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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo dar a conocer el proceso y la utilidad que
tienen las frutas y los vegetales de descarte, tales como la pifia y la remolacha
para la obtencion de vinagre (AcOH).

El proceso de elaboracién del vinagre consiste en dos etapas consecutivas, en la
primera ocurre la fermentacion del azucar a alcohol etilico por accion de las
levaduras, mientras que en la segunda etapa las bacterias acéticas oxidan el
alcohol a acido aceético.

En el estudio del trabajo, se utilizé un disefio factorial 3% en el cual se tomaron en
cuenta dos variables con tres niveles, con el fin de evaluar el efecto de la variacion
en la concentracion de &cido acético de los vinagres, como son los °Bx (12°, 14°
y 16°) y pH (4, 5y 6), por esa razén, se prepararon diversas muestras a partir de
1 ml de vinagre, 30 ml de agua destilada y 3 gotas de fenolftaleina las cuales
fueron tituladas con una solucién de NaOH 0.1 N. Esta accién fue realizada a los
9 tratamientos de cada materia prima con 4 réplicas, para un total de 36 datos a
evaluar.

Para el analisis de los datos se utilizo el software “STATGRAPHICS Centurion”
donde se realizé una tabla ANOVA, regresion lineal multiple y un modelo
matematico para cada uno de los vinagres, ademas, se determiné la aceptacion
de estos por medio de pruebas heddnicas.

Como resultado del analisis de los datos, las tres mejores combinaciones para el
vinagre de pifia fueron los tratamientos 1,4 y 8 los cuales presentaron un alta
concentracion de acido acético, siendo el tratamiento 4 (pH 4 — 14 °Bx) el de mayor
porcentaje de acidez (6.2%), asimismo, para el vinagre de remolacha los mejores
resultados se obtuvieron de los tratamientos 5, 6 y 9, siendo el tratamiento 9 (pH
6 — 16 °Bx) donde se presentd la mayor concentracion de acido acético (3.33%).
Los vinagres obtenidos de pifia y remolacha presentaron un aroma intenso y de
sabor acido, apto para el consumo.
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l. INTRODUCCION

El vinagre, cuyo significado se deriva del latin vinum acre (vino agrio) es un liquido
proveniente de la fermentacion acética del vino que proviene de frutas como la
uva, manzana, naranja, banano entre otras. Segun la Norma Técnica Obligatoria
nicaragiense 03 089-10, se especifica en la seccion 4.1.2, con ingredientes
adecuados al tipo y variedad de los productos encurtidos para asegurar un
equilibrio de pH no inferior a 3,5 y no mayor a 6,0.

De igual manera la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA), en su
estandar de identidad para vinagres lo define como la sustancia proveniente de la
fermentacion alcohdlica y acética de jugos de fruta que contiene normalmente en
exceso 4g AcOH/100 ml (Rodriguez Barahona & Sarabia Trujillo, 2012).
Asimismo, el vinagre contiene entre 3-5% de acido acético (AcOH) disuelto en
agua, ademas de pequefias cantidades de acido tartarico y acido citrico.

Las bacterias provenientes del vinagre, también llamadas bacterias acéticas
miembros del género Acetobacter se caracterizan por su habilidad de convertir el
alcohol etilico (C2HsOH) en acido acético (C2H402) a través de una oxidacion. El
acido acético se forma a partir de una reaccion de cuatro pasos que envuelve la
conversion de almidon a azucares a través de amilasas, la conversion anaerobica
de azucares a etanol por medio de fermentacién con levaduras, la transformacién
de etanol a acetaldehido hidratado y la deshidrogenacion por medio de aldehido
deshidrogenasa para obtener como producto AcOH. (Milagros, 2014)

El vinagre juega un rol fundamental en la elaboracion de productos como salsas,
aderezos, salsas picantes entre otros. Esto ha promovido la demanda de sistemas
gue sean capaces de producir grandes cantidades de vinagre. Actualmente, la
tecnologia mas comun para la produccién masiva de vinagre se basa en el método
de cultivo sumergido junto con la percolacién continua o también llamada proceso
generador. (Milagros, 2014)

Los pequefios productores que trabajan en las zonas agricolas de los paises en
desarrollo suelen disponer de una amplia gama de frutas. Sin embargo, a menudo
su produccion es estacional, por o que no siempre se pueden conseguir los
mejores precios, y el porcentaje de pérdidas post-cosecha resulta demasiado alto,
con el consiguiente perjuicio para el agricultor. (Colquichagua, 1998)

Una posibilidad para industrializar las frutas es la produccion de vinagre de buena
calidad a un costo competitivo, como ha quedado demostrado al desarrollar
algunas tecnologias simples como la preparacion de los mostos, los procesos
fermentativos, alcoholicos y acéticos y la seleccion de los depdsitos plasticos.

