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RESUMEN

La “tuna” y la “guinda” dos frutas ampliamente conocidas en
nuestra zona fueron empleadas para la elaboracién de vinagre por
fermentacién, con la finalidad de obtener un vinagre auténtico y de
buena calidad que permita por un lado dar mayor valor agregado a
estas dos frutas propias de la region; y por otro lado constituir una
alternativa frente a productos similares del mercado informal que son
baratos; pero no garantizan su inocuidad y seguridad desde el punto de

vista de la salud.

El proceso de fermentaciéon alcohdlica se llevé a cabo utilizando

Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126, instaldindose en total 12

fermentadores de vidrio especialmente acondicionados, conteniendo
cada uno 2.5 L. de mosto. Los azlcares totales iniciales fueron

ajustados a 15° Brix y pH 4.0.

De estos 6 fermentadores se mantuvieron a temperatura ambiental
(promedio 21°C) y 6 fermentadores a 28 °C. En cada caso se trabajé con

mostos de tuna, guinda y mezcla de ambos, en partes iguales vy dos



diluciones, 1:1 y 2:1. La evaluacién se realiz6 en base al contenido de
azlcares totales, azicares reductores y al final se determiné el

porcentaje de etanol.

El proceso de fermentacién acética, se realizé a partir de los
mostos alcohdlicos, habiéndose ajustado la acidez inicial a 3% y con la
solucién “madre de vinagre” previamente obtenida por fermentacién
esponténea; asi mismo se suplemento con 0.1% de fosfato de amonio,
instalAndose para ello fermentadores de plastico especialmente

acondicionados, conteniendo 1L. de mosto alcohélico.

El mayor porcentaje de etanol alcanzado en la fermentacién
alcohdlica fue de 7.92% correspondiendo al tratamiento de la mezcla de
mostos de tuna y guinda en cantidades iguales, dilucién 1:1, 28 °C de
temperatira por espacio de 6 dias. El mayor grado de acetificacién
alcanzado fue de 7.16%, correspondiendo al tratamiento de la mezcla
de mostos de tuna y guinda en cantidades iguales, dilucién 1:1,
* temperatura ambiental (21 °C) por espacio de 25 dias. Todos los
vinagres obtenidos a partir de mostos de tuna, guinda y mezcla de
ambas  presentaron  caracteristicas fisico-quimicos  aceptables
comprendidas dentro de la Norma Técnica Peruana respectiva.
Igualmente, el anélisis microbiolégico revelé ausencia de contaminacién

o signos de alteracién de origen microbiano.



INTRODUCCION

Un pais como el nuestro, en vias de desarrollo econémico,
requiere apoyarse en todas las &reas de desarrollo factible; una de ellas
es el empleo de la Biotecnologia, la cual consiste en técnicas y proéesos
cuyo fin estriba inminentemente en la obtencién de compuestos ttiles
para el desarrollo, bien sea en el &rea agro alimenticia, médica,

farmacéutica y/o de la ingenieria quimica.

Siendo el principal recurso del pais, su poblacién y por ello
merece la mayor prioridad, el garantizar su bienestar fisico, psiquico y
social, lo que depende en gran medida de su estado nutricional, que es
condicionado por una serie de variables, entre las que destacan las
socio econdmicas, en particular las asociadas a la disponibilidad v a la

utilizacién bioldgica de los alimentos.

La microbiologia industrial una potencialidad creciente, es no
solamente dentro de la ciencia elemental sino también tiene fines
préacticos, porque a través de ella se puede conocer las caracteristicas

biolégicas y bioquimicas de los diversos tipos de microorganismos



responsables de la transformacién de algunas sustancias en productos

deseados.

La sintesis de productos de importancia industrial, es el resultado
de una serie de reacciones enzimaticas complejas y coordinadas
llevadas a cabo dentro de una célula, muchos de estos cambios son
efectuados naturalmente por los microorganismos, y la industria
aprovecha estas propiedades para realizar ciertas transformaciones que

resultan muy dtiles.

Desde hace mucho tiempo, numerosos &acidos orgénicos son
producidos por microorganismos, principalmente bacterias y hongos,
bajo diversas condiciones ambientales, asi se conoce que el acido

acético es producido por bacterias del género Acetobacter, siendo

Acetobacter aceti, Acetobacter xilinum, Acetobacter ascendens,

Acetobacter pasteurianum, etc., las principales especies, las cuales

tienen un rol muy importante en la produccién del vinagre, siendo de

un considerable historial cientifico.

El presente trabajo de 'investigacic’)n, consistié en el desarrollo a
nivel de laboratorio de vinagres, a partir de bacterias acéticas aisladas
de una "madre de vinagre" producida por una fermentacién espontanea
de medios alcoholizados, utilizando como substrato mostos obtenidos
de tuna, guinda y mezcla de ambas, como un posible substituto del
mosto de uva convencionalmente empleado para la elaboracién del

vinagre.
Bajo este contexto se tuvo los siguientes objetivos:

- Evaluar fisico-quimicamente los mostos provenientes de tuna,

guinda y mezcla de ambas.



e

Elaborar vinagre de frutas a nivel de laboratorio, utilizando

mostos de tuna, guinda y mezcla de ambas.

Evaluar el curso de la fermentacién alcohdlica, utilizando

Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126; asi mismo la

fermentacién acética, en base a la acidez total (expresados en

acido acético).

Evaluar la calidad de los vinagres obtenidos de acuerdo a la

Norma Técnica Peruana.



REVISION DE LITERATURA
1. EL VINAGRE
1.1. GENERALIDADES
1.1.1. Definicion.

Puede ser definido como el resultado de una reaccién
biolégica del alcohol etilico con formacién de acido acético,
donde intervienen enzimas oxidativas producidas por
microorganismos del género Acetobacter, teniendo como
principal funcién la oxidacién del alcohol en &acido acético
(Gamarra, 1979).

Es el producto obtenido por la fermentacién acética de
bebidas alcohdlicas de diluciones de alcohol etilico (ITINTEC,
1970).

Es una solucién de &cido acético, el cual se obtiene

mediante la fermentacién por oxidacién de una solucién diluida



de etanol. El proceso metabdlico se basa en la conversién de
etanol, bajo la accién de la alcohol deshidrogenasa, en
acetaldehido y el acetaldehido hidratado en &cido acético por la

acciéon de la acetaldehido deshidrogenasa (Ward, 1991).

Se define como un condimento que se elabora por
fermentacién alcohdlica de sustancias azucaradas o amiléceas,

sequida de una fermentacién acética (Bourgeois, 1995).
1.1.2. Composicién

La composicién caracteristica de un vinagre depende
basicamente de la materia prima que lo ha originado. Los
vinagres obtenidos a partir de frutas, de vino u otro producto
poseen una composicién méas completa que el vinagre de alcohol
por contener préacticamente todas las sustancias solubles
existentes en la materia prima o los que se forman en los
procesos fermentativos, alcohdlico y acético. Debiendo contener
una acidez volétil minima de 40 g por litro, expresado como
acido acético (4%), su graduacién alcohédlica no debe exceder a
1° GL y debe ser obligatoriamente pasteurizada, legislacién

Brasileiia (Aquarone,, et al., 1983).
1.1.3. Historia.

[La produccion de 4&cido acético diluido y como
producto alimenticio, llamado vinagre, es conocido por el hombre
desde muchisimos afos atrés; se fabricaban ya en los tiempos del
antiguo y nuevo testamento; Plinio, describié un célebre episodio

de Cleopatra preparando una bebida para la solubilizacién de



perolas; e Hipdcrates lo inclufa entre sus medicamentos.
(Aquarone,, et al., 1983; Leslie, 1971)

La produccién de este acido organico a partir de
liquidos alcohdlicos ha sido conocida, desde la produccién del
vino aproximadamente 10000 afos. Los Romanos y los Griegos
utilizaban el wvinagre diluido como bebida refrescante, la

producian dejando el vino abierto al aire.

La primera indicacién técnica sobre el mismo parece
ser la de Geber, que en el Siglo VIII, sometié a destilacién en

forma empifrica.

Dos siglos después, Gleuber demostré que podia
obtenerse acido acético, por calentamiento de la madera en

ausencia de aire (Mayer ,1963).

La naturaleza microbiolégica de la produccién del
vinagre se conoce hasta hace poco més de 100 arios, cuando
Kutzing en 1837, dio a conocer la conversién del etanol a &cido
acético, manifestando que era producido por microorganismos
vivientes. Quince afios antes Peerson, habia designado con el

nombre de Mycoderma a la pelicula superficial(Gamarra ,1979).

En 1790, Lavoisier, comprobé definitivamente la

responsabilidad del oxigeno en la fermentacién acética.

Entre 1864 - 1868, Pasteur, demostré con detalles en
su obra sobre vinagre, la necesidad de la presencia de un ser vivo

para la secuencia de transformacién del alcohol en vinagre,



confirmando lo que habia dicho Kutzing, (Aquarone, et al., 1983;
Jagnow y David,1991).

En 1878, Hansen, demostr6 que habia més de una
especie capaz de producir acidez, mas tarde aislé y dié el

nombre de Bacterium aceti v Bacterium pasteurianum.

En el Siglo XVII, Lamery, admitia que la acidez del
vinagre tuviera origen en el tartédrico. Ideas maés claras la tuvo
Beerhave, insistiendo que en la primera fermentacién del mosto
se producia el alcohol; y que en una sucesiva fermentacién, el
alc;)hol desaparecia obteniéndose un acido, donde ya no existia

el liquido alcohélico. (Gamarr.a, 1979).

Sucesivamente, la primera ecuacién quimica de
formacién de éacido acético a partir del alcohol fue descrita por
Dobereiner. En 1936, Butlin menciona que en la fermentacién
acética normal el 4cido acético procede de la deshidrogenacién
del acetaldehido. No debe de dejarse de mencionar la
experiencia de Buchner y otros, al inicio de éste siglo, que
verificaron no ser necesaria la presencia de microorganismos

vivos para dar la transformaciin (Aquarone, et al., 1983).

Posteriormente siguen muchos investigadores tales
como: Foda y Vaughn, Nitson, Rao y Stokes, Reese, Frings,
Hoyer, Hromatka, Peerson, etc., y otros que realizaron estudios

sobre fermentacién acética.



1.1.4. Usos.

El vinagre es utilizado por el hombre hace miles de

afnos, con tres finalidades principales:

- Como condimento, es usado en ciertos alimentos, con la
finalidad de conferir sabor acido al producto, como, por ejemplo,
encurtidos, mayonesas, mostaza, salsa, etc. En otros alimentos,

para conferir sabor y olor en carnes y derivados.

- Como preservante, son utilizados principalmente contra
el enmohecimiento del producto, como en carnes atemperadas,
legumbres, panes, panetones, bizcochos y contra bacterias

lacticas que son sensibles al 4cido acético.

- Como agente de limpieza, impregnado en materiales de
metales (plata, aluminio, con la finalidad de clarearlos). Por otro
lado siendo una solucién acida relativamente fuerte, disponible
en todos los lugares, siendo utilizado para muchas otras
finalidades; antiséptico de la piel (varicosis y micosis), preparado
de soluciones medicamentosas {dolores musculares, distensiones,
contusiones). Soluciones para gargareo en casos de infeccién de
la boca y garganta; usado como una solucién espermaticida,

germicida, insecticida y solvente (Aquarone, et al., 1983).
1.1.5. Alteraciones del vinagre

Las alteraciones que puede experimentar el vinagre, se
_distinguen de defectos y enfermedades. Los defectos son

provocados por factores fisicos, quimicos o bioquimicos, a



diferencia de las enfermedades, debida a la actividad de

organismos vivientes (Garrido, 1954).

En el orden microbiolégico, referido principalmente a
ciertas especies de bacterias que causan mucosidades, entre las

més importantes estd el Acetobacter xylinum, organismo

fuertemente capsulado, que tiende a obstruir el equipamiento,
con un sedimento lodoso, una pelicula bacteriana muy gruesa y

viscosa. Asi mismo el Acetobacter aceti y otras especies también

descomponen el &cido acético bajo condiciones 6ptimas, turbidez
en vinagres acabados; estas especies sobre oxidativas también
causan el deterioro del cobre contenido en el vinagre rojo del
vino, como lo reportan Underkofler y Hickey (1954), citado por
Medina (1983). |

Acetobacter podem, por oxidacibn descompone

répidamente el 4cido acético a anhidrido carbénico y agua,
reduciendo notablemente la produccién, eso facilitado por la

insuficiencia de alcohol y una aireacién excesiva.

