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Resumen

La importacion de vinagre y sucedaneos del vinagre en Ecuador es constante. El vinagre es un
liqguido miscible, con sabor agrio, proveniente de la fermentacién acética del vino a partir,
inicialmente, de azlicares fermentables. El objetivo del presente proyecto consistio en evaluar el
rendimiento de vinagre obtenido de la pulpa de banano (musa paradisiaca) mediante la
fermentacion bifasica alcohdlica y acética; asi como también estimar la produccién a una escala
industrial junto con el disefio de los reactores para el proceso. Los resultados obtenidos
mostraron que inicialmente la produccion de etanol se mantiene estable durante la mayor parte
del proceso, lo cual brinda un rendimiento del 75 %. Posteriormente en la fermentacion acética
se obtiene un rendimiento del 16,1 %. Finalmente se concluye que para el caso de la
fermentacion acética es preciso el control de cultivo y crecimiento con el respectivo ajuste de
variables para obtener asi mayores rendimientos, también es necesaria la implementacion de
biorreactores en serie como criterio que garantice el mejor desempefio del proceso productivo.
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Abstract

The import of vinegar and substitutes for vinegar in Ecuador is constant. Vinegar is a miscible
liquid, with a sour taste, coming from the acetic fermentation of wine, initially, from fermentable
sugars. The objective of this project was to evaluate the yield of vinegar obtained from the banana
pulp (musa paradisiaca) through the biphasic alcoholic and acetic fermentation as well as
estimate the production on an industrial scale together with the design of the reactors for the
process. The results obtained showed that initially ethanol production remains stable during most
of the process, which yields a yield of 75%. Subsequently in the acetic fermentation a yield of
16.1% is obtained. Finally, it is concluded that in the case of acetic fermentation, the control of
culture and growth is necessary throughout the process with the respective adjustment of
temperature, mixing and oxygenation variables to obtain higher yields, the implementation of
bioreactors in series as a criterion that guarantees the best performance of the production
process.
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1. Introduccién

El proceso biotecnologico para la
obtencion de vinagre consiste en una
oxidacion biologica mediante dos
reacciones bioquimicas: alcohdlica y
acética, en la que el sustrato se
oxida parcialmente por medio de
bacterias para producir acido acético
(Sellmer-Wilsberg, 2016); el
resultado de la transformacion del
etanol contenido en el medio inicial
es una solucion llamada vinagre
(Llaguno & Polo, 1991). Para obtener
el &cido acético de una fruta deben
existir algunas condiciones, tales
como temperatura, pH, grados de
acidez y oxigenacion, previo a ello
debe ocurrir la  fermentacion
alcohdlica, ésta es conducida
generalmente por las levaduras que
pertenecen al género
Saccharomyces y a la especie
cerevisiae (Mesas & Alegre, 1999);
industrialmente estas levaduras son
organismos altamente
especializados debido a su gran
utilidad (Querol et al.,, 2003). Las
levaduras fermentativas necesitan
los azlcares para su catabolismo; es
decir, para obtener la energia
necesaria para sus procesos vitales,
pero ademas necesitan otros
substratos para su 6ptimo desarrollo

y rendimiento; naturalmente se

afladen micro nutrientes y fuentes de
nitrogeno como fosfato diamonico,
cloruro amoénico, sulfato amonico o
carbonato amaonico, en
concentraciones de 0,1-0,3 g.L*

(Mallouchos, 2003).

