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Introduccion

El uso tradicional y la integracion de vinagres en numerosas culturas se remonta
a la antigiedad. De hecho, el patrimonio cultural de practicamente todas las
civilizaciones incluye uno o mas vinagres producidos por la accion de grupos de
microorganismos después de la fermentacion alcohdlica. Ha formado parte de la
alimentacion humana desde la antigiedad como condimento, conservador de
alimentos y base para remedios sencillos en hombres y animales (Solieri & Giudici,
2009).

Los procesos artesanales que parten desde la fermentacién alcohdlica del
sustrato con un mismo indculo son poco conocidos y empleados, debido a los largos
tiempos de produccion a pesar de que se ha demostrado, generan productos de alto
nivel sensorial. Con base en lo antes mencionado, el presente trabajo busca
caracterizar un proceso de fermentacion artesanal utilizando recursos tradicionales
mexicanos, como es la “Madre del vinagre” cumpliendo la funciéon de in6culo y la
“panela” (o bien, “piloncillo”, conocido residuo minimamente procesado, derivado
del proceso de produccion de azucar de cafia) como sustrato principal, obteniendo
un vinagre artesanal de buena calidad; permitiendo ademas el estudio de la
microbiota y de la matriz de celulosa que componen al indculo.

La calidad de los vinagres esta determinada por una red de factores,
principalmente el sustrato, los microorganismos involucrados y el proceso de
acetificacion (Solieri & Giudici, 2009); temas que seran abordados en el presente
trabajo recurriendo a una caracterizacion fisicoquimica de los procesos de
fermentacién y un estudio microbioldgico, para explicar el orden del proceso y el
papel de los involucrados en el mismo; ademas de cuestiones de caracterizacion
estructural a través de pruebas espectroscoépicas, opticas y por medio de estudios
de difusion estructural; buscando cuantificar la cantidad de material producido a lo

largo del proceso de fermentacion y resaltando su papel en el mismo.
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Objetivo general

Optimizar el proceso artesanal de fermentacion para la produccion de vinagre y

estudiar el in6culo empleado “Madre del vinagre”.

Objetivos especificos

- Comparar condiciones de temperatura y concentracion del sustrato
(panela) para la optimizacién de la produccion artesanal de vinagre.

- Determinar parametros fisicoquimicos propios de la fermentacion para
evaluar el rendimiento y consumo del proceso.

- Caracterizar microbiologica y estructuralmente el consorcio microbiano

(“Madre del vinagre”).
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1. ANTECEDENTES
1.1 Vinagre

El vinagre ha sido conocido como un agente condimento o conservante en
aderezos para ensaladas, ketchup y salsas o ha sido diluido como bebida por la
mayoria de las culturas. La palabra vinagre proviene etimoldégicamente de la palabra
francesa "vin-aigre" que significa "vino agrio" (Bourgeois & Barja, 2009).

La produccion de vinagre se regula a través de un amplio conjunto de estatutos,
y la definicion del vinagre en si difiere de un pais a otro, ya sea debido a la
organizacion que regula la creacion de las normas, o bien, a los parametros
establecidos por denominaciones de origen o costumbres del pais.

Segun la FAO/WHO, el vinagre es un liquido apto para el consumo humano y se
produce exclusivamente a partir de productos adecuados que contienen almidén o
azucares o almidén y azlucares mediante procesos de doble fermentacion (Joint
FAO/WHO Food Standards Programme, 1998). En los EE. UU., la Food and Drug
Administration (FDA) exige que los productos de vinagre tengan un minimo de 4%
de acidez. Esta calificacion garantiza la resistencia minima de digestion de los
vinagres vendidos en el mercado minorista (Solieri & Giudici, 2009). De acuerdo con
la Ley de Alimentos de Malasia de 1983 y la Regulacion de Alimentos de 1985, el
vinagre se define como un producto liquido preparado a partir de la fermentacién
alcohdlica y la posterior fermentacion acética de cualquier alimento adecuado. La
ley también dicta que el vinagre en si no debera contener menos del 4% en peso
por volumen de acido acético y no debera contener ningun acido mineral.

Segun la Comisién del Codex Alimentarius, el vinagre es un liquido apto para el
consumo humano y producido exclusivamente a partir de productos adecuados que
contienen almidén o azlcares o almidon y azGcares mediante procesos de doble
fermentacion, alcohdlica y acética. El vinagre no debe contener mas del 0.5% de
alcohol, y el estabilizador no esta permitido para su uso en vinagres fermentados de
acuerdo con la legislacion europea. El vinagre en si no debera contener menos de

50 g/l de acido acético (Comisién Codex Alimentarius, 2000).

11
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El origen del vinagre esté ciertamente relacionado con el descubrimiento del
vino. Curiosamente, en la antigiiedad, el vinagre se consideraba un subproducto
alimenticio del deterioro del vino debido al contacto con el aire (Ho et al., 2017).

La primera mencion registrada de vinagre fue alrededor de 3000 a. C., cuando
los babilonios utilizaron la fruta y la savia de la palmera datilera como materia prima
para producir bebidas alcohdlicas, las cuales se transformaron naturalmente en
vinagre en contacto con el aire (Conner, 1999), en Egipto se encontraron residuos
de vinagre en urnas que datan de 3000 a. C. Textos sobre vinagre que datan de
1200 a. C. también se han encontrado en China y en la antigua Grecia, alrededor
del afio 400 a. C. (Bourgeois & Barja, 2009).

El primer uso conocido del vinagre ya como un subproducto alimenticio ocurrio
hace mas de 1000 afios cuando Hipdcrates (460 - 377 a. C.) recomendo el vinagre
para limpiar las ulceraciones y para el tratamiento de las llagas.

Los métodos utilizados en los tiempos prehistdricos y antiguos eran ciertamente
crudos, y el clima célido y seco del desierto alentaban una fermentacion rapida,
convirtiendo rapidamente el jugo de uva en una bebida alcohdlica &cida
indeterminada (vinagre). Los primeros endlogos solian controlar la fermentacion
agregando arcilla como tapon, para evitar que el vino u otra bebida alcohdlica se
convierta en vinagre (Solieri & Giudici, 2009), evitando el contacto con el aire y por

tanto, reduciendo las condiciones 6ptimas del proceso de acetificacion.

llustracion 1. Pintura de ejemplificacion de produccién de vinagre en Milan, ltalia, al rededor del afio 1550
(Solieri & Giudici, 2009).

12
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El vinagre ha sido mencionado en distintos textos antiguos que muestran el uso
y consumo de este producto como en la biblia y mas adelante en textos de la edad
media en los paises europeos desde Italia (llustracion 1) hasta Alemania (Conner,
1999; Kortlandt, 2002). En los paises orientales, el uso del vinagre era tan
importante que incluso en China existian catadores especiales para los vinagres
gue eran consumidos por personas de la realeza.

En cuanto a la tecnologia de produccion, el primer método utilizado se conocia
como el "proceso déjalo solo" donde el vino, dejado en recipientes abiertos, se
convirtié en vinagre siendo las bacterias nativas de las frutas, o transportadas por
los contenedores o en el aire, convertian el etanol en &cido acético. Mas tarde, en
el viejo "proceso de campo”, los barriles de vino se colocaban en campos abiertos
para favorecer el procedimiento.

En 1822, el cientifico holandés Christian Persoon identific6 en un
microorganismo el principal agente de acetificacion, al que llamo6 Mycoderma aceti.
Justus von Liebig (1803-1873) se opuso a esta teoria, manteniendo que la causa de
la fermentacion era estrictamente inorganica, pero en 1862 Louis Pasteur (1822-
1895) confirmé definitivamente la efectividad de los estudios de Persoon. En su
trabajo con la levadura, Pasteur descubrié que, aunque se debia evitar que el aire
fermentara el vino, era necesario para la produccion de vinagre, confirmé que
Mycoderma aceti, ahora sistematizado como Acetobacter aceti, oxida el alcohol en
acido acético. y sugirié que la produccion de vinagre podria mejorarse agregando
una cantidad definida de microorganismos a la mezcla de fermentacion.

La industria del vinagre de 1800 y principios de 1900 aproveché estos
descubrimientos cientificos se aplicaron rapidamente a los procesos productivos y
se registraron numerosas patentes, aunque la fabricacién de vinagre experimenté
pocas mejoras hasta el siglo XX (Solieri & Giudici, 2009).

Finalmente, el verdadero mecanismo de elaboracion del vinagre solo se
entendid0 cuando Pasteur publicO en 1864 sus famosas memorias sobre la
fermentacion acética; identificd cientificamente los cinco criterios indispensables
para la produccion de vinagre: (1) alcohol: en vino, sidra u otras bebidas alcohdlicas,

(2) oxigeno: el del aire, (3) el fermento: Mycoderma aceti, un microorganismo de
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milésimas de milimetro, (4) los nutrientes: como el azlcar y las proteinas presentes
naturalmente en el vino, mejorando el crecimiento de la bacteria, (5) la temperatura:
entre 20 y 35 °C (Bourgeois & Barja, 2009).

1.1.1 Tipos de vinagre

Muchas especies vegetales pueden usarse para la produccion de vinagre ya que
solo necesitan tener dos atributos basicos principales; siendo en primer lugar
seguras para el consumo humano y animal, y en segundo ser una fuente directa o
indirecta de azUcares fermentables. Las materias primas mas comunes para la
elaboracion de vinagres son manzanas, peras, uvas, miel, jarabes, cereales,
almidones hidrolizados, cerveza y vino. (Solieri & Giudici, 2009). Existen algunos
tipos de vinagres, clasificados segun sus materias primas y el proceso de

fermentacion. Los sustratos se pueden clasificar de la siguiente manera:

1. Acidos y faciimente fermentables. Tienen un pH menor a 3.5, con glucosa,
fructosa y sacarosa como componentes principales, por ejemplo, bayas,
uvas, manzanas y ciruelas.

2. Moderadamente &cidos y facilmente fermentables. Tienen un pH en el rango
de 3.5 a 4.5, por ejemplo, higos y datiles.

3. Baja acidez y facilmente fermentables. Tienen un pH mayor a 4.5, por
ejemplo, savia de palma.

4. No fermentables. Se requiere hidrélisis antes de la fermentacion, por ejemplo,
semillas.

Ademas, cabe mencionar que muchos autores difieren del namero
aproximado de vinagres existentes alrededor del mundo, por lo que a
continuacion se mencionaran algunos de los mas importantes de los cuales hay

un registro mas amplio y especifico.
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Vinagre de arroz: es un condimento sazonador tradicional utilizado en
China, Japén y Corea (Solieri & Giudici, 2009), estd hecho de vino de
arroz fermentado (sake), que se produce mediante dos pasos de
procesamiento, sacarificacion por moho koji (Aspergillus oryzae) a partir
de arroz al vapor y fermentacion de alcohol por levadura de sake
(Saccharomyces cerevisiae) (Matsushita et al., 2016). Existen tres tipos
de vinagre de arroz chino/japonés: ambar (d&mbar claro/palido usado en
platos agridulces), rojo (acompafiamiento del cangrejo hervido y al vapor)
y negro (condimento de mesa y bebida saludable) (Solieri & Giudici,
2009). Se produce mediante fermentacion tradicional de superficie
estatica o fermentacion moderna continua o sumergida en lotes. La acidez
final del vinagre suele ser inferior al 10% en p/v de &cido acético. Las
bacterias dominantes del acido acético son Acetobacter pasteurianus en
cultivo de superficie y Acetobacter xylinum (Komagataeibacter xylinus) en
cultivo sumergido (Ho et al., 2017).

Vinagre de vino: Es el vinagre mas comuan para fermentaciones caseras
en paises mediterraneos, paises de Europa central (Italia, Francia, Oeste
de Alemania, Espafia, Portugal) y se tienen algunos registros de Sudéfrica
(Conner, 1999; Solieri & Giudici, 2009). Estos pueden provenir de vinos
tintos, blancos, rosados, etc.; y usualmente se fermentan y maduran en
barricas de madera por tiempos prolongados que pueden llegar incluso a
los 2 afios, dandoles un rango de calidad mayor por dicho proceso de
maduracion al amplificar su complejo sabor (Matsushita et al., 2016;
Conner, 1999). Algunos estudios sobre la caracterizacion de este tipo de
vinagres lograron identificar a los microorganismos responsables de la
generacion del producto como son Komagataeibacter europaeus,
Komagataeibacter oboediens, Acetobacter pomorum y Acetobacter
pasteurianus (Sievers, Sellmer, & Tcuber, 1992; Sokllek, Hertel, &
Hammes, 1998; Andres-Barrao & Barja, 2008).

Vinagre de sidra: El vinagre de manzana o vinagre de sidra esta hecho

a partir de jugo o concentrado de manzana a través de un proceso de
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doble fermentacidn: alcohdlica y acética (Bourgeois & Barja, 2009; Solieri
& Giudici, 2009; Matsushita et al., 2016).

De acuerdo con la legislacion mexicana especificada para la calidad de los
vinagres en la NMX-F-122-1968. ALIMENTOS PARA USO HUMANO. CALIDAD
PARA VINAGRE ENVASADO PARA CONSUMO PUBLICO. NORMAS
MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS, se maneja una clasificacion
siendo vinagres grado “A” los derivados de jugos de frutas, vinos, cereales, entre
otros y los vinagres grado “B” los derivados de alcohol etilico potable
desnaturalizado. Para legislaciones de amplitud mundial como la mostrada en el
BOE - Real Decreto 661/2012, de 13 de abril, por el que se establece la norma de
calidad para la elaboracion y la comercializacion de los vinagres, la clasificacion se

limita a vinagres de vino y algunas bebidas alcohdlicas, y otros vinagres.

1.2 Evolucion de los métodos de produccion de vinagre

Hay dos etapas del proceso de fermentacion requeridas para la produccion de
vinagre, las cuales son la fermentacion alcohdlica y la acética, ademas,
dependiendo de la variedad tecnoldgica y de los materiales empleados para este
proceso, se puede anexar una clasificacion de los vinagres segun si son de origen
industrial o artesanal.

La fermentacién puede ser inducida ya sea por fermentacién espontanea, por
decantacion (también llamada fermentacion por retroceso) o por la adicion de
cultivos iniciadores, si hablamos de estos métodos sin el uso de algunas
tecnologias avanzadas, fueron las técnicas principales en la antigiedad para

procesar el vinagre artesanal.

Procesos artesanales

Fermentacion espontanea. La materia prima se procesa Yy las condiciones
ambientales modificadas fomentan la microflora indigena mas apropiada. Cuanto

mas estrictas son las condiciones de crecimiento, mayor es la presion selectiva
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ejercida sobre los microorganismos autdctonos. La fermentacién espontanea es
adecuada para la produccidbn a pequefia escala y solo para bebidas muy
especificas, debido a la posible contaminacion con microorganismos indeseables
para la fermentacion. Sin embargo, el método es dificil de controlar y existe un gran
riesgo de deterioro. En la mayoria de las fermentaciones espontaneas, tiene lugar
una sucesion microbiana, y muy a menudo dominan bacterias acido-lacticas y
levaduras inicialmente. Estos consumen azucares y producen acido lactico y etanol,
respectivamente, que inhiben el crecimiento de muchas especies de bacterias,
determinando la prolongacién de la vida util de los productos (Solieri & Giudici,
2009).

Fermentacion de retroceso. Utiliza parte de un lote previamente fermentado
para inocular un nuevo lote. Este procedimiento aumenta el namero inicial de
microorganismos deseables y asegura un proceso mas confiable y rapido que la
fermentacion espontanea. El retroceso es un precursor primitivo del método de
cultivo iniciador, porque las especies mejor adaptadas se siembran sobre la
poblacion nativa (De Vuyst, 2000). Aunque mejora el crecimiento de levaduras
utiles, al tiempo que inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos y reduce
el deterioro, y ademas se evita el laborioso y lento proceso de seleccién de
iniciadores, los productos manufacturados aun estan expuestos al riesgo de falla de
la fermentacion, ya que puede producirse el crecimiento de moho o el deterioro por
bacterias dafiinas. En algunos procesos, al menos un tercio del vinagre se deja en
el fermentador para inocular el vino nuevo, mientras que en la fermentacion de capa
superficial se puede realizar facilmente un trasplante fisico de la pelicula BAA para

preservar la integridad de la capa celular, como se muestra en la llustracién 2.

llustracion 2. Ejemplo de un proceso de fermentacion por retroceso (Solieri & Giudici, 2009).
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Cultivo de inicio. Preparacién microbiana de una gran cantidad de células de
un microorganismo que se agrega a la materia prima para producir un alimento
fermentado al acelerar y dirigir su proceso de fermentacion (Leroy & De Vuyst,
2004), esto asegura que los cultivos no sean una mezcla de diferentes individuos
desconocidos. Con respecto a la fermentacion acética, el uso de cultivos iniciadores
estd muy lejos de aplicarse a gran escala, por dos razones principales: primero, las
BAA son microorganismos nutricionalmente exigentes, que son dificiles de cultivar
y mantener en medios de laboratorio, o de preservar como un indculo seco; y, en
segundo lugar, el vinagre es generalmente un producto econémico y, por lo tanto,
su fabricacién no garantiza una costosa seleccion de cultivo iniciador (Solieri &
Giudici, 2009).

Procesos industrializados

Existen de igual forma métodos modificados con el uso de tecnologias simples
y avanzadas que ayudan a controlar los procesos de fermentacién para optimizar
estos procesos, con la finalidad de hacer mas rentables y en menor tiempo los
productos obtenidos; estos casos han tenido una evolucién sistematica a lo largo de
los afios, algunos de los métodos se mencionan a continuacion.

Proceso de Orleans. Es uno de los procesos comerciales mas antiguos de
vinagre. El equipo consiste en un barril grande con un agujero de 2 pulgadas
perforado justo por encima del centro en un extremo del barril, y en el otro extremo
se perfora otro agujero del mismo tamafio aproximadamente una pulgada, estos
agujeros se cubren con tamices y se usa una espita para retirar el producto, y un
tubo pasa a través del tapén hasta el fondo del barril con el fin de agregar vino u
otro licor alcohdlico, para que la pelicula superficial de bacterias no se altere. La
inoculacion se hace generalmente de un lote anterior. El liquido en el barril es
generalmente un vino de baja calidad mezclado con aproximadamente el 20% de
su volumen de vinagre fresco, que sirve como inéculo y aumenta la acidez. En lugar
de colocarlos en los campos, los barriles se almacenan en un edificio con

calefaccion o en una bodega subterranea. La eficiencia es baja segun los
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estandares actuales (77 a 84%) (Joslyn, 1970). Las caracteristicas objetables de
este método fueron el llenado gradual del barril con limo o "madre del vinagre" y la
lenta velocidad de reaccion (Mitchell, 1926).

Procesos rapidos. Precursor: Mitchell (1926) dio una descripcion ampliada
de un método francés que utiliza generadores empaquetados, que se habia
publicado anénimamente en 1670. Se usan dos barriles grandes, cada uno
equipado con un fondo falso y un grifo para extraer el liquido. Un barril esta
completamente lleno de vino; el otro solo medio lleno. A intervalos apropiados, la
mitad del contenido del barril lleno se transfiere al barril medio lleno. Durante el clima
calido es necesario transferir el vino de barrica a barrica al menos dos veces al dia
para mantener la temperatura dentro de los limites adecuados para la produccion
de vinagre (Conner, 1999).

Posteriormente al tecnélogo holandés Boerhaave generalmente se le da
crédito por construir el primer generador usando empaque y aplicando el principio
de goteo para la produccion de vinagre. Mitchell afirm6 en 1926 que Schiizenbach
introdujo el uso de un tanque en lugar de un barril para el proceso de acetificacion
y proporcioné medios mecanicos para la distribucion repetida del licor acido sobre
el empaque. Proporcioné agujeros para ventilacion cerca del fondo del generador y
se le atribuye el crédito por inventar el llamado proceso aleman (Conner, 1999).

Una mejora importante en el proceso de vinagre rapido se hizo cuando Frings
en 1932 introdujo el generador de circulacion, se produjeron vinagres de mayor
concentracion de acido, que requieren un tanque de menor tamafio, y se logré una
mayor velocidad de produccién. La aireacion forzada, el control de temperatura y la
operacion semicontinua producen una mayor eficiencia (Conner, 1999).

Fowler & Subramaniam (1923) estudiaron lo que ahora llamamos cultivo
sumergido para la produccion de vinagre, estos Ultimos investigaron la preparacion
de cultivos puros de Acetobacter, los efectos de la cantidad de inoculo, la
concentracion de etanol, la velocidad de aireacion forzada, la temperatura, los
estimulantes como el cieno activado y la accion de bacterias extrafias en
acetificacion sumergida, fue hasta finales de la década de 1940 que la tecnologia

utilizada en la produccion de antibidticos condujo al nuevo método para la
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produccion de vinagre. Una vez descrita la acetificacion sumergida por Haesler en
1942, las investigaciones condujeron al desarrollo del acetificador Frings. Que
consiste en un tanque de acero inoxidable equipado con serpentines de
enfriamiento internos y un agitador de alta velocidad que ingresa al fondo. Este
altimo esta disefiado para extraer aire de la habitacion al fondo del tanque, donde
el agitador lo dispersa finamente y lo distribuye por todo el liquido en el tanque. Los
dispositivos automaticos controlan la velocidad de aireacion y el flujo de agua de
enfriamiento. El equipo se opera por lotes para vinagre blanco destilado. Se bombea
alimento fresco para restaurar el nivel original y el ciclo comienza nuevamente. Es
imperativo que el agitador y el suministro de aire funcionen continuamente durante
el cambio. Los ciclos suelen durar entre 25 y 35 horas (Conner, 1999). Este altimo
se considera el método de uso mas comun en sistemas de produccion de vinagre y
salvo modificaciones en sistemas de control e instrumentacion de los equipos, la

base es la misma.

1.3 Produccion y consumo

1.3.1 Mundial

Segun informes de consumo alimenticio emitidos por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud, 2014) y la Administracién del Mercado Espafiol (2016), el
vinagre es consumido principalmente por paises europeos llegando hasta 3 litros
por persona al afio, caso contrario de paises latinoamericanos donde no se llega ni
al medio litro por afio.

La produccién de vinagre es una pequefia industria en la economia general
de los paises industrializados. Las acciones mundiales de los diferentes tipos de
vinagre en 2005 fueron vinagre balsamico (34%), vinagre de vino tinto (17%),
vinagre de sidra (7%), vinagre de arroz (4%), vinagre blanco (2%) y otros vinagres
(36%) (Solieri & Giudici, 2009).

