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RESUMEN

En este trabajo se realizo €l estudio de las condiciones de obtencion de vinagre a partir
de sirope de fructosa respondiendo a los objetivos de diversificacion de una empresa
azucarera cubana. Sereadliz6 la prefermentacion con miel final como sustrato. En estas
condiciones se logré una concentracion de etanol del orden del 8%, lo que implica
buena calidad del vino para la fermentacion acética. Se aplico un disefio experimental
del tipo 22 para el andlisis del comportamiento de los parémetros que influyen en la
fermentacion acética. EI volumen del pie acético y la temperatura resultaron variables
significativas en esta fermentacion.
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ABSTRACT

In this work, the study of the conditions of vinegar production from fructose syrop was
carried out, responding to the diversification objectives of cuban sugary company. The
pre-fermentation was made with molasses as substrate. The ethanol concentration
reached under these conditions was 8% approximately, what implies good quality of the
wine for acetic fermentation. An experimental design of the type 2% was applied for the
analysis of the behavior of the parameters that influence in the acetic fermentation. The
volume of the acetic foot and the temperature were significant variables in this
fermentation.
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1. INTRODUCCION

El vinagre ha formado parte de la aimentacion humana desde la antigliedad como
condimento, conservador de alimentos y bases para remedios sencillos en hombres y
animales.

El vinagre es esencialmente una soluciéon diluida de &cido acético obtenido por
fermentacion, ala que se le agregan sales y extractos de otras materias. Estas sustancias
adicionales, cuya naturaleza y cantidad exacta dependen sobre todo del ingrediente
utilizado, dan a producto su cuaidad distintiva. El azlicar es la base en la produccion
del vinagre. Cualquier solucion diluida de un azlcar fermentable puede transformarse
en vinagre en condiciones favorables. Muchos jugos de frutas se prestan para este fin si
contienen en proporcion apropiada azUcar y otras sustancias necesarias 0 deseables
(Muller, P., 2005).

Todo vinagre se hace por dos procedimientos bioquimicos distintos y ambos son €l
resultado de la accion de microorganismos. El primer proceso es llevado a cabo por la
accion de fermentos que transforman el azlcar en alcohol y en € gas dioxido de
carbono, esta es la fermentacion alcohdlica. El segundo proceso resulta de la accién de
un grupo amplio de aceto-bacterias que tienen € poder de combinar € oxigeno con €l
alcohol, para asi formar &cido acético. Esta es la fermentacién acética o acetificacion
(Pizarro, O., 2005).

Desde hace algunos afios € Grupo Empresarial Azucarero (GEA) en Cuba, esta
sometido a un proceso de cambios y transformaciones cuyos objetivos fundamentales
son acelerar € incremento de los ingresos netos generados y disminuir los costos de
produccion. No obstante a ello, la situacion actual, no solo demanda que las empresas
del sector azucarero sean mas eficaces y eficientes, sino también que contribuyan a la
diversificacién de sus producciones.

En este sentido, una empresa productora de azUcar refino, da sus pasos para la
diversificacion de sus producciones teniendo interés marcado en la utilizacién, como
materia prima, del sirope de fructuosa para obtener productos de ato valor agregado
como vinos y vinagre. Considerando que en Cuba, toda la produccion de vinagre se
realiza usando |la sacarosa como sustrato para la fermentacion alcohdlica, plantean que
la utilizacion del sirope de fructuosa para la obtencién de vinagre podria ser una
alternativa interesante para introducir en el mercado un aderezo de sabor distinto con
caracteristicas organolépticas diferentes y con la ventgja de otorgar un valor agregado a
un producto obtenido por dicha empresa.

Por lo que € objetivo general del trabagjo es: Establecer las condiciones tecnol 6gicas
paralafermentacion etandlicay acéticaa partir del sirope de fructosa.

2. MATERIALESY METODOS
2.1. Métodos analiticos

Determinacion del grado alcohdlico en fermento (NC 423, 2006)

M étodo Picnomeétrico

Se toman 100 ml de fermento, méas 50 ml de agua destiladay ambos son adicionados a
un balon, se calienta y se hace que la mezcla ebulla, a través de un condensador, se
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recoge un volumen de 50 ml de destilado en un matraz de 100 ml y se enrasa con agua
destilada.
Con este producto se procede a redizar los andlisis de medicién del grado alcohdlico
gue consiste en realizar un conjunto de pesadas a picndémetro vacio, con agua destilada
y hervida, y con € destilado. Entonces a través de la formula se obtiene la gravedad
especificay con ese valor se busca en latabla —Determinacion del alcohol en volumen
y en peso por ciento, a 15 °C —Donde se obtiene el valor del grado °GL
Todo € procedimiento se reaizé a 15 °C pues a esa temperatura es a la que viene
referido €l valor del grado alcohdlico.