Ocasionalmente, son mencionadas otras bacterias
contaminantes, como especies de Lactobacillus, Leuconostoc,
butiricos y putrefactivas, todas causantes de fermentaciones
secundarias de olores y sabores desagradables, aparecen cuando
la materia prima es rica en compuestos nitrogenados, como en

los cereales.

Entre las levaduras contaminantes provenientes de
materias primas con cierta concentracién de azicares, la méas

conocida es Candida vini, que forma las flores del vino. Otras

levaduras del mismo género y a veces del género Oospora, como



también ciertas especies de hongos Aspergillus y Dematium. Y
algunas algas, donde en anaerobiosis dan pérdidas considerables
por oxidacién, ademas de producir sabores desagradables, aroma

y enturbiar el producto (Aquarone, et al.,1983).

Entre otros defectos de orden microbiolégico destaca la
infestacién por un diminuto nemétodo acuético denominado

Angtillula aceti, mévil, de cuerpo cilindrico transparente, mide de

1 a 2 mm.,, vive en vinagres con hasta 6% de é&cido acético,

siendo su temperatura 6ptima de 20 a 30 °C.

El vinagre también tiene condiciones para permitir el
desarrollo del "4caro del vinagre", también llamado "piojo del
vinagre", que frecuentemente vive en condiciones favorables de
aire, humedad y abastecimiento de nutrientes disponibles,
reproduciéndose répidamente ocasionando problemas de

sanidad.

Un insecto cominmente presente en las fabricas de vinagre
y sus alrededores es la "mosca del vinagre" Drosophyla

melanogaster , ademéds de ser un inconveniente estético, es

también  perjudicial, pues puede acarrear infectantes,
principalmente Acetobacter. xylinum. (Crues, 1948; Aquarone, et
al., 1983).

En el orden quimico, es provocado principalmente por
metales, seqln, causan una gran pérdida econémica, siendo los
casos mas conocidos la contaminacién por fierro, es el
denominado "vinagre negro" o "black casse", caracterizado por
una coloracién negra, negro azulado o negro verdoso, a causa de

la turbidez por la formacién del complejo tanitato de fierro, al



reaccionar el fierro y los taninos contenidos en el vinagre
(Garrido, 1954).

El fierro, actuando sobre el tanino, provoca
oscurecimiento; sobre fosfatos y proteinas, enturbiamiento; con
concentraciones de 0.1 g/ son suficientes para dicho

oscurecimiento.

El cobre, en una concentracién 0.005 g/l provoca
enturbiamiento en alimentos verdes preparados con vinagres;
como pepinillos encurtidos, pimientos verdes, aceitunas verdes,
como consecuencia de la reaccién del cobre, por substituir el
magneéio en la molécula de clorofila. En concentraciones de 0.01
g/L las modificaciones son maés intensas, apareciendo un sabor
metéalico fuerte y el oscurecimiento es mayor. También producen

turbidez; el zinc y el cadmio formando acetatos que son téxicos.

El oscurecimiento del vinagre también puede darse por
accién de las enzimas principalmente de oxidasas provenientes de

vinos o del las mismas frutas.

En paises donde se utiliza agua dura para la dilucién del
vinagre, deben evitarse cantidades excesivas de fosfato
adicionado como nutriente, pues apareceréd turbio al final de la

fermentacién (Aquarone, et al., 1983).
1.1.6. Microorganismos

En la fabricacién de vinagres, a partir de sustancias
azucaradas o amiladceas, son necesarios dos procesos

microbiolégicos sucesivos y completamente diferentes:



Fermentacion del Azicar para Producir Alcohol
Etilico por Levaduras: Es un proceso anaerobio efectuado por
la levadura naturalmente presente en la materia prima o
preferentemente cultivos arfiadidos de especies principalmente

Saccharomyces cerevisiae, Var. ellipsoideus productoras de altas

concentraciones de etanol (Verman, 1994).

Las levaduras pertenecen a las talofitas y son
consideradas como hongos verdaderos, son microorganismos
eucaridticos simples, por poseer nicleo organizado y la presencia

de membrana nuclear.

En consecuencia, se las relaciona con las células de los
organismos  superiores. Es cominmente aceptada la
heterogeneidad morfolégica de las células (levaduras), puesto que
se les observa en forma ovoide, esférica, elipsoidea, apiculada,
etc. acusan dimensiones que varian en atencién a la especie, a
los constituyentes nutritives del mosto, edad y otros. Presentan
dimensiones que oscilan entre tres a seis micras de ancho y largo.
En cambio las levaduras que no tienen importancia industrial y
que por lo general contaminan el mosto son més pequenas y
tienen dimensiones que oscilan entre una a dos micras de ancho
y largo; la presencia de una serie de finas y complicadas
estructuras desempefian una funcién muy importante en los
procesos fisiolégicos, genéticos, enzimaticos y biosintéticos

(Pérez, 1980).

La verdadera y auténtica levadura alcohélica presenta

las siguientes propiedades:
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. Féacil adaptacién a diversas temperaturas pudiendo

desenvolverse entre amplios limites minimos y méximos.

J Dotado de extraordinario poder alcohélico comparado a

otras especies que fermentan azucares.

o Capacidad de trabajo bajo accién de elevadas presiones

en medios sobre saturados de CO, y 0,

) Su doble condicién aerobia y anaerobia que facilita su
actividad fermentable en toda la masa, no obstante ser

&vidos por el oxigeno.

o Tolerantes a los cambios fisicos y quimicos que sufre el
mosto en el curso de la fermentacién, imponiéndose sobre

los fermentos indeseables.

o Tolerancia a la accién de los &cidos y el anhidrido
sulfuroso.
. Propiedad para fermentar directa e indirectamente la

glucosa, maltosa, fructosa, galactosa, sacarosa, previo su
desdoblamiento en  hexosa con su propia diastasa

reductora.( Ticona, 1981).

Oxidacién del Alcohol a Acido Acético por
Bacterias: Es una reaccién aerdbica que efectiian las bacterias
acéticas; /siendo estas clasificadas por diversos autores/
considerando las caracteristicas de desarrollo; pero algo comuin
en la mayoria de ellas es la formacién de un velo tenue
desarrollado en la superficie de los liquidos. Las bacterias acéticas

‘ pertenecientes al género Acetobécter, son células individuales, en
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pares o en cadenas, alargadas, rectas o ligeramente curvas,
miden de 0.6 a 0.8 um por 1 a 3 um. Presentan frecuentemente
formas involutivas, en algunas especies pueden también ser
esféricas, alargadas, hinchadas, abastonadas, curvadas,
filamentosas; son motiles, por presentar flagelos peritricos,
algunos no presentan motilidad. No forman endosporas, son
gram (-) las células jévenes, en cultivos viejos algunas especies
pueden volverse variables. Su metabolismo es respiratorio;
quimio-organétrofos, nunca fermentan debido a que el oxigeno
es el aceptor determinante. Tienen la capacidad de oxidar el
etanol a acido acético, el acetato y lactato son oxidados a COz y
H20 (sobre-oxidantes). No hidrolizan la lactosa, dextrina, y
almidén. La temperatura 6ptima es de 30 °C, siendo el rango de
5- 42 °C, su desarrollo ocurre a pH 4 a 4.5 (Jorgensen, 1969;
Aquarone, et al., 1983; Brock y Madigan, 1993).

1.1.7. Clasificacién de ’las bacterias acéticas.

Se ha intentado realizar una clasificacién de las
bacterias acéticas reuniendo las especies en grupos, basandose en
su empleo o propiedades fisiolégicas. Asi, Jorgensen (1969) ha

establecido los siguientes grupos:
- Bacterias acéticas del macerado y mosto.
- Bacterias acéticas de la cerveza.

Bacterias del vinagre.

- Bacterias de la acetificacién rapida.
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Es natural que no todas las bacterias acéticas se
puedan encuadrar en este sistema, pues con el mismo derecho
muchos se pueden incluir dentro de uno y otro grupo. Pero el
sistema continda siendo Gtil por que facilita la wvisién del
conjunto, en parte influye una bacteria en aquel grupo dentro
del cual encuadre mejor tomando su utilizaciéh o presencia. Esta

clasificacién se observa en la TABLA L

Otra clasificacién importante basada en el Manual de
Bacteriologia Determinativa de Bergey, le dan Rougieux (1964} y
Frazier y Westoff (1985) donde mencionan que el género
Acetobacter pertenece a la familia Pseudomonadacea y a la tribu

Pseudomonadea, basdndose en las siguientes propiedades:
¢ Oxidacién positiva o negativa de 4cido acético en CO, y H,O.

e Utilizacidn o no de las sales de amonio como Unica fuente

nitrogenada
e Formacién de fitoenos.
¢ Temperatura 6ptima.

Formacién de pigmentos.

Rougieux (1964) afirmaque algunos autores dividen ésta tribu en

cuatro grupos:
¢ Grupo peroxidante.

¢ Grupo oxidante.
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¢ Grupo mesoxidante.

¢ Grupo suboxidante

Los cuales se caracterizan por las siguientes reacciones:

- Reaccién de la catalasa.

- Metabolismo del alcohol y del 4cido acético.

- Metabolismo del 4cido lactico.

- Poder cetdgeno.

- Transformacién de la glucosa a 4cido glucénico.

. Esta clasificacién se observa en la TABLA I

Collins (1969), Menciona que las especies de
acetamonas oxidan el alcohol etilico a acido acético; pero los
acetobécter prosiguen la oxidacién hasta anhidrido carbénico vy
H,0. Cuando son méviles las acetomonas son también llamadas

Gluconobécter. La clasificacién se muestra en la TABLA IIL

Dentro de la clasificacién, son pocas aquellas especies
con cualidades industriales, siendo las verdaderas bacterias

acéticas, aquellas que presentan las siguientes propiedades:

- Producir concentraciones elevadas de acido acético.
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TABLA 11

CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS ACETICAS (Rougieux, 1964)

Grupo
PEROXIDANTE | OXIDANTE | MESOXIDANTE | SUBOXIDANTE

JReacci(’m
Catalasa - + + +
Oxidacién a +

+ + -
Acido acético -
Oxidacién del
lactato formacién + + + -
CO,Ca -

+
Acido glucénico - + +
Poder Cetégeno - - + +
TABLA 11

CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS ACETICAS (Collins, 1969)

Caracteristicas ACETIFICACION
MOVIMIENTO | OXIDACION DE ETANOL VELO
Especies
Acetobacter aceti + + + VISCOSO
Acetobacter + . + ARRUGADO
pasteurianum
Acetol‘aacter i i + DELGADO
suboxidans
Acetobacter xylinum - - + ZOOGLEICO
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- No formar material viscoso.

.- Preferentemente no tener capacidad para completar la

oxidacién hasta anhidrido carbénico y H,O.
- Tolerar concentraciones razonables de etanol.
- Tolerar concentraciones razonables de acido acético.

- Trabajar a temperaturas entre 25 a 30°C.

»1.1.8. Mecanismos bioquimicos

Dado que en el proceso de fabricacién de vinagres son
necesarios dos procesos microbiolégicos diferentes llevados a

cabo por levaduras y bacterias; siendo estos los siguientes:

Fermentacién alcohdlica, llevada cabo por levaduras,
es un proceso anaerobio, que da .lugar a la formacién de alcohol
etilico gracias a las clxalidades que tienen estas de transformar los
azucares en alcohol, CO, y otros productos finales, la cual es

observada en la siguiente ecuacién bioquimica (Vogt, 1972):

CeH 1,05 2C,H,0H +  2CO,
GlucosaA Alcohol Biéxido de Carbono.
100 g 511g 489 g

.. Fermentacién acética, consiste en la oxidacién del
alcohol etilico a &cido acético, donde intervienen enzimas

oxidativas producidas por microorganismos ante todo del género
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Acetobacter dentro de ellas; Acetobacter aceti xylinum,

schuezenbachii, etc. Otras bacterias acidégenas (que sin embargo

forman &cido acético como- producto secundario, que por regla
general es a partir de carbohidratos). y por dltimo, varios hongos
como los géneros Rhizopus, Aspergillus y muchos otros
(Jorgensen, 1969; Gamarra, 1979). La ecuacién bioquimica del
acido acético se representa del siguiente modo: Frazier y Westhoff

(1985).