EE. UU. es el principal productor mundial de vinagre, con un volumen de 300
millones de litros, cerca del 70% de la poblacion consume vinagres de alcohol de

cereales; el resto, de manzana y de sidra. EI mayor productor europeo es Alemania,
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con 1.8 millones de hectolitros, de los que casi el 90% esta compuesto por vinagres
de alcohol. En segundo lugar, se sitia Francia, con 1.1 millones de hectolitros
siendo el porcentaje de los vinagres de alcohol de hasta el 63%. A continuacion,
aparecen el Reino Unido, con una produccién de 747,000 hectolitros (55% de
vinagres de alcohol) e Italia, con 660,000 hectolitros (mayormente vinagres de vino).
Espafia ocupa el quinto puesto en la produccién de vinagre dentro de la Unidn
Europea. Los vinagres de vino suponen el 93% del total de su produccion, seguidos
por los vinagres de alcohol (6.5%) y en cantidades mas pequefias, los vinagres de
manzana y miel. A menor escala, Holanda, con una produccion de 291,000
hectolitros de vinagre, Portugal (65,000 hectolitros) y Finlandia, con 27,500
hectolitros (Carballo Cabrera et al., 2007).

En términos de exportacion, en la Tabla 1 se muestra los principales paises
exportadores e importadores de vinagre, resaltando a México como uno de los

principales importadores de vinagre proveniente de Estados Unidos.

Tabla 1: Principales paises exportadores de vinagre en el mundo (2012).

) Porcentaje o _
Pais Monto (USD) % Volumen (L) Principales importadores
0
] EE. UU., Alemania,
Italia 288,682.758 54 105,369.207 _ _ .
Francia, Reino Unido
EE. UU., Francia, Reino
Espafia 32,334.520 6 43,881.107 _ _ _
Unido, Italia, Alemania
. Holanda, Francia, Italia,
Alemania  28,843.685 5 34,568.584 _
Austria
_ EE. UU., Bélgica, Holanda,
Francia 25,877.420 5 31,013.574 _ )
Alemania, Japon
Estados Canada, Arabia Saudita,
22,066.193 4 32,875.077
Unidos México
Otros 132,551.570 25 127,249.507
Total 530,356.146 100 344,731.495

(Grigolato, 2013)
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1.3.2 Nacional

En los paises en desarrollo, donde la conservacion de alimentos y las
opciones tecnoldgicas son limitadas, el vinagre es un agente importante para
preservar las frutas y verduras frescas; ademas de que se considera mas un
ingrediente de otros platillos que un alimento tal cual por si solo.

El vinagre producido en México esta elaborado fundamentalmente mediante
produccion industrial a partir de manzana (sidra) y alcohol de cafia, debido a la
abundancia de cafia en el pais (Ancizu, 2002).

En México se importan vinagres extranjeros considerados como productos
delicatessen, es decir de alta calidad y perfiles sensoriales amplios, estos son
provenientes principalmente de Estados Unidos con un 44% y algunos de la Unién
Europea (ltalia 36%, Espafia 15% y Francia 2%) alcanzando un valor aproximado
de 5.75 millones de ddlares anuales (OEC, 2017), con un comportamiento al alza
en los volimenes de importacién principalmente de Espafia debido a su alto grado
de aceptacion y 6ptimas condiciones de elaboracion. En México, la produccion de
vinagre de mayor calidad es elaborado por Domecq con vinagre de vino tinto y
Diener & Diener con vinagre de finas hierbas. Estos son los vinagres que compiten
tanto en calidad, precio y presentacion con los vinagres importados (Embajada de
Espafia en México — Oficina Econémica y Comercial, 2002), otro tipo de produccion
de vinagre artesanal en México ha sido confinada basicamente a los hogares para

el autoconsumo, pero es minima y va en desuso constantemente.

1.4 Normatividad y legislacion

La normativa empleada de manera comun es la referida en el Codex
Alimentarius donde se establece primeramente la definicion de vinagre que se
menciono al principio de este capitulo, ademas, se realiza una aclaracion sobre el
nombre que se le asigna a los vinagres que provienen de un solo proceso de
fermentacién usando como base bebidas destiladas, estas se conocen como “Spirit

vinegar”. Una vez mencionado esto, se aclaran los valores adecuados del contenido
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de vinagre en cuanto a composicion y contaminantes, que se permiten bajo esta
norma, siendo los mismos que se establecen por la Organizacion Internacional de
la Vifia y el Vino, el principal organismo para normar y regular las caracteristicas del
vinagre en Europa y paises de la unién europea. Algunas de dichas caracteristicas

se mencionan a continuacion:

Practicas permitidas.

1. La centrifugacion, filtracion y clarificacion, con o sin coadyuvantes tecnolégicos.

2. La utilizacion de sustancias organicas, en particular, preparaciones de malta,
almidon liquido, glucosa y sustancias inorganicas tales como fosfatos y sales de amonio.

3. Los tratamientos térmicos, como la esterilizacion, la pasteurizacién y la
refrigeracion.

4. La adicion de agua al liquido alcohdlico para rebajar su grado.5. El tratamiento
con carbdn activo lavado de origen vegetal para atenuar su color.

6. El empleo de bacterias acéticas seleccionadas y cultivadas en estado de pureza.

7. La oxidacion forzada por medio de aire u oxigeno puro.

8. En los vinagres de vino y de sidra, el empleo de &cido fitico y sus sales de
reduccion de contenido de hierro.

9. El envejecimiento, entendido como la operacién que consiste en dejar que se
desarrollen naturalmente en recipientes apropiados (madera de roble), ciertas reacciones

que le confieren al vinagre cualidades sensoriales que no tenia anteriormente.

Practicas prohibidas.

1. La mezcla de vinagres de distinta naturaleza.

2. La adicion de alcohol a las materias primas y durante el proceso de elaboracion
de los vinagres, excepto en el vinagre de alcohol.

3. La adiciéon de acido acético.

Sustancias prohibidas.

a) Aceites de pepitas de uva, naturales y artificiales.

b) Residuos de destilacién, residuos de fermentacién y otros productos secundarios
derivados de éstos.

c) Sustancias extraidas de todo tipo de hollejo.
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Materias primas e ingredientes facultativos.

1. Materias primas:

a) Vinos

b) Sidras.

¢) Zumos de frutas.

d) Aguardientes, destilados de origen agricola, alcoholes etilicos de origen agricola
y bebidas alcohdlicas.

e) Otros productos de origen agricola que contengan almidén, azucares o almidon
y azucares, incluyendo, entre otros, granos de cereales y malta de cebada.

2. Ingredientes facultativos:

a) Plantas y/o sus partes aromaticas y/o especias y/o frutas y/o aromas que sean
establecidos como ingredientes alimentarios con propiedades aromatizantes.

b) Zumos de frutas.

¢) Mostos de uva.

d) Miel.

e) Azlcar.

f) Sal.

g) Aditivos autorizados por la normativa de aplicacion horizontal.

3. Todas las materias primas e ingredientes utilizados en la elaboracion de los
vinagres deberan cumplir los requisitos que les exija la legislacion alimentaria

especifica.

Caracteristicas de los productos terminados.

a) Un contenido de C14 correspondiente a su origen biologico.

b) Un contenido de metanol que no exceda de 0.5 g/l.

c) Acidez total, expresada en gramos de acido acético por litro.
Vinagre de vino: Minimo 60 g/I.

Otros vinagres: Minimo 50 g/I.

d) Alcohol residual.
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Vinagre de vino: Maximo 1.5% V/V.
Otros vinagres: Maximo 0.5% V/V.
Como excepciodn, el alcohol residual maximo de los vinagres con denominacion de

origen protegida (DOP) o indicacidon geografica protegida (IGP).

e) Extracto seco.
Vinagre de vino: Minimo 1.2 g/l y grado de acido acético.
f) Acetoina.

Vinagre de vino: Minimo 30 mg/I.

Hablando ahora de la normativa nacional, en México el documento aplicable
para vinagre es la NMX-F-122-1968. ALIMENTOS PARA USO HUMANO. CALIDAD
PARA VINAGRE ENVASADO PARA CONSUMO PUBLICO. NORMAS
MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS, donde se explica de forma
diferente las caracteristicas propias para la calidad de vinagre siendo que:

e El vinagre debe ser limpido, brillante, transparente sin presentar turbidez.

e Elvinagre es sometido a pasteurizacion.

e El vinagre hecho a partir de jugo de frutas, vino, cereales, etc. podra ser
afiejado para mejorar su calidad, aroma y sabor.

e El sabor seré el caracteristico del producto, de acuerdo con la materia prima
usada o los aromatizantes naturales empleados.

e En el caso de vinagres de vino y de alcohol, éstos podran estar aromatizados
con especias y condimentos: estragon, albahaca, jengibre, canela, clavo,
laurel, comino, ajo, cebolla y otros que a juicio de la Secretaria de Salubridad
y Asistencia se autoricen, sefialandose en la denominacion del producto la
materia prima y el aromatizante empleado.

¢ No tendra ningun sabor extrafio, sino el caracteristico de la materia prima de

la que provenga.

Esta Norma establece dos grados de calidad:
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Grado "A" o Vinagre de jugo de frutas, vinos, cereales, etc.

Grado "B" o Vinagre de alcohol etilico potable desnaturalizado con vinagre.

Tabla 2: Limite en propiedades fisicoquimicas del vinagre segun la NMX-F-122-1968 Calidad de vinagres.

o Grado A Grado B
Especificaciones

Minimo Maximo Minimo Maximo
Densidad relativa a 15°C (g/cm?) 1.013 1.025 1.010 1.013

Extracto seco (%) 1.8 4.52 0.26 0.30
Cenizas (%) 0.25 0.45 0.03 0.05
Acidez total en % de acido acético 4 8 4 8
Acidez fija (%) 0.06 0.41 0 0
Acidez volatil (%) 3.94 7.56 4 8

1.4 Microorganismos usados en la produccion de vinagre y su metabolismo

1.4.1 Levaduras

Las levaduras se han utilizado durante milenios en la fabricacién de pany la
produccion de bebidas alcohdlicas (Querol & Fleet, 2006), y en el caso de la
fermentacidn acética, son los protagonistas de la primera etapa de fermentacion.

Las levaduras pertenecen al reino fungi, tienen etapas vegetativas
principalmente la reproduccién por gemacion o fision, lo cual resulta en el
crecimiento de muchas células individuales en conjunto (Solieri & Giudici, 2009). En
general, las levaduras crecen bien a un pH de 3 a 5, y a veces crecen con dificultad
a un pH neutro. Prefieren sustratos acidos y generalmente fermentan los azlcares
vigorosamente a concentraciones de hasta 20%, pero el metabolismo fermentativo
se ralentiza a concentraciones mas altas. Cuando la concentracion de azucar es
superior al 50%, la presiébn osmotica se volvera excesivamente alta, lo que puede
inhibir el crecimiento y el metabolismo de la mayoria de las especies de levadura
(Sha et al., 2015).
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S. cerevisiae, es probablemente uno de los microorganismos de mayor uso
biotecnolégico (mostrado en la llustracién 3), bajo condiciones de anaerobiosis,
utiliza el acido piravico generado por la glucélisis como un oxidante de la coenzima
NADH, el cual, por la glucdlisis se reoxida a NAD+. Entonces, el &cido piravico es
convertido en acetaldehido al sufrir una descarboxilacion y posteriormente es
reducido a etanol, con el paso final (catalizado por la enzima alcohol
deshidrogenasa) regenerando el NAD* para habilitar la glucélisis y continuar la
produccion de ATP. En esta conversion de glucosa a etanol y diéxido de carbono
durante la fermentacion, estan involucradas un total de 12 enzimas de la levadura:
10 para degradar la glucosa en piruvato con la generacion de ATP para el
crecimiento de la levadura, y 2 enzimas mas para convertir el piruvato en los
productos finales de la fermentacion, mientras que la levadura mantiene su balance
oxido-reductivo (Wlaker & Walker, 2018). La piruvato-deshidrogenasa tiene una
afinidad diez veces mayor por el piruvato que la piruvato-descarboxilasa, pero su
actividad en la célula es bastante baja. Por lo tanto, las bajas concentraciones de
piruvato favorecen su oxidacion a través de la piruvato-deshidrogenasa, mientras
gue las altas concentraciones de piruvato (que ocurren cuando el flujo a través de
la glucolisis es alto, como durante el crecimiento en altas concentraciones de
glucosa) dan como resultado un metabolismo fermentativo de "desbordamiento” a
través de la descarboxilasa de piruvato y el alcohol deshidrogenasa con la formacion
resultante de etanol (Querol & Fleet, 2006). Estas ultimas dos enzimas clave, tienen
cofactores de iones metalicos que requieren de magnesio y zinc, respectivamente.
Por lo tanto, la viabilidad de estos iones metalicos en el medio de fermentacion
puede impactar de manera directa la eficiencia de la conversion de azucar en etanol

y en general con el progreso de la fermentacion (Wlaker & Walker, 2018).
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llustracion 3: Microscopia electronica de barrido de Saccharomyces cereviseae (Solieri & Giudici, 2009).

Fundamentalmente la razon por la que las levaduras hacen alcohol es porque
las células de levaduras necesitan producir energia y asi mantener el balance 6xido-
reductivo cuando consumen azlcares bajo condiciones anaerbbicas. La
disponibilidad de nutrientes tendra un impacto significativo en el crecimiento de la
levaduray su tolerancia al estrés, rendimiento de etanol, y la sintesis de metabolitos

secundarios de la fermentacion (Wlaker & Walker, 2018).

2 ATP
-
Glucosa | Glucolisis 2 Piruvato
7N
2NAD' 2NADH +H' 2 CO;,
3 Etanol < Fermentacién | 2 Acetaldehido
Piruvato Acetaldehido NAD* Etanol
CHC30CO0OH ————» CH3CHO + CO, —‘)'—P CH3CH,0H
Piruvato Alcohol
descarboxilasa deshidrogenasa

llustracion 4: Via de produccién de etanol por levaduras. Tomado y traducido de (Querol & Fleet, 2006).

En el metabolismo de las levaduras (llustracion 4) la sacarosa se convierte
en glucosa y fructosa. Esta transformacion ocurre por medio de la enzima sacarasa
o invertasa, o de manera mas especifica, la B-D-fructofuranosidasa. La
especificidad de la enzima por la sacarosa se debe a un residuo -D-fructofuranosil
terminal de la sacarosa, generando la separacion del disacarido y permitiendo el

paso de la molécula a la ruta metabdlica propia.
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Ademas, cabe recalcar que se debe proporcionar a las levaduras no solo una
fuente de carbono fermentable sino también una variedad de otros nutrientes. Estos
incluyen amino nitrégeno libre, minerales (p. Ej., K, S, Mg), oligoelementos (p. Ej.,
Zn, Ca, Fe, Cu), vitaminas (p. Ej., Biotina, riboflavina, acido pantoténico) y factores
de crecimiento accesorios (p. Ej., esteroles, acidos grasos). El oxigeno también es
un factor de crecimiento esencial. Esto se debe a que S. cerevisiae es auxotroéfico
para el oxigeno en condiciones estrictamente anaerdbicas, ya que el oxigeno es
absolutamente esencial para la biosintesis de los componentes clave de la
membrana, como el ergosterol y el &cido oleico. Después de la aireacion u
oxigenacion antes del inicio de la fermentacion, las membranas de levadura se
enriquecen con esteroles y acidos grasos insaturados y, como consecuencia, las
células son mucho mas fermentativas y tolerantes al estrés. En consecuencia, para
lograr un buen rendimiento de fermentacion, los productores de alcohol deben
asegurarse de que los medios de fermentacion estén adecuadamente aireados u

oxigenados antes del inicio de la fermentacion anaerobica (Wlaker & Walker, 2018).

1.4.2 Bacterias del acido acético

Las bacterias del acido acético (BAA) incluyen 17 géneros de bacterias todas
localizadas dentro de la familia Acetobacteraceae (llustracion 5). Estos son
microorganismos aerobios estrictos, pueden oxidar etanol a acido acético en un
ambiente aerobio, el cual ha sido el principal método de produccion de vinagre (Li
et al., 2015), a este proceso también se le conoce como fermentacion oxidativa.

A continuacion, se presenta una breve descripcidn de las especies mas

comunes presentes en procesos de fermentacién para produccion de vinagre.

. Acetobacter
El género Acetobacter es el mas antiguo en la clasificacion de las
bacterias del acido acético y el género tipo de la familia Acetobacteraceae. Las
células son gramnegativas, elipsoidales en forma de barra, midiendo 0.4-1.0 um

por 1.2-3.0 um, pudiendo poseer flagelos peritricos o polares. Las colonias son
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generalmente circulares, lisas, enteras, convexas, de color crema a beige, opacas
y butirosas en agar glucosa/etanol/extracto de levadura/peptona. La temperatura
Optima de crecimiento es de alrededor de 30°C. La mayoria de las especies pueden
crecer a 37°C, pero no a 45°C. Crece a pH 3.5 (Matsushita, 2016).

llustracion 5: Microscopia electrénica de barrido de distintas bacterias del acido acético (Solieri & Giudici, 2009).

. Gluconobacter

Las células son gramnegativas, elipsoidales en forma de varilla, miden 0.4—
1.2 pm por 1.0-3.0 um y estan flageladas polarmente cuando son moviles. Las
colonias son lisas, elevadas a convexas, completas y relucientes en agar
etanol/glucosa/extracto de levadura/carbonato de calcio. Algunas cepas producen
colonias rosadas. Es estrictamente aerdbico, catalasa positiva y oxidasa negativa.
El &cido acético se produce a partir de etanol. El acetato y el lactato no se oxidan
(Matsushita, 2016) su temperatura Optima para el crecimiento es de 25-30°C.
Muchas especies crecen a 35°C, y algunas especies crecen a 37°C, su pH éptimo

para crecimiento es alrededor de 5.5 (Matsushita, 2016).

. Acidomonas

El género Acidomonas se introdujo para la bacteria facultativamente
metilétrofa. Las células son gramnegativas, barras cortas, que miden 0.5-0.8 pm
por 1.5-2.0 um. Las células se producen individualmente, en pares, o raramente en
cadenas cortas, y son moviles con un solo flagelo polar o no madviles. Las colonias

son brillantes, lisas, circulares, convexas, enteras, de color beige a rosa y de 1-3
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mm de diametro en agar glucosa/peptonal/extracto de levadura/extracto de malta
(PYM) (pH 4.5) después de 5 dias a 30°C (Matsushita, 2016).

. Gluconacetobacter

El género Gluconacetobacter estaba formado por dos grupos: el grupo
Gluconacetobacter liquefaciens y el grupo Gluconacetobacter xylinus (Matsushita,
2016). Las células son barras gramnegativas, que miden 0.6—0.9 um por 1.2-2.0
pum con flagelos peritricos cuando son moviles, y se presentan individualmente o en
pares. Las colonias son generalmente de color marron claro a marrén. La mayoria
de las especies crecen en un 30% de D-glucosa (w / v). Crece entre 15y 30°C, con
una temperatura optima de 30°C, pero no a 37°C. Crece a pH 3.0 y su pH éptimo

de crecimiento es de aproximadamente 5.5 (Matsushita, 2016).

. Komagataeibacter

Las caracteristicas fenotipicas de las células del género Komagataeibacter
son barras gramnegativas, que miden 0.5-0.8 um por 1.0-3.0 um que ocurren
individualmente, en pares o en cadenas, generalmente no méviles. Las colonias son
circulares, lisas o0 asperas, elevadas a convexas o umbonadas, enteras, brillantes y
de color blanco cremoso a beige. Crece generalmente en presencia de acido acético
al 0.35% (v/v). Algunas especies requieren acido acético para su crecimiento. Crece
a pH 3.0, no producen 2,5-diceto-D-gluconato a partir de D-glucosa, ni pigmento
marron soluble en el medio de glucosa/peptonal/extracto de levadura/carbonato de
calcio (Matsushita, 2016).

1.4.2.1 Metabolismo de carbohidratos

Las bacterias del acido acético pueden metabolizar varios carbohidratos como
fuentes de carbono, siendo la glucosa la mas utilizada (Gerard, 2015). Como en
otros microorganismos, la glucosa actia como fuente de carbono para la mayoria
de las cepas de bacterias del acido acético. Sin embargo, a diferencia de las

levaduras, esta glucosa no se metaboliza como parte de la glucdlisis. Aunque la
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mayoria de las reacciones individuales son funcionales, la via completa esté inactiva

como resultado de la falta de la enzima fosfofructoquinasa. En consecuencia, las

bacterias del acido acético deben utilizar vias alternativas para emplear los

carbohidratos como fuentes de carbono y energia (Guillamén & Mas, 2014).

1)

2)

3)

El sistema de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa transforma un mol de
glucosa-6-fosfato en un mol de ribulosa-5-fosfato con la formaciéon de dos
moles de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH) a
través de tres reacciones. En todos los casos, la produccién de energia tiene
lugar como consecuencia de la oxidacion de NADPH a través de la cadena
respiratoria y la produccion de adenosina trifosfato (ATP) por fosforilacion
oxidativa.

La via Entner-Doudoroff, que debe considerarse como una extensién del
sistema de glucosa-6-fosfato, convierte la glucosa-6-fosfato en gluconato-6-
fosfato. Luego se hidroliza mediante una aldolasa para formar piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato. Ambas moléculas se convierten en acetato por
descarboxilacion. Esta reaccion es caracteristica de algunas cepas de
Gluconobacter oxydans.

La ruta de Warburg-Dickens o el ciclo de hexosa monofosfato es la ruta mas
comun para el metabolismo de la glucosa y estd presente en todas las
especies de bacterias del acido acético. Incluye las tres reacciones que
comprenden el sistema de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y produce
monosacaridos de tamafo variable que finalmente se convierten en triosa
fosfatos, que luego se pueden metabolizar en la via Embden-Meyerhoff-

Parnas.

Los productos finales de estas vias se pueden oxidar por completo para producir

didxido de carbono y agua a traves del ciclo de Krebs (Guillamoén & Mas, 2014). Las

aldosas son oxidadas en acidos aldonicos; asi la glucosa es oxidada a acido

gluconico, reaccion catalizada por la glucosa oxidasa. Ademas, las BAA pueden

utilizar otras fuentes de C: fructosa, galactosa, arabinosa, manosa, ribosa, xilosa,
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asi la galactosa es oxidada a acido galactonico y la arabinosa a acido arabinénico.
Las cetosas no son facilmente oxidadas por las BAA. La oxidacion de la fructosa
puede conducir a acido glucénico y a ceto-5-fructosa y en algunos casos la cadena
carbonada se escinde y se acumulan acidos glicéricos, glicélico y succinico (Gerard,
2015).

Los productos finales de todas las rutas descritas pueden ser oxidados
completamente hasta CO2 y H20 a través del ciclo de Krebs, excepto en las
especies del género Gluconobacter, que son incapaces de oxidar completamente
estas moléculas por no tener funcional dicho ciclo. En cambio, los géneros
Acetobacter, Gluconacetobacter y Komagataeibacter pueden llevar a cabo la
oxidacion completa, aunque la presencia de glucosa/fructosa o etanol reprimen el
funcionamiento de esta ruta metabdlica y, por tanto, ésta se daréd sélo cuando se
hayan consumido completamente las fuentes de carbono presentes en el medio
(Gerard, 2015).

