetobacter pueden oxidar completamente el acetato aunque Ila
presencia de glucosa, fructosa o etanol reprimen el funcionamiento de aquellas
rutas metabdlicas, por lo que la sobreoxidacién s6lo se dara 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 acidos tricarboxilicos, por lo que no son capaces de

continuar la oxidacion del acetato (Guillamén & Mas, 2011).

El glicerol, después del etanol, es el alcohol mas utilizado por las BAA.
Sin embargo, el proceso de oxidacion del glicerol esta inhibido cuando hay
elevadas concentraciones de etanol en el medio, es decir, al inicio del proceso
de acetificacion en el caso de vinagres (Yamada et al. 1979; Ribereau-Gayon
et al. 2003). Este alcohol es mayoritariamente transformado en 1,3-

10
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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 produccién de biomasa
(Guillamén & Mas, 2011).

La capacidad de oxidacién de las BAA se extiende también a otros
alcoholes primarios y polialcoholes, los cuales son transformados en sus
respectivas cetonas o cetosas, como la acetoina, a partir de 2,3-butanodiol.
Ademas, algunos polialcoholes son convertidos en sus correspondientes
azucares: fructosa a partir de manitol, sorbosa de sorbitol, eritrosa de eritritol.
Ya que la mayoria de las enzimas que catalizan estas reacciones se localizan
en la membrana celular, se produce una acumulacién de estos sustratos en el
medio que los hace apropiados para su uso en biotecnologia (Deppenmeier,
Hoffmeister, & Prust, 2002).

1.2.3.2. 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 mas utilizada. Ya
que la via de la glucdlisis o Embden-Meyerhof-Parnas esta ausente o es muy
débil, las BAA deben utilizar otras rutas alternativas para utilizar los hidratos de
carbono como fuente de carbono y energia (Figura 1.2). La via metabdlica de
utilizacion de los azucares es la via de la hexosa monofosfato o pentosas
fosfato o via de Warburg-Dickens (WD). En Acetobacter se agrega el ciclo de

los acidos tricarboxilicos, ausente en Gluconobacter.

Después de una fosforilacion inicial, la glucosa puede ser oxidada por
la via de las pentosas fosfato (WD) hasta gliceraldehido-3-fosfato, o por la via
Entner-Doudoroff (ED) hasta gliceraldehido-3-fosfato o piruvato. El
gliceraldehido-3-fosfato procedente de las vias de WD y ED es primero
metabolizado a piruvato, y posteriormente oxidado a acetato. Algunos géneros
de BAA pueden oxidar completamente este acetato a CO, y H,O por el ciclo de
los acidos tricarboxilicos o del glioxilato (Vegas Pérez, 2011).

11
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La oxidacién de la glucosa a glucono-d-lactona y posteriormente hasta
acido glucénico es especialmente activa en Gluconobacter oxydans y es
caracteristica de sustratos ricos en azucares como la uva o los mostos (De Ley
et al. 1984; Drysdale & Fleet 1988; Fugelsang & Edwards 2007). Ademas
tienen la propiedad de oxidar el acido gluconico y formar los acidos ceto-5-
glucénico, ceto-2-gluconico y diceto-2,5-glucénico (Qazi et al., 1991; Ribereau-
Gayon et al.,, 2003). En este caso las deshidrogenasas que oxidan estos
compuestos son flavoproteinas que contienen la coenzima flavin-adenin-

dinucle6tido (FAD) como grupo prostético (Matsushita et al., 1994).
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Phosphate 4——— GLUCOSE
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Figura 1.2. Representacién esquematica del metabolismo de los carbohidratos
por las BAA (Guillamén & Mas, 2011).

Por otro lado, a partir de la asimilacion de otros carbohidratos, las BAA
pueden producir una gran variedad de exopolisacaridos como levano (a partir
de sacarosa), celulosa y acetano (polisacarido acidico similar al xantano).

Estos polisacaridos son los responsables de la formacién del biofim y la

12
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retencidon de las BAA en la superficie del liquido a acetificar durante la
produccion de vinagres (Moonmangmee et al. 2002; Valepyn et al. 2012).

1.2.3.3. Metabolismo de los acidos organicos

Ademas de la asimilacion del acido acético, del cual ya se ha hecho
referencia en el apartado 1.2.3.1, las BAA pueden metabolizar una gran
variedad de acidos organicos entre los cuales se pueden citar el acido citrico,
fumarico, lactico, malico, pirlvico y succinico. A pesar de que estos acidos
pueden ser metabolizados completamente, también es posible una
degradacién incompleta con la formaciéon de metabolitos intermedios que son

excretados al medio (Vegas Pérez, 2011).

El acido lactico es una buena fuente de carbono para varias BAA y se
puede oxidar por diferentes rutas metabdlicas y con distintos productos finales.
Una de ellas es la oxidacién a piruvato, luego su hidrélisis hasta acetaldehido y
CO;, por accidn de la enzima piruvato descarboxilasa y por ultimo, la oxidacién

del acetaldehido a acido acético (Ribereau-Gayon et al., 2003).

1.2.3.4. Metabolismo del nitrégeno

Sélo tres géneros de la familia Acetobacteraceae (Gluconacetobacter,
Acetobacter y Swaminathania) poseen especies diazétrofas, es decir, que
tienen la capacidad de fijar el nitrégeno 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 mayoria de las BAA utilizan el amonio inorganico como unica fuente
de nitrébgeno y, a partir de éste pueden sintetizar todos los aminoacidos y
compuestos nitrogenados (De Ley et al., 1984). Sin embargo, se ha detectado
que la presencia de algunos aminoacidos como el glutamato, glutamina, prolina

o histidina tiene un efecto estimulador sobre el crecimiento de BAA, mientras
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que otros aminoacidos 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 aminoacidos y otros compuestos nitrogenados
liberados durante la autdlisis de las levaduras son suficientes para el
crecimiento de las BAA. Mientras que en vinagres de alcohol o vinos con bajo
contenido en aminoacidos, como la sidra, se deben agregar nutrientes para la
elaboracién de vinagre (Valero et al., 2005), esto no es necesario para los vinos
(Guillamoén & Mas, 2011).

1.3 Sistemas de produccion de vinagre.

El proceso de acetificacién puede ser representado quimicamente por

medio de la siguiente reaccioén:

CoHsOH+ O, ———» CH3COOH + H,O

De acuerdo con la estequiometria de esta reaccién se puede calcular
que 1 L de etanol debe producir 1,036 kg de acido acético y 0,313 kg de agua.
Este calculo indica, aproximadamente, que un 1 % v/v de etanol proporcionara
un 1 % p/v de acido acético y de aqui que esta relaciéon se utilice tanto para
predecir la acidez final del vinagre como para calcular el rendimiento de la
fermentacién (Adams & Moss 1997; de Ory et al. 2002; Gullo et al. 2014). Por
lo que, en ausencia de pérdidas por evaporacion o sobreoxidacién, la suma de
las concentraciones de etanol (% v/v) y de la acidez total (% p/v), conocida
como concentracion total o GK (Gesammte Konzentration), deberia
permanecer constante durante la acetificacion (Ormaechea Landa 1991;
Adams 1998; Tesfaye et al. 2000; Leonel et al. 2015).

La oxidacién del etanol a acido acético es una reaccidn exotérmica que

produce aproximadamente 8,4 MJ por cada litro de etanol oxidado (Adams,
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1998). Excesos de temperatura no controlados podrian destruir las BAA o
limitar su actividad enzimatica. Ademas, se aumentaria la posibilidad de
evaporacién de los compuestos volatiles (etanol, acido acético) con lo cual
disminuiria el rendimiento y la calidad del producto final. Para evitar estos
inconvenientes se hace necesario instalar mecanismos de disipacion de calor
en el fermentador como serpentines de enfriamiento con agua (Wendu
Tesfaye, Morales, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2003; Garcia Garibay, Quinteros

Ramirez, & Lopez Munguia, 2007).

1.3.1. Sistemas de acetificacion

Existen varias técnicas de acetificacion que se diferencian en cuanto a
los modos mediante los cuales se articulan entre si los tres componentes que
actuan, es decir, etanol, bacterias y oxigeno (Adams & Moss, 1997). Las
técnicas pueden ser superficiales, en las cuales las BAA crecen
abundantemente en la superficie del medio donde la concentracién de oxigeno
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 (\WWendu Tesfaye et al., 2003).

1.3.1.1. Sistemas superficiales

La transformacién espontanea del vino expuesto al aire durante un
periodo prolongado de tiempo fue el Unico sistema utilizado por el hombre
hasta practicamente el siglo XVIl en que hizo su aparicién el primer sistema de
fermentacién controlado, el sistema Orleans, también llamado sistema lento
(Fig. 1.3.a). El proceso consiste en la carga de toneles perforados para su
aireacién, con un liquido alcohdlico. Las bacterias forman una pelicula
superficial en la interfase entre el liquido 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 liquido alcohdlico, y asi

recomienza el proceso (Adams & Moss 1997; Adams 1998; Suarez Lepe &
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IAigo Leal 2004; Mazza & Murooka 2009). El vinagre producido por este
meétodo es de muy buena calidad, sin embargo resulta un proceso lento y
costoso, por lo que hoy en dia, es empleado para la producciéon de vinagres
selectos y tradicionales, como el Aceto Balsamico y el Vinagre de Jerez. Este
sistema permite realizar simultaneamente la acetificacion y el envejecimiento
(Tesfaye et al. 2002; Suarez Lepe & Ihigo Leal 2004).

Figura 1.3. Esquema de los sistemas antiguos de fabricacién de vinagre: a)
Método de Orléans. b) Método Luxemburgués. C) Método aleman o

Schutzenbach (Suarez Lepe & Ifiigo Leal, 2004).

Un gran avance en vinagreria se produjo con la aparicion del sistema
ideado por Boerhaave y posteriormente modificado por Schutzenbach en 1823,
llamado sistema rapido o aleman, lo que representd el paso de un sistema
estatico a uno dinamico (Fig. 1.3.c). La mezcla hidroalcohdlica es rociada,
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 de haya,
proporciona una amplia superficie para el desarrollo de las bacterias acéticas y
mejora la transferencia de oxigeno al liquido. El liquido parcialmente acetificado
es recogido en un colector en el fondo del tanque y recirculado hasta que se

alcanza el grado de acidez deseado (Adams & Moss, 1997; Suarez Lepe &
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IAigo Leal, 2004). Sin embargo, este método presentaba el inconveniente de
evaporar parte del etanol, acido acético y componentes aromaticos volatiles
debido a la corriente ascendente de aire, con lo cual el rendimiento se veia
disminuido. Aunque se los considera obsoletos, todavia existen unas cuantas
instalaciones a escalas muy pequefas 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. 1.3.b). El fundamento del
metodo se basa en que, alternativa y peridbdicamente, las virutas quedan
sumergidas en el liquido en proceso de acetificacién y salen para sufrir una
aireacion mediante la cual, y con el enorme aumento de la superficie de
oxidacion de la que disponen las bacterias acéticas, se mejora notablemente la
velocidad de producciéon de acido 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 &
Ifigo Leal, 2004).

A pesar del aumento en la velocidad de acetificacién lograda con los
sistemas en cultivo superficial, que emplean virutas como soporte
(Schutzenbach y luxemburgués), se han observado Ilos siguientes

inconvenientes:

- Acumulacién de bacterias muertas sobre las virutas debido a la falta de
aireacion o a los aumentos de temperatura.

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

- Infeccion por anguilulas, que son muy dificiles de combatir una vez que
se desarrollan.

- Aumentos de temperatura dificiles de controlar, con pérdidas de alcohol
por evaporacion, originando una disminucion en el rendimiento.

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

tamafo de los generadores de relleno (Suarez Lepe & Ifiigo Leal, 2004).
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1.3.1.2. Sistemas sumergidos

Otro gran avance en el proceso de acetificacion fue el método de
cultivo sumergido, en el cual las bacterias acéticas suspendidas en el medio
de fermentacion reciben oxigeno en forma de burbujas finamente divididas
provenientes de un aireador y un agitador ubicados en la base del equipo. Este
sistema se comenzo6 a estudiar en 1923, pero fue puesto a punto por Hromatka
y Ebner en 1949, teniendo en cuenta la metodologia utilizada para la
produccién industrial de penicilina (Suarez Lepe & Iiigo Leal, 2004; Mazza &
Murooka, 2009). Como resultado se obtuvo una velocidad de crecimiento
logaritmica de las bacterias acéticas, con elevados rendimientos de producto
debidos a la dispersion de pequenas burbujas en el seno del liquido que

aseguraban el alto suministro de oxigeno que demanda esta fermentacion.

A partir de ese momento, se comenzaron a disenar y patentar varios
métodos para la acetificacién en sistema sumergido que emplean diferentes
sistemas de aireacion. Basicamente estos fermentadores aseguran mayores
coeficientes de transferencia de oxigeno y no estan equipados con sistemas de
agitaciéon (Adams 1998; Tesfaye et al. 2002). A continuacién se describen

algunos de ellos.

En 1950 se cre6 el Acetator Frings, base de la biotecnologia vinagrera
actual. Este acetificador utiliza una turbina-estator que ademas de funcionar
como dispositivo de aireacién, 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
vacio que succiona aire del exterior. Rodeando la turbina se encuentra el
estator. Con este disefio se consigue una dispersion homogénea del aire en
forma de burbujas pequefias, con lo cual la superficie de transferencia del
oxigeno es mayor y, al tener una mayor velocidad de transferencia, se tiene
también una mayor velocidad de produccién de acido acético, con gasto de
energia relativamente bajo. Ademas, cuenta con serpentina de enfriamiento,
termémetro, analizador-registrador continuo y automatico del contenido

alcohdlico residual (Alkograph) y dispositivo antiespuma (Figura 1.4). En este
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tipo de fermentador es posible realizar tanto una fermentacién semicontinua
como una continua, aunque se consiguen niveles mas bajos de acidez (Mazza
& Murooka, 2009).

Figura 1.4. Esquema de Acetator FRINGS. A: bomba de carga, B: motor y
aireador, C:. dispositivo para medicién de alcohol residual (Alkograph), D:
valvula de entrada de agua de refrigeraciéon, E: termostato que controla D, F:
rotametro, G: serpentina de refrigeracién, H: entrada de aire, I salida de gases,

J: dispositivo antiespuma (Adams, 1998).

En 1959, Cohee desarrollé el Cavitator con el propésito de mejorar el
suministro de aire al equipo. El disefio incluia un tubo hueco a lo largo del
fermentador hasta la superficie del medio liquido que, al girar, succionaba

medio y aire de la parte superior del fermentador, mezclandolos intimamente
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mediante la formacién de burbujas muy pequefas (Suarez Lepe & liigo Leal
2004; Garcia Garibay et al. 2007). Sin embargo, pocos afios después dejo de
funcionar porque presentaba muchos problemas técnicos (Mazza & Murooka,
2009).

Un acetificador mas reciente es el Vinegator, de origen suizo, en el cual
se utiliza una turbina Effigas como sistema de aireaciéon (Suarez Lepe & Ifigo
Leal, 2004).

En los acetificadores de torre o columnas de burbujeo, la agitaciéon y
aireacion se producen mediante la inyeccion de aire comprimido desde el fondo
de la columna de elevada relacion altura/diametro, con bajo gasto de energia.
La velocidad de transferencia de oxigeno 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, sélo se han
utilizado en escala de planta piloto construidas en material plastico, con
capacidad de 3000 litros (W Tesfaye et al., 2002; Suarez Lepe & Iiigo Leal,
2004).

En Francia se comercializa un sistema que utiliza la inyeccion de aire
mediante un chorro denominado Jet System. La introduccion de la mezcla aire-
liqguido se realiza tangencialmente, lo que imprime un movimiento de rotacién al
liguido contenido en el tanque. La relacion altura/diametro de estos
acetificadores es similar a los de columna de burbujeo. Se logran rendimientos
del 92 al 95 % (Suarez Lepe & IAigo Leal, 2004).

Como otra alternativa a los sistemas de cultivos sumergidos, en 1969,
la compania japonesa Tanabe Seiyaku publicé el primer proceso industrial que
hacia uso de enzimas inmovilizadas. A partir de alli se han descrito numerosos
procesos y muy diferentes técnicas de inmovilizacion de células, aunque las
aplicaciones industriales fueron relativamente escasas. Si bien estos métodos
permiten una produccion continua, de manera estable y con altas velocidades
de acetificaciéon, una limitacién que presentan algunos de ellos es la dificultad
en la transferencia de oxigeno y la baja acidez final, que los hacen poco
recomendables para la produccion industrial (Suarez Lepe & IAigo Leal, 2004).
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Dentro de las ventajas de la fermentacion en cultivo sumergido se
incluyen los elevados rendimientos (95 al 98 % del valor te6rico), velocidad de
crecimiento logaritmico y mayor velocidad de acetificacién: mientras que con un
biorreactor de virutas se logra una velocidad maxima de 0,02 a 0,025 % p/v/h,
con el sistema sumergido se consiguen 0,12 a 0,17 % p/v/h. Ademas, 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 m? con este Ultimo mientras que con el primero, sélo 0,55 m?. Por
ello, los métodos sumergidos son los utilizados habitualmente en los procesos
industriales de obtencion de vinagres (Adams 1998; Suarez Lepe & Ifiigo Leal
2004; Mazza & Murooka 2009).

.3.2. Sistemas de alimentacion

La forma de operar el biorreactor es otra clave para obtener resultados
aceptables de una fermentacién. En principio, el sistema de alimentaciéon puede
realizarse en forma discontinua, semicontinua o continua. La eleccién del
sistema apropiado depende de la forma en que las principales variables del
proceso influyen en la actividad de las BAA: dependiendo del propésito
especifico deberia operarse en las mejores condiciones ambientales posibles
para su desarrollo. Las consideraciones mas importantes en este punto son la
economia y la calidad del producto final (Isidoro Garcia-Garcia, Santos-

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

El modo discontinuo implica tres fases principales: carga de la materia
prima e inoculacién, fermentacién y descarga completa del medio fermentado

con el producto de la biotransformacion.

El sistema semicontinuo, consiste en el desarrollo de sucesivos ciclos
discontinuos de acetificacion, cada uno con la conversiéon del etanol que
contiene el medio en acido acético. Al final de cada ciclo, un volumen dado del
reactor se descarga y se rellena con medio inicial mientras que el volumen
remanente, actia como inéculo para la siguiente etapa (Garcia-Garcia et al.,

2007). Este sistema es el modo de operacibn mas comun en la industria
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vinagrera (Arnold et al. 2002; Tesfaye et al. 2002; de Ory et al. 2004; Garcia-
Garcia et al. 2007) .

El proceso continuo consiste principalmente en la descarga continua
de un pequeno volumen del producto, con una composicion 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 fermentaciéon en el

biorreactor (Tesfaye et al., 2002).

Cuando se quiere producir vinagre de acidez mayor a 8-9 % acido
acético, se debe excluir la operacion en continuo y el modo habitual de trabajo

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

1.4. Factores involucrados en la fermentacion acética.

Como en cualquier otro proceso fermentativo, resulta evidente la
necesidad de alcanzar poblaciones bacterianas numerosas en el menor tiempo
posible, lo cual sera consecuencia de su velocidad de crecimiento especifico, y

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

Los factores involucrados en la fermentacién acética pueden ser
divididos en principales y secundarios. Los principales son aquellos
relacionados con el metabolismo de las bacterias acéticas, tales como sustrato,
oxigeno y temperatura (Nieto, 1991; Tesfaye et al., 2003; Garcia-Garcia et al.,
2009). Estos detendran el proceso fermentativo en un corto tiempo a menos
gue sean estrictamente controlados. Los factores secundarios son aquellos que
aumentan la vitalidad de las bacterias acéticas y determinan la velocidad de
acetificacion y costo de producciéon del producto final sin llegar a detener el
proceso: disefio del fermentador, volumen de trabajo, proporcién de carga,
velocidad de carga y cultivo iniciador (Figura 1.5) (Tesfaye et al., 2003). Sin
embargo, el estudio de la fermentacion acética es complicado debido a la gran
interdependencia existente entre todos ellos. Ninguna observacién es valida 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 situacion de las demas (Nieto,
1991; Tesfaye et al., 2003).
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Figura 1.5. Representacién esquematica de factores que afectan el proceso de

acetificacion (Tesfaye et al., 2003).

.4.1. Sustrato

El sustrato cumple un rol muy importante: su composicion determina
tanto el crecimiento de las BAA como la calidad del vinagre (Tesfaye et al.,
2002). Tanto el etanol como el acido 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 concentracion
del alcohol resulta en una fuerte inhibicion bacteriana. A nivel industrial, es
sabido que concentraciones de etanol mayores a 50 g/L afectan adversamente
la velocidad de acetificacion. Por otro lado, y de acuerdo a lo mencionado en el
apartado 1.2.3.1, concentraciones muy bajas de etanol pueden conducir a la

muerte de parte del cultivo, o a la sobreoxidacién cuando se trata de bacterias
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que utilizan el acido acético como fuente de carbono y producen diéxido 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 concentracion de
etanol sea del 0,2 - 0,3 % v/v (Tesfaye et al. 2002; Garcia-Garcia et al. 2009).

Considerando los modelos cinéticos propuestos por Gomez et al.
(1994) para Acetobacter aceti, se podria considerar que la concentracién
optima de etanol en el medio de fermentacién estaria alrededor de 13 g/L,
aunque este valor depende también de la concentracion de otros compuestos

téxicos como el acido acético (Ignacio de Ory et al., 2002).

También el acido 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 disminucion en la duracién de la fase lag a
esas concentraciones de acido. Segun las ecuaciones cinéticas propuestas por
Gomez et al. (1994) se pudo establecer que la concentracién éptima para el

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

Aunque las BAA son tolerantes a concentraciones de acido acético que
normalmente resultan toxicas para la mayoria 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 acido acético sobre
el crecimiento de las BAA es funcién 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 acido
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 acido acético que presentd Gluconacetobacter
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europaeus (10 %) fue atribuida a la mayor actividad de la ADH y a su mayor
estabilidad frente a ese acido. La mayor actividad de la ADH que podria
producir un pool energético superior disponible para procesos como la bomba
de eliminacién de acetato/acido acético en la membrana citoplasmatica, se ha
reportado como una maquinaria adicional en el mecanismo de resistencia a la
acidez en BAA (Tréek et al., 2006).

1.4.2. Concentracion de oxigeno disuelto

La hipersensibilidad de las BAA a deficiencias de oxigeno (Nieto, 1991)
pueden desacelerar el proceso de bioconversion o dejarlas inviables, a menos
que el medio sea continuamente oxigenado (Garcia-Garcia et al. 2009;
Schlepitz et al. 2013) . Por este motivo y por el consumo propio de este gas
en la reaccion de acetificacion, se requieren mantener altos niveles de

aireacion durante el proceso biotecnologico (Garcia Garibay et al., 2007).

La concentracién de oxigeno disuelto en el caldo de cultivo durante la
fermentacién tiene un efecto significante en el crecimiento bacteriano y en la
velocidad de produccién de acido acético (velocidad de acetificacién). Los
factores mas importantes que afectan el oxigeno disuelto son la velocidad de
transferencia de este gas a la fase liquida, la velocidad de flujo de aire y la
presién parcial de oxigeno del aire suministrado (Garrido-Vidal et al. 2003;
Rubio-Fernandez et al. 2004).

Segun la teoria de la doble pelicula, la transferencia de oxigeno del gas
hacia los microorganismos debe atravesar las siguientes resistencias:
transferencia del oxigeno desde el interior de la burbuja hasta la interfase gas-
liguido, movimiento a través de la interfase gas-liquido, difusion a través de la
pelicula liquida relativamente inmévil que rodea la burbuja, transporte a través
del fluido, difusién a través de la pelicula liquida relativamente inmévil que
rodea las células, movimiento a través de la interfase liquido-célula v,
finalmente, transporte a través del citoplasma hasta el sitio de la reaccion. Sin
embargo, cuando el caldo de fermentacion se encuentra en mezcla perfecta, la

mayor resistencia a la transferencia de oxigeno corresponde a la pelicula
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liguida que rodea las burbujas de gas. De esta manera la velocidad de
acetificacion depende de la velocidad de transferencia de materia a través de

esta pelicula y se expresa mediante la ecuacién I.1:

Ro2 = kLa (C*— C) (1.1)

Donde: k. = coeficiente de transferencia de materia en la fase liquida.
a = area interfacial liquido-gas por unidad de volumen de fluido.
C = concentracién de oxigeno en el cultivo.

C* = concentracion de oxigeno en el cultivo en equilibrio con la fase

gaseosa (solubilidad).

Es decir, el proceso completo es impulsado por la diferencia entre la
concentracion de oxigeno en el gas y en la bacteria (Doran, 1998; Garcia-
Garcia et al., 2009) .

Una elevada aireacién es indeseable para el mejoramiento de la
velocidad de acetificacion, ya que reduce el rendimiento del proceso y las
caracteristicas organolépticas del vinagre, puesto que tiende a volatilizar los
componentes volatiles tales como el etanol y el acido acético. Por ello algunos
autores han sugerido el uso de aire enriquecido en oxigeno a bajas velocidades
de flujo (Rubio-Fernandez et al., 2004).

Por estas razones, la elecciéon del sistema de distribucién gas-liquido
tiene un efecto considerable en el disefio del reactor. El objetivo principal es
lograr transferencias de oxigeno elevadas y eficientes, sin importantes
reducciones en el rendimiento debidas a pérdidas de sus componentes
volatiles (Garcia-Garcia et al., 2009). Efectivamente, la productividad de los
procesos fermentativos industriales es a menudo limitada por la velocidad de

transferencias de oxigeno (Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999).
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1.4.3. Temperatura

La temperatura éptima para procesos industriales de acetificacion es
de aproximadamente 30 °C (Adams, 1998). de Ory et al. (1998) encontraron
que una temperatura de 30,9 °C maximizaba la velocidad especifica de
crecimiento de Acetobacter aceti durante la produccién 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 6ptimo inducen la desnaturalizacién de las
proteinas y de los acidos nucleicos y causan dafno celular, y con ello se pueden
reducir irreversiblemente las funciones metabdlicas celulares. Esto podria
causar serios inconvenientes tanto en la velocidad del proceso como en el
rendimiento. Este ultimo resultaria afectado debido a la evaporacién de
compuestos volatiles entre los que se incluyen el sustrato (etanol), el producto
intermedio (acetaldehido) y el producto final (acido 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 reaccion exotérmica, es imprescindible el

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

El criterio de seleccion de las cepas se comenzé a fundamentar no sélo
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 Acefobacter a partir de frutas que presentaron elevada
velocidad de acetificacion a 38 — 40 °C (Saeki et al. 1997), asi como de
especies de A. tropicalis y A. pasteurianus en la region del sub-Sahara Africa,
capaces de producir un elevado contenido en acido acético a 35 y 38 °C,
respectivamente (Ndoye et al., 2006). Recientemente se obtuvieron cepas
termo-adaptadas de A. pasteurianus (SKU1108), que desarrollan Ila

fermentacién acética a 40°C (Matsutani et al., 2013).
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1.5. Operaciones posteriores al proceso fermentativo

El vinagre descargado del fermentador es una suspensién compleja
que esencialmente contiene microorganismos y restos celulares, con un
elevado grado de turbidez, especialmente si fue obtenido por cultivo sumergido.
Para reducir la concentracidén inicial de soélidos, la suspension debe ser
primeramente clarificada con agentes floculantes adecuados, para eliminar los
coloides que generarian un producto inestable a causa de la precipitacion de
sélidos durante el almacenamiento y posterior embotellado (Garcia-Garcia et
al., 2009). Luego se realiza la filtracién, cuya finalidad es la separacién
definitiva de las impurezas del vinagre. Las operaciones de clarificacién y
filtracion pueden ser complementarias o excluyentes entre si (Ormaechea
Landa, 1991).

La accién de los floculantes permite la formacién de complejos
coloidales por adsorcion con sustancias insolubles del vinagre como los
polifenoles, taninos, proteinas. Los clarificantes organicos (gelatina, albumina,
caseinato potasico) son mas eficaces en cuanto al grado de limpieza y
estabilidad del producto obtenido, pero alteran la composicion del vinagre. Sin
embargo, los clarificantes inorganicos (bentonita es el mas utilizado) forman un
gel en solucion acuosa que atrapa las particulas enturbiadoras y favorece la
decantacion rapida, sin alterar la composicion del producto. Para una mejor
eficacia en el tratamiento, ambos coagulantes (organicos e inorganicos) suelen

utilizarse conjuntamente (Ormaechea Landa, 1991).

La filtracién es la operacion mas 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
remocién de la materia en suspension, ademas de la coloidal, ya que de otra

manera afectarian su estabilidad (Garcia-Garcia et al., 2009).

El método tradicional de filtracién, en el cual la alimentacion se hace
pasar a través de filtros en la misma direccién que el filtrado, ha sido
ampliamente reemplazado por el sistema tangencial. Este procedimiento

implica la circulacion de la suspension a través de una camara inundada en
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contacto tangencial con la superficie de la membrana de filtracion. Una ligera
sobrepresion en la camara provoca el paso de liquido al otro lado de la
membrana. El tipo de flujo utilizado previene la acumulacion de sélidos en la
membrana, con lo cual se evita la necesidad de coadyuvantes de filtrado. Uno
de los disefios mas efectivos es el de cartuchos empaquetados con
membranas de fibra hueca. Ademas, el producto obtenido presenta una calidad
optima ya que se eliminan las impurezas tipicas relacionadas con el color y

aroma (Garcia-Garcia et al., 2009).

Una vez clarificado el vinagre, se lo puede transferir a barricas de
madera (normalmente de roble), ya que alli adquiere caracteristicas
organolépticos particulares generadas mediante procesos fisicos, quimicos vy
fisico-quimicos (Tesfaye et al., 2002). Los principales cambios implican pérdida
de agua a traveés de los poros de la madera, aumento en la concentracién de
acido acético, extraccion de compuestos fendlicos de la madera y formacién de
compuestos aromaticos, principalmente ésteres (Tesfaye, Morales, Benitez,

Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2004).

Como alternativa al uso de las barricas de roble, principalmente por
razones economicas, se ha estudiado el envejecimiento de vino y vinagre
utilizando virutas de roble (Morales et al. 2004; Tesfaye et al. 2004; Duran
Guerrero et al. 2011) Estos estudios demostraron un envejecimiento acelerado
del vinagre, con una extraccién de compuestos fendlicos similar a la alcanzada
utilizando barricas, lo cual podria implicar una importante reduccién en los
costos de produccidén. Recientemente se ha patentado un procedimiento de
elaboracién de vinagres en el que se unifica en una sola etapa la fermentacién
acética y el envejecimiento. Se trata de un proceso de acetificacién en cultivo
sumergido, en el que se introducen virutas de roble para la obtencion de un
producto de similares propiedades fisico-quimicas y sensoriales que el
producido mediante envejecimiento tradicional en botas de roble (Garcia
Barroso, Duran Guerrero, Castro Mejias, Natera Marin, & 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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fisico-quimicos y organolépticos debido a la evolucién, oxidacion vy
envejecimiento de ciertos compuestos especificos del vinagre, tales como
azucares reductores, acido citrico, dioxido de azufre, gomas, pectinas y
mucilagos. La presencia de oxigeno normalmente desencadena una serie de
reacciones quimicas y enzimaticas, tales como: oscurecimiento del color,
presencia de precipitados marrén, pérdida de densidad y cuerpo, pérdida de
aromas. Estos cambios dependen del tipo de vinagre, de la materia prima, del
proceso de elaboracién y de las condiciones de almacenamiento (Casale, Saiz

Abajo, Gonzalez Saiz, Pizarro, & Forina, 2006).

1.6. Mercado de vinagres

Los vinagres que se comercializan dependen de las materias primas
disponibles en cada pais. Asi, en EEUU, el principal productor mundial de
vinagres, cerca del 70% de la poblacién consume vinagres de granos, y en
menor proporcion, de manzana y de sidra. En Francia se prefieren los de vino
blanco o tinto, mientras que en Gran Bretafia los favoritos son los de cebada
malteada. El vinagre de alcohol de cafa es el de mayor consumo en
Latinoamérica, mientras que en Japon y otros paises asiaticos, lo es el vinagre
de arroz. Dentro de los llamados vinagres especiales, en Espana, el producto
mas conocido es el procedente de Jerez, cuya elaboracion se realiza con el
sistema de Soleras y Criaderas y afiejado exclusivamente en madera de roble
californiano. Por otro lado, en ltalia se destaca el Aceto Balsamico elaborado a
partir de uvas blancas Trebbiano, originario de Mddena, en el norte de ltalia, y
posicionado como el mejor Aceto del mundo no sélo por su historia sino por su

meétodo de elaboracion (Gurisatti, 2012).

Segun las fuentes del mercado, en Argentina se consumen unos 30
millones de litros de vinagre por afo, sin contar Acetos y otras variantes
saborizadas, que redondean a la fecha 2,4 millones de litros mas. Si bien el
crecimiento es lento, las marcas apuestan por hacer crecer la categoria tanto

en volumen como en profundidad (J. Hidalgo, 2013).
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En la figura 1.6 se puede observar que durante los afios 2000-2001
mientras que en el mercado cambiario era 1$ = 1 US$, la importacion fue de
gran magnitud. Sin embargo, la posterior devaluacion de la moneda argentina
produjo una importante reduccion de las adquisiciones. Las exportaciones
tuvieron un crecimiento leve entre 2003 y 2005, recuperandose a partir de 2006
para alcanzar en 2008 una marca significativa. Este incremento expresa la
mayor insercion en los mercados internacionales, sustentada por un buen nivel
de calidad del producto y posicionandose con un precio competitivo (Negri &
Bonvini, 2009).

Exportacion e importacion de productos incluidos en la
posicion arancelaria 220900.00.000X en volumen
(Vinagre y sucedaneos, ) Periodo 2000 - 2009*

Toneladas
900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

*Datos hasta febrero inclusive
Fuente: Direccion Nacional de Agroindusiria con datos del INDEC y Aduanas.

Figura 1.6. Volumen de exportaciones e importaciones de vinagres y

sucedaneos.

Mientras que el Aceto Balsamico se produce en pequeias cantidades,
el 90% se destina al consumo familiar y el 10% restante a la industria. EI 68%
de la produccion total corresponde al vinagre de alcohol, el 19% al de vino y el
13% al de manzana. Las empresas elaboradoras estan ubicadas,
principalmente, en las provincias de Buenos Aires, Coérdoba, San Juan y
Mendoza (J. Hidalgo, 2013).

Los vinagres se comercializan en concentraciones entre 4 y 6% de
acido acético, mientras que los mas concentrados son empleados para usos

domésticos, como blanqueador y limpiavidrios (J. Hidalgo, 2013).
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Si bien se han publicado algunos trabajos acerca de la produccién de
vinagres de arandanos (Su & Chien, 2010, 2007; C. Hidalgo et al., 2013), hasta
la fecha no se han reportado estudios sobre la elaboracion de vinagres a partir

de frutas citricas.

1.7. Mercado de frutas citricas

La citricultura constituye una de las principales actividades econémicas
de la Republica Argentina e incluye el cultivo del limén, naranja, mandarina y
pomelo. La produccién citricola se localiza en dos regiones denominadas NOA
(noroeste argentino), donde se producen principalmente limones y en menor
medida, naranjas y pomelos y NEA (noreste argentino), donde predominan las

mandarinas y naranjas (Figura 1.7).

Figura 1.7. Distribucién de la actividad citricola en la Republica Argentina.
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Durante la temporada 2012/2013 Argentina se ubic6é en el 8° lugar
entre los principales productores mundiales de citricos, con un total de
2.824.000 t, sin embargo se estima una disminucién en estas cantidades para
2013/2014 (1.670.000 t.) como consecuencia de la ocurrencia de fenomenos
climaticos importantes que afectaron la campana. A esta situacion también
debe agregarse la tendencia en aumento de los ultimos seis anos, referida a
los incrementos en los costos en délares de insumos y servicios, con fuerte
efecto de la mano de obra (FEDERCITRUS, 2014).