La segunda etapa es la fermentacion
acética, que se concede con la
finalizacion del proceso de Ila
fermentacion alcohdlica y se puede
determinar por la interrupcion de
produccion del alcohol etilico, en
esta etapa comienza a formarse
acido acético en un medio
estrictamente aerobio y acido; y por
tanto, intervienen bacterias
Acetobacter aceti (Tesfaye, 2002).
Estudios de obtencion de vinagre
recomiendan la adicion de una
solucion de minerales y fuente
nitrogenada de la  siguiente
composicién: 0,8 g.L-1 de KH2POy;
0,35 g.L! de KH2POa4. 3 H20; 1,5 g.
L't de (NH4)2SO4 con el objetivo de
aumentar rendimientos hasta un

30% (Ferreyra & Schvab, 2014)

La incorporacion de aire es un
proceso esencial, dado el caracter
aerobio de las bacterias acéticas,
ademas de la cantidad de aire
suministrado se debe considerar la
pureza y calidad de éste, ya que las
bacterias acéticas son sensibles a
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contaminantes presentes en el aire.
Segun Peldez et al, (2011) en este
tipo de fermentaciones, la
concentracion de oxigeno disuelto es
uno de los factores determinantes de
la velocidad global del proceso; sin
embargo, cuando se aborda el
modelado cinético de la
fermentacion acética, se suele evitar
la  presencia de  parametros
relacionados con el oxigeno, de
forma que no se han propuesto
modelos que incluyan dicha variable
con caracter cuantitativo en las

ecuaciones cinéticas.

El banano tiene un considerable
valor nutricional y son conocidos por
su alto contenido en carbohidratos,
potasio y fésforo (ICBF, 2005). Por

cada 100 g de banano se tiene:

Tabla 1.

Composicién de azucares en el banano

Nutrientes Valor
Azucares totales 12.23 ¢
Sacarosa 2.39¢g
Glucosa 498¢g
Fructosa 4.85¢
Lactosa 0,0g
Maltosa 0,01¢
Galactosa 0,09

Fuente: Romero, 2002.

El objetivo del presente articulo es
evaluar el rendimiento de vinagre

obtenido de la pulpa de banano

mediante la fermentacion biféasica
alcoholica y acética, asi como
también estimar la produccion a una
escala industrial junto con el disefo

de los reactores para el proceso.
2. Materiales y métodos

El sustrato fue adquirido en el
mercado municipal de la ciudad de
Portoviejo, Ecuador. Como
tratamiento previo a la fermentacion,
el sustrato es sometido a un proceso
de licuado para disminuir el tamafio
de la particula y asi obtener una
pasta que posteriormente se diluye
con agua en una relacion 2:1 (Blanco
etal., 2012). Se evaluaron los grados
Brix ("Brix) del sustrato mediante un
refractometro portatil graduado de 0
— 32% que ofrece una exactitud de
0,2% vy se utlizd el método
gravimétrico (peso seco) para la
identificacion del peso inicial del
sustrato, ya que puede estar
compuesto de material inerte,
polimeros extracelulares y materia
organica adsorbida que interfiere con
el dato exacto de la biomasa
generada durante la
experimentacion (Arnaiz et al.,

2000).

La concentracion recomendada de
Saccharomyces cerevisae fue de 0,4

g.L! de sustrato. Se prepar6 un
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volumen de 3 L de mosto y durante 5
dias se evalud el crecimiento del
microorganismo, el consumo del

sustrato y la formacién del producto.

La levadura empleada se activd con
azucar y temperatura (35°C),
durante 15 minutos (Barre & Stalin,
2003).

Para cuantificar la produccion de
CO2 se emple6 NaOH como reactivo
adsorbente, en una disolucion al
40% P/V (Yank et al.,, 2015). El
producto se evalla acorde al método
de analisis INEN 0360 para grados
de alcohol (INEN, 2013). Posterior a
la fermentacion alcohdlica se filtra y
se verte el producto liquido a otro
recipiente donde se llevé a cabo la
fermentacion acética. Se inocul6 con
10 mL de cultivo madre de
Acetobacter aceti, la cantidad de aire
suministrada es de 27,8 L.d!
calculada mediante balances
estequiométricos de los
requerimientos teéricos mas el 90%
por efectos de solubilidad del
oxigeno (Escalante, 2011). La acidez
total fue evaluada mediante el
método de andlisis INEN 0341

(INEN, 2012).