1.4.2.2 Metabolismo de etanol

La fermentacion oxidativa es un proceso de oxidacion incompleta donde los
sustratos son oxidados por las deshidrogenasas primarias de la cadena respiratoria
y los productos oxidados se liberan al medio de cultivo. Los electrones son extraidos
del sustrato por la deshidrogenasa primaria, y luego transferidos a la oxidasa
terminal a través de la ubiguinona. Estas deshidrogenasas primarias estan ubicadas
especificamente en el lado peripldsmico de la membrana citoplasmatica. Las
enzimas se clasifican aproximadamente en dos categorias: una es la quinoproteina
unida a la membrana que tiene pirroloquinolina quinona (PQQ) como el grupo
protésico, y las otras son un complejo de tres subunidades que consiste en la
subunidad deshidrogenasa. La cadena respiratoria genera una fuerza motriz de
protones solo en la oxidasa terminal que podria utilizarse para la sintesis de ATP o
algun otro trabajo energético. Por lo tanto, dicha fermentacién oxidativa es critica en
la generacion de energia para el crecimiento celular, ademas de la acumulacion de

los productos oxidativos de las células (Matsushita et al., 2016).
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La fermentacion con &cido acético se lleva a cabo mediante oxidaciones
secuenciales de etanol a acido acético a través de acetaldehido. La pirroloquinolina
quinona unida a la membrana (PQQ), dependiente de la alcohol-deshidrogenasa
(ADH) y la aldehido-deshidrogenasa unida a la membrana (ALDH) constituyen la
cadena respiratoria oxidante de etanol en la superficie externa de la membrana
citoplasmatica de las bacterias del acido acético: Komagataeibacter, Acetobacter, y
Gluconobacter. La PQQ-alcohol deshidrogenasa (ADH) unida a la membrana se
considera la enzima clave en la produccion de vinagre debido a su lugar esencial
en la oxidacion del etanol a acetaldehido, el intermedio que luego se oxidara por el
MCD (dinucleétido de molibdopterina citosina) -aldehido deshidrogenasa (ALDH) a
acido acético (Matsushita et al., 2016).

Esta transformacion implica dos reacciones bioquimicas: el etanol se
transforma primero en acetaldehido en una reaccion catalizada por la alcohol-
deshidrogenasa y el acetaldehido se transforma en acido acético por la aldehido-
deshidrogenasa. Ambas reacciones implican transferencia de electrones a oxigeno
molecular. La actividad de la alcohol-deshidrogenasa de Acetobacter es mas
estable en condiciones de vinificacion que la de Gluconobacter, lo que puede
explicar la mayor produccién de acido acético por parte de Acetobacter. La aldehido-
deshidrogenasa es mas sensible que la alcohol-deshidrogenasa a la concentracion
de etanol en el medio. Tanto el alcohol como la aldehido-deshidrogenasa se
encuentran en la membrana celular con sus sitios activos orientados hacia afuera,
y como consecuencia los productos de las reacciones que catalizan generalmente

se encuentran en el medio y no dentro de la célula (Guillamén & Mas, 2014).

Acido acético

Etanol Acetaldehido 2H* "

. N
Periplasma ADH | [ ALDH ) .
\- / Ubiquinel \

oxidasa ATPasa

/U TAATP
Citoplasma 1/20, H,0 ADP+Pi

v

CH,COOH — CH,CO0~ + H*

llustracion 6: Representacion sistematica de la cadena respiratoria de las bacterias del acido acético
(Matsushita et al., 2016).
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En la ilustracion 6 se muestra de manera sistematica el proceso de
respiracion de las bacterias del acido acético donde se observa la generacion del
acido acético y después se ilustra como el mismo acido acético producido fuera de
la célula pasa facilmente a través de la bicapa de fosfolipidos de la bacteria y libera
un proton en el citoplasma celular, ademas, la ubiquinol oxidasa ayuda con la
generacion de agua y como siguiente paso de la cadena respiratoria, la ATPasa
transforma el ADP junto con fosfato inorganico proveniente del medio y usando un
protdn de la cadena, ATP para los requerimientos energéticos de la célula.

La mayoria de los BAA son capaces de oxidar etanol como sustrato a acido
acético en medios neutros y acidos (pH 3.0-4.0); sin embargo, estudios indican que
el metabolismo de Gluconacetobacter también posee la capacidad de oxidar el
etanol en acido acético bajo altas concentraciones de alcohol y condiciones de alta
acidez. Por ejemplo, Gluconacetobacter saccharivorans puede oxidar etanol a altas
concentraciones de alcohol (més del 11.5% v/v) (Li et al., 2015)

Algunas especies de Komagataeibacter también estan involucradas en la
fermentacién de vinagre industrial, y son la familia Acetobacteraceae mas resistente
a altas concentraciones de &cido acético, como Komagataeibacter xylinus,
Komagataeibacter hansenii, Komagataeibacter europaeus, Komagataeibacter

saccharivorans, Komagataeibacter nataicolapos, etc. (Li et al., 2015).

1.5 Madre del vinagre

En el método estatico de produccién de vinagre las bacterias del &cido
acético estan ubicadas en la interfase aire-liquido, donde se crea una biopelicula
acumulable en contacto directo con el oxigeno (Valera et al., 2015), esto comienza
como una pelicula delgada en la superficie del medio de crecimiento, que se vuelve
MAas gruesa y mas gelatinosa con el tiempo, a medida que aumenta el crecimiento
bacteriano (Matsushita et al., 2016), se le conoce como “madre del vinagre”, siendo
uno de los vehiculos principales que funge ademas como cultivo iniciador en

fermentaciones para provocar la acetificacion en la produccion de vinagre
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tradicional (Aykun et al., 2014; Yetiman & Kesmen, 2015). Ademas, el empleo de
este tipo de consorcios produce vinagres de alta calidad, con propiedades
organolépticas precisas y especificas, es un proceso lento y costoso, esto debido a
que la poblacion bacteriana es heterogénea.

Se le considera un consorcio microbiano debido a la simbiosis existente entre
las levaduras y las bacterias que estan inmersas en la matriz, la red de celulosa
atrapa a las levaduras que producen etanol a partir de la fuente de los carbohidratos,
las bacterias lo consumen produciendo acido acético, algunos otros compuestos y
mas cadenas de la red, ampliando la matriz para permitir el crecimiento del

consorcio (Matsushita et al., 2016).

1.5.1 Morfologia y microbiota de la madre del vinagre

Se sabe que de acuerdo con las condiciones en las que se ha mantenido la
matriz y su punto de origen, la microbiota inmersa puede ser variable. Yetiman &
Kesmen (2015) logré aislar e identificar microorganismos presentes en la matriz de
una muestra de madre de del vinagre empleada tradicionalmente, que fueron
principalmente de los géneros, Acetobacter y Komagataeibacter. EI género
Komagataeibacter fue mas dominante que el género Acetobacter y K. hansenii y K.
europaeus. La especie A. xylinus se identific6 como especie codominante seguido
por Acetobacter tropicalis / Acetobacter indonesiensis., el 3.4% del total de
aislamientos se identific6 como Asaia krungthepensis.

Wu et al. (2012), en un estudio sobre la microbiota fermentadora de un
vinagre tradicional chino demuestra la presencia de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae, Pichia anomala y Candida berkhout spp. ademas de bacterias lacticas y
BAA (Bacterias del acido acético). En algunas muestras de vinagres alrededor del
mundo se han encontrado bacterias acido-lacticas, sin embargo, por purificacion del
producto final, no se recomienda su presencia (Leroy & De Vuyst, 2004; Andres-
Barrao & Barja, 2008; Wu J. J., 2012; Matsushita et al., 2016).
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1.5.2 Composicion, estructura y funcionalidad de la matriz de la madre del vinagre

La celulosa proporciona beneficios biolégicos a la microbiota inmersa en la
misma, como proporcionar un andamio para el contacto célula-célula, permitir su
adherencia a superficies solidas o ayudar a las bacterias a localizar la interfase aire-
liquido (Hoiby, 2014). También puede proporcionar proteccion contra los productos
quimicos nocivos y desecacion. Las bacterias que viven en esta biopelicula tienen
acceso a nutrientes en la fase liquida y también suficiente oxigeno atmosférico. Se
ha demostrado que la celulosa mejora el crecimiento de las bacterias,
probablemente al promover la union de las bacterias a la superficie, alejar a los
competidores y al retener la humedad y proteger las bacterias contra la luz
ultravioleta (Matsushita et al., 2016).

A diferencia de la celulosa extraida de las paredes celulares de las plantas,
la celulosa bacteriana (CB) consiste en celulosa pura y no contiene ningun otro
polimero (por ejemplo, hemicelulosa, lignina, pectina, etc.) (Pigaleva et al., 2019).
Es un biopolimero de pureza relativamente alta, compuesto de [-D-glucosas a
través de enlaces B-1,4-glucosidicos (llustracion 7). Segun algunos autores (Hosaku
et al., 2017; Nakagaito et al., 2005; Moon et al., 2010) la red de fibras se presenta
en nano escala, con una alta capacidad de retencion de agua, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, caracteristicas no alérgicas ni toxicas, moldeable, entre otros; lo
gue se cree puede servir para la produccion desde productos textiles, papel,
sustitutos optoeléctricos y hasta aditivo en otros sistemas alimenticios.

Acetobacter xylinum, Gluconoacetobacter hansenii, etc., producen dos
formas de celulosa: (1) Celulosa I, el polimero en forma de cinta, y (2) Celulosa ll,
gue es una forma de polimero amorfo termodinamicamente mas estable. Celulosa |
compuesta de cadenas paralelas B-1,4 de glucano que estan dispuestas
uniaxialmente con las fuerzas de Van der Waals, mientras que las cadenas (3-1,4
de glucano de celulosa Il estan dispuestas de manera aleatoria. En su mayoria son
antiparalelas y con una gran cantidad de enlaces de hidrégeno que dan como
resultado una forma mas estable. En la naturaleza, la estructura de celulosa | se

encuentra en formas alomoérficas la o I, dependiendo de la disposicion de las
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cadenas entre si. La celulosa que pertenece a las paredes celulares de las plantas
muestra un mayor porcentaje de estructura I, en comparacion con la celulosa de
algas y bacterias, que muestra un mayor porcentaje de estructura la, que parece
ser un desplazamiento menos estable. Normalmente, la celulosa de A. xylinum
presenta caracteristicas de celulosa altamente cristalina, rica en la. La estructura
microfibrilar de la CB es responsable de la mayoria de sus propiedades, tales como
alta resistencia a la traccion, alto indice de cristalinidad y mayor grado de

polimerizacion.

llustracion 7: Estructura de la celulosa (Esa, Tasirini, & Rahman, 2014).

Para ambas peliculas CB, la celulosa caracteristica la e I se identifica en los
graficos de difraccion de rayos X mediante picos a 20 =14.7 °, 16.3 °y 22.6 ° (Linda
Rozenbergaa et al., 2016). Los cristales de celulosas naturales son de tamafio
pequefio (<10 nm) en comparacion con los tipicos sélidos cristalinos como metales
o ceramicas. Debido a los pequerios cristales y las variaciones en las estructuras
cristalinas dentro de las cadenas de celulosa, los andlisis de DRX de la celulosa
siempre producen picos de difraccién amplios que son dificiles de distinguir de las
difracciones de la celulosa amorfa y la dispersién de fondo (Xiaohui J., 2015).

La presencia de cristalinidad en la celulosa es una de las caracteristicas mas
importantes que contribuyen a sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas. El
indice de cristalinidad (Crl) es un parametro comunmente utilizado para cuantificar
la cantidad de celulosa cristalina presente en los materiales celuldsicos y también
se ha aplicado para interpretar los cambios en las estructuras de celulosa después
de tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos. La celulosa cristalina esta representada

por varios picos intensos en (100),(110),(102),(200)y (00 4) para la celulosa
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IB. Las posiciones y areas de estos picos pueden elegirse arbitrariamente (Garvey,
Parker y Simon, 2005) o calcularse a partir de una estructura cristalina conocida (Ju
et al., 2015).

1.5.2.1 Produccion de celulosa

Cuando las BAA crecen sin agitacion, forman una pelicula superficial de
celulosa, en la cual se desarrollan. La celulosa bacteriana (CB) formada no difiere
significativamente de la celulosa vegetal; sin embargo, no forma parte de la pared
celular, sino que se organiza como una matriz exterior a la pared, donde las
bacterias se encuentran incrustadas en una marafia de microfibrillas. Dado que son
aerobias estrictas, la capacidad de formar dicha pelicula puede ser un medio para
asegurarse la permanencia en la superficie del liquido, donde hay mas oxigeno
(Gerard, 2015).

El andlisis microscopico ha revelado que se produce una Unica cinta de
celulosa a partir de una célula bacteriana. Una sola cinta comprende una estructura
ensamblada de microfibrillas de celulosa que se excretan de una fila de sitios
sintéticos llamados complejos terminales (TC) ubicados a lo largo de un lado de la
célula (Matsushita et al., 2016).

Cellulose
UDP-Glc Glc
GH G6PD
UGP PGM (NADP)
G1P+— G6P— PGA
G6PD .
PGII (NAD) " Pentose
FHK * Phosphate
Frc — FG6P A ., Pathway
.@ \FBP y EMP A
F1P e FDP TCA
1PFK Cycl e
llustracion 8: Ruta biosintética de produccion de celulosa por bacterias del acido acético (Matsushita et al.,
2016).
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La llustracion 8 muestra la ruta biosintética que produce celulosa bacteriana (a partir
de glucosay fructosa. La glucosa es fosforilada por la glucosa hexoquinasa y no por
el fosfoenolpiruvato (PEP) dependiente del sistema de fosfotransferasa (PTS). La
glucosa-6-fosfato (G6P) resultante se metaboliza a través de la ruta de la pentosa,
porque la actividad de la fructosa-6-fosfato (F6P) quinasa, que fosforila F6P a
fructosa-1,6-difosfato (FDP), esta ausente en las BAA. La G6P se metaboliza a
UGP-glucosa (UDPG), el precursor directo de la celulosa. La biosintesis de UDPG
a partir de glucosa es un proceso enzimatico de dos pasos que involucra
fosfoglucomutasa y UDPGpirofosforilasa. La fructosa se metaboliza tanto por la
fructosa hexoquinasa como por PTS (sistema fototransferasa). en F6P
(hexoquinasa) o en fructosa-1-fosfato (F1P) a través de PTS. La F6P luego se
convierte mediante fosfoglucomutasa en G6P, que posteriormente puede usarse
para la sintesis de celulosa o metabolizarse a través de la via de la pentosa fosfato.
F1P se convierte en FDP por la quinasa F1P, y FDP se desfosforila posteriormente
en F6P. La FDP también se puede metabolizar a través de la via Embden-Myerhoff
(EMP). La actividad de la fosfoglucosa isomerasa, que convierte F6P en G6P es
muy alta en un medio de fructosa en comparacion con un medio de glucosa.

Aykun, Budak, & Guzel-Seydim (2014) determinaron los componentes
bioactivos de la Madre del vinagre generada durante la produccion de varios
vinagres, encontrando que junto con la fermentacion acética, las BAA generan
compuestos como acido galico, acido clorogénico, catequina y acido cafeico, lo cual
dependen del tipo de sustrato que se utilice para la produccion del vinagre.

Son pocos los estudios referentes a la caracterizacion de la madre del vinagre
y su importancia en la produccion y mantenimiento de los microorganismos por lo
gue a continuacion se describen algunas pruebas que podrian ser de utilidad para

su esclarecimiento.

1.5.3 Generalidades del secado

Al buscar realizar un estudio de la matriz que contiene al inoculo, y con el

conocimiento de que se empleara un estudio de secado para evaluar la difusividad
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de humedad a través del cuerpo de dicha matriz, se muestra a continuacion la
informacion tedrica necesaria para entrar en tema.

Los alimentos generalmente se secan para eliminar la humedad hasta un
cierto nivel en el cual se minimizan el deterioro microbiano y las reacciones quimicas
deteriorantes, se requiere una determinacion precisa de los coeficientes de difusiéon
y transferencia convectiva para facilitar disefios precisos de secado, la difusién de
agua dentro del producto se considera generalmente el factor de control, muy a
menudo descrito por un mecanismo de difusion basado en la segunda ley de Fick
(Arranza et al., 2017; Banga &. Singh, 1994; Ruiz-L6pez et al., 2012).

Al calentar al producto por conveccion, el calor penetra hacia el interior del
alimento a través de la superficie principalmente por conduccion, mientras que la
humedad debe salir a través de ella, por lo que el gradiente de temperatura es
contrario al gradiente de humedad (Contreras Monzén, 2006). En consecuencia,
Gnicamente se produce el secado o la reduccion del contenido en agua cuando el
interior ha alcanzado suficiente temperatura para que nuevamente emigre la
humedad hacia la superficie y, finalmente, al exterior.

Para el secado de alimentos liquidos o sélidos se tiene el mismo
comportamiento, inicialmente un material hUmedo con cierto tamafio puede tener
un alto contenido de humedad (Xo). Con la evaporacion del agua libre en la
superficie, ocurre un encogimiento visible, hasta que una estructura solida es
formada con un contenido de humedad promedio (X), el contenido de humedad esta
distribuido en el interior del cuerpo, pero el agua puede ser transportada del interior
a la superficie (interfase) por mecanismos de difusion. La relaciébn del agua
promedio contenida en el sélido contra el tiempo es conocida como la curva de
secado; es dividida en el periodo de velocidad de secado constante (primer periodo)
marcado en tiempo (tc) y el periodo de velocidad de secado decreciente (segundo
periodo) con el contenido de humedad critica Xc separando los dos periodos,

marcado en tiempo (t¢) como se observa en la llustracion 9.
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llustracién 9: Curva clasica de secado.

El estudio de estos fendmenos de transmision de calor y materia, precisa de
la cuantificacion de los flujos que ocurren durante el secado y, frecuentemente, del
uso de modelos cinéticos que permitan predecir la evolucion del proceso, lo cual
puede llegar a ser de gran ayuda en el disefio y optimizacién de la operacion a nivel
industrial, en cambio, para cuestiones de investigacién como es el caso de este
trabajo de investigacion, como apoyo para la evaluacion de la matriz conocida como

madre del vinagre siguiendo la metodologia que se describe en el capitulo siguiente.

1.5.3.1 Difusividad

La transferencia de masa juega un papel clave en la creacion de condiciones
favorables para que los reactivos en un sistema se unan fisicamente, permitiendo
gue ocurra una reaccion particular. Una vez que los reactivos estan cerca de un sitio
particular, la reaccion procedera a una velocidad 6ptima. En estas circunstancias,
podemos encontrar que la reaccion esta limitada por el movimiento de los reactivos
al sitio de reaccion, o el movimiento de los productos finales fuera del sitio de
reaccion. En otras palabras, la reaccion esta limitada por transferencia de masa, en
lugar de estar limitada por la cinética de la reaccion. Esta y otras razones son por
las que en sistemas complejos como son los consorcios microbianos se puede
considerar como un parametro importante el conocer el valor de estos parametros
y generar una aproximacion sobre la influencia de las estructuras producidas por los

microorganismos, en los procesos de fermentacion.
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Para que se considere como un mecanismo difusivo la migracion de la
humedad del sistema durante un proceso de secado, los valores de difusion deben
ser menores a 107" m?/s. De lo contrario se podria considerar un sistema de efusion,
entre otros.

Parte de la eliminacion de humedad de un alimento ocurre durante un periodo
de secado a velocidad de caida. Este periodo de secado comienza en el contenido
critico de humedad, X, y continda hasta que el contenido de humedad disminuye
hasta el contenido de humedad de equilibrio, Xe. Durante este periodo de secado,
la temperatura del producto comienza a aumentar a magnitudes superiores a la
temperatura del bulbo humedo, y la difusion de la humedad desde la estructura
interna del producto se convierte en un factor que controla la velocidad. Ademas,
las expresiones utilizadas para describir el proceso de difusion de humedad
dependen de la forma del producto. Para una geometria de placa infinita, el periodo
de secado con velocidad de caida se describe de la siguiente manera (considerando

un solo término de la solucion analitica):

X-X, 8& 1 2n-1)? 72Dt
L senvatat D D L —%
0~ 7 n:1(2n—1) 4L 1)

donde L es la mitad del espesor como dimension caracteristica para la
geometria de placa (m), D es el coeficiente de difusién aparente del agua (m2/s), Y
es la fraccion de humedad libre (adimensional) y t es el tiempo (s). Las expresiones
correspondientes para las geometrias de un cilindro infinito y una esfera son,

respectivamente (Ruiz-Lopez & Garcia-Alvarado, 2007):

YooXe ik LR @
_ X=X iiie _n%z°Dt
Xo=Xe #%pin’ ¥ ©
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donde R es el radio (m) y In es la enésima raiz positiva de la funcién

Jo(4n)=0 (4)

siendo JO la funcion de Bessel de primera clase de orden cero.

El parametro clave en las tres ecuaciones de prediccion para el periodo de
secado con tasa de caida es la difusividad de masa efectiva para el movimiento de
humedad dentro de la estructura del producto. La magnitud de esta propiedad se
acercard a un valor para la difusion del vapor de agua en el aire, pero estara

influenciada por la estructura del producto (Singh & Heldman, 2009).
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2. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos planteados, se establece la siguiente metodologia
de acuerdo con el siguiente diagrama general de trabajo:

Diagrama general

de trabajo

Recopilacidn
bibliografica

Obtencidn Cultivo de
del indculo mantenimiento

| -Actividades —— |
Determinacién de Fermentacién en A
condiciones de condiciones optimas Alslamiente Ca rcafer_uaclun
fermentacian de microbiota del indculo
dptimas '
1 Determinacién |
de pardmetros Espectroscopica @ Evaluacién
Temperatura fermentativos ! de difusividad
| ; '
—p oH Espectroscopia de Micrascopia |
X infrarrojo por simple Cinéticas de
I Transformada secado
Acidez: fija, de Fourier (FT-IR) '
volatil, total I Microscopia
| electrdnica
Difraccion de de barrido [SEM
“Brix Rayos X GEm)
| {XRD) '
Alechol Microscopia de
residual fuerza atomica
| (AFM)
Temperatura
|
Determinacion de
rendimiento y
productividad
|
Cenizas

llustracion 10: Diagrama general de trabajo. Metodologia.

45



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

2.1 Recopilacién bibliografica

Se investigo y recopild informacién de los temas necesarios a lo largo de todo el
proyecto para complementar los puntos de este trabajo de investigacion a partir de
documentos diversos (libros, articulos cientificos, tesis, etc.).