CH,;CH,OH + O, > CH;-COOH + H,0 + ATP’

Alcohol Oxigeno Acido acético Agua

En la Figura N° 01, se representa los pasos
intermediarios para la formacién del &cido acético y agua a partir

del etanol.

La cadena de reacciones comienza con la
deshidrogenacién del etanol a acetaldehido (Reacciéon 1),
mediada por la alcohol- deshidrogenasa. Esta enzima puede tener
como coenzima al NAD o al NADP, especificas segin el tipo de

Acetobacter. En el Acetobacter peroxidans se ha caracterizado

una alcohol - deshidrogenasa NADP- especifica. La Reaccién 2,
" no es Mas que la incorporacién del agua al acetaldehido para

formar hidrato de acefaldehido.

En la Reaccién 3, el hidrato de acetaldehido se
convierte en &cido acético por accion de una Aldehido

deshidrogenasa NADP - especifica.
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CH;CH,0H
EtTol
> NAD(P) (ﬁ . > NAD@H+H _
CHy-CHO
Acetaldehido

H,O

@)

CH;-CH(OH),
Hidrato de acetaldehido

> NADP* —
> NADPH + H*
o)

CH;-COOH
Acido acético

> 2NAD (P) 2NAD(P)H+H

4a

2ATP l

2ATP

Citocromo
oxidasa

{6ATP ]

Fe* Fe™
0, 20(0,).

FUENTE:
Bruchman (1980)

FIGURA N° 01 : Esquema de la fermentacién acética
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En las Reacciones 4a - 4d, se representan los pasos ya
conocidos de la cadena respiratoria en los que el hidrégeno
ligado a las coenzimas reaccionan finalmente con el oxigeno del
aire y la energia liberada queda convertida en ATP a través de la
fosforilacion oxidativa. En la misma figura, encontramos que se
forman dos moléculas de agua mas que la que corresponderian
de acuerdo con la reaccién global de la fermentacién acética.
Esto se explica, por el hecho de que en una reaccién intermedia
se incorpora agua para convertir el acetaldehido en su hidrato,
cuya posterior deshidrogenacién proporciona dos equivalentes de

reducciones adicionales (Bruchman, 1980).
1.1.9. Factores que influyen en la fermentacién acética.

Los principales factores que influyen en una

fermentacién acética son:

- Acidificacién inicial: [a acidificacion tiene por objetivo
inhibir el desarrollo de fermentos perjudiciales. El medio es
acidificado utilizando vinagre proveniente de otra
fermentacién, sin un tratamiento final, es decir
conteniendo bacterias activadas. La cantidad de vinagre
iniciador anadido al medio alcohdlico dependerd de la
naturaleza del proceso, pero generalmente se considera
adecuado del 10 al 25% en volumen de vinagre, con una

acidez inicial de 3%. (Quintana, 1988).

- Concentracién de Alcohol: Cominmente, para dar
buenas fermentaciones las concentraciones de alcohol

deben estar entre 10 a 13%; valores mayores a 14%
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dificultan la formacién de la capa gelatinosa de bacterias y

la oxidacién es incompleta.

Por otra parte concentraciones bajas pueden
producir una pérdida de vinagre, ya que a concentraciones
inferiores de 1 a 2%, los ésteres y el é&cido acético se
oxidan causando la pérdida del aroma y sabor (Prescott y
Dunn, 1962).

Garrido (1954), cita las bacterias acéticas que
presentan limites méaximos de tolerancia de concentracién

de etanol, segiin la TABLA 1V.

TABLA IV

LIMITES MAXIMOS DE TOLERANCIA A CONCENTRACIONES DE
ALCOHOL DE ALGUNAS BACTERIAS ACETICAS (Garrido, 1954).

BACTERIA ACETICA TOLERANCIA ALCOHOLICA

Bacterium ascendens 12%
Bacterium aceti y

Bacterium acetosum 11%

Bacterium kutsingianum vy

Bacterium pasteurianum 9.5%

Bacterium xylinum 6.7%
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- Cantidad de oxigeno suministrado: Es indispensable
para poder oxidar el etanol a acido, si es llevado a cabo en
una atmésfera pobre en oxigeno, la oxidacién no es
completa produciéndose algo de aldehido acético. La
entrada de aire debe ser proporcional a la capacidad de
fermentador, sin ningin impedimento de interrupcién ya
que es dificil la reanudacién de la actividad (Carbonell,
1970).

- Temperatura: Las enzimas de las bacterias acéticas; la
alcohol - deshidrogenasa tiene més actividad méxima entre
28 - 30°C. El rango de actuacién queda limitada entre los
12 a 45°C. Siendo lenta a bajas temperaturas, improductiva;
siendo causa directa de pérdida por evaporacién del
alcoho] y‘ acido acético. Asi mismo de materias volétiles,

constituyentes del "Bouquet"'del vinagre (Carbonell, 1970).

- pH: El pH 6ptimo para el desarrollo de las bacterias
acéticas es de 4.5 (Carbonell, 1970); o de 5.4 {Gamarra,
1972).

1.1.10. Tipos de vinagre.

Segin la Norma Técnica Peruana N° 209.020 de
ITINTEC (1970), los vinagres se clasifican del siguiente modo:

- Vinagre de vino: Es el obtenido por la fermentacién

acética del vino, debiendo cumplir los siguientes requisitos:



Caracteres Organolépticos.

- Aspecto : Limpido

- Olor : Caracteristico.

- Sabor : Caracterfstico.

- Color : Caracterfstico del vino de procedencia.

Caracteres Fisico - quimicos

t

Densidad a 20°C : 1,010 a 1,023

- pH potenciométrico, minimo : 2,6

- Acidez total en gramos de acido

acético por 100 mL, minimo 4%

- Acidez fija en gramos de &cido

tartarico por 100 mL :0,1a20,3
- Alcohol en volumen a 20°C , méximo 1%
- Extracto seco a 100°C, minimo :.1.2%
- Extracto libre de aztcares reductores, minimo :0.7%
- Cenizas totales, minimo : 0.1%

- Alcalinidad de cenizas en mL de &cido normal,

minimo :2.1%

- Cloruro de sodio, méximo :0.1%

- Sulfatos expresados en KHSO, méximo : 01%
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Caracteres Microbiolégicos.

- Estar libres de gérmenes y bacterias patdgenas.

- Estar libres de anguilulas, vegetales criptogdmicos y otros

pardsitos o insectos.

Vinagre de alcohol: Es el obtenido por la fermentacién
acética de la dilucién de alcohol etilico rectificado,

debiendo cumplir los siguientes requisitos:

Caracteres Organolépticos:

- Aspecto : Limpido
- Olor : Caracteristico.
- Sabor : Caracter{stico

- Color : Incoloro o amarillento
Caracteres Fisico - quimicos

- Densidad a 20°C : 1,005 a 1,013

- pH potenciométrico : 2,8

- Acidez total, en gramos de acido

acético por 100 mL, minimo 4%
- Alcohol en volumen a 20°C, méximo : 1%
- Extracto seco a 100°C : 0,06 a 0,30

- Cenizas, minimo : 0,02%
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- Reaccidn de cenizas : Neutra.
- Furfural : Exento.
- Otros vinagres, son los obtenidos por la fermentacién

acética de bebidas alcohdlicas de cereales, de frutas o de

hidromiel.

1.1.11. Métodos de elaboracion de vinagre.

Las distintas formas de fabricacién de vinagre se
pueden dividir segin el tiempo de fermentacién, en
procedimientos "lentos" o de Orleans y procedimientos "rapidos",
como el procedimiento sumergido. Entre los més difundidos se
encuentran: proceso lento, proceso rapido y proceso sumerg_ido
(Aquarone, et al, 1983; Bourgeois, 1985; Brock y Madigan,
1993; Frazier y Westhoff, 1985 y Jagnow y Dawid 1991).

Proceso lento, también conocido como proceso
Francés, es el més antiguo y el mejor proceso para la produccién
de vinagre con excelentes cualidades, finos, empleandose para
ello barriles u otros materiales que no confieran propiedades
extrafias al producto, estd provisto de aberturas laterales para la
entrada de aire. Durante la fermentacién las bacterias acéticas
forman una pelicula fina sobre la superficie de la solucién que
con el tiempo se hace gruesa y gelatinosa, conocida con el
nombre de "madre de vinagre", el cual deberd estar soportado
por un enrejado de madera o viruta, impidiendo su caida al
fondo. El producto se forma naturalmente, no requiere de

clarificacién, ni filtracién, siendo practicamente limpido.
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Proceso rapido, una acetificacién més rapida, puede
ser conseguida por medio de un proceso conocido con el nombre
de proceso Alemé&n, proceso universalmente usado para la
produccién de la mayoria de vinagres comerciales. El
equipamiento utilizado es llamado generador, introducido en
Alemania en 1832 por Schuetzenbach. Este proceso consiste
basicamente, en un aparato o generador de vinagre o vinagrera,
constituido normalmente de madera, acero inoxidable, en el cual
es empacado con bagazo de carfia, tiras de madera, en cuya
superficie crecen las bacterias, efectuando la respectiva
acetificacién. El producto se forma més répidamente, con menor
probabilidad de contaminacién e infestacién. Pero tiene

inconvenientes por la proliferacién de Acetobacter xylinum,

productoras de un material gelatinoso y con el tiempo acaba
obstruyendo las tuberias y otros accesorios. Debido a las grandes
dimensiones estdn sujetos a infestaciones por insectos y
nemétodes. El funcionamiento del generador, supone el
desplazamiento del liquido alcohdlico durante el proceso de
acetificacién, corrientemente este liquido se vierte en gotas sobre
superficies, en los cuales han crecido las bacterias del vinagre,

necesitando el suministro de abundantes cantidades de aire.

Proceso sumergido, el proceso de fermentacién
acética puede darse con alta eficiencia, por procesos sumergidos,
es el més moderno, pues utiliza un fermentador equipado con
diversos accesorios, principalmente por un rotor, que difunde
todo el aire desde el fondo de manera homogénea en todo el
liquido, estando totalmente automatizado, encontrdndose las
bacterias acéticas sumergidas en el liquido alcohdlico a

fermentar, entre tanto para catalizar la reaccién que les suministre



energia, necesitan de la administracién continua, adecuada de 02,
en todos los puntos del tanque, por que pequenias interrupciones
del suministro, principalmente en las fases finales de Ia
fermentacién, pueden afectar considerablemente en el
rendimiento. Con este método se reduce el tiempo de
fermentacién y la productividad es méxima. Sin embargo un
inconveniente, es que el producto debe de filtrarse para eliminar

las bacterias.

1.1.12. Comparacién entre procesos.
- En cuanto a la cantidad de producto:

Los tres procesos- bésicos de produccién, pueden
generar vinagres de buena calidad, dependen de la materia
prima, microorganismo y las condiciones de fermentacién

sean adecuadas (Aquarone, et al., 1983):
a) Proceso lento:

El producto se forma naturalmente, sin aireacién
forzada, adicién de sustancias extranas como
antiespumantes, etc. Se obtienen productos de buena
calidad. No necesitan clarificacién, filtracién, pues se

clarifica a medida que se forma.
b) Proceso rapido:

El producto es obtenido més répido, con menor

probabilidad de contaminacién e infestacién.
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c) Proceso sumergido:

El tiempo de fermentacién es corto, con condiciones
totalmente controladas, evitando la formacién de productos
secundarios y pérdida de sustancias arométicas provenientes

de la materia prima, las bacterias son maés selectivas.
- En cuanto a la productividad:

Se tienen los siguientes datos (Aquarone, et al., 1983).

VINAGRE PRODUCIDO
PROCESOQ AREA OCUPADA (m?
(Litro/Dia)
SUMERGIDO 30 30.000
RAPIDO 30 1.000
LENTO 30 50

- En cuanto a la durabilidad y mantenimiento del

equipo.