Dentro del mapa citricola nacional, la provincia de Entre Rios (Figura
[.8) es la principal productora de naranjas con un 52 % de la produccién
nacional (FEDERCITRUS, 2014).

ZONAS PRODUCTORAS DE NARANJA EN ARGENTINA
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Figura 1.8. Zonas productoras de naranjas en la Republica Argentina.

Si bien el principal destino de la produccion de naranjas es la
distribucién en fresco en mercado interno, el porcentaje de fruta que se envia

para industrializacion es elevado y representa una proporcion muy similar a la
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destinada a exportacion (Tabla 1.2). La fruta que se destina a industrializacién
suele ser el descarte de los productos frescos puesto que los precios de estos

ultimos son mas altos.

TABLA 1.2. Destino de la produccion de naranjas en la Republica Argentina.
(FEDERCITRUS, 2014).

2010 2011 2012 2013

Mercado interno 57 % 68 % 63 % 72 %
Exportacion 20 % 15 % 12 % 13 %
Industria 23 % 17 % 25 % 15 %

Actualmente la industrializacion de los descartes de naranjas incluye la
elaboracién de jugo concentrado, aceites esenciales y cascara deshidratada.
Los dos primeros son utilizados en la elaboracion de gaseosas y otras bebidas
sin alcohol, mientras que la cascara se utiliza para la fabricacién de pectina

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

Los promisorios resultados obtenidos en la elaboracion de "vino de
naranja" con muy interesantes y apetecibles propiedades sensoriales, conforme
a la opinion de los jueces que integran paneles de degustacion 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 citricos podria
considerarse como un subproducto de la industria debido a la importante
produccién de citrus en esta region, también constituirian, junto con los vinos
citricos, una novedad para el mercado argentino, ya que formarian parte de

productos tipicos con caracteristicas regionales.
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1.8. Mercado de arandanos

El arandano es una fruta del grupo de los “berries”, de consumo
tradicional en paises del Hemisferio Norte como EE.UU., Alemania, Francia,
Italia e Inglaterra. La demanda generada por estos paises durante los periodos
invernales, de carencia de estos frutos, sumado a la posibilidad de producir en
contra-estacion, impulsé la introduccién de su cultivo en la Republica Argentina

a principios de la década de los "90.

Las tres zonas de la Argentina con mayor produccion se identifican

como NOA, Centro y NEA (Figura 1.9) (Argentinean Blueberry Committee, n.d.)

Figura 1.9. Zonas productoras de arandanos en la Republica Argentina.

La region ubicada sobre el margen del rio Uruguay en la provincia de
Entre Rios (NEA), especificamente la ciudad de Concordia, ha tenido un
notable desarrollo probablemente debido a las condiciones agroecolégicas de
la regién, una de las mas favorables del pais para lograr el éptimo desarrollo de
la planta y obtener fruta de calidad (Anderson, Kulczycki, Vergara, & Tejedor,
20006) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Principales ciudades productoras de arandanos en Argentina.

De esta manera, la Argentina se constituyd en un importante proveedor
de arandanos a EE.UU., Canada y la U.E., principalmente en la ventana de
mercado que va desde fines de setiembre a noviembre; sin embargo, el

consumo interno esta muy poco desarrollado.

Entre los afios 2003 y 2012 la produccion total de arandanos en
Argentina pasé de 845 t a 20300 t. Este incremento de la produccién se debid
tanto a los nuevos productores que se dedicaron a plantar arandanos, con el
consiguiente aumento de la superficie de cultivo, como también al incremento

de la produccion debido al crecimiento de las plantaciones mas antiguas.

En el afio 2008, entre el 80 y 85% del arandano producido se destin6 a
exportaciéon, el 3% a mercado interno para consumo en fresco e
industrializacion, mientras que el resto se descart6é (Divo de Sesar et al., 2008).
Esta tendencia se mantuvo en el afo 2013: 85% se destin6 a la exportacion de
fruto fresco, 10% para mercado interno y el 5% se descarté (Asociacion de

Productores de Arandanos de la Mesopotamia Argentina, 2013).

En los ultimos afos se ha incrementado la proporcion de descarte
debido a multiples factores, entre ellos el aumento de la productividad que

provocd una disminucién del precio de venta, con lo cual el productor no
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alcanzé a cubrir los costos de cosecha y, por ende, se detuvo la recoleccion de
las bayas. Ademas 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, ademas del
l6gico impacto socioeconémico, un impacto ambiental adverso ya que algunos
productores se deshicieron de las bayas no comercializadas en campos a cielo

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

En la ciudad de Concordia, provincia de Entre Rios, se han realizado
algunas investigaciones orientadas a la obtencion de productos de arandanos
como extractos de antocianinas, jugo concentrado, pasas de arandanos o
bebidas isotdnicas (Larrocca, 2010; Vuarant et al., 2010; Zapata, 2014).
Ademas, en el mercado local se venden algunas producciones artesanales de
vino de arandanos 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 necesitaria ser

optimizada.

Por todo lo expuesto se considera de interés generar experiencias en
I+D+i en el desarrollo de productos con posibilidades de industrializacién, en
este caso el vinagre de arandanos, partiendo de materias primas ricas en

compuestos antioxidantes.

1.9. Bibliografia

Adachi, O., Miyagawa, E., Shinagawa, E., Matsushita, K., & Ameyama, M.
(1978). Purification and properties of particulate alcohol dehydrogenase
from Acetobacter aceti. Agricultural and Biological Chemistry, 42, 2331—
2340.

Adachi, O., Moonmangmee, D., Toyama, H., Yamada, M., Shinagawa, E., &
Matsushita, K. (2003). New developments in oxidative fermentation.
Applied Microbiology and Biotechnology, 60(6), 643—-653.

37



I. INTRODUCCION

Adams, M. R. (1998). Vinegar. In B. J. B. Wood (Ed.), Microbiology of
fermented foods. (pp. 1-44). Blackie Academic & Professional.

Adams, M. R., & Moss, M. O. (1997). Microbiologia de los Alimentos. (E. A.
S.A., Ed.). Zaragoza, Espanfia.

Ameyapoh, Y., Leveau, J.-Y., Karou, S., Bouix, M., Sossou, S. K., & de Souza,
C. (2010). Vinegar production from togolese local variety mangovi of
mango Mangifera indica Linn. (Anacardiaceae). Pakistan Journal of
Biological Sciences, 13(3), 132-137.

Anderson, C., Kulczycki, C., Vergara, A., & Tejedor, M. C. (2006). Cosecha de

arandanos. Buenas Practicas Agricolas. Disponible en:
http://www.inta.gov.ar/concordia/actividad/eventos/material Curso
2006.pdf.

Argentinean Blueberry Committee. (n.d.). Estadisticas. Disponible en:

http://www.argblueberry.com/es/estadisticas.html

Arnold, S., Becker, T., Delgado, A., Emde, F., & Enenkel, A. (2002). Optimizing
high strength acetic acid bioprocess by cognitive methods in an unsteady

state cultivation. Journal of Biotechnology, 97(2), 133—145.

Asociacion de Productores de Arandanos de la Mesopotamia Argentina. (2013).

No Title. Concordia, Entre Rios.

Bar, R., Gainer, J. L., & Kirwan, D. J. (1987). An unusual pattern of product
inhibition:  Batch acetic acid fermentation. Biotechnology and
Bioengineering, 29(6), 796—798.

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.

Beheshti-Maal, K., & Shafiei, R. (2011). A thermotolerant Acefobacter strain
isolated from iranian peach suitable for industrial microbiology. Asian

Journal of Biological Sciences, 244—-251.

38



I. INTRODUCCION

Beheshti-Maal, K., Shafiei, R., & Kabiri, N. (2010). Production of apricot vinegar

using an isolated Acetobacter strain from iranian apricot, 177—180.

Belly, R. T., & Claus, G. W. (1972). Effect of amino acids on the growth of
Acetobacter suboxydans. Archives of Microbiology, 83, 237—-245.

BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO. Norma de Calidad de Vinagre (2012).

Espana.

Bortolini, F., SantAnna, E. S., & Torres, R. C. (2001). Comportamento das
fermentacdes alcoodlica e acética de sucos de kiwi (Actinidia deliciosa):
composicdo dos mostos e métodos de fermentacao acética. Ciéncia E
Tecnologia de Alimentos, 21(2), 236-243.

Casale, M., Saiz Abajo, M. J., Gonzalez Saiz, 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.

Cassanego llha, E., Sant'anna, E. S., Oliveira Térres, R. C., Simas Porto, A. C.,
& Meinert, E. M. (2000). Utilization of bee (Apis mellifera) honey for
vinegar production. Boletim Do Centro Pesquisa Processamento de
Alimentos, 18(1), 39-50.

Chinnawirotpisan, P., Theeragool, G., Limtong, S., Toyama, H., Adachi, O. O.,
& Matsushita, K. (2003). Quinoprotein alcohol dehydrogenase is involved
in catabolic acetate production, while NAD-dependent alcohol
dehydrogenase in ethanol assimilation in Acetobacter pasteurianus
SKU1108. Journal of Bioscience and Bioengineering, 96(6), 564-571.

Cleenwerck, I., & De Vos, P. (2008). Polyphasic taxonomy of acetic acid
bacteria: An overview of the currently applied methodology. International
Journal of Food Microbiology, 125(1), 2-14.

Dansa, A. M., Céspedes, V. M., Nocera, P., & Salvarregui, C. (2005). Perfil
descriptivo de la cadena citricola. Disponible en:
http://www.minagri.gob.ar/dimeagro/publicaciones/perspectivas/Perfiles

descriptivos/Cadena de citricos.pdf

39



I. INTRODUCCION

De Ley, J., Gillis, M., & Swings, J. (1984). Family VI. Acetobacteraceae. En N. .
Krieg & J. G. Holt (Eds.), Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (pp.
267-278). Baltimore: Williams and Wilkins.

de Ory, I., Romero, L., & 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.

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.

Deppenmeier, U., Hoffmeister, M., & Prust, C. (2002). Biochemistry and
biotechnological applications of Gluconobacter strains. Applied
Microbiology and Biotechnology, 60, 233—242.

Divo de Sesar, M., Pepe, F., Massara, D., Kaen, R., Lopez, V., Stella, A., &
Vilella, F. (2008). Variacion en el contenido de polifenoles y antocianinas
en frutos de los géneros Vaccinium y rubis asociada a diversos factores
condicionantes. In 4° Simposio Internacional y 2° Congreso
Latinoamericano de Arandanos y Berries. (pp. 153—-165). Argentina.

Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires.

Doran, P. M. (1998). Principios de ingenieria de los bioprocesos. Huesca,
Espana: Editorial Acribia S.A.

Drysdale, G. S., & Fleet, G. H. (1988). Acetic acid bacteria in winemaking: a
review. American Journal of Enology and Viticulture., 39(2), 143—-154.

Du Toit, W. J., & Pretorius, I. S. (2002). The occurrence, control and esoteric
effect of acetic acid bacteria in winemaking. Annals of Microbiology, 179,
155-179.

Duran Guerrero, E., Mejias, R. C., Marin, R. N., Bejarano, M. J. R., Dodero, M.
C. R., & Barroso, C. G. (2011). Accelerated aging of a Sherry wine vinegar

40



I. INTRODUCCION

on an industrial scale employing microoxygenation and oak chips.
European Food Research and Technology, 232(2), 241-254.

Dutta, D., & Gachhui, R. (2007). Nitrogen-fixing and cellulose- producing
Gluconacetobacter kombuchae sp. nov., isolated from Kombucha tea.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 57,
353-357.

FEDERCITRUS. (2014). La Actividad Citricola Argentina 2014. Disponible en:

http://www.federcitrus.org/noticias/upload/informes/Act Citricola 14.pdf

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.

Fu, L., Chen, S., Yi, J., & Hou, Z. (2013). Effects of different fermentation
methods on bacterial cellulose and acid production by Gluconacetobacter
xylinus in Cantonese-style rice vinegar. Food Science and Technology
International, 20(5), 321-331.

Fugelsang, K., & Edwards, C. (2007). Wine Microbiology. Practical Applications
and Procedures (2° edition.). Springer.

Gandara, D., & Dagognet, F. (2008). Pasteur: vida, pensamiento y obra.
Coleccion “Grandes Pensadores.” Barcelona, Espaina: Planeta DeAgostini
S.A.

Garcia Barroso, C., Duran Guerrero, E., Castro Mejias, R., Natera Marin, R., &
Cejudo Basante, M. J. (2013). Procedimiento de obtencién de vinagres.
Espana. Disponible en: http://patentados.com/patente/procedimiento-de-

obtencion-de-vinagres/

Garcia Garibay, M., Quinteros Ramirez, R., & Lopez Munguia, A. (2007).
Biotecnologia Alimentaria. (Editorial LIMUSA SA. Grupo Noriega Editores.,

Ed.). México.
Garcia-Garcia, |., Cantero-Moreno, D., Jiménez-Ot, C., Baena-Ruano, S.,
Jiménez-Hornero, J., Santos-Duefas, |., ... Barja, F. (2007). Estimating

the mean acetification rate via on-line monitored changes in ethanol during

41



I. INTRODUCCION

a semi-continuous vinegar production cycle. Journal of Food Engineering,
80(2), 460—464.

Garcia-Garcia, |., Santos-Duefias, |. M., Jiménez-Ot, C., Jiménez-Hornero, J.
E., & Bonilla-Venceslada, J. L. (2009). Vinegar Engineering. En: L. Solieri
& P. Giudici (Eds.), Vinegars of the world (pp. 97-120). Milan: Springer-
Verlag Italia S.r.l.

Garrido-Vidal, D., Pizarro, C., & Gonzalez-Saiz, J. M. (2003). Study of process
variables in industrial acetic fermentation by a continuous pilot fermentor

and response surfaces. Biotechnology Progress, 19(5), 1468-1479.

Gomez, J. M., Romero, L. E., Caro, |, & Cantero, D. (1994). Cinética de
crecimiento de Acetobacter aceti sobre sustrato alcohoélico. Informaciéon
Tecnoldgica, 5(6), 55-63.

Gonzalez Benito, A. (2005). Application of molecular techniques for
identification and enumeration of acetic acid bacteria. Universitat Rovira |

Virgili de Tarragona.

Guillamoén, J. M., & Mas, A. (2011). Acetic Acid Bacteria. En: A. V. Carrascosa,
R. Mufoz, & R. Gonzalez (Eds.), Molecular Wine Microbiology (1° ed., pp.
227-255). Academic Press, Elsevier.

Guizani, N., & Mothershaw, A. (2006). Fermentation principles. In E. Hui, Y. H.
(Ed.), Handbook of Food Science, Technology and Engineering. (pp.
63/2-28). London.: Taylor & Francis.

Gullo, M., Caggia, C., De Vero, L., & Giudici, P. (2006). Characterization of
acetic acid bacteria in “traditional balsamic vinegar”. International Journal
of Food Microbiology, 106(2), 209-12.

Gullo, M., De Vero, L., & Giudici, P. (2009). Succession of selected strains of
Acetobacter pasteurianus and other acetic acid bacteria in traditional
balsamic vinegar. Applied and Environmental Microbiology, 75, 2585—
2589.

42



I. INTRODUCCION

Gullo, M., & Giudici, P. (2009). Acetic acid bacteria taxonomy from early
descriptions to molecular techniques. En: Solieri Lisa & G. Paolo (Eds.),
Vinegars of the World (pp. 41-60). Milan, Italia: Springer-Verlag Italia S.r.1.

Gullo, M., Verzelloni, E., & Canonico, M. (2014). Aerobic submerged
fermentation by acetic acid bacteria for vinegar production: process and

biotechnological aspects. Process Biochemistry, 49(10), 1571-1579.

Gurisatti, V. (2012, July). Vinagres & Acetos: el costado mas acido del vino.
Conexién Brando. Disponible en:
http://www.conexionbrando.com/1487089-vinagres-amp-acetos-el-

costado-mas-acido-del-vino

Haghshenas, B., Nami, Y., Abdullah, N., Radiah, D., Rosli, R., & Khosroushahi,
A. Y. (2014). Anticancer impacts of potentially probiotic acetic acid
bacteria isolated from traditional dairy microbiota. LWT - Food Science
and Technology, 60(2), 690-697.

Hidalgo, C., Garcia, 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.

Hidalgo, C., Mateo, E., Cerezo, A. B., & Torija, M. (2010). Technological

process for production of persimmon and strawberry vinegars, 55-61.

Hidalgo, J. (2013). Vinagre: la nueva estrella de la mesa gourmet. PlanetaJOY.
Disponible en:
http://www.planetajoy.com/?Vinagre:+la+nueva+estrella+de+la+mesa+gou

rmet&page=ampliada&id=5377.

Holt, J. M., Krieg, N. R., Sneath, P. H. A., Staley, J. Y., & Williams, S. T. (1994).
Genus Acetobacter and Gluconobacter. En: Williams & Wilkens (Ed.),
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (9" edn., pp. 71-84).
Maryland, U.S.A.

43



I. INTRODUCCION

Hu, Z. C., Zheng, Y. G., & Shen, Y. C. (2011). Use of glycerol for producing 1,3-
dihydroxyacetone by Gluconobacter oxydans in an airlift bioreactor.
Bioresource Technology, 102(14), 7177-7182.

Hu, Z., Liu, Z., & Zheng, Y. (2010). Production of 1, 3-dihydroxyacetone from
glycerol by Gluconobacter oxydans ZJB09112. Journal of Microbiology
and Biotechnoogy, 20, 340-345.

Jara Campos, C. |. (2009). Desarrollo de métodos de biologia molecular para el
analisis directo de bacterias acéticas de vinagre. Universitat Rovira i
Virgili.

Jojima, Y., Mihara, Y., Suzuki, S., Yokozeki, K., Yamanaka, S., & Fudou, R.
(2004). Saccharibacter floricola gen. nov., sp. nov., a novel osmophilic
acetic acid bacterium isolated from pollen. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology, 54(Pt 6), 22637 .

Kaur, P., Kocher, G. S., & Phutela, R. P. (2011). Production of tea vinegar by
batch and semicontinuous fermentation. Journal of Food Science and
Technology, 48(6), 755—758.

Kersters, K., Lisdiyanti, P., Komagata, K., & Swings, J. (2006). The family
Acetobacteraceae: The genera Acetobacter. En: Prokaryotes (pp. 163—
200).

Kittelmann, M., Stamm, W. W., Follmann, H., & Triiper, H. G. (1989). Isolation
and classification of acetic acid bacteria from high percentage vinegar

fermentations. Applied Microbiology and Biotechnology, 1(1), 47-52.

Larrocca, A. H. (2010). Desarrollo de una bebida isotdnica utilizando jugo de
arandanos. En: C. O. Vuarant (Ed.), Arandanos, Avances Cientificos-
Tecnologicos en la regiéon de Salto Grande. Concordia, Entre Rios:
Facultad de Ciencias de la Alimentacion. Universidad Nacional de Entre
Rios.

Leonel, M., Suman, P. A., & Garcia, E. L. (2015). Production of ginger vinegar.
Ciéncia E Agrotecnologia, 39(2), 183—190.

44



I. INTRODUCCION

Madigan, M., Martinko, J., & Parker, J. (2004). Brock. Biologia de los

Microorganismos (10° edicié.). Madrid: Pearson Prentice Hall.

Martinez Montalvo, M. C. (2002). La elaboracion del vinagre en el s. XIX.
Discordia y enfrentamiento quimico-biologico. En: Actas VIII Congreso de
la Sociedad Espafiola de Historia de las Ciencias y de las Técnicas (pp.
687-701).

Matsushita, K., Toyama, H., & Adachi, O. (1994). Respiratory chains and
bioenergetics of acetic acid bacteria. Advances in Microbial Physiology,
36, 247-301.

Matsutani, M., Nishikura, M., Saichana, N., Hatano, T., Masud-Tippayasak, U.,
Theergool, G., ... Matsushita, K. (2013). Adaptive mutation of Acetobacter
pasteurianus SKU1108 enhances acetic acid fermentation ability at high
temperature. Journal of Biotechnology, 165(2), 109-19.

Mazza, S., & Murooka, Y. (2009). Vinegars through the ages. En: L. Solieri & P.
Giudici (Eds.), Vinegars of the world (pp. 17—40). Springer-Verlag ltalia
S.r.l

Moonmangmee, S., Kawabata, K., Tanaka, S., Toyama, H., Adachi, O., &
Matsushita, K. (2002). A novel polysaccharide involved in the pellicle
formation of Acetobacter aceti. Journal of Bioscience and Bioengineering,
93(2), 192-200.

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.

Nakano, S., & Fukaya, M. (2008). Analysis of proteins responsive to acetic acid
in Acetobacter. molecular mechanisms conferring acetic acid resistance in
acetic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology, 125(1),
54-9.

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.

45



I. INTRODUCCION

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.

Negri, G., & Bonvini, N. (2009). Aceto balsamico - Aromas, sabores y secretos.
Alimentos Argentinos. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion (SAGPyA)., 46, 61-64.

Nieto, F. J. (1991). Algunos aspectos de la tecnologia de la fermentacién
acética. En: C. Llaguno Marchena & M. C. Polo (Eds.), El Vinagre de Vino

(pp. 69-103). Madrid: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Ormaechea Landa, A. R. (1991). Proceso industrial de elaboracion de vinagre.
En: C. LLaguno Marchena & M. C. Polo (Eds.), El Vinagre de Vino (pp.
49-68). Madrid: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Qazi, G. N., Parshad, R., Verma, V., Chopra, C. L., Buse, R., Trager, M., &
Onken, U. (1991). Diketo-gluconate fermentation by Gluconobacter
oxydans. Enzyme and Microbial Technology, 13(6), 504-507.

Qi, Z., Yang, H., Xia, X., Xin, Y., Zhang, L., Wang, W., & Yu, X. (2013). A
protocol for optimization vinegar fermentation according to the ratio of
oxygen consumption versus acid yield. Journal of Food Engineering,
116(2), 304-309.

Raspor, P., & Goranovic, D. (2008). Biotechnological applications of acetic acid
bacteria. Critical Reviews in Biotechnology, 28(2), 101-124.

Ribereau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Doneche, B., & Lonvaud, A. (2003).
Tratado de Enologia. 1. Microbiologia del vino. Vinificaciones. Editorial

Hemisferio Sur.

Rubio-Fernandez, 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.

46



I. INTRODUCCION

Saeki, A., Taniguchi, M., Matsushita, K., Toyama, H., Theeragool, G., Lotong,
N., & Adachi, O. (1997). Microbiological aspects of acetate oxidation by
acetic acid bacteria, unfavorable phenomena in vinegar fermentation.

Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 61(2), 317-323.

Saeki, A., Theeragool, G., Matsushita, K., Toyama, H., Lotong, N., & Adachi, O.
(1997). Development of thermotolerant acetic acid bacteria useful for

vinegar fermentation at higher temperatures. Bioscience, Biotechnology
and Biochemistry, 61(1), 138—145.

Schlepitz, T., Gerhards, J. P., & Buchs, J. (2013). Ensuring constant oxygen
supply during inoculation is essential to obtain reproducible results with
obligatory aerobic acetic acid bacteria in vinegar production. Process
Biochemistry, 48(3), 398—405.

Schvab, M. del C. (2006). Bebida alcohdlica de jugo de naranja: estudio de los
parametros de calidad, influencia de las variables de proceso y

caracterizacion del producto. Universidad Politécnica de Valencia.

Silva, M. E., Torres Neto, A. B., Silva, W. B., Silva, F. L. H., & Swarnakar, R.
(2007). Cashew wine vinegar production: alcoholic and acetic

fermentation. Brazilian Journal of Chemical Engineering, 24(02), 163—169.

Sokollek, S. J., Hertel, C., & Hammes, W. P. (1998). Cultivation and
preservation of vinegar bacteria. Journal of Biotechnology, 60(3), 195—
206.

Solieri, L., & Giudici, P. (Eds.). (2009). Vinegars of the world. Milan, Italia:
Springer-Verlag Italia S.r.1.

Su, M.-S., & Chien, P.-J. (2007). Antioxidant activity, anthocyanins, and
phenolics of rabbiteye blueberry (Vaccinium ashei) fluid products as
affected by fermentation. Food Chemistry, 104(1), 182—-187.

Su, M.-S., & Chien, P.-J. (2010). Aroma impact components of rabbiteye
blueberry (Vaccinium ashei) vinegars. Food Chemistry, 119(3), 923-928.

47



I. INTRODUCCION

Suarez Lepe, J. A., & Idigo Leal, B. (2004). Biotecnologia de la elaboracién de
vinagre. En: E. Mundi-Prensa (Ed.), Microbiologia Enolégica.
Fundamentos de Vinificacion. (3° ed., pp. 472-506). Madrid.

Tesfaye, W., Garcia-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. M. (2000). Set up and
optimization of a laboratory scale fermentor for the production of wine

vinegar. Journal of the Institute of Brewing, 106(4), 215-219.

Tesfaye, W., Morales, M. L., Benitez, B., Garcia-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., Garcia-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. M. (2002).
Wine vinegar: technology, authenticity and quality evaluation. Trends in
Food Science & Technology, 13, 12-21.

Tesfaye, W., Morales, M. L., Garcia-Parrilla, M. C., & Troncoso, A. M. (2003).

Optimising wine vinegar production: fermentation and ageing, 7(2), 1-6.

Tréek, J., & Barja, F. (2015). Updates on quick identification of acetic acid
bacteria with a focus on the 16S-23S rRNA gene internal transcribed
spacer and the analysis of cell proteins by MALDI-TOF mass
spectrometry. International Journal of Food Microbiology, 196, 137-144.

Tréek, J., Toyama, H., Czuba, J., Misiewicz, A., & Matsushita, K. (2006).
Correlation between acetic acid resistance and characteristics of PQQ-
dependent ADH in acetic acid bacteria. Applied Microbiology and
Biotechnology, 70(3), 366-373.

Ubeda, C., Callejon, R. M., Hidalgo, C., Torija, M. J., Troncoso, a. M., &
Morales, M. L. (2013). Employment of different processes for the
production of strawberry vinegars: Effects on antioxidant activity, total
phenols and monomeric anthocyanins. LWT - Food Science and
Technology, 52(2), 139—145.

Valepyn, E., Berezina, N., & Paquot, M. (2012). Optimization of production and

preliminary  characterization of new exopolysaccharides from

48



I. INTRODUCCION

Gluconacetobacter hansenii LMG1524. Advances in Microbiology, 2, 488—
496.

Valero, E., Berlanga, T. M., Roldan, P. M., Jiménez, C., Garcia, ., & Mauricio,
J. C. (2005). Free amino acids and volatile compounds in vinegars
obtained from different types of substrate. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 85(4), 603—-608.

Vegas Pérez, C. A. (2011). Aplicaciéon de métodos moleculares para el estudio
de las bacterias acéticas implicadas en la elaboracion de vinagre de vino

tradicional. Universitat Rovira i Virgili.

Vuarant, C. O., Lesa, C., Zapata, L. M., Montti, M. T., Paz, J. M., & Carbonell, J.
V. (2010). Estudios de parametros de calidad en pasas de arandanos en
un proceso de deshidratado por infrarrojos. En: C. O. Vuarant (Ed.),
Arandanos, Avances Cientificos-Tecnolégicos en la region de Salto
Grande (pp. 117-133). Concordia, Entre Rios: Facultad de Ciencias de la

Alimentacién. Universidad Nacional de Entre Rios.

Wu, J., Gullo, M., Chen, F., & Giudici, P. (2010). Diversity of Acetobacter
pasteurianus strains isolated from solid-state fermentation of cereal
vinegars. Current Microbiology, 60(4), 280—-286.

Xu, Q., Tao, W., & Ao, Z. (2007). Antioxidant activity of vinegar melanoidins.
Food Chemistry, 102(3), 841-849.

Yakushi, T., & Matsushita, K. (2010). Alcohol dehydrogenase of acetic acid
bacteria: structure, mode of action, and applications in biotechnology.
Applied Microbiology and Biotechnology, 86, 1257-1265.

Yamada, S., Nabe, K., lzuo, M., & Chibata., I. (1979). Enzymatic production of
dihydroxyacetone by Acetobacter suboxydans ATCC 621. Journal of
Fermentation Technology, 57, 321-326.

Yamada, Y. (2014). Transfer of  Gluconacetobacter  kakiaceti,
Gluconacetobacter medellinensis and Gluconacetobacter maltaceti to the
genus Komagataeibacter as Komagataeibacter kakiaceti comb. nov.,

Komagataeibacter medellinensis comb. nov. and Komagataeibacter

49



I. INTRODUCCION

maltaceti comb. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 64(Pt 5), 1670-1672.

Yamada, Y., Hosono, R., Lisdyanti, P., Widyastuti, Y., Saono, S., Uchimura, T.,
& Komagata, K. (1999). Identification of acetic acid bacteria isolated from
indonesian sources, especially of isolates classified in the genus
Gluconobacter. The Journal of General and Applied Microbiology, 45(1),
23-28.

Yamada, Y., Katsura, K., Kawasaki, H., Widyastuti, Y., Saono, S., Seki, T., &
Uchimura, T. (2000). Asaia bogorensis gen . nov ., sp . nov ., an unusual
acetic acid bacterium in the a - Proteobacteria. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology, 50, 823—-829.

Yamada, Y., & Yukphan, P. (2008). Genera and species in acetic acid bacteria.

International Journal of Food Microbiology, 125(1), 15-24.

Yamada, Y., Yukphan, P., Lan Vu, H. T., Muramatsu, Y., Ochaikul, D.,
Tanasupawat, S., & Nakagawa, Y. (2012). Description of
Komagataeibacter gen. nov., with proposals of new combinations
(Acetobacteraceae). The Journal of General and Applied Microbiology,
58(5), 397-404.

Zapata, L. M. (2014). Obtenciéon de extracto de antocianinas a partir de
arandanos para ser utilizado como antioxidante y colorante en la industria

alimentaria. Universitat Politécnica de Valéncia.

50



I[I. Objetivos y
Plan de
trabajo



Il. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

II.1. Objetivos generales
Producir vinagre a partir de sustratos alcohdlicos de frutas de la region,
especificamente, naranja y arandanos.

Estudiar los procesos de acetificacion de los sustratos alcohodlicos de

naranjas y de arandanos durante la obtencidn de los respectivos vinagres.

Il. 2. Objetivos especificos

Los objetivos generales se alcanzaran con la consecucién de los

siguientes objetivos especificos, para cada sustrato:

Evaluar la influencia de algunos factores externos del proceso (caudal
de aire y velocidad de agitacién) durante la acetificacién en sistema sumergido

discontinuo.

Determinar las condiciones experimentales que permitan lograr el
maximo rendimiento y la mayor velocidad de acetificacion en sistema

discontinuo.

Aplicar la metodologia y las mejores condiciones experimentales
establecidas en el proceso discontinuo para el estudio en proceso

semicontinuo.
Evaluar el efecto de la proporcién de carga en el sistema semicontinuo.

Caracterizar los vinagres recién obtenidos y luego de un periodo de

maduracion de 6 meses, mediante analisis fisicoquimicos.

11.3. Plan de trabajo

El trabajo consiste en la obtencién de vinagre a partir de dos frutas de
la region, naranjas y arandanos, mediante un proceso biotecnolégico 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 acetificacion. Para ello se evalué el crecimiento y la
velocidad de acetificacion de tres especies de bacterias acéticas inoculadas
cada una, en dos medios de cultivo y empleando dos sistemas de aireacion. A
partir de los resultados de estos ensayos se establecieron las condiciones
(especie bacteriana, medio de cultivo y sistema de aireacion) en que se
prepararon los precultivos utilizados como in6culo de los distintos procesos

oxidativos en el biorreactor.

Una segunda etapa implicé el estudio preliminar de las influencias de
dos factores principales de este proceso bioxidativo, velocidad de agitacion y
caudal de aire, sobre la velocidad de acetificacién y el rendimiento GK en
sistema discontinuo para lo que se empleé un disefio factorial 2. Los
resultados obtenidos permitieron redefinir la regién experimental de trabajo
para la posterior determinacién de las mejores condiciones de los factores
mencionados en los cuales se logré la mayor velocidad de acetificacién y el
maximo rendimiento GK. A estos efectos se elabord6 un disefio central
compuesto y su analisis se realizé utilizando la metodologia de superficie de
respuesta. Las condiciones iniciales fijadas en cada tratamiento fueron: pH,
volumen del sustrato, concentracion de alcohol y concentracion de acido
acético y la temperatura se mantuvo constante en 30+1 °C durante todo el
proceso. El monitoreo del proceso se efectudé por medidas de la densidad
Optica (absorbancia a 540 nm en espectrofotometro UV-visible), pH, acidez
total expresada en g/L de acido acético y recuento celular en camara de

Petroff-Hauser.

En la tercera etapa se ensayo6 el proceso en sistema semicontinuo,
utilizando como parametros del proceso, los niveles de los factores que
maximizaron la velocidad de acetificacién y el rendimiento GK en la etapa
anterior. En este caso se estudié la "proporciéon de carga” en dos niveles y se
evalud la velocidad de acetificacion y el rendimiento, mediante analisis de
varianza del factor en estudio. La comparaciéon de los tratamientos que

presentaron diferencias estadisticas significativas se realiz6 mediante contraste
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multiple de rangos utilizando el test de Fisher (LSD) para un nivel de confianza
del 95 %. El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante programa

estadistico Statgraphics Centurion XV Corporate.

Por ultimo, los vinagres obtenidos en las condiciones que maximizaron
la velocidad de acetificacién y el rendimiento GK, se envasaron en botellas de
vidrio y se evaluaron parametros fisicoquimicos normalmente utilizados para
vinagres comerciales, como asi también componentes antioxidantes, puesto
que las frutas de origen son ricas en este tipo de compuestos. Estas
determinaciones se repitieron al finalizar el periodo de maduracién, que en este

caso se fijo en 6 meses, con el fin de evaluar su evolucion.

La metodologia detallada se aplicd, independientemente para los

vinagres de naranja como para los de arandanos.
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CAPITULO 1. Seleccion del cultivo iniciador.

11. Introduccion

Como se ha mencionado en la Introduccién general, originalmente el
vinagre de vino tradicional se obtuvo por acetificacion espontanea del vino en la
que el etanol, inicialmente producido por la levadura, experimentaba la
oxidacién a acido acético por BAA. Este proceso se llevaba a cabo en barricas
de madera y solia 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 acetificacion, se decidié trabajar con inéculos puros.

No resulta adecuada la preparacién de un cultivo iniciador para los
procesos de acetificacion a partir de un fermentador en marcha, ya que en el
mismo, las BAA estan sometidas a condiciones de estrés y moririan
rapidamente (Sokollek & Hammes, 1997). Por razones practicas y econémicas,
es imprescindible disefiar un medio de cultivo que permita conseguir una
elevada poblacion celular en el menor tiempo posible. Como en cualquier otro
proceso fermentativo, esto es consecuencia de su velocidad de crecimiento
especifico, que a su vez, depende de las condiciones en que se desarrolle el
mismo, especialmente de la concentracién de oxigeno y de la composicién del

medio (Nieto, 1991; Rubio-Fernandez, Salvador, & Fregapane, 2004).

Un cultivo starter adecuado para el proceso de acetificacion, debe
reunir los siguientes requisitos: concentracion celular mayor a 1.10° células/mL,
fase lag corta, elevada velocidad de conversién de sustrato y alta tolerancia al
etanol y acido acético (Sokollek & Hammes, 1997). Otros investigadores
indicaron que se debe garantizar una poblacion bacteriana en el inéculo del
orden de 1-5.10% 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 acetificacion.