2.2 Obtencion del inéculo

El inéculo se obtuvo del utilizado en fermentaciones domésticas. La madre
del vinagre en inicios de su acumulacion se muestra como una pelicula flotante en
el medio de fermentacion, generalmente de manera opaca, conforme esta se va
engrosando aumenta el aspecto gelatinoso y tiende a volverse mas cristalina, al no
establecer una estructura ordenada en cuanto a su acumulacion de manera

macroscopica, esta tomard la forma del recipiente en que se encuentre.

2.2.1 Cultivo de mantenimiento

Se mantuvo el indculo bajo condiciones de cultivo en que se conservaban de
manera corriente para asegurar su apto desarrollo de la matriz y la microbiota,
empleando panela como sustrato y a temperatura ambiente en un recipiente

cerrado.

2.3 Determinacion de las condiciones dptimas de fermentacién

Para poder identificar las condiciones que favorecen la fermentacion acética por
el inéculo empleado, se llevaron a cabo fermentaciones con diferentes condiciones,
especificamente de concentracién de sustrato y temperatura (de acuerdo a las
condiciones artesanales y a lo reportado en la bibliografia) (Budhiono et al., 1999;
Casner, 2005; Ching-Ting et al., 2018; Lopez-Rojo et al, 2017), monitoreandose a

lo largo de las mismas, los parametros que nos permitan valorar la produccién de
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acido acético con respecto al tiempo y detener la fermentacion, las condiciones son

las siguientes:

- In6culo al 7.5% peso/volumen (peso en humedo), previamente lavar con
agua purificada, para no tener ingreso de material ya fermentado al
sistema y escurrir (Catalan-Garrido & Garcia-Guerra, 2016; Lopez-Rojo
et al., 2017).

- Concentracion inicial de sustrato: panela (piloncillo) verificada por el valor
de sdlidos solubles a 8 y 15°Bx, las mediciones se haran empleando un
refractometro manual.

- Temperatura de fermentacion a 22°C (ambiental aproximada) y 29°C por
reporte de bibliografia (Guillaméon & Mas, 2014; Catalan-Garrido &
Garcia-Guerra, 2016; Ho et al., 2017).

- Agua purificada para preparar la solucién de piloncillo (500 mL).

- Tiempo: La fermentacion se estuvo monitoreando con respecto a los
diferentes parametros a evaluar y en base a los valores de &cido acético,

deteniéndose de acuerdo con los mismos.

Pardmetros determinados a lo largo de las fermentaciones (por triplicado): Las
evaluaciones de acidez para vinagres se realizaron con base al compendio de
normas para vinagre de la Organizacion internacional de la vifia y el vino (2018); y
tomando valores de referencia por la norma espafiola de calidad para la elaboracion

y la comercializacion de los vinagres (2012).

°Brix: Determinacion de sélidos solubles empleando un refractometro de mano
(CIVEQ-4013) con escala a grados °Brix, colocando una gota y mirando la escala

por el ocular a contraluz.

Acidez total: Se denomina acidez total de un vinagre a la acidez valorable en
presencia de fenolftaleina en solucion alcoholica, como indicador. En un matraz

Erlenmeyer de 250 ml, introducir 10 ml de vinagre. Adicionar agua recientemente
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hervida y fria para que la solucion esté apenas coloreada. Afadir algunas gotas del
indicador y valorar con la solucion de hidréxido de sodio 0.5 M hasta coloracion rosa
persistente; donde: V el volumen de la solucion de hidroxido de sodio utilizado en la
valoraciéon (ml).

Ar =3V (1)

Acidez fija: Se denomina acidez fija de un vinagre al conjunto de sus acidos
fijos (no volatiles), valorados en presencia de fenolftaleina en solucion alcohdlica
como indicador, por el tipo de sistema, se considera al acido lactico como al
compuesto principal para la acidez fija. En una capsula de porcelana de 200 ml,
introducir 10 ml de vinagre. En un bafio de agua a 100°C, evaporar a sequedad.
Afadir de 5 a 10 ml de agua y evaporar de nuevo a sequedad. Repetir esta
operacion cinco veces. Adicionar 180 ml aproximadamente de agua recientemente
hervida y fria, afadir algunas gotas del indicador y valorar con la solucion de
hidroxido de sodio 0.1 N hasta coloracion rosa persistente. Donde: V el volumen de

la solucion de hidroxido de sodio utilizada en la valoracién (ml).

Ap = 0.6V 2)

Acidez volatil: Se denomina acidez volatil de un vinagre a la diferencia entre la
acidez total y la acidez fija. Esto debido a que los acidos organicos volatiles mas
comunes son el acido acético, acido férmico, acido malico, acido propidnico; pero
por la naturaleza y origen de la fermentacion se descarta la presencia de algun otro
que no sea el acético para este sistema. Donde: At el contenido en acidez total (g

de &cido/L) y Ar el contenido en acidez fija (g de acido/L).

Acidez volatil = Ay — Ap 3)

Para determinar las diferencias entre los experimentos de esta prueba se realiza

un andlisis estadistico por comparacién de medias mediante un ANOVA por método
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de Tukey, con IC 95% y a=0.05. Este andlisis se realizara en lo concerniente a los

valores de acidez total, fija y volatil.

2.4 Fermentacion en condiciones dptimas

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de concentracion de sustrato y
temperatura se realizaron pruebas de fermentacion por duplicado a mayor escala
(4 litros) y se llevaron a cabo el seguimiento de estas.

2.4.1 Determinacion de parametros fermentativos

Cada prueba de fermentacion llevd un seguimiento diario midiendo los
parametros que se mencionan a continuacion, cada valor debe tomarse por
triplicado., se miden los parametros mencionados en el punto anterior (°Brix, acidez

total, acidez fija, acidez volatil), ademas:

Densidad de la muestra (D) determinado por método del picnémetro (Direccion
General de Normas, 1981) Donde: m es la masa de la muestra (g) y V el volumen

de la misma (mL):

D=m/V “)

Los valores de azUcares reductores directos y azUcares reductores totales
determinados en base a la metodologia de la norma NMX-F-312-1978.
DETERMINACION DE REDUCTORES DIRECTOS Y TOTALES EN ALIMENTOS.
METHOD OF TEST FOR TOTAL AND DIRECT REDUCING SUBSTANCES IN
FOOD. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS.

En los reactivos del método se tiene reactivo Fehling A (Solucion sulfato de
cobre) siendo el compuesto principal para que se lleve a cabo la reaccién donde en
presencia del compuesto reductor y a una temperatura aproximada de 75°C se

produce Oxido de cobre para después precipitarse y observarse un cambio de color
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de azul a rojo ladrillo; y Fehling B (NaOH 40% y tartrato de sodio-potasio) la cual
sirve para estabilizar la reaccion y evitar que al mezclarse las soluciones Ay B, se
produzca de manera inmediata Hidroxido cuprico y genere un error en la prueba.

Para realizar la medicidén es necesario preparar una solucion de azucar invertido
al 1% P/V, la cual se obtiene pesando 9.5 g de sacarosa y disolviendo en 50 ml de
agua, afadir 5 mL de HCI concentrado y diluyendo con agua a 100 ml, se guarda
por algunos dias a temperatura amiente y después de la inversion se completa
volumen a 1000 ml.

Se procede a una titulacion donde se neutralizan 10 ml de disolucion de azucar
invertido con hidroxido de sodio 1N, en un matraz volumétrico de 100 ml y se
completa el volumen con agua, transferir a una bureta y titular contra una solucién
caliente de 50 mL de agua destilada con 5mL de solucion Ay 5 mL de solucion B,
una vez observado el primer cambio de color, afiadir 1 ml de azul de metileno al
0.2% y se detiene la titulacion al observar la reduccion total del cobre observando
una coloracion naranja, registrar el gasto y calcular el titulo de la disolucién mediante

la féormula (9) esperando el valor en un rango de 0.0505 a 0.0525.

Titulo de la disolucién = ml de gasto * Concentracion de la solucion (%) 5)

Azucares reductores directos: Medir 10 mL de la muestra y afiadir a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, afadir 100 mL de agua y agitar para disolver la muestra;
afadir el reactivo secuestrante necesario para sedimentar impurezas (0.5 g de
Oxido de Aluminio) y aclarar la solucion, filtrar, transferir a una bureta y titular contra
una solucion caliente de 50 mL de agua destilada con 5mL de solucién Ay 5 mL de

solucién B, registrar el gasto y calcular con la formula (9).

Azlcares reductores totales: Medir 10 mL de la muestra y afiadir a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, afladir 100 mL de agua y agitar para disolver la muestra;
afiadir el reactivo secuestrante necesario para sedimentar impurezas y aclarar la
solucion, filtrar y lavar el matraz 3 veces con 20 mL de agua cada una, afadir 10

mL de acido clorhidrico concentrado y calentar a 65°C durante 15 minutos, dejar

50



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

enfriar para poder neutralizar con hidroxido de sodio 1N y completar volumen con
agua, transferir a una bureta y titular contra una solucion caliente de 50 mL de agua
destilada con 5mL de soluciéon Ay 5 mL de solucién B, registrar el gasto y calcular

con la férmula (10).

. 25000%T
%Azucares reductores = - 6)

Donde T=Titulo de la disolucién en gramos de azucar invertido, V=Volumen de
la disolucién problema, empleado en la titulacién de 10 ml; y P=Peso de la muestra

en gramos.

Alcohol residual: A partir de una muestra de un litro del liquido restante de las
pruebas de la fermentacién, colocar a ebullicion para separacion por fases en un
rotavapor Heidolph Hei-VAP digital a 39°C bajo condiciones de vacio y separar
hasta verificar que se detenga la separacion; medir valor final y sacar en proporcién
al liquido inicial.

Determinacion de cenizas: Segun la norma NMX-F-066-S-1978
DETERMINACION DE CENIZAS EN ALIMENTOS. FOODSTUFF
DETERMINATION OF ASHES. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL
DE NORMAS. Para ello en un crisol a peso constante, se coloca una muestra de 3
a 5 g, esto procedera a quemarse lentamente en una parrilla hasta que la muestra
no desprenda humos, una vez realizado esto, se llevara a calcinacion total en una
mufla (FURNACE 48000, Barnstead Thermolyne), por ultimo, se dejara enfriar y se
pasara a un desecador para después determinar la masa final del crisol con cenizas.

El resultado se calcula utilizando la siguiente formula:

%Cenizas = W (7)
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Donde P es la masa del crisol con cenizas, p es la masa de crisol vacioy M es

la masa original de la muestra, todos en gramos.

2.4.2 Evaluacion de rendimiento

A partir de los resultados que se obtuvieron de los valores finales de acidez y la

concentracion de panela adicionada, el rendimiento se calcula utilizando:

.. Iproduct CpaV
Rendimiento = producto __ CAAVRX0 __ JAA (8)

I9reactivo CpanVrxo 9PAN

Donde Caa Y Cpan SON las concentraciones en gramos por litro de acido acético
y panela respectivamente, mientras que Vrxo €s el volumen de reaccion inicial en
litros. Tomando en cuenta que la panela no es un sustrato puro, es necesario llevar
a cabo una medicion que permita establecer una equivalencia promedio de la
sacarosa que esta contiene, por lo que se procedera a medir la cantidad de
sacarosa que contienen distintas muestras de panela por método Lane-Eynon
(Método usado para medir azucares reductores) para asi utilizar un grafico que
permita establecer una ecuacion de la recta que permita hacer el calculo de
equivalencia, lo que cambiaria la ecuacion de calculo de rendimiento quedando de

la siguiente forma:

.. Iproduct
Rendimiento = “2reducte — 944 O)
Ireactivo gsac

Para calcular el rendimiento de biomasa seca generada de manera aproximada
en el sistema, recordando que esta incluye la produccion de la matriz en general,

es decir, tanto de microbiota como de celulosa, se utiliza la siguiente férmula:

.. ; m 1-Y¢)—myo(1-Y,
Rendlmlentobiomasa — Ibiomasa seca — Pf( f) po( o) (10)

YIreactivo CsacVrxo
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Donde mps y mpo se refieren a la masa seca de la matriz después de un proceso
de secado mediante una estufa de conveccion, antes y después de la fermentacion
respectivamente; y Yry Yo son las fracciones de humedad de la matriz antes y

después de la fermentacion respectivamente.
2.4.3 Evaluacion de productividad
Para el célculo de la productividad de producto se emplea la siguiente formula:

Productividad = Jeroducte 1)

Tiempo

Pero al obtenerse valores especificos para cada punto de la fermentacion, es
necesario generar una curva donde se registren los valores de masa de acido

acético contra el tiempo para cada punto y empleando la siguiente féormula:

AmAA _ MpaF—Mapo0

At t—to (12}

Donde maar Y Maao son la masa de acido acético al final y al inicio de la
fermentacién respectivamente, se puede calcular una productividad general para el
sistema.

2.5 Aislamiento de microorganismos

2.5.1 Toma de muestra

Para el aislamiento de los microorganismos de la madre del vinagre, sembrar
por extension en placa, 100 uL del liquido en el que se encuentra inmersa la matriz.
La suspensidon se absorbe en el agar, dejando las células microbianas sobre la

superficie (Normas Oficiales Mexicanas, 1994).
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2.5.2 Aislamiento de bacterias

La temperatura Optima para el crecimiento de las bacterias del acido acético es
de 25°C a 30°C. Existe una categoria de especies poco comunes que incluso
pueden oxidar el etanol de 38°C a 40°C, sin embargo, no es lo recomendable para
procesos simultaneos junto con fermentacion alcohdlica (Ho, 2016). EI medio GEY
(2% glucosa, 5% etanol, 1% extracto de levadura), que puede ser usado como caldo
de enriquecimiento y como medio sélido con el agregado de 1,5% de agar (Gerard,
2015), se modifica para agregar carbonato de calcio (CaCO3) al medio GEY
convierte a estos ultimos en medios diferenciales para BAA, ya que pone en
evidencia el metabolismo de la fuente de carbono (glucosa, etanol respectivamente)
con produccion de &cido acético, el cual disuelve el CaCOs, formando un halo
transparente alrededor de la colonia (Budhiono et al., 1999; Bahavna & Satish, 2014;
Gerard, 2015).

Tomando en cuenta lo anteriormente descrito, se llevo a cabo el aislamiento de
las BAA bajo las siguientes condiciones de cultivo:

Cultivo en medio GEY con proporciones distintas de etanol para hacerlo mas
selectivo

e GEY (2% glucosa, 5% etanol, 1% extracto de levadura, 2% agar, 0.12%
CaCO03) (MCD-LAB).

e GEY 20 (2% glucosa, 20% etanol, 1% extracto de levadura, 2% agar,
0.12% CaCO3) (MCD-LAB).

En cultivos por estria cruzada en dilucion, incubados a 29°C por 24 — 48 h, dando

seguimiento al aislamiento mediante observacién microscopica con tinciones de

Gram y con resiembras periddicas.

2.5.3 Aislamiento de levaduras

Se utilizara Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar, PDA, por sus siglas en
inglés) (MCD-LAB) siendo un medio de propésito general para levaduras y mohos;
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y agar Suero de Naranja (MCD-LAB) que se emplea para el cultivo de
microorganismos aciduricos asociados con el deterioro de productos en un entorno
de laboratorio. Las placas se incuban por 24 — 48 h a 29°C dando seguimiento al
aislamiento mediante observacion microscépica con tinciones de Gram.

Tincion de Gram. Después de cada siembra realizar una tincion de Gram para
observar la distribucion y morfologia microscopica de al menos 5 colonias. La pared
celular de las bacterias Gram negativas esta constituida por una capa fina de
peptidoglicano y una membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram
positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no
cuentan con membrana celular externa (Lopez-Jacome, 2014). Se coloca en un
portaobjetos una gota de agua, se toma una pequefia cantidad de la colonia
seleccionada con un asa estéril para hacer un frotis, una vez secada y fijada la
muestra, proceder a la tincion: tefiir 1 minuto con cristal violeta y enjuagar, colocar
Lugol como fijador durante 1 minuto y enjuagar, decolorar con alcohol cetona y
enjuagar, posteriormente tefiir con safranina durante 15 sy enjuagar. Una vez secas
las tinciones, se procede a la observacion microscépica a 100x con aceite de
inmersion.

Se seleccionaron las colonias pertinentes para continuar con el aislamiento y asi

sucesivamente hasta llegar a la purificacion de estas.

2.6 Caracterizacion optica y espectroscopica del indculo

2.6.1 Obtencién y preparacion de las muestras

Seguir las condiciones 6ptimas de cultivo hasta obtener una matriz con
crecimiento de 3 cm de grosor. Cortar en 3 secciones desde la parte inferior a la
superior, nombradas fondo, centro y superficie, respectivamente. Lavar las piezas
continuamente con agua purificada hasta observar cristalina el agua de lavado, para
eliminar la posible presencia de azlcares y acidos organicos residuales; secar
completamente a 110 ° C durante 1 dia (Rubio-Fernandez et al., 2004; Wu et al.,
2012; Li et al., 2015 Lopez-Rojo et al., 2017).
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2.6.2 Microscopia dptica simple

Para realizar la observacion y distribucion de los microrganismos que estan
embebidos en la madre del vinagre, se tomaron muestra con un asa estéril de
siembra a diferentes niveles de la matriz (fondo, centro y superficie), ademas del
liquido en el que se encuentra inmersa ésta y se realizaron frotes para su posterior
tincion de Gram. La observacion se realizara en un microscopio biolégico VE-B1
VELAB MICROSCOPES a 100X con aceite de inmersion.

2.6.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para este analisis de espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier se
uso un espectrofotdmetro marca BRUKER modelo VERTEX 70, operando en el
infrarrojo medio (4000-400 cm-1) y se utliza el accesorio ATR, colocando
Gnicamente una pequefia porcion de las muestras en el detector, posteriormente se
analizaron los espectros empleando referencias a numeros de onda encontrados en
la literatura para los enlaces correspondientes a la composicion del consorcio (Yang
et al., 2013; Vazquez et al., 2013).

2.6.4 Difraccion de rayos X

Para este analisis de difraccion de rayos X, utilizar un difractometro BRUKER
modelo 8D Discover con radiaciéon CuKa1 y detector ocular de lince. Analizar en un
rango de 5-89 ° con un tamafio de paso de 0.04 y una velocidad de exploracion de
0.6 segundos. Pulverizar las muestras en un mortero de agata. La celulosa cristalina
esta representada por varios picos intensosen (110p), (110),(200)y (00 4)
para el pico amorfo (Ju et al., 2015) El indice de cristalinidad (o cristalinidad

aparente (%)) se calcula utilizando la ecuacion:

X = I110 p +1110 t1200 %100 (13)

I110 p H1110 200+ am

56



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

Donde, 1110p, 1110 e 1200 son la intensidad maxima cristalina de los planos
(110p), (110) y (200), e lam es la intensidad maxima amorfa. Aplicar el método de
deconvolucién (ajuste de curva) para encontrar las areas de pico individuales. La
deconvolucién se realiza utilizando el software PeakFit v4.12 (AutoFit Peaks Il
Deconvolution, Baseline Linear D2) (Hosakun et al., 2017). El tamafio del cristal se

determina utilizando la ecuacion de Scherrer de la siguiente manera:

k2
- L cos6

(14)

Donde t es el tamano del cristal, K es el factor de forma (0.9), A es la longitud de
onda de los rayos X (0.15418 nm), 8, es el ancho completo a la mitad de la altura
méaxima y © es el angulo de Bragg, el cual se obtiene del equipo de medicion
(Rozenberga et al., 2016).

2.6.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para la microscopia electrénica de barrido se us6é un microscopio JEOL modelo
JSM-6610LV con filamento de tungsteno. Se analiz6 en alto vacio a 20 kV. Las
muestras se montan en cinta de carbon y se recubren con oro. Para el mapeo EDX,
el tiempo de exploracion es de 180 segundos con una amplificacion de 500x, la
observacion de diferentes campos debe realizarse en al menos 3 campos diferentes
con zonas elegidas de manera aleatoria y a diferentes escalas (Bahavna & Satish,
2014).

2.6.6 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Para la microscopia de fuerza atomica se utilizO un microscopio de la marca
JEOL modelo JSPM-5200 en modo sin contacto y punta tipo voladizo, la velocidad
de exploracion fue de 166,67 us y un area de 206x206 nm. La muestra se monta en

una oblea de silicio monocristalino con orientacién especifica en la direccion 100.
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Se procede a la medicion por andlisis topografico y se establecen marcadores de

medicion en caso de requerirse (Juniao & Shaoping, 2019)

2.7 Evaluacion de difusividad masica del agua en la estructura polimérica

A 30°C, en una solucion acuosa de panela al 15%, se cultivO una pequefia
porcion de la estructura generada por el consorcio previamente obtenida de
experimentos de 6 semanas, esto en un recipiente previamente sanitizado y de
amplias dimensiones buscando formas de placas planas, agregando 20 ml de agua
purificada diariamente y cada semana una porcién de aproximadamente 10 g de
panela, hasta obtener un espesor de aproximadamente 1 cm. Se corta en placas de
10 cm de largo por 5 cm de ancho.

Las muestras resultantes se someten a secado por conveccion a
temperaturas de aire de 45, 60y 75 °C, realizando una prueba tomando el peso de
la muestra de manera continua bajo una escala de tiempo creciente. Mientras tanto,
la contraccion del producto se determina midiendo los cambios en el espesor del
producto con un micrémetro durante pruebas adicionales realizadas en las mismas
condiciones que anteriormente. La temperatura se debe corroborar cada 10 min.

La solucion correspondiente para el contenido medio de humedad promedio
expresado de forma adimensional en una geometria de placa plana esta dado por

la ecuacion (1).

Si se considera un solo término de la sumatoria en la ecuacion (1) esta se vuelve:

_ 2
0 e T 41 (19)
La derivada de la ecuacién (19) produce:
dv 72D
— = (20)
dt 412
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El coeficiente de difusion del agua en el sélido se calcula arreglando a la

ecuacion (20) como

2
p-_AL da¥

72y dt (21)

El término dY/dt se evalla utilizando la formula para datos desigualmente

espaciados (Chapra & Canale, 2007):

2X—Xi—Xi_q

i—1—X)(Xi—1—Xi+1)

2X—Xi—1—Xi41

Ceg=xi—1) (xi—xi41)

2X—Xj_1—X;

(i1 —2i—1) (Xi41—%7)

f1e) = flxi-) + f(x:) + f(Xi+1)
(15)

Una vez calculada la difusividad para cada punto, se procede a ocupar una

férmula que permite conocer el valor de difusividad promedio Dprom €n €l proceso de

secado que es:

Jol Daw
w2-w1

Dprom = (16)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacién de condiciones dptimas de fermentacién

3.1.1 Fermentacion de referencia

Los resultados de la prueba control a temperatura ambiente y un valor de 8°
Brix como valores de referencia indicados por bibliografia (Budhiono et al., 1999;
Casner, 2005; Ching-Ting et al., 2018; Lépez-Rojo et al, 2017), muestra una
produccién minima de acido acético, estos valores se pueden observar en la Tabla
3 (los resultados muestran el promedio del triplicado de las pruebas y su desviacion

estandar).