Proceso sumergido, utiliza equipamiento de acero
inoxidable de gran durabilidad y tiene una constancia de
produccién, proceso totalmente automatizado de facil

control, mantencién v asistencia técnica adecuada.

En el proceso lento, utilizan mayormente madera,
sujeto a resecamiento, infestaciéon, mantencién y el control

es més simple, normalmente efectuado sin mucha técnica. El
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proceso répido estd sujeto a imprevistos técnicos y exigen
cierta préactica para resolver, principalmente relativos al
material, como son el hinchamiento, compactado y

descomposicién.

1.2.MATERIAS PRIMAS PARA LA ELABORACION DEL
VINAGRE DE FRUTAS

El Per, es un pais que posee una flora y wvegetacién
privilegiada por su ubicaciébn geogréfica y una 'geomorfologfa
bioclimética, en la cual acoge un sin nlimero de especies vegetales
fruticolas, de gran importancia socio econdémica, capaces de sustituir

a otras, en diferentes procesos industriales, dentro de ellos tenemos:

1.2.1. La tuna (Qpuntia spp.)

Es una especie vegetal originaria de América, adquiere
‘importancia econémica no solo, porque es el principal hospedero
de la cochinilla, sino también por su produccién de frutos vy

derivados del cladiodo o penca.

La mayor concentracién de tunales se encuentra en los
departamentos de Ayacucho, Huancavelica, Apurimac, Arequipa,
Lima, Ancash, Moquegua, Tacna, Cajamarca, Junin, Piura, Ica,

Huénuco, Cuzco y La Libertad.

1.2.2. Clasificacion Sistematica

Clase : Angiosperma
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Sub clase : Dicotiledonea.
Orden : Cactales.
Familia : Cactaceae
Género : Opuntia
Nombre cientifico : Opuntia spp.
Nombre vulgar : "tuna"

1.2.3. Descripcion Botanica:

Es una planta arbustiva, perenne, alcanza hasta 5m. de
altura vy 3 a 4 m. de didmetro de copa. Tallo o tronco muy
ramificado, suculento y aplanado en plantas jévenes, lefioso y
cilindrico en su base, en plantas adultas. Cladiodos o "pencas"
articuladas aplanadas en forma oval, oblonga o espatulada, de
color variado desde un verde claro a un verde gris, poseen

epidermis gruesa, cuticula dura, estomas hundidos.

Hojas pequefas y rudimentarias de 3 a 5 mm. de
longitud, de consistencia membranosa, de color verde y que caen
aproximadamente al mes de encogidas y son reemplazadas por
un conjunto de pequefias espinas llamadas gloquideos. Flores
hermafroditas de simetria regular. El fruto es una baya, de forma
elipsoidal, oval o redonda achatada, de consistencia carnosa y

jugosa. Pulpa dulce aromética, musilaginosa, de textura firme,
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arenosa y de color variable. Rafz muy fibrosa, cilindrica, de

répido crecimiento, de hasta 5 m. de longitud.

La tuna se desarrolla bien en zonas semi-éridas, siendo
la temperatura Optima entre 16°C a 26°C de media anual
Prefiere el clima templado, célido vy con alta luminosidad. La
humedad relativa, es aquella cuya media mensual varia entre 55
a 85 %. La altitud conveniente fluctia entre 800 a 2500 m.s.n.m.
La precipitacién adecuada tiene una media anual entre los 350 a
500 mm. distribuida regularmente entre el brote y la

fructificacién.

1.2.4. Usos:

La tuna por su sistema radicular, rusticidad, exigencia
minima de agua y adaptabilidad a la Costa, Sierra y Ceja de
Selva, puede ser utilizada o aprovechada en forma integral esto
es la raiz, el tallo y el fruto para diferentes fines. Los principios

benéficos y usos que nos brinda son:

- Para el consumo humano, en, jugos, mermeladas, jaleas,

frutas deshidratadas, néctar, mieles y otros.
- Para el consumo animal, como ensilaje, pasta de semilla.

- Para elaborar productos quimicos bolielectrolitos activos,
floculantes, fibra para la fabricacibn de papeles,
fertilizantes, alcohol industrial, &cido oxélico, base para la
industria del jabén, mordiente para la industria textil,

anticorrosivos, caucho sintético.
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La planta como hospedero de la cochinilla, que se utiliza
para la obtencién del carmin, colorante natural cuyo
principio activo es el &cido carminico de color rojo burdeo
y es altamente cotizado en los mercados mundiales, para el
industria de los cosméticos,

uso en la alimentos,

farmacologfia, textil.

También es utilizado en el sistema agrosilvo pastoril en la

" reforestacién, para prevenir la erosién (INDOAGRO, 1997,

Calzada, 1985).

\

Composiciéon quimica:

COMPOSICION POR 100 GRAMOS DE PORCION COMESTIBLE

(COLLAZOS, 1996)

ia | CARBOHI GRASAS | FIBRA | CENIZAS | AGUA
ALIMENTO EN;:R?'A praTos | PROTEINA
ca g 8 g g. 8. g
TUNA 58,00 15,4 0,8 - 3,8 1,5 82,3

1.3. Guinda (Prunus capullin)

Es una planta originaria de México y se cree que los

espanoles lo introdujeron durante la colonia hacia América Central,

segan Parodi (1964). En el Perd y Ecuador, es conocida también

como “capuli", en Colombia lo llaman "cerezo criollo", en Venezuela

"cerezo de los andes" o "muji", en México como "cereez" y en Esparia

como "capulin”" (Calzada, 1985).
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En nuestro pais se encuentra preferentemente en los
Departamentos de Cajamarca, Huancavelica, Junin, Ancash,
Apurimac y Ayacucho, lugares donde crece de manera silvestre,
pues no se cultiva como otros frutales. LLas mejores variedades se

encuentra en Ambato, Ecuador, y en el valle del Mantaro, Perd.

1.3.1. Clasificacién Sistematica:

Division : Antophyta.

Clase : Dicotiledonea.
Sub-clase : Archyclamidea.
Orden : Rpsales.

Familia : Rosaceae.

Género : Prunus.

Especie : capullin.

Nombre cientifico : Prunus capullin
Nombre vulgar : “guinda”, “capuli”

1.3.2. Descripcién Botanica:

Es una planta lefiosa de porte arbustiva que en el Perq,
crece de manera silvestre, generalmente no se le cultiva, v es
comin encontrarlo en la regién andina en los cercos. En otros

paises se cultiva para aprovechar su fruto. Llega a alcanzar hasta
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15 m. de altura, de copa abierta esférica, con ramas extendidas
més bien delgadas, de corteza de un color rojo pardusco. Las
hojas son simples largamente pecioladas, con [dmina peciolada y
oblonga; erguidas miden de ocho a doce centimetros de largo y
cuatro a cinco centimetros de ancho, con el &pice agudo y los
bordes finamente acerrados. Las flores son heteroclamideas,
inflorescencia en racimos, pentdmeras y bisexuales, con el céliz
formado por cinco sépalos v la corola formada por cinco pétalos
blancos y libres, estambres en nimero de cinco libres, gineceo de
ovario medio o stpero. El fruto es una drupa, de forma esférica u
oval de 1.5 a 2 cm. de didmetro, con el epicarpio rojo oscuro,
mesocarpio jugoso, carnoso y agridulce; y el endocarpio, duro y
pétreo, conteniendo una sola semilla. El fruto se encuentra en
racimos parecidos a la uva y cuando secas tienen cierta similitud
con las pasas. La céscara es delgada, pero lo suficientemente
firme de modo que la fruta pueda ser manipulada facilmente sin
que le ocurran magulladuras. La semilla es redonda y grande en
proporcién a la fruta, tiene una cubierta bastante dura. Esta
planta est4d adaptada a regiones sub tropicales y templadas, crece
bien en los valles interandinos entre los 1800 a 3500 m.s.n.m.,

requiriendo bastante humedad.
1.3.3. Usos:

La fruta, es consumida directamente por su agradable
sabor. También son utilizados para la elaboracién de licores,
mermeladas, esencias, colorantes para lo cual generalmente se

comercializa seca.
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Del arbol, las ramas se utilizan cuando tiernas por ser
flexibles y fuertes, parecidas al sauce, para la fabricacién de
canastas. La madera tierna, para la confeccién de mangos de
herramientas. Después de 6 a 8 afios produce una madera rojiza
utilizado para la confeccién de guitarras, siendo esta dura vy

resistente a los insectos y hongos dafinos, Las plantas de guinda

(Prunus capullin), son utilizados en el sistema agro-forestal, como
arbol de reforestacién, para prevenir la erosién, mantener la

humedad de los suelos, barrera contra los vientos (Alcézar,
1997).

1.3.4. Composicién quimica:

ANALISIS DEL MOSTO DE GUINDA (g/L) (Vogt, 1972)

Variedad Extracto -
AzGcar Acido Sustancias
de mostos de Azicar Cenizas| Agua
invertido mélico | nitrogenadas
dulces sacarosa

Guinda 93,00 168,00 10,00 14,00 4,3 48 1832,00




MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo de investigaciéon se llevé a cabo en el
Laboratorio de Microbiol ogia de la Facultad de Ciencias Biolégicas, de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los

meses de marzo — setiembre 1998.

1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA BACTERIA
ACETICA.

1.1. Aislamiento de la bacteria acética.

La bacteria acética se aislé a partir de un vinagre de fruta,
obtenida por una fermentacién espontédnea, para lo cual fue
sembrada 10 mL de este vinagre en 100 mL de Caldo de Levadura
Alcoholizada (Rogieux, 1964); siendo incubado a 25°C durante 5 a 7
dias, para observar el desarrollo dado por el enturbiamiento del
caldo, aumento de acidez y presencia del velo o masa esponjosa
depositado en el fondo del recipiente. Posteriormente se procedié al

aislamiento en tubos de vidrio, utilizando para ello como medio



el Agar Extracto de Levadura Verde de Bromocresol, incubandolo a

37°C durante 5 a 7 dias (Alegria, 1982). Ver Anexo N° 01 y 02.
1.2. Identificacion de la bacteria acética.

Para la caracterizacién de la cepa, aislada se tomaron en

cuenta:
1.2.1. Observaciéon macroscépica:

- Formacién del velo o pelicula, como también las

caracteristicas de las mismas.
- Enturbiamiento del medio.

1.2.2. Observacién microscépica:

- A través de un frotis y coloracién gram de la
pelicula con ayuda del microscopio, se
observaron las caracteristicas morfolégicas de las

bacterias acéticas.
1.2.3. Pruebas bioquimicas:

Para la identificacién bioquimica de la bacteria acética
aislada, se utilizaron las siguientes pruebas, recomendadas por

(Rougieux, 1964; Collins, 1969; Carlo, 1948):
- Presencia de la enzima catalasa.

Para el cual se mezclé una asada del cultivo
puro con una gota de H,0O, La positividad se dio por el

desprendimiento de oxigeno.
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- Capacidad de oxidar el acido acético a CO,
v H,O.

Consistié en el desprendimiento de CO, por
oxidacién del éacido acético, utilizando para ello tubos de
prueba conteniendo Caldo de Levadura con 2% de Acido
Acético. El desprendimiento de CO, se determiné por

acumulaciéon de gas en el tubo de Durham.
- Oxidacién del etanol.

La cepa pura, se inoculé en tubos que contenian
Caldo de Levadura més 2% de Etanol y Rojo Congo como
indicador a pH 4.5. La capacidad de oxidacién se determiné
por la produccién de &cido acético formado, mediante

titulacién, con NaOH a 0,1 N.
- Formacién de acido glucénico.

Para lo cual se realiz6 una resiembra superficial
de la cepa aislada sobre agar extracto de levadura con 5% de
glucosa y 3% de carbonato de calcio. La produccién de &acido
glucénico se determiné por la disolucién de la caliza vy la

formacién de zonas claras alrededor del cultivo.
- Oxidacién del lactato de calcio.

Se cultivd en Caldo de Levadura con 2% de
Lactato de Calcio, observandose la formacién de cristales de

carbonato.



- Poder reductor.

Se realizé una resiembra por puntura superficial
del cultivo puro de bacterias aisladas, sobre Agar Extracto de
Levadura con 2% de Glicerina. Al desarrollar en las placas de
petri se adicioné la solucién de Fehling Ay B, observandose la
capacidad para transformar la glicerina a dihidroxiacetona,

mediante la formacién de éxido caprico.
- Asimilacién de aziicares.