1.2. Materiales y Métodos

Se evalu6 el crecimiento y la velocidad de acetificacion de tres
especies de bacterias acéticas inoculadas cada una, en dos formulaciones de
medios de cultivo, empleando dos sistemas de aireacion. Cada ensayo se
ejecutd 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 °C.

1.2.1. Bacterias acéticas

Teniendo en cuenta que las frutas constituyen un habitat adecuado
para las BAA, se seleccionaron dos especies aisladas en trabajos previos de
este grupo de investigacion. Una de ellas, Gluconacetobacter sp., fue obtenida
a partir de arandanos, mientras que Acetobacter sp., a partir de naranjas,
ambas de esta region. Ademas, se ensay6 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

informacion bibliografica 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 Na,HPO,4. 2H,0; 1,5 g/L acido
citrico. La solucién esterilizada por calor humedo a 121 °C durante 15 min en

autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina), fue adicionada de 10 mL/L de
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CAPITULO 1. Seleccion del cultivo iniciador.

acido acético y 20 mL/L de etanol. Este medio de cultivo fue recomendado por
Sokollek & Hammes (1997) para la revitalizacion de un cultivo iniciador de BAA.

» Medio EYPS: 48 g/L de etanol; 5 g/L de acido acético; 2 g/L de
peptona; 0,8 g/L de KH,PO4; 0,35 g/L de K;HPO4. 3 H,O; 1,5 g/l de (NH4)2SOy;
0,25 g/L de MgSO4. 7 H20; 0,01 g/L de NaCl y 0,01 g/L de MnSQOy; pH 3,5
(Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999). La solucién de todos los componentes
fue esterilizada por calor humedo a 121 °C durante 15 min. Una vez fria se

agregaron las sustancias volatiles, etanol y acido acético.

1.2.3. Sistemas de aireacion

Para garantizar el crecimiento en condiciones aerébicas, se ensayaron

dos sistemas de aireacioén:

= Agitacién en agitador orbital, shaker, JP SELECTA, modelo Rotabit
(Espafa). La velocidad empleada fue de 150 u/min (Figura 1.1).

» Sistema de inyeccion de aire: por medio de una bomba de aire
PRECISION, modelo SR-8500 (China), caudal: 4000 cm®min (Figura 1.2).

Figura 1.1. Agitador orbital (shaker). Figura 1.2. Sistema de inyeccion

de aire.
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CAPITULO 1. Seleccion del cultivo iniciador.

Por lo tanto, las distintas combinaciones para cada BAA se han
codificado de la siguiente manera: El (EYPS/inyeccion de aire), ES
(EYPS/shaker), Rl (RAE (1a, 2e)/ inyeccién de aire), RS (RAE (1a, 2e)/shaker).

Cada combinacién se ensayo por triplicado.

1.2.4. Meétodos analiticos

Se tomaron muestras de cada sistema cada 24 horas y se

determinaron los siguientes parametros:

Densidad o6ptica (DO): como indicador de la poblacion celular, se
midi6 la absorbancia a 540 nm (Ndoye et al., 2006; Ndoye, Lebecque, Destain,
Guiro, & Thonart, 2007; Beheshti-Maal & Shafiei, 2009) mediante un
espectrofotometro 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 concentracion celular inicial sea similar, la
evolucién del crecimiento se evalué en funcién de la variacién de la DO en

cada muestreo con respecto a su DO inicial.

Acidez total: mediante titulacion con solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) y fenolftaleina como indicador (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method
962.12). El resultado se expres6 como g/L de acido acético. Se asumi6é que

toda la acidez del medio se debe a este acido.

Velocidad de acetificacion (ra): como indicador de velocidad de
formacién de acido acético, se calcul6 la diferencia entre la acidez final e inicial
en cada ciclo de fermentacion (Krusong, Yaiyen, & Pornpukdeewatana, 2014).

Se determind segun la siguiente expresion:

. _AT,-AT,
At -t

I

(1.1)

donde: AT; y AT; = acidez total, expresada como acido acético (g

AcHJ/L) para los tiempos t; y i, respectivamente (Krusong et al., 2014).
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1.2.5. Tratamiento estadistico

Cada una de las determinaciones se efectud por triplicado. Se utilizo6 el
software Statgraphics Centurion XV Corporate y los resultados se analizaron
mediante analisis de varianza y, cuando fue necesario, se aplicé test de Fisher

(LSD). En todos los casos se utilizé un nivel de confianza del 95 %.

1.3. Resultados y Discusion
1.3.1. Gluconacetobacter sp.

La mayor velocidad de acetificacion como asi también el mayor
incremento de la densidad 6ptica se registraron en RI, mientras que los mas

bajos fueron determinados en los sistemas realizados en shaker (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Crecimiento y velocidad de acetificacion de Gluconacetobacter sp.

SISTEMA ra (g/L/h) Variacion de DOsyg
El 0,07+0,01° 0,5042+0,1618°
ES 0,06+0,01% 0,0973+0,0325°
RI 0,14+0,00° 1,0716+0,1268°
RS 0,05+0,00? 0,3015+0,0643°

El: medio EYPS con inyeccién de aire, ES: medio EYPS en shaker, Rl: medio RAE
(1a, 2e) con inyeccion de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. ra: velocidad de
acetificacion. DOsyo: densidad optica a 540 nm. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada
parametros para los diferentes sistemas (p<0,05).

Para un mejor analisis de los resultados se grafico la evolucion diaria

de la densidad celular (Figura 1.3). En las curvas de los sistemas ES y RS se
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CAPITULO 1. Seleccion del cultivo iniciador.

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 El y en RI, y a continuacion la fase de crecimiento
exponencial. Esta diferencia en el comportamiento segun el sistema de
aireacion seguramente se debié a la mayor velocidad de transferencia de
oxigeno originada por el sistema de inyeccion de aire (Rubio-Fernandez et al.,
2004), teniendo en cuenta que el oxigeno es parte del sustrato en estos

procesos.
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Figura 1.3. Curva de crecimiento de Gluconacetobacter sp. en diferentes
sistemas de cultivo. El: EYPS/inyeccion de aire, ES: EYPS/shaker, Rl: RAE/
inyeccion de aire, RS: RAE/shaker.

Al evaluar el crecimiento con los diferentes medios de cultivo se
encontro que el sistema El presentd una fase lag de 48 horas, mientras que la
de RI fue de 24 horas. Finalmente, luego de 72 horas de incubacion, la
densidad celular se increment6 aproximadamente 6 veces en Rl, mientras que
en El, el aumento fue de 4 veces respecto de su densidad 6ptica inicial. Este
comportamiento coincide con el observado por Nanba et al. (1984) en cultivos

agitados de Acetobacter sp. en los cuales, la adicién de 10 g/L de acido acético
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CAPITULO 1. Seleccion del cultivo iniciador.

increment6 la velocidad de crecimiento y disminuyé la fase lag. Ademas, se
puede realizar otro analisis evaluando las concentraciones iniciales de etanol y
acido acético en cada medio de cultivo. Asi, retomando el apartado 1.2.2., se
observa que el medio RAE contiene 20 mL/L (16 g/L) de etanoly 10 mL/L (10,5
g/L) de acido acético. Estas concentraciones son muy similares a las
reportadas por Gomez et al. (1994) en su trabajo de investigacién en el que
determind que los valores 6ptimos para el crecimiento de las BAA eran de 13
g/L de etanol y 10 g/L de acido acético. Sin embargo, las concentraciones en el
medio EYPS son muy diferentes (48 g/L de etanol y 5 g/L de acido acético) lo
que probablemente pudo haber ejercido cierta inhibicibn en el desarrollo

microbiano.

La mayor velocidad de acetificacion fue registrada en RI y ésta
presentd diferencias significativas con el resto de los sistemas analizados. No
obstante, se puede observar un maximo de acidez total en Rl 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 pequena disminucion de la acidez total podria estar relacionada con
el caracter superoxidante de esta especie, por el cual pueden utilizar el acido
formado como fuente de carbono y energia, cuando ya no disponen de sustrato

alcohdlico.
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Figura 1.4. Evolucion de acidez total en diferentes sistemas de -cultivo
inoculados con  Gluconacetobacter sp. El. EYPS/inyeccion de aire, ES:
EYPS/shaker, RI: RAE/ inyeccién de aire, RS: RAE/shaker.

1.3.2. Acetobacter sp.

Los ensayos realizados con la bacteria Acetobacter sp. indicaron que,
tanto la velocidad de acetificacion 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 acetificacion de Acetobacter sp.

SISTEMA ra (g/L/h) Variacion de DOsyg
El 0,06+0,01° 0,1832+0,0234°
ES 0,06+0,00" 0,1582+0,0165%
RI 0,16+0,00° 1,9130+0,0613°
RS 0,05+0,00° 0,2005+0,0206°

El: medio EYPS con inyeccién de aire, ES: medio EYPS en shaker, Rl: medio RAE
(1a, 2e) con inyeccion de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. ra: velocidad de
acetificacion. DOsyo: densidad oOptica a 540 nm. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada

parametros para los diferentes sistemas (p<0,05).

Si bien el comportamiento fue similar al observado en los tratamientos
efectuados con Gluconacetobacter sp., la maxima densidad o6ptica alcanzada
con Acetobacter sp. resultd 65 % superior a aquella, en el periodo analizado
(1,2890 y 2,1300, respectivamente).
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Figura 1.5. Curva de crecimiento de Acefobacter sp. en diferentes sistemas de
cultivo. El: EYPS/inyeccion de aire, ES: EYPS/shaker, RI: RAE/ inyeccién de
aire, RS: RAE/shaker.
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La produccion de acido acético no presentd diferencias significativas
entre los sistemas formados por el medio EYPS (El y ES), mientras que en
aquellos compuestos por medio RAE, el comportamiento fue analogo al
observado con Gluconacetobacter sp. El sistema RS mostré la menor ra,
mientras que RI presento la ra mas alta con el maximo a las 48 horas (22,69
g/L) de ensayo. Luego de este periodo, la acidez total comenz6 a disminuir
(Figura 1.6), probablemente por el caracter superoxidante de las Acetobacter,
puesto que a las 72 hs, el cultivo continuaba en fase de crecimiento

exponencial (Figura 1.5).
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Figura 1.6. Evolucion de acidez total en diferentes sistemas de cultivo
inoculados con Acetobacter sp. El: EYPS/inyecciéon de aire, ES: EYPS/shaker,
RI: RAE/ inyeccién de aire, RS: RAE/shaker.

1.3.3. Acetobacter aceti

El mayor crecimiento y velocidad de acetificacion se registraron en Rl
(Tabla 1.3), tal como sucedi6 en los ensayos realizados con Gluconacetobacter

sp. y Acetobacter sp.
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Tabla 1.3. Crecimiento y velocidad de acetificacién de Acetobacter aceti (NRRL
B-999).

SISTEMA ra (g/L/h) Variacion de DOs49
El 0,00+0,00° 0,0527+0,0136°
ES 0,00+0,01® 0,0023+0,0011?
RI 0,08+0,01° 0,1132+0,024°
RS 0,05+0,01° 0,0180+0,0060°

El: medio EYPS con inyeccién de aire, ES: medio EYPS en shaker, Rl: medio RAE
(1a, 2e) con inyeccién de aire, RS: medio RAE (1a, 2e) en shaker. ra: velocidad de
acetificacion. DOs4: densidad optica a 540 nm. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada

parametros para los diferentes sistemas (p<0,05).

Si bien se registraron diferencias significativas entre los tratamientos
realizados con la cepa liofilizada de Acefobacter aceti, las magnitudes de los
parametros analizados resultaron, en general, muy inferiores a las
determinadas en las BAA analizadas previamente. La maxima densidad celular
alcanzada fue sélo del 10-17 % de la medida determinada en
Gluconacetobacter sp. y Acetobacter sp. Del mismo modo, la velocidad de
acetificacion resultdé 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

acetificacion 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. El: EYPS/inyeccién de aire, ES: EYPS/shaker, RI: RAE/ inyeccién de
aire, RS: RAE/shaker.

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

Acidez total (g/L acido acético)

0,00
0,00 24,00 48,00 72,00

Tiempo (h)

—%—El —®-ES —®—RI —4A—RS

Figura 1.8. Evolucion de acidez total en diferentes sistemas de cultivo
inoculados con Acetobacter aceti. EIl. EYPS/inyeccion de aire, ES:
EYPS/shaker, RI: RAE/ inyeccién de aire, RS: RAE/shaker.
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Este comportamiento se puede atribuir a un inadecuado tratamiento de
revivificacion o bien a la pérdida de viabilidad celular a causa del proceso de
liofilizacién. En este ultimo 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 liofilizaciéon es el método preferido de deshidrataciéon
en la industria biotecnolégica y farmacéutica, es conocido el hecho que puede
producir dafios a microorganismos y productos biolégicos, con la consiguiente
pérdida de viabilidad. La tolerancia a la liofilizacién depende de factores tales
como el medio utilizado, velocidad de congelacion, parametros del proceso,
condiciones de rehidratacién, estado fisiolégico y concentracién 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 dafinos observados se puede mencionar el debido a
los radicales libres formados durante los primeros dias del almacenamiento que
promueven la peroxidacién de acidos grasos insaturados de la célula, que
llevan a la formacion y acumulacion de productos secundarios que acentuan la
muerte celular. Ademas, temperaturas elevadas (35 °C) durante este periodo
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 comun la formacién de células
viables pero no cultivables (VBNC), es decir, células que no crecen en medios
bacteriolégicos de rutina pero estan vivas y capaces de renovar su actividad
metabdlica (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
acetificacion, se obtuvieron con medio RAE (1a/2e) con sistema de inyeccién

de aire (RI) utilizando Acetobacter sp.

Se estima que el medio RAE (1a/2e) pudo haber sido el mas apropiado
en virtud de que las concentraciones de etanol y acido acético son similares a
las informadas como 6ptimas para las BAA, mientras que las del medio EYPS
se alejan de esos valores 6ptimos. Esto podria haber causado algun tipo de

inhibicion en el crecimiento y produccién de acido acético.

La mayor velocidad de transferencia de oxigeno originada con el
sistema de inyeccién de aire seguramente redundé en un mayor crecimiento

microbiano y su consecuente incremento en la velocidad de acetificacion.

El tiempo de incubacién deberia ser de 48-72 horas ya que Acetobacter
sp. es una bacteria superoxidante y superado este periodo, podrian comenzar

a consumir el acido acético producido (diauxia).
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CAPITULO 2. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema discontinuo.

21. Introduccion

El propésito de la investigacion que se plantea en este capitulo fue
evaluar la influencia de factores externos de la elaboracién de vinagre tales
como, caudal de aire (Qa) y velocidad de agitacion (Vag) y la determinacién de
las condiciones experimentales que permitan lograr la mayor velocidad de
acetificacion (ra) del sustrato alcohdlico de naranjas y el maximo rendimiento

(Rek) en sistema sumergido discontinuo.

Para este analisis es necesario hacer referencia a la teoria de la
transferencia de materia gas-liquido y al consumo de oxigeno en cultivos

celulares.

La velocidad de transferencia de oxigeno del gas al liquido (Roy) es
directamente proporcional a la fuerza impulsora y al area disponible para el

proceso de transferencia y se expresa mediante la siguiente ecuacion:
Ro; = kia (C*-C) (2.1)

Donde: k. = coeficiente de transferencia de materia en la fase liquida.
a = area interfacial liquido-gas por unidad de volumen de fluido.
C = concentracion de oxigeno en el cultivo.
C* = concentracién de oxigeno en el cultivo en equilibrio con la fase

gaseosa (solubilidad).

El coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k,a) es una
medida de la capacidad de un biorreactor de suministrar oxigeno. Depende del
disefio del biorreactor, de las condiciones de operacion (caudal de aire,
agitacion) y de la viscosidad del cultivo. La diferencia (C*— C) representa la

fuerza impulsora para la transferencia de materia.

La Rop2 es de vital importancia en bioprocesos aerébicos debido a la
necesidad de suministrar oxigeno 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 oxigeno varia con
el tiempo debido principalmente a que la concentracién de células (X) aumenta
durante el transcurso del cultivo y la velocidad total de consumo de oxigeno es
proporcional al numero de células presentes. Ademas, también varia la
velocidad de consumo de oxigeno por célula (q,), conocida como velocidad
especifica de consumo de oxigeno. La velocidad de consumo de oxigeno por

unidad de volumen de caldo (Q,) se expresa segun la ecuacion:
Qo=0Qo. X (2.2)

En estado estacionario, no puede existir acumulacién de oxigeno en el
fermentador, por lo que la Rp, debe ser igual a la Q,. De esta manera,

igualando las ecuaciones (2.1) y (2.2), se obtiene:
kra (C*-~C)=qo. X (2.3)

A partir de la ecuacién (2.3) se puede predecir la respuesta del
biorreactor a las variaciones en las condiciones de operacion de transferencia
de materia. Debido a la baja solubilidad del oxigeno en soluciones acuosas a
temperatura y presion ambiente (aprox. 10 mg/L), la fuerza impulsora (C*— C)
es muy pequefa. Ademas, por regla general, el k_ en caldos de fermentacion
es de 3-4x10* m/s para burbujas mayores de 2-3 mm de diametro y
permanece relativamente constante e independiente de las condiciones,
mientras que disminuye para burbujas de menor tamafo (Doran, 1998). De
modo que, si se necesita una mejora sustancial en la Rpz, es mas efectivo

centrar la atencién en aumentar a.

El area interfacial a depende del tamafio y numero de burbujas
presentes, que a su vez dependen de muchos otros factores como la
composiciéon del medio, la velocidad del agitador y el caudal de gas. La
propiedad mas importante de las burbujas de aire en los fermentadores es su
tamano. Para un determinado volumen de gas, la maxima a se consigue
dispersando el gas en numerosas burbujas muy pequefas, en vez de unas

pocas grandes. Ademas, al ser mas livianas, el tiempo de residencia en el
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liguido es mayor y disponen de mas tiempo para que se disuelva el oxigeno
(Doran, 1998).

2.2. Materiales y Métodos
2.21. Materia prima.

Para la obtencién de vinagre de naranja se utilizd un vino elaborado por
el grupo de investigacién del Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Alimentacion (UNER). EI mismo fue obtenido por
fermentacién alcohdlica de naranjas de la variedad Washington Navel, con
levaduras Saccharomyces cerevisiae. Finalizada la etapa de vinificacién, se

efectud el trasiego vy filtraciéon a través de membranas de 1 um de porosidad.

El disefio de un medio de fermentacién tiene como finalidad la eleccién
de los componentes necesarios para lograr el crecimiento y la formaciéon de
productos correspondientes al proceso a desarrollar. En vinagres de vino no se
considera necesaria la adicién de nutrientes ya que se encuentran en cantidad
suficiente en el sustrato alcohélico usado como materia prima (Nieto, 1991).
Ademas, los aminoacidos y otros compuestos nitrogenados liberados durante
la autdlisis de las levaduras contribuyen significativamente al crecimiento de las
BAA en vinagres de origen vinico. Sin embargo, para vinagres de alcohol u
otros con bajo contenido en aminoacidos, como el de sidra (Valero et al., 2005),

es necesaria la adiciéon de nutrientes (Guillamén & Mas, 2011).

Se determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos cuyas
técnicas analiticas se describen en el apartado 2.2.5: graduacién alcohdlica,
acidez total, acidez volatil, pH, sélidos solubles, azucares reductores directos,
glicerol, anhidrido sulfuroso (SOy) libre y total. Todos los ensayos se realizaron

por duplicado.
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2.2.2. Proceso general de obtencion de vinagre de naranjas.

El proceso seguido para la elaboracion de vinagre de naranja se
esquematiza en la figura 2.1. Cada etapa en la que se tomaron muestras para
las diferentes determinaciones analiticas se identifica con la sigla (TM).

Graduacidn alcohdlica, Acidez
total, Acidez volatil, pH, Sélidos

Vi i — ™ ( .
w 7 \/ solubles, Azucares reductores
directos, Glicerol, SO, libre y total.
|
Agua R Acondicionamiento ; ohsl
. —> ™ Graduacién alcohdlica

Nutrientes _ _ _ _ _ _ > del sustrato P

alcohdlico
Acetobacter sp. ----- + | Inoculacién

B pH, Densidad dptica, Acidez
— &Y total, Recuento celular.
Determinacion de mejores

condiciones para la acetificacién

l pH, Densidad dptica, Acidez

w —_—r M - total, Recuento celular,
Concentracion de etanol.

Embotellado

I

| Maduracion - Clarificacion

Envasado

ﬁllﬁ

Figura 2.1. Diagrama de flujo de elaboracién de vinagre de naranja.
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2.2.2.1. Acondicionamiento del sustrato alcohdlico.

En la Introduccién, apartado 1.4.1, se ha mencionado que el etanol
podria ejercer un efecto inhibidor sobre las bacterias acéticas a
concentraciones superiores a 50 g/L, especialmente en sistemas batch donde
se dificultaria el comienzo de la fermentacién (de Ory, Romero, & Cantero,
2002; Garrido-Vidal, Pizarro, & Gonzalez-Saiz, 2003). Por este motivo, el vino
citrico utilizado como sustrato fue diluido hasta un 6 % v/v de etanol (47,6 g/L).
Sin embargo, esta dilucion tiene un efecto relevante sobre la concentracion de
nutrientes, en especial si se tiene en cuenta que el contenido de nitrégeno
aminico en el vino de naranja se ubica entre 3,6 y 5,2 mg/100 mL (Ferreyra,
2006). Por este motivo, se decidié realizar la dilucion del vino mediante el
agregado de una solucién de minerales y fuente nitrogenada de la siguiente
composicion: 0,8 g/L de KHy;PO4 0,35 g/L de K;HPO4.3H,0O; 1,5 g/L de
(NH4)2SO04.

2.2.2.2. Inoculacion

Las bacterias acéticas empleadas para los procesos de acetificacion
fueron Acetobacter sp. aisladas en el laboratorio a partir de naranjas de la

region (Capitulo 1, apartado 1.4.).

Los cultivos se dejaron crecer en un caldo de la siguiente composicion:
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 formacién del
caracteristico velo blanco sobre la superficie (“madre del vinagre”) y la
observacion de turbidez en el medio. Este periodo fue de 48-72 horas, luego
del cual se agregdé glicerol al 20 % v/v como crioprotector y se repartié en
criotubos de 1,5 mL para ser conservadas por congelaciéon (-18 °C) en freezer
PATRICK (Argentina).

Para realizar los ensayos de acetificacion, se descongelaron algunos

cultivos de Acetobacter sp. y se inocularon en caldo RAE (1a, 2e) para su
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revitalizacién y crecimiento. Luego fueron mantenidos en estufa para cultivo
bacteriolégico FAETA (Argentina) a 30 °C durante 48-72 horas.

El cultivo iniciador empleado para cada ensayo de acetificacion se
prepard en erlenmeyer de 500 mL conteniendo 300 mL de medio RAE (1a, 2e)
previamente esterilizado por calor humedo a 121 °C durante 15 min, en
autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina). Este fue inoculado al 10 % con el
cultivo de Acetobacter sp. en etapa de crecimiento y se incubé a 30+1 °C, con
sistema de inyeccion de aire, hasta lograr una concentracion celular
aproximada del inéculo de 3-5%10% bacterias/mL (de Ory, Romero, & Cantero,
2004).

Como control de esta etapa, se tom6 una muestra del caldo luego de la
inoculacién y otra al finalizar el periodo de incubacion y se determinaron los
siguientes parametros fisicoquimicos: pH, acidez total, densidad 6ptica (DO),

recuento celular (RC), (apartado 2.2.5. de “Técnicas analiticas”).

2.2.2.3. Acetificacion

El proceso biooxidativo para la produccién de vinagre de naranjas se
realiz6 en un biorreactor de escala laboratorio marca NEW BRUNSWICK
CIENTIFIC Co., modelo Bioflo 2000 (New Jersey, USA) (Figura 2.2), provisto
de un vaso de vidrio borosilicato de 2 L de volumen util. EI mismo dispone de
un electrodo de control de pH METTLER TOLEDO (Switzerland) y una
termocupla con sensor de platino RTD, entradas para inéculo y antiespumante
y un orificio para la toma de muestras. La temperatura es corregida por una
manta de calefaccion 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 diametro de poro es de 0,2 pm.

La agitacién se realiza mecanicamente 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 pequefios orificios. El
chorro de aire que sale de cada orificio choca con las paletas de las turbinas
generandose de este modo miles de pequefias burbujas, desde las cuales
difunde hacia el seno del liquido. El sistema de agitacién se completa con
cuatro placas deflectoras que tienen por finalidad cortar o romper el movimiento
circular que imprimen las turbinas al liquido, generando mayor turbulencia y

mejor mezclado.

Figura 2.2. Biorreactor New Briinswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000,

utilizado en las experiencias.

2.2.2.3.1. Desarrollo del proceso de acetificacion en sistema

discontinuo (batch).

Se calculé el volumen de la solucién de nutrientes necesario para
obtener un sustrato alcohodlico de naranjas con una graduacion alcohdlica de 6
% vlv, se coloco en el vaso del fermentador y se esterilizé a 121 °C durante 15
min. Una vez que alcanz6 la temperatura ambiente, se agregd el vino de

naranjas y, cuando el biorreactor se hubo termostatizado a 30°C (temperatura
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de ensayo), se inocul6 con el cultivo iniciador obtenido segun el procedimiento

descripto previamente.

El monitoreo del proceso se realizd a través de muestras tomadas del
fermentador cada 4-6 h, mediante determinaciones de pH, acidez total,

densidad éptica y recuento celular (apartado 2.2.5. de “Técnicas analiticas”).

Se grafico cada parametro en funciéon del tiempo y, cuando se
estabilizé 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 acido acético por parte de las BAA debido al agotamiento del sustrato

alcohdlico, tal como se menciond en el apartado 1.4.1.

Se determiné la concentraciéon de etanol remanente (apartado 2.2.5. de
“Técnicas analiticas”) en el producto obtenido (vinagre joven) en cada uno de

los ensayos.

2.2.2.4. Envasado. Maduracion. Clarificacion. Filtracion.

Los vinagres recién obtenidos (jovenes) se envasaron en botellas de
vidrio y se almacenaron en lugar fresco, seco y oscuro para su maduracion (o
envejecimiento). Se dejaron clarificar espontaneamente, sin embargo, en los
casos en que persistia cierta turbidez (observada a simple vista), se agregé
una suspension de bentonita al 5% (Ough, 1996) y posteriormente se filtr6 con
filtro de 3 um de porosidad a fin de obtener un producto limpido y transparente.
Los vinagres clarificados se envasaron nuevamente en botellas de vidrio, para

continuar con la etapa de maduracién.

2.2.3. Disenos estadisticos experimentales.

Se trabaj6 con dos disefos estadisticos que consistieron en realizar un
estudio preliminar con el propésito de explorar la region experimental donde se

pudieran obtener diferencias en las variables respuesta al modificar los factores
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experimentales y, un segundo disefio donde se buscé maximizar las variables

respuesta.

2.2.3.1.Estudio preliminar del proceso de acetificacion. Disefo

factorial.

El disefio factorial suele utilizarse como estudio preliminar ya que
permite juzgar si existe una conexion entre las variables y, aunque no sea
posible explorar completamente la regién experimental de cada factor, a
menudo determinan una direccidbn hacia dénde dirigir una posterior

investigaciéon (Box, Hunter, & Hunter, 2008).

En virtud de que se busco evaluar la influencia de los factores caudal
de aire (Qa) y velocidad de agitacion (Vag) del sistema sobre las variables
respuestas velocidad de acetificacién (ra) y rendimiento GK (Rgk), se elaboré
un disefio factorial de dos niveles (2°) utilizando el software Statgraphics

Centurion XV Corporate.

Para la eleccion de la regién 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 preparacion de
un vinagre de vino en un fermentador de escala laboratorio, en la que se evalué
la velocidad de agitaciéon 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). Ademas, Horiuchi et al. (2004) estudiaron el proceso de obtencién
de vinagre de cebolla en un fermentador con agitaciéon controlada a 200 rpm,
aunqgue en este caso sin inyeccion de aire. En otras experiencias, en las que se
utilizaron fermentadores sin sistema de agitacion mecanica, se utilizaron
caudales de aire entre 0,2 y 0,6 vwvm (de Ory, Romero, & Cantero, 1998; de Ory
et al., 2004).

De esta manera se seleccionaron los niveles 0,6 L/min (0,3 vwvm) y 1,2
L/min (0,6 vvm) para Qa, mientras que, para Vag se trabaj6é con: 200 rpm y 400

rpm. Las combinaciones resultantes se muestran en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Disefio factorial 22 para sustrato alcohélico de naranja.

Caudal de aire Velocidad de
(Qa), (L/min) agitacion (Vag), (rpm)

Tratamiento | 0,6 (0,3 vwvm) 200
Tratamiento 1,2 (0,6 vvm) 200
Tratamiento Il 0,6 (0,3 vwvm) 400
Tratamiento IV 1,2 (0,6 vvm) 400

Cada uno de los tratamientos se ensay6 por duplicado.

El efecto de los factores se evalu6é en funciéon de los parametros que
normalmente se utilizan en la industria vinagrera para el control del proceso,

velocidad de acetificacién y rendimiento GK.

La velocidad de acetificacion (ra) se determind segun la ecuacion 1.1

definida en el Capitulo 1, apartado 1.2.4:

. _AT,-AT,
Aot -t

El calculo del rendimiento real en la industria vinagrera (rendimiento
GK) se realiza comparando la concentracién total del vinagre con la
concentracion total del sustrato. La concentracion total (GK) se define como la
suma de la acidez total (expresada como g de acido acético por 100 mL) y de
la acidez que se espera obtener por transformacién del alcohol presente
(Ormaechea Landa 1991; Tesfaye et al. 2000; Leonel et al. 2015):

Concentraddn Total = AcidezTotal + (% alcoholx1,043)  (2.4)

Teniendo en cuenta la ecuacién 2.4, el calculo de Rgk se realizd

mediante la siguiente expresion:
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_ Conc. Total del Vinagre y (2.5)

oK = . 100
Conc.Totaldel Vino

El analisis del disefio se efectud mediante analisis de varianza

(ANOVA) de los factores ensayados.

Las condiciones iniciales del sustrato, en todos los tratamientos, fueron:
volumen del sustrato: 2 L, graduacion alcohdlica: 6,0+0,5 % v/v, pH: 3,65+0,10
y acidez total: 5,7£0,4 g/L expresada como acido acético. La temperatura se

mantuvo en 30+1°C durante todo el proceso.

2.2.3.2. Determinacion de las mejores condiciones de

acetificacion.

Luego de ejecutar las experiencias del disefio factorial de dos niveles
se elaboré un disefio central compuesto, donde los puntos axiales del mismo
se determinaron segln la ecuacion (2)", con k=numero de factores. La
eleccion de los niveles de cada factor se basé en las conclusiones a las que se
arrib6 luego del analisis del disefio 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 vwvm) y (+1): 1,2 L/min (0,6 vvm). La combinacion de los factores
experimentales se muestra en la Tabla 2.2. Las respuestas estudiadas fueron

ra’ ¥ Rek. Se utilizé el software Statgraphics Centurion XV Corporate.

Tal como se ha mencionado, uno de los objetivos de este capitulo
consistidé en encontrar la mejor combinacion de niveles de los factores que
maximicen ra Y Rek. Para el analisis del disefio se utiliz6 la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) que ha sido empleada exitosamente para la
modelizacién y optimizacién de varios procesos fermentativos (Garrido-Vidal et
al. 2003; Ferreira et al. 2005; Silva et al. 2007).
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Tabla 2.2. Disefio experimental de la etapa de acetificacion discontinua de

sustrato alcohdlico de naranja, utilizando Acetobacter sp.

Factores originales Factores codificados

Velocidad de Caudal de Velocidad de Caudal de
agitaciéon (rpm) aire (L/min)  agitacion (rpm) aire (vvm)

400 0,60 -1 -1 )

400 1,20 -1 +1 [ 52

800 0,60 +1 -1

800 1,20 +1 +1 J

883 0,90 1,414 0 )

317 0,90 -1,414 0 , Puntos
600 1,32 0 1,414 axiales
600 0,48 0 -1,414 J

600 0,90 0 0 )

600 0,90 0 0 Puntos
600 0,90 0 0 centrales
600 0,90 0 0 )

Para la determinacién de las mejores condiciones de proceso para
cada respuesta en forma individual, se utilizé la funcion Optimizacién de
Respuestas del software mencionado, mientras que para determinar la
configuracion de los factores experimentales considerando ambas repuestas
simultaneamente, se empled la funcion Optimizacion de Respuestas Multiples
(Deseabilidad).

Teniendo en cuenta el efecto activador del acido acético a 10 g/L
(Introduccion, apartado 1.4.1), la acidez total del sustrato se ajusté con un

vinagre de naranjas previamente elaborado, en volumen necesario para lograr
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esa concentracion. De esta manera, las condiciones iniciales del sustrato en
todos los tratamientos fueron: volumen del sustrato: 2 L, graduacién alcohélica:
6,0£0,5 % v/v, pH: 3,40+0,05 y acidez total: 9,7+0,6 g/L expresada como acido
acético. La temperatura del proceso se fijo en 30£1°C.

2.2.4. Determinacion de parametros cinéticos

2.2.4.1.Relacion entre velocidad de crecimiento bacteriano y

velocidad de acetificacion.

Como es caracteristico para el estudio de cualquier sistema biologico,
se evalud la relacién entre la velocidad volumétrica de crecimiento microbiano
(rx) y la velocidad volumétrica de formacién de producto, en este caso,

velocidad de acetificacidn (ra), mediante analisis de regresiéon simple.

Para la determinacién de rx se debe considerar que en un sistema
batch, este parametro se obtiene como la variaciéon de la concentracién celular

o biomasa (X) en funcién del tiempo (t), es decir:

ax

Ty = r (2.6), (Ertola, Yantorno, & Mignone, 1994)

Por lo que, para este caso, la ecuacion (2.6) resulta:

(X — Xq)

2.7
(tz—t1) @7

ry =

donde: X1y X, = concentracidon celular (g/100 mL vinagre) para los tiempos t; y

to, respectivamente.

Se empled la técnica de estimacion de X (apartado 2.2.5. de “Técnicas
analiticas”), con la que se obtuvieron pares de datos de peso seco de biomasa
vs. densidad optica. Mediante representacién grafica se pudo establecer una

ecuacion para el calculo de X.
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2.2.4.2.Velocidad especifica maxima de crecimiento bacteriano

(Hm)-

El crecimiento microbiano también se describe mediante la siguiente

ecuacion:
Y =pu XX (2.8)

, donde p es la velocidad especifica de crecimiento microbiano. Debido
a la naturaleza autocatalitica de este crecimiento, es razonable suponer que X

influye en la velocidad con que aumenta la poblacién, rx.

Para un tipo de microorganismo dado, pu depende principalmente de la
composicion y concentracion del medio de cultivo, presencia de inhibidores,
temperatura y pH. Durante el crecimiento equilibrado, p esta relacionada con la

concentracion de sustrato limitante mediante la ecuaciéon de Monod:

_ BmXS
a Ks+ S

(2.9)

donde, pm es la velocidad especifica maxima de crecimiento
microbiano, S la concentracion de sustrato limitante del crecimiento y Ks la
constante de saturaciéon que esta inversamente relacionada con la afinidad del
microorganismo por el sustrato. Puesto que los valores de Ks son normalmente
muy pequefios, del orden de los mg/L, generalmente S es superior a Ks
durante la mayor parte del cultivo. De esta manera pes constante e igual a py
en los cultivos discontinuos hasta que el sustrato esta practicamente agotado
(Ertola et al., 1994; Doran, 1998).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, para un sistema

discontinuo se obtiene la siguiente expresion para X en funcién del tiempo t:

InX =InX, + uyy Xt (2.10)
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Donde, X, es la concentracion de biomasa al inicio de la fase

exponencial y t, el tiempo transcurrido en esta fase.