Para elegir la fruta apropiada se deben de considerar diversos factores tales como
es su precio y disponibilidad. (Colquichagua, 1998). En este trabajo investigativo
presentaremos el proceso de elaboracién de vinagre a partir de pifia y remolacha.
Cabe destacar que las caracteristicas fisicas y quimicas de cada materia prima
son diferentes por lo que el acondicionamiento de cada acido seré distinto.



Il. OBJETIVOS
2.1 General

e Desarrollar el proceso tecnolégico para la elaboracion de acido acético a
partir de frutas y vegetales (pifia y remolacha).

2.2 Especificos

e Describir las caracteristicas fisicas y quimicas de la materia prima.

e Diseflar y describir el proceso experimental para la obtencion de acido
aceético a partir de frutas y vegetales.

e Comparar y calificar las caracteristicas de los productos finales (vinagres
de pifia y remolacha).



1. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades

3.1.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de la materia prima
Pifla (Ananas Comosus), datos botanicos

Es un fruto de las plantas de la familia de las Bromeliaceas de forma ovalada y/o
cilindrica, con rangos de color desde verde a anaranjado de acuerdo a su madurez
de consumo, de olor agradable, pulpa jugosa y sabor dulce ligeramente acida
(Rosero Muiioz & Regalado Imbaquingo, 2016).

La variedad de pifia (Ananas Comosus) mas sembrada en Nicaragua es Monte
Lirio, donde se consume fresca; en conservas, jaleas, vinos, licores, vinagres,
alcohol, jugos y helados (Rose, 2006 ).

El agua constituye aproximadamente el 85% del peso de la pifia, debido a esta
caracteristica convierte a la pifia en un alimento con un valor energético muy bajo.
Los hidratos de carbono son el principal componente, que suponen
aproximadamente el 11% de su peso, mientras que las proteinas y las grasas
apenas constan en esta fruta. Las vitaminas B y C se encuentran en pequefias
porciones, en proporcion con los minerales: potasio, magnesio, cobre y
manganeso (Rosero Muiioz & Regalado Imbaquingo, 2016).

3.1.2 Composicion Quimicay Valor Nutricional de la Pifia

Dado que la maduracién de la pifia no es simultanea sino progresiva, desde la
base hasta el extremo superior, su composicién quimica tampoco es uniforme y
depende de multiples factores, como la variedad, estado de madurez, factores
climéticos, entre otros (Rosero Mufioz & Regalado Imbaquingo, 2016).



Tabla 1. Composicion quimica de la pifia Tabla 2. Composicion nutricional de la pifia

Pariametro fisico - quimico Valor Contenidoe Unidad Valor
Grados Brix 10-17 Energia keal =
Proteina g 0.50
Acidez titulable (% dc. citrico) 0.6-1.6 Carbohidratos E 11.50
% de cenizas 0.3-04 Fibra E 1,20
%o de agua 81-86 Calecio mz 12
% de fibra 0.3-0.6 Hierro mg 0,50
%o de nitrégeno 0.045-0.115 Magnesio mg 14
Esteres (ppm) 1-250 Sodio mz 3
_Pigmentos (ppm de carotenos) 0.2-25 Potasie mg 250
% en peso de glucosa 1-3 Fosfore mg 11
% en peso de fructosa 0.6-2.3 Vitamina F mz 0.10
% en peso de sacarosa 5.9-12 Niacina ms 0.30
% de almidon <0002 Acido folico 1 11
% de celulosa 0.43-0.54 Vitamina C ms 20
% de hexosas 0.10-0.15 Vitamina 4 HE =
% de pentosas 0.33-0.43 Fuente: (Magallanes & Salcedo, 2013)

Fuente: (Magallanes & Salcedo, 2013)



3.2 Remolacha (beta vulgaris)

3.2.1 Datos Botanicos

La remolacha (Beta vulgaris) es una planta que pertenece a la familia de las
guenopodiaceas. En otros paises también es conocida como celga, acelga o
betabel.

Es una hortaliza de raiz profunda, grande y carnosa que crece en la planta del
mismo nombre. Son propias de las zonas costeras o de terrenos salinos
templados, se trata de una raiz esférica de forma globosa, tiene un diametro de
entre 5y 10 cm y puede pesar entre 80 a 200g. Su color es variable, desde rosado
a violeta y anaranjado rojizo hasta el marrén, esto se debe a dos pigmentos
presentes como la betacianina y la betaxantina (Caiza Azas, 2017).

La pulpa suele ser de color rojo oscuro y puede presentar en ocasiones circulos
conceéntricos de color blanco. El sabor, debido a que se trata de una raiz en la que
se acumulan gran cantidad de azucares, es dulce (Moreira, 2013).