Para lo cual se prepararon caldos, utilizando
como medio base agua de levadura y como indicador parpura
de bromocresol con las siguientes azlcares: Sacarosa, Maltosa,
Lactosa y Galactosa. La siembra se realiz6 por asadas. La
asimilacién de los azlcares se manifesté por la variacién del
pH.

La temperatura de incubacién de las diferentes
pruebas bioquimicas fue de 37°C y un tiempo de 48 horas

como minimo.

2. ELABORACION DE VINAGRE DE FRUTAS

Para el proceso de elaboracién de vinagre, inicialmente se realizé el
acondicionamiento de los mostos de tuna, guinda v mezcla de ambas.
Ver Figura N° 02.

Luego del acondicionamiento de los mostos se procedié a la

elaboracién siguiendo el flujograma descrito en la Figura N° 03.
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MOSTOS

v
GUINDA MIXTO

. _TUNA

DILUCION
1:1y2:1

!

pH 4.0 y Az(cares totales 15° Brix

l

TEMPERATURA DE INCUBACION

! |

Ambiental
X=21C

A

Experimental: 28°C

MOSTOS ALCOHOLICOS

I

MOSTOS ALCOHOLICOS
ACIDEZ INICIAL 3% CON 0.1% FOSFATO DE AMONIO

A

TEMPERATURA DE INCUBACION

A

Pimbiental
X=21°C

Experimental: 28°C

FIGURAN?® 02: Diseino del acondicionamiento de los tratamientos.
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MATERIA PRIMA

v

SELECCION DE LA MATERIA
PRIMA

ACONDICIONAMIE%TO DE LA MATERIA
PRIMA

M

OBTENCION DEL MOSTO

v
ACONDICIONAMIENTO DEL MOSTO

\4
SULFITADO

Inoculacion de la levadura —>

FERMENTACIONYALCOHOLICA
I

TRASIEGO

V

ACONDICIONAMIENTO DEL MOSTO ALCOHOLICO

Inoculacion de la
bacteria acétilca

i 4
FERMENTACION ACETICA
I

v

CLARIFICACION

v
ENVASADO

v

PASTEURIZADO

\4

PRODUCTO FINAL

FIGURA N° 03 : Flujograma de elaboracion de vinagre de
frutas
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2.1. Materia prima:

Las frutas utilizadas fueron "tuna" y "quinda", seleccionandose
aquellas que habfan alcanzado el mayor grado de madurez, siendo
las frutas sobre maduradas las més deseables para la fermentacién,
las cuales fueron determinadas mediante la medicién de los grados
Brix y el pH. Se evité incluir frutas con signos de contaminacién o

putefraccién.

2.1.1. Acondicionamiento de la materia prima.

Consistié en el lavado manual, con el objetivo de
eliminar elementos no deseables para el proceso; realizdndose de

acuerdo a la fruta.

Para el caso de la tuna se tuvo que realizar un pelado

manual con el empleo de un cuchillo.

Para el caso, de la guinda, se tuvo que eliminar las
hojas, flores producto de la cosecha y posteriormente estrujarlo

con la finalidad de despeparlo.

2.1.2. Obtencién del mosto.

Una vez acondicionada la materia prima se procedié a
la obtencién del mosto. Para el caso de la tuna se realizé un
prensado manual, utilizando para ello una malla metélica de 0.5
mm. y para la guinda después del estrujado se realizé un licuado
con la finalidad de homogenizar el mosto. Posteriormente se filtré

o tamizé los mostos obtenidos.
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2.1.3. Acondicionamiento del mosto

Obtenido el mosto se procedié al acondicionamiento

realizando las siguientes operaciones:

) Dilucién del mosto.

Debido a que este fue muy denso, se hizo la dilucién
respectiva con agua hervida, siendo ensayadas las siguientes

diluciones 1:1 y 2:1 (litros de agua: litros de mosto).
o Correécién del pH.

Se realizé con la finalidad de permitir seleccionar la
flora del mosto, desarrollandose en él solamente las levaduras
fermentativas e inhibiéndose los microorganismos indeseables,
habiéndose ajustados el pH del mosto con é&cido citrico hasta

llegar a un pH de 4.0.
) Correccion de la cantidad de aziicar.

Con la finalidad de garantizar un buen rendimiento del
mosto alcohdlico se hizo la correccién de la cantidad de azicares

iniciales, ajustandose a 15%. (Mayer, 1963; Aquarone, et al,
1983).

El ajuste de los azicares se realiz6 Unicamente de tal

modo que:

- La cantidad de alcohol no sea superior a 105 g/l. en vinos

tintos, ni a 95 g/L. en vinos blancos, rosados y claretes.

- El alcohol contenido en los vinos tintos no supere el
contenido en los vinos a los que no se ha agregado azicar

(pérrafo 5, articulo 3 de la nueva ley vinicola Alemana). Esta
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ley establece, ademaés, que para la correcciéon de vinos debe
utilizarse Gnicamente sacarosa pura, ya que ésta no altera el
color; también autoriza el empleo de glucosas que no den

olor al vino (Vogt, 1972).
2.2. Sulfitado o pasteurizado

Esta operacién se realizé con la finalidad de eliminar los
numerosos microorganismos que puedan competir con la levadura a
utilizarse, adicionéndole para ello 53 mg/L, siendo este el valor

recomendado por (Vogt, 1972).

2.3. Fermentacion alcohélica

La levadura utilizada fue Saccharomyces cerevisiae ATCC
4126, que resulta ser una levadura seleccionada como una de las

més aptas para la fabricacién del vino. (Vogt, 1972; Verman, 1994).

La levadura fue regenerada o activada 24 horas antes de ser
inoculada, en tubos de baquelita conteniendo Agar Sabouraud,
luego fue inoculada en 10 mL de Caldo YM y posteriormente
trasvasé este preparado al 5% del mosto al cual se fermentd

llaméandosele semilla o "pie de cuba".

La fermentacién se realizd en recipientes de wvidrio
especialmente acondicionados, conforme se muestra en la Figura
N° 04; teniendo un volumen total de 3L., habiéndose empleado
como volumen util las 3/4 partes, equivalentes a 2.25L (Jagnow y
Dawis, 1991).
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Tuba de Jebe

VARILLA

DE
3/4 "VIDRIO

FIGURA N° 04: Diseno de Fermentador Alcohélico
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El control de la fermentacién, se realizé diariamente teniendo

en cuenta los siguientes parametros:

. Consumo de sélidos solubles por refractometria,

expresados en °Brix.

o Consumo de aziicares reductores, expresados como
glucosa (mg/mL), determinado siguiendo el método de
Miller (1959), usando para ello el Acido 3.5 dinitrosalisilico
(DNS); citado por Villaverde (1987). Ver anexo N° 03.

. Y al finalizar la fermentacién se realiz6 la cuantificacion
del etanol mediante la oxidacibn con dicroma, expresado
en g/100 mL (Amerine, 1976).

El desarrollo de la fermentacién se llevé paralelamente a dos
temperaturas: 28°C y ambiental (promedic de 21°C). los datos
obtenidos (azlcares totales) fueron sometidos a un andlisis factorial
3A x2B x 2C.

2.4. Trasiego:

Se realiz6 con la finalidad de separar el liquido alcohdlico de
la barra; para luego ser refrigerado por espacio de una semana, vy al
cabo de ese tiempo se transfirié a otro recipiente para su posterior

utilizacién (acetificacién).
2.5. Acondicionamiento del mosto alcohélico
) Correccidon de la acidez:

Se realizé, esta prueba con la finalidad de evitar el desarrollo

de microorganismos no deseables e inocular las bacterias acéticas,
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siendo acidificado con un vinagre que fue obtenido por una
fermentacién espontédnea, donde hubo formacién de la pelicula o
velo que viene a constituir la poblacién activa de las bacterias
acéticas llamada "madre de vinagre" (Frazier y Westhoff, 1985). Para
la acetificacién inicial se empledé la "madre de vinagre" conteniendo
6% de acidez, expresado en &cido acético mas las bacterias acéticas,

obteniéndose una acidez inicial de 3%.
. Correcciéon de nutrientes:

Se realizé con la finalidad de enriquecer el medio alcohdlico,
favoreciendo con esto un mejor desarrollo y mayor eficiencia de la -
bacteria. Se utilizé para ello el fosfato de amonio al 0.1 %, segin
Quintana (1948).

2.6. Fermentacién acética.

La fermentacién acética se desarrollé, por el método de
Orleans o "método lento", debido a que estos nos proporcionan vinagres
de buena calidad, con mejores caracteristicas organolépticas y costos
relativamente bajos. (Jagnow y Dawid, 1993, Gamarra , 1979; vy
Aquarone, et al.,, 1983).

La fermentacién acética se llevé a cabo en recipientes de
plastico especialmente acondicionandos conforme se muestra en la
Figura N° 05. El volumen total de cada recipiente fue de 3 L y el

volumen atil fue de 1 L.

Durante el proceso de acetificacién, se controlé cada 48

horas, la variacién de la acidez, expresadas en acido acético. La
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FIGURANZ® 05: Diseno de Fermentador Acético



fermentacién acética igualmente se desarrollé a dos temperaturas
28°C y a El cual fue incubado a temperaturas de 28°C y ambiental.
(apréximadamente 21°C). Los datos obtenidos de acidez,
expresados en acido acético fueron sometidos a un analisis factorial
3A x 2B x 2C.

2.7. Clarificacion.

Finalizado el proceso de fermentacién acética, se procedié a
la clarificacién, mediante la filtracién y decantacién en forma

natural.

2.8. Envasado:

Con la finalidad de guardarlos para su posterior
caracterizacién, los vinagres fueron envasados en frascos de vidrio
con tapas "twuist-off" cerrdéndolo herméticamente para el tratamiento

térmico respectivo.

2.9. Pasteurizado

Se realiz6 con la finalidad de estabilizar el producto,
utilizdndose para ello el Bafio Maria a una temperatura de 65°C por -

5 a 10 minutos. (Jorgensen, 1967; Ward, 1991).

2.10. Producto Final

Acabado todo el proceso de elaboracién del vinagre, el

producto final fue caracterizado de acuerdo a las Normas Vigentes,
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segin INDECOPI (ex-ITINTEC), teniendo en cuenta los siguientes

parémetros: fisico-quimicos:
- Densidad a 20°C, utilizando para ello un densimetro.
- pH, utilizando para ello un potenciémetro.

- Acidez total, en gramos de &cido acético por 100 mL, utilizando

para ello la siguiente férmula:

% de acidez acética — G x Nx m.e. x 100
Vm

Donde:
G = gasto de NaOH 0.1 N (mL)
N = Normalidad del NaOH (0.1)
m.e. = mili equivalentes del 4cido acético.
Vm = Volumen de la muestra empleada {mL).

- Acidez fija en gramos de &cido tartérico por 100 mL se
determind, empleando la Norma Técnica Peruana 209.024 (
INDECOPI, 1970).

- Alcohol en volumen a 20°C, se determind a través de la oxidacién

quimica del dicromato (Amerine, 1976).

- Extracto libre de azicares reductores, se determiné mediante el

método de Miller (1959), citado por Villaverde (1987).



- Cenizas Totales, se determiné empleando para ello la Norma
Técnica Peruana 209.022 ( INDECOPI, 1970).

- Para la evaluacién organoléptica, se tomaron en cuenta: el
aspecto, olor, sabor y color. El anélisis microbiolégico practicado
al producto final incluyé: determinacién de Meséfilos Viables,
Coliformes Totales y Fecales, Enterococos y Lactobacillus de
acuerdo al protocolo establecido para bebidas

fermentadas(Pascual, 1992).



RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA BACTERIA
ACETICA.

1.1. Aislamiento de la bacteria acética

Para el aislamiento de la bacteria acética, se emplearon
diferentes medios alcohélicos de modo que sirvié para la
produccién de vinagre en forma esponténea, observdndose que
las bacterias se  adaptaron mejor al Caldo de Levadura
Alcoholizado, evidencidndose el crecimiento por un
enturbiamiento del medio, formacién de una pelicula tenue,
uniforme y asi como el aumento de la acidez, calculado a través

de la titulacién con NaOH a 0.1 N.