2.1 Obtencioén del cultivo madre de

Acetobacter aceti

Se dispuso el sustrato en un
recipiente con amplia superficie de
contacto para la oxigenacion, tapado
con gasas para evitar la
contaminacion fisica del cultivo. El
proceso consistio en dejar en reposo
el banano, para que al cabo de
aproximadamente 6 dias, las
bacterias acéticas creen una pelicula
de celulosa en la superficie. A través
del incremento diario de la acidez del
medio se puede constatar que existe
la presencia de bacterias del género
acetobacter, sin embargo, se
corroboré la presencia mediante la
tincion de gram (Hurtado, 2011).
Desde el primer dia se alimentd con
sustrato, ya que el grado de alcohol
alli es de 2° GL, se afiadio 1 mL de
etanol al 94% para mantener vivas

las bacterias.
3. Resultados y discusién

El sustrato posee un °Brix de 10,5 %.
Los resultados obtenidos de la
fermentacién alcohdlica se muestran

a continuacion en las figuras 1y 2.
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Figura 1. Cinética de consumo de sacarosa y formacion de etanol
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Figura 2. Cinética de consumo de sacarosa y generacion de Saccharomyces

cerevisae.

Experimentalmente se obtiene que Tabla 2.
por cada gramo de sacarosa se Coeficientes estequiométricos
producen 0,2051 g de biomasa. En CoeTelEE Moles Gramos
funcion de lo observado se refleja en a 0,0029 1
la tabla 2 los coeficientes de la b 0,0573 0,0283

3 _ _ c 2,8515  0,2051
reaccion obtenidos mediante d 3,1447 0,4043
balance estequiométrico. e 0,2834 0,0149

f 3,0019 0,4040
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Tabla 3. El sustrato posee 20 GL. Los

Comparacion de los rendimientos resultados obtenidos de la

Rendimiento  Producto/Sustrato fermentacion acética se muestran a
Experimental 0,4040 continuacion en las figuras 3y 4.
Tedrico 0,5382

%Rendimiento 75
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Figura 3. Cinética de consumo de etanol y formacion de acido acético
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Figura 4. Cinética de consumo de etanol y generacién de Acetobacter
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Experimentalmente se obtiene que
por cada gramo de etanol se
producen 0,2750 g de biomasa y

1,054 g de acido acético.

Tabla 4.
Coeficientes estequiométricos de la

fermentacion acética

Tabla 5.

Comparacion de los rendimientos

obtenidos
Rendimiento  Producto/Sustrato
Experimental 0,9480
Teorico 5,8650
%Rendimiento 16,1

e e Moles CrETas Para el disefio de los reactores se
X 0,0217 1 plantea el escenario de produccion a
a 1,4980 1,171 . .
b 0,0092 0,0034 escala industrial, para ello se
c 2,8515  0,0228 determiné  bibliograficamente  la
d 0,4990 0,4760
e 1,5270 0,5960 demanda potencial de consumo de
f 3,0019 0,9480 . .
vinagre en Manabi, la cual se
establece en 1195,02 L.d-1 (CFN,
2017).
Tabla 6.
Balance de masa en fermentacion alcohdlica, en Kg
Componente Ingresa Consume Forma Sale
C12H22011 24383,96 18287,97 6095,99
NHs; 517,54
CH31,80055No,2 10,85 3750,86 3761,71
CO; 7393,82 7393,82
H>O 272,49 272,49
C2HsO 7388,34 7388,34
Tabla 7.
Balance de masa en fermentacién acética, en Kg
Componente Ingresa Consume Forma Sale
C2HeO 7388,34 1189,52 6198,81
O, 1616,26 1469,33 146,92
N> 5320,45 5320,45
NHs 4,26
CH1.400.4No2 1,72 28,60 30,32
CO2 597,27 597,27
H.0 747,84 747,84
C2H402 1254,77 125477
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En lo que respecta a los

requerimientos  energeéeticos  se
obtuvieron los siguientes resultados:
en la fermentacion alcohdlica se
requieren 2755,90 kW, mientras que
en la fermentacion acética 4561,89

KW.