Es una planta bianual, es decir, que el primer afio se forma la parte comestible y
en el segundo ocurre la emisién de tallos florales y la consiguiente formacion de
frutos y semillas. El tallo es corto durante el primer afio y forma la corona de la
planta; de ésta nacen numerosas hojas anchas, que tienden a tener una
coloracion violacea cuando la planta esta préxima a madurar. (Serrano & Ximena,
2019)

Es originaria del sur de Europa y norte de Africa. Existen muchas variedades de
remolacha, entre las cuales destacan la remolacha roja y la remolacha blanca o
alargada, ambas son muy ricas en azulcar, almidén, poseen raices comestibles y
sus hojas pueden utilizarse como verduras. La remolacha roja es la que destina
para el consumo como hortaliza fresca, mientras que la blanca es destinada
principalmente para la produccion de azlcar o alimentacion animal (Téllez &
Narvéez, 2007).

3.2.2 Composicion quimicay valor nutricional

La remolacha es un alimento de moderado contenido caldrico, contiene yodo,
sodio y potasio, importantes cantidades de vitamina C en las raices. Las hojas son
fuente excelente de vitamina A, ademas contiene fosforo, proteina y acido folico,
ademas abunda el betacaroteno y el hierro. Es buena fuente de fibra ya que, tras
el agua, los hidratos de carbono son el componente méas abundante, lo que hace
gue ésta sea una de las hortalizas mas ricas en azucares, dentro de la cual
encontramos la sacarosa. También son muy ricas en almidon.



De sus vitaminas destacan los contenidos en folatos. En relacion con los
minerales, es una hortaliza fuente de potasio, este mineral contribuye al
funcionamiento normal del sistema nervioso y de los masculos (Moreira, 2013).

Tabla 3. Composicion quimica y valor nutricional de la remolacha (Beta vulgaris) por cada 100 g

COMPOSICION CANTIDAD
Agua 87 5g
Energia 43 Kcal
Grasa 017 g
Proteinas 1.61g
Hidratos de carbono 956g
Fibra 258 g
Potasio 325 mg
Sodio 73 mg
Fosfore 40 mg
Calcio 18 mg
Magnesio 23 mg
Hiemo 0,81 mg
nc 0,25 mg
Vitamina C 4.8 mg
Vitamina E 0,200 mg
Vitamina A 3a I
Vitamina B2 0,040 mg
\itamina B& 0,067 mg
Niacina 0,224 mg
Folacina 1082 mcg

Fuente: (Moreira, 2013)
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3.3 Proceso tecnoldgico para la elaboracion de acido acético

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), en su ficha técnica de procesado de frutas se siguen todas las
operaciones realizadas en la fabricacion del vinagre:

Recepciodn: consiste en cuantificar la materia prima que entra al proceso, es
necesario usar balanzas limpias y calibradas.

Lavado y Seleccidn: el lavado se efectia con agua clorada, y su seleccion con
base a que no haya materia prima defectuosa, el tamafo no es muy importante.

Preparacion de lafruta: la eliminacion de la cascara facilita el escaldado y reduce
la tendencia a un sabor desagradable en el producto final. En algunas frutas
grandes, para facilitar el escaldado, se cortan en pequefios trozos. Este proceso
se puede hacer en forma manual o mecanica.

Escaldado: se hace sumergiendo la fruta en agua hirviendo, el tiempo que dura
la fruta dentro del agua depende del tipo de fruta. El escaldado desactiva la accién
enzimatica que provoca el pardeamiento y hace mas sensibles los tejidos de las
frutas, facilitando su proceso.

Extraccion de la pulpa: se hace pasando la fruta por un despulpador o bien
licudndola para facilitar la extraccion. En la extraccion de la pulpa se pueden
agregar pequefias cantidades de agua para facilitar su molido.

Clarificado: la pulpa se deja en reposo, para que los sélidos se sedimenten. El
liquido claro, que esta en la parte superior se retira y se traslada a un barril, de
preferencia de madera. La pulpa (sélidos que se depositan en el fondo) se prensan
para extraerle el liquido restante, se filtra y se agrega al primero. El tiempo de
reposo depende del tipo de la fruta.

Estandarizado: el mosto (jugo) debe tener aproximadamente 12 °Brix, si fuera
necesario puede adicionarse azucar.

Preparaciéon del cultivo: el cultivo se hace separando el 2.5% del mosto
clarificado y se esteriliza mediante ebullicion, se deja enfriar y se inocula con
levadura del tipo Saccharomyces ellipsoideus (levadura para panificar). El mosto
inoculado se deja en reposo durante 24 horas y luego se vierte al resto del mosto.