Tal como se mencioné en el apartado 1.4.1. de la Introduccién general,
aunque la caracteristica distintiva de las BAA es su habilidad para metabolizar
el etanol en acido 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
parametros sobre u 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 expresion
resultante es una combinacién de tres funciones: una de ellas depende de la
concentracion de etanol, otra de la de acido acético y la ultima, de la
concentracion de oxigeno disuelto, pero no se considera la influencia de la

temperatura.

No obstante, a pesar de no disponer de los instrumentos necesarios
para la determinacién de todas las variables que involucran los modelos
cinéticos, se calcul6 la velocidad especifica maxima de crecimiento bacteriano

(Mm) segun la ecuacién (2.10).

2.2.5. Técnicas analiticas

Graduacion alcohodlica: se cuantificé mediante destilacion del sustrato
alcoholico alcalinizado con una solucién de hidroxido de calcio y posterior
determinacién del grado alcohdlico en el destilado por areometria. Los
resultados se expresaron como % v/v (International Organisation of Vine and
Wine, 2009).

Acidez total: mediante titulacién con solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) y fenolftaleina como indicador (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method
962.12). Para la caracterizacién del vino de naranja, los resultados se
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expresaron como g de acido citrico anhidro/L de vino. Las muestras tomadas
durante la preparacién del in6culo y en cada proceso de acetificacion, se
expresaron como g/L de acido acético (se asumio que toda la acidez del medio

se debe a este acido).

Acidez volatil: se utilizé6 el método basado en la destilacion directa del
vino y posterior valoracién de los acidos volatiles separados con NaOH N/20 en
presencia de fenolftaleina. Se expresd como g acido acético/L vino (Aleixandre

Benavent & Garcia Esparza, 1996).

pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500
(Germany) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 960.19).

Solidos solubles: método refractométrico, expresando los resultados
en °Brix (corregidos por temperatura y acidez) con refractémetro
termocompensable ATAGO modelo NAR 1T (Japén).

Azucares reductores directos: técnica volumétrica de Lane-Eynon
(AOAC, 1995, 16™ Ed., Official Method 923.09). Los resultados se expresaron
como g/100 mL de vino.

Glicerol: mediante kit enzimatico de Boehringer Mannheim/R-
Biopharm, kit # 0148270), expresado en g/L.

Anhidrido sulfuroso (SO,) libre y total: fueron determinados por
iodometria (Método Ripper Simple), expresados en mg/L (Aleixandre Benavent
& Garcia Esparza, 1996).

Densidad optica (DO). medicién de la absorbancia a 540 nm., en
espectrofotometro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japén).

Recuento celular (RC): en microscopio 6ptico LEICA modelo DME
(New York, USA), con camara de Petroff-Hauser de 0,02 uL. El resultado se

expres6 como numero de bacterias/mL.

Concentracion de etanol remanente: fue analizada mediante el kit
enzimatico de Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035,

expresada como % v/v.
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Concentracion celular (X): ya que la técnica para la estimacion de X
requiere grandes volumenes de muestra debido a la pequefia masa celular de
las bacterias acéticas, se determiné experimentalmente la concentracion de
materia seca en varias muestras tomadas durante los procesos de
acetificacion, con valores conocidos de D.O. (=540 nm) en el rango entre
0,1000-2,4000. Estas muestras fueron centrifugadas cuatro veces a 4000
rpm/20 min en centrifuga BOECO, modelo C-28 (Germany) y descartado el
sobrenadante. Una ultima centrifugacién del pellet obtenido, resuspendido con
solucién fisiologica se realiz6 a 14000 rpm/15 min en centrifuga LABNET,
modelo Spectrafuge 16 M (USA). Se descartd el sobrenadante y el criotubo,
previamente pesado, con el sedimento se coloco en estufa DALVO
Instrumentos, modelo CMR1l (Argentina), a 105 °C (Krusong, Yaiyen, &
Pornpukdeewatana, 2014) hasta peso constante. Esta medida se realizd en
una balanza analitica 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 éptica. Mediante su representacion grafica se pudo
establecer una ecuacion para el calculo de X. La materia seca determinada, es

equivalente a la concentracién celular y fue expresada como g/L de vinagre.

2.2.6. Tratamiento estadistico
2.2.6.1. Diseiio factorial 22

La evaluacién de la influencia de los factores Qa y Vag sobre las
variables respuestas ra y Rgk, se realiz6 mediante un disefio factorial de dos
niveles (2%) utilizando el software Statgraphics Centurion XV Corporate. El
analisis del disefio se efectu6 mediante analisis de varianza (ANOVA) de los
factores ensayados. Se consider6 que hubo diferencias estadisticas
significativas para un factor determinado cuando el p-valor del ANOVA fue
menor que 0,05. Cuando fue necesaria la comparacién de los tratamientos que
presentaron diferencias estadisticas significativas, se emple6 contraste multiple

de rangos mediante test de Fisher (LSD), para un nivel de confianza del 95 %.
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2.2.6.2. Obtencion de las mejores condiciones de acetificacion.

La determinacion de las condiciones experimentales, Vag y Qa, que
maximizaron cada variable respuesta individualmente, se realiz6 siguiendo la
metodologia de superficie de respuesta aplicado a un disefio central compuesto
y rotable con software STATGRAPHICS Centurién XV (Gutiérrez Pulido & Vara
Salazar, 2008). Mediante analisis de varianza se analizaron los factores
significativos e interacciones en cada respuesta. Se consideré que un factor
ejerci6 influencia estadistica significativa sobre una variable respuesta, si
p<0,05.

Por otra parte, dado que en la presente investigacion se analizaron dos
variables respuestas, la mejor combinacion de factores que maximizaron estas
ultimas en forma simultanea, se determind utilizando la funcién Deseabilidad

del mencionado software, que optimiza variables respuestas multiples.

Los datos experimentales se ajustaron a una ecuacién polinémica que
describio las relaciones entre cada variable respuesta y los factores estudiados,
mediante el método de regresidbn multiple. Ademas, para una mejor
visualizacion de los datos experimentales, se obtuvieron graficos de superficie

de respuesta y de contorno.

Se verificdé la idoneidad del modelo propuesto con el disefo
experimental, mediante la verificacion de supuestos a través de las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov, estadistico W de Shapiro-Wilk y Chi-Cuadrado. En estos
tres casos se debié comprobar que p>0,05, mientras que los estadisticos de
sesgo Yy curtosis estandarizados debieron presentar valores entre -2 y +2.
Ademas, la normalidad e independencia de los residuos se comprobé mediante
la prueba de Durbin Watson (p>0,05).
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2.2.6.3. Analisis de regresion

Con este analisis se permite modelar en forma matematica el
comportamiento de una variable respuesta en funciéon de uno o mas factores
independientes (Gutiérrez Pulido & Vara Salazar, 2008). Este analisis
estadistico se utilizé para evaluar la relacién entre la velocidad volumétrica de

crecimiento microbiano (rx) y la velocidad de acetificacién (ra).

Para establecer la bondad con que el modelo explicd la relacién entre
ambas variables se evaluaron la significancia de la regresiéon (p-valor) y el
coeficiente de correlacién (r). Se consideré que el modelo de regresion fue
significativo si p<0,05. Ademas, puesto que r varia entre -1 y +1, valores
cercanos a los extremos indican una fuerte relacién lineal (negativa o positiva,
respectivamente) entre las variables, mientras que valores préximos a O,

indican que no hubo correlacién lineal entre ellas.

2.3. Resultados y Discusion
2.3.1. Caracterizacion del vino de naranja.

El sustrato utilizado para los estudios de acetificacion presentd las

siguientes caracteristicas fisicoquimicas:
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Tabla 2.3. Caracterizacién fisicoquimica del vino de naranjas.

Vino de naranjas

Etanol (% v/v) 13,72+0,12
pH 3,91+0,02
Acidez total (% acido citrico) 0,69+0,03

Acidez volatil (% acido acético) 0,18+0,01

Azucares reductores directos (%)  0,52+0,03

Sélidos solubles 8,5+0,1
Glicerol (g/L) 5,6+0,2
SO, total (mg/L) 6,4+0,3
SO;, libre (mg/L) 2,240,1

Teniendo en cuenta que las bacterias acéticas pueden crecer en vinos
que contienen 20 mg/L de SO, libre (Joyeux, Lafon-Lafourcade, & Ribereau-
Gayon, 1984), se consider6 que no era necesaria su eliminaciéon del vino citrico
previo a la inoculacion ya que, la posterior dilucidén con la solucion de nutrientes

contribuye a disminuir aun mas su ya baja concentracion.

2.3.2. Analisis del disefio factorial 22

Los resultados experimentales obtenidos en los tratamientos
ensayados se indican en la Tabla 2.4. Las letras minusculas diferentes en una
misma fila indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los distintos tratamientos (p<0,05), determinadas mediante la prueba de

contraste multiple de rangos segun se especificé en la metodologia.
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Tabla 2.4. Resultados del proceso de acetificacién de un sustrato alcohdlico de

naranjas con Acetobacter sp., en sistema discontinuo.

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
| 1l 1} v

Velocidad de
acetificacion 0,22+0,02°  0,2840,03°  0,94+0,04° 1,21£0,02°
global (g/L/h)
Rendimiento GK
(%)

Tiempo total de

70,3+0,92 71,0+0,82 79,6+02°  80,7+2,6°

201,50+4,95% 158,00+4,24° 51,50+0,71° 41,50+3,54°
proceso (h)

Tratamiento I: 0,3 vwm / 200 rpm. Tratamiento Il: 0,6 vwm / 200 rpm. Tratamiento Ill: 0,3
vvm / 400 rpm. Tratamiento IV: 0,6 vvm / 400 rpm. Letras diferentes en una misma fila
indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los distintos
tratamientos (p<0,05).

Los pares de tratamientos realizados con igual velocidad de agitacién (|
y Il a 200 rpm, Ill y IV a 400 rpm) no presentaron diferencias estadisticas
significativas con respecto a la velocidad de acetificacion, mientras que en
aquellos efectuados con igual caudal de aire (I y lll a 0,3 vwm, Il y IV a 0,6 vvm)
se observo un importante aumento en ra en los pares realizados a mayor Vag.
Efectivamente, tanto en Il (0,94+0,04 g/L/h) como en IV (1,21+£0,02 g/L/h) la ra
cuadruplic6 su valor respecto de | (0,22+0,02 g/L/h) y Il (0,28+0,03 g/L/h),
respectivamente.

Una forma de visualizar este comportamiento es mediante la
representacion de la acidez total en funcion del tiempo. Segun se aprecia en la
Figura 2.3, la pendiente de las curvas, indicadora de la velocidad de produccién

de acido, resulté mayor para los procesos realizados a 400 rpm.
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Figura 2.3. Evolucién de la acidez total durante la bioxidaciéon de un sustrato
alcohdlico de naranjas utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch. Tratamiento
lay Ib: 0,3 vwvm/200 rpm. Tratamiento lla y llb: 0,6 vwm/200 rpm. Tratamiento
llay lllb: 0,3 vwm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vwvm/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 agitacion 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. Segun se indica
en la tabla 2.4, ambos ensayos efectuados a 400 rpm concluyeron en un

periodo notablemente inferior que aquellos en los que la Vag fue de 200 rpm.
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2.3.2.1. Velocidad de acetificacion

El analisis de varianza para velocidad de acetificaciéon indicé que los
factores Vag y Qa asi como su interaccién (Vag-Qa), tuvieron un efecto

estadisticamente significativo sobre esa variable respuesta (p<0,05).

Se observo un importante incremento en ra a medida que se aumento
la Vag para ambos niveles de Qa, si bien la mayor pendiente correspondi6é a
Qa=1,2 L/min (Figura 2.4).

1.5

1.2

Caudal de aire [L/min]
—=— 0,6

0,9
—_— 1,2

0.6

0.3

Velocidad de acetificacion [g/L/h]

200 400

Velocidad de agitacion [rpm]

Figura 2.4. Interacciones entre velocidad de agitacion y caudal de aire sobre la
velocidad de acetificacion, durante la bioxidacion de un sustrato alcohélico de

naranja utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch.

Retomando la teoria de la transferencia de materia gas-liquido y el
consumo de oxigeno en cultivos celulares descripta en la Introduccion de este
capitulo 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 Il respecto del | y en el IV respecto del Il
(realizados con igual Qa) podria deberse a que el aumento en la velocidad del
rodete del agitador produjo una disminucién en el tamafio de las burbujas. Asi,
cuanto mayor fue el area interfacial por unidad de volumen de las burbujas, se
vio mejorado el k_a, por lo que resulté mayor la velocidad de transferencia de

oxigeno desde la fase gaseosa a la fase liquida (de Ory et al., 2004; Garcia-
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Garcia, Santos-Duenas, Jiménez-Ot, Jiménez-Hornero, & Bonilla-Venceslada,
2009). De esta manera se lograron poblaciones bacterianas suficientemente
elevadas como para incrementar la velocidad de bioconversién de vino en

vinagre.
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Figura 2.5. Evolucion de los recuentos celulares durante la bioxidaciéon de un
sustrato alcohdlico de naranja utilizando Acefobacter sp. en cultivo batch.
Tratamiento la y Ib: 0,3 vwm/200 rpm. Tratamiento lla y llb: 0,6 vwm/200 rpm.
Tratamiento llla y lllb: 0,3 vwm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vwm/400
rpm.

Los recuentos iniciales de Acetobacter sp. en todos los tratamientos
fueron de 3,20x107+1,19x10" bacterias/mL. Mientras que en | y Il la poblacion
bacteriana alcanzd valores de 4,39x10%+7,78x10° y 4,01x10%+1,48x10’
bacterias/mL respectivamente al finalizar cada ensayo, el tratamiento Il
alcanzo recuentos de 6,97x108+7,07x10° bacterias/mL y el tratamiento 1V,

7,18%10%+9,19%10° bacterias/mL, por lo que los recuentos aumentaron entre un
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60 y 80 % cuando el tamafo de las burbujas en el sistema de fermentacion fue
menor. Esto quedd evidenciado, como se menciond previamente, en la
reducciébn de los tiempos de fermentacién desde 8 y 6 dias (I y |l

respectivamente) a un promedio inferior a los 2 dias (Il y IV).

Es evidente entonces que cuanto mayor fue la velocidad de agitacion,
mayor fue la velocidad de bioconversion de vino en vinagre. Este efecto
también ha sido observado por otros investigadores como Fregapane et al.
(1999) y Levonen-Munoz & Cabezudo (1981) entre otros. Ademas, segun lo
informado por Tesfaye et al. (2000) para un sistema semicontinuo, la velocidad
de agitaciéon juega un rol muy importante para lograr una mejor velocidad de

acetificacion.

Sin embargo, analizando los pares de tratamientos realizados con igual
Vag, es decir aquellos en que se evalud el incremento en Qa, no se observé un
aumento en ra. Esto podria atribuirse a que en condiciones de operacion tipicas
de los fermentadores, un aumento en la velocidad del agitador mejora el valor
del coeficiente volumétrico de transferencia de materia (k_.a), mientras que un
aumento en el caudal de gas produce generalmente un efecto muy pequefo
sobre kia (Doran, 1998). De este modo, si el kia no se modifica
sustancialmente, Ro, no varia, y no se logran poblaciones bacterianas mas
elevadas, con lo que la velocidad de conversion de vino en vinagre (ra)
tampoco varia (Nieto, 1991). Una situacion similar fue reportada por Schlepiitz
et al. (2013) quienes observaron bajas velocidades de formacién de acido
acético cuanto mas grandes fueron las burbujas de aire como consecuencia de

las menores velocidades de transferencia de oxigeno.

2.3.2.2. Rendimiento GK

El analisis de varianza indicé que solo la Vag tuvo un efecto
estadisticamente significativo sobre el rendimiento GK, no asi Qa ni la
interaccién entre los factores tal como se aprecia en la figura 2.6, demostrado

por las lineas practicamente paralelas.
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Figura 2.6. Interacciones entre velocidad de agitacion y caudal de aire sobre el
rendimiento GK durante la bioxidacién de un sustrato alcohdlico de naranja,

utilizando Acetobacter sp. en cultivo batch.

Del mismo modo que en el analisis de ra, se consideré que un aumento
en la agitacion del sistema podria haber provocado un aumento en la velocidad
de transferencia de oxigeno al medio lo que favorecié el crecimiento microbiano
y la transformaciéon de etanol en acido acético. Esto se logré6 en un periodo
comprendido entre 41,5-51,5 horas (Tabla 2.4). Sin embargo, en los
tratamientos efectuados a menor Vag (I y Il) se observa que el estado
estacionario en la produccion de acido acético se alcanzé a las 201,50 y 158
horas respectivamente, por lo que se estima que la lentitud del proceso pudo
haber provocado la evaporacién de sus componentes volatiles (etanol,

acetaldehido o acido acético) y con ello, los menores Rgk.

En estudios realizados para la obtencién de vinagre de jengibre en
sistema estatico a temperaturas de 20 y 27°C, se observé una disminucién en
los valores de rendimiento GK, mas pronunciada a medida que se prolongaba
el tiempo de fermentacién y fue atribuido a la evaporacion de los acidos

volatiles (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 lay Ib: 0,3
vvm/200 rpm. Tratamiento lla y lIb: 0,6 vwm/200 rpm. Tratamiento llla y llIb: 0,3
vvm/400 rpm. Tratamiento IVa y IVb: 0,6 vwm/400 rpm.

2.3.3. Determinacion de las mejores condiciones de proceso.

De acuerdo a lo establecido en la metodologia, luego del analisis
factorial se realizé un disefio central compuesto, con el que se ensayaron
distintas combinaciones de los factores Vag y Qa y donde las respuestas

evaluadas fueron ra y Rek.

En este caso, los niveles de los factores se seleccionaron considerando
los resultados obtenidos del disefio 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 analisis mediante MSR, se decidié 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 continuacion 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 disefio experimental (MSR) de la

acetificacion batch de un sustrato alcohélico de naranjas con Acetobacter sp.

Velocidad de  Caudal de aire Velocidad de Rendimiento
agitacion [rpm] [L/min] acetificacion [g/L/h] 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 vwvm) 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 vwm) 1,89 82,48
800 0,60 (0,30 vvm) 2,08 89,34
800 1,20 (0,60 vwvm) 1,61 77,83
883 0,90 (0,45 vvm) 1,99 83,86

A continuacién, el disefio experimental se analizé con la MSR y se

verifico la idoneidad del modelo propuesto, segun se detallé en la metodologia.
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2.3.3.1. Velocidad de acetificacion

La ecuacién de ra obtenida con la MSR fue la siguiente:

ra=-8,77 + 0,02xVag + 9,47xQa - 1,26.10° xVag? - 3,42.10° xVagxQa - 3,97xQa?

(2.11)

El analisis de varianza indicé que el factor velocidad de agitacion, en
sus componentes lineal (Vag) y cuadratica (Vagz) y la componente cuadratica
del caudal de aire (Qa?), tuvieron efecto significativo sobre ra (p<0,05), mientras
que la componente lineal del caudal de aire (Qa) no tuvo influencia significativa
en la regién experimental ensayada. En la ecuacion 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
estadistico R? resultdé 91,80 %, este modelo pareceria ser adecuado para

describir la variabilidad de ra en funcion de la Vag y de Qa.

A partir de la ecuacién 2.11 se estudid la influencia de los factores
sobre la variable respuesta. Para ello se elaboraron graficos 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)
provocd un aumento de ra, mientras que cuando se continué aumentando Qa

por encima del valor mencionado, la variable respuesta disminuyé.
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Velocidad de acetificacion (g/L/h)

Velocidad de agitacidn (rpm)

Figura 2.8. Superficie de respuesta estimada para velocidad de acetificaciéon

durante la produccion de vinagre de naranja.

Este comportamiento puede asociarse a un efecto de inhibicién del
oxigeno suministrado sobre la velocidad de crecimiento especifico de las BAA
debido a que contribuye al stress oxidativo y al dafio proteico intracelular
(Cabiscol, Tamarit, & Ros, 2000; Garrido-Vidal et al., 2003).

Garrido-Vidal et al. (2003) informaron una situacién similar en un
sistema continuo de acetificacién, donde en un intervalo de caudal de aire de
0,42-0,5 vwm (25-30 h™") se presentd un maximo en la velocidad especifica de
crecimiento microbiano a 644,4 rpm, sugiriendo algun tipo de inhibicién en la
produccién de acido acético. También Rubio-Fernandez et al. (2004) y Park et
al. (1989) encontraron que altas concentraciones de oxigeno disuelto podian

inhibir el crecimiento de las bacterias acéticas.

Con el fin de determinar los niveles de los factores que maximizaron ra,
se utilizé la funciéon Optimizacion de Respuestas del software STATGRAPHICS
Centurion XV. A este punto le correspondidé una velocidad de acetificacion de

2,42 g/L/h y la combinacién de factores que se identific6 como mas adecuada

104



CAPITULO 2. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema discontinuo.

fue: 683 rpm y 0,90 L/min (0,45 vvm). Para una mejor localizacién de este

punto se presenta la figura 2.9.

Velocidad de acetificacion (g/L/h)
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Figura 2.9. Region de la superficie de respuesta donde se maximiza la

velocidad de acetificacidén 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 acetificacién en sistema continuo de un

vino blanco de La Rioja (Espafia) segun se menciond en el apartado anterior.

2.3.3.2. Rendimiento GK

La ecuacion obtenida para el rendimiento GK mediante MSR fue la

siguiente:

Rok = -14,18 + 0,23xVag + 66,48xQa - 1,42.10*xVag? - 0,04xVagxQa - 25,74xQa?
(2.12)

El analisis de varianza indic6 que el factor velocidad de agitacién, en su
componente cuadratica (Vag?), tuvo un efecto significativo en el rendimiento
GK (p<0,05), mientras que Qa no present6 influencia significativa en la regién
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experimental ensayada. En la ecuacién 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
estadistico R? resultd 79,01 %, este modelo pareceria ser adecuado para la
descripcion de la variabilidad de los datos de Rgk en funcién de la velocidad de

agitaciéon y el caudal de aire.

A partir de la ecuacién 2.12, se estudié la influencia de los factores
sobre la variable respuesta, para lo que se elaboraron graficos 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).

Rendimiento GK (%)

900

Caudal de aire (L/min) ' Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 2.10. Superficie de respuesta estimada para rendimiento GK durante la

produccion de vinagre de naranja.

Mediante la funcién de optimizaciéon de respuestas, se determinaron los
niveles de los factores experimentales estudiados que maximizaron el

rendimiento GK. La combinacion de factores que se identific6 como mas

106



CAPITULO 2. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema discontinuo.

adecuada fue: 701 rpm y 0,71 L/min (0,36 vvm), para los cuales correspondi6
un Rgk de 89,63 %.

En la figura 2.11 se representa la combinacion de los niveles de los

Rendimiento GK (%)
65,0
— 67,5
— 70,0
— 725
— 75,0
— 775
— 80,0
— 825

factores, que maximizé el rendimiento GK sobre la regién indicada.
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Figura 2.11. Region de la superficie de respuesta donde se maximiza el

rendimiento GK para vinagre de naranja.

2.3.3.3. Combinacion de factores que optimizan ambas respuestas.

Por ultimo, se determind la combinacion de los factores experimentales
que simultaneamente optimiz6 ambas respuestas analizadas, mediante la
funcion “deseabilidad” del software estadistico utilizado. La combinacién de
factores que hizo maxima esa funcion (0,99) fue: 700 rpm y 0,71 L/min (0,36
vvm) y en estas condiciones correspondié una ra=2,28 g/L/h y un Rgk=89,63 %.
Para una mejor visualizacién, se representa la grafica de contornos

superpuestos en la Figura 2.12.
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Figura 2.12. Regién de la superficie de respuesta donde se maximizan ambas

repuestas para vinagre de naranja (grafico de contornos superpuestos).

2.3.4. Desarrollo del proceso de acetificacion optimizado.

Se desarrollaron tres procesos oxidativos a 30 °C, de acuerdo a la
combinacién de factores de Vag y Qa que mejoraron ambas respuestas
evaluadas en este proceso, es decir, a 700 rpom 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 acetificacién 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 proximos a los predichos de acuerdo al
modelo (2,28 g/L/h y 89,63 %, respectivamente).

Durante el transcurso de la biofermentaciéon en esas condiciones, se
observo una fase lag de aproximadamente 3-4 horas (Figura 2.13). La fase de
crecimiento exponencial, representada por el logaritmo natural del recuento
bacteriano (In RC), y el aumento en la acidez total, indicativo del incremento en
la produccién de acido acético, ambos en funcién del tiempo, mantuvieron un
comportamiento relativamente paralelo, tipico de un metabolito asociado al

crecimiento.
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Figura 2.13. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranjas en sistema
discontinuo segun parametros optimizados (700 rpm/0,36 vvm): media de
acidez total (g/L acido acético) y media de In RC (In de recuento bacteriano) en

funcién 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 caracterizacién (Capitulo 4).

2.3.5. Determinacion de parametros cinéticos

2.3.5.1.Relacion entre velocidad de crecimiento bacteriano y

velocidad de acetificacion.

Mediante la representacién grafica de los datos de peso seco de
biomasa vs. densidad éptica a 540 nm (Figura 2.14) se determiné una ecuaciéon
(2.13) de tipo polinémico (R*=0,966) para el calculo de las concentraciones

iniciales y finales de biomasa (X) en cada ensayo.

109



CAPITULO 2. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema discontinuo.

0,7000
L 4
0,6000 === === = mmm o
y =0,134x2 - 0,008x + 0,023
R?=0,966
0,5000

0,4000

0,3000

0,2000

Concentracion celular (g/L)

0,1000

0,0000
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000

Densidad Optica (=540 nm)

Figura 2.14. Concentracion celular (X) vs. densidad éptica (DO) a A=540 nm,
durante la acetificacion de un sustrato alcohélico de naranjas con Acetobacter
sp.

X = 0,134 D0O%,, — 0,008 DOs,, + 0,023 (2.13)

Con estos datos, a partir de la expresion (2.7), se determiné la
velocidad de crecimiento celular, rx (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6. Parametros cinéticos de la acetificacién de un sustrato alcohdlico de

naranjas, segun disefio de MSR.

Vag Qa ra rx Hm

[rpm] [L/min] [g/L/h] [g/L/h] [h™"]

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 agitacién; Qa: caudal de aire; ra: velocidad de acetificacion; ry:
velocidad de crecimiento microbiano; uw: velocidad especifica maxima de

crecimiento bacteriano.

El analisis de regresion simple entre la velocidad de crecimiento
microbiano (rx) y la velocidad de acetificacion (ra) indicd que existe una elevada
correlacion lineal entre ambas variables (r=0,91). El p-valor del ANOVA fue de
0,0001, por lo que hubo una relacion estadisticamente significativa entre ra y rx
con un nivel de confianza del 95,0% y el estadistico R? indicé que el modelo asi
ajustado explica el 81,97% de la variabilidad en ra. En la figura 2.15 se muestra

el grafico del modelo ajustado.
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Figura 2.15. Velocidad de crecimiento microbiano (rx) vs. velocidad de

acetificacion (ra) para acetificacion de un sustrato alcohélico de naranjas.

La ecuacién del modelo ajustado (2.14) resulté:

ra = 0,83431 + 30,6289 x rx (2.14)

De esta manera se puede afirmar que un aumento en la velocidad de
crecimiento bacteriano provoco un incremento de la velocidad de acetificacién,

resultados que coinciden con lo informado por Garrido-Vidal et al. (2003).

2.3.5.2. Velocidad especifica maxima de crecimiento bacteriano

(Hm)

Los resultados de uy se presentaron en la Tabla 2.6. Alli puede notarse
que los menores valores se obtuvieron a las velocidades de agitacidn mas
bajas (317 y 400 rpm).

En una experiencia realizada por Levonen-Munoz & Cabezudo (1981)
en un sistema batch también se calcularon las puy siguiendo la ecuacién 2.10.

El estudio se realiz6 con una Acetobacter aceti inoculada en un medio de

112



CAPITULO 2. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema discontinuo.

cultivo sintético, y se determinaron las py en diferentes condiciones en las que,
manteniendo constante la temperatura en 30 °C y el caudal de aire en 0,75
vvm, se vario la velocidad de agitacién entre 400 y 550 rpm. Para la menor
Vag, obtuvieron una py de 0,048 h™', mientras que a 550 rpm, la py resulté ser
0,172 h™.

A pesar de las diferencias en la composicién de los medios de cultivo y
de la especie de Acetobacter (desconocida en la presente investigacion), los
valores de py hallados durante los ensayos con vinagre de naranja resultaron
relativamente similares a los anteriores, comparando condiciones de agitaciéon
y aireacion semejantes (uy=0,053 h™" para 400 rpm/0,3 vwm; uy=0,089 h™' para
400 rpm/0,6 vwm; uy entre 0,168-0,192 h™' para 600 rpm/0,45 vvm).

En otro trabajo en el que se evalué la velocidad especifica maxima de
crecimiento bacteriano en funcién de la temperatura de fermentacion, se
inform6 una py=0,0944+0,04 h a 30 °C, en las siguientes condiciones de
proceso: fermentador de columna de burbujas, escala laboratorio, caudal de
aire de 0,2 vvm, con Acetfobacter aceti inoculada sobre un vino de Jerez (de
Ory et al.,, 1998). Estos investigadores emplearon ecuaciones que incluian
simultaneamente varios factores que afectan la y ademas del efecto de la
temperatura. A pesar de que en el presente trabajo no se utilizaron esas
ecuaciones, tal como se explico en la metodologia de este capitulo, la pm
obtenida para vinagre de naranja en similares condiciones (0,24 vvm), fue de
0,104 h™".

2.4, Conclusiones

El analisis del disefo factorial indic6 que ambos factores analizados,
Vag y Qa, asi como su interaccién presentaron influencia estadisticamente
significativa en la velocidad de acetificacion ra. Una mayor velocidad de
agitacion produjo un incremento en el area interfacial debido al mayor niumero
de burbujas pequefias. Como consecuencia, el kia pudo haber aumentado y

con ello, la velocidad de transferencia de oxigeno al cultivo. Este aumento, a su
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vez, permitidé el incremento de los recuentos celulares en el tiempo y, por ende

de rp, lo cual quedd evidenciado por la reduccién en los tiempos de proceso.

En relacion al rendimiento GK, el analisis de varianza del disefio
factorial indicé que la velocidad de agitacion ejercidé un efecto estadisticamente
significativo sobre esta variable respuesta. Probablemente, la extensa duracién
de los procesos bioxidativos realizados a 200 rpm, haya influido en la pérdida
de componentes volatiles con la consiguiente disminucién del rendimiento

respecto de los tratamientos efectuados a 400 rpm.

A partir del analisis del disefio experimental utilizando MSR, se
comprobd nuevamente la importante influencia de Vag para las dos respuestas
en cuestidon. De especial importancia resultd el efecto de inhibicién del oxigeno
a elevadas concentraciones, situacion que deberia tenerse en cuenta a la hora
del disefio de un sistema de fermentacion, ya que la aireacion es uno de los

mayores consumidores de energia del proceso.

El disefio estadistico indicé que los valores maximos de velocidad de
acetificacion y rendimiento GK (2,28 g/L/h y 89,63 %, respectivamente) se
podrian obtener cuando Vag=701 rpm y Qa=0,36 vvm. El proceso de
acetificacion desarrollado segun esos parametros, presentd valores muy
similares a los predichos: ra=2,29+0,17 g/L/h y Rex=88,19+5,00 %.

Se determin6 una elevada correlacién 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 acetificacion.

Los valores de velocidad especifica maxima de crecimiento uy,
hallados en los vinagres de naranja resultaron relativamente similares a los
reportados en la bibliografia para vinagres de otras procedencias, teniendo en
cuenta condiciones de agitacion y aireacién semejantes a las empleadas en

esta investigacion.
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CAPITULO 3. Acetificacion de sustrato alcohdlico de naranja en sistema semicontinuo.

3.1. Introduccion

En la actualidad, la elaboracién de vinagres a nivel industrial se realiza
principalmente en cultivo sumergido semicontinuo tal como se sefalé en el
apartado 1.3.2. de la Introduccion general. En este sistema, una fraccién de
producto final se descarga periédicamente 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; Garcia-Garcia et al. 2007).
Asi, este sistema podria definirse como de “sucesivos ciclos discontinuos de
acetificacion” (Kocher, Dhillon, & Joshi, 2014).

El sustrato alcohdlico utilizado para reponer, es agregado lentamente,
en pequefias 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 acido 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 mas o menos abruptos que pueden alterar la concentracion y la
actividad de la poblacion bacteriana que contiene (Wendu Tesfaye, Morales,
Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2003; Garcia-Garcia et al., 2007) . Esto es un
factor esencial a tener en cuenta ya que mayores proporciones descargadas
requieren ciclos mas largos debido a que la proporcién no descargada esta
relacionada con la densidad celular remanente en el fermentador (Wendu
Tesfaye et al., 2003). El porcentaje de carga/descarga o proporcién de carga
(C/D) es variable en cada proceso pero lo mas comun es la remocion 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,
Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2000; de Ory et al.,, 2004; Garcia-Garcia et al.,
2007).
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En este capitulo se estudid la elaboraciéon de vinagre de naranja en
sistema semicontinuo y se evalué el efecto de la proporcion de carga sobre la

velocidad de acetificacién y rendimiento GK.

3.2 Materiales y Métodos
3.21. Preparacion del cultivo iniciador de Acetobacter sp.

El medio empleado para la preparaciéon del inéculo fue vino de naranja
diluido al 6% v/v de alcohol con una solucion de minerales y fuente nitrogenada
de la siguiente composicién: 0,8 g/L de KH,POy4; 0,35 g/L de K;HPO4. 3 HL0;
1,5 g/L de (NH4)>,SO4. De esta forma se pretendié comenzar la adaptacion del
cultivo al medio alcohdlico en la etapa previa a su ingreso al biorreactor. Una
vez inoculado al 10 % con la cepa de Acetobacter sp., se incubd a 30 °C con
inyeccion de aire hasta lograr una concentracion celular entre 3 y 5x102

bacterias/mL.

El control de esta etapa se realiz6 tomando una muestra del sustrato
luego de la inoculacién y otra al finalizar el periodo de incubacién y se
determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos: pH, acidez total,
densidad éptica (DO), recuento celular (RC), cuyas técnicas fueron descriptas

en el apartado 2.2.5 del Capitulo 2.

3.2.2. Acondicionamiento del sustrato alcohodlico para la

fermentacion acética.

La preparacioén del sustrato alcohoélico para su posterior acetificacion se
realizd analogamente a la descripta en el apartado 2.2.2.3.1 del capitulo 2, para

el sistema discontinuo.

Adicionalmente se prepard la solucion de nutrientes en volumen
necesario segun el porcentaje de recarga correspondiente y luego se esterilizo

a 121 °C durante 15 min en autoclave tipo Chamberland VZ (Argentina). Una
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vez que la solucién recuperoé la temperatura ambiente, se incorporé el volumen
de vino de naranja necesario para obtener un vino de naranjas con una

graduacion alcoholica del 6 % v/v.

3.2.3. Equipo de acetificacion

El proceso de acetificacion del vino de naranja en sistema
semicontinuo se realizd en biorreactor marca New Brinswick Cientific Co.,
Modelo Bioflo 2000 (New Jersey, USA), descripto en el apartado 2.2.2.3 del

capitulo 2.

Puesto que el equipo no cuenta con el accesorio necesario para
realizar la recarga de sustrato alcohodlico durante el proceso, se adaptdé un
dosificador que se conecta al mismo mediante una manguera de silicona,
ambos estériles. El flujo de alimentacion se regula mediante una valvula de

goteo o dosificador de flujo regulable (Figura 3.1.).

Figura 3.1. Equipo de acetificacién en sistema semicontinuo.
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3.2.4. Desarrollo del proceso de acetificacion en sistema

semicontinuo.