Tabla 3: Resultados de las mediciones de los parametros para la fermentacién de referencia.

Dia oH °Brix Acidez total Acidez fija Acidez volatil
(g/L) (g/L) (g a.a./l)
0 5.02+0.0 8.00+£ 0.0 0.25+0.03 0.23+0.03 0.02
1 4.68 + 0.02 7.50 £ 0.0 0.60+0.05 0.37+0.03 0.23
2 431 +0.01 7.00+0.1 0.95+0.03 0.46+0.03 0.49
5 3.32+0.02 5.33+0.06 1.80+0.05 0.76 +0.06 1.04
8 3.21+0.01 3.33+0.1 2.80+0.03 0.93+0.05 1.87
12 3.48 £ 0.03 2.03 +0.06 3.15 + 0.05 1.11 + 0.05 2.04
14 3.14 £ 0.01 1.53 + 0.06 3.35+0.03 1.18 + 0.06 2.17
16 3.32+0.02 1.46 + 0.06 3.65+0.03 1.48 + 0.06 2.17

Se alcanza una acidez total y volatil maximas de 3.65 g/L y 2.17 g a.a./L,
respectivamente estos no alcanzan los valores indicados por la NMX-F-122-1968.
ALIMENTOS PARA USO HUMANO. CALIDAD PARA VINAGRE ENVASADO
PARA CONSUMO PUBLICO. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE
NORMAS. La llustracién 11 muestra la cinética de produccion del acido acético
como acidez volatil con respecto al tiempo, de la informacién de la tabla y de la
ilustracion se puede observar que es en los dias 2 a 8 que se efectia la mayor
produccion de acidez tanto total como volatil con su correspondiente descenso en
los °Brix, en los dias 14 a 16 ya no se observa aumento de la acidez volatil ni
disminucion significativa de °Brix por lo que la fermentacién se detuvo en ese

momento.
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f —8— Acidez total (gfL) 5
cldez tota 3.35

3.5
Acidez fija (g/L)
3 2.8

—&— Acidez volatil (g a.a./L)

Concentracién de acidez g/L

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

llustracion 11: Comportamiento de pardmetros de acidez de la fermentacién de referencia.

3.1.2 Prueba de fermentacion: modificacion de °Brix

Se realiz6 modificacién en el valor de °Brix a 15, que es el sugerido por
algunas referencias como concentracion 6ptima de azlcares sin sobrepasar el valor
limite de tolerancia de mediciones microorganismos. La Tabla 4 (los resultados
muestran el promedio del triplicado de las pruebas y su desviacidon estandar) y la

llustracion 12 muestran los resultados experimentales obtenidos.

Tabla 4: Resultados de las de los parametros de acidez en la prueba con modificacion de °Brix

Dia pH °Brix AC":ge/ZL;Ota' Acidez fija (g/L) Ac('gzz_a‘_’fL")é‘“'
0 536+01  1500£00 09000 0.76 + 0.06 0.14
1 459+02 1353006  1.30+0.06 0.97 % 0.03 0.33
4  35+00 11.83+006  3.65%003 1.89 + 0.09 1.76
6  332:01  802t008  490%006 281+ 0.03 2.69
8  331+02 503+006  570+00 3.45+ 0.05 225
10 332400  400%00 580006 3.26 + 0.06 254
13 335+01  356+006 515003 249+ 0.05 2.66

Comparando los resultados con la fermentacion control, se llegd a una acidez
volatil ligeramente mayor que en el experimento anterior, obteniendo una
concentracion de 2.66 g a.a/L en menor tiempo, con 3 dias de diferencia; el
descenso en los °Brix y su correspondiente aumento en acidez fija y volatil
ocurrieron entre los dias 4 a 8, observandose una diferencia en el comportamiento

de la fermentacion puesto que la acidez fija es mayor que la volatil practicamente
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todo el tiempo, disminuyendo en los ultimos dias al contrario que en el control. La
fermentacion no muestra resultados por debajo de la norma mexicana para calidad
de vinagres ya que no se alcanza el valor del rango de referencia (4-8 g a.a./L). Se
muestra, ademas, una reduccién de acidez fija de un valor de 3.26 g/L en el dia 10
a un valor de 2.49 g/L en el dia 13, hecho que impacta en el valor de la acidez total,
mas no en el contenido de acidez volatil. Ademas, se comprueba que el aumento
de °Brix no genera una diferencia estadistica significativa (0.41>a) refiriéndose a los
valores de acidez volétil, en cuanto a los valor de acidez total (0.057>a) de igual
forma no representa un cambio; para acidez fija (0.004< a) si existe una diferencia
significativa, pero es indeseable ya que esta no representa concentraciones de
acido acético.

—8— Acidez total (g/L)

5.7 5.8

6 [—=e=Acidez fija (g/L)

5.15
—@— Acidez volétil (g a.a./L)

Concentracion de acidez g/L

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (dias)

llustracion 12: Comportamiento de parametros de acidez de la fermentacién con modificacion de °Brix.

3.1.3 Prueba de fermentacion: modificacién de Temperatura

La evaluacion se realizé modificando la Temperatura a un valor de 29°C, que
es el empleado por referencias como temperatura Optima, sin sobrepasar el valor
limite de tolerancia de los microorganismos de 32 °C. La Tabla 5 (los resultados
muestran el promedio del triplicado de las pruebas y su desviacion estandar) y la

llustracion 13 muestran los resultados experimentales obtenidos.

Tabla 5: Resultados de las mediciones de los parametros de acidez en la prueba con modificacién de Temperatura

Acidez total Acidez
Dia pH °Brix Acidez fija (g/L) volatil (g
@b a.a./lL)
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0 541+0.1 8.000 + 0.08 0.900 + 0.08 0.750 + 0.06 0.15
1 5.01+£0.15 7.325+ 0.05 1.425+0.05 1.035+0.05 0.39
3 3.82+0.05 4.050 + 0.06 4.050 + 0.06 1.800 + 0.08 2.25
5 3.74 + 0.03 3.425+0.1 5.775+0.1 2.820 £ 0.08 2.95
7 3.31+0.20 3.575+0.08 6.300 + 0.08 3.015+0.1 3.28
9 3.30+0.15 2.025 + 0.06 8.250 £ 0.06 3.435+0.15 4.81
11 3.20£0.04 2.175+0.1 8.025 + 0.05 3.150 £ 0.06 4.87

Es importante recalcar el tiempo de fermentacion y el grado de reduccién de
la concentracion de azUcares puesto que, comparando los resultados con la
fermentacién de aumento de °Brix, se llegd a una concentracion mayor para acidez
volatil con un valor de 4.875 g a.a./L con una reduccién aproximada en el tiempo de
2 dias de diferencia, aunque, también es posible observar que los valores de acidez
fija se encuentran muy parejos, lo que no representa un punto positivo para el
producto que se busca, ni para lo solicitado por la norma. En esta ocasion el
aumento en la produccion de acido acético se llevé a cabo entre los dias 6 y 9,
aunque, el consumo de los solutos fue durante los primeros 7 dias de la
fermentacién. Ademas, se comprueba que el aumento de temperatura a 29°C no
genera una diferencia estadistica significativa (0.082>a) refiriéndose a los valores
de acidez volatil, en cuanto a los valores de acidez total y acidez fija (0.027<a,
0.004<q, respectivamente) ambos si representan un cambio, pero no son los valores

necesarios ya que no son los indicadores de la aparicion de &cido acético.

8.25
—&— Acidez total (g/L) 8.03

Acidez fija (g/L)

Acidez voldtil (g a.a./L)

4815 4.88

3.44
3.15

Concentracion de acidez g/L

075 0.39

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (dias)

llustracion 13: Comportamiento de parametros de acidez de la fermentacion con modificacién de Temperatura.
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3.1.4 Prueba de fermentacion: modificacion de °Brix y Temperatura

Se realiz6 una prueba de fermentacién empatando las dos modificaciones
anteriores para observar el resultado de las pruebas de fermentacion, quedando a
temperatura controlada de 29°C y una concentracion de solidos de 15°Brix. La Tabla
6 (los resultados muestran el promedio del triplicado de las pruebas y su desviacion

estandar) y la llustracion 14 muestran los resultados experimentales obtenidos.

Tabla 6: Resultados de las mediciones de los parametros de acidez en la prueba con modificacién de °Brix y

Temperatura.

Dia pH °Brix Aci(zge/th)otal Aci(cé%)fija Aci(geaz.;//?_l)étil
0 5.01£0.0 15.00 £ 0.0 1.03 +0.05 0.67 £ 0.08 0.36
1 4.25 + 0.05 14.02 £ 0.05 1.35+0.06 0.97 + 0.05 0.38
2 402+0.1 13.45 £ 0.06 4.20 + 0.08 2.45+0.08 1.75
3 3.79+0.15 12.97 £ 0.13 4.87 + 0.05 2.70+0.07 2.17
5 351+0.1 12.97 £0.13 9.60 + 0.08 3.05+0.08 6.55
6 3.49+0.0 12.00 £ 0.14 11.32+0.1 5.24 + 0.06 6.08
8 3.40+0.0 12.00£ 0.0 12.90 £ 0.08 2.68 +0.09 10.22
9 3.40+0.0 11.47 £ 0.05 14.47 £ 0.10 4.13 +0.08 10.34
10 3.39+0.2 11.10 £ 0.08 15.22 £ 0.05 4.52 + 0.06 10.70
13 3.29+0.1 9.95 + 0.06 19.72+0.1 3.66 + 0.07 16.06
15 3.29+0.05 9.92+0.1 23.02+0.1 3.52+0.06 19.51
16 3.28+0.0 9.47 + 0.05 2547 +0.1 3.59+0.17 19.89
18 3.28+0.2 9.45 + 0.06 26.92 £ 0.19 5.55 +0.09 21.37
20 3.20+0.1 8.50+ 0.0 34.72+0.1 5.20+0.15 29.53
21 3.18+0.12 8.47 + 0.05 36.52 +0.15 5.75+0.15 30.78
22 3.16 +0.21 8.00 + 0.08 38.17+0.1 6.94 +0.17 31.24
24  3.13+0.13 7.50+0.0 40.95+0.13 7.46+0.11 33.49
26 3.08+0.1 7.45 + 0.06 43.95+0.13 6.43 + 0.08 37.52
28 2.92+0.2 8.45+0.13 58.20 £ 0.08 5.54+0.11 52.66
30 2.97 £ 0.05 7.97 £ 0.05 62.10 + 0.08 3.05 +0.08 59.05
34 2.93+0.05 8.00+ 0.0 61.50 + 0.12 3.05+0.08 58.45

La fermentacion se prolongo hasta 34 dias puesto que no se observaba una

reduccion de los valores de acidez. El valor maximo de acidez volatil del vinagre
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resultante en el dia 34 fue de 58.452 g a.a./L lo que se ajusta a los valores marcados
por la norma nacional para vinagres y a la BOE - Real Decreto 661/2012, de 13 de
abril, que establece la norma de calidad para la elaboracién y la comercializacion
de los vinagres en Espafia y diversos lugares del mundo, ya que se encuentra
emparejada con el Codex Alimentarius, donde de acuerdo a la categoria segun el
sustrato empleado, se pide como minimo una acidez volatil de 50 gramos/litro de
acido acético. Ademas, cabe recalcar que es muy notoria la diferencia de la
tendencia de las cinéticas de produccion de &cido acético en comparacion con la de
acidez fija que resulta ser muy baja al nunca sobrepasar un valor de 7.64 g/L; los
valores de acidez volatil crecen de manera constante a lo largo de la fermentacion,
sin embargo, entre los dias 24-30 se presenta el aumento mas considerable. El
andlisis estadistico, comprueba que el aumento combinado de °Brix y temperatura
si genera una diferencia estadistica significativa (0.005<a) refiriéndose a los valores
de acidez volatil, en cuanto a los valores de acidez total y acidez fija (0.002<a,
0.00<aq, respectivamente) de igual manera existe un cambio significativo. Por lo que

estas condiciones son las Optimas para el desarrollo de las fermentaciones.

% 6210 6150
60 58.20

—=8— Acidez total (g/L)
3 Acidez fija (g/L) 59.05  s58.45
50 Acidez volatil (g a.a/L) 52.66

37.52

Concentracidn de acidez gfL

6.43 gy
3.05 3.05

0 4 8 12 16 20 24 28 32

Tiempo [dias)

llustracion 14: Comportamiento de parametros de acidez de la fermentacién con modificacién de °Brix y
temperatura.
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Como puede observarse en la tabla, el dia 34 de medicion se presentd un
valor menor de acidez volatil en comparacion con la medicipon del dia 30, Gerard
(2015) realizo pruebas para diferentes especies especificas de bacterias del acido
aceético, notando que algunas (principalmente Acetobacter) oxidaron el &cido acético
formado a partir del etanol, es decir son bacterias superoxidantes, es decir que una
vez agotado el etanol contindan su actividad oxidando el &cido acético previamente
formado, y lo hacen en ausencia de etanol, ya que éste inhibe y reprime las enzimas
involucradas. En cambio, menciona que el género Gluconobacter, no lo puede
realizar ya que carece de dichas enzimas, (a-cetoglutarato deshidrogenasa y
succinato deshidrogenasa) y por lo tanto no tiene funcional el ciclo de los acidos
tricarboxilicos; esta caracteristica presente en algunas BAA, permite diferenciar los
géneros, sin embargo, no es deseada en la industria del vinagre, debido a que
provoca grandes pérdidas de acido acético y consecuentemente pérdidas de
rendimiento del proceso; lo que podria explicar la reduccion de los valores de acidez
volatil observada.

Los valores de °Brix mostraron una tendencia muy pareja en su disminucion
a lo largo del proceso, el valor final queda en 8.000 + 0.0 °Brix aproximadamente,
siendo mucho mayor en comparacioén con las pruebas anteriores donde su consumo
llega a valores minimos de hasta 3 °Brix, esto implicaria que la temperatura es el
parametro mas influyente para la optimizacion del proceso en la obtencion de acido
acético, y que probablemente acelera la fermentacion alcohdlica llegando a
concentraciones de etanol que podrian estar inhibiendo a las levaduras para seguir

consumiendo la sacarosa.

Tabla 7: Comparacion NMX-F-122-1998 contra valores de fermentacion optimizada.

Grado A Prueba optimizada

Especificaciones - .
Minimo Maximo = --——----

Extracto seco (%) 1.8 4.52 4.44 £ 0.02
Densidad relativa a 15°C (g/cm?3) 1.013 1.025 1.031+£0.0
Cenizas (%) 0.25 0.45 0.35+0.001
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Acidez total (%) 4 8 6.15 £ 0.012

Acidez fija (%) 0.06 0.41 0.30 £ 0.01

Acidez volatil (%) en acido acético 3.94 7.56 5.84

En la tabla 7 se muestra la comparacion entre los valores obtenidos de la
prueba optimizada contra los rangos establecidos por la norma. Se puede notar que,
a excepcion de la densidad relativa, todos los valores entran en mencionados
rangos. Basandonos en los conocimientos previos sobre la produccién de celulosa
por el cultivo y tomando en cuenta que el liquido al que se le realizan las pruebas
no ha sido filtrado ni tratado para su envasado y posterior distribucion, es que se
atribuye el aumento en la densidad relativa y lo valores de extracto seco y cenizas,
relativamente altos, al encontrarse cerca del limite superior.

En cuestibn de algun sistema de produccion mediante metodologias
tradicionales similares a la empelada en este trabajo, Vegas et al. (2010), menciona
que la reduccion de etanol en sus pruebas fue similar en dos procesos que realizé
(6.2-6.4%, v/v) y el valor aproximado de transformacion fue 1 g de etanol por 1 g de
acido acético. Posterior a la fermentacion procedié a un envejecimiento en barriles
donde se redujeron los niveles de etanol a menos del 1% (v/v). En su primera fase,
con acetificacion activa, terminé con un 4.5% (p/v) de &cido acético en
aproximadamente 100 dias, mientras que la segunda fase se caracterizé por una
acetificacion estancada, lo que significé que tomo hasta 272 dias alcanzar el 6%
(p/v) acido acético, por lo que tomando en cuenta la similitud de los sistemas
mencionados, el tiempo de fermentacion es adecuado para el aumento de los
valores de acidez y el cambio benéfico en el perfil sensorial del producto.

Ching-Ting et al. (2018) realizé un fermento de vinagre a base de papaya en
un tiempo aproximado de 70.80 horas y un 40% de madre del vinagre, sin embargo,
el proceso se llevd a cabo en un sistema controlado bajo agitacion en una
incubadora orbital, mientras que, en el presente trabajo Unicamente se requirié de
un 7.5% de Madre del vinagre para llegar a los valores de acidez requeridos, aunque
a un tiempo mayor. El hecho de usar un sistema controlado, ademas de tener un

gasto energético, enfocandonos en buscar una calidad artesanal, tendria un

67



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

impacto en las cuestiones de produccion debido a la falta de recursos tecnolégicos
y una reduccion en el mantenimiento de la microbiota ya que, al agitar el sistema,
se produce un cambio en el ambiente de esta que podria llegar a modificar su

metabolismo de los microorganismos y, por tanto, la composicion del producto.

3.2 Fermentacién en condiciones dptimas

3.2.1 Comportamiento de las fermentaciones en condiciones optimizadas

Una vez optimizado el proceso de fermentacion artesanal se emplean éstas
mismas condiciones aumentando el volumen de fermentacion para determinar
parametros cinéticos especificos, que permitan conocer el comportamiento del
consumo del sustrato y la produccion de los metabolitos de interés. Los resultados
se muestran en las tablas 8 y 9 (los resultados muestran el promedio del triplicado
de las pruebas y su desviacion estandar).

Basandose en el primer parametro de medicion que se usa para el ajuste de
la fermentacion al inicio (°Brix), se observa el cambio de la tendencia de disminucion
de la concentracion de azucares (llustracion 15 e llustracién 16), puesto que la
fermentacién 1 sigue una reduccién constante hasta aproximadamente el dia 48
cuando inicia la caida con un valor de 5.5+0.07 °Brix y termina con un valor de
5.4+0.07, mientras que la fermentacion 2 inicia a estabilizarse aproximadamente en

el dia 28 con un valor de 8.8+0.0 °Brix y termina con un valor de 4.2+0.0.

—8— Fermentacién 1

Fermentacion 2

“Brix

5.40

4.00

3.83

390 397 4.20

[N A A N s

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Tiempo (dias)

llustracion 15: Grafico de cambios en °Brix para pruebas de fermentacion en condiciones éptimas.
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Siguiendo la via metabodlica para la fermentacion alcohdlica, para la
fermentacién 2 se puede suponer que existia una poblacion de levaduras mas alta
que en la fermentacion 1, y por lo tanto se llega a suponer que el contenido de etanol
llego a concentraciones mas altas y en menor tiempo, asi como el consumo de
sacarosa, hecho que en vez de ser favorable para la fermentacion llego a frenar la
produccién de acido acético por la tolerancia de contenido de etanol de las
bacterias. La presencia de etanol inhibe el crecimiento y la viabilidad de las células,
a concentraciones superiores a 50 g/L, afectando principalmente la membrana
plasmatica, cambiando la organizacion y la permeabilidad de la membrana que
conduce a la acumulacion de solutos y el flujo de protones, ademas, las altas
concentraciones de etanol pueden inducir a un fenomeno de retraso o inhibicion por
sustrato al inicio de la fermentacion acética, lo que provoca un alargamiento de la
fase de latencia y una fase de crecimiento mas tardia por parte de las bacterias del
acido acético (Gerard, 2015). Incluso, Casner (2005), revelé por algunos estudios
que las bacterias del género Gluconobacter spp. disminuyen su actividad cuando la

concentracion de etanol en la fase de alimentacidn se ve incrementada.

Tabla 8: Valores de seguimiento, fermentaciéon en condiciones optimizadas 1

Dia °Brix Densidad Acidez Acidez fija Acidez % Azlcares % Azlcares
(g/ml) Total (g/L) (g/L) volatil (g reductores reductores
a.all) directos totales
0 15.0+0.0 1.086 0.4+0.17 0.22+0.04 0.18 1.40+0.02 12.41+0.23
5 13.37+0.36 1.073 4.4+0.17 2.88+0.06 1.52 1.74+0.08 12.04+0.66
7 13.33+0.04 1.070 6.4+0.17 4.48+0.09 1.92 1.28+0.03 10.24+0.04
9 12.83+0.04 1.061 8.2+0.17 5.10+0.06 3.1 1.09+0.02 8.17+0.1
12 11.80+0.07 1.059 9.1+0.17 5.78+0.04 3.32 0.96+0.002 7.45+0.16
13 11.67+0.04 1.058 9.3+0.0 5.96+0.04 3.34 1.11+0.01 5.84+0.09
16 11.23+0.04 1.056 9.75+0.15 6.07+0.02 3.68 1.61+0.01 5.26+0.06
20 10.43+0.04 1.05 10.35+0.15 6.60+0.1 3.75 2.07+0.05 5.27+0.01
23 10.00+0.07 1.048 10.55+0.09 6.66+0.0 3.89 2.16+0.05 5.23+0.03
24 9.70+0.07 1.046 10.9+0.17 6.50+0.07 4.4 2.23+0.03 5.22+0.06
27 9.40+0.0 1.044 11.25+0.15  6.50+0.04 4.75 2.14+0.04 5.15+0.01
28 8.70+0.0 1.041 11.3+0.17 6.18+0.0 5.12 1.93+0.03 5.13+0.03
30 8.57+0.04 1.039 11.45+0.09 6.30+£0.0 5.15 2.02+0.02 5.11+0.03
32 8.17+0.04 1.037 11.75¢0.09  6.32+0.04 5.43 2.12+0.08 5.10+0.04
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34 8.03+0.04 1.036 11.9+0.17 6.18+0.06 5.72 2.06+0.02 5.09+0.01
35 7.90%0.0 1.036 12.3+0.0 5.90+0.15 6.4 2.02+0.03 5.08+0.03
38 7.00+0.0 1.032 13.1+0.17 5.88+0.12 7.22 1.91+0.06 5.05+0.04
40 6.97+0.04 1.030 13.3+0.17 5.86+0.09 7.44 1.76+0.02 5.01+0.07
42 6.57+0.04 1.03 14.2+0.17 5.90+0.04 8.3 1.61+0.02 4.93+0.02
45 6.33+0.04 1.029 14.9+0.17 6.04+0.07 8.86 1.43+0.02 4.89+0.01
46 6.27+0.04 1.028 15.450.15 5.88+0.06 9.57 1.38+0.03 4.88+0.03
48 5.50+0.07 1.027 16.0+0.17 5.67+0.03 10.33 1.29+0.01 4.72+0.03
51 5.27+0.04 1.027 17.3+0.17 5.45+0.05 11.85 1.14+0.02 4.58+0.02
52 5.27+0.04 1.026 18.1+0.17 5.38+0.04 12.72 1.13+0.02 4.54+0.02
53 5.20+0.0 1.026 18.9+0.3 5.30+0.04 13.6 1.12+0.01 4.45+0.01
55 5.30+0.07 1.025 19.7+0.17 4.78+0.04 14.92 1.10+0.01 4.37+0.04
56 5.33+0.09 1.025 20.6+0.17 4.62+0.06 15.98 1.01+0.01 4.34+0.04
59 5.30+0.0 1.026 23.6+0.17 4.40+0.02 19.2 1.09+0.002 4.23+0.02
60 5.23+0.04 1.027 24.5+0.17 4.22+0.04 20.28 1.09+0.01 4.20+0.04
61 5.37+0.04 1.027 27.0+0.3 4.08+0.0 22.92 1.08+0.003 4.18+0.03
62 5.40+0.07 1.028 28.3+0.17 3.90+0.0 24.4 1.08+0.01 4.13+0.02

Tabla 9: Valores de seguimiento, fermentacién en condiciones optimizadas 2.