Mezclado y fermentacién alcohdlica: el cultivo preparado en el paso anterior se
agrega al mosto en el barril y se deja fermentar por unos 10 dias, a temperatura
ambiente. El barril debe taparse con una tela que permita la salida del gas
producido, un tapon de algodon es recomendable.
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Transvasado e inoculacién: el liquido claro obtenido de la fase anterior se
transvasa con la ayuda de un sifén al barril generador de vinagre, donde es
inoculado con un cultivo de bacterias acéticas (Acetobacter aceti), o bien se
mezcla con el 20% de un vinagre no pasteurizado. El barril se cubre con una tela
delgada y al cabo de 2 semanas a una temperatura de 25°C, el vinagre esta listo.

Filtrado: el filtrado se hace con la ayuda de filtros o coladores finos, para eliminar
residuos de pulpa o levadura.

Pasteurizacion: el vinagre filtrado se pasteuriza en un recipiente muy limpio a
una temperatura de 65 °C por 15 minutos.

m) Envasado: se hace en botellas de vidrio, previamente esterilizadas.

3.4 Descripcion del Producto
3.4.1 Vinagre de Frutas

Segun la FAO considera que el vinagre de frutas es un producto acido que se
obtiene a partir del vino. En el vino los jugos con azlcar se fermentan, pasando
los azlcares a alcohol, y seguidamente los microorganismos oxidan el alcohol a
vinagre (acido acético). Puede elaborarse a partir de diversas materias primas,
por ejemplo, de frutas como el banano, pifia, mango, guayaba y marafién.

De igual manera el proceso de elaboracion del vinagre consiste en dos etapas
consecutivas, en la primera ocurre la fermentacion del azucar a alcohol etilico por
accion de las levaduras, mientras que en la segunda etapa las bacterias acéticas
oxidan el alcohol a 4cido acético.

Por lo tanto, el vinagre es utilizado como saborizante en productos como salsas,
mayonesa, mostaza y como preservante en la elaboracion de encurtidos y otras
conservas acidas.

3.5 Definiciones basicas del proceso tecnolégico para la elaboracién de
acido acético.

3.5.1 Fermentacion

Es un proceso catabdlico de oxidacion incompleta, totalmente anaerobico, siendo
el producto final un compuesto organico. Estos productos finales son los que
caracterizan los diversos tipos de fermentaciones (Milagros, 2014).



3.5.2 Fermentacién Alcohodlica

En esta fermentacion, a partir de la glucosa y con la participacion de diferentes
enzimas (piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa), se origina el acido
piravico, el cual es descarboxilado hasta CO:2 y acetaldehido y este ultimo es
reducido hasta alcohol etilico (EcuRed, 2007).

La levadura mas utilizada es la Saccharomyces cerevisiae. Otras variedades con
las cuales se obtienen menores rendimientos de alcohol son Tolossis, Kloechena,
Céndida y ciertas especies de Mucor (Parajon & Teran, 2005).

Cs H120s enzimas CHzCOCOOH enzimas CH:CHO + CO;

Glucosa Glucdlisis Ac. Pirdvico carboxilasa  Acetaldehido

CH3CHO  Enzima deshidrogenasa C;Hg OH
Acetaldehido +H> - Alcohol etilico

Figura 1. Reaccidn durante la fermentacion alcohdlica

3.5.3 Fermentacion Acética

Es un proceso secundario de la fermentacion alcohdlica que consiste en
transformar etanol en &cido acético por la presencia de una cepa bacteriana
(acetobacter aceti). La formacion del AcOH resulta de la oxidacién del alcohol por
la bacteria del vinagre en presencia del oxigeno, estas bacterias a diferencia de
las levaduras productoras de alcohol requieren un suministro generoso de oxigeno
para su crecimiento y actividad. (Milagros, 2014)

C,H,OH+ 0,4, + Acetobacteraceti— CH;COOH, +
H,0,,,

Figura 2. Reaccion durante la fermentacion acética


https://www.ecured.cu/%C3%81cido_pir%C3%BAvico
https://www.ecured.cu/%C3%81cido_pir%C3%BAvico

3.6 Condiciones Optimas de Fermentacion Alcohdlica

3.6.1 Temperaturay pH

La temperatura Optima de fermentacion acética esta comprendida dentro del
rango de 30 a 31°C; siendo el proceso de fermentacion viable entre los 28 y 33°C.