Segun se pudo establecer en los ensayos de acetificacién en sistema
batch (Capitulo 2), las mejores condiciones para la obtencion de un vinagre de
naranja se lograron a velocidades de agitacion de 700 rpm y 0,71 L/min de aire
(0,36 vvm), por lo que estos parametros constituyeron las variables operativas

del proceso semicontinuo.

Debido a la escasa capacidad util (2 L) del biorreactor disponible en el
laboratorio y con la finalidad de obtener mayor volumen de vinagre en el menor
tiempo se decidioé efectuar los ensayos en sistema semicontinuo comparando
dos niveles de proporcion de carga (C/D): 40 % (800 mL) y 60 % (1200 mL).
Las respuestas analizadas en cada caso fueron la velocidad de acetificacion
(ra) y el rendimiento GK (Rgk), segun fueron definidos en el apartado 2.2.3.1 del

Capitulo 2.

El ensayo consistié en el desarrollo de dos ciclos de acetificaciéon. El
primero de ellos se dio por finalizado cuando la acidez total alcanzé valores
entre 40-50 g/L. Este intervalo se fij6 teniendo en cuenta la investigacion de
Nanba et al. (1984) quienes demostraron que, durante la obtencién de vinagres
mediante fermentacidon 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 6 0,76-9,45 % v/v).

En esta instancia se realizé la descarga, lo mas rapidamente posible,
de 800 mL 6 1200 mL de vinagre segun el nivel de C/D evaluado en cada caso.
Una vez concluida, se inici6é el agregado de sustrato fresco (vino diluido 6 % v/v
de etanol, 10 g/L acido acético y nutrientes) en igual volumen que vinagre
retirado previamente (Figura 3.2). Esta nueva adicion se realizdé en forma lenta
y progresiva para evitar repentinas modificaciones de las condiciones
ambientales para la biomasa, como la concentracion de etanol y acido acético,
nutrientes, temperatura, pH. De lo contrario, podria aparecer una nueva fase

lag y por consiguiente un periodo 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 acetificacion de 3400 mL de un vino

blanco en escala laboratorio, la carga del sustrato se realizé a razén de 14

mL/min ya que este autor comprobd que a esta velocidad se mejoraba la ra.

Concluida la recarga, se tomdé una muestra del fermentador para

establecer las condiciones iniciales del segundo ciclo oxidativo. Para ello se

analizaron pH, acidez total, densidad Optica, recuento celular y concentracién

de etanol (apartado 2.2.5. de Técnicas analiticas). Este nuevo ciclo se continud

hasta que se observé el inicio de una fase estacionaria en la produccién de

acido, alrededor de 60 g/L de acido acético.

A

2 L vino de naranja
Etanol: 6 % viv
Ac. Acético: 10 g/L

Acetificacion

v

2 L vinagre de naranja
Ac. Acético: 40 - 50 g/L

Descarga:
60 % - 40 %

T

Recarga:
60 % - 40 %

SUSTRATO
1200 mL / 800 mL
vino fresco

Remanente:
40 % - 60 %

PRODUCTO

v

800 mL - 1200 mL
vinagre de naranja

Figura 3.2. Esquema de elaboracién de vinagre de naranja en sistema

semicontinuo.
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Las condiciones iniciales del sustrato, en todos los tratamientos, fueron:
pH: 3,03%0,15, volumen del sustrato: 2 L, concentracién de alcohol: 6,0+0,4 %

v/v y concentracién de acido acético: 9,99+0,91 g/L.

El monitoreo del proceso se realizd a través de muestras tomadas del
fermentador cada 4-6 horas, mediante determinaciones de pH, acidez total,
densidad Optica y recuento celular. La concentracion de etanol se determiné al
inicio y al final de cada ciclo. Con los valores de DO y acidez total en los
distintos tiempos se grafic6 crecimiento microbiano y evolucién de la

acetificacion.

3.2.5. Tratamiento estadistico

Cada nivel del factor C/D se ensay6é por duplicado y el analisis
estadistico de los datos se llevd a cabo mediante analisis de varianza,
mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion XV Corporate. Se
consideré que hubo diferencias estadisticas significativas si el p-valor del
ANOVA fue menor que 0,05. En este caso, la comparacién de las medias de
los ensayos se realizd mediante contraste multiple de rangos utilizando el test

de Fisher (LSD) para un nivel de confianza del 95 %.

3.3. Resultados y Discusion

Una primera observacion de las curvas de crecimiento de Acetobacter
sp. y de produccion de acido acético (Figuras 3.3, 3.4, 3.5 y 3.6) durante el
primer ciclo del ensayo, evidencian el comportamiento caracteristico de un

cultivo en sistema batch.

Las BAA presentaron una fase de latencia de 3-6 horas. Esta fase
representa un periodo de transicion para las bacterias cuando son transferidos
a una nueva condicion. Es el periodo en el que las bacterias individuales estan

madurando y no tienen aun la posibilidad de dividirse. Durante la fase de
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adaptacién, se produce la sintesis de ARN, enzimas y otras moléculas, para lo
cual consumen energia. La duraciéon de esta fase depende de varios factores,
entre ellos la concentracion inicial de etanol y acido acético y la historia previa
del cultivo (de Ory et al.,, 2004; Ndoye, Lebecque, Destain, Guiro, & Thonart,
2007).

Semicontinuo 1 -C/D: 40%
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2,0000
£
: —
o ]
S 15000 | E)
1i et
=3 )
A4 =]
2 ]
2 1,0000 | <
(@)
»
c
[
[a]

0,5000

4 —o— Dens. 6ptica 10,0
—&—Acidez
0,0000 . . . . . . . . . . o0

0,0 3,0 6,0 90 120 150 180 210 240 270 30,0 330

Tiempo (h)

Figura 3.3. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total para la
acetificacion de vino de naranja en proceso semicontinuo con 40 % de

carga/descarga (C/D).
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Figura 3.4. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total para la
acetificacion de vino de naranja en proceso semicontinuo con 40 % de

carga/descarga (C/D), (réplica).
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Figura 3.5. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total para la
acetificacion de vino de naranja en proceso semicontinuo con 60 % de

carga/descarga (C/D).
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Semicontinuo 4 - C/D: 60 %
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Figura 3.6. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total para la
acetificacion 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 practicamente paralela, el aumento en la
produccién de acido acético, indicativo de que este metabolito esta asociado al
crecimiento (Levonen-Mufoz & Cabezudo, 1981; Bar, Gainer, & Kirwan, 1987;
Hill & Daugulis, 1999; Garrido-Vidal, Pizarro, & Gonzalez-Saiz, 2003) o sea,
qgue se produce durante la trofofase.

Hasta el momento en que se alcanzé la concentracion establecida para
la descarga de vinagre (40-50 g/L de acido acético), la duracién 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 estadisticas significativas ya que no existia
variacion alguna en ambos procesos durante este primer ciclo. De la misma
manera, los Rgk tampoco presentaron diferencias estadisticas significativas
(90,8+2,6 % y 89,316,2 % para C/D = 40 % y 60 %, respectivamente).
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Tabla 3.1. Velocidad de acetificacion y rendimiento GK en cada ciclo de
acetificacion de un sustrato alcohoélico de naranja, en sistema semicontinuo con

diferentes proporciones de carga/descarga (C/D).

Proporcion de carga (C/ID)

40 % 60 %
rat [g/L/h] 1,6+0,2° 1,740,2°
raz [g/L/h] 4,0+0,8° 3,740,4°
Rek 1[%] 90,8+2,6° 89,316,2°
Rak 2 [%] 92,5+0,7° 89,645,2°

ra1: velocidad de acetificacion en 1° ciclo; ra,: velocidad de acetificacion en 2° ciclo;
Rek 1: rendimiento GK en 1° ciclo; Rgk 2: rendimiento GK en 2° ciclo. Letras diferentes
en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los distintos niveles de C/D (p<0,05). Letras diferentes en una misma columna

indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada ciclo.

Durante el segundo ciclo, caracterizado por una elevada poblacién de
BAA en fase de crecimiento exponencial, el periodo de adaptacion a las nuevas
condiciones ambientales fue menor que para la primera fase. En efecto, no se
logr6 apreciar una fase lag bien definida (Figuras 3.3, 3.4, 3.5 y 3.6)
posiblemente debido a la adaptacion gradual de las BAA a las elevadas
concentraciones de acido acético alcanzadas durante el primer ciclo (de Ory et
al., 2004; W. Krusong et al., 2014; Warawut Krusong et al., 2014). Otro factor
que podria haber influido fue la elevada concentracion celular existente aun

luego de la dilucién con sustrato alcoholico (1x10°-5x10° bacterias/mL).

En trabajos a escala piloto desarrollados por Ndoye et al. (2007) en los
que se utilizé un medio de cultivo con nutrientes esenciales para las BAA como
sustrato alcohdlico, observaron que luego de las sucesivas recargas, éstas
crecian 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
acetificacion en semicontinuo con vino de Jerez, aunque la concentracion
celular del orden de 5x10° bacterias/mL, fue bastante inferior a la de la
presente investigacion. 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 %. Esta es una tendencia generalizada en
la fermentacién semicontinua, en la cual es necesario el desarrollo de, por lo
menos, dos ciclos para obtener mayores velocidades de acetificacién (de Ory
et al., 2004; Wendu Tesfaye et al., 2003). Este comportamiento puede
explicarse en términos de la adaptacién celular del cultivo a las condiciones
ambientales reinantes en el medio: en cultivos mixtos sobreviven las cepas
mejor adaptadas predominando las rutas metabdlicas para la sintesis de
nuevas enzimas y, en cultivos puros, aumentan su habilidad para la
fermentacién y, por lo tanto, la velocidad de acetificacién (de Ory et al., 2004,
Ndoye et al., 2007).

A los fines de facilitar el analisis, se presentan las curvas de evolucién
de acidez total en todos los tratamientos versus tiempo, en un mismo grafico
(Figura 3.7). Alli se puede apreciar claramente las diferencias en la duracién de
cada ciclo: mientras el primero se desarroll6 en 18-22 horas, el segundo se

concreté en 10-13 horas.
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Figura 3.7. Evolucion de la acidez total durante la acetificacion de un sustrato
alcohdlico 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 Acefobacter adaptadas al nuevo ambiente pudieron
contrarrestar el efecto inhibitorio producido por valores de acidez mayores a 40
g/L, segun habia sido informado por varios investigadores (Nanba et al., 1984;
de Ory et al., 2004). En el presente trabajo de tesis se observd una produccion
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 alcohdlico ya que la concentraciéon final en todos los
casos fue de 0,152+0,055 % v/v. De todas maneras el crecimiento exponencial

ocurrido aun a las concentraciones de acidez mencionadas, indicaron una
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elevada resistencia a este compuesto, aunque seran necesarios mayores
estudios para establecer los limites de tolerancia. Warawut Krusong et al.
(2014) informaron resultados similares durante la acetificacion de vino de maiz
con Acetobacter aceti WK que pudo tolerar elevadas concentraciones de acido,

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
contenia un nutriente limitante, una vez que éste se agotaba y por ende se
detenia el crecimiento, la produccion celular de acido acético no se veia
afectada por esta limitaciéon y continuaba en fase exponencial. Sin embargo, al
aumentar la concentracion del nutriente limitante, la biomasa aumenta

continuamente hasta el final de la fermentacion.

El analisis de varianza realizado sobre la velocidad de acetificacion y el
rendimiento GK correspondientes al segundo ciclo, indic6 que no hubo
diferencias estadisticas significativas para los niveles de proporciéon de carga
evaluados, 40 % y 60 % (p>0,05).

Un comportamiento similar fue informado durante la acetificacién de un
vino de Jerez con Acetobacter aceti en sistema sumergido semicontinuo en el
que se evalué el efecto de diferentes concentraciones de etanol en la
alimentacion para diferentes porcentajes de descarga. La menor concentracion
de etanol analizada fue de 60 g/L, levemente superior a la utilizada en esta
investigaciéon (48 g/L) y se comprobé que la ra promedio no sufrié
modificaciones significativas para los distintos contenidos de etanol, aunque se
observd un leve maximo a 75 g/L. Sin embargo, las concentraciones
descargadas de acido acético mostraron un comportamiento irregular: la
alimentacién con 60 g/L de etanol produjo valores practicamente constantes de
acido acético para cualquier volumen descargado, y la razon fue atribuida a
gue a esa concentracién alcohdlica la conversion es total para todos los niveles
de C/D. Para descargas de vinagre a concentraciones de 40 g/L de acido
acético, la ra fue proxima a 4,5 g/L/h cuando la proporcién 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 investigacion (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 menciond, la concentracion de acido acético en

la salida también se mantuvo constante.

Existe una amplia variacion en las proporciones de volumenes (C/D)
consideradas Optimas en términos de aumentar la ra, reportados en la
bibliografia. Asi, en un trabajo publicado por Tesfaye et al. (2000) se aplicé un
disefio factorial para determinar bajo qué condiciones de velocidad de
agitacién, volumen de trabajo y proporcibn de carga se obtenia el mejor
rendimiento en producto y la mayor velocidad de acetificacién. Encontraron
que, con una proporcion de carga 1:1, es decir del 50 %, se obtenian mejores
rendimientos que utilizando proporciones 2:1 (67 % de descarga) si bien las
velocidades de agitacién ensayadas (250 y 450 rpm) fueron diferentes a las

empleadas en esta experiencia.

En trabajos de acetificacién con sustratos a base de vino de maiz en
los que se empled esponja vegetal (Luffa cylindrica) como material de soporte
para las BAA, se comprobé que el equipo utilizado para la fermentacidén acética
influy6 sobre la C/D. Asi, mientras en reactor de tanque agitado, la C/D
adecuada fue de 30 %, en air lift, 40 % y en air lift con recirculacién 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 acido acético.

La adaptacién lograda a condiciones ambientales severas, como en
este caso la elevada acidez, permiti6 practicamente duplicar la ra que
normalmente se obtendria en un sistema discontinuo, en las mismas
condiciones operativas (Capitulo 2). Si bien sélo 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 acetificacibn con mayor niumero de ciclos y aumento
gradual en la concentracion de alcohol, lo que mejoraria su futuro uso en la

industria.

En las condiciones analizadas, con una descarga/carga del 60 % no se
vieron significativamente afectados la velocidad de acetificacion y el
rendimiento GK respecto de una descarga del 40 %. Por este motivo y con el
objeto de desarrollar una fermentacion econémicamente eficiente y obtener
mayor volumen de producto, se puede establecer a priori, una proporcién de

carga/descarga de 60% para cada ciclo de un proceso semicontinuo.
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CAPITULO 4. Caracterizaciéon de vinagre de naranjas.

41. Introduccion

Las frutas citricas constituyen una fuente importante de compuestos
con actividad biologica, tales como acido ascérbico (vitamina C), polifenoles y
carotenoides, importantes para la nutricibn humana debido a sus propiedades
antioxidantes (Passaro Carvalho & Londofio-Londofio, 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 degradaciéon oxidativa provocada
principalmente por especies reactivas del oxigeno, cuya reactividad es mas alta
que la del oxigeno molecular. Dado que estan asociadas a la apariciéon y
desarrollo de enfermedades como cancer, diabetes, desoérdenes
neurodegenerativos, aterosclerosis y envejecimiento, se ha incrementado la
concienciacién de los consumidores y ha llevado a buscar alternativas para
incorporar en la ingesta diaria algunos componentes beneficiosos para la salud.
Esta situacién ha promovido la aparicion 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 & Londofio-Londofio, 2012).

Aunque la vitamina C se considera el antioxidante mas abundante en
los citricos, varios investigadores han comprobado una elevada contribucion 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 composicion fendlica de los jugos de naranja esta constituida por
acidos fendlicos, mayoritariamente acido ferulico y galico, y por flavanonas, de
las cuales la hesperidina es el componente en mayor proporcién (Kelebek,
Selli, Canbas, & Cabaroglu, 2009). Estos compuestos se pueden oxidar a
quinonas, ya sea por el oxigeno 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 fenodlicos
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presentan la misma AA, sino que ésta depende de su estructura quimica
(Verzelloni, Tagliazucchi, & Conte, 2007; Escobedo-Avellaneda et al., 2014).

El acido ascérbico es el componente acido mas importante de los
citricos. Su concentracion (20-100 mg/100mL jugo) puede ser muy variable
dependiendo de la variedad o especie. A pesar de su importante funcién como
cofactor enzimatico y antioxidante, los seres humanos no pueden sintetizarlo ni
almacenarlo en el cuerpo (Bernardi, Marocco, Caruso, & Licciardello, 2014), de
alli la importancia de suministrarlo en la dieta. Sin embargo, ademas de los
numerosos beneficios, se debe considerar también su facilidad para ser
degradado por el calor y la exposicion al aire y luz (Passaro Carvalho &
Londofio-Londofio, 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 ademas
importantes funciones en la fotosintesis. Las frutas citricas son una excelente
fuente de carotenoides para los seres humanos y animales. Recientemente se
ha sugerido que estos compuestos no sélo 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 rapidamente. El factor mas importante en la oxidacion de los
carotenoides es la presencia de oxigeno o de reactivos fuertemente oxidantes.
La temperatura no so6lo acelera la degradacion, sino que también los vuelve

mas susceptibles frente a la descomposicién (Damodaran et al., 2010).

El contenido en compuestos antioxidantes de las frutas y, por tanto, la
actividad antioxidante asociada, pueden resultar afectados por factores
fisiolégicos como la maduracion, como asi también por factores tecnolédgicos
como las condiciones de procesado y conservacién post-cosecha (Connor,
Luby, Hancock, Berkheimer, & Hanson, 2002; Sdiri, Salvador, Farhat, Navarro,
& Besada, 2014).

Aunque el vinagre sea considerado un producto acido que se preserva
a si mismo, durante su almacenamiento en botellas puede sufrir cambios fisico-
quimicos y organolépticos debido a la evolucidn, oxidacién y envejecimiento de

ciertos compuestos especificos. La presencia de oxigeno normalmente
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desencadena una serie de reacciones quimicas y enzimaticas. Estos cambios
dependen del tipo de vinagre, de la materia prima, del proceso de elaboraciéon y
de las condiciones de almacenaje (Casale, Saiz Abajo, Gonzalez Saiz, Pizarro,
& Forina, 2006).

Por otra parte, el estudio de la composicién quimica del vinagre es de
fundamental importancia ya que esta relacionado con la materia prima usada,
con la tecnologia para su obtencion y con la existencia o no de un proceso de
maduracion en barriles de madera, donde su composicion fendlica juega un rol

importante (Tesfaye, Morales, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2002).

El Cdédigo Alimentario Argentino (2014) define los vinagres no vinicos
bajo las denominaciones que corresponden a su origen, dentro de los cuales se
ubican los vinagres de frutas. En el Articulo 1335 (Res. 80,13.1.82) se
especifica que estos deben ser “obtenidos por fermentacion alcohdlica y
subsiguiente fermentacién acética de infusiones, maceraciones y/o cocimientos
de frutas frescas azucaradas (no pasas) o fermentacion alcohdlica completa
seguida de fermentacién acética del jugo azucarado obtenido por expresion de
fruta fresca (no jugos concentrados), uvas, manzanas, peras, ciruelas, ananas,
limones,... utilizados en forma separada o en mezclas. Debera 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 sélo se hace referencia a la acidez total cuyo
valor, expresado como acido acético, debe ser “no menor a 4 % p/N’ (Art.
1336).

Asimismo, el Real Decreto 661/2012, del 13 de abril de 2012,
establecié la norma de calidad para la elaboracién y la comercializacion de los
vinagres dentro del territorio espanol. En el Articulo 3 del mencionado decreto
se definié este producto como “el liquido apto para el consumo humano
resultante de la doble fermentacién alcohdlica y acética de productos de origen
agrario” y, especificamente los vinagres de frutas o vinagres de bayas, como

el producto obtenido a partir de frutas o de bayas de fruta mediante
fermentacion alcohdlica y acética” (Agencia Estatal BOLETIN OFICIAL DEL
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ESTADO, 2012). En este caso se plantea una situacién similar a la anterior en
la que los estandares para vinagres de vino estdn mas detallados y, para
vinagres de otra procedencia sélo se fijjan un “minimo de 50 g/L” para acidez

total y un “maximo 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 caracterizaciéon a efectos de establecer parametros de control de calidad en
vistas a una posible comercializacién. Para ello se evaluaron algunos
parametros normalmente utilizados para vinagres comerciales y su evolucién al

finalizar el periodo de maduracion, que en este caso se fij6 en 6 meses.

El amplio reconocimiento cientifico de que un mayor consumo de
alimentos ricos en antioxidantes redunda en claros beneficios para la salud de
la poblacién, ha llevado a que los consumidores se interesen cada vez mas en
conocer cual es la riqueza antioxidante de los productos que consumen. En el
marco de lo anteriormente mencionado, en el presente trabajo de tesis se
abord6 especialmente el analisis de las modificaciones registradas en las
concentraciones de acido ascérbico, fenoles totales, carotenoides y actividad
antioxidante durante todo el proceso de elaboracion de vinagre de naranjas.
Asimismo, se realizé su caracterizacién teniendo en cuenta los estandares

especificados en las legislaciones argentina y espafiola.

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Evaluacion de componentes antioxidantes.

Se evaluaron las concentraciones de los principales componentes
antioxidantes, acido ascérbico, fenoles totales (FT) y carotenoides totales, y se
determind la actividad antioxidante (AA) mediante los métodos ABTS y DPPH,
segun las técnicas analiticas descriptas en el apartado 4.2.3. Conviene aclarar
en este punto que es recomendado combinar mas de un método para evaluar,
de manera correcta la AA de una muestra, puesto que ésta viene determinada

no soélo por el modo de accién concreto de cada componente, sino por

141



CAPITULO 4. Caracterizaciéon de vinagre de naranjas.

interacciones sinérgicas entre ellos (Sanchez-Moreno, 2002; Sakanaka &
Ishihara, 2008).

Con el objeto de analizar la influencia de las etapas de acetificacion y
maduracion sobre las caracteristicas de calidad mencionadas en el parrafo
anterior, se tomaron muestras en las siguientes etapas del proceso de
obtenciéon de vinagre de naranjas: sustrato alcohdlico destinado a acetificacion
(SNA), vinagre joven o recién obtenido (Vn0) y vinagre de naranja al cabo de

un periodo de maduracion de 6 meses (Vn6), segun 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 comercializacion o de alacena, una vez

adquirido por el consumidor.

4.2.2. Caracterizacion del vinagre de naranja

Las muestras utilizadas para la caracterizacion 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 maxima velocidad
de acetificacion y rendimiento GK, segun fueron determinadas en el Capitulo 2,
apartado 2.3.3.3.). Las condiciones del sustrato alcohdlico se mantuvieron
como en todos los ensayos de acetificacion realizados en este trabajo de

investigacion.

Teniendo en cuenta las escasas especificaciones reglamentadas para
vinagres de procedencia frutal, los parametros fisicoquimicos analizados en el
vinagre de naranjas para su caracterizacion se basaron en los estandares de
calidad especificados para vinagre de vino. En esta instancia, se determiné
acidez total, acidez fija, acidez volatil, pH, extracto seco, cenizas totales,
densidad, azucares reductores totales y etanol residual (apartado 4.2.3. de
“Técnicas analiticas”), en las siguientes etapas: vinagre joven (Vn0) y vinagre

envejecido o madurado (Vn6).
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Vino de naranja
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Figura 4.1. Esquema de toma de muestras (TM) para la caracterizacién del

vinagre de naranjas.

4.2.3. Técnicas analiticas

Acidez total: mediante titulaciéon con solucién de hidréoxido de sodio
(NaOH) y fenolftaleina como indicador (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method
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930.35). El resultado se expres6 como g de acido acético por 100 mL de

vinagre (se asumié que toda la acidez del medio se debe a este acido).

Acidez fija: se basa en la evaporacién a sequedad, en repetidas
veces, de una muestra de vinagre previamente filtrado (AOAC, 2005, 18" Ed.,
Official Method 930.35). El resultado se expres6 en g de acido acético por 100

mL de vinagre.

Acidez volatil: se define convencionalmente como la diferencia entre
los valores de su acidez total y fija, expresadas ambas en g de acido acético
por 100 mL de vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500
(Germany) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

Extracto seco:. el método oficial para vinagres se basa en la
evaporaciéon de la muestra de vinagre en bano de agua en ebullicién y posterior
desecacion en estufa a 100-105 °C durante 2,5 horas. El resultado se expresé
como % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

Cenizas totales: la técnica incluye sucesivas evaporaciones,
incineracion a 500 - 550 °C y redisoluciones repetidas tres veces del residuo de
evaporaciéon de un volumen de vinagre. El resultado se expres6 en % (p/v) de
vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

Densidad: mediante densimetro peso especifico a 15 °C 1,000/1,500:

0,005, expresada en g/mL de vinagre.

Azucares reductores totales: mediante técnica volumétrica de Lane-
Eynon (AOAC, 1995, 16" Ed., Official Method 923.09), previa hidrélisis acida

de la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de vinagre.

Concentracion de etanol residual: método enzimatico (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035). El resultado se expresé como

% (v/v) de vinagre.

Acido ascérbico: se determiné por cromatografia liquida HPLC en
cromatégrafo Hewlett Packard series 1100, con fase reversa y detector UV.

Fase mévil KH,PO4 2%, pH: 2,4. Velocidad de flujo: 0,5 mL/min. Temperatura:
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25 °C. Volumen de inyeccién: 20 uL. A=214nm. Columna Hipersil (fase
estacionaria): Hewlett Packard, Hypersil BDS C 18 3 ym, 100 x 4,0 mm. (25 cm
x 4,5 cm). Guarda columna: Hewlett Packard, ODS-Hypersil C 18,5 ym, 20 x
2,1 m. El resultado se expres6 en g de acido ascorbico por L de muestra (SNA,

vinagres).

Fenoles totales: se emple6 el método basado en la reducciéon del
reactivo de Folin-Ciocalteu (Saura-Calixto, 1998). Este reactivo consiste en una
mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, que se
reducen al oxidar los compuestos fenodlicos presentes en la muestra, originando
Oxidos azules de wolframio (WsO23) y molibdeno (MogO,3). Para la
cuantificacion se mezclé un volumen de muestra con otro del reactivo y se
agreg6 solucién de carbonato de sodio al 20% y agua ultra pura. Luego de
agitar esta mezcla, se incubé a temperatura ambiente (25+1 °C) durante 30
minutos en la oscuridad. Por ultimo, se midi6é la absorbancia de estas muestras
a 760 nm en espectrofotometro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603
(Japan). Todas las lecturas se realizaron contra un blanco compuesto de agua
ultra pura, solucién de carbonato de sodio al 20% y Reactivo de Folin-Ciocalteu
(Zapata, 2014).

Se utilizd acido galico como fenol de referencia, por lo que los
resultados se expresaron como mg de equivalente de acido galico (GAE)/100

mL de muestra (SNA, vinagres).

Carotenoides totales: se utiliz6 el método colorimétrico descrito por
Casas, Mallent, & Montoro (1976). Los carotenoides fueron extraidos de las
muestras con una mezcla de alcohol isopropilico y hexano. Luego, en el
extracto alcohdlico se determiné la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de
maxima absorcion del p-caroteno), en espectrofotometro UV-visible
SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japan). Los resultados se expresaron como mg
de B-caroteno por 100 mL de vinagre, previa construccidén de una curva de
calibracién obtenida con la droga pura (SIGMA, Type IV) y blanco de hexano-

acetona.

Actividad antioxidante: la actividad antioxidante de las muestras se

determind por dos métodos: ABTS y DPPH. Se utiliz6 acido L-ascérbico como
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antioxidante de referencia y los resultados se expresaron como mg de

equivalente de acido ascorbico (EAA)/100 mL de muestra (SNA, vinagres).

Método del radical ABTS™: el radical ABTS™ se obtiene tras la reaccién
de 2,2" azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico), ABTS, con persulfato
potasico (2,45 mM, concentracion final) incubados en la oscuridad durante 12
h. Una vez formado el radical ABTS™ se efectué una dilucion con buffer fosfato
a pH 7,4 hasta obtener un valor de absorbancia de 0,70 a 734 nm (longitud de
onda de maxima absorcién) (Re et al., 1999). Durante la reaccién con
antioxidantes (fenoles, vitamina C u otros) pasa a su forma neutra e incolora y

puede observarse espectrofotométricamente (Zapata, 2014).

La determinacién de la actividad antioxidante de las muestras se
realiz6 mezclando un volumen de éstas con otro de solucién diluida de radical
ABTS™, se agitdé durante 30 segundos a 1600 rpm e incubd a temperatura
ambiente (2511 °C) y en oscuridad durante 20 minutos. Luego se midio la
absorbancia a 734 nm en espectrofotémetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV
1603 (Japan). El control se prepar6 de la misma forma, pero en vez de muestra

se utilizé un volumen de agua ultra pura.

Se construyé6 una curva de calibrado con cinco puntos de
concentraciones conocidas de soluciones patrén de acido ascorbico, tratadas

como se explicé en el parrafo anterior.

Método del radical DPPH': esta técnica se basa en la reduccién de la
absorbancia a 517 nm del radical DPPH" o 2,2-difenil-1-picril hidrazilo por la
accion de antioxidantes. Este radical es de color violeta intenso y se vuelve
incoloro o amarillo palido cuando reacciona con antioxidantes que lo

neutralizan (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995).

En primer lugar se preparé una soluciéon madre de DPPH" en una
concentracion de 200 mg/L y se conservé en refrigeracion a 4+1 °C en envase
de vidrio color caramelo y envuelto en papel de aluminio hasta el momento de
ser utilizado. Para las determinaciones analiticas, se realizé una diluciéon 1/10
de esa solucion 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 solucién diluida
de DPPH. Luego de agitar durante 30 segundos a 1600 rpm se incub6 a
temperatura ambiente (25+1 °C) y en oscuridad durante 30 minutos. Luego se
midié la absorbancia a 517 nm en espectrofotdbmetro UV-visible SHIMADZU,
modelo UV 1603 (Japan). El control se prepar6 de la misma forma pero en vez
de muestra, se utilizé un volumen de agua ultra pura. Con estos datos, se
calcul6 la diferencia de absorbancia (absorbancia del control menos
absorbancia de la muestra) a los 30 minutos de iniciada la reaccion, entre el

radical y los antioxidantes presentes en la muestra (Zapata, 2014).

Se construydé una curva de calibrado con cuatro puntos de
concentraciones conocidas de soluciones patron de acido ascorbico, tratadas

como se explico en el parrafo anterior.

4.2.4. Tratamiento estadistico

Cada una de las determinaciones analiticas se efectué por triplicado.
Se analizaron los resultados mediante analisis de varianza y, cuando fue
necesario (p<0,05), se aplico el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. En todos los casos se utilizd un nivel de confianza
del 95 %.

Para evaluar la relaciéon entre los diferentes componentes antioxidantes
analizados y la actividad antioxidante, se obtuvieron los coeficientes de
correlaciéon (r). Se consideré que hubo una correlacién significativa entre dos

variables cuando p<0,05.

Todos los analisis estadisticos de los datos se realizaron con el

programa Statgraphics Centurién XV Corporate.
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4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Evaluacion de componentes antioxidantes.

En general, tanto los componentes antioxidantes evaluados como la AA

disminuyeron a lo largo del proceso de elaboracion de vinagre (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Concentracion de componentes antioxidantes presentes en distintas

etapas del proceso de obtencidn de vinagre de naranjas.

Sustrato Vinagre luego de
alcohdlico de Vinagre joven maduracion
naranjas para (Vn0) durante 6 meses

acetificar (SNA) (Vn6)

Acido ascérbico (g/L) 0,124+0,005° 0,063+0,006° 0,045+0,002°
Fenoles totales (mg a b b
GAE/100 mL) 123,6349,17 56,53+0,99 54,1442, 81
Carotenoides totales 0,024:0,002° 0,0130,002° 0,015:0,002°
(mg/100 mL)

ABTS (mg EAA/100 mL) 85,48+2,272 70,63+0,94° 50,61+0,88°
DPPH (mg EAA/100 mL) 53,24+4,51° 46,75+2,37° 24,10£1,61°

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativa (p<0,05) entre las

medias de los productos de cada etapa analizada.

4.3.1.1. Acido ascérbico

La concentracién de acido ascoérbico disminuyé a lo largo de todo el
proceso de obtencion de vinagre de naranja. Durante el proceso de
acetificacion de SNA, se registr6 el mayor descenso (49,2 %) en su
concentracion, probablemente a causa del continuo suministro de oxigeno al
sistema ya que, tal como se mencioné en la Introduccion, la vitamina C es
facilmente degradada por contacto con el aire (Passaro Carvalho & Londofio-
Londofio, 2012; Bernardi et al., 2014).
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Durante la etapa de maduracion se registré una pérdida del 29 % entre
Vn0 y Vn6. Aunque no se hallaron referencias de comportamientos durante la
maduracion de vinagres en matrices similares al vinagre de naranja, se podria
interpretar que ese descenso pudo atribuirse a la autooxidacion del acido
ascorbico que, aunque lentamente, se verifica aun en condiciones totalmente
anaeroébicas (Bruchmann, 1980). Ademas, las reacciones quimicas 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 disminuyé un 54,3 % durante el proceso de
acetificacion. Este comportamiento también fue corroborado durante la
acetificacion de sidra, vinos tintos y blancos, en los que se registraron
reducciones de 40 %, 13 % y 8 % respectivamente, y se atribuyd a la fuerte
degradacion o transformacion fenodlica 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 maduraciéon, Vn0 no experimenté modificacién
alguna en la concentracién de FT. Es importante mencionar que las referencias
bibliograficas a estudios de maduracidon o envejecimiento de vinagres en
botellas son muy escasas, ya que en su mayoria aquellos se realizan en
barriles de madera de roble o con el agregado de virutas de esta madera,
debido a la mayor extraccidén de FT producida a partir de ellas (Palacios,
Valcarcel, Caro, & Pérez, 2002; Morales, Benitez, & Troncoso, 2004; Tesfaye,
Morales, Benitez, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2004; Duran Guerrero et al.,
2011; Chen, Gui, Shi, Zhang, & Chen, 2013; Cerezo, Alvarez-Fernandez,
Antonia, M Hornedo-Ortega, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2014). En un trabajo
de investigacién (Llabé Pino, 2008) en el que se evalud la variacion de los

componentes fendlicos en vinagres de manzana y de uva, Chardonnay,
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Cabernet Sauvignon y Moscatel, almacenados en botellas de vidrio, se informo
una reduccion de los acidos hidroxibenzoicos y sus derivados, y de los acidos
hidroxicinamicos y sus derivados, para todos los vinagres, a temperaturas de
conservacion de 15 °C, al cabo de un afo. Sin embargo, ademas de las
reacciones de degradacion detectaron otras de formacion de nuevos
componentes como las de pardeamiento, especialmente durante Ila
maduracion. Por esta razén, para interpretar las causas de las modificaciones
observadas en el contenido de FT seria importante contar con el perfil fendlico

individual en cada fase de analisis.

4.3.1.3. Carotenoides totales

El contenido de carotenoides disminuyé 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 maduracién no se observaron cambios en su concentracion.

Es importante mencionar la baja concentracién de carotenoides totales
en el sustrato alcohélico SNA (0,024+0,002 mg/100 mL), en comparacion con
el cuantificado en la fruta de origen (1,170 mg/100 mL). Esto se debi6é a que,
durante la vinificacion, fueron arrastrados con la fase sélida (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 disminuy6é un 40,8 % a lo largo de todo el

proceso de acuerdo al método ABTS, y un 54,7 % segun el método DPPH.

Durante la etapa de acetificacion, la AA se redujo un 17,4 % segun
ABTS y 12,2 % segun DPPH. Un valor similar, del orden de 16,8 %, medido
con esta ultima metodologia, fue publicado para un proceso de acetificacion de

un vino tinto. Los autores atribuyeron esta reduccién a modificaciones en la
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composicidon quimica debidas al proceso biooxidativo (Cerezo, Cuevas,

Winterhalter, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2010).