Posteriormente estas bacterias fueron aisladas en el medio
Agar Extracto de Levadura Etanol Verde de Bromo Cresol,
aprecidndose el desarrolloc de colonias verde azuladas, redondas,
casi globulares (como gotas de agua) que median

aproximadamente de 1 a 2 mm. de didmetro.
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1.2. Identificacion de la bacteria acética

En la observacién macroscépica se comprobé la formacién
de una pelicula tenue, transparente, cuya caracteristica principal
fue la reptacién por las paredes del recipiente y con el respectivo

enturbiamiento del medio.

En cuanto a la observacién microscépica, mediante la
coloracién de Gram se observé células individuales, en parejas

cortas, de forma elipsoidal y algunas células hipertréficas.

Respecto a las pruebas bioguimicas realizadas se encontré
que la cepa aislada produce enzima catalasa, tiene capacidad de
oxidar el etanol a &cido acético y a su vez a COz2 y Hz20; pero no
produce &cido glucénico a partir de glucosa, no oxida el lactato
célcico y ne transforma la glicerina a dihidroxicetona. No se
observé la asimilacién de azlcares: sacarosa, lactosa, maltosa y

galactosa. Ver TABLA V.

De acuerdo a las caracteristicas macroscépicas,
microscépicas y bioquimicas encontradas, la cepa corresponde a

Acetobacter ascendens cuyas caracteristicas concuerdan con las

tablas de identificacién dadas por Rougieux (1964); Collins
(1969); Jorgensen (1967) y Bergey’s(1957).

ELABORACI()N DE VINAGRE DE FRUTAS.

2.1. Caracterizacién fisico-quimica de los mostos.

Para el presente trabajo de investigacién se emplearon los

mostos de tuna, guinda y mezcla de ambas, en cantidades
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iguales, determinandose los pardmetros fisico-quimicos, los cuales
son mostrados en la TABLA VI. Como se puede apreciar,
contienen importantes valores de azicares fermentecibles,
azicares totales (°Brix), acidez total y pH potenciométrico.
Notandose esto especialmente en el mosto de guinda que aporta
(7.24 mg/mlL) de azicares fermentecibles y azlGcares totales
(12.64%) valores que se acercan a los reportados por Vogt
(1972), mientras que en el caso de la tuna presentan azlcares
fermentecibles (6.38 mg/mL) v pH 4.88, un tanto inferiores a los

reportados por Berrocal (1968).

Conociendo los resultados del anélisis fisico-quimico de los
mostos, se procedié a seleccionar las materias primas, a través del
anélisis organoléptico para garantizar el proceso de elaboracién y
obtener un producto de buena calidad. Posteriormente se realizé
el acondicionamiento de la materia prima para la obtencién del
mosto. [La obtencién del mosto se obtuvo en forma artesanal
empleando para ello una malla metélica de acero inoxidable vy

mediante una licuadora para su homogenizacién.

Hecha esta operacién se procedié al acondicionamiento
del mosto, debido a que el mosto fue muy denso se probaron
para este trabajo las diluciones 1:1 y 2:1, azGcares totales (°Brix)
a un 15%, pH potenciométrico 4.0 y las temperaturas ensayadas
fueron ambiental (promedio 21°C) y 28°C. Estos factores
mencionados ayudaron a obtener una mayor produccién de

alcohol en los mostos de tuna, guinda v mezcla de ambas.



TABLA V

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LA BACTERIA
ACETICA AISLADA

PRUEBAS BIOQUIMICAS REACCION
Presencia de la enzima catalasa +
Oxidacién del etanol
Capacidad de oxidar el 4cido acético a CO, y H,0 +
Formacién del acido glucénico -
Oxidacién del Lactato Calcico +

Poder reductor ocetégeno

Asimilacién de azicares:
Sacarosa

Maltosa

Lactosa

Galactosa

TABLA VI

COMPOSICION FISICO-QUIMICO DE LOS MOSTOS

OBTENIDOS DE TUNA, GUINDA Y MIXTO.

Mostos
TUNA GUINDA MIXTO

Anadlisis

Sélidos solubles (° Brix) 11.52 12.64 11.60
Azucares reductores (mg/mL) 6.68 7.24 6.68
Acidez total (%) 4.62 8.38 7.23
Densidad {g/mL) 1.040 1.068 1.052
pH ‘ 4.88 4.81 4.82
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3. PROCESO DE FERMENTACION ALCOHOLICA.

Durante el proceso de fermentacién alcohdlica con Saccharomyces

cerevisiae ATCC 4126 se pudo apreciar que el consumo de azlcares se
llevé a cabo en mayor proporcién a los primeros dias de realizado el
proceso, disminuyendo progresivamente esta tendencia en los dias
posteriores, hasta tomar wvalores constantes. Ver TABLA VII vy

Figuras N° 06 y 07.

A temperatura promedio de 21°C la fermentacién alcohdlica duré
aproximadamente un tiempo promedio de 11 dias, obteniéndose un
valor minimo final de azlcares totales de 3.9 % para el caso de la
guinda dilucién 1:1 y en cuanto al valor minimo final de azlcares
fermentecibles se dio en el caso del substrato mixto (tuna - guinda)
* dilucién 1:1 siendo de 0.46 mg/mL. '

A la temperatura ambiental de 28°C, el mayor consumo de azicares
totales (°Brix) se dio en el substrato guinda y mixto (tuna-guinda)
dilucién 2:1, llegando a 4.6 % y azicares reductores finales de 0.42

g/mL., esto para el caso del substrato mixto (tuna-guinda).

4. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DEL MOSTO
ALCOHOLICO.

Posteriormente al proceso fermentativo se realizé la cuantificacién
del porcentaje de etanol, lo que se muestra en la TABLA VIII,
observandose que el substrato mixto (tuna - guinda), dilucién 1:1 y
temperatura 28°C, se obtuvo una produccién méaxima de 7.92 g % y un
rendimiento de etanol de 0.66. Este valor es similar a lo obtenido por

Garcia Godos (1994), quién utiliz6 como substrato hidrolizado de
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Gréfica ajustada de la variacién de los azicares totales durante la fermentacién alcohélica,
con Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126 a temperatura experimental (28°C).




58

10.00 4
°BRIX
8.00 1

6.00

400 4

200

000

- - @- - TUNA 16.03 1492 13.81 1270 11.60 10.48 228 827 7.96
 m— GUINDA | 16.07 1483 13.58 12.36 142 988 864 7.40 6.16 492 368
A —MIXTO 15.99 14.80 13.61 12.42 1.23 10.04 884 765 646 527

D: 1:1
TeCc21°C

o J g USSP
DIAS
000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "
- - ®- - TUNA 16.02 14.82 13.82 12.42 1.23 1003 883 763 643
——GUINDA | 16.03 1491 1379 12,66 1.54 10.42 9.29 8.17 7.04 592 4.80
— A —MIXTO 15.83 14.64 13.45 1107 988 869 7.50 6.31 512
D: 2:1
ToC21°C
FIGURAN?® 07

Gréfica ajustada de la variacion de los azicares totales durante la fermentacién alcohdlica,
con Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126 a temperatura ambiente (21°C).
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"ichu" obteniéndose un rendimiento de 0.61 e inferior a lo reportado
por Chipana (1989) quién utilizd como substrato savia de cabuya,
obteniendo un rendimiento de 0.70 y Betalleluz (1989) quién obtuvo un
rendimiento de 0.84 utilizando como substrato céscara de tuna y
superior a lo reportado por Chuchén (1989) que obtuvo un rendimiento de
0.45 utilizando como substrato "oca". Esto permite deducir que los
substratos empleados previo acondicionamiento adecuado del mosto
conducen a obtener productos con caracteristicas bastante aceptables y

un rendimiento similar a otros substratos antes citados.

A. ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE AZUCARES (°BRIX) AL
FINAL DEL PROCESO DE FERMENTACION ALCOHOLICA.

ANVA.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.c. F 0.05
Substrato 2 8297| 4.148| 14.72 0.001**
Dilucién 1 0107 0.107 0.38| 0550 N.S.
Temperatura 1 0144| 0144 0.51| 0488 N.S,
Substrato * Dil 2 0168| 0084 0.30| 0747 N.S.
Subs *T° 2 0484| 0242 086| 0448 N.S,
Dil, *T° 1 13731 1373 4.86 0.048 *
Subs*Dil*T® 2 0741 0.371 1.32] 0304 NS.
Error 12 3.381 0.282 --

TOTAL 23| 14.694
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(**) Como Fc > Ft, entonces existe diferencia altamente significativa, la
capacidad de fermentacién por la levadura se ve afectada con los

diferentes substratos.

(*) Como Fc > Ft, existe diferencia significativa entre el tratamiento
dilucién* temperatura. Es decir la fermentacién se ve afectada por estos

factores.

* PRUEBA DE CONTRASTE TUKEY PARA EL SUBSTRATO

Tuna 6.07 *
Guinda 4.591
Mixto 5.131

Se observé que el substrato tuna, es mejor que los otros substratos

para el proceso de fermentacién.

A.1. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE DILUCIONES (1:1 y 2:1), EN CADA
NIVEL DE TEMPERATURA (21° y 28°C) EN PROMEDIO DE
SUBSTRATOS (TUNA, GUINDA y MIXTO)

DILUCIONES
SUBSTRATOS G.L. S.C. F.c.
1:1 2:1
21 °C 29.98| 32.05 1 0.3771] 1.338 N.S.
28°C 2266} 30.11 1 46252 1642**

* Prueba de Tukey: ( o = 0.05)

Dilucién 1:1 ¢n temperatura (28°C) = 3.78

Dilucién  2:1 en temperatura (28°C) = 5.02
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Existe diferencia altamente significativa entre las diluciones vy
temperatura, siendo el mejor tratamiento la dilucién 2:1 a una

temperatura de 28° C.

A.2. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°C y 28°C)
EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN PROMEDIO DE LOS SUBSTRATOS

TEMPERATURA
SUBSTRATOS G.L. S.C. F.c.
21 °C 28 °C

1:1 ‘ 2998 2266 1 44652 15.85%*
2:1 32.05| 30.11 1 0.3136{ 1.11 N.S.

* Prueba de Tukey (a= 0,05)
Dilucién 1:1 en temperatura 21°C : 4.99
Dilucién 1:1 en temperatura 28°C: 3.78

Existe diferencia altamente significativa entre la dilucién 1:1
respecto a las temperaturas 21°C y 28°C, siendo la mejor la dilucién 1:1
y 21°C.

5. FERMENTACION ACETICA

Terminado el proceso de obtencién del mosto alcohdlico y
condicionado con 3% de acidez inicial expresado en &cido acético y |
0.1% de fosfato de amonio como nutriente, se dio comienzo a la
fermentacién acética que tuvo como duracién de 19 dias como
promedio, esto a una temperatura de 28°C llegando a obtenerse 6,9 g

% de acidez acética en el mosto alcohdlico mixto (tuna-guinda) dilucién
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1:1 y un valor maximo de 7.16 g % de acidez acética a una temperatura
de 28°c, el mosto alcohélico mixto (tuna-guinda) dilucién 1:1. Tabla IX
y Figura N° 08 y 09. Estos valores son similares a los obtenidos por
Quintana (1988) utilizando como substrato frutas sobre maduradas
(papaya, platano, pifia y mandarina) llegando a obtener un 7.22 g % y
superior a lo obtenido por Medina (1983) que obtuvo 6.62 g %

utilizando como substrato desechos de pifia.