Dia °Brix Densidad Acidez Acidez fija Acidez % Azlcares % Azicares
(g/ml) total (g/L) (g/L) volatil (g reductores directos  reductores totales
0 14.17+0.06 1.067 0.3+0.0 0.18+0.0 a(.)éj.l./IZ_) 0.86+0.01 12.43+0.23
2 12.93+0.06 1.06 1.9+0.09 1.08+0.06 0.82 1.03+0.01 12.41+0.13
4 11.15+0.05 1.058 3.85+0.09 2.51+0.05 1.34 1.19+0.01 9.99+0.41
7 9.73x0.06 1.054 6.3+0.3 4.30+0.03 2 1.34+0.01 6.57+0.19
14 8.03+0.06 1.044 7.7x0.17 5.62+0.05 2.08 1.74+0.02 4.99+0.03
15 7.57+0.06 1.041 7.85+0.09 5.70+0.0 2.15 1.80+0.01 4.92+0.02
17 6.87+0.06 1.04 8.4+0.0 5.92+0.03 2.48 1.77+0.04 4.86+0.02
18 6.20+0.0 1.034 8.8+0.17 5.86+0.03 2,94 1.70+0.02 4.86+0.02
22 5.60+0.0 1.027 9.1+0.17 5.88+0.0 3.22 1.42+0.03 4.86+0.01
24 5.07+0.06 1.025 9.3+0.0 5.54+0.03 3.76 1.4+0.01 4.64+0.02
25 4.87+0.11 1.023 9.3+0.0 5.36x0.03 3.94 1.37+0.02 4.24+0.04
29 4.33+0.06 1.019 9.55+0.09 5.46x0.06 4.09 1.28+0.01 3.850.02
30 4.23+0.15 1.018 9.650.09 5.48+0.03 4.17 1.32+0.01 3.85+0.01
32 4.13+0.06 1.018 9.9+0.0 5.56+0.03 4.34 1.39:0.01 3.81+0.01
35 4.03+0.06 1.018 10.4+0.17 5.64+0.0 4.76 1.45+0.01 3.77+0.01
36 4.00+0.0 1.017 10.7+0.17 5.66+0.03 5.04 1.46+0.004 3.71+0.02
37 3.97+0.06 1.017 10.9+£0.17 5.68+0.03 5.22 1.54+0.01 3.62+0.06
39 3.93+0.06 1.017 11.3+0.17 5.74+0.03 5.56 1.60+0.01 3.735

70



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

42 3.83+0.06 1.017 11.8+0.17 5.48+0.03 6.32 1.65+0.01 3.520
43 3.83+0.06 1.017 12.2+0.17 4.84+0.03 7.36 1.69+0.02 3.474
44 3.90+0.0 1.017 12.6+0.0 4.42+0.03 8.18 1.72+0.03 3.484
46 3.90+0.0 1.017 13.5+0.0 3.74+0.03 9.76 1.81+0.03 3.090
49 3.90+0.1 1.018 14.5+0.17 3.64+0.03 10.86 1.60+0.03 3.077
52 3.97+0.06 1.018 15.5+0.17 3.58+0.03 11.92 1.97+0.01 3.025
54 3.97+0.06 1.018 16.1+0.17 3.50+0.03 12.6 1.90+0.09 3.073
56 3.97+0.06 1.018 17.4+0.0 3.44+0.03 13.96 1.72+0.03 2.984
57 4.00+0.0 1.019 17.8+0.17 3.40+0.03 14.4 1.59+0.02 2.919
58 4.03+0.06 1.019 18.8+0.17 3.36+0.0 15.44 1.57+0.01 2.689
59 4.07+0.15 1.02 19.2+0.0 3.30+0.06 15.9 1.54+0.02 2.794
60 4.07+0.06 1.02 19.9+0.17 2.98+0.07 16.92 1.52+0.02 2.898
61 4.17+0.06 1.02 21.2+0.17 2.60+0.07 18.6 1.47+0.01 2.803
63 4.20+0.0 1.02 23.9+0.17 1.82+0.03 22.08 1.44+0.01 2,611

Para corroborar el consumo de sacarosa en el sistema fue necesario calcular
el porcentaje real aproximado del contenido de sacarosa en la panela empleada
para el ajuste de °Brix, ya que los °Brix podrian considerar otros soélidos solubles
ademas de los azucares y aumentar el margen de error. Se utilizaron 500 g de
panela para cada fermentacion; en soluciones muestra se calcul6 el contenido de
%AzUcares reductores totales utilizando la NMX-F-312-1978. DETERMINACION
DE REDUCTORES DIRECTOS Y TOTALES EN ALIMENTOS. METHOD OF TEST
FOR TOTAL AND DIRECT REDUCING SUBSTANCES IN FOOD. NORMAS
MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE NORMAS. Resultado que, por cada
gramo de panela, se tienen 0.9938 g de sacarosa, o bien, un 99.37%, concordando
con los resultados reportados de contenido de sacarosa en panela por otros autores,
donde se expresa que existe una variabilidad segun el lote, variedad de cafa de
azucar y lote de produccién, siendo de 85-99% (De Maria, 2004; Mascietti, 2014;
Garcia et al., 2017).
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llustracion 16: Gréfico de cambio en el porcentaje de AzUcares reductores totales para las pruebas de
fermentacién en condiciones éptimas.

Para ambas pruebas de fermentacién se requirié un tiempo aproximado de
fermentacién, 62 dias para la fermentacion 1 y 63 dias para la fermentacién 2; los
puntos maximos para el valor de &cido acético son de 28.3y 23.9 g a.a./L para la
fermentacion 1 y 2 respectivamente (llustracién 17). Recordando el motivo de los
resultados de las fermentaciones acéticas mencionadas en el péarrafo anterior,
podemos observar la menor produccion de acidez por parte de la fermentacion 2
(llustracion 16b) a pesar de tener buen comportamiento en la reduccion de sustrato.
Ademas de que ninguna de las dos pruebas llega a los valores establecidos por
norma, hecho que se atribuye al uso de la misma porcion de matriz que se empleé
en las fermentaciones optimizadas; aun se desconocen los cambios que pudiera
tener la misma en la concentracion de microbiota posterior a realizar un ciclo de
fermentacion, por lo que esta prueba Unicamente cumplira la funcion de evaluar el

comportamiento de los parametros fermentativos.
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llustracion 17: Grafico de cambios en concentracion de acidez para las pruebas de fermentacion en
condiciones éptimas. a) Fermentacién 1, b) Fermentacion 2.
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En la fermentacion mezclada con cepas de levaduras, estas convierten el
azucar fermentable en alcohol con glicerol, acido succinico, acido lactico, acido
graso, etc. entonces los oligosacaridos sacarificados incompletos se hidrolizan a
azucares fermentables (Li et al., 2015), asi mismo, las bacterias del acido acético
producen distintos metabolitos secundarios que influencian los resultados de los
valores de acidez del sistema, derivado de las enzimas secretadas por estas
bacterias que pueden oxidar el alcohol para producir 4cido acético, glicerol y
alcoholes para generar diacetona y fructosa, y almidon y glucosa a acido gluconico,
acido succinico, acido malico y otros acidos organicos, respectivamente, lo cual
realza la necesidad de diferenciar la acidez fija de la acidez volatil (contenido de
acido aceético). En la ilustracion 17 se observa que los valores finales de acidez fija
fueron de 3.9 g/L y 1.820 g/L para las fermentaciones 1y 2, respectivamente; dato
gue va en relacién al consumo de sacarosa inicial, en cambio, se observa una
reduccion de estos valores debido a que los efectos sinérgicos de varios tipos de
bacterias hacen que los metabolitos sean dificiles de acumular y por tanto son
liberados al medio y consumidos, creando asi un ambiente de vida favorable para
las actividades metabdlicas de varios tipos de microorganismos (Li et al., 2015).

Li et al. (2015) encontré que el rendimiento de acido acético en un sistema
de fermentacion micro aerobia de bacterias de &cido acético adicionado con cepas
de levaduras es casi el doble de un sistema simple, probablemente debido a la
conversion efectiva de glucosa y alcohol en &cido acético y agua en presencia de
bacterias de acido acético, incluso llegando a ser 102% mas alta. Pudiendo inferir
nuevamente que el error para asegurar la reproducibilidad de un sistema como el
que se presenta en esta tesis es el conocimiento de la cuantificaciéon de la
microbiota, sin embargo, implicaria la eliminacion de las caracteristicas de un
procedimiento artesanal y de preservacion de un cultivo iniciador casero.

Las pruebas de fermentacion optimizadas muestran resultados no
reproducibles, lo que nuevamente, se puede atribuir a la falta de control sobre el
indculo, ya que la microbiota inmersa en los fragmentos de matriz empleada puede

variar con el tiempo y la zona tanto en nimero de microorganismos como en el tipo,
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esto se corrobora con Gerard (2015) que dice que un cultivo mixto que no esta
determinado cualitativa, ni cuantitativamente, no asegura el control del proceso o la
calidad del producto final, sin embargo, podria mejorar los aspectos sensoriales

finales.

3.2.2 Calculo de rendimiento y productividad

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacién de glucosa en
etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO:2 por 1 g de glucosa. Este valor fue
cuantificado por Gay Lussac. En la realidad es dificil lograr este rendimiento, porque
la levadura utiliza la glucosa para la produccion de otros metabolitos. El rendimiento
experimental varia entre 90% y 95% del tedrico, es decir, de 0.469 a 0.485 g/g. Los
rendimientos en la industria varian entre 87 y 93% del rendimiento tedrico (Vazquez
& Dacosta, 2007). Es importante recalcar estos datos al realizar la cuantificacion de
los rendimientos de la fermentacion.

Tomando en consideracion que los parametros de fermentacion para
condiciones Optimas no son reproducibles en su totalidad debido a la variabilidad de
los microorganismos inmersos en la matriz, se procedera a calcular los valores de
rendimiento por separado entre las dos fermentaciones.

Siendo 4 litros el volumen de reaccién para ambos casos, el valor calculado
de sacarosa por gramo de panela y obteniendo una produccién de acido acético

para las pruebas 1y 2 de 24.4 g/L y 22.08 g/L, respectivamente:

Rgystrato i1 = 19.66%
Rgystrato 2 = 17.66%

De acuerdo con los valores de azucares residuales no transformados en la
fermentacién que fueron obtenidos de la curva de consumo mediante la prueba de
Lane-Eynon y los valores de concentracién de otros acidos organicos cuantificados
como acidez fija, se obtienen los siguientes porcentajes de sacarosa sobrante y

transformada, respectivamente (tabla 10):
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Tabla 10: Porcentajes residuales en pruebas de fermentacion a condiciones éptimas.

Fermentacion 1 Fermentacion 2
Sacarosa Residual 33.32% 25.43%
Acidez no volatil 3.14% 1.45%
Total 36.46% 26.88%

Ademas, se realiz6 el célculo del porcentaje de sustrato que fue utilizado por
la microbiota para la produccién de las unidades de celulosa que conforman la
matriz y para el aumento de la biomasa, al no establecer una metodologia para
separar ambas partes, el célculo se hace de manera general por el porcentaje
promedio de materia seca de acuerdo con el peso en humedo de la matriz inéculo
de ambas pruebas de fermentacion. Resultando un 1.78% Yy 1.77% para las pruebas
1y 2, respectivamente. Se ha confirmado en algunos estudios que las bacterias del
acido acético no son altas productoras en su mayoria ya que la concentracion de
azucares residuales no cambia a lo largo de las acetificaciones, lo que confirma la
preferencia por el etanol como fuente de carbono de las BAA presentes en algunos
vinagres (Vegas et al., 2010), a excepcion de los medios donde se encuentran
especies especificas conocidas de alta produccion de celulosa como
Gluconacetobacter xylinus; lo que en comparacion con otros sistemas artesanales
es bajo, por ejemplo, Lopez-Rojo et al. (2017) en un estudio de fermemtacién de
kéfir menciona la produccién de biomasa obtenida a las 53 horas que fue del 74.6%
respecto al valor inicial, producida principalmente por bacterias acido lacticas.

Una vez establecidos los valores de rendimiento y sumando los
porcentajes de sacarosa residual y acidez no volatil resulté un 58.11% para la primer
prueba de fermentacién y un 46.60% para la segunda. Se consideran valores aptos
de rendimiento a pesar de no llegar a un 100% ya que como se menciono
anteriormente, existe una pérdida de alrededor del 50% de la masa de la sacarosa
en la primera seccion de la fermentacion, es decir, en la fermentacion alcohdlica con
la liberacion de diéxido de carbono. En un trabajo de seguimiento de procesos

fermentativos para obtencién de vinagre, Andelib-Aydin & Nuran (2010), realizaron
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un analisis de azucar que revel6 que solo el 32% de la glucosa estaba involucrado
en la fermentacion siendo bastante mas baja que la relacion de conversion esperada
del 50%, lo que refuerza el rendimiento presentado para el acido acético en éste
trabajo. Por lo que se considera favorable el grado de conversion de los sustratos
usados en este trabajo.

En la ilustracion 18 se muestra el grafico que representa el cambio de la
produccion de acidez, especificamente de acido acético a través del paso de los
dias. Segun el estudio de Vegas, et al. (2010), se menciona que dependiendo el tipo
de sustrato utilizado, los valores de acidez iniciales pueden variar, implicando que
no son cuantificables como producidos durante la fermentacion, ademas, siguiendo
los valores mencionados en la seccién 3.2.1, se estima que los valores altos que
aparecen al principio de la grafica pueden provenir tanto de la acidez de la panela
como valores residuales de la matriz (De Maria, 2004), por lo tanto, cambios

importantes de acidez se observan a partir del dia 18.

1.65

—e—Fermentacién 1
1.45

Fermentacion 2

1.25

0.65

Productividad (g acidez/dia)

0.45
18 23 28 33 38 43 48 53 58 63
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llustracion 18: Cambio de la productividad de las fermentaciones a condiciones Optimas a través del tiempo

Tomando en cuenta lo que se menciond, se puede observar que entre los
dias 15 y 35 aproximadamente existe una produccion de aproximadamente de 0.65
gramos/dia. Es hasta el dia 35 en que la tendencia comienza a subir, se observa
también un periodo de disminucién de la productividad en el dia 45, pudiendo

deberse a la fase de adaptacion al nivel de acidez del sistema, después se retoma
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la tendencia, llegando a un valor maximo de 1.5742 y 1.4019 g/dia para las

fermentaciones 1y 2 respectivamente.

3.3 Aislamiento de microorganismos

3.3.1 Bacterias del acido acético

Después llevar a cabo el proceso de aislamiento de las cepas presentes en
el indculo artesanal madre del vinagre, se pudo observar la presencia tanto de
bacterias sugerentes de BAA y levaduras. A continuacién, se describen las BAA
denotadas con las siglas del medio de cultivo en donde crecieron 6ptimamente

seguidas de numeros consecutivos.

GEY 1

of4

X! N % - ¥, v b - N, d \
llustracion 19: Colonias de BAA GEY 1, después de ser incubadas por 48 h a 28 °C.

En la llustraciébn 19 se pueden observar colonias puntiformes planas de
margen entero, de apariencia traslucida-transparente, ligeramente color beiges y

hamedas correspondientes a las bacterias GEY 1.
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llustracion 20: Micrografia simple tincion de Gram, medio GEY 1 a 100x de aumento, realizadas a las 24 h de
cultivo a 29°C.

En la micrografia mostrada en la llustracion 20 se observan Bacilos Gram

negativos ligeramente alargados en reproduccién por fision binaria.

Medio GEY 2

a4 : Y 7
llustracion 21: Colonias de BAA GEY 2, después de ser incubadas por 48 h a 28 °C.

En la ilustraciébn 21 se observan colonias puntiformes planas de margen
entero, de apariencia transparente, color beige, hiumedas y con apreciable

iridiscencia.
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llustracion 22: Micrografia S|mple de tincion de Gram de GEY 2 a 100 X de aumento, realizadas a las 24 h de
cultivo a 29°C.

En las micrografias mostradas en la llustracion 22 se observan bacilos largos

Gram negativos, en conjunto con bacterias de los deméas medios de cultivo.

GEY 20

llustracion 23: Colonias de BAA GEY 20, después de ser incubadas por 48 h a 28 °C.

En la llustracion 23 se observan colonias puntiformes planas de margen

semicircular irregular, de apariencia lechosa blanquecina y humedas.
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llustracion 24: Micrografia simple de tincién de Gram,-medio GEY 20 a 100x de aumento, realizadas a las 24 h
de cultivo a 29°C.

En las micrografias mostradas en la llustracién 24 se observan cocobacilos
Gram negativos cortos. Se observa reproduccion por fision binaria.

En estudios realizados por Fernandez-Pérez et al. (2018) y Numata et al.
(2019), o estudios recopilados por Matsushita et al. (2016) demuestran que las
cepas del género Gluconacetobacter (Ga. Europaeus, Ga. Hansenii y Ga. xylinus)
o cepas del género Komagataeibacter son las cepas lideres mas frecuentes en
fermentaciones de vinagre por el método sumergido en una variedad de vinagres
(vinagre de vino, sidra y alcohol) e incluso se ha logrado identificar en sistemas
tradicionales, ademas, se consideran productores eficientes de acido acético, son
Gram negativos, su temperatura Optima de produccion es de 28-30°C y se ha
reportado que producen una pelicula superficial de polisacaridos en fermentaciones

estéticas (Vazquez et al., 2013).
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llustracion 25: Andlisis microscépico de Komagataeibacter xylinus (Matsushita et al., 2016).

llustracion 26: Micrografia 400X de Gluconacetobacter xylinus (Zhang et al., 2018).

Tomando en cuenta las micrografias presentadas en las llustraciones 25y
26 de Komagataeibacter y Gluconacetobacter xylinus observamos la similitud de
caracteristicas morfolégicas con las presentadas anteriormente, ya que de igual
forma son bacilos cortos Gram negativos. Por lo tanto, no se descarta la posibilidad
de que sea alguno de los mostrados anteriormente para el aislamiento de las
bacterias inmersas en la Madre del vinagre.

La adicién de carbonato de calcio (CaCO3) a los medios GYC y GEY
convierte a estos ultimos en medios diferenciales para BAA, ya que pone en
evidencia el metabolismo de la fuente de carbono (glucosa, etanol respectivamente)
con produccién de acido acético, el cual disuelve el CaCO3, formando un halo
transparente alrededor de la colonia (Gerard, 2015). Las especies que cumplen con
esta caracteristica y que ademas se encuentran entre las mas comunes para

fermentaciones de este tipo son Gluconobacter, Komagataeibacter vy
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Gluconacetobacter (Matsushita et al., 2016), corroborando que las cepas aisladas
de bacterias son fermentadoras por produccion de acido acético, evidenciado por la
formacion de halos transparentes (llustraciones 19, 21y 23),

3.3.2 Levaduras

Se observo el crecimiento de diferentes tipos de levaduras, las cuales se
denotan con el nombre del medio de cultivo de mejor desarrollo seguido de un

ndmero consecutivo, éstas se describiran a continuacion:

Levaduras ASN 1

Las levaduras denotadas como ASN 1 mostraron colonias circulares de
agrupacion irregular, con elevacién umbilicada y margen ondulado, apariencia
brillante y consistencia cremosa, la ilustracion 27 muestra la apariencia colonial de
ASNL1.

.

llustracién 27: Colonias de levaduras ASN, después de ser incubadas por 48 h a 28 °C.

En la llustracién 28 podemos observar microscopicamente las levaduras ASN

1, se observan levaduras de forma cilindrica Gram positivas de tamafio mediano.
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llustracion 28: Microscopias simples de tincién de Gram, medio ASN 1, 100X de aumento, realizadas a las 24
h de cultivo a 29°C.

Levaduras ASN 2

El crecimiento de levaduras ASN 2 muestra colonias semicirculares de
agrupacion irregular, planas, de margen semicircular irregular, apariencia himeda,

opacas de color beige, la llustracion 29 muestra la morfologia colonial de ASN 2.

llustracion 29: Colonias de levaduras ASN 2, después de ser incubadas por 48 h a 28 °C.
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llustracion 30: Micrografia simple de la tincion de Gram de ASN 2, con aumento 100X, realizadas a las 24 h de
cultivo a 29°C.

En la llustracion 30 se pueden observar las levaduras ASN 2 como levaduras
Gram positivas, cilindricas largas en comparacion con cepa ASN 1, en un cultivo

mixto.

PDA 1

Las levaduras PDA 1 muestran colonias pequefias, circulares, convexas, de

margen entero, con apariencia opaca y textura cremosa (llustracién 31).

k b
W -

llustracion 31: Colonias de levaduras PDA, espués de ser incubadas por 48 h a 28 °C.
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llustracion 32: Micrografia simple de la Tincién de Gram de PDA 1 a 100X de aumento, realizadas a las 24 h
de cultivo a 29°C.

Como se puede observar en la llustracion 32, PDA 1 son levaduras Gram
positivas elipsoidales.

Todas las levaduras observadas mostraron ser Gram positivas, debido a la
composicién de la pared celular de las levaduras, compuesta mayormente por
polisacéaridos (aproximadamente 90 %) del tipo de mananoproteinas y B-glucanos
gue retienen el cristal violeta (Rios-Resendiz et al., 2018).