En la fase de maduracién (VnO a Vn6), la reduccién 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

relacién con la disminucién registrada en la concentracion de acido ascorbico.

Varias son las publicaciones que sefalan que la AA en vinagres es
menor que en vinos tintos. Esto fue justificado sefalando que la acetificacidén
del vino podia disminuir el contenido de fenoles con alta AA y/o conducir a la
formacion de nuevos compuestos fendlicos con menor AA que aquellos
originalmente presentes en el sustrato alcohdlico (Alonso, Guillén, & Barroso,
2003; Pellegrini et al., 2003; Davalos, Bartolomé, & Gémez-Cordovés, 2005).

Se obtuvo una correlacién significativa entre las concentraciones de
acido ascérbico y fenoles totales y la actividad antioxidante, no asi entre ésta y
los carotenoides totales (Tabla 4.2), lo que estaria indicando que estos

componentes no contribuyeron a la AA de los vinagres de naranja.

Tabla 4.2. Coeficientes de correlaciéon (r) entre componentes antioxidantes y

actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en vinagres de naranja (p<0,05).

ABTS DPPH
Acido ascorbico 0,92 0,81
Fenoles totales 0,82 0,67

Carotenoides totales Sin correlacion  Sin correlacién

ABTS - 0,97

Estos resultados coinciden con los publicados para jugos de naranja,
que senalan que el acido ascoérbico es uno de los componentes qué mas
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 contribucién insignificante (Gardner, White,
McPhail, & Duthie, 2000).

4.3.2. Caracterizacion del vinagre de naranjas.

Para el analisis de las caracteristicas del vinagre de naranjas se han
presentado, en la Tabla 4.3., las especificaciones de las legislaciones argentina

y espafola, para vinagres de frutas y de vino.

Tabla 4.3. Especificaciones del Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A.) y Cédigo
Alimentario Espafiol (C.A.E.) para vinagres de procedencia frutal y de origen

vinico.
Vinagres de frutas Vinagres de vino
C.AA. C.A.E. C.AA. C.A.E.
. No menorde  Min. 50 | No menorde 5,0 .
Acidez total 4.0 % plv gl % plv Min. 60 g/L
No menor de 85

Acidez volatil -—-- -—-- % p/v de la -—--

acidez total

Min. de 1,2
Extracto seco - - 0,75-2,0% p/v g/Lygradode
acido acético
Cenizas L L No menor de 0,1 L
totales % p/v
Densidad (a
15 °C, g/mL) - - 1,015-1,020 -
AzUcares Max. de 0,4 %
reductores - - p/v, expresadas -—--
totales en dextrosa
Maximo
. equivalente a .
Etanol residual Max-de f 4/10 de la acidez =~ MaX- de 1.5
0,5 % viv % Vv
total, expresada
en volumen
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Los parametros de acidez total y etanol durante las etapas Vn0O y Vn6
(Tabla 4.4) se enmarcaron dentro de los estandares reglamentados en las
normas argentina y espafola para vinagres de frutas (Tabla 4.3). El resto de los
parametros, evaluado con respecto a las especificaciones para vinagres de
vino, también cumpliment6 las normas de calidad de ambas reglamentaciones
(Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Parametros fisicoquimicos de vinagre de naranja recién obtenido

(VnO0) y al cabo de 6 meses de maduracién (Vn6).

Vno Vn6
Acidez Total (% p/v) 5,58+0,06° 5,95+0,04°
Acidez Fija (% p/v) 0,54+0,00° 0,53+0,01°
Acidez Volatil (% p/v) 5,04+0,06° 5,41+0,05"
pH 2,76+0,03? 2,61+0,04°

Densidad (a 15 °C, g/mL)

1,015+0,000%

1,015+0,000?

Extracto seco (% p/v) 1,18+0,05° 1,14+0,02°
Cenizas Totales (% p/v) 0,34+0,03? 0,33+0,012
A(;zucares reductores totales 0,210,032 0,190,072
(% p/v)

Etanol residual (% v/v) 0,389+0,016° 0,081+0,022°

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)

entre las medias de los productos.

En general, se observa que sélo los parametros analiticos relacionados

con la actividad metabdlica de las BAA (acidez total, acidez volatil, pH y etanol

residual) han presentado diferencias estadisticamente significativas durante la

etapa de maduracioén.
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4.3.2.1. Acidez

El acido acético es el principal componente de los vinagres cualquiera
sea el sustrato alcohdlico del que procedan. El estudio de la acidez total y fija
permite conocer la naturaleza de los componentes acidos del vinagre, es decir
si solamente existen acidos volatiles o si, ademas, hay presencia de acidos
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 volatil (AV) determinada en los vinagres de naranja
(5,04+0,06 % p/v) correspondi6 al 90 % p/v de la total. Estos elevados valores
de AV permitieron concluir que la acidez de los vinagres se debié casi
exclusivamente al metabolismo oxidativo de las BAA, mientras que la

participacion de otros acidos resulté 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 legislacion de ese pais,
en el que se estipula “un minimo de 4,00 % de acido acético” (Peixoto
Marques, Spinosa, Fernandes, & de Souza Castro, Carlos Frederico Caliari,

2010), e incluso menores a los obtenidos en esta tesis.

Luego del periodo de maduracién de 6 meses, la acidez total aumenté
un 6,6 %. No se registraron cambios significativos en la acidez fija, aunque el
incremento en AV indic6 que las BAA continuaron con el proceso metabdlico
del etanol remanente y su transformacibn en acido acético. Este
comportamiento se ha justificado en varias oportunidades por el hecho que
estas bacterias no mueren necesariamente con la ausencia de oxigeno.
Especificamente, Acetobacter puede ingresar en un estado “viable pero no

cultivable” bajo privacién de oxigeno (Fugelsang & Edwards, 2007).
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4.3.2.2.pH

Tanto la acidez como el pH influyen directamente en las caracteristicas
sensoriales de los vinagres (Peixoto Marques et al., 2010). Si bien el pH no es
un parametro que esté especificado en la reglamentacion de analisis para
vinagres, su determinaciéon reviste importancia como indicador de posibles
adulteraciones con acidos minerales. Por lo general, se han considerado
valores normales para vinagres de vino espafoles, 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 bibliograficas 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, & Gongalves, 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 ultimos.

Evidentemente este parametro resulta influido por la procedencia de la

materia prima de origen, asi como de su composicién en acidos.

Luego del periodo de maduracion, Vn6 mostré una ligera disminucién
del pH respecto de VnO, relacionada con la continuidad en la produccion de

acido acético durante esta etapa.

4.3.2.3. Densidad

La densidad a 15 °C registrada en Vn0O fue de 1,015+0,000 g/mL,
coincidente con el limite inferior indicado para vinagres de vino (Tabla 4.3).

Luego del periodo de maduracién, no se observé variacion de este parametro.
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4.3.2.4. Extracto seco

El contenido en extracto seco representa la materia organica y mineral
resultante de la evaporacién del agua y sustancias volatiles presentes en la
muestra de vinagre. EI método de cultivo sumergido genera vinagres
relativamente turbios debido a la suspensidén de bacterias acéticas y de sélidos

de la materia prima (Peixoto Marques et al., 2010).

El contenido en extracto seco del vinagre de naranja en VnO 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 periodo de maduraciéon, 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 15y 33 °C.
Al cabo de un afo, en cambio, se verific6 un aumento en el contenido de
extracto seco, en las muestras de vinagre de manzana y Cabernet Sauvignon
(LIabé Pino, 2008).

4.3.2.5. Cenizas

Esta determinacién permite cuantificar las sales minerales contenidas
en una muestra después de la incineracion del residuo de evaporaciéon 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 limites con el objeto de detectar posibles
adulteraciones en los vinagres. Asi, valores muy bajos podrian indicar un
producto muy diluido y reconstituido con acido acético. Por el contrario, valores
muy altos podrian indicar el agregado de sustancias no volatiles como la
glicerina, para aumentar el extracto seco y con ello las cenizas (Llaguno
Marchena & Polo, 1991).
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El vinagre de naranja en VnO present6 0,3410,03 % p/v de cenizas.
Este contenido resultdé similar al informado por Peixoto Marques et al. (2010)
para el vinagre de naranja comercializado en Brasil (3,651£0,008 g/L). Si bien el
Real Decreto 661/2012 no fija limites para este parametro, durante un tiempo
se consideré que la relacion extracto seco/cenizas debia 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 (relacion extracto

seco/cenizas=3,95).

Después del periodo de maduracion, Vn6 (0,33+0,01 % p/v) no mostré
diferencias estadisticas significativas respecto de Vn0.

4.3.2.6. Azucares reductores totales

El contenido de azucares reductores totales en Vn0 no experimento
modificaciones durante su almacenamiento (Tabla 4.4). Este comportamiento
estaria demostrando la dificultad de las BAA para metabolizar estos
compuestos durante este periodo, caracterizado por la baja disponibilidad de
oxigeno, a diferencia de lo ocurrido con el etanol. Por otra parte, también
indicaria la ausencia de pardeamiento no enzimatico, por lo menos debido a la
reaccion de Maillard que ocurre entre los azucares reductores y aminoacidos
(LIabé Pino, 2008).

4.3.2.7. Etanol remanente

En la fabricacion industrial de vinagre se intenta lograr el mayor
rendimiento en la transformacion de etanol a acido acético. Es deseable que
existan pequefias cantidades de alcohol residual ya que eso repercute
favorablemente en el flavor del vinagre producido por formacion del bouquet,
principalmente si existiere almacenamiento posterior (Acosta Artiles, Romero, &
Hardisson de la Torre, 1993). Ademas, si se agotara por completo el etanol, las

bacterias acéticas podrian consumir el acido 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
acetificacion industrial queda una baja concentracién de etanol final, en los
métodos lentos no es posible ni deseable utilizar todo el contenido alcohdlico
disponible, ya que durante su envejecimiento, el etanol residual (2-3 % v/v) se
va combinando lentamente con el acido acético para la produccion de ésteres
(Llaguno Marchena & Polo, 1991).

Teniendo en consideracion el incremento registrado en la acidez total,
es razonable pensar que la disminucién de la concentraciéon de etanol entre
Vn0 y Vn6 se debidé a la continuidad de la actividad bioldgica de las BAA,
oxidando el alcohol residual a acido acético, y/o a su combinacion con acido

acético para la formacién de ésteres (Palacios et al., 2002).

4.4, Conclusiones

Los componentes bioactivos analizados, asi 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 maduracion. La mayor reduccion se produjo durante la acetificacion,
posiblemente a causa de la oxidacion de los componentes, debido al continuo

suministro de aire al sistema.

La mayor contribucién a la actividad antioxidante se debio a la

concentracion de acido ascorbico y compuestos fendlicos.

La caracterizacién del vinagre de naranjas se encuadr6é dentro de los
estandares de calidad especificados para vinagres de frutas en las
legislaciones argentina y espanola, incluso después de un periodo de

maduracién de 6 meses.
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CAPITULO 5. Acetificacion de sustrato alcohdlico de arandanos en sistema
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5.1. Introduccion

Los arandanos son frutos pertenecientes a la familia de las Ericaceas,
del género Vaccinium. Tiene un sabor dulce y ligeramente acido a la vez, con

un 15% de azucares aproximadamente en estado maduro (Zapata, 2014).

A diferencia de los citricos, los ardndanos maduros tienen una vida
poscosecha muy corta. Tal es asi que, a temperaturas de almacenamiento
entre -0,5 y 0°C y 90-95% de humedad relativa (Kader, 2002; Nunes, 2008), su
vida util es de aproximadamente un mes. Esta condicién, sumado a los
elevados descartes que se han generado por diferentes motivos segun se
mencion6 previamente (Introduccion 1.8), hizo necesario plantearse alternativas

de industrializacion para estas bayas.

Los arandanos son reconocidos por sus potenciales efectos
beneficiosos para la salud, como la prevencibn de enfermedades
cardiovasculares, neuronales, cancer y diabetes, entre otras (Faria et al., 2005;
Castaneda-Ovando, Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez, Rodriguez, &
Galan-Vidal, 2009; Moldovan, David, Chisbora, & Cimpoiu, 2012). Esto es
debido a su alta concentraciéon en antioxidantes naturales tales como acido
ascoérbico, compuestos fendlicos y antocianinas (Sapers, Burgher, Phillips, &
Jones, 1984; Prior et al., 1998; Nunes, 2008). En comparacion 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 describié como el
fruto con el mayor valor antioxidante entre mas de 40 frutas y vegetales

evaluados (Arandanos Argentinos, 2012).

Su composicién nutricional demuestra que se trata de un fruto con
bajas calorias, 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

concentracion de azucares fermentables presente en estos frutos (10-15 %) se
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considerd6 factible la obtencion de vinagre de arandanos como alternativa a su

industrializacion.

Tabla 5.1. Composicién nutricional del arandano (Pritts & Hancock, 1992;

Nunes, 2008).

Constituyente F?:::I:: Z Constituyente s::‘:lg : (:l
Agua 82-85¢ Zinc 0,11 mg
Calorias 55 kcal Cobre 0,06 mg
Proteinas 0,79 Manganeso 0,27 mg
Grasas 0,37 g Acido ascorbico 13 mg
Carbohidratos 14 g Tiamina 0,05 mg
Fibras 1,39 Riboflavina 0,05 mg
Calcio 6 mg Niacina 0,35 mg
Hierro 0,16 mg Acido pantoténico 0,09 mg
Magnesio 4,7 mg Vitamina B6 0,03 mg
Fésforo 10 mg Acido félico 6,2 mg
Potasio 86 mg Vitamina A 97 IU
Sodio 6 mg

Tal como se realizd para la acetificacion de sustrato alcohdlico de

naranja, en este capitulo se evalu6 la influencia de factores externos como,

caudal de aire (Qa) y velocidad de agitacion (Vag) y se determinaron las

condiciones experimentales que lograron la mayor velocidad de acetificacién

(ra) del sustrato alcohdlico de arandanos y el mayor rendimiento (Rgk) en

sistema sumergido discontinuo. Adicionalmente, se analizaron los parametros

cinéticos involucrados en el proceso.
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5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Proceso general de obtencion de vinagre de arandanos

5.2.1.1. Fermentacion alcoholica

La materia prima utilizada para la obtencién de vinagre de arandanos
fueron arandanos maduros pertenecientes al género Vaccinium corymbosum
(Highbush o arandano alto) suministrados por productores del departamento

Concordia.

Durante la primera etapa del proceso se desarrollé la fermentacién
alcoholica con el fin de obtener el sustrato adecuado para el posterior proceso
de acetificacién (Figura 5.1). Los arandanos se lavaron, escurrieron vy trituraron
con una miniprocesadora de mano marca BRAUN, modelo MR 400 Plus
(Espana), a fin de obtener una mezcla homogénea. Con el objeto de
caracterizar la materia prima de origen, se procedio a la toma de muestras y se
realizaron las siguientes determinaciones fisicoquimicas, por triplicado: pH,
acidez total, azucares reductores directos y totales y soélidos solubles (ver
apartado 5.2.4. de “Técnicas analiticas”). En esta oportunidad también se
determinaron antocianinas totales, fenoles totales y actividad antioxidante, sin
embargo puesto que su analisis abarc6 desde la materia prima hasta el periodo
de maduracion del vinagre, se considerd conveniente su tratamiento en un

capitulo posterior (Capitulo 7: “Caracterizacién del vinagre de arandanos”).

La mezcla de arandanos triturados fue a continuacién pesada y se
agregé agua en una proporcién fruto/agua de 1:2 kg/kg para evitar su
gelificacion. Se adicion6 0,5 g/L de fosfato diaménico (POsH(NH4);) como
fuente de nitrégeno 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 ultimo, se corrigié el contenido de sélidos
solubles mediante el agregado de sacarosa comercial hasta 20-22 °Brix.
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Lavado y escurrido
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Figura 5.1. Diagrama de flujo de elaboracion de vinagre de arandanos
toma de muestras).
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Este sustrato se inocul6 con 0,4 g/L de un cultivo comercial activo de
Saccharomyces bayanus, con lo cual se obtuvo el sustrato destinado a
vinificacién (SV). Se colocd en damajuanas de 10 L de capacidad para el
desarrollo de la fermentacién alcohdlica en proceso discontinuo. La
temperatura de fermentacion elegida, entre 25 - 28°C (equivalente a vinificacién
en tinto), se selecciond para favorecer una elevada extraccion polifendlica y

rapida produccién de etanol (Aleixandre & Alvarez, 2003).

Del SV se tom6 una muestra para cuantificar pH, acidez total, azucares
reductores directos y totales y sélidos solubles (ver apartado 5.2.4. de Técnicas
analiticas). También se determinaron antocianinas totales, fenoles totales y
actividad antioxidante, sin embargo, segun fue aclarado con anterioridad, su
tratamiento se realizara en el Capitulo 7 (“Caracterizacién del vinagre de

arandanos”).

El avance de la fermentacién alcohdlica se control6 midiendo
diariamente la disminucion de los sélidos solubles (Bamforth, 2007). Una vez
que se observaron valores constantes de este parametro, se considerd
finalizada la fermentacion, momento en el cual se procedié al trasiego.
Paralelamente se verifico, mediante observaciones microscopicas, la ausencia
de microorganismos contaminantes que hubieran podido competir por el
sustrato durante la posterior acetificacién. De esta manera se obtuvo el mosto
alcohdlico de arandanos (MA) en el que se determiné: pH, acidez total,
azucares reductores directos y totales, solidos solubles y graduacién

alcohdlica, (apartado 5.2.4. de “Técnicas analiticas”).

5.2.1.2. Acetificacion del sustrato alcohdlico de arandanos

Previo a la fermentaciéon acética, MA se debidé diluir hasta 6 % v/v
etanol, ya que la graduacién alcohdlica obtenida fue de 12,9 £ 0,1 % v/ivy a
esta concentracién, especialmente en sistemas batch, se podria dificultar el
comienzo de la fermentacion debido al efecto inhibidor del etanol sobre las
bacterias acéticas (de Ory, Romero, & Cantero, 2002; Garrido-Vidal, Pizarro, &

Gonzalez-Saiz, 2003). La dilucion del mosto alcohdlico de arandanos se realizé
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con una soluciéon acuosa de minerales y fuente nitrogenada de la siguiente
composicion: 0,8 g/L de KHyPOy4; 0,35 g/L de KyHPO4. 3 H0; 1,5 g/L de
(NH4)2SO4 (apartado 2.2.2.1), previamente esterilizada por calor himedo a 121

°C durante 15 min, en autoclave VZ tipo Chamberland (Argentina).

El proceso de acetificacién se desarroll6 utilizando los cultivos de
Acetobacter sp. aislados en el laboratorio (Capitulo 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 revitalizacién y crecimiento y se incubaron durante

48-72 horas a 30+1°C en estufa para cultivo bacteriolégico FAETA (Argentina).

El cultivo obtenido en la etapa anterior se propagd mediante su
inoculacién al 10 % en 300 mL de una mezcla de MA diluido al 6 % v/v etanol y
10 g/L de acido acético glacial. Este sistema se incub6 a 30+1 °C con inyeccion
de aire hasta que se alcanz6 una concentracion bacteriana aproximada entre 3-
5x108 bacterias/mL (cultivo iniciador). Vale aclarar en este punto que, una vez
que se obtuvo el primer vinagre de arandanos, la mezcla mencionada se
realizd utilizando éste y no acido acético glacial, en volumen necesario para

lograr la concentracion requerida.

El cultivo iniciador asi obtenido se utilizd como inéculo del sustrato
destinado a acetificar (SA), compuesto por MA diluido al 6 % v/v etanol y
adicionado de un vinagre de arandanos previamente obtenido, en volumen
suficiente para alcanzar una acidez total de 10 g/L de acido acético. El proceso
bioxidativo discontinuo de SA se realiz6 en el biorreactor de escala laboratorio
(Figura 5.2) marca NEW BRUNSWICK CIENTIFIC Co., modelo Bioflo 2000
(New Jersey, USA) descripto en el capitulo 2, apartado 2.2.2.3.
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Figura 5.2. Biorreactor New Brinswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000,
utilizado en las experiencias de acetificacion de sustrato alcohdlico de

arandanos.

Las condiciones iniciales del sustrato, fijadas en cada tratamiento,
fueron: volumen del sustrato: 2 L, concentracion de alcohol: 5,9+0,6 % v/v, pH:
2,97+0,07 y acidez total (expresada como acido acético): 10,8+1,2 g/L. La

temperatura se mantuvo constante en 301 °C durante todo el proceso.

La monitorizacién del proceso se realizé 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 analiticas”). En este caso no fue
posible la medida de la densidad Optica del cultivo ya que la coloracién
violeta/parda del sustrato impidié la determinacidén de la absorbancia a 540 nm

en espectrofotémetro.

Se graficaron las curvas de cada parametro en funcién del tiempo v,
cuando se observé que la acidez total permanecia constante después de la
etapa exponencial de crecimiento microbiano, se dio por finalizado el proceso
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para evitar el consumo del acido acético por parte de las BAA, debido al
agotamiento del sustrato alcohdlico (Introduccién, apartado 1.4.1).

Por udltimo, se determindé la concentracién de etanol remanente
(apartado 5.2.4. de “Técnicas analiticas”) en el producto obtenido (vinagre

joven) en cada uno de los ensayos.

5.2.1.3. Envasado. Maduracion. Clarificacion. Filtracion.

Los vinagres recién obtenidos (jovenes) se envasaron en botellas de
vidrio color caramelo ya que las antocianinas presentes en su composicién son
muy sensibles a la degradacién por efecto de la luz, entre otros factores (Rein,
2005). Se almacenaron en lugar fresco, seco y oscuro para su maduraciéon (o
envejecimiento) y se dejaron clarificar espontaneamente. Sin embargo, en los
casos en que persistia cierta turbidez (observada a simple vista), se agregé
una suspensiéon de bentonita al 5% y posteriormente se filtré con filtro de 3 um
de porosidad a fin de obtener un producto limpido y transparente. Los vinagres
clarificados se envasaron nuevamente en botellas de vidrio color caramelo,

para continuar con la etapa de maduracion.

5.2.2. Diseno experimental.

Con el fin de estudiar la influencia de los factores experimentales en la
obtencién de vinagre de arandanos, se realizd un disefio de experimentos a
partir del cual se generd una superficie de respuesta por cada variable
respuesta analizada. Nuevamente, las respuestas estudiadas fueron Ila
velocidad de acetificacion (ra) y el rendimiento GK (Rgk), descriptas en el
capitulo 2, apartado 2.2.3.1., y los factores experimentales considerados fueron
la velocidad de agitacion (Vag) y el caudal de aire (Qa). El rango de analisis de
cada factor se eligié en coincidencia con el utilizado en el estudio del vinagre
de naranja, es decir, 400-800 rpm para Vag vy, 0,6-1,2 L/min (0,3-0,6 vvm) para
Qa. A continuacion, se elabor6 un disefio central compuesto, donde los puntos

axiales del mismo se determinaron segun la ecuacion (2¢)"*, con k = nimero 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
Centuriéon XV.

Tabla 5.2. Disefio experimental de la etapa de acetificaciéon discontinua de un

sustrato alcohdlico de arandanos, utilizando Acetobacter sp.

Factores originales Factores codificados

Velocidad de Caudal de aire Velocidad de Caudal de

agitacion (rpm) (L/min) agitacion 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 busco, a través de la metodologia de
superficie de respuesta (MRS), la combinacién de niveles de los factores que
maximizaron cada respuesta en forma individual. Mientras que, para determinar
la combinacién de los factores experimentales cuyo resultado da los maximos
en ambas repuestas simultaneamente, se empled la funcién Optimizacion de

Respuestas Multiples (Deseabilidad).
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Una vez establecidas las condiciones experimentales que permitieron
obtener el vinagre de arandanos con el mayor rendimiento y en el menor
tiempo de operacidn, se realiz6 el proceso oxidativo en dichas condiciones, por
triplicado, y el producto final se reservé para su posterior caracterizacién
(Capitulo 7).

5.2.3. Determinacion de parametros cinéticos.

5.2.3.1. Relacion entre velocidad de crecimiento bacteriano y

velocidad de acetificacion.

Se evalud la relacién entre la velocidad volumétrica de crecimiento
microbiano (rx) y la velocidad de acetificacion (ra) mediante analisis de
regresion simple. Como se ha mencionado en el capitulo 2, apartado 2.2.4.1.,
para un sistema batch, rx se calcula como la variacion de la concentracién
celular o biomasa (X) en funcién del tiempo (t), utilizando la ecuacion 2.7, es
decir:

X; — X1)
(t; — &)

Ty =

Para calcular X se empled la técnica de estimacién de biomasa
(apartado 5.2.4. de “Técnicas analiticas”), con la cual se obtuvieron pares de
datos de peso seco de biomasa en funcién del recuento celular. Mediante

representacion grafica se pudo establecer una ecuacion para el calculo de X.

5.2.3.2. Velocidad especifica maxima de crecimiento bacteriano
(HM).

Teniendo en cuenta las consideraciones enunciadas en el capitulo 2,
apartado 2.2.4.2, para el estudio de este parametro en el proceso de vinagre de

naranja, se calculé yy mediante la ecuacion 2.10 alli mencionada:
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InX =InX, + uyy Xt

Donde, X, es la concentracion de biomasa al inicio de la fase

exponencial y t, el tiempo transcurrido en esta fase.

5.2.4. Técnicas analiticas

pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500
(Germany) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 960.19).

Acidez total: mediante titulacibn potenciométrica con solucién de
hidroxido de sodio (NaOH) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).
Para la caracterizacion de la materia prima, se expresé como g de acido citrico
anhidro por 100 g de muestra, mientras que para SV y MA se expresé como g
de acido citrico anhidro por 100 mL de muestra. En el caso de las muestras
tomadas durante el proceso de acetificacién, se expres6 como g/L de acido

acético (se asume que toda la acidez del medio se debe a este acido).

Azucares reductores directos: técnica volumétrica de Lane-Eynon
(AOAC, 1995, 16" Ed., Official Method 923.09). Los resultados se expresaron

como g por 100 mL de muestra.

AzuUcares reductores totales: fueron determinados con la misma
técnica usada para los azucares reductores directos, previa hidrélisis acida de

la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de muestra.

Solidos solubles: método refractométrico, con refractometro
termocompensable ATAGO modelo NAR 1T (Japén). Los resultados se

expresaron en °Brix (corregidos por temperatura y acidez).

Graduacion alcohodlica: destilaciéon del sustrato alcohdlico alcalinizado
con una solucion de hidréxido de calcio y posterior determinacion del grado
alcohdlico en el destilado por areometria, expresado como % v/v (International
Organisation of Vine and Wine, 2009).
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Recuento celular (RC): en microscopio éptico LEICA modelo DME
(New York, USA), con camara de Petroff-Hauser de 0,02 uL. El resultado se

expres6 como numero de bacterias/mL.

Concentracion de etanol remanente: fue analizada mediante el kit
enzimatico de Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035,

expresada como % v/v.

Concentracion celular (X): se determind experimentalmente la
concentracion de materia seca en varias muestras tomadas durante el proceso
de acetificacién, con valores conocidos de recuentos celulares. Estas muestras
fueron centrifugadas cuatro veces a 4000 rpom/20 min en centrifuga BOECO,
modelo C-28 (Germany) y descartado el sobrenadante. Una ultima
centrifugacion del pellet obtenido, resuspendido con solucién fisiolégica, se
realiz6 a 14000 rpm/15 min en centrifuga LABNET, modelo Spectrafuge 16 M
(USA). Se descart6 el sobrenadante y el criotubo, previamente pesado, con el
sedimento, se colocd en estufa de secado DALVO Instrumentos, modelo
CMR1I (Argentina), a 105 °C (Krusong, Yaiyen, & Pornpukdeewatana, 2014)
hasta peso constante. Esta medida se realizé en una balanza analitica 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 representacién grafica se pudo establecer una ecuacién para el
calculo de X. La materia seca determinada, es equivalente a la concentracién

celular y fue expresada como g/L de vinagre.

5.2.5. Tratamiento estadistico

5.2.5.1. Obtencion de las mejores condiciones de acetificacion.

La determinacién de las condiciones experimentales, Vag y Qa, que
maximizaron cada variable respuesta individualmente, se realiz6 siguiendo la
metodologia de superficie de respuesta aplicado a un disefio central compuesto
y rotable con software STATGRAPHICS Centurién XV (Gutiérrez Pulido & Vara
Salazar, 2008). Mediante analisis de varianza (ANOVA) se analizaron los

factores significativos e interacciones en cada respuesta. Se consider6 que
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hubo influencia estadistica significativa para un factor determinado cuando
p<0,05.

Por otra parte, dado que en la presente investigacion se analizaron dos
variables respuestas, la mejor combinacion de factores que maximizaron estas
ultimas en forma simultanea, se determin6 utilizando la funcién Deseabilidad

del mencionado software, que optimiza variables respuestas multiples.

Los datos experimentales se ajustaron a una ecuacién polinémica que
describi6 las relaciones entre cada variable respuesta y los factores estudiados,
mediante el meétodo de regresidn multiple. Ademas, para una mejor
visualizacion de los datos experimentales, se obtuvieron graficos de superficie

de respuesta y de contorno.

Se verificd la idoneidad del modelo propuesto con el disefio
experimental, mediante la verificacion de supuestos a través de las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov, estadistico W de Shapiro-Wilk y Chi-Cuadrado. Ademas,
la normalidad e independencia de los residuos se comprobd mediante la
prueba de Durbin Watson (Capitulo 2, apartado 2.2.6.2).

5.2.5.2. Analisis de regresion

Este analisis estadistico se utilizé para evaluar la relacién entre la
velocidad volumétrica de crecimiento microbiano (rx) y la velocidad de
acetificacion (ra) durante la obtencion de vinagre de arandanos, tal como se

efectud para su analogo de naranjas, en el Capitulo 2.

Para establecer la bondad con que el modelo explicd la relacién entre
ambas variables, se evaluaron la significancia de la regresion y el coeficiente

de correlaciéon (Capitulo 2, apartado 2.2.6.3).
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5.3. Resultados y Discusion

5.3.1. Caracterizacion de la materia prima, sustrato destinado a

vinificacion y mosto alcohoélico de arandanos.

Los resultados de la caracterizacion de los arandanos triturados
destinados a la obtencidén de vinagre de arandanos se muestran en la Tabla
5.3. Ademas, se presentan los datos correspondientes a su contenido en SV y
en MA.

Tabla 5.3. Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima y sustratos, en

diferentes etapas de la produccion del mosto alcohélico de arandanos.

Acidez total Azucares Azucares Solidos Graduacién
pH (% ac. reductores reductores solubles alcohdlica
citrico) directos (%) totales (%) (°Brix) (% viv)

Fruta 3,24+001® 0,5+0,0° 9,0+0,7° 10,240,7° 13,1+0,1°

SV 3,50+0,02° 0,3+0,0° 17,3¢1,5°  18,3#0,0° 20,7+0,3° -

MA 3,31x0,01°  0,3£0,0° 0,4+0,0° 0,5+0,0° 6,4£0,0° 12,940,1

SV: sustrato destinado a vinificacion; MA: mosto alcohélico de arandanos. 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 concentracién de azucares
reductores totales en la fruta fue levemente superior a la de azucares
reductores directos, lo que permitid inferir que la sacarosa se encontraba
presente en una concentracion minoritaria, tal como fue informado por Wang et
al. (2008). Estos investigadores determinaron que los azucares mayoritarios en
arandanos de la variedad Vaccinium corymbosum L. son glucosa y fructosa y
su concentracion 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 cuantificacion, que en el primer caso fue mediante cromatografia

gaseosa, como asi también a distintas caracteristicas agricolas ya que los
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cultivos pertenecian a la ciudad de New Jersey (EEUU).

La incorporacién de agua y sacarosa para la obtencién del SV, provocé
un aumento del pH, disminucion de acidez total y elevacion de azlcares
reductores directos y totales, como asi también de los sélidos solubles,

respecto de los existentes en la materia prima de origen.

Durante la fermentacion alcohdlica, se observéd la disminucién en la
concentracion de azucares reductores directos y totales y de los soélidos
solubles, debido al metabolismo fermentativo ya que las levaduras del género
Saccharomyces utilizaron el azucar para transformarlo en alcohol y CO,
(Aleixandre & Alvarez, 2003). Asi 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. Determinacion de las mejores condiciones de acetificacion.

De acuerdo a la metodologia propuesta, se llevaron a cabo los distintos
ensayos de acetificacion en el orden aleatorio arrojado por el software
estadistico empleado para la confeccion del disefio. Los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 5.4, de forma ordenada para facilitar su lectura.

En un primer analisis de los resultados se puede notar que en los
niveles extremos (-1 y +1), ra aumentoé con el incremento en el caudal de aire a
bajas velocidades de agitacién (1,17 g/L/h a 400 rpom 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 duplico la velocidad de agitacion (1,41 g/L/h a 800
rom y 1,20 L/min; 1,52 g/L/h a 800 rpm y 0,6 L/min). En ambos casos se
observé una aparente disminuciéon en Rgk cuando se incrementd el caudal de

aire.
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Tabla 5.4. Respuestas obtenidas en el disefio experimental (MSR) de la

acetificacion batch de un sustrato alcohdlico de arandanos con Acetobacter sp.

Velocidad de Caudal de aire Velocidad de Rendimiento
agitacion [rpm] [L/min] acetificacion [g/L/h] 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 vari6 entre 73,15y 87,42 %,

lo que indica que se produjo pérdida de componentes volatiles (etanol,

acetaldehido, acido acético) durante el proceso oxidativo (Nieto et al., 1993;

Fregapane, Nieto, & Salvador, 1999; Rubio-Fernandez, 2003).

El disefio experimental se analizé con la MSR y se verifico la idoneidad

del modelo propuesto, segun se detallé en la metodologia.

5.3.2.1. Velocidad de acetificacion

La ecuacién de ra obtenida con la MSR fue la siguiente:
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ra =-2,30 + 7,60.10°xVag + 2,05xQa — 4,23.10°xVag?— 1,21.10°xVagxQa - 0,55xQa?

(5.1)

El analisis de varianza indicé que el factor velocidad de agitacion, en
sus componentes lineal (Vag) y cuadratica (Vagz), tuvieron efecto significativo
sobre ra (p<0,05), mientras que el caudal de aire (Qa) presentd influencia
significativa con un nivel de confianza del 90 % en la regién experimental
ensayada. En la ecuacién 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
estadistico R? resultd 84,78 %, este modelo pareceria ser adecuado para

describir la variabilidad de ra en funcion de Vag y de Qa.

A partir de la ecuacién 5.1 se estudio la influencia de los factores sobre
la variable respuesta, para lo cual se elabor6 un grafico 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 disminuciéon en ra a
niveles de Qa mayores o iguales a 1,2 L/min, mientras que no se observé

variacion en ra a menores valores de Qa.
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Velocidad de acetificacion (g/L/h)

Velocidad de agitacién (rpm)

Figura 5.3. Superficie de respuesta estimada para velocidad de acetificacion

durante la produccion de vinagre de arandanos.

Como se puede apreciar, nuevamente en este caso se lograron las
mayores velocidades de acetificacion cuanto mas pequefias fueron las
burbujas de aire, provenientes de mayores velocidades de agitacion. Tal como
se mencioné previamente, de esta forma se pudo mejorar el k,a y con ello una
mejor transferencia de oxigeno a las células con el consiguiente incremento en

su velocidad especifica de crecimiento.

La disminucion en ra a elevados niveles de los factores Qa y Vag
podria deberse al efecto de inhibicién sobre el crecimiento de las BAA causado
por un exceso de oxigeno, segun se explico previamente para vinagre de

naranja (capitulo 2, apartado 2.3.3.1.).