S =0,99913 (C — A)/(B — A)
S - Gravedad relativa
A — peso del picnémetro vacio
B — peso del picndmetro con € agua destilada y hervida
C - peso del picndmetro con € destilado

Determinacion del grado de acidez

Setransfiere 5 ml de vinagre a un frasco conico de 250 ml. Se afiaden 100 ml de agua,
se adicionan 2 0 3 gotas de la solucion indicadora de fenolftaleina y se valoran con la
solucion de hidroxido de sodio 1 N. Se agita vigorosamente hasta la aparicion del color

rosado que permanecer estable 30 s.
gHac  Vyeon Nnaon €q— gHac

ldisol Viuestra

Donde:

Vnaon : Volumen gastado de hidréxido de sodio.
Nnazon : Normalidad del hidréxido de sodio.
eg-gHA c: Equivaente en gramo de acido acetico.
V muesra - VOlumen de la muestra.

La determinacion de grado Bx y pH se realizan utilizando |os equipos correspondientes,
polarimetro y pHmetro, respectivamente.
El conteo celular serealiza utilizando cAmara de Neubauer.

Andlisis estadistico

Para € estudio de la fermentacion acética se aplico un disefio experimental del tipo 22,
donde las variables independientes fueron e % en volumen del pie acético y la
temperatura de la fermentacion. Los resultados fueron procesados usando el paguete
estadistico STATGRAPHIC plus4.1.

3. ANALISIS EXPERIMENTAL DE LAS CONDICIONES DE OBTENCION
DEL VINAGRE

Experimento inicial dela obtencién de vinagre a partir del sirope de fructosa
En un estudio previo realizado en e departamento de Ingenieria Quimica (Suédrez, L y
Rodriguez, T,. 2012) acerca de la fermentacion a coholica de fructosa, en los cuales se
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comprob6 que la velocidad de fermentacion de la fructosa aumentaba cuando se
utilizaba un prefermento con miel de cafia (datos no mostrados), por tal motivo se
continud con el andlisis de esta variante.

Primeramente, se prepara la miel final para la prefermentacion. Se comienza con un
Brix de 13° y se le afiaden los nutrientes fosfato y sulfato de amonio en las proporciones
establecidas para suministrar la fuente de nitrogeno necesaria para la correcta
fermentacion de los azucares (Galvez, 2000). La cepa de levadura (Saccharomyce
cerevisiae Der CIEMAT 1701) utilizada es clasificada como de atos rendimientos de
etanol. En vistas de que la fermentacion de fructosa en etanol puede ser un proceso mas
lento, se decidié comenzar la fermentacion con una ata carga de células. El conteo
celular se hizo usando camara de Neubaver.

La prefermentacion tuvo una duracion de 11 horas 'y € nimero de céulas final estuvo
en e orden de 2,8*10%el/mL.

Para la fermentacion del sirope de fructosa, se prepara una solucion a 15°Bx y se le
adicionan también fosfato y sulfato de amonio en las proporciones establecidas. Se
utiliza una relacion de volumen de fermentacion y prefermento de 1/10. Las muestras
son esterilizadas en autoclave (121°C durante 20 minutos) para evitar contaminaciones
microbianas. Los resultados se muestran en latabla 1.

Tabla 1. Resultados de |a fermentacion del sirope de fructosa
Bx inicial | Bx final | % alcohdlico final (v/v) | pH final
15 8,5 13 4,2

Productividad de lafermentacion alcohdlica: 2,12g/Lh

La fermentacion tuvo un tiempo de duracion de 48 horas, por 1o que € tiempo de
fermentacion es més largo que cuando se utilizan otros sustratos como jugos y mieles.
Este comportamiento coincide con lo reportado por otros autores a fermentar la
fructosa, debido a la preferencia de la levadura por otros azucares (Pizarro, O.,2005,
Tesfaye V., et a. 2002).

Mdller (2005) plantea que se puede obtener vinagre a partir de vinos con atas
graduaciones acohdlicas, por este motivo se decidié utilizar este vino para la
fermentacion acética. Paraello se utilizd un pie acético obtenido de un vinagre casero.
Para la fermentacion acética se utilizo un 5 % de pie acético del volumen total, se le
adiciono fosfato de amonio en una concentracion de 1g/l, suministro continto de aire y
temperatura ambiente (30-32°C). La fermentacion acética ocurrié en un tiempo de 40
horas y se obtuvo un porcentge de acidez en € orden del 3 % y un nivel de etanol
residual del 4 %. Los resultados de |a fermentacidn acética pudieran estar dados por las
altas concentraciones de etanol del vino, ya que la literatura plantea que a altas
concentraciones el etanol puede causar un efecto inhibitorio de las bacterias, aunque
existen propuestas tecnolégicas que plantean que se puede realizar la fermentacion
aceética a altas concentraciones de etanol (Pizarro, O., 2005).