Segun referencias bibliogréficas, las levaduras pueden fermentar
naturalmente los sustratos de manera escalonada o secuencial, en algunas
ocasiones la responsable de iniciar esto es la levadura apiculada Hanseniaspora,
seguido por levaduras elipticas del género Sacharomyces, otras levaduras que

pueden ser encontradas durante la fermentaciébn alcohdlica natural son

pertenecientes a los géneros Candida,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Saccharomycodes,
Torulaspora y Zygosaccharomyces también son a veces

encontrados durante la fermentacion alcohdlica natural (Ciani, Comitini and
Mannazzu, 2008).
Considerando la morfologia colonial y las observaciones al microscopio de

las tinciones de Gram puede atribuirse la identidad de las levaduras a algunas
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especies y géneros como S. cerevisiae, Zygosaccharomyces, Candida y Pichia,
siendo las mas comunes en fermentaciones artesanales y capaces de producir
etanol a partir de fuentes de carbono (Lopez-Rojo et al., 2017), recalcando la muy
probable presencia de la especie de Saccharomyces cerevisiae al ser tolerante a
altas concentraciones de etanol (Beltran et al., 2002), asi como su resistencia a
bajos valores de pH, altas concentraciones de azucar y condiciones anaerobias

(Ciani, Comitini and Mannazzu, 2008).

8043 15K

llustracion 33: Microscopia electronica de barrido de Saccharomyces cereviseae (Solieri & Giudici, 2009).

Zygosaccharomyces entra en consideracion como una posible identidad de
las levaduras encontradas ya que desde su identificacion se ha observado su
presencia en diversas bebidas artesanales, ademas de tener un alta tolerancia a la
presencia de azucares (50-60%), una alta tolerancia a concentraciones de etanol
(arriba del 18%), alta tolerancia a contenido de acido acético (2.0-2.5%) y cierta
resistencia a acido sorbico y benzoico (arriba de 800-1000 mg/L) (Solieri, Cassanelli,
& Giudici, 2007), cabe destacar que solo algunas especies entran en consideracion,
como Z. bailii o Z. fermentati (levaduras ovaladas y cilindricas, respectivamente), ya
gue algunas especies podrian inhibir el crecimiento de otras bacterias o levaduras,

como Z. rouxii (Romano & Suzzi, 1993; Kusumegi, Yoshida, & Tomiyama, 1998).
N
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llustracion 34: Micrografia con Tincion de Gram, a 1000X de aumento, Candida boidinii (Salazar Alvarez,
2017).
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En cuanto a Candida, en un estudio reportado por Salazar Alvarez (2017) se
encontré6 que Candida boidinii tenia presencia en una bebida fermentada,
mostrando caracteristicas morfologicas similares a las encontradas en el presente
trabajo, mostradas en la llustracion 33, siendo levaduras cilindricas largas Gram

negativas.

3.4 Caracterizacion del indculo

3.4.1 Pruebas espectroscopicas

3.4.1.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR obtenidos de la matriz del in6culo muestran bandas
caracteristicas de los componentes microbianos. Cada bacteria, tiene una pared
celular y una membrana compleja las cuales dan una huella dactilar unica en el
espectro infrarrojo (Naumann et al., 1996), como lo son la capa de peptidoglicano,
lipoproteinas, fosfolipidos, proteinas y lipopolisacéridos (Grewal et al., 2015). En la
Tabla 11 se asignan las vibraciones correspondientes a las diferentes bandas
encontradas en el espectros IR, para las 3 muestras siendo las capas superior,
intermedia e inferior, representadas en la ilustracion 34.

Tabla 11: Asignacioén de las vibraciones de los enlaces moleculares a los nimeros de onda que se observan
en los espectros IR de la ilustracion 27.

Nimero de onda (cm™?) Enlace Autores
663.79
777.62 Zona de la
817.41 huella dactilar (ADN)
866.76
1902331'?067 (KUmme_rIe, Scherer, &
C-0-C, C-O Seiler, 1998)
1052.62 :
(Grewal, Jaiswal, & Jha,
1105.96 2015).
1336.40 -CHz2-y -CHs
1360.67 -CHs
1545.28 Amida I, flexion -NH2
1630.53 Amida |, -C=0
2922.30 -CHs
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llustracion 35: Espectros IR.

Es posible observar que los 3 espectros IR muestran bandas en las mismas
posiciones, aunque en algunos casos a diferente intensidad, lo que Unicamente
indicaria diferente concentracion del enlace del grupo funcional encontrado. Entre
600-900 cm™ encontramos vibraciones que son especificas de los componentes
presentes en cada muestra, entre 1200-1800 cm™ se caracteriza por la presencia
de grupos funcionales relacionados a grupos carboxilicos de proteinas,
aminoécidos libres, polisacaridos, ADN/ARN vy fosfolipidos (Naumann, 2001)
caracteristicos de la membrana de las bacterias, asi como de componentes
presentes en levaduras. De igual forma, se observa la presencia de las bandas
correspondientes a la Amida | (1640 cm™) y Amida Il (1540 cm?) relacionadas a los
grupos funcionales carbonilo y amino respectivamente los cuéles son

caracteristicos del enlace peptidico de las proteinas (Kong & Yu, 2007).
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3.4.1.2 Difraccion de rayos X

La llustracion 35 muestra los diagramas de la difraccion de rayos X producida
por las peliculas derivadas de los diferentes niveles de la matriz de la madre del
vinagre. Después de la deconvolucion de los difractogramas y teniendo en cuenta
los valores de intensidad mostrados en los angulos 14.60 °, 16.32 ° y 22.57 ° en
2Theta para cada una de las capas, se calculd el porcentaje de cristalinidad de la
muestra tomando como una amplitud de area grande a 30°, siendo asi la referencia
de la celulosa amorfa; Se obtuvieron los valores de 80.75%, 81.97% y 79.32%, para
superficie, centro y fondo, respectivamente, lo que arroja al final una cristalinidad
promedio de 80.68%, siendo el total de la matriz del consorcio microbiano. La
celulosa microbiana es un material semicristalino que generalmente produce tres
picos cristalinos caracteristicos mayores cuando se examina a través de DRX
(Muhammad et al., 2016), los cuales se muestran también en el estudio realizado
por Vazquez et al. (2013) donde las caracteristicas espectroscopicas y estructurales
de celulosa bacteriana producida por una especie especifica de bacteria del acido
acético (Gluconacetobacter xylinus), resultan en picos para 2Theta = 14.62 °, 16.29
°y 22.48 °, similares a los obtenidos en el presente trabajo, confirmando que solo
estaba presente celulosa | en todas las muestras. La celulosa | es la estructura
cristalina con el médulo elastico axial mas alto.

Numata et al. (2019) propusieron que la celulosa bacteriana tiene una alta
cristalinidad (63-71%), por lo que las muestras tomadas de la madre del vinagre
aqui estudiada presentan valores mayores de cristalinidad. Ademas, por medio de
la ley de Bragg y la ecuacion de Scherrer, fue posible calcular el tamafio del cristal
en la muestra que era aproximadamente 3.264 nm, el valor promedio adecuado de

acuerdo con la bibliografia (Rozenberga et al., 2016).
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llustracion 36: Patrones de Difraccion de Rayos X de las secciones de la matriz "Madre del vinagre".

En un estudio realizado por Andelib-Aydin & Nuran (2010), el difractograma
de rayos X de la muestra de celulosa bacteriana producida por una especie de
bacteria productora de polisacaridos mostré similitud con el patron de celulosa tipico
con picos adicionales en 2Theta=12.8° y 2Theta=25.6° que podrian atribuirse a la
existencia de otros exopolisacaridos como levan, dextrano, acetan y glucano
secretado por el microorganismo junto con la celulosa como productos secundarios,
estos picos no aparecen en los difractogramas del presente trabajo, lo que nos
indica que las bacterias no estarian secretando este tipo de polisacaridos que
podrian afectar la pureza de la estructura de celulosa de la Madre del vinagre.
Ademas, Andelib-Aydin & Nuran (2010) y Ho-Baek et al. (2014) mencionaron que,
en sistemas agitados, el esfuerzo cortante provoca la formacion de mutantes sin
celulosa, lo que en consecuencia disminuye el rendimiento. Por lo tanto, es obvio
gue se requieren cepas 0 metodos de produccion con mayores rendimientos para
la comercializacion de la produccion de celulosa bacteriana.

De acuerdo con la evaluacién de rayos X de Weimer et al. (2000) se podria

atribuir la presencia de A. xylinum en el sistema por su capacidad para sintetizar
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celulosa cristalina durante el crecimiento en glucosa o sacarosa, cuando se

encuentra en medios liquidos donde ya existen polisacaridos solubles en agua.

3.4.2 Pruebas épticas

3.4.2.1 Microscopia dptica simple

Para continuar con la caracterizacion 6ptica del indculo, se realizé la tincion de
Gram de los tres diferentes niveles de este (centro, fondo y superficie), llustracion
37.
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llustracion 37: Micrografias simples de tincion de Gram del in6culo, Al), A2) Capa superior de la matriz; B1),
B2) Capa intermedia; C1), C2) Capa inferior. Aumento 100X.

En las imagenes Al y A2 referente a la capa superior de la matriz muestra un
contenido de bacterias bacilares Gram negativas en su mayoria, con escasas
levaduras cilindricas y semi elipsoidales Gram positivas encontradas en todos los
campos observados de la muestra. En la capa intermedia de la matriz (Imagenes
B1 y B2) muestra una mayor presencia de los microorganismos observados en la
capa superior, con un aparente equilibrio poblacional entre las levaduras y las
bacterias, En las imagenes C1 y C2 de la capa inferior muestra mayor abundancia
de levaduras, con un minimo de bacterias. Las observaciones de las tinciones de
Gram de cada capa analizada corroboran el papel de los grupos microbianos

presentes en el proceso de fermentacion, asi como sus caracteristicas metabdlicas.
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llustracion 38: Microscopia simple, liquido de fermentacion.
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En lo referente a la tincion de Gram del liquido de fermentacidon como
se observa en la llustracion 38, las bacterias y levaduras se encuentran distribuidas
en el liquido. se pueden observar bacterias bacilares Gram negativas y levaduras

cilindricas y elipsoidales Gram positivas.

3.4.2.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido permiti6 observar y corroborar la
distribucion de los grupos microbianos dentro de la matriz de celulosa. En la
llustracion 39, se pueden observar las microscopias generadas; la primera fila
muestra el area de superficie de la matriz, en la imagen (Al) que esta en una
extension de x2000 con una escala de 10 micras, muestra la presencia de bacterias
bacilares de dos morfologias diferentes, a las que se les atribuye la identidad de
bacterias acéticas; la imagen (A2) con una ampliacién de x10,000 y una escala de
un micrén mostro levaduras elipsoidales cubiertas por fibras de celulosa; La imagen
(A3) con una ampliacion de x20,000 muestra claramente las fibras que forman el
biopolimero. La segunda fila de imagenes (B1), (B2) y (B3), respectivamente,
muestran aproximaciones a los pliegues de la estructura de la capa central, donde
se encontraron levaduras elipsoidales y cilindricas, bacterias bacilares y estructuras

fibrosas de didmetro micrométrico.
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e

llustracion 39: SEM (A1), (A2), (A3) capa superior. (B1), (B2), (B3) seccion intermedia. (C1), (C2), (C3) capa
inferior.
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La tercera fila de imagenes correspondiente a la matriz inferior (C1), (C2) y
(C3); Ademés de los microorganismos, dan una idea mas clara de la conformacion
de la estructura al mostrar las fibras mas sueltas. Estos resultados llevan a la
conclusién de que los procesos biologicos de polimerizacion ocurren en el liquido
de inmersién, debajo de las viejas capas de celulosa, donde se unen hasta que
estan super enrollados y se forma la matriz. Con las Ultimas imagenes y su escala
obtenida, procedimos a determinar el didmetro de las fibras que se logran observar
en la micrografia SEM, resultando valores que van desde los 70 nm hasta los 210
nm, con un promedio de 140 nm por el nimero de mediciones; estos resultados no
aseguran un valor para todas las fibras que conforman a la matriz, debido a que
conforme se van polimerizando y soltando las fibras de celulosa, una vez arrojadas
por la célula, comienza el proceso de superenrollamiento y empaqguetamiento,
aumentando el grosor y largo de las fibras; es decir, dependiendo la edad de cada

fibra, sera distinto su grosor (Vazquez et al., 2013).

S ANBP T Ea %
llustracion 40: Imagenes SEM de polisacéridos obtenidos del rizoma de bletillas a diferentes temperaturas
(Long et al., 2019).

En la llustracion 40, se observan micrografias SEM de polisacaridos
extraidos del rizoma de bletillas (orquidea terrestre), que es el extracto de un
material médico chino tradicional compuesto de (1 — 2) a-D-manopiranosa

enlazada con (1 — 4) glucopiranosa de B-D enlazada (Long et al., 2019), en la cual
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la estructura de estos es similar a algunas de las redes que se pueden observar en
las micrografias obtenidas en este trabajo, ya que se considera que algunos
polisacéaridos estan siendo generados por los diferentes microorganismos presentes
en la matriz (circulo color verde). Fimbres-Olivarria et al. (2016), obtuvieron geles
de polisacaridos (glucosa, galactosa, ramnosa, manosa) y los analizaron por SEM,
obteniendo las imagenes de la llustracion 41, estas estructuras se pueden observar
de igual forma en las micrografias obtenidas en este proyecto de investigacion y las
cuales se relacionan a la presencia de polisacaridos en la muestra (Flechas color

amarillo).

llustracion 41: Imagenes SEM de polisacaridos liofilizados (Fimbres-Olivarria et al., 2016).

Se entiende que, después de la etapa inicial, la celulosa se genera solo en la
cercania de la superficie, porque la bacteria es aerobia. Mientras el sistema se
mantiene sin sacudidas, el gel en forma de disco queda suspendido por la cohesion
a la pared interior del vaso y se desliza hacia abajo a medida que se espesa
(Budhiono et al. 1999). Proceso que a medida que ocurre, alcanza a atrapar a
microorganismos en su interior, que seran los responsables de iniciar las
fermentaciones y de reproducirse en fermentaciones posteriores donde se usen
aquellas porciones de matriz como iniciadores. La Microscopia electronica de
barrido (SEM), corrobora la distribucion microbiana observada en la microscopia
Optica, ambas de acuerdo a los requerimientos nutricionales microbianos y al
proceso de formacion de la matriz, ya que entre mayor acercamiento tenga alguna
capa de la matriz con el aire (superiores) es mayor el nimero de bacterias acéticas
encontradas debido al caracter aerobio, mientras que a mayor profundidad existe

abundancia de levaduras siguiendo su estado anaerobio en la fermentacion.
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3.4.2.3 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atomica (AFM) ofrece una nueva oportunidad para
estudiar las estructuras superficiales de las células in situ a una resolucién a nano
escala. El proceso de adhesidon superficial de bacterias a una superficie solida es
un paso crucial en la formacion de una biopelicula (Liu, 2019). La técnica AFM se
basa en la interaccion entre una punta en voladizo afilada y la superficie de la
muestra. La punta se mueve a través de la superficie a una cierta distancia (sin
contacto) o directamente en contacto con ella (modo de contacto), dependiendo de
las propiedades de la superficie a determinar. La propiedad mas caracteristica de
AFM es que las imagenes en tiempo real se adquieren al sentir la superficie de la
muestra sin usar luz. Se pueden obtener imagenes de topografias de superficie
hasta una resolucion de varias décimas de nanémetro. Por lo tanto, AFM ofrece una
forma poderosa de examinar las propiedades superficiales de diferentes
microorganismos (Liu & Yang, 2019). Gracias a la AFM, se pudo comprobar la
capacidad de las levaduras y bacterias para adherirse a la matriz de celulosa,
verificando la periferia del sustrato celular en contacto con la superficie, la interfaz
célula-célula y la presencia de dichos microorganismos en las fibras.

Los estudios topograficos realizados en la matriz no arrojaron buenos
resultados debido a la presencia de puntos con demasiada elevacion; los diagramas
cuadrangulares con estudios de fase a una escala de 6 nanémetros muestran la
presencia de cilindros de levadura, bacterias en el centro y una red de pequefas
fibras por su seccion transversal. A partir de estas imagenes, se colocaron 3
marcadores en el area de las fibras como se muestra en la segunda imagen de la
llustracion 42, que muestra un diagrama de elevacion donde se determiné
nuevamente el diametro promedio de las fibras, pero esta vez en una escala mucho
menor de alrededor de 55 nm; en este calculo fue posible encontrar fibras incluso
con valores inferiores a 25 nm lo que ha sido reportado en estudios previos con

microorganismos especificos.
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llustracion 42: Diagramas de fase por difraccién de rayos X y marcadores de medicion por profundidad de
fibras de celulosa

Durante la biosintesis de las cadenas de celulosa, las fuerzas de Van
Der Waals y el enlace de hidrégeno entre los grupos hidroxilo y los oxigenos de las
moléculas adyacentes promueven el apilamiento paralelo de multiples cadenas de
celulosa que forman fibrillas elementales que se agregan en microfibrillas mas
grandes, con diametros dentro de 2-20 nm y varias micras de longitud (Vazquez et
al., 2013). Las imagenes topograficas se producen al mapear la distancia vertical
por donde se mueve el escaner, ya que mantiene una amplitud de oscilacion
constante en cada punto (Liu & Yang, 2019).
Algunos estudios muestran diversos rangos nanométricos sobre el ancho o
largo de las fibras de celulosa producidas, ya sea por consorcios microbianos, o0
bien, bacterias especificas; Machado et al. (2016) menciona que el tamafio
promedio de las nanofibras en sus experimentos fue de alrededor de 150 + 50 nm
y 100 + 25 nm para las membranas G-CB (Celulosa bacteriana producida por el

género Gluconacetobacter) y K-CB (Celulosa bacteriana producida por el género
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Komagataeibacter), respectivamente, cada nanofibra consiste en 2 a 5 fibrillas con
un tamafo promedio inferior a 35 nm conectadas entre si y en alguna ocasion
retorcidas a lo largo del eje como consecuencia de su longitud. Hernandez et al.
(2018) obtuvo valores de diametro con una variacion de entre 78 y 250 nm, valores
considerados altos en comparacion con los que investigo en la literatura (2-21 nm).
Ademas, Pigaleva et al. (2019) tom6 imagenes AFM de peliculas "sucias" tomadas
directamente del medio de cultivo y secadas al aire, las cuales no revelaron ninguna
bacteria, por no mencionar las fibras de celulosa individuales, ya que su superficie
estaba contaminada con componentes residuales del medio de cultivo, a pesar de

eso, se revelaron fibrillas de celulosa individuales de 50—100 nm de espesor.
3.4.3 Evaluacion de difusividad del agua en la matriz polimérica

Las curvas experimentales de secado de las placas de matriz se muestran
en la llustracién 43. Estos datos se usaron para evaluar la difusividad de humedad
como se describe en la Seccién 2.7. Las difusividades estimadas del agua se trazan

en la llustracion 44.
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llustracion 43: Reduccion de la fraccion de humedad de las placas de matriz a través del tiempo
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El uso de temperaturas de secado mas altas promovié una mayor movilidad
del agua en el sistema alimentario, ademas, los datos de difusividad de humedad
exhibieron un comportamiento donde en todas las temperaturas de secado, sus
valores aumentaron a medida que disminuyé la fraccion de humedad libre
(llustracion 44). Las difusividades del agua se resultaron 7.5x101°, 1.45x10° y
1.84x10°m?/s para procesos de secado a 45, 60 y 75 °C, respectivamente. Notando
la reduccion significativa del tiempo cuando el proceso de secado se completa en
420 minutos a 45°C y a 270 min a 75°C.

Los datos de difusividad de la humedad exhibieron un comportamiento
inestable en todas las temperaturas de secado, donde sus valores disminuyeron a
medida que disminuyd la fraccion de humedad libre (llustracion 44), mostrando una
disminucién después del valor inicial y subiendo de manera gradual hasta llegar a

un punto maximo entre W=0.1 y ¥=0.
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llustracion 44: Cambio de la difusividad de agua respecto a la fraccion de humedad.

El aumento de la difusividad marcada al final del grafico (ilustracion 44), entre
los valores de 0.3 y 0 de fraccion de humedad libre se puede deber a que los datos
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de difusividad de la humedad exhibieron un comportamiento inestable, que es
derivado de la disminucion del volumen de las muestras y el proceso de
encogimiento, por lo que se considera a ese cambio como un efecto artificial o un
error derivado del uso del método ya mencionado.

De acuerdo con los resultados de difusividad promedio del agua a través de
la matriz polimérica, se tratd de visualizar un posible panorama del punto de
incidencia de la fermentacion de los azucares especificamente en el cuerpo de dicha
matriz; se llegd a la conclusiéon de que al encontrarse en rangos de 101°V 10°
(valores minimos) se dificulta que el proceso se lleve a cabo de manera interna
dejando en claro un proceso superficial, o bien, sin posible penetracién del sustrato.

Pikington at al. (1998) menciona que la concentracion de metabolitos en la
vecindad inmediata de las células puede verse alterada en los sistemas celulares
inmovilizados debido a limitaciones de transferencia de masa tanto internas como
externas, como es el caso recién mencionado del presente trabajo en el interior de
la matriz. Ademas, tales cambios pueden obligar a las células a alterar sus estados
metabolicos y, por lo tanto, afectar la eficiencia y la calidad de un proceso de
fermentacion; lo que nos lleva a pensar que es la razén por la que (de acuerdo con
el apartado 3.4.2.1 Microscopia O6ptica simple) las densidades de poblacién
observadas en el estudio realizado a distintas capas de la matriz mostraron grupos
de células mas grandes en las zonas cercanas a la superficies de la matriz
expuestas al liquido de fermentacion. Al no alcanzar el sustrato a difundirse y no
cumplir con los requerimientos metabdlicos celulares, las bacterias se agrupan y
reproducen en la periferia, dejando en el interior solo a aquellas que guedan
embebidas durante el proceso de polimerizacion de la celulosa bacteriana,

aumentando esta situacion segun el tamafio de la matriz.
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Conclusiones

La optimizacién de la fermentacién artesanal para obtencion de vinagre a
partir del inéculo conocido como “Madre del vinagre”, muestra como
condiciones Optimas 15°Brix como concentracion del sustrato y 29°C de
temperatura, en un tiempo aproximado de 35 dias, logrando un producto con
caracteristicas dentro de la normativa nacional e internacional.

Mediante la determinacion de los pardmetros fisicoquimicos propios de la
fermentacién (Acidez total, acidez fija, acidez volatil, °Brix, densidad, %ART,
%ARD y %ANR), se observdo una falta de reproducibilidad de los
experimentos cuando se usan porciones del inéculo ya usados para pruebas
anteriores, también se obtuvieron valores de rendimiento de 58.11% para la
primer prueba de fermentacion y un 46.60% para la segunda, los cuales
resultaron adecuados segun lo reportado en literatura; se observaron de
valores de productividad adecuados con las fases de la fermentacion.