Para la determinacion de los niveles de los factores que maximizaron la
ra, se utilizé la funciéon Optimizacion de Respuestas del software estadistico. A
este punto le correspondié una ra de 1,62 g/L/h y la combinacion de factores
que arroj6 este resultado fue: 749 rom y 1,04 L/min (0,52 vvm). Para una mejor

localizacion de este punto se presenta la figura 5.4.
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Figura 5.4. Regién de la superficie de respuesta donde se maximiza la

velocidad de acetificacién para vinagre de arandanos.

5.3.2.2. Rendimiento GK

La ecuacion obtenida para el rendimiento GK con la MSR fue la

siguiente:

Rok = 53,69 + 0,07xVag + 22,99xQa - 5,78.10°xVag? + 0,01xVagxQa - 22,23xQa?
(5.2)

El analisis de varianza indico que el factor Vag tuvo un efecto
significativo en el rendimiento GK (p<0,05). En la ecuacion 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
estadistico R? resultd 81,11 %, este modelo pareceria ser adecuado para la
descripcion de la variabilidad de los datos de Rgk en funcién de la velocidad de

agitaciéon y el caudal de aire.
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A partir de la ecuacién 5.2, se estudié la influencia de los factores sobre

Rek, para lo que se elaboré un grafico de superficie de respuesta (Figura 5.5).

Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 5.5. Superficie de respuesta estimada para rendimiento GK durante la

produccién de vinagre de arandanos.

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 evaporacion de alguno de

los componentes volatiles presentes en el sustrato.

A través de la funcidén estadistica de optimizacién 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 correspondié un Rgk de 87,12 %.

En la figura 5.6 se representa la combinaciéon de los niveles de los

factores, que maximiza el rendimiento GK sobre la regién indicada.
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Figura 5.6. Regién de la superficie de respuesta donde se maximiza el
rendimiento GK para vinagre de arandanos.

5.3.2.3. Combinacion de factores que optimizan ambas respuestas.

La combinacién de los factores experimentales que simultaneamente
optimizd6 ambas respuestas analizadas, se determin6 mediante la funcién
“deseabilidad” del software estadistico utilizado. La combinacion de factores
que hace maxima esa funcién (deseabilidad=0,97) fue: 677 rpm y 0,76 L/min
(0,38 vwvm) y en estas condiciones correspondié una ra = 1,53 g/L y un Rgk =
87,04 %. Para una mejor visualizacion, se representa la grafica de contornos

superpuestos en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Region de la superficie de respuesta donde se maximizan ambas

repuestas para vinagre de arandanos (grafico de contornos superpuestos).

En este punto, se puede hacer notar la similitud de esta combinacién
de factores, con la determinada para la acetificacion de mosto alcohélico de
naranja: 700 rpom y 0,71 L/min (Capitulo 2, apartado 2.3.3.3). No obstante, la
diferencia principal se encontré en el valor de una de las variables respuesta.
Concretamente, la velocidad global de acetificacion durante la elaboracion de
vinagre de arandanos resulté inferior a la alcanzada durante la correspondiente
a vinagre de naranja (2,28 g/L/h). Teniendo en cuenta la expresién de calculo
de la velocidad de acetificacion (Capitulo 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 afecto 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 acetificacion optimizado.

Teniendo en cuenta las condiciones iniciales del sustrato utilizadas
para cada proceso de acetificacion (apartado 5.2.1.2.), se desarrollaron tres
procesos oxidativos a 30 °C y de acuerdo a la combinacién 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 acetificacion global calculada fue de
1,52+0,06 g/L/h y el rendimiento GK del vinagre de arandanos, 85,16+2,45 %,
ambos valores muy préximos a los predichos de acuerdo al modelo (1,53 g/L/h

y 87,04 %, respectivamente).

Durante el transcurso de la biofermentacion en esas condiciones, se
observd una fase lag de aproximadamente 9-10 horas (Figura 5.8),
notablemente superior a la determinada en la acetificacibn con mosto
alcohdlico de naranja, cuya duracién fue de 3-4 horas. De esta manera, los
menores valores de ra calculados son perfectamente coherentes ya que, como
se ha mencionado, este parametro esta directamente afectado por la extensién

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 producciéon de acido acético, ambos en funcion del tiempo
(Figura 5.8), se desarrollaron en forma practicamente paralela, caracteristico de
un metabolito asociado al crecimiento tal como se observé durante la

acetificacion de mosto alcohdlico de naranja.
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Figura 5.8. Acetificacion de mosto alcohdlico de arandanos en sistema
discontinuo segun parametros optimizados (677 rpm/0,38 vvm): media de acidez
total (g/L acido acético) y media de In RC (In de recuento bacteriano) en funcién

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 caracterizacion
(Capitulo 7).

5.3.4. Determinacion de parametros cinéticos.

5.3.4.1. Relacion entre velocidad de crecimiento microbiano (rX) y

velocidad de acetificacion (rA).

Mediante la representacién grafica de los datos de peso seco de
biomasa vs. recuento celular (Figura 5.9), se determin6é una ecuacién (5.3) de
tipo lineal (R? = 0,967) para el calculo de las concentraciones iniciales y finales

de biomasa (X) en cada ensayo.
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Figura 5.9. Concentracidon celular vs. recuento celular (RC) de Acetobacter sp.

durante acetificacién de sustrato alcohélico de arandanos.

X =5.10""xRC + 0,133 (5.3)

Con estos datos, a partir de la expresién (2.7) indicada en el capitulo 2,
se determin6 la velocidad de crecimiento celular, rx, cuyos resultados se
presentan en la Tabla 5.5.
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Tabla 5.5. Parametros cinéticos de la acetificacion de un sustrato alcohoélico de

arandanos, segun disefio de MSR.

Vag Qa ra rx Hm
[rpm] [L/min] [g/L/h] [g/L/h] [h™"]
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 analisis de regresion simple entre la velocidad de crecimiento

microbiano (rx) y la velocidad de acetificacion (ra) indicd que existe una elevada

correlacion lineal entre ambas variables (r=0,9). El p-valor del ANOVA fue de

0,0001, por lo que hubo una relacion estadisticamente significativa entre ra y rx

con un nivel de confianza del 95,0% y el estadistico R? indicoé que el modelo asi

ajustado explica el 81,07% de la variabilidad en ra. En la figura 5.10 se muestra

el grafico del modelo ajustado.
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Figura 5.10. Velocidad de crecimiento microbiano (rx) vs. velocidad de

acetificacion (ra) para acetificacion de sustrato alcohoélico de arandanos.

La ecuacién del modelo ajustado (5.4) resulté:

ra = 0,614141 + 52,4115 x ry (5.4)

De esta manera, se comprueba que un aumento en la velocidad de
crecimiento bacteriano generd un incremento en la velocidad de acetificacion,
resultados que coinciden con aquellos obtenidos en la acetificacion de mosto

alcohdlico de naranja.

5.3.4.2. Velocidad especifica maxima de crecimiento bacteriano
(M).

Al igual que las um calculadas en el proceso de vinagre de naranja, los
menores valores se obtuvieron a las velocidades de agitacién mas bajas (317 y

400 rpm) (Tabla 5.4), con lo que nuevamente se corroboré la estrecha relacion
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entre la velocidad de transferencia de oxigeno al cultivo y la velocidad de
crecimiento microbiano. No obstante, los valores de py determinados en cada
ensayo del disefio de acetificacion de mosto de arandanos (0,012 a 0,068 h™")
resultaron, en su mayoria, inferiores a los calculadas en las mismas

condiciones para vinagre de naranja (0,053-0,192 h™'; capitulo 2, tabla 2.5).

Puesto que pn resulta afectada cuando se produce algun tipo de
inhibicion no competitiva durante el proceso biolégico (Ertola, Yantorno, &
Mignone, 1994), podria pensarse que algun componente existente en la
materia prima, en este caso arandanos, o algun producto metabdlico generado
por los microorganismos durante la fermentacion alcohélica o la acetificacion,
podrian haber contribuido a disminuir los valores de uy respecto de los hallados
para vinagre de naranja. Para intentar explicar esta diferencia, es conveniente
recurrir al analisis de la composicién quimica de las materias primas empleadas

en cada producto.

Los compuestos fendlicos de las bayas en general poseen actividades
biolégicas interesantes, entre las que se encuentra su actividad antimicrobiana.
Se han informado numerosos estudios referidos al efecto de inhibicidn que
aquellos produjeron especialmente sobre patégenos en humanos (R.
Puupponen-Pimia et al., 2001; Riitta Puupponen-Pimia et al., 2005; Burdulis et
al., 2009; Cisowska, Wojnicz, & Hendrich, 2011; Kurek, Grudniak,
Kraczkiewicz-Dowjat, & Wolska, 2011). En algunos casos se sugiri6 que esos
efectos no se debian so6lo a compuestos fendlicos simples sino a polimeros
fendlicos complejos como los taninos, bien elagitaninos o proantocianidinas, y
que la actividad antimicrobiana de los extractos era un efecto sinérgico de
varios compuestos fendlicos, muchos de ellos no identificados. Ademas, otros
compuestos bioactivos de los extractos de plantas, solos o en combinacién con
fenoles, podrian ser responsables de la actividad antimicrobiana (R.
Puupponen-Pimia et al., 2001). Se han documentado varias referencias acerca
del caracter bactericida o bacteriostatico 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-Pimia et al.
(2005) aislaron y purificaron las fracciones de elagitanino, acido elagico y acido
galico para evaluar su actividad antimicrobiana sobre diferentes patégenos
intestinales en humanos. De esta experiencia pudieron determinar que la
fraccidn de elagitanino presenté una fuerte inhibicién sobre Staphylococcus
aureus mientras que Salmonella sv. typhimurium fue fuertemente inhibida con
la fraccién de acido galico. Ademas, Wen et al. (2003) encontraron que los
acidos hidroxicinamicos (también importantes en los arandanos) fueron
bactericidas sobre Listeria monocytogenes a pH 4-5 y bacteriostaticos a

mayores valores.

Los mecansimos propuestos para explicar la actividad antimicrobiana
de los taninos incluyen la desestabilizacion de la membrana citoplasmatica,
permeabilizacion de l|la membrana plasmatica, inhibicion de enzimas
microbianas extracelulares, carencia de sustratos requeridos para el
crecimiento microbiano, accién directa sobre el metabolismo microbiano a
través de la inhibicién de la fosforilacion oxidativa, quelacion de iones metalicos
(Riitta Puupponen-Pimia et al., 2005; Burdulis et al., 2009).

Se ha reportado un trabajo en el que se evalué 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). Alli se comprobd que estos compuestos
inhibieron el crecimiento bacteriano y como consecuencia, se observaron
reducciones en la velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento en
biomasa. Este efecto resultd6 aun mayor a medida que se increment6 la

concentracion fendlica.

Si bien no se han encontrado trabajos referidos a la actividad
antimicrobiana de bayas y especialmente de arandanos sobre BAA, se podria
pensar que las menores uy podrian haberse producido debido a un efecto
bacteriostatico de algun componente fendlico presente en esta materia prima.
Por este motivo, se procedié a investigar la presencia de algunos de ellos como

acido elagico y galico que, segun se menciond previamente, fueron los
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componentes que se encontraron con actividad antimicrobiana, tanto en

arandanos como en naranjas.

En diferentes cultivos de arandanos de la variedad Vaccinium
corymbosum se han informado concentraciones entre 0,75-6,65 mg de acido
elagico/100 g fruta y 1,95-4,76 mg acido galico/100 g fruta. Ademas, los
derivados del acido hidroxicinamico presentaron los siguientes rangos de
concentracion: acido cafeico: 3,00-3,33 mg/100 g fruta, acido p-cumarico: 2,40-
7,15 mg/100 g fruta y acido ferulico: 3,45-4,16 mg/100 g fruta (Sellappan, Akoh,
& Krewer, 2002).

Por otro lado, en jugos de naranjas, el acido fenoélico mas importante es
el hidroxicinamico y sus derivados: ferulico, p-cumarico, sinapico, cafeico y
clorogénico, mientras que los acidos hidroxibenzoicos, galico y protocatecuico,
estan presentes en bajas cantidades (Sdiri, Salvador, Farhat, Navarro, &
Besada, 2014). Especificamente, Kelebek et al. (2009) determinaron Ila
siguiente composicién para jugo de naranjas: 3,33+0,22 mg/L de acido galico,
5,66+0,38 mg/L de acido cafeico, 3,52+0,24 mg/L de acido p-cumarico y
24,06+1,62 mg/L de acido ferulico.

Del analisis de las composiciones de ambos frutos se puede observar
que el contenido de los acidos galico, cafeico y p-cumarico es
aproximadamente 10 veces mayor y la del acido ferulico es 50 % superior en
arandanos, mientras que no se hallaron trabajos que informen la presencia de

acido elagico o elagitaninos en jugos de naranja.

Otras situaciones que contribuyeron a corroborar la hipotesis de un
componente inhibidor presente en la materia prima fueron la mayor duracién de
la fase lag, y por ende una menor ra, en todos los tratamientos efectuados para
la obtencion de vinagres de arandanos, respecto de sus equivalentes en
vinagre de naranja. También la tasa de crecimiento microbiano fue inferior.
Concretamente, al finalizar cada proceso de acetificacion el promedio de los
recuentos bacterianos aumenté en un factor de aproximadamente 11 veces
(recuento inicial:  7,25x10® bacterias/mL 'y recuento final: 7,95x10°

bacterias/mL) respecto de su valor inicial, mientras que en la bioxidacion de
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vino de naranja este factor fue 17 veces mayor (recuento inicial: 3,60x10°
bacterias/mL y recuento final: 6,06x10° bacterias/mL).

Por otra parte, en un trabajo en el que se evaluaron componentes del
aroma en vinagres de arandanos (Su & Chien, 2010), se detect6 la presencia
de acido benzoico (relacion de area 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 Py determinadas en los procesos de
obtencién de vinagres de arandanos se podrian atribuir a la presencia de
mayores concentraciones de compuestos fendlicos en la materia prima, de
probada actividad bacteriostatica o bactericida contra agentes patogenos,

respecto de sus equivalentes en naranjas.

5.4. Conclusiones

El analisis del disefio experimental utilizando MSR indicé que los
factores Vag y Qa ejercieron influencia significativa positiva sobre la velocidad
de acetificacion. Sin embargo, a elevadas velocidades de agitacion, superiores
a 700 rpm, se observé una disminucion en esta variable respuesta debida

probablemente a un efecto de inhibicidn microbiana por exceso de oxigeno.

También la Vag ejercio influencia significativa sobre el rendimiento GK,
sin embargo, tal como se observé para ra, velocidades de agitacion superiores
a aproximadamente 700 rpm, provocaron un leve descenso en Rgk, tal vez
motivada por la evaporacion de alguno de los componentes volatiles presentes

en el sustrato.

De acuerdo a este modelo, la combinacién de los factores que
maximizaron ambas respuestas simultdneamente fue de 677 rpom y 0,38 vwvm y,
en estas condiciones correspondié una ra=1,53 g/L/h y un Rek=87,04 %. El

proceso de acetificacion desarrollado segun esos parametros, presentd 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 comprobé una elevada correlacién lineal entre ra y rx, con lo que se
verific6 que un aumento en la velocidad de crecimiento bacteriano produjo un
incremento en la velocidad de acetificacion, tal como se observé para el estudio

en vinagres de naranja.

En la evaluacion de los parametros cinéticos ra y pm, se verificd que
estos resultaron inferiores a los hallados para vinagre de naranja. Esta
diferencia se atribuy6 a dos causas posibles. La primera se relaciona con la
especie de Acefobacter empleada en los ensayos que fue aislada a partir de
naranjas de la region con lo que se infiere una mayor dificultad para adaptarse
a un sustrato diferente. Por otra parte, la presencia de mayores
concentraciones de compuestos fenodlicos en los arandanos podria haber
ejercido algun tipo de actividad inhibitoria hacia las BAA. La mayor extensién
de la fase lag y la menor tasa de crecimiento durante la acetificacion de mosto

alcohdlico de arandanos podrian reforzar esta hipétesis.
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CAPITULO 6. Acetificacion de sustrato alcoholico de arandanos en sistema
semicontinuo.

6.1. Introduccion

El cultivo sumergido semicontinuo es el utilizado en la actualidad para
la elaboraciéon de vinagres a nivel industrial, como se ha mencionado en la
Introduccion general, apartado 1.3.2., por lo que en este capitulo se analizé el
proceso de obtencidén de vinagres de arandanos mediante este sistema y se
evalué el efecto de la proporcion de carga sobre la velocidad de acetificacion y
rendimiento GK. De esta manera y dado el escaso volumen util del biorreactor
(2 L), se podria obtener mayor volumen de vinagre en el menor tiempo de

proceso.

6.2. Materiales y Métodos
6.2.1. Preparacion del cultivo iniciador de Acetobacter sp.

El medio utilizado para la preparacion del inéculo fue el sustrato
alcohdlico de arandanos (SA) formulado segun se explicé en el capitulo 5,
apartado 5.2.1.2, cuya concentracién alcohdlica fue de 5,9+0,6 % v/v. De esta
forma se pretendié comenzar la adaptacién del cultivo al medio alcohélico en la
etapa previa a su ingreso al biorreactor. Una vez inoculado al 10 % con la cepa
de Acetobacter sp., se incubd a 30 °C con inyeccién de aire hasta lograr una

concentracion celular entre 3 y 5x10° bact./mL.

El control de esta etapa se realiz6 tomando una muestra del sustrato
luego de la inoculacién y otra al finalizar el periodo de incubacién y se
determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos: pH, acidez total y
recuento celular (RC), cuyas técnicas fueron descriptas en el apartado 5.2.4.
del Capitulo 5.
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6.2.2. Desarrollo del proceso de acetificacion en sistema

semicontinuo.

Ademas del SA destinado a comenzar el proceso de acetificaciéon, se
debid preparar el volumen correspondiente a las recargas. Para ello se calculd
la cantidad necesaria segun el porcentaje C/D de cada una vy, teniendo en
cuenta la graduacion alcohdlica del mosto alcohdlico de arandanos (MA), se
preparé el volumen de la solucion de nutrientes (Capitulo 5, apartado 5.2.1.2.)
necesario para llevar a cabo la dilucion del mismo hasta 6 % v/v. Se esteriliz6 a
121 °C durante 15 min en autoclave tipo Chamberland VZ (Argentina) y una
vez que esta soluciéon recuper6 la temperatura ambiente, se incorpord el
volumen calculado de MA. Esta solucién se mantuvo en condiciones asépticas

hasta su uso durante el proceso.

El proceso de acetificacion de SA en sistema semicontinuo se realizé
en biorreactor marca New Briinswick Cientific Co., Modelo Bioflo 2000 (New

Jersey, USA), descripto en el apartado 2.2.2.3 del Capitulo 2.

Puesto que el equipo no cuenta con el accesorio necesario para
realizar la recarga de sustrato alcohodlico durante el proceso, se adaptdé un
dosificador que se conecta al mismo mediante una manguera de silicona,
ambos estériles (Figura 6.1.), del mismo modo en que se realiz6 para vinagre

de naranja (Capitulo 3, apartado 3.2.3.).
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Figura 6.1. Equipo de acetificacion de sustrato alcohdlico de arandanos en

sistema semicontinuo.

Segun se determiné en los ensayos de acetificacidén de SA en sistema
discontinuo (Capitulo 5, apartado 5.3.2.3.), las mejores condiciones para la
obtencién de un vinagre de arandanos se lograron a velocidades de agitacién
de 677 rpm y 0,76 L/min de aire (0,38 vvm), por lo que estos parametros

constituyeron las variables operativas del proceso semicontinuo.

Analogamente al estudio efectuado con vinagre de naranja, se
realizaron los ensayos en sistema semicontinuo comparando dos niveles de
proporcién de carga (C/D): 40 % (800 mL) y 60 % (1200 mL). Las respuestas
analizadas en cada caso fueron la velocidad de acetificacion (ra) y el

rendimiento GK (Rgk), previamente definidos en el Capitulo 2, apartado 2.2.3.1.

El ensayo consistié en el desarrollo de dos ciclos de acetificaciéon. El
primero de ellos se dio por finalizado cuando la acidez total alcanzé valores

entre 40-50 g/L, teniendo en cuenta las consideraciones referidas a la inhibicién
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del crecimiento de las BAA a elevadas concentraciones de acidez (Capitulo 3,
apartado 3.2.4.).

La descarga de 800 mL 6 1200 mL de vinagre de arandanos segun el
nivel de C/D evaluado, se realiz6 lo mas rapidamente posible y, una vez
concluida, se inici6 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 realiz6 lenta y progresivamente a razén de 14 mL/min
(Tesfaye, Garcia-Parrilla, & Troncoso, 2000; Tesfaye, Morales, Garcia-Parrilla,
& Troncoso, 2003).

Concluida la recarga, se tomdé una muestra del fermentador para
establecer las condiciones iniciales del segundo ciclo oxidativo. Para ello se
analizaron pH, acidez total, recuento celular y concentracion de etanol
(Capitulo 5, apartado 5.2.4. de Técnicas analiticas). Este nuevo ciclo se
continué hasta que se observé el inicio de una fase estacionaria en la

produccién de acido, alrededor de 60 g/L de acido acético.
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L

Figura 6.2. Esquema de elaboracién de vinagre de arandanos en sistema

semicontinuo.

Las condiciones iniciales del sustrato en todos los tratamientos fueron:
pH: 2,9210,10, volumen del sustrato: 2 L, concentracién de alcohol: 5,910,3 %

v/v y concentracidén de acido acético: 10,14+0,62 g/L.

El monitoreo del proceso se realizd a través de muestras tomadas del
fermentador cada 4-6 horas, mediante determinaciones de pH, acidez total y
recuento celular. La concentraciéon de etanol se determiné al inicio y al final de
cada ciclo. Con esta informacién, se graficaron las curvas de crecimiento
microbiano (logaritmo natural de RC en funcién del tiempo) y evolucion de la

acetificacion (acidez total en funcién del tiempo).
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6.2.3. Tratamiento estadistico

Cada nivel del factor C/D se ensay6 por duplicado y el analisis
estadistico de los datos se llevd a cabo mediante analisis de varianza,
mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion XV Corporate. Se
consideré6 que hubo diferencias estadisticas significativas si el p-valor del
ANOVA fue menor que 0,05. En los casos que asi lo requirieron, se realizé la
comparacién de las medias mediante contraste multiple de rangos utilizando el

test de Fisher (LSD) para un nivel de confianza del 95 %.

6.3. Resultados y Discusion

Un primer analisis de las curvas de crecimiento de Acefobacter sp. y de
produccion de acido acético (Figuras 6.3, 6.4, 6.5 y 6.6) demuestran el
comportamiento caracteristico de un metabolito asociado al crecimiento
microbiano tal como se observé para la acetificacion de vino de naranja
(Capitulo 3, apartado 3.3.).

Las BAA presentaron una fase de latencia de 9-11 horas, notablemente
superior a la observada en el proceso de obtencidén de vinagre de naranja que
resulté de 3-6 horas. Como ya se ha mencionado, la duracién de esta fase
depende de factores tales como la concentracién inicial de etanol y acido
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 inéculo utilizado se han mantenido como en el
ensayo equivalente en vinagre de naranja por lo que se podria interpretar que
la mayor extensiéon de la fase lag podria haber sido consecuencia del efecto
inhibitorio de las mayores concentraciones de compuestos fendlicos presentes

en los arandanos (Capitulo 5, apartado 5.3.4.2.).
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Figura 6.3. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total durante
acetificacion de un sustrato alcohélico de arandanos en proceso semicontinuo

con 40 % de carga/descarga (C/D).
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Figura 6.4. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total durante
acetificacion de un sustrato alcohélico de arandanos en proceso semicontinuo

con 40 % de carga/descarga (C/D), (réplica).
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Figura 6.5. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total durante la
acetificacion de un sustrato alcohélico de arandanos en proceso semicontinuo
con 60 % de carga/descarga (C/D).
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Figura 6.6. Evolucion del crecimiento microbiano y la acidez total durante la
acetificacion de un sustrato alcohélico de arandanos en proceso semicontinuo
con 60 % de carga/descarga (C/D), (réplica).
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Hasta el momento en que se alcanzé la concentracion establecida para
la primer descarga de vinagre de arandanos (40-50 g/L de acido acético), la
duracion 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 asi como los Rgk (91,1+0,3 % y 91,4+0,1 % para C/D=40 % y 60 %,
respectivamente) no presentaron diferencias estadisticas 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 acetificacion y rendimiento GK en cada ciclo de la
acetificacion de un sustrato alcohélico de arandanos en sistema semicontinuo

con diferentes proporciones de carga/descarga (C/D).

Proporcion de carga (C/D)

40 % 60 %

rat [g/L/h] 1,4+0,2° 1,240,12
raz [g/L/h] 3,8+0,3° 3,5+0,1°
Rek 1[%] 91,1+0,3° 91,4+0,1°
Rek 2 [%] 92,3+0,1° 90,2+3,2°

ras: velocidad de acetificacion en 1° ciclo; ra,: velocidad de acetificacién en 2° ciclo;
Rk 1: rendimiento GK en 1° ciclo; Rgk 2: rendimiento GK en 2° ciclo. Letras diferentes
en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los distintos niveles de C/D (p<0,05). Letras diferentes en una misma columna

indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada ciclo.

En el comienzo del segundo ciclo de acetificacién se observo la
ausencia de una fase lag definida (Figuras 6.3, 6.4, 6.5 y 6.6) analogamente a
lo sucedido en el proceso de obtencion de vinagre de naranja (Capitulo 3,

apartado 3.3.). Nuevamente, se puede inferir que la elevada poblacién
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bacteriana en crecimiento exponencial existente aun luego de la dilucion con
sustrato alcoholico (1,7x10%2,2x10° bacterias/mL) asi como su adaptacion
gradual a los elevados niveles de acidez logrados durante el primer ciclo,
podrian haber disminuido el periodo de adaptacién a las nuevas condiciones

ambientales.

Sin embargo, otra interpretacién podria realizarse mediante el analisis
de la concentracion 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 oxigeno, enzimas y temperatura de
trabajo (Su & Chien, 2007) y que se ha informado una fuerte degradaciéon o
transformacién fendlica luego de la acetificacidon en sistema sumergido de vino
tinto, vino blanco y sidra (Andlauer, Stumpf, & Fu, 2000) en la presente tesis se
evalu6 la concentracidon de FT en estas instancias. Luego del proceso de
acetificacion se determiné una reduccion del 51 % (Capitulo 7, apartado
7.3.1.2) respecto de su contenido en SA. Por lo tanto, el contenido fendlico
adicionado con cada recarga de SA se veria disminuido por un efecto de
dilucion con el sustrato transformado existente en el biorreactor. Como
consecuencia se podria inferir que el efecto inhibitorio se veria reducido y con

ello, contribuiria 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 corrobord en este caso
que el importante incremento de ra respecto de la primera etapa, se
fundamenta en la adaptacion del cultivo bacteriano a las condiciones
ambientales extremas reinantes en el medio. No obstante, es imprescindible el
desarrollo de un minimo de dos ciclos ya que de esta manera, un inéculo
procedente de cultivos puros podria aumentar su habilidad para la fermentacién
Y, en consecuencia, la velocidad de acetificacién (Tesfaye et al., 2003; de Ory
et al., 2004; Ndoye et al., 2007).

La comparacién de las medias de ra para el primer ciclo de los

tratamientos realizados durante la obtencion de vinagre de naranja con
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respecto a aquellas alcanzadas durante la acetificacion de sustrato alcohdlico
de arandanos indicé que hubo diferencias estadisticas significativas entre ellas
(p<0,05). Sin embargo, el mismo analisis efectuado con respecto al segundo
ciclo indica que no hubo diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre

las ra de los procesos de diferente materia prima de origen.

Teniendo en cuenta la expresion de calculo de la velocidad de
acetificacion (Capitulo 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 partié y descargd a niveles similares de acidez), se deduce

que el tiempo de cada etapa fue el factor que influy6 en ra.

A los fines de facilitar el analisis, se presentan las curvas de evolucién
de acidez total en todos los tratamientos en funcién del tiempo, en un mismo
grafico (Figura 6.7). Alli se puede apreciar claramente las diferencias en la
duracién de cada ciclo: mientras el primero se desarrollé en 25-30 horas, el
segundo se concreté en 9-12 horas. Si se comparan estos periodos con sus
analogos en vinagre de naranja es de notar que, si bien la extensién del primer
ciclo fue inferior (18-22 horas) en éste ultimo 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 concret6 en 10-13 horas. Por lo
tanto, aqui también se aprecia el efecto de la adaptacién celular a los elevados
niveles de acidez y/o a la dilucién de los FT que se menciond anteriormente.
Incluso se podria 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 arandanos.
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Figura 6.7. Evolucion de la acidez total durante acetificacion de sustrato
alcohdlico de arandanos 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 investigacion se observo una produccién
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 alcohdlico ya que la concentracion final en todos los
casos fue de 0,102+0,074 % v/v. Aunque el crecimiento exponencial ocurrido
aun a las concentraciones de acidez mencionadas indicé una elevada
resistencia a este compuesto, seran necesarios mayores estudios para

establecer los limites de tolerancia de la Acetobacter sp. empleada.

El analisis de los rendimientos GK mostré que no hubo diferencias
estadisticas significativas entre los ciclos e incluso entre las diferentes

proporciones C/D evaluadas (Tabla 6.1.) lo que indicd que si bien existieron
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pérdidas por evaporacion de los componentes volatiles, éstas se mantuvieron

constantes durante el proceso.

El analisis de varianza realizado sobre la velocidad de acetificacion y el
rendimiento GK correspondientes al segundo ciclo, indica que no hubo
diferencias estadisticas significativas para los niveles de proporciéon de carga
evaluados, 40 % y 60 % (p>0,05), del mismo modo que se observd 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 Acefobacter aceti donde la
alimentacion con 60 g/L de etanol produjo valores practicamente constantes de
acido acético para cualquier volumen descargado, y la razén fue atribuida a
gue a esa concentracién alcohdlica la conversién es total para todos los niveles
de C/D (Macias, Caro, & Cantero, 1997). Debido a la escueta informacién
suministrada en ese trabajo no fue posible realizar una comparacién estadistica
entre los valores reportados y los correspondientes a la presente investigacion.
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 observé el comportamiento caracteristico de un sistema
semicontinuo en el cual se logré incrementar la velocidad del proceso con la
incorporacion 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 determin6 una fase lag de mayor extensién
respecto de la observada en el ensayo analogo en vinagre de naranja que se
atribuyé a una probable actividad antimicrobiana debida a las mayores

concentraciones de compuestos fendlicos presentes en estas bayas. Esto
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produjo un incremento en el tiempo del primer ciclo y por ende, afecté la

velocidad de acetificacion.

En la segunda etapa del proceso biooxidativo, la velocidad de
acetificacion aumentd entre 2,7-2,9 veces con respecto a la primera como
consecuencia de la probable adaptacion del cultivo de BAA a los elevados
niveles de acidez aunque también podria deberse a un efecto de dilucién de la
concentracion de compuestos fendlicos luego de la recarga de medio de cultivo

fresco.

Tal como ocurrié en los ensayos de vinagre de naranja, la especie de
Acetobacter utilizada demostré que fue capaz de tolerar elevados niveles de
acidez, alrededor de 60 g/L expresado como acido acético. No obstante,
también en este caso queda pendiente la evaluacién del nivel de tolerancia a la
acidez en un proceso de acetificaciéon con mayor niumero de ciclos y aumento
gradual en la concentracion de alcohol, lo que mejoraria su futuro uso en la

industria.

No se determinaron diferencias estadisticas significativas en los
rendimientos GK en ninguno de los niveles evaluados lo que indicé que las

pérdidas por evaporacion se mantuvieron constantes durante el proceso.

En las condiciones analizadas, con una descarga/carga del 60 % no se
vieron significativamente afectados la velocidad de acetificacion y el
rendimiento GK respecto de una descarga del 40 %. Por este motivo y con el
objeto de desarrollar una fermentacion econémicamente eficiente y obtener
mayor volumen de producto, se puede establecer a priori, una proporcién de

carga/descarga de 60% para cada ciclo de un proceso semicontinuo.
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CAPITULO 7. Caracterizacién de vinagre de arandanos.

71. Introduccion

Los arandanos son considerados como las bayas que poseen mayor
actividad antioxidante (Eichholz, Huyskens-Keil, & Rohn, 2015). Este efecto
esta asociado a su alta concentracién en compuestos fitoquimicos naturales
como compuestos fendlicos, entre ellos antocianinas, y acido ascorbico, tal
como se mencion6 en el Capitulo 5. Como consecuencia de los posibles
beneficios para la salud (proteccién contra enfermedades coronarias, procesos
inflamatorios, cancer, entre otras), desde hace tiempo se esta prestando
atencién a los cambios que experimentan antocianinas y compuestos fendlicos
en general, durante el procesamiento y almacenamiento de productos

obtenidos con diferentes bayas.

El perfil de compuestos fendlicos en arandanos esta constituido
predominantemente por flavonoides, en su mayoria antocianinas y algunos
flavonoles como la quercetina, y acidos fendlicos entre los que se han
encontrado acido cafeico, clorogénico, p-cumarico, ferulico y p-hidroxibenzoico
(Rodarte Castrején, Eichholz, Rohn, Kroh, & Huyskens-Keil, 2008; Eichholz et
al., 2015).

El contenido de polifenoles en estos frutos no sélo 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
fisiologicos durante la maduracién y post-cosecha (Zadernowski, Naczk, &
Nesterowicz, 2005; Eichholz et al., 2015).

Las antocianinas son compuestos polifendlicos 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 glucésidos de
antocianidinas (aglicona), cuya estructura basica esta formada por un nucleo
de benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B), que en conjunto se denominan ién
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 (Castafieda-Ovando,

Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez, Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009)

Los principales factores que gobiernan la degradacién de las
antocianinas son el pH, la temperatura y la concentracion de oxigeno
(Damodaran, Parkin, & Fennema, 2010). Otros factores de menor importancia
son la luz, acido ascérbico, enzimas degradativas, entre otros (Castafieda-
Ovando et al., 2009; Moldovan, David, Chisbora, & Cimpoiu, 2012).

La acidez tiene un efecto protector sobre la estructura de las
antocianinas, a pH acidos adquieren una estructura oxonio estable de catién
flavilio coloreado mientras que, cuanto mas 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 degradacion 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 investigaciéon es el
oxigeno, por las condiciones aerobias del proceso de acetificacion. Por su
insaturacién, las antocianinas son sensibles al oxigeno molecular. Ademas, la
presencia de oxigeno potencia el efecto de otros factores que favorecen la

inestabilidad de las mismas. El mecanismo de la oxidaciéon 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 formacién de productos de color
marrén o incoloro. También pueden reaccionar con radicales de oxigeno,
actuando en este caso como antioxidantes, y es esta caracteristica la que

otorga los efectos beneficiosos hacia la salud humana (Rein, 2005).

Si bien la luz es esencial durante la biosintesis de las antocianinas,
presenta un efecto perjudicial durante los tratamientos poscosecha, ya que

acelera su degradacién (Rein, 2005).

El acido ascérbico induce la degradacién de las antocianinas a través
del peréxido de hidrogeno que se forma durante su oxidacion. Esta reaccion se
acelera en presencia de cobre y se inhibe en presencia de flavonoles como la
quercetina. EI mecanismo de degradacion es debido a la ruptura del anillo de

pirilio provocada por el peréxido de hidrogeno (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 azucar y la aglicona, generando una menor
solubilidad en las antocianidinas y su transformacion en productos incoloros
(Damodaran et al., 2010), mientras que las PPO oxidan los o-difenoles en
presencia de oxigeno y la o-quinonas liberadas durante esta reaccidn,

degradan las antocianinas (Damodaran et al., 2010; Routray & Orsat, 2011).