De acuerdo alas caracteristicas que debe tener el vinagre para el consumo humano, que
son 5 % de acidez y menos ddl 1 % de etanol residual (de Ory | et a, 2002), se continu6
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con e estudio del proceso y ademas, se tuvo en cuenta las caracteristicas de la
instalacion de la planta de produccién de vinagre en la empresa en la cual se prevé
instalar la planta.

3.1. Acercamiento a las condicionesindustriales desde e laboratorio de la obtencién
devinagre a partir de sirope de fructosa

Fermentacion alcohodlica

De acuerdo alos resultados obtenidos se continud con e estudio a escala de laboratorio
pero de forma similar acomo se haria en lainstalacion de la empresa interesada. En este
caso se hace e mismo procedimiento que en el estudio anterior, pero los sustratos no se
esterilizan. Se controla la posible contaminacion microbiana por € andlisis de pH.
Ademés, se utiliza una menor concentracion de carga de levadura. Los experimentos se
hacen por duplicado.

En este caso, la prefermentacion tuvo una duracion de 20 horas y se acanzé una
concentracion de células de levadurade 1,9%10° + 0,1 células/mL. El pH se mantuvo en
el rango de 4,2 a4,5.

En latabla 2 se muestran |os resultados de la fermentacién del sirope de fructosa usando
el prefermento descrito en € péarrafo anterior.

Tabla 2. Resultados de la fermentacién alcohdlica del sirope de fructosa usando las materias
primas sin esterilizar

%
Experimento | X | Bxfinal | PH | pHfinal | alcohdlico | N cdl/mL
inicial inicial .
final
1 15 | 6,5+0,049 | 4,33 | 2,41+0,065 | 84041 | 1,28+0,08*10°

Como se observa, los resultados en cuanto a los valores del % alcohdlico de esta
fermentacion son inferiores a los obtenidos en e experimento anterior. Las causas
pueden ser debidas a uso de una menor concentracion de levaduras en la
prefermentacion. También, el pH en e transcurso de la fermentacion llega a niveles
cercanos a 2, € cua no es e Optimo para € desarrollo de la levadura (4,5-6), esto
evidencia que € sirope de fructosa tiene poca capacidad buffer. Este comportamiento de
pH es similar a proceso de fermentacion de jugos azucarados debido a que estos
sustratos tienen menor capacidad buffer que las mieles de cafia (Otero, M., 2002). No
obstante, se obtienen resultados en cuanto a concentraciones acohdlicas en la
fermentacion que pueden ser usados para la obtencion de vinagre.

Esta concentracion de etanol es la cominmente usada en |as vinagreras cubanas, la cual
no es alcanzada por lafermentacion en si, sino que el vino se rectifica con aguardiente o
alcohol para alcanzar esta concentracion. En este caso es meritorio destacar que bajo las
condiciones de este estudio usando sirope de fructosa se alcanzd la concentraciéon de
etanol requerida sin necesidad rectificar, lo cua significa menos gastos de materia
primaen el proceso de obtencion de vinagre a partir de sirope de fructosa.

También es necesario sefidlar que incorporando la etapa de prefermentacion con miel, se
crea € pie de levadura y en & proceso habria menos gastos de levadura. En los

16



Mesa et al. / Centro Azlcar Vol. 41, No. 1, Enero-Marzo 2014 (pp. 12-19)

procesos instalados en Cuba, no se hace esta etapa y se afiade continuamente levadura a
las fermentaciones, 10 cual provoca mayores gastos de materia primay posiblemente sea
la causa de la demora en la fermentacion acohdlica (7 u 8 dias).

Fermentacion acética

Para la fermentacion acética se utilizaron los vinos obtenidos de la fermentacion
alcohdlica del sirope de fructosa, los cuales tienen un % alcohdlico promedio de
8,4+0.41.

Para el estudio de la fermentacion acética se usd € mismo pie acético casero utilizado
en el experimento anterior. Se estudiaron, en este caso, la influencia de dos factores, la
temperatura de fermentacion y volumen de pie acético. Para ello se utilizd un disefio
experimental factorial completo del tipo 22,

Los volumenes de fermentacion fueron de 200 mL. Se midieron como parametros
respuestas e % de acidez y % de etanol residual. En latabla 3 se muestra las variables
y niveles del disefio, asi como los resultados.

Tabla 3. Resultados experimentales del disefio 2 aplicado al estudio de la fermentacion acética
alas 40 horas

Variables independientes Parametros respuestas
Experimento X Piedevinagre, X, Temperatura, Acidez Etanol
% (VIV) °C % residual, %
1 10 40 3,12+0,03 5,76x0,05
2 10 33 3,36+0,04 4,20+0,04
3 5 40 2,62+0,05 4,81+0,05
4 5 33 2,16+0,03 5,76+0,03

Como se observa en la tabla 3 los valores de acidez no son los requeridos para el
vinagre. No obstante, se sefiala que se obtienen valores por encima de 3 % superior a
obtenido en el experimento descrito en el acapite 3 y en menor tiempo de fermentacion.
Los resultados indican que € pie acético no se encontraba en Optimas condiciones
debido a que fue obtenido de forma casera.