Con respecto a la caracterizacién microbioldgica del in6culo, de acuerdo con
los resultados observados se considera que las bacterias presentes cumplen
con las caracteristicas de las BAA del género Gluconacetobacter (Ga.
Europaeus, Ga. Hansenii y Ga. xylinus), género Komagataeibacter (K.
xylinus) y género Gluconobacter. Las levaduras encontradas son sugerentes
del género Zygosaccharomyces (Z. bailii, Z. fermentati), Candida boidinii y
Saccharomyces cerevisiae.

El estudio espectroscopico (DRX y FT-IR) de la estructura de la matriz
corroboran la composicién de la matriz a base de celulosa, al ser comparados
los espectros y los difractogramas con lo reportado en la bibliografia, es
importante mencionar que dicha celulosa tiene un arreglo cristalino en su
mayoria. Los resultados de cristalinidad son consistentes con la composicion
de Celulosa tipo | producida principalmente por Gluconacetobacter xylinus.
Las pruebas opticas (Microscopia Optica simple, SEM y AFM) corroboran la
presencia de BAA y levaduras, asi como su distribucion en la matriz,

existiendo mayor numero de BAA hacia la superficie aérea y aumentando el
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namero de levaduras hacia la cara inferior de la matriz. Las pruebas de SEM
y AFM brindan informacién que ayuda a comprender la formacion de la
matriz, como un polimero conformado por fibras que al inicio son liberadas
por la célula (observadas desde los 2 nm de didmetro hasta los 210 nm) las
que posteriormente proceden a un superenrollamiento y empaquetamiento
que permite la creacion de las peliculas superficiales en el liquido de
fermentacion, estas continuardn engrosando y atrapando a los
microorganismos dentro de ella.

La evaluacion de la difusividad de agua sirvi6 para darnos la idea del proceso
de difusion del sustrato hacia el interior de la matriz y comprobar si el proceso
se llevaba a cabo de manera interna. Ahora se puede asegurar (junto con los
resultados de las pruebas 6pticas) que la matriz no sirve como un medio de
fermentacion interna, Unicamente es el medio de transporte y habitat parcial

de los microrganismos que contiene.

En base a todo lo mencionado anteriormente se llega a la conclusién de que se

llegd a la optimizacién del proceso artesanal de fermentacion para la produccion de

vinagre con caracteristicas aptas para entrar en normatividad nacional e

internacional y se logré estudiar el inéculo empleado “Madre del vinagre”

caracterizando su estructura y visualizando su diversidad microbiana.

Perspectivas del proyecto

Al observar que el empleo de una misma porcién del inéculo “Madre del
vinagre” durante fermentaciones consecutivas puede generar variaciones en
cuanto a los tiempos de fermentacion y la capacidad de esta, pudiendo
deberse a la variaciones generadas en la densidad poblacional de los
microorganismos durante las fases de la fermentacion; se propone investigar
un método que permita la mayor homogeneidad posible de la microbiota en
el inéculo y permita la reproducibilidad de las fermentaciones.
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Anexos

Apéndice 1. Tablas de valores de seguimientos de pruebas de fermentacion bajo
condiciones 6ptimas.

Tabla 12: Seguimiento. Primera prueba de fermentacion en condiciones 6ptimas.

oa o Do sdeToa  demfe s s e
a.a./L) directos totales reductores
0 15.00+0.00 1.086 0.4+0.17 0.22+0.03 0.18 1.4040.02 12.41+0.23 11.01
1 14.63+£0.24 1.081 0.85+0.09 0.50+0.03 0.35 1.43+0.04 12.25+0.55 10.82
2 14.10+0.13 1.077 1.45+0.09 1.10+0.03 0.35 1.56+0.06 12.11+0.27 10.55
3 13.93+£0.09 1.074 3.1+0.46 2.04+£0.00 1.06 1.59+0.06 12.10+0.21 10.51
5 13.37+0.36 1.073 4.4+0.17 2.88+0.06 1.52 1.7440.08 12.04+0.66 10.29
7 13.33£0.04 1.07 6.4+0.17 4.48+0.09 1.92 1.28+0.03 10.24+0.04 8.95
8 13.23+0.11 1.07 7.6x0.17 4.54+0.07 3.06 1.19+0.00 9.751£0.1 8.56
9 12.83+0.04 1.061 8.2+0.17 5.10+0.06 3.10 1.0940.02 8.17+0.1 7.08
11 12.73+0.04 1.06 8.6+0.17 5.58+0.00 3.02 1.01+0.03 7.56+£0.04 6.58
12 11.80+0.07 1.059 9.1+0.17 5.78+0.03 3.32 0.96+0.00 7.45+0.16 6.49
13 11.67+0.04 1.058 9.3+0.00 5.96+0.03 3.34 1.11+0.01 5.84+0.09 4.72
15 11.33+0.04 1.057 9.5+0.17 5.98+0.03 3.52 1.3440.01 5.50+0.18 4.16
16 11.23+0.04 1.056 9.75+0.15 6.07+0.02 3.68 1.61+0.01 5.26+0.06 3.65
17 10.97+0.11 1.055 9.9+£0.00 6.21+0.03 3.69 1.73+0.01 5.27+0.03 3.54
19 10.80+0.00 1.054 10.1+0.09 6.35+0.02 3.75 1.83+0.03 5.27+0.04 3.44
20 10.43+£0.04 1.05 10.35+0.15 6.60+£0.10 3.75 2.07+£0.05 5.27+0.01 3.20
21 10.23+0.04 1.049 10.4+0.17 6.52+0.02 3.88 2.10+0.04 5.23+0.06 3.13
23 10.00+0.07 1.048 10.55+0.09 6.66+0.00 3.89 2.16+0.05 5.23+0.03 3.07
24 9.70+£0.07 1.046 10.9+0.17 6.50+£0.07 4.40 2.23+0.03 5.22+0.06 2.99
26 9.47+0.04 1.045 11.05+0.23 6.38+0.15 4.67 2.22+0.04 5.18+0.05 2.97
27 9.40+0.00 1.044 11.25+0.15 6.50+£0.03 4.75 2.14+0.04 5.15+0.01 3.01
28 8.70+0.00 1.041 11.3+0.17 6.18+0.00 5.12 1.93+0.03 5.13+0.03 3.19
30 8.57+0.04 1.039 11.45+0.09 6.30+0.00 5.15 2.02+0.02 5.11+0.03 3.08
31 8.37+0.04 1.038 11.6+0.17 6.18+0.00 5.42 2.06+0.03 5.11+0.02 3.05
32 8.17+0.04 1.037 11.75+0.09 6.32+0.03 5.43 2.12+0.08 5.10+0.04 2.97
34 8.031£0.04 1.036 11.940.17 6.18+0.06 5.72 2.06+£0.02 5.09+0.01 3.03
35 7.90+0.00 1.036 12.3+0.00 5.90+0.15 6.40 2.02+0.03 5.08+0.03 3.06
37 7.10£0.07 1.034 12.7£0.17 5.98+0.03 6.72 1.95+0.02 5.07+0.03 3.12
38 7.00£0.00 1.032 13.1+0.17 5.88+0.12 7.22 1.91+0.05 5.05+£0.04 3.14
39 6.97+£0.04 1.032 13.2+0.30 5.86+0.12 7.34 1.83+0.02 5.02+0.05 3.19
40 6.97+£0.04 1.03 13.3£0.17 5.86+0.09 7.44 1.76+0.01 5.01+0.07 3.24
41 6.83+0.04 1.03 13.5+0.00 5.84+0.03 7.66 1.73+0.01 4.99+0.04 3.26
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42 6.57+0.04 1.03 14.2+0.17 5.90+0.03 8.30 1.61+0.01 4.93+0.02 3.32
44 6.50+0.00 1.029 14.3+0.46 5.96+0.03 8.34 1.53+.0.01 4.93+0.03 3.40
45 6.33+£0.04 1.029 14.9+0.17 6.04+0.07 8.86 1.43+0.02 4.89+0.01 3.46
46 6.27+0.04 1.028 15.45+0.15 5.88+0.06 9.57 1.38+0.03 4.88+0.02 3.50
47 5.97+0.04 1.028 15.65+0.23 5.83+0.02 9.820 1.35+0.02 4.79+0.04 3.44
48 5.50+0.07 1.027 16+0.17 5.67+0.03 10.33 1.29+0.01 4.72+0.03 3.43
50 5.37+0.04 1.027 16.7+0.17 5.56+0.03 11.14 1.23+0.03 4.69+0.05 3.46
51 5.27+0.04 1.027 17.3+0.17 5.45+0.05 11.85 1.1440.02 4.58+0.02 3.44
52 5.27+0.04 1.026 18.1+0.17 5.38+0.03 12.72 1.13+0.02 4.54+0.02 3.40
53 5.20+0.00 1.026 18.9+0.30 5.30+0.03 13.60 1.12+0.01 4.45+0.01 3.33
54 5.33+0.04 1.026 19.4+0.17 4.99+0.06 14.41 1.1140.01 4.43+0.01 3.33
55 5.30+0.07 1.025 19.7+0.17 4.78+0.03 14.92 1.10+0.01 4.37+0.03 3.27
56 5.33+£0.09 1.025 20.6+0.17 4.62+0.06 15.98 1.104+0.01 4.34+0.04 3.24
58 5.27+0.04 1.026 21.2+0.17 4.52+0.03 16.68 1.09+0.00 4.29+0.02 3.19
59 5.30+0.00 1.026 23.6+0.17 4.40+0.02 19.20 1.09+0.00 4.23+0.02 3.14
60 5.23+0.04 1.027 24.5+0.17 4.22+0.03 20.28 1.09+0.01 4.20+0.04 3.10
61 5.37+0.04 1.028 27.0+0.30 4.08+0.00 22.92 1.08+0.00 4.18+0.03 3.10
62 5.40+0.07 1.028 28.3+0.17 3.90+0.00 24.40 1.08+0.01 4.13+0.02 3.06
Tabla 13: Seguimiento. Segunda prueba de fermentacién en condiciones 6ptimas.
oa  cmn  Dorsidad Acdeziowl Adderfia QUi aiciores redseores ' AZCAreSMo
a.a./L) directos totales
0 14.17+0.058 1.068 0.3+0.0 0.18+0.0 0.12 0.86+0.01 12.43+0.23 11.57
1 13.47+0.058 1.061 0.6+0.0 0.4+0.07 0.20 0.90+0.02 12.39+0.06 115
2 12.93+0.058 1.06 1.9+0.09 1.08+0.06 0.82 1.03+0.01 12.41+0.13 11.39
3 12.47+0.058 1.059 3.2+0.17 2.03+0.02 1.17 1.15+0.01 11.54+0.24 10.39
4 11.15+0.050 1.058 3.85+0.09 2.51+0.05 1.34 1.19+0.01 9.99+0.41 8.8
5 10.07+0.058 1.058 4.3+0.09 2.91+0.03 1.39 1.22+0.01 8.00+0.39 6.78
7 9.73+0.058 1.054 6.3+0.30 4.30+0.03 2.0 1.34+0.01 6.57+0.19 5.22
8 9.20+0.000 1.053 6.8+0.46 4.68+0.12 2.12 1.49+0.00 5.62+0.05 4.14
10 9.0+0.100 1.050 7.1+0.46 5.09+0.06 2.01 1.58+0.03 5.27+0.18 3.7
11 8.77+0.153 1.048 7.5+0.0 5.48+0.03 2.02 1.71+0.01 5.01+0.03 3.3
14 8.03+0.058 1.044 7.7+0.17 5.62+0.05 2.08 1.74+0.02 4.99+0.03 3.25
15 7.57+£0.058 1.041 7.85+0.09 5.70£0.00 2.15 1.80+0.01 4.92+0.02 3.11
16 7.07+0.058 1.038 8.2+0.17 5.92+0.03 2.28 1.83+0.05 4.89+0.02 3.06
17 6.87+0.058 1.036 8.4+0.0 5.92+0.03 2.48 1.77+0.04 4.86+0.02 3.09
18 6.2+0.000 1.034 8.8+0.17 5.86+0.03 2.94 1.70+0.02 4.86+0.02 3.16
21 5.93+0.058 1.032 8.9+0.17 5.88+0.06 3.02 1.51+0.02 4.85+0.03 3.34
22 5.6+0.000 1.027 9.1+0.17 5.88+0.00 3.22 1.42+0.03 4.86+0.01 3.44
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23 5.33+0.115 1.026 9.2+0.17 5.72+0.03 3.48 1.42+0.02 4.80+0.02 3.38
24 5.07+0.058 1.025 9.3+0.0 5.54+0.03 3.76 1.40+0.01 4.64+0.02 3.25
25 4.87+0.115 1.023 9.3+0.0 5.36+0.03 3.94 1.37+0.02 4.24+0.04 3.27
26 4.67+0.058 1.022 9.45+0.15 5.40+0.00 4.05 1.35+0.01 4.04+0.03 2.69
28 4.5+0.000 1.02 9.45+0.0 5.42+0.03 4.03 1.32+0.01 3.91+0.03 2.59
29 4.33+0.058 1.019 9.55+0.09 5.46+0.06 4.09 1.28+0.01 3.85+0.02 2.57
30 4.23+0.153 1.018 9.65+0.09 5.4+0.03 4.17 1.32+0.01 3.85+0.01 2.53
31 4.2+0.000 1.018 9.75+0.15 5.50+0.03 4.25 1.37+0.01 3.83+0.01 2.46
32 4.13+0.058 1.018 9.9+0.0 5.56+0.03 4.34 1.39+0.01 3.81+0.01 2.42
33 4.03+0.058 1.018 10.1+0.17 5.62+0.03 4.48 1.41+0.02 3.79+0.01 2.38
35 4.03+0.058 1.018 10.4+0.17 5.64+0.00 4.76 1.45+0.01 3.77+0.01 2.32
36 4.0+0.000 1.018 10.7+£0.17 5.66+0.03 5.04 1.46+0.00 3.71+0.02 2.25
37 3.97+0.058 1.018 10.9+0.17 5.68+0.03 5.22 1.54+0.01 3.62+0.07 2.08
38 3.97+0.058 1.017 11.1+0.0 5.74+0.03 5.36 1.59+0.01
39 3.93+0.058 1.017 11.3+0.17 5.74+0.03 5.56 1.60+0.01
40 3.87+0.058 1.017 11.6+0.17 5.78+0.03 5.82 1.61+0.04
42 3.83+0.058 1.017 11.8+0.17 5.48+0.03 6.32 1.65+0.01
43 3.83+0.058 1.017 12.2+0.17 4.84+0.03 7.36 1.69+0.02
44 3.9+0.000 1.017 12.6x0.0 4.42+0.03 8.18 1.72+0.03
45 3.9+0.000 1.017 13+0.17 3.94+0.03 9.06 1.75+0.02
46 3.9+0.000 1.017 13.5+0.0 3.74+0.03 9.76 1.81+0.03
47 3.93+0.058 1.017 14+0.17 3.68+0.03 10.32 1.75+0.02
49 3.9+0.100 1.018 14.5+0.17 3.64+0.03 10.86 1.60+0.03
50 3.9+0.100 1.018 14.8+0.17 3.62+0.03 11.18 1.74+0.02
51 3.93+0.058 1.018 15.1+0.17 3.60+0.00 11.50 1.83+0.01
52 3.97+0.058 1.018 15.5+0.17 3.58+0.03 11.92 1.97+0.01
53 4.0+0.100 1.018 15.7+0.17 3.56+0.03 12.14 2.34+0.05
54 3.97+0.058 1.018 16.1+0.17 3.50+0.03 12.60 1.90+0.09
56 3.97+0.058 1.018 17.4+0.0 3.44+0.03 13.96 1.72+0.03
57 4.0+0.000 1.019 17.8+0.17 3.40+0.03 14.40 1.59+0.02
58 4.03+0.058 1.019 18.8+0.17 3.36+0.00 15.44 1.57+0.01
59 4.07+0.153 1.02 19.2+0.0 3.30+0.06 15.90 1.54+0.02
60 4.07+0.058 1.02 19.9+0.17 2.98+0.07 16.92 1.52+0.02
61 4.17+0.058 1.02 21.2+0.17 2.60+0.07 18.60 1.47+0.01
63 4.2+0.000 1.02 23.9+0.17 1.82+0.03 22.08 1.44+0.01
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Apéndice 2. Tablas de valores de seguimientos de pruebas de secado y
determinacion de difusividad promedio.

45°C

Peso

muestra @ I(Y1,Y2,D) D prom
X

0 5471 |1.000| 3.448 | 5.823 |2.0114E-12| 5.3878E-10 7.5118E-10
1 5453 |0.997| 3.448 | 5.843 |4.0403E-12
2 54.35 [0.993|10.345| 17.590 | 3.574E-11
3

4

5

53.43 |0.976]13.793| 23.868 | 1.8585E-11
52.88 |0.966| 6.897 | 12.062 | 2.9841E-12
52.70 10.962| 2.989 | 5.246 |1.5328E-12
10 52.52 ]0.959| 2.069 | 3.645 |6.3414E-12
15 51.60 0.941| 2.069 | 3.711 |1.1751E-12
20 51.42 ]0.938| 1.724 | 3.104 |5.6173E-12
25 50.69 [0.924| 2.759 | 5.041 |7.5938E-12
30 49.96 |0.910| 3.218 | 5.970 | 2.483E-11
40 47.76 0.869| 3.103 | 6.031 | 1.05E-11

50 46.66 |0.848| 2.069 | 4.119 |9.4045E-12
60 4556 |0.828| 2.437 | 4.972 |2.4484E-11
75 43.19 |0.783| 2.759 | 5.951 |2.1172E-11
90 41.17 |0.745| 2.299 | 5.212 |1.7371E-11
105 | 39.52 |0.714| 2.529 | 5.982 |2.8924E-11
120 | 37.15 |0.669]| 2.742 | 6.922 | 3.3693E-11
140 | 34.58 |0.621| 2.586 | 7.036 |4.1424E-11
160 | 31.66 |0.566| 2.672 | 7.980 |4.0081E-11
180 | 28.91 |0.514| 2.287 | 7.518 |4.0587E-11
210 | 25.98 |0.459| 1.954 | 7.195 |5.0432E-11
240 | 22.69 |0.397| 2.126 | 9.055 |6.1357E-11
270 | 19.21 |0.331| 1.897 | 9.675 |4.8898E-11
300 | 16.65 |0.283| 1.772 | 10.583 | 4.3545E-10
390 5.85 ]0.079| 1.513 | 32.224 | 1.4415E-10
420 3.84 ]0.041| 1.073 | 43.781
480 1.64 |0.000| 0.000
540 1.64 |0.000| 0.000
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60°C

Peso

f'(x D (m2/s
muestra 1] xlg)")s xiO"lO) I(Y1,Y2,D) D prom
0 52.40 1.000 | 7.435 1.256 9.3697E-12 | 1.3782E-09 | 1.4539E-09
1 52.02 0.993 | 7.435 1.265 1.0625E-11
2 51.64 0.985 | 9.294 1.593 1.7869E-11
3 51.07 0.974 | 9.294 1.611 9.6118E-12
4 50.69 0.967 | 5.576 0.974 3.2247E-12
5 50.50 0.963 | 4.337 0.761 3.6829E-11
10 48.61 0.926 | 6.691 1.221 3.5865E-11
15 47.09 0.896 | 6.320 1.191 4.0627E-11
20 45.38 0.862 | 6.320 1.237 3.6336E-11
25 43.87 0.833 | 5.948 1.206 3.6149E-11
30 42.35 0.803 | 5.824 1.225 6.6943E-11
40 39.50 0.747 | 5.204 1.176 5.3381E-11
50 37.04 0.699 | 4.275 1.033 3.4483E-11
60 35.14 0.662 | 3.222 0.822 3.1475E-11
75 33.25 0.625 | 3.222 0.871 6.2803E-11
90 30.21 0.565 | 4.151 1.241 8.1194E-11
105 | 26.90 0.500 | 3.717 1.256 5.4134E-11
120 | 24.53 0.454 | 2.885 1.074 5.7457E-11
140 | 21.87 0.401 | 2.695 1.134 6.831E-11
160 | 19.03 0.346 | 2.695 1.316 7.3194E-11
180 | 16.37 0.294 | 2.602 1.496 1.3228E-10
210 | 12.39 0.216 | 2.416 1.892 1.363E-10
240 8.98 0.149 | 1921 2.181 1.182E-10
270 6.51 0.100 | 1.611 2.710 1.7155E-10
300 4.05 0.052 | 1.353 4.389
390 1.40 0.000 | 0.000
420 1.40 0.000 | 0.000
480 1.40 0.000 | 0.000
540 1.40 0.000 | 0.000

115



Optimizacién de un proceso de fermentacion artesanal para elaboracion de vinagre y estudio del inéculo empleado (Madre del vinagre)

75°C

Peso

f'(x D (m2/s
muestra @ xlg)")s xiO"lO) A I(Y1,Y2,D) D prom
0 | 5493 |1.000| 5.917 9.992 6.6736E-12 | 1.77947E-09 | 1.845E-09
1 | 54.62 |0.994| 7.396 12.565 1.0077E-11
2 | 54.15 ]0.985| 5.917 10.142 2.2528E-12
3 | 53.99 |0.982| 2.959 5.086 1.8845E-12
4 | 53.83 |0.979| 4.438 7.653 5.2E-12
5 | 53.52 |0.973| 5.720 9.923 2.046E-11
10 | 52.26 |0.950| 4.142 7.365 1.3198E-11
15| 51.32 |0.932| 4.142 7.505 1.9297E-11
20 | 50.06 |0.908| 4.734 8.801 1.9773E-11
25 | 48.80 |0.885| 4.142 7.907 1.5032E-11
30 | 47.85 |0.867| 4.635 9.029 6.4769E-11
40 | 44.24 10.799| 4.734 10.007 2.4952E-11
50 | 42.82 |0.772] 3.994 8.735 5.3111E-11
60 | 39.99 |0.719| 4.773 11.212 6.3042E-11
75| 36.85 |0.660| 3.945 10.097 6.761E-11
90 | 33.70 |0.601| 4.536 12.755 1.0043E-10
105| 29.61 |0.524| 4.142 13.357 6.1109E-11
120 27.09 |0.476| 3.515 12.462 1.1269E-10
140| 22.85 |0.396| 3.698 15.753 1.0536E-10
160| 19.23 |0.328| 2.959 15.213 8.1177E-11
180| 16.56 |0.278| 2.811 17.067 2.0269E-10
210 11.37 |0.180] 2.613 24.454 1.7186E-10
240| 8.22 0.121| 2.416 33.636 5.5682E-10
270 3.66 |0.036| 2.022 96.161
300| 1.77 |0.000| 0.000
390| 1.77 |0.000| 0.000
420 1.77 |0.000| 0.000
480 1.77 |0.000| 0.000
540| 1.77 ]0.000| 0.000
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