El agua puede actuar como nucledfilo y atacar el catién flavilio en el C-
2 de la estructura quimica de las antocianinas (Figura 7.1), formando una base
carbinol incolora. Sin embargo, esta degradacion puede variar, dependiendo de
la concentracion de azucares o con el fendmeno denominado copigmentacion
(Zapata, 2014). Cuando los azucares se encuentran en altas concentraciones,
la actividad acuosa es baja, por lo que las moléculas de agua tienen menores
posibilidades de atacar el cation flavilio para formar la base carbinol. Sin
embargo, cuando los azucares estan en bajas concentraciones, la actividad de
agua no se ve afectada, por lo que sus productos de degradacién
(hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacién de las antocianinas
(Lewis & Walker, 1995; Kopjar, Bili¢, & Pilizota, 2011).
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Tal como se mencioné en el Capitulo 4, dado el amplio reconocimiento
cientifico de los beneficios del mayor consumo de alimentos ricos en
componentes antioxidantes, en el presente capitulo se analizaron
especialmente las variaciones en las concentraciones de antocianinas totales,
fenoles totales y actividad antioxidante durante todo el proceso de elaboracién
de vinagre de arandanos. Ademas, se realiz6 su caracterizacién teniendo en

cuenta los estandares especificados en las legislaciones argentina y espafiola.

7.2. Materiales y Métodos
7.2.1. Evolucion de componentes antioxidantes.

Se evaluaron las concentraciones de los principales componentes
antioxidantes, fenoles totales (FT) y antocianinas totales (AntT), y se determiné
la actividad antioxidante (AA) mediante los métodos ABTS y DPPH, segun las
técnicas analiticas descriptas en el apartado 7.2.3.

Con el objeto de analizar las modificaciones ocurridas en esas
caracteristicas de calidad, se tomaron muestras en las siguientes etapas del
proceso de obtencion de vinagre de arandanos (Figura 7.2): materia prima,
sustrato destinado a vinificacion (SV), sustrato alcohdlico destinado a
acetificacion (SA), vinagre joven o recién obtenido (VaO) y vinagre de
arandanos al cabo de un periodo de maduracién de 6 meses (Va6), segun se

indica en la Figura 7.2.

A los efectos de la maduracién o envejecimiento, los vinagres se
envasaron en botellas de vidrio color caramelo con el fin de disminuir los
riesgos de alteracién de las antocianinas y se almacenaron en ambiente de
laboratorio a temperaturas que oscilaban entre 20-25 °C, simulando
condiciones de comercializacibn o de alacena, una vez adquirido por el

consumidor.
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7.2.2. Caracterizacion del vinagre de arandanos.

Las muestras de vinagre de arandanos empleadas en la
caracterizacién 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 maxima velocidad acetificacion y rendimiento GK, segun fueron
determinadas en Capitulo 5, apartado 5.3.2.3.). Las condiciones del sustrato se
mantuvieron como en todos los ensayos de acetificacion realizados en este

trabajo de investigacion.

Considerando las escasas especificaciones reglamentadas para
vinagres de procedencia frutal (Capitulo 4, apartado 4.1), los parametros
fisicoquimicos analizados en el vinagre de arandanos para su caracterizacion,
se basaron en los estandares de calidad especificados para vinagre de vino.
De esta manera, se determind acidez total, acidez fija, acidez volatil, pH,
extracto seco, cenizas totales, densidad, azucares reductores totales y etanol
residual (apartado 7.2.3. de “Técnicas analiticas”), en las siguientes etapas:

vinagre joven (Va0) y vinagre envejecido o madurado (Va6).
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7.2.3. Técnicas analiticas

Acidez total: mediante titulacibn potenciométrica con solucién de
hidroxido de sodio (NaOH) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35). El
resultado se expres6é como g de acido acético por 100 mL de vinagre (se

asumio que toda la acidez del medio se debe a este acido).

Acidez fija: mediante técnica basada en la evaporacion a sequedad,
en repetidas veces, de una muestra de vinagre previamente filtrado (AOAC,
2005, 18" Ed., Official Method 930.35). El resultado se expresé en g de acido

acetico por 100 mL de vinagre.

Acidez volatil: definida convencionalmente como la diferencia entre los
valores de su acidez total y fija, expresadas ambas en g de acido acético por
100 mL de vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500
(Germany) (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

Extracto seco:. el método oficial para vinagres se basa en la
evaporaciéon de la muestra de vinagre en bafo de agua en ebullicién y posterior
desecacion en estufa a 100-105 °C durante 2,5 horas. El resultado se expresé
como % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

Cenizas totales: Ila técnica incluye sucesivas evaporaciones,
incineracion a 500 - 550 °C y redisoluciones repetidas durante tres veces del
residuo de evaporaciéon proveniente de un volumen de vinagre. El resultado se
expresé en % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18™ Ed., Official Method 930.35).

Densidad: mediante densimetro peso especifico a 15 °C 1,000/1,500:

0,005, expresada en g/mL de vinagre.

Azucares reductores totales: mediante técnica volumétrica de Lane-
Eynon (AOAC, 1995, 16" Ed., Official Method 923.09), previa hidrélisis acida

de la muestra. Los resultados se expresaron como g por 100 mL de vinagre.

Concentracion de etanol residual: método enzimatico (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035). El resultado se expresé 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 cuantificacion se prepar6 una soluciéon
buffer de cloruro de potasio 0,025 M ajustado con acido clorhidrico a pH 1,0y
otra de acetato de sodio 0,4 M ajustado con acido acético a pH 4,5. Un
volumen de muestra fue adicionada de la solucion tampon de cloruro de
potasio (pH 1,0) y se midi6 la absorbancia a 510 nm (longitud de onda de
maxima absorcién de antocianinas) con un espectrofotdmetro UV-visible
SHIMADZU, modelo UV 1603 (Japan). Posteriormente, y con el propdésito de
efectuar la correccion de la medida debida a la presencia de compuestos
degradados o sustancias interferentes, se midioé la absorbancia a 700 nm. La
misma dilucién y procedimiento se realizé utilizando solucién 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 maxima
absorcién es proporcional al contenido de antocianinas (Wrolstad, 1993). La
concentracion de estos compuestos presentes en la fruta se expres6 como mg
cianidina-3-glucésido/kg de arandano, mientras que para las muestras liquidas
(SV, SA, vinagres) se expresé como mg cianidina-3-glucésido/L de muestra.

Fenoles totales: se emple6 el método basado en la reducciéon del
reactivo de Folin-Ciocalteu (Saura-Calixto, 1998). Este reactivo consiste en una
mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, que se
reducen al oxidar los compuestos fendélicos presentes en la muestra, originando
oxidos azules de wolframio (WsO23) y molibdeno (MogO,3). Para la
cuantificacion se mezclé un volumen de muestra con otro del reactivo y se
agreg6 solucién de carbonato de sodio al 20 % y agua ultra pura. Luego de
agitar esta mezcla se incubd a temperatura ambiente (25+1 °C) durante 30
minutos en la oscuridad. Por ultimo, se midi6é la absorbancia de estas muestras
a 760 nm en espectrofotbmetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603
(Japan). Todas las lecturas se realizaron contra un blanco compuesto de agua
ultra pura, solucion de carbonato de sodio al 20 % y Reactivo de Folin-
Ciocalteu (Zapata, 2014).
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Se utilizd acido galico como fenol de referencia, por lo que los
resultados en la fruta se expresaron como mg equivalente de acido galico
(GAE)/100 g de arandano, mientras que para las muestras liquidas (SV, SA,
vinagres), se expresaron como mg de equivalente de acido galico (GAE)/100

mL de muestra.

Actividad antioxidante: la actividad antioxidante de las muestras se
determind por dos métodos: ABTS y DPPH. Se utilizé acido L-ascérbico como
antioxidante de referencia y los resultados, para la fruta, se expresaron como
mg de equivalente de acido ascérbico (EAA)/100 g de arandano, mientras que
para las muestras liquidas se expres6 como mg de equivalente de acido
ascorbico (EAA)/100 mL de muestra (SV, SA, vinagre).

Método del radical ABTS™: el radical ABTS™ se obtiene tras la reaccién
de 2,2° azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico), ABTS, con persulfato
potasico (2,45 mM, concentracion final) incubados en la oscuridad durante 12
h. Una vez formado el radical ABTS™ se efectud una dilucion con buffer fosfato
a pH 7,4 hasta obtener un valor de absorbancia de 0,70 a 734 nm (longitud de
onda de maxima absorcion) (Re et al., 1999). Durante la reaccion con
antioxidantes (fenoles, vitamina C u otros) pasa a su forma neutra e incolora y

puede observarse espectrofotométricamente (Zapata, 2014).

La determinacién de la actividad antioxidante de las muestras se
realiz6 mezclando un volumen de éstas con otro de solucién diluida de radical
ABTS™, se agitdé durante 30 segundos a 1600 rpm e incubd a temperatura
ambiente (2511 °C) y en oscuridad durante 20 minutos. Luego se midio la
absorbancia a 734 nm en espectrofotémetro UV-visible SHIMADZU, modelo UV
1603 (Japan). El control se prepar6 de la misma forma pero en vez de muestra

se utiliz6 un volumen de agua ultra pura.

Se construyd una curva de calibrado con cinco puntos de
concentraciones conocidas de soluciones patron de acido ascorbico, tratadas

como se explicé en el parrafo anterior.

Meétodo del radical DPPH": esta técnica se basa en la reducciéon de la

absorbancia a 517 nm del radical DPPH" o 2,2-difenil-1-picril hidrazilo por la
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accion de antioxidantes. Este radical es de color violeta intenso y se vuelve
incoloro o amarillo palido cuando reacciona con antioxidantes que lo

neutralizan (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995).

En primer lugar se preparé una soluciéon madre de DPPH’ en una
concentracion de 200 mg/L y se conservé en refrigeracién a 4+1 °C en envase
de vidrio color caramelo y envuelto en papel de aluminio hasta el momento de
ser utilizado. Para las determinaciones analiticas, se realizé una diluciéon 1/10
de esa solucién 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 solucién diluida
de DPPH. Luego de agitar durante 30 segundos a 1600 rpm se incub6 a
temperatura ambiente (251 °C) y en oscuridad durante 30 minutos. Luego se
midi6é la absorbancia a 517 nm en espectrofotometro UV-visible SHIMADZU,
modelo UV 1603 (Japan). El control se prepard de la misma forma pero en vez
de muestra, se utilizd un volumen de agua ultra pura. Con estos datos se
calcul6 la diferencia de absorbancia (absorbancia del control menos
absorbancia de la muestra) a los 30 minutos de iniciada la reaccion entre el

radical y los antioxidantes presentes en la muestra (Zapata, 2014).

Se construyd una curva de calibrado con cuatro puntos de
concentraciones conocidas de soluciones patron de acido ascorbico, tratadas

como se explicé en el parrafo anterior.

7.2.4. Tratamiento estadistico.

Cada una de las determinaciones se efectudé por triplicado. Se
analizaron los resultados mediante analisis de varianza y, cuando fue necesario
(p<0,05), se aplico el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de

Fisher. En todos los casos se utilizé un nivel de confianza del 95 %.

Con el fin de evaluar la relacién entre los diferentes componentes
antioxidantes analizados y la actividad antioxidante, se obtuvieron los
coeficientes de correlacion (r). Se consideré que hubo una correlacién

significativa entre dos variables cuando p<0,05.
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Todos los analisis estadisticos de los datos se realizaron con el

programa Statgraphics Centurion XV Corporate.

7.3. Resultados y Discusion
7.3.1. Evolucion 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 reduccién a lo largo del proceso de obtencién

de vinagre de arandanos (Tabla 7.1.).

Tabla 7.1. Concentracion de componentes antioxidantes presentes en distintas

etapas del proceso de obtencion de vinagre de arandanos.

Antt%i:g;nas Fenoles totales ABTS DPPH
(mg cian.-3- (mg GAE/100 (mg EAA/100 (mg EAA/100
gluc. /L.) mL) mL) mL)

Fruta 873,80+3,44 2 430,1849,40 @2  800,98+3,22®2 559 99+7,28%)?

sV 243,91+10,14° 121,40%2,55° 62,48+0,91° 40,14+0,35°
SA 32,57+0,41° 130,30£1,21° 73,58+0,25" 53,41+0,74°
Va0 18,3810,78° 64,52+1,42° 57,37+1,87¢ 24,12+1,02¢
Va6 7,52+1,80° 41,37+1,93° 42,23+0,27° 15,4+0,35°

SV: sustrato de arandanos para vinificacion, SA: sustrato alcohodlico de arandanos,
Va0: vinagre joven de arandanos, Va6: vinagre de arandanos con 6 meses de
maduracién. ("’ La concentracion de AntT se expresé en mg cianidina-3-glucésido/kg
fruta. ® La concentracién de FT se expresé en mg GAE/100 mg fruta. ® La actividad
antioxidante se expresé 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 concentracion de AntT disminuyd durante el proceso de obtencién
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 elaboracion de vinagre de arandanos, con una reduccion

de la concentracion de AntT superior al 99%, respecto de la materia prima.

La disminucién entre la fruta y el SV fue de 72 %, debido
principalmente a la dilucién efectuada en el acondicionamiento del sustrato.
Ademas, tal como se explicoé en la introduccion de este capitulo, las moléculas
de antocianinas probablemente sufrieron el ataque nucleofilico del agua al

cation flavilio, formando compuestos incoloros (Kopjar et al., 2011).

Durante la fermentacion alcohdlica, 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 fermentacion alcohélica en
estudios de obtencién de vinagre de frutilla. Klopotek, Otto, & Boehm (2005)
hallaron resultados similares en la fabricacién de vinagre de frutilla, obteniendo
una reduccion de la concentracion 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 fermentacién (Ubeda et al., 2011), posiblemente debido
a la adsorcion de AntT a las paredes celulares de las cepas de levaduras
utilizadas (Morata, Gomez-Cordoves, Colomo, & Suarez, 2005), y a reacciones
de condensacion con acetaldehido formado durante el metabolismo de las
levaduras Saccharomyces cerevisiae (Bosso & Guaita, 2008). Ademas, se ha
informado la desaparicién de antocianinas monoméricas durante la etapa de
vinificacion, debida a reacciones de polimerizacién y formacién de nuevos
pigmentos de bajo y alto peso molecular (Pérez-Trujillo, Hernandez, Lépez-
Bellido, & Hermosin-Gutiérrez, 2011). La pérdida de Ant obtenida en esta tesis,
levemente superior a los rangos informados, podria atribuirse al ataque
nucleofilico del agua al catién flavilio de las antocianinas como consecuencia

de la diluciéon efectuada para el acondicionamiento de SA.
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El contenido de AntT se redujo en un 44 % durante la etapa de
acetificacion, es decir entre SA y Va0. Este comportamiento puede atribuirse a
que estos compuestos constituyen un sustrato facilmente degradable por las
enzimas polifenoloxidasas (PPO), mas aun considerando las caracteristicas de
esta etapa, es decir, elevado contacto con el oxigeno y temperatura de trabajo
ubicada dentro del rango 6ptimo de actividad de estas enzimas (25-35 °C)
(Damodaran et al., 2010; Jeantet, Croguennec, Schuck, & Brulé, 2010). Su &
Silva (2006) informaron una reduccién del 79 % en el contenido de AntT
durante la obtencion de un vinagre de arandanos y la atribuyeron a los factores
mencionados previamente. Este porcentaje de pérdida de AntT resultd bastante
mayor que la registrada en el presente trabajo de investigacién, lo que podria
deberse a que estos autores emplearon un sistema estatico (superficial) de
fermentacién, que requiere de mayores tiempos para la obtencién del producto
final. De esta manera, al ser mayor el tiempo de contacto del sustrato con el

oxigeno, podria aumentar la degradacién de las AntT.

Durante la etapa de maduracion (Va0 a Va6) la concentracion de AntT
se redujo en un 59 %. Este comportamiento ha sido observado en una amplia
variedad de productos obtenidos de arandanos (jugos, puré, extractos) y
atribuido al incremento de la cinética de degradaciéon con la temperatura y el
tiempo de calentamiento o de almacenamiento (Brownmiller, Howard, & Prior,
2008; Hernandez-Herrero & Frutos, 2011; Syamaladevi, Andrews, Davies,
Walters, & Sablani, 2012; Zapata, 2014).

7.3.1.2. Fenoles Totales.

La concentracién de FT en el vinagre depende de las técnicas de
procesado, como el tiempo de fermentacion alcohdlica donde el medio
hidroalcohodlico esta en contacto con la piel, del triturado y del prensado,
ademas de la presencia de oxigeno, enzimas y temperatura de trabajo (Su &
Chien, 2007).

En la presente investigacion se observd una importante disminucion en

la concentracion de FT (85 %) en el vinagre respecto de la fruta, debido
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probablemente a la fuerte oxidacién provocada por las condiciones aerdbicas
del proceso y por la diluciéon efectuada durante el acondicionamiento de los

sustratos.

La concentraciéon de FT entre la materia prima y el SV disminuyd un
72%, atribuida, como se sefialé anteriormente, a la dilucion de la mezcla de
arandanos triturados para evitar su gelificacion, debido al elevado contenido de

pectinas en estas bayas (Proctor & Peng, 1989).

Sin embargo, entre SV y SA se observé un aumento del 7 % en los FT
debido probablemente a que su extraccidn continudé durante la fermentacién
alcohdlica (Lee & Wrolstad, 2004). Ademas, Delteil et al. (2000) publicaron que
el dibxido de azufre liberado por el metabisulfito de potasio agregado, pudo
haber actuado como protector contra la oxidacién, ademas 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
fermentacién (Brandolini, Fiore, Maietti, Tedeschi, & Romano, 2007; Budak &
Guzel-Seydim, 2010).

En la etapa de acetificacion, es decir entre SA y Va0, hubo una pérdida
de FT del 51%, similar al registrado en la misma fase para vinagre de naranja
(Capitulo 4, apartado 4.3.1.2.). Este comportamiento se podria atribuir a la
degradacion de los FT por accion de las PPO, mas aun considerando el

elevado caudal de aire con que se trabaja en esta fase.

Durante la etapa de maduracion (Va0 a Vab6) la concentracion de FT se
redujo en un 36 %, en gran parte debida a la disminucién en las AntT (59 %)

durante este periodo.
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7.3.1.3. Actividad antioxidante (AA).

Con el método ABTS se registré6 una pérdida de 93% en la actividad
antioxidante entre la materia prima y el vinagre joven, mientras que con la

técnica DPPH, la reduccion fue del 96%.

La reduccién 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 relacion6 con la

dilucion del sustrato triturado, segun se mencioné anteriormente.

Entre SV y SA se observdé un incremento del 18 % y del 33 %
respectivamente para las citadas metodologias, lo que podria atribuirse al
incremento en la concentracion de FT registrados durante la fermentacion
alcohdlica. Brandolini et al. (2007) también arribaron a esta conclusién luego de
varios ensayos de vinificacién en tinto con diferentes cepas de Saccharomyces

cerevisiae.

En la etapa de acetificacién (SA-Va0), el valor de AA disminuyé 22 y 55
%, respectivamente para ABTS y DPPH, lo que pudo deberse a la degradacién
de las AntT, y con ello la menor concentracion de los FT, o bien, a la
generaciéon de nuevos compuestos fendlicos con menor actividad antioxidante
que los originalmente presentes en el vino (Davalos, Bartolomé, & Gomez-
Cordoveés, 2005).

Cerezo et al. (2010) informaron una disminucion de la actividad
antioxidante del 16,8 %, medida con la metodologia DPPH, durante la etapa de
acetificacion de un vino tinto. Este valor resulté inferior al obtenido en el
presente estudio, tal vez porque estos investigadores no efectuaron dilucion del
sustrato, y por lo tanto, los cambios se debieron a variaciones en la
composicién quimica después del proceso fermentativo, mas que a efectos de
dilucion.

En la etapa de maduracion (Va0 a Vab6), la reduccion de la actividad
antioxidante registrada con el método ABTS fue del 26 %, mientras que con el
método DPPH, fue del 36 %, lo que podria estar relacionado con la pérdida de

antocianinas totales y fenoles totales, durante este periodo.
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Se obtuvo una elevada correlacién significativa entre las
concentraciones de antocianinas y fenoles totales y la actividad antioxidante
(Tabla 7.2), lo que demuestra la importante contribucion de estos componentes

a la AA de los vinagres de arandanos.

Tabla 7.2. Coeficientes de correlacion (r) entre componentes antioxidantes y

actividad antioxidante (ABTS y DPPH), en vinagres de arandanos (p<0,05).

ABTS ~ DPPH  'ondles
Antocianinas totales 0,97 0,97 0,97
Fenoles totales 0,98 0,98 -—
ABTS 0,99 0,98

Las practicas realizadas sobre la materia prima, principalmente el
agregado de agua para evitar la gelificacion de los arandanos luego del
triturado, seguramente podria ser reemplazado para evitar la disminucién de
los componentes antioxidantes. Una alternativa podria ser el uso de enzimas
pectoliticas. En la mayoria de los estudios consultados, el uso de estas
enzimas no incrementd la concentracibn de antocianinas, sin embargo,
aumentaron el contenido de otros compuestos fendlicos asi como la intensidad
del color (Cveji¢ & Atanackovi¢, 2015).

Ademas, una opcion para cubrir la deficiencia de antocianinas en el
vinagre de arandanos radicaria en el agregado de extractos naturales de estos
componentes (Hernandez-Herrero & Frutos, 2011). En este sentido Zapata
(2014) propuso un metodo de extraccion sélido-liquido de antocianinas a partir
de arandanos, con una posterior concentracion de este extracto. De esta
manera, se obtuvo un producto final con uso potencial en la industria
alimentaria como colorante y antioxidante, que podria ser incorporado al

vinagre de arandanos.
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7.3.2. Caracterizacion del vinagre de arandanos.

Para el analisis de las caracteristicas especificas del vinagre de
arandanos se hace referencia a la tabla 4.3 (Capitulo 4, apartado 4.3.2.), donde
se pueden observar las especificaciones de las legislaciones argentina vy

espafola, para vinagres de frutas y de vino.

Tabla 4.3. Especificaciones del Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A.) y Cddigo
Alimentario Espaniol (C.A.E.) respecto de los vinagres de procedencia frutal y

de origen vinico.

Vinagres de frutas Vinagres de vino
C.A.A. C.A.E. C.A.A. C.A.E.
. No menorde  Min. 50 No menor de 5,0 .
Acidez total 4.0 % plv glL % piv Min. 60 g/L
No menor de 85

Acidez volatil - - % p/v de la -

acidez total

Min. de 1,2
Extracto seco - - 0,75-2,0% p/v g/Lygrado de
acido acético
Cenizas L L No menor de 0,1 L
totales % plv
Densidad (a
15 °C. g/mL) -— -— 1,015-1,020 -—
AzUcares Max. de 0,4 %
reductores - - p/v, expresadas -
totales en dextrosa
Maximo
. equivalente a .
Etanol residual —- Max. de 1/10 de la acidez Max. de 1,5
0,5 % viv % vliv
total, expresada
en volumen

Los resultados de la caracterizacién de los vinagres de arandanos en

las etapas Va0 y Va6 indicaron que los parametros de acidez total y etanol
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(Tabla 7.3) se encuadraron dentro de lo estipulado en las normas argentina y
espafola para vinagres de frutas (Tabla 4.3). El resto de los parametros, como
se sefald anteriormente, fue evaluado con respecto a los estandares de
calidad para vinagres de vino y estos resultados también cumplimentaron las

especificaciones de ambas reglamentaciones (Tabla 7.3).

Tabla 7.3. Parametros fisicoquimicos de vinagre de arandanos joven (Va0) y al

cabo de 6 meses de maduracién (Vab6).

Va0 Va6
Acidez total (% p/v) 5,61+0,01° 6,02+0,02°
Acidez fija (% p/v) 0,25+0,00° 0,25+0,00°
Acidez volatil (% p/v) 5,36+0,01° 5,77+0,02°
pH 2,47+0,02° 2,45+0,01°
Extracto seco (% p/v) 1,17+0,022 1,150,012
Cenizas totales (% p/v) 0,24+0,012 0,22+0,012

Densidad (a 15 °C, g/mL) 1,020+0,000? 1,020£0,000°

Azucares reductores totales

a
(% piv) 0,160,01

0,17+0,01°

Etanol residual (% v/v) 0,427+0,007° 0,0120,002"

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 volatil permitieron inferir que la acidez
de los vinagres se debi6 casi exclusivamente a la bioxidacién, mientras que la

participacion de otros acidos resulté de menor envergadura.

Al finalizar el periodo de maduracién 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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registré variacion en la acidez fija, el incremento en la acidez volatil (7,6 %)
permiti6 concluir que durante este periodo las BAA continuaron la
transformacién del etanol remanente en acido acético. Este comportamiento,
similar al observado en los vinagres de naranja (Capitulo 4, apartado 4.3.2.1)
se ha justificado por el hecho que estas bacterias no mueren necesariamente

en condiciones de privacién de oxigeno (Fugelsang & Edwards, 2007).

7.3.2.2.pH

Los valores de pH medidos en los vinagres de arandanos fueron los
mas bajos respecto de referencias bibliograficas 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 (Capitulo 4, apartado 4.3.2.2) y puesto que los ensayos
de acetificacion se realizaron en similares condiciones, esta diferencia puede
atribuirse a la composicion en acidos y a la procedencia de la materia prima de

origen.

Luego del periodo de maduracién, las muestras de Va6 presentaron
menores valores de pH, seguramente relacionado con la produccién de acido

acético en esta etapa, tal como se refirié en el apartado anterior.

7.3.2.3. Densidad

La densidad determinada en los vinagres de arandanos resulté
levemente superior a la de vinagres de naranja (Capitulo 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 clarificacién, por lo que la
turbidez presente en el vinagre fue debida a la suspensién bacteriana. Sin
embargo, para la obtencién de vinagres de arandanos, se parti6 de la fruta para
elaborar el vino y, si bien éste fue sometido a una filtracién previa a la

acetificacion, su grado de limpidez, a simple vista, fue inferior al primero.
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7.3.2.4. Extracto seco. Azucares reductores totales. Cenizas
totales.

Los contenidos de extracto seco, azucares reductores totales y cenizas
totales no experimentaron modificaciones durante el periodo de maduracion, al

igual que lo sucedido con vinagre de naranjas (Capitulo 4).

7.3.2.5. Etanol residual

Como fue mencionado oportunamente, el vinagre joven debe disponer
de un contenido alcohdlico remanente ya que de lo contrario, durante el
envejecimiento, las BAA podrian consumir el acido acético formado originando
productos de baja calidad. Ademas, pequefias cantidades de alcohol presentes
en el producto final se combinan lentamente con el acido acético durante el
almacenamiento para producir ésteres, que favorecen la formaciéon del bouquet
(Llaguno Marchena & Polo, 1991; Acosta Artiles, Romero, & Hardisson de la
Torre, 1993).

Se pueden identificar dos etapas durante el envejecimiento
(maduracién) de los vinagres: una fase de actividad biolégica en la cual las
BAA aun presentan algun tipo de actividad fermentativa a pesar de la menor
disponibilidad de oxigeno, y una fase de actividad fisicoquimica, sin actividad
biologica significativa (Palacios, Valcarcel, Caro, & Pérez, 2002). De acuerdo a
esto, y considerando que Va6 presenté una concentracion alcohdlica inferior
respecto de la inicial (Va0), se podria inferir que esta disminucién fue producto
tanto del metabolismo oxidativo de las BAA como de la formacion de ésteres

con acido acético.

7.4. Conclusiones

En general, tanto la fermentacién alcohdlica como la acetificacion y la
maduracion durante 6 meses, disminuyeron el contenido de antocianinas
totales. En cambio, el contenido de fenoles totales aumenté durante la

fermentacién alcohdlica, lo que se atribuyd a un posterior proceso extractivo.
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Durante la fermentacién acética se acentuaron los procesos oxidativos de los

componentes fendlicos, lo que provocéd una reduccién en su concentracion.

La actividad antioxidante, medida con los métodos ABTS y DPPH,
presentdé una elevada correlacidn estadistica con la concentracién de

antocianinas y de fenoles totales.

Una alternativa a la dilucién para evitar la gelificacion después del
triturado, es la incorporacién de enzimas pectoliticas, lo que podria mejorar
sustancialmente la composicién de componentes antioxidantes. Ya que con
este tratamiento no se lograria incrementar la concentracién de antocianinas,
adicionalmente y con el objeto de aumentar la calidad nutricional del vinagre
respecto del fruto fresco, se podria analizar el agregado de extractos naturales

de estos componentes al producto final.

La caracterizacién del vinagre de arandanos mostr6 una completa
adecuacion a los estandares de calidad especificados para vinagres en las
legislaciones argentina y espanola, incluso luego del periodo de maduracion de

6 meses.

Las modificaciones registradas en los parametros fisicoquimicos
analizados fueron aquellas relacionadas con la actividad metabdlica de las
BAA, es decir, acidez total y volatil, pH y etanol residual, que prosiguié durante

la maduracion a pesar de la exclusién del oxigeno.
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El estudio realizado para la seleccidén del cultivo iniciador para los procesos
de acetificacion, indicé que el mayor crecimiento y velocidad de formacion
de acido acético, se obtuvieron con un in6culo de Acetobacter sp. aislado a
partir de naranjas de la regién de Salto Grande. EI medio de cultivo que dio
los mejores resultados fue el RAE (1a/2e) y el sistema de suministro de

oxigeno, mediante inyeccion de aire.

Las variables de proceso estudiadas, velocidad de agitacién y caudal de
aire, tuvieron influencia significativa sobre la velocidad de acetificaciéon de
un sustrato alcohdlico de naranjas en sistema batch, mientras que la
velocidad de agitacion, present6 un efecto significativo sobre el rendimiento
GK. De esta manera, la combinacién de variables de proceso que
maximizaron ambas respuestas simultaneamente fue: 701 rpom y 0,36 vvm
y, en estas condiciones, correspondi6 una ra=2,28 g/L/h y un Rgk=89,63 %.
El proceso de acetificacion desarrollado segun esos parametros, presento
una ra=2,29+0,17 g/L/h y un Rgk=88,1945,00 %, ambos valores muy

similares a los predichos por el modelo.

Para el proceso discontinuo de acetificacion de un sustrato alcohélico de
arandanos, el analisis de las variables de proceso resulté similar a su
analogo de naranjas: la velocidad de agitacién y caudal de aire, tuvieron
influencia significativa sobre la velocidad de acetificacion, mientras que la
velocidad de agitacion, presentd un efecto significativo sobre el rendimiento
GK. La combinacion de variables de proceso que maximizaron ambas
respuestas simultaneamente fue: 677 rpm y 0,38 vvm y, en estas
condiciones, correspondié una ra=1,53 g/L/h y un Rex=87,04 %. El proceso
de acetificacion desarrollado segin esos parametros presentdé 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 registr6 una disminucién en ra durante los procesos
biooxidativos de ambas materias primas en estudio. Esto pudo ser

consecuencia de un efecto de inhibicién sobre la velocidad de crecimiento
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especifico de las BAA, causado por un exceso en la concentracién de

oxigeno disuelto en el caldo de fermentacion.

En la acetificacion del sustrato alcohélico de naranjas, asi como en su
analogo de arandanos, se verific6 una elevada correlacion lineal entre la
velocidad de crecimiento microbiano (rx) y la velocidad de acetificacién (ra),

lo que implica que un aumento en la primera produjo un incremento en ra.

La velocidad de acetificacion y la velocidad especifica maxima de
crecimiento (uv) en los ensayos de acetificacion batch con sustrato
alcohdlico de naranjas, resultaron superiores a los hallados para vinagre de
arandanos. Esta diferencia se atribuyé a dos causas posibles. La primera
se relaciona con la especie de Acetobacter inoculada, que fue aislada a
partir de naranjas de la region, con lo que se infiere una mayor dificultad
para adaptarse a un sustrato diferente. Por otra parte, la presencia de
mayores concentraciones de compuestos fendélicos en los arandanos podria
haber ejercido algun tipo de actividad inhibitoria hacia las BAA. La mayor
extension de la fase lag y la menor tasa de crecimiento durante la etapa
oxidativa con sustrato alcohélico de arandanos, podrian reforzar esta
hipétesis.

El desarrollo del proceso oxidativo en sistema semicontinuo posibilitd el
incremento de la velocidad de acetificacidon respecto de un sistema
discontinuo desarrollado en las mismas condiciones operativas. Sin
embargo, no se determinaron diferencias estadisticas significativas en los
rendimientos GK, lo que indicé que las pérdidas por evaporacién se

mantuvieron constantes durante el proceso.

El primer ciclo del sistema semicontinuo del proceso de obtenciéon de
vinagre de naranja presenté una fase lag de menor extensiéon respecto de
la observada en su analogo para vinagre de arandanos. Las razones
argumentadas previamente en el analisis de ray uu, son aplicables en este
caso, es decir, el origen citrico de la especie de Acetobacter inoculada
posibilitd una adaptacion mas rapida al medio, y por otro lado, las menores
concentraciones de compuestos fenodlicos presentes en las naranjas, con

una consiguiente menor actividad antimicrobiana.
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En el segundo ciclo del proceso semicontinuo, la velocidad de acetificacién
aumentd entre 2,2-25 y 2,7-2,9 veces con respecto a la calculada en el
primer ciclo para vinagre de naranjas y de arandanos, respectivamente.
Este comportamiento pudo deberse a la adaptacion 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
arandanos, también podria atribuirse a un efecto de dilucién de Ila
concentracion de compuestos fendlicos, luego de la recarga de medio de

cultivo fresco.

Tanto para el vinagre de naranjas como para el de arandanos, la
evaluacioén de la proporcién de carga en sistema semicontinuo indicé que,
para los niveles de carga/descarga de 40% y 60 %, no hubo diferencias
estadisticas significativas para las respuestas velocidad de acetificaciéon y
rendimiento GK. Por lo tanto, con el objeto de desarrollar una fermentacion
economicamente eficiente y obtener mayor volumen de producto, se puede
fijar una proporcion de C/D de 60% para cada ciclo de un proceso

semicontinuo.

La caracterizacién de los vinagres de naranjas y de arandanos obtenidos
en las condiciones que maximizaron las respuestas analizadas, se
encuadrd dentro de los estandares de calidad especificados para vinagres
de frutas en las legislaciones argentina y espafiola, incluso después de un
periodo de maduracién de 6 meses. Puesto que estos estandares incluyen
sélo la acidez total y el etanol residual, el analisis de otras caracteristicas
reglamentadas para vinagres de vino también mostraron una completa

adecuacion a las especificadas en ambas reglamentaciones.

Los componentes antioxidantes analizados en el vinagre de naranjas, acido
ascorbico, fenoles totales y carotenoides totales, asi como la actividad
antioxidante, disminuyeron a lo largo de todo el proceso. La mayor
reduccion se produjo durante la acetificacién, probablemente a causa de la
oxidacion de los componentes por el continuo ingreso de aire al sistema. La
mayor contribucién a la actividad antioxidante se debié a la concentracion

de acido ascérbico y compuestos fendlicos.
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De los componentes antioxidantes analizados en el vinagre de arandanos,
la concentracion de antocianinas disminuy6 en cada etapa del proceso. Si
bien, el contenido de fenoles totales disminuyé desde la materia prima
hasta el producto final, durante la fermentacién alcohdlica se registré6 un
aumento que se atribuyd a un proceso de extraccién fendlica. La actividad
antioxidante, medida con los métodos ABTS y DPPH, presenté una elevada
correlacion estadistica con la concentracion de antocianinas y fenoles

totales.

Dado que uno de los principales causantes de la disminucién de los
componentes antioxidantes, durante la obtencién de vinagre de arandanos,
fue la dilucién efectuada para evitar la gelificacion posterior al triturado, una
alternativa seria la incorporacién de enzimas pectoliticas, con lo que se
podria mejorar sustancialmente su composicion. 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.
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