Se redliza € andlisis estadistico de la influencia de las variables y los resultados se
muestran en latabla 4

Tabla 4. ANOVA para los parametros respuestas % de acidez y % de etanol residual para un
95% de confianza

Acidez, % Etanol residual, %
F-ratio P-value F-ratio P-value
X1 Volumen depieacético 31713,00 0,0000 1323,00 0,0000

Variables

Xz temperatura 552,27 0,0002 1281,33 0,0000
X1X2 5577,00 0,0000 21336,33 0,0000
R® 99% 99%

Como se observa en la tabla 4 para los dos parametros respuestas las 2 variables
estudiadas resultaron significativas.
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Para el caso del % de acidez € modelo estadistico que describe el comportamiento esta
representado en la ecuacion 1.
Acidez,% = 2,83 + 042X, + 0,05X, —0,17X, X, Q)

Latemperaturay el volumen de inoculo influyen de forma positiva, o sea, aumenta el %
de acidez a medida que aumentan los niveles de estas variables en € rango estudiado,
pero teniendo en cuenta que la interaccion de las variables también es significativa y
con mayor significacion que la temperatura, se debe realizar un andlisis en este sentido.
Lainteraccién resulta significativa con signo negativo, lo cual indica que cuando se usa
un mayor volumen de pie acético (X1) se debe usar € nivel inferior de temperatura
estudiado en este caso, y viceversa.
Este rango de temperatura fue escogido debido a que la gran mayoria de la literatura
plantea que la fermentacion acética debe hacerse en un rango entre 28 y 33°C, pero en
otra vinagrera existente en e pais, que tiene unatecnologia similar ala que se pretende
instalar en la empresa utiliza una temperatura en € intervalo de 40-42°C, por este
motivo e intervalo de temperatura escogido para andizar fue de 33 a 40°C. No
obstante, segun las condiciones de la instalacién de la empresa, |a fermentacion acética
se redlizara a temperatura ambiente, por 1o que los autores se inclinan por utilizar en
estudios posteriores la temperatura de 33°C cercana a la temperatura ambiente de
nuestro pais.
En e caso del parametro respuesta % de etanol residual, e modelo estadistico se
representa en la ecuacion 2.

Etanol residual,% = 5,12 — 0,15X; + 0,15X, + 0,63X, X, (2

Seguin la ecuacion 2 cuando se utiliza un menor volumen de pie acético (5 %) se obtiene
mayor etanol residual, lo cual no es beneficioso para el proceso de obtencion de vinagre,
donde el % de etanol residua debe ser inferior a 1 % v/v. Cuando se utiliza mayor
temperatura también se obtiene mayor etanol residual, 1o cua pudiera estar explicado
por la desnaturalizacion de las proteinas presentes en las estructuras celulares de las
bacterias acéticas y eso provoca un enlentecimiento de su metabolismo y su capacidad
de oxidar € etanol para convertirlo en &cido acético (Bortolini, F., 2001).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decide realizar un nuevo experimento bajo las
siguientes condiciones. Temperatura ambiente promedio de 32°C, aireacion constante y
volumen de pie acético del 20 % v/v.

L os resultados obtenidos a las 24 horas de fermentacion acética fueron: 3,6 % de acidez
y etanol residual 3,8 %.

Este resultado tuvo un comportamiento superior en cuanto a acidez y % de etanol
residual en comparacion con los obtenidos con la aplicacion del disefio experimental, 1o
cual evidencia los resultados obtenidos y discutidos. En este caso se utilizd la
temperatura ambiente, la cua coincide con € nivel inferior de la estudiada y se utilizé
un pie acético del 20 % superior al mayor nivel del empleado en el disefio experimental.
Aungue los resultados aln no fueron los adecuados para la obtencion de vinagre, 10
cual se considera que esta vinculado a la calidad del pie acético que no era la més
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adecuada, estos resultados muestran la factibilidad técnica de la obtencién de vinagre a
partir de sirope de fructosa

4. CONCLUSIONES

En la fermentacion acohdlica del jarabe de fructosa se logran concentraciones
alcohdlicas en & orden del 8% en un periodo de 48 horas. Los vinos obtenidos son
adecuados para la fermentacion acética.

Los mayores porcientos de acidez en la fermentacion acética se acanzan cuando se
emplea una temperatura de 33°C y un volumen de pie acético del 20%, demostrandose
gue ambas variables tienen influencia significativa sobre la acidez.
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