Sin embargo, cuando la temperatura es superior a 33°C o esta por sobre la
temperatura Optima, ocurre un proceso de desactivacion bacteriana, en el que las
levaduras ya no se reproducen y acaban muriendo, lentificando y deteniendo la
fermentacion. Lo que aumenta las pérdidas de alcohol y productos volatiles.
(Llaguno & Polo, 1991)

El pH tiene un marcado efecto en la velocidad de crecimiento y en el rendimiento.
El pH 6ptimo para algunos organismos en especial para las levaduras se
encuentra en un rango de 4 a 6. Un cambio en el valor de pH puede afectar su
composicién o su naturaleza de la superficie microbiana al disociarse acidos y
bases. (Fajardo & Sarmiento, 2007)

Sin embargo, se puede trabajar hasta con pH no bajo de 2,6 por debajo de la cual
la fermentacion alcohdlica es imposible. (Romo Leroux, 2011)

3.6.2 Alcohol

La concentracién de etanol y de acido acético afecta a la viabilidad celular; se
puede considerar que unos valores aproximados de 10 grados son los mas
adecuados para llevar a cabo la reaccion. Sin embargo, las concentraciones de
estos compuestos son variables a lo largo del ciclo y dependientes de las
condiciones de operacién. (Baena Ruano, 2013)

A partir de los 13 grados alcoholicos, se tiene una accion téxica sobre las
levaduras. Debido a que niveles altos afectan negativamente la misma levadura
generando estrés osmético, inhibiciobn competitiva, oxidacién, entre otros. De igual
forma se destaca el hecho de que el porcentaje de tolerancia al alcohol depende
de la cepa de levadura utilizada (Parajon & Teran, 2005).

3.6.3 °Brix

Las principales sustancias carbonadas son los azucares, que tienen influencia
directa sobre el volumen de alcohol que se tendra en el producto final. Los valores
de °Brix en el mosto alcohdlico obtenido para una posterior fermentacion acética
van en el rango de 8 a 20 °Brix. (Romo Leroux, 2011)

Los grados brix a concentraciones elevadas (mayor a 30%) también tiene un
efecto nocivo sobre las levaduras, produciendo plasmdlisis, para una buena
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fermentacion alcohdlica los grados brix deben estar entre 12 °brix a 18 ©brix.
(Flanzy, 2000)

3.6.4 Oxigeno

Esta fermentacién es totalmente anaerobia, donde la levadura sélo se reproduce
en cantidades limitadas y para que pueda transformar la mayor parte del azucar
en alcohol y diéxido de carbono, siendo este proceso de degradacién del azlcar
su fuente de energia, mientras que en presencia de aire la consigue a través de
la respiracion (Parajon & Teran, 2005).

Sin embargo, cuando el liquido a fermentar esta aireado, las levaduras se
reproducen en grandes cantidades, consumiendo gran parte del azlUcar para
elaborar sus propias sustancias constitutivas y de esta manera se limita la
cantidad de azucar disponible para la formacion alcohdlica (Parajon & Teran,
2005).

3.7 Condiciones Optimas de Fermentacion Acética

3.7.1 Temperatura

Por lo general la temperatura de fermentacion debe estar comprendida entre 30-
31 °C, dado que en este rango las bacterias muestran su maxima actividad. La
temperatura es una variable importante por las implicaciones que puede tener en
la calidad y rendimiento del producto obtenido. No se debe olvidar la importancia
de retener compuestos volatiles ya que es un factor clave en la evaluacion final
del proceso. (Baena Ruano, 2013)

3.7.2 Oxigeno

El factor aireacion, se considera fundamental, dado que las bacterias acéticas
requieren de un suministro constante de oxigeno, ademas de una agitacion
constante para homogenizar el contenido y garantizar la aireacion (Milagros,
2014). Por otra parte, un exceso de aire provocaria pérdidas de compuestos
volatiles. Ahora bien, el aire no ha de ser estéril pero si debe ser limpio para
minimizar el riesgo de contaminacion. (Baena Ruano, 2013)
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3.7.3 pH

El pH 6ptimo para el desarrollo de las bacterias acéticas se encuentra dentro del
rango 5 - 6.5, aunque tienen capacidad de sobrevivir y crecer a pH mas acidos.
Trabajar con valores de pH no incluidos en el rango Optimo aumenta la
sensibilidad de los microorganismos. Esta variable se deja evolucionar libremente
a lo largo del ciclo. (Baena Ruano, 2013)

3.7.4 Concentracion de Etanol

La concentracion de etanol y de acido acético afecta a la viabilidad celular
considerando de esa manera que los valores aproximados de 10 g*L son los mas
adecuados para llevar a cabo la reaccion. Sin embargo, las concentraciones de
estos compuestos son variables a lo largo del ciclo y dependientes de las
condiciones de operacién. (Baena Ruano, 2013).