Por otro lado en el desarrollo de la fermentacién acética se
observé que durante los primeros dias la transformacién del alcohol a
acido acético se llevé a cabo en forma lenta hasta alcanzar un valor
promedio de 3,5 g %, pasando luego a una etapa en la cual la
transformacién fue maés acelerada, hasta llegar a un valor méximo de
716 g % de acidez, expresado en &cido acético. Esto permite
corroborar que el proceso de fermentacién acética durante la obtencién
del vinagre, utilizando tuna, guinda y mixto como substrato fue

eficiente.
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FIGURAN?® 08

Grafica ajustada de la acidez total(% acidoacético) durante la fermentaciéon acética con
Acetobéacter ascendens a temperatura experimental (28°C).
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Grafica ajustada de la acidez total (% acido acétice) durante la fermentacién acética con
Acetobacter ascendens a temperatura ambiente (21°C).
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B. ANALISIS‘ ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE ACIDEZ (% DE
ACIDO ACETICO) AL FINAL DEL PROCESO DE FERMENTACION

ACETICA.
ANVA

F.V. G.L. S.C. C.M. F.c. F 0.05
Substrato 2 1.9399 0.97 67.65 0.00071 **
Dilucién 1 0.5310{ 0.5310 37.04 0.0001 **
Temperatura 1 29470 29470 20555 0.0001*=*
Substrato * Dil 2 0.5893( 0.2946 20.55 0.0001 **
Subs *T° 2 09575 04788 33.39 0.0007 **
Dil. *T° 1 0.1053] 0.1053 7.35 0.0189%
Subs*Dil*T° 2 0.2417| 0.1208 843 0.0052%x
Error 12 0.1721| 0.0143 - -
TOTAL 23| 7.4838

Como Fc>Ft, entonces existe diferencia altamente significativa
entre los tratamientos, es decir la capacidad de fermentacién acética por
las bacterias acéticas se ve ihﬂuenciada por el tipo de mosto alcohdlico
procedente de tuna, guinda v mixto; diluciones y temperaturas durante

el proceso de acetificacién.
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B.1. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN
LAS TEMPERATURAS (21°C y 28°C) EN NIVEL DEL SUSTRATO

TUNA.
SUBSTRATO DILUCIONES
G.L. S.C. F.c.
TUNA 1:1 2:1
21°C 13.38| 13.04 1 0.0289 2.02 N.S.
28 °C 1296 12.56 1 0.0400 2.78 N.S.

No existe evidencia significativa entre los mostos alcohélicos
respecto a las diluciones y temperaturas empleados durante el proceso

de acetificacién.

B.2. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS DILUCIONES (1:1 vy 2:1) EN
LAS TEMPERATURAS (21°C y 28°C) EN EL NIVEL DEL SUBSTRATO

DE GUINDA
SUBSTRATO DILUCIONES
G.L. S.C. F.c.
GUINDA 1:1 2:1
21 °C 13.21| 1318 1 0.00025] 0.0Z2 N.S.
28 °C 10.74| 10.84 1 0.0025! 0.17 N.S.

No existe diferencia significativa entre el mosto alcohdlico guinda
en relacién a la temperatura y diluciones durante el proceso de

acetificacion.
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B.3. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN
LAS TEMPERATURAS (21°C y 28°C) EN EL NIVEL DEL SUBSTRATO

MIXTO.
SUBSTRATO DILUCIONES
G.L. S.C. F.c.
MIXTO 1:1 2:1
21 °C 14.32 13.70 1 0.0961 6.70*
28°C 13.80 11.52 1 1.2996 90.64*

Prueba de Tukey

Substrato Mixto: - Dilucién 1:1 en temperatura 21°C: 7.16
- Dilucién 2:1 en temperatura 21°C : 6.85

Substrato Mixto: - Dilucién 1:1 en temperatura 28°C :6.90
- Dilucién 2:1 en temperatura 28°C: 5.56 ,

Existe diferencia significativa entre el mosto alcohdlico mixto
respecto a las diluciones y temperaturas empleadas, siendo las mejores
la dilucién 1:1 del mosto alcohélico mixto a una temperatura de 21°C y

28°C.

B.4. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°C y
28°C) EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN EL SUBSTRATO TUNA.

SUBSTRATO TEMPERATURA
G.L. s.C. F.c.
TUNA 21°C 28 °C
11 13.38| 12.96 1 0.0441, 3.07N.S.
2:1 13.04| 12.56 1 0.0576| 4.02 N.S.
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No existe diferencia significativa del mosto alcohdlico tuna
respecto a las temperaturas y diluciones empleados durante el

proceso de acetificacién.

B.5. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°C vy
28°) EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN EL SUBSTRATO GUINDA.

SUBSTRATO TEMPERATURA
G.L. S.C. F.c.
GUINDA 21 °C 28 °C
1:1 13.21} 10.74 1 1.5252 106.38**
2:1 13.18| 10.84 1 1.3689 95.48**

Prueba de Tukey

Substrato Guinda:- Temperatura 21°C en dilucién 1:1 :6.61
- Temperatura 28°C en dilucién 1:1 : 5.37
Substrato Guinda: - Temperatura 21°C en dilucién 2:1 : 6.59
- Temperatura 28°C en dilucién 2:1 : 542

Existe diferencias altamente significativas del mosto alcohdlico
guinda respecto a las temperaturas y diluciones empleadas, siendo las

mejores las diluciones 1:1 y 2:1 a una temperatura de 21°C.
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B.6. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°C y
28°C) EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN EL SUBSTRATO MIXTO

SUBSTRATO TEMPERATURA _
G.L. S.C. F.c.
MIXTO 21 °C 28 °C
1:1 14.32| 13.80 1 0.0676| 4.71 N.S.
2:1 13.70| 11.52 1 1.1881 82.86**,

Prueba de Tukey
Substrato Mixto: - Temperatura 21°C en dilucién 2:1  : 6.85
- Temperatura 28°C en dilucién 2:1 : 576

Existe diferencia altamente significativa entre el mosto alcohélico
mixto respecto a las temperaturas y dilucién 2:1, siendo el mejor la

dilucién 2:1 a una temperatura de 21°C.

B.7. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LOS SUBSTRATOS (TUNA,
GUINDA Y MIXTO) EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN LA
TEMPERATURA 21°C

T SUBSTRATO
G.L. S.C. C.M. F.c.
21°C TUNA | GUINDA [ MIXTO
1:1 13.38 13.21 14.32 2 0.3574 | 01787 24.92%*
2:1 13.04 13.18 13.70 2 0.1209 | 0.0605 4.22*

Prueba de Tukey
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Temperatura 21°C: -Substrato Tuna en dilucién 1:1 :6.69

- Substrato Guinda en dilucién 1:1 : 6.61
- Substrato Mixto en dilucién 1:1 :7.16
Temperatura 21°C: -Substrato Tuna en dilucién 2:1 : 6.52
- Substrato Guinda en dilucién 2:1 : 6.59
- Substrato Mixto en dilucién 2:1 : 6.85

Existe diferencia altamente significativa entre la temperatura 21°C
respecto a los mostos alcohdlicos y diluciones empleados durante el
proceso de acetificacién siendo el mejor el mosto alcohélico mixto,

dilucién 1:1y 2:1.

B.8. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LOS SUBSTRATOS (TUNA,
GUINDA y MIXTO) EN LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN LA
TEMPERATURA 28°C

T° SUBSTRATO
GL | s.C. | CM. F.c.
28 °C | TUNA | GUINDA | MIXTO
1:1 12.96 10.74 13.80 2 24996 1 12498 | 87.17**
2:1 12.56 10.84 11.52 2 0.7504 | 0.3772 26.17**
Prueba de Tukey
Temperatura 28°C: - Substrato Tuna en dilucién 1:1 :6.48

- Substrato Guinda en dilucién 1:1 : 537

- Substrato Mixto en dilucién 1:1 :6.90
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Temperatura 28°C: - Substrato Tuna en dilucién 2:1 : 6.28
- Substrato Guinda en dilucién 2:1 :5.42

- Substrato Mixto en dilucién 2:1 :5.76

Existe evidencia altamente significativa de la temperatura 28°C
respecto a los mostos alcohdlicos y diluciones, siendo el mejor el mosto
alcohdlico mixto y dilucién (1:1) y una dilucién (2:1) ambos a una

temperatura de 28°C.

B.9. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN
LOS SUBSTRATOS (TUNA, GUINDA Y MIXTO) EN ILA
TEMPERATURA 21°C.

TEMPERATURA DILUCION :
G.L. S.C. F.c.
21 °C 1:1 2:1

TUNA 13.38| 13.04 1 0.0289] 2.08 N.S.
GUINDA 13.21| 13.18 1 0.0002| 0.016 N.S
MIXTO 14.32] 13.70 1 0.0961 6.702*
Prueba de Tukey
Temperatura 21°C: - Dilucién 1:1 en substrato mixto :7.16

- Dilucién 2:1 en substrato mixto :6.85

Existe diferencia significativa entre la temperatura 21°C respecto
a la dilucién y mosto alcohdlico mixto, siendo mejor la dilucién 1:1 en

el mosto alcohdlico mixto
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B.10. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS DILUCIONES (1:1 y 2:1) EN
LOS SUBSTRATOS (TUNA, GUINDA Y MIXTO) EN LA
TEMPERATURA 28°C.

TEMPERATURA DILUCION
G.L. S.C. F.c.

28 °C 1:1 2:1
TUNA 1296, 12.56 1 0.040f 2.78N.S.
GUINDA 10.74| 10.84 1 0.0025 0.17 N.S
MIXTO 13.80] 11.52 1 1.2996 90.64*
Prueba de Tukey
Temperatura 28°C: - Dilucién 1:1 en substrato mixto : 6.9

- Dilucién 2:1 en substrato mixto :5.76

Existe diferencia significativa entre la temperatura 28°C respecto

a las diluciones del mosto alcohélico mixto, siendo mejor la dilucién
1:1.

B.11. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LOS SUBSTRATOS (TUNA,
GUINDA y MIXTO) EN LAS TEMPERATURAS (21°C y 28°C) EN LA
DILUCION 1:1.

DILUCION SUBSTRATO
G.L. S.C. C.M. F.c.
21: TUNA | GUINDA | MIXTO
2:1°C 13.38 13.21 14.32 2 0.3574 | 0.1787 12.46%*
28 °C 12.96 10.74 13.80 2 0.2498 | 0.0605 | 87.17**
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Prueba de Tukey

Dilucién 1:1.- - Substrato Tuna en temperatura 21°C : 6.69
- Substrato Guinda en temperatura 21°C : 6.61

- Substrato mixto en temperatura 21°C :7.16

Dilucién 1:1.- - Substrato Tuna en temperatura 28°C :6.48
- Substrato Guinda en temperatura 28°C : 5.37
- Substrato mixto en temperatura 28°C :6.90

Existe diferencias altamente significativas entre la dilucién 1:1
respecto a los mostos alcohdlicos y las temperaturas; siendo el mosto

alcohélico mixto el mejor a una temperatura de 21°C y 28°C.

B.12. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LOS SUBSTRATOS (TUNA,
GUINDA y MIXTO) EN LAS TEMPERATURAS (21°C -y 28°C) EN LA
DILUCION 2:1

DILUCION SUBSTRATO
G.L. S.C. C.M. - Fe
21: TUNA | GUINDA | MIXTO
2:1°C 13.04 13.18 13.70 2 0.1209 | 0.0605 4.22*%
28 °C 12.56 10.84 11.52 2 0.7504 | 0.3752 26.17%%

Prueba de Tukey

Dilucién 2:1.- - Substrato Tuna en temperatura 21°C :6.52

- Substrato Guinda en temperatura 21°C  : 6.59
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- Substrato Mixto en temperatura 21°C : 6.85

Dilucién 2:1.- - Substrato Tuna en temperatura 28°C : 6.28
- Substrato Guinda en temperatura 28°C : 542
- Substrato Mixto en temperatura 28°C : 5.76

Existe diferencia altamente significativa entre la dilucién 2:1
respecto a los mostos alcohdlicos y temperaturas empleadas, siendo
mejor el mosto alcohdlico mixto a 21°C y el mosto alcohdlico tuna a
28°C.

B.13. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°% y
28°C) EN LOS SUBSTRATOS (TUNA, GUINDA y MIXTO) EN LA
DILUCION 1:1

TEMPERATURA DILUCION
G.L. S.C. F.c.
28 °C 1:1 2:1
TUNA 13.38| 1296 1 0.0441 3.07 N.S.
GUINDA 13.21| 10.74 1 152521 106.37 **
MIXTO 1432, 13.80 1 0.0676] 4.71 N.S.