La figura 5 muestra un disefio de
reactor de lote, con los pardmetros
considerados en el disefio de
reactores en funcibn de las
dimensiones y necesidades
operativas del proceso de

fermentacion.

Tabla 8.
Factores de disefo para los reactores

Hattlz
I
L

Prochct

o

Figura 5. Disefio del reactor

A continuacion, en la tabla 8 se
muestran los factores de disefo para

los reactores de fermentacion.

Factor Alcohdlico Acético
Volumen reaccion 1,71 md 1,24 m3
Volumen efectivo 2,14 m3 1,56 m?
Area de la base (4;) 1,7 m? 0,62 m?
Diametro del tanque (Dy) 15m 1,34 m
Diametro del impelente (D;) 0,49 m 0,44 m
Numero de Reynolds (R.;) Turbulento Turbulento
Potencia del agitado (P) 1,24 W 0,58 W
Tiempo de mezcla (tm) 14,64 S 15,26 S

El rendimiento obtenido en el
proceso de fermentacion alcohdlica
fue del 75 %; de acuerdo con Lopez

(2000), los rendimientos de

produccion alcohdlica obtenidos con
respecto a la concentracion de
azlcares fermentables,

correspondieron a 96% para
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levaduras modificadas y 70% para la

levadura de pan.

Segun Chauvet (1974), el vino se ha
transformado en vinagre cuando su
contenido de alcohol se ha reducido
a1° GL 0 0,8 g.mL?; sin embargo, al
evaluar el vinagre obtenido se
constatd que poseia un grado
alcohdlico superior, lo que indica que
el proceso fermentativo aln puede
llevarse a cabo. En la fermentacion
alcoholica se obtuvo una conversion
del 16,1 % y se consume el 75,8 %
del oxigeno tedrico. ElI bajo
rendimiento obtenido se puede
atribuir a la evaporacion de los
volatiles durante la fermentacion
acética, esta es una de las mayores

causas de reduccion en el

rendimiento; en los sistemas
discontinuos es necesario
suministrar una cantidad

considerable de aire, lo que trae
consigo un aumento de las pérdidas
por evaporacion, mientras que a
bajos caudales de aire, los
rendimientos aumentan (Rubio et al.,
2000). Ambos

fermentativos son endotérmicos; sin

procesos

embargo, la fermentacion acética

requiere un 60,4 % mas de energia.

El requerimiento en volumen es

mayor para la fermentacién

alcohdlica. El impelente
seleccionado es la turbina Rushton.
El tiempo de mezclado para la
fermentacion acética y alcoholica es
14,64 S y 15,26 S respectivamente.
El control y disefio de biorreactores
posee un permanente desarrollo en
investigaciones y se requiere tiempo
antes que un esquema de control
bien desarrollado pueda ser
implementado en  biorreactores
practicos con alto desempefio

(Echeverry et al., 2004).
Conclusiones

La implementacion de la doble
fermentacion fue clave para la
formacion del sustrato secundario
como era el vino que a su vez forma
al acido acético; sin embargo, los
rendimientos obtenidos para los
procesos fermentativos bifasicos
fueron 75y 16,1 % respectivamente.
Para aumentar el rendimiento en la
fermentacion acética se pueden
emplear mayores velocidades de
agitacion y mantener la temperatura
al nivel minimo aceptable para el
proceso a los fines de minimizar las
pérdidas por evaporacion. El
escalado del proceso se realizd en
funcion de la demanda potencial del
consumo de vinagre, en vista de los

resultados obtenidos es necesaria la
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implementacion de biorreactores en
serie como criterio que garantice el
mejor desempeiio del proceso
productivo para la obtencion de

vinagre.
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