3.8 Métodos para la elaboracién del Vinagre

3.8.1 Métodos Artesanales

En la antigiedad el vinagre se producia por el lento contacto de un sustrato
alcohdlico con el aire; vino, malta fermentada, miel de datiles, melazas de
azucareria, alcohol de patatas, de cereales, suero de leche fermentada, etc. No
habia ninguna intervenciébn humana excepto la de afiadir al sustrato alcohdlico
vinagre turbio o lo que se ha llamado “madre del vinagre”, una masa mas o menos
gelatinosa en la que estan presentes bacterias acéticas de distinto poder
acetificante. Renovando el sustrato y extrayendo el vinagre de 4-5% con la misma
cantidad de etanol sin transformar. El lento proceso y la presencia de alcohol
residual deben favorecer la formacion de ésteres y otros compuestos volatiles que
confieren aroma y sabor peculiares a estos vinagres artesanales. (Llaguno & Polo,
1991)

3.8.2 Método Orleans

También conocido como método superficial o estacionario, las bacterias acéticas
se encuentran en la superficie del mosto alcohdlico a acetificar, formando una
pelicula de celulosa llamada “madre del vinagre”.

La presencia de las bacterias acéticas en la interfase liquido/aire se debe a que

éstas son aerobias estrictas, y por lo tanto es la Unica manera que tienen de
obtener oxigeno para crecer y oxidar el etanol a acido acético. (Gerard, 2015)
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3.8.3 Método Schutzenbach

Se logra aumentar la velocidad de acetificacién incrementando la superficie de
contacto de las bacterias acéticas con el oxigeno. El mosto alcohdlico a acetificar
se hace pasar a través de un lecho empacado con virutas de madera, donde estan
adheridas las células bacterianas. El aire se introduce a contracorriente por
orificios en el fondo del equipo fluyendo por conveccion natural. (Gerard, 2015)

3.8.4 Fermentacion en cultivo sumergido

En este sistema las bacterias de acido acético se encuentran sumergidas en la
solucién a acetificar y se pueden obtener vinagres con un elevado grado acético
en periodos muy cortos de tiempo (24 horas). Se hace circular aire en forma de
burbujas a través de la biomasa bacteriana, inyectando aire solo o0 mezclado con
oxigeno, lo que favorece la acetificacion. Este proceso se logra acondicionando el
reactor con un sistema de aireacion, que consta de turbinas que aspira aire desde
el exterior en forma final de burbujas. (Gerard, 2015)

La mayor cantidad de biomasa, como la disponibilidad constante de oxigeno,
permite obtener rendimientos de transformacion de etanol en acido acético muy
elevados y uniformidad en el producto.

Sin embargo, se requiere un control estricto de la temperatura y de la presion
parcial de oxigeno. Una disminucion en este ultimo disminuye la actividad de la
poblacién celular. Ademas, la fuerte aireacion y agitacion influye negativamente
en la composicion volatil del vinagre y, por lo tanto, en su calidad final. (Gerard,
2015)

3.8.5 Fermentacién Alimentada (Feed-Batch)

En los procesos alimentados, los sustratos se afiaden escalonadamente a medida
gue progresa la fermentacion, en el método alimentado los elementos criticos de
la solucion de nutrientes se afiaden en pequefias concentraciones al principio de
la fermentacion y continlan afladiéndose a pequefias dosis durante la fase de
produccién. (Rosero Mufioz & Regalado Imbaquingo, 2016)

3.8.6 Fermentacién Continua

En la fermentacion continua es considerada un sistema abierto. La solucion
nutritiva estéril se aflade continuamente al biorreactor; asi mismo la solucién
utilizada es extraida una cantidad equivalente en el proceso. Este tipo de
fermentaciones no son usadas en la industria, debido al mayor nivel que se
obtiene en el crecimiento de células en fermentacion discontinua, sin embargo; el
costo de produccion de biomasa mediante cultivo continuo es inferior al
discontinuo. (Rosero Mufioz & Regalado Imbaquingo, 2016)
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3.9 Proceso experimental en la obtencion de acido acético

3.9.1 Disefio factorial 32

El disefio factorial 3% considera k factores con tres niveles cada uno y tiene 3%
tratamientos. Si se tienen pocos factores, tres como maximo, o en el peor de los
casos cuatro, el disefio 3% es una buena alternativa.

De manera especifica, hay dos razones que hacen viable el disefio 3k:

Se tienen factores de tipo continuo e interesa estudiar efectos cuadraticos
como A?, B?,..., A’B, B?A, A*B?,... (efectos de curvatura). Esto se hace
cuando se cree que la variable de respuesta no es lineal, ni
aproximadamente lineal en el rango de variacion de los factores
estudiados.

Los factores son categoricos o discretos y de manera natural tienen tres
niveles cada uno. Esto ocurre en factores como tipo de material, diferentes
medios de cultivos, factor maquina, etc., los cuales pueden tener
naturalmente tres niveles. Por ejemplo, si uno de los factores es un reactivo
del cual existen tres marcas, resulta natural que el experimentador quiera
probar las tres marcas con la idea de comparar su desempefio en las
diferentes combinaciones de los factores restantes.