Prueba de Tukey

Dilucién 1:1.- - Temperatura 21°C en substrato guinda :6.61
- Temperatura 28°C en substrato guinda :5.37

Existe diferencia altamente significativa entre la dilucion 1:1
respecto a las temperaturas y el mosto alcohdlico guinda, siendo el

mejor el substrato guinda a una temperatura 21°C.
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B.14. ANVA DE EFECTOS SIMPLES DE LAS TEMPERATURAS (21°C y
28°C) EN LOS SUBSTRATOS (TUNA, GUINDA Y MEZCLA) EN LA
DILUCION 2:1

TEMPERATURA DILUCION
G.L. S.C. F.c.
28 °C 1:1 2:1
TUNA 13.04| 12.56 1 0.0576| 4.02 N.S.
GUINDA 13.18) 10.84 1 1.3689 95.47**
MIXTO 13.70| 11.52 1 1.1881 82.86**

Prueba de Tukey

Dilucién 2:1.- Temperatura 21°C en el substrato Guinda : 6.59

- Temperatura 28°C en el substrato Guinda : 5.42

Dilucién 2:1.- Temperatura 21°C en el substrato Mixto : 6.85
- Temperatura 28°C en el substratc Mixto : 5.76

Existe diferencia altamente significativa entre la dilucién 2:1
respecto a las temperaturas y mostos alcohdlicos guinda y mixta, siendo
los mejores el mosto alcohdlico guinda y mixto, ambos a una

temperatura de 21°C.

6. EVALUACION FISICO-QUIMICA DE PRODUCTO FINAL.

Terminado el proceso de la acetificacion el producto obtenido fue
filtrado en frascos oscuros con tapa hermética para su posterior
pasteurizacion. Realizada ésta operacién, se mantuvieron los frascos en

reposo por espacio de una semana con la finalidad de coadyuvar a la
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clarificacién por decantacién en forma natural, asi como para conseguir
que el producto tome cuerpo y una maduracién adecuada. Al cabo de
este tiempo se procedi6 a la toma de pequefias muestras para realizar
el anédlisis fisico - quimico de los vinagres obtenidos, cuyos ;esultados se
muestran en la TABLA X. Asi, se puede apreciar que los valores
obtenidos estéan dentro de los rangos establecidos por>la Norma Técnica
Peruana (INDECOPI, 1970), respecto a la elaboracién de vinagre,
determinando con esto la calidad del producto de tal manera que
llegue al consumidor con Optimas caracteristicas. El punto mas
importante que se puede resaltar, es la acidez alcanzada en la presente
investigacién de 7.16% valor que resulta inclusive més alto que lo
estipulado en la Norma Técnica Peruana, pudiendo éste producto ser
muy til para satisfacer las necesidades de la industria conservera o

también para ser diluido a un 4% de acidez para el consumo humano.

7. ANALISIS MICROBIOLOGICO

En la TABLA XI se reporta el analisis microbiolégico de los
vinagres obtenidos de tuna, guinda y mixto, teniendo como parédmetros
microbiolégicos: a los microorganismos Meséfilos Aerobios viables,
Coliformes Totales y Fecales, Enterococos y Lactobacillus;
observandose que estan dentro de los valores normales segin la Norma
Técnica Peruana. Por tanto la presencia de estos valores dentro de los
valores pérmisibles se debe a que durante el proceso de elaboracién se
emplearon  agentes. estabilizantes fisico-quimicos  (sulfitos vy

pasteurizado). Asl como también la acidez debida al acido acético.
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CONCLUSIONES

Habiendo terminado, el desarrollo de los objetivos propuestos en

el presente trabajo de tesis se llegé a las siguientes conclusiones:

1. El mosto que presentd mayor contenido de azicares totales vy
aztcares fermentecibles fue el de guinda (12.64 °Brix y 7.24 mg/mL,
respectivamente) seguido por la mezcla tuna-guinda y el mosto de

tuna.

[]
2. La bacteria acética aislada y posteriormente sometida a observacién
macroscépica, microscépica y pruebas bioquimicas fue identificada

como Acetobacter ascendens.

3. El mayor porcentaje de etanol, alcanzado (7.92 g/%), en Ila
fermentacion alcohélica fue con la mezcla de mostos tuna-guinda en
cantidades iguales, diluida 1:1 con agua, a la teinperatura de 28°C

por espacio de 6 dias.

- o
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El mayor grado de acetificacién alcanzado (7.16%), en la
fermentacién acética de los mostos mezcla tuna-guinda,provenientes
de la dilucién 1:1 a temperatura ambiental (21°C) por espacio de 25

dias.

Todos los vinagres obtenidos tanto de tuna, guinda y. mezcla de
ambas tienen caracteristicas fisico-quimicas comprendidas dentro

de la Norma Técnica Peruana respectiva.

El informe de ensayo de laboratorio, en relacién a las caracteristicas
microbioclégicas revela ausencia de contaminacién fecal o cualquier

otro signo de alteracién por causa microbiana en todos los vinagres.



RECOMENDACIONES
Se plantean las siguientes recomendaciones:

1. Promover, organizar y llevar a efecto convenios con instituciones
como el Ministerio de Salud, Ministerio de Agricultura y otras a fin
de difundir mediante campafias la importancia y ventajas del
consumo masivo de productos naturales, tales como vinagres
elaborados con frutas regionales que actualmente enfrentan una

competencia desleal con los productos del comercio informal.

2. Ampliar los estudios técnico-econémicos a fin de ver la posibilidad
de producir vinagres con frutas regionales, utilizando el método

ensayado.

3. Probar la elaboracion de vinagres de tuna y guinda con oftros
métodos, tales como el método rapido, método sumergido e incluso
con técnicas de inmovilizacién celular; a fin de establecer el método
més 6ptimo vy rentable, bajo las condiciones existentes a nivel local y

regional.
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ANEXO N° 01

COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR EXTRACTO DE
LEVADURA ETANOL VERDE DE BROMO CRESOL

Extracto de levadura..........ccooovvvvvinnieiiniiiieiieeiins 30.0g
Verde de Bromocresol (2.2% solucién acuosa)........ 1.0 mL
AGAT oot 200g
Agua destilada.........cccooeriiiiiiiiiiii e 1000.0 mL
pH: 74

Nota.- Se disolvié el extracto de levadura y el agar a vapor fluente y se
adicioné la solucién verde de bromocresol, se repartié en frascos de
baquelita, se esterilizé, enfrié a 45 - 50°C y se afiadié 0.3 mL de etanol
al 50% (Alegria, 1982)
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ANEXO 02

ESQUEMA DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS
ACETICAS

Bebida alcohdlica

Incubacion 5-7 dias

/ Fo / Coloracién Gram
AISLAMIENTO Sy
R 7 /m\\ Agar Exttracto de
N ?;a-"‘ / AN
,\\\/ P

X¥./\ Levadura Etanol
Verde de

Bacilos Gram 30°C
<+ Negativos > 48hr.

30 °C 48 hr.

y

Coloracion Gram. \
Prueba de la Catalasa Caractm’s}icas de:
Crecimiento en medio alcohslico - Poder oaidante.

-Podercetégeno.
- Produccién de 4cido glucénico.




ANEXO 03

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA
POR EL METODO DE MILLER (Miller, 1959)

La concentracién de azicares reductores expresado como glucosa
se determiné siguiendo el método de Miller usando el &cido 3,5 -

dinitrosalisilico (DNS), citado por Villaverde (1987).

REACTIVOS:

Mezclar:
Agua destilada........ocoooeiieeiiini 1416.0 mL
DINS . e 10.6 g
NaOH .o 19.8 g

Disolver la muestra anterior y afiadir:

Tartrato de sodio y potasio.......cccceveuenen..n. 306.0 g.

Fenol (fundido a 50°C)......cccoovviiieenne.. 7.6 mL

Metabisulfito de sodio....c.ccceeeviieereeennnnn. 83 g
Procedimiento.

1. Colocar 1 mL de muestra en un tubo de ensayo vy afiadir 3 mL del
reactivo DNS (las muestras deben de contener de 0.2 a 1 g. de

glucosa por litro).

2. Colocar estos tubos en agua hirviendo por 5 minutos.
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3. Enfriar a temperatura ambiente y diluir la muestra hasta 20 mL con

agua destilada.

4. Siguiendo el mismo procedimiento preparar glucosa estandar y para

el blanco, utilizar agua destilada.

5. Leer al espectrofotémetro usando una longitud de onda de 550 nm.
Para el presente trabajo, los valores de la absorvancia vy

concentracién de la muestra estdndar fueron:

Azicares reductores (a/L) Absorvancia
0.2 0.124
0.4 0.264
0.6 0.413
0.8 0.535
0.1 0.667

Estos datos fueron programados en una calculadora Casio fx -

4000P para obtener la siguiente ecuacién:
Y = -0.006 + 0.678 (x)
Con un coeficiente de correlacién de :

r = 0.9994.
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FIGURAN?® 10

Grifica no ajustada de la variacién de los aziicares totales durante la fermentacién alcohélica,
con Saccharomvyces cerevisiae ATCC 4126 a temperatura experimental (28°C).
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FIGURAN?® 11

Griéfica no ajustada de la variacién de los aziicares totales durante la fermentacién alcohélica,
con Saccharomyces cerevisiae ATCC 4126 a temperatura ambiente (21°C).
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FIGURAN?® 12

Grafica no ajustada de la acidez total (% éacido acético) durante la fermentacién acética con

Acetobicter ascendens a temperatura experimental (28°C).
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ANEXO007
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FIGURAN?® 13

Gréfica no ajustada de la acidez total (% acido acético) durante la fermentacién acética con
Acetobécter ascendens a temperatura ambiente (21°C).
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ANEXO 08

NUMERACION DE MICROORGANISMOS
AEROBIOS VIABLES

MUESTRA
’ 10 mL de Vinagre
N
1 mL lmL
| v | v

T —

90mL de 9mLde 9ml.de

agua < agua ~—— agua

peptonada peptonada peptonada

al 0.1% al 0.1% al 0.1%
— —

-3

10‘} 1 mL 10% | 1 mL 107} I'mL
| .

Siembra por

incorporacion. Afiadir a cada placa 15 de Agar

Recuento a 37 °C

Incubar a 37 °C / 24-48 hrs.

Realizar el Recuento Estdandar en Placa.
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ANEXO 09

NUMERACION DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES

MUESTRA
10 mL de Vimgre
1 ml LemL
f v v
Dilucién dla .
muestra. 90 mL de agua 9 L. de a 9oL do agus
peptonada al peptonada a tonada al
° pep
0.1% 0.1% 0.1%
-1
10 107 0
1 A\ 1 mL /J\ 1mL A\
— o —-
l I 10mL
— — — decaldo de
- e [l <o B — 'gg‘l?t?sa y
ato
Colonimetria
presuntiva Incubar a 37 °C po 24-48 hrs.

De los tubos gas (+) sembrar por asada.

--i .\-.....

Colorimetria
confirmativa Incubar a 44.5°C por 24-48 hrs.
Anotar el nimero de tubos positivos y confrontar con la
Tabla del NMP para expresar resultados

10mL
. de caldo

=1 |
=1
=

Siembra por estrias

Agar AMB o endo incubar a

IDENTIFICACION 37° C X 18_ 24 hrs'

Reacciones INVIC
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ANEXO 10

NUMERACION DE ENTEROCOCOS
DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE

{ l ! 0.1 mL
|
o Y e W - Y e R -
PRUEBA
PRESUNTIVA —+—— 5 e N — = =
(AN R d (N AN S\
CALDO AZIDA GLUCOSA CALDO AZIDA GLUCOSA
DOBLE CONCENTRACION SIMPLE CONCENTRACION
(10 mL) (10 mL)
INCUBAR 35-37 °C/24 a 48 Hrs.
PRUEBA
CONFIRMATIVA— b— - ) e - — ]
AN R AN N, AN
CALDO EVA

INCUBAR 35-37 °C/24 a 48 Hrs.

LECTURA NMP / 100 mL
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ANEXO 11

NUMERACION DE MICROORGANISMOS
AEROBIOS VIABLES

MUESTRA
S—
10 mL de Vinagre
N
v 1 mL 1 mb
v | v

90mL de 9mLde 9mLde

agua > agua < agua

peptonada peptonada peptonada

al 0.1% al 0.1% al 0.1%
AN N

‘10" 1 mL j 10| 1 mL 10> | 1 mL
AGAR
ROGOSA

Sembrar por estrias

4

Incubar a 37 °C / 24-48 hrs.

Realizar el Recuento Estandar en Placa.
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