Este disefio consiste en3? = 9 tratamientos diferentes, que corresponden a
todas las posibles maneras en que se pueden combinar dos factores en tres
niveles cada uno. Sean Ay B los factores, cada uno con tres niveles, a los cuales
se les suele llamar bajo, medio y alto. Los nueve tratamientos se pueden escribir
de varias maneras, algunas de las cuales se muestran en la siguiente tabla:
(Gutiérrez Pulido & Salazar, Analisis y Disefio de Experimentos, 2008)
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Tabla 4. Combinacion de factores del disefio 32

Tratamiento A B A B A B
1 bajo bajo = =1 0 0
2 medio bajo 0 —1 1 0
3 alto bajo 1 —1 2 0
4 bajo medio —1 0 0 1
5 medio medio 0 0 1 1
6 alto medio 1 0 2 1
7 bajo alto —1 1 0 2
8 medio alto 0 1 1 2
9 alto alto 1 1 2 2

Fuente: (Gutiérrez Pulido & Salazar, Andlisis y Disefio de Experimentos, 2008)

3.9.2 Andlisis del disefio factorial 32

El modelo estadistico para el disefio 3% se puede escribir considerando el efecto
individual de cada factor y de la interaccion entre ambos, quedando de la siguiente
manera:

Ecuacion 3.

Yijeg = +vi+ 6+ (v6)ij + &
coni=123;j=123;k=1,..,n

Donde y; el efecto del factor A en su nivel i, §; representa el efecto del factor B en
su nivel j, (yd);; es el efecto de interaccién de ambos en los niveles ijy n es el
namero de repeticiones de cada tratamiento.

En consecuencia, las hipétesis que se desean probar son:

Hy: y; = 0 (no hay efecto significativo del factor A sobre la variable de
respuesta),

H, : §; = 0 (no hay efecto del factor B sobre la variable de respuesta)

Hy: (¥8);; = 0(no hay efecto de interaccion de los factores Ay B sobre la variable
de respuesta).
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Estas hipotesis se probaran con el ANOVA, para ello, las sumas de cuadrados
para los tres efectos incluidos en la ecuacion estan dadas por:

Ecuacion 4.
“\y2  y2
SC, = b e
A 3n n32
=1
Y2 y?
B™/.i3n n32
j=1
3 3
Y5 Y2
SCAB :Z ZT_E_ SCA_SCB
=1 j=1

La suma de cuadrados total se obtiene con:

Ecuacion 5.

3
YZ
_ 2
SCr —Z 2 ZYW@

3 n
i=1 j=1 k=1

y el error aleatorio se calcula con la diferencia,

Ecuacion 6.

SCE = SCT _SCAB _SCA _SCB

Los grados de libertad asociados con cada suma de cuadrados de esta Ultima
relacion son, respectivamente:

32n-1)=m3?2-1)-B-1DB-1)-B-1)-B-1
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Tabla 5. ANOVA para el disefio 32

Fv Ssc GL m F, Valor-p
A SC, 2 cM, CM,/CM; | P(F>F,)
B SCp 2 CMp CMz/CMg | P(F>Fp)
AB SCup - CM,p CM,p/CMr | P(F > Fp)
Error SCg 3Zn-1) CMp
Total SC; n3t—1

Fuente: (Gutiérrez Pulido & Salazar, Andlisis y Disefio de Experimentos, 2008)

3.10 Regresion lineal multiple

En muchas situaciones practicas existen varias variables independientes que se
cree que influyen o estan relacionadas con una variable de respuesta Y, y por lo
tanto serd necesario tomar en cuenta si se quiere predecir o entender mejor el
comportamiento de Y.

Sea XI, X2, ..., Xk variables independientes o regresoras, y sea Y una variable de
respuesta, entonces el modelo de regresion lineal multiple con k variables
independientes es el polinomio de primer orden:

Ecuacion 7.

Y =B+ B X1+ [ X+ -+ Xy + €

Donde los bj son los pardmetros del modelo que se conocen como coeficientes
de regresion y e es el error aleatorio, con media cero, E(e) =0y V(e) = s2. Si en
la ecuacion 5 k = 1, estamos en el caso de regresion lineal simple y el modelo es
una linea recta; si k = 2, tal ecuacién representa un plano. En general, la ecuacién
5 representa un hiperplano en el espacio de k dimensiones generadas por las
variables {Xj}.

El término lineal del modelo de regresién se emplea debido a que la ecuacién 5
es funcion lineal de los parametros desconocidos b0, b1, ..., bk. La interpretacion
de éstos es muy similar a lo ya explicado para el caso de regresion lineal simple:
b0 es la ordenada al origen, y bj mide el cambio esperado en Y por cambio unitario
en Xj cuando el resto de las variables regresoras se mantienen fijas o constantes.

Es frecuente que en la practica se requieran modelos de mayor orden para
explicar el comportamiento de Y en funcion de las variables regresoras. Por
ejemplo, supongamos que se tienen dos variables independientes y que se
sospecha que la relacion entre Y y algunas de las variables independientes es
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cuadratica, por ello quiz4 se requiera un polinomio de segundo orden como
modelo de regresion:

Ecuacion 8.

Y = Bo + BiXy + BoXo + P12 X1 Xy + P1aXT + BaxXi + €

Este también es un modelo de regresion lineal maltiple, ya que la ecuacion 6 es
una funcién lineal de los pardmetros desconocidos b0, b1, ..., b22. Pero ademas
si definimos X3 = X, X,, 83 = P12, Xa = X7, B4 = P11, Xs = X7 y Bs = Baa;

Entonces, la ecuacion 6 puede escribirse asi:
Y = Bo+ B1X1 + BoXo + B3 X3 + PuXs + BsXs + €

la cual tiene la misma forma que el modelo general de regresioén lineal maltiple de
la ecuacion 5. Con lo visto antes, estamos en posibilidades de abordar el problema
de estimacién de los parametros del modelo de regresion mdltiple, que sera
aplicable a una amplia gama de modelos que pueden reducirse a la forma general
de la ecuacion 5.

Para estimar los parametros de la regresion lineal multiple se necesita contar con
n datos (n > k), que tienen la estructura descrita en la tabla 6. En ésta se aprecia
gue para cada combinacion de valores de las variables regresoras, (x1i, ..., Xki)
se observa un valor de la variable dependiente, yi .

Tabla 6. Estructura de los datos para la regresion lineal multiple

AN RN

Y X1 X21 Xi1
Y2 X12 X2 “e Xi2
¥a T Xon e Xkn

Fuente: (Gutiérrez Pulido & Salazar, Andlisis y Disefio de Experimentos, 2008)

En términos de los datos, el modelo de regresion lineal multiple puede escribirse
de la siguiente manera:

Ecuacion 9.

Vi = Bo + B1X1i + B2 Xoi + -+ Br Xy + &
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k
:.30+z,3jxji+€i, i=12,..,n
=1

3.10.1 Pruebas de hipdtesis en regresion lineal multiple

Las hipotesis sobre los parametros del modelo son equivalentes a las realizadas
para regresion lineal simple, pero ahora son mas necesarias porque en regresion
multiple tenemos mas pardmetros en el modelo; sin embargo, por lo general es
necesario evaluar su verdadera contribucién a la explicacion de la respuesta.

También requerimos de la suposicion de que los errores se distribuyen en forma
normal, independientes, con media cero y varianza o2 (g;~NID(0, c?))

Una consecuencia de esta suposicibn es que las observaciones yi son:
k 2
NID(Bo + Xj=1 B Xji, 0%).

3.10.2 Anélisis de varianza

La hipétesis global mas importante sobre un modelo de regresion mdltiple consiste
en ver si la regresion es significativa. Esto se logra probando la siguiente hipotesis:

Ho:py=B2="Px =0
Hy:B; #0 paraalmenosunj =1,2,..,k

Aceptar HO significa que ningun término o variable en el modelo tiene una
contribucion significativa al explicar la variable de respuesta, Y. Mientras que
rechazar HO implica que por lo menos un término en el modelo contribuye de
manera significativa a explicar Y.

El procedimiento para probar esta hipétesis es una generalizacion del
procedimiento utilizado para probar la hipétesis equivalente, dada en la expresion
(11.32) pag. #349 (Gutiérrez Pulido & Salazar, Andlisis y Disefio de Experimentos,
2008), en regresion lineal simple. Al igual que la expresion (11.30) de la pag. #348,
aqui también se descompone la suma total de cuadrados en la suma de
cuadrados de regresiéon y en la suma de cuadrados del error:

Ecuacion 10.

Syy == SCR + SCE

Si Hy: p; = 0 es verdadera, entonces SCr|a? tiene una distribucion XZ, donde el

numero de grados de libertad, k, es igual al nimero de términos en el modelo de
regresion.
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Ademas SCg|o? ~ X%_,,_1, Y SC; y SCx son independientes. Luego, es natural que
el estadistico de prueba para la significancia del modelo de regresion lineal
multiple esté dado por:

Ecuacion 11.

SCrlk _ CMg
SCyl(n—k—1) CMg

F0=

Que bajo H, tiene una distribucion F, ,_x_1). Asi, se rechaza H, Si Fy > Fgxn-k-1)
o también si valor -p = P(F > F,) < a.

Para completar el procedimiento anterior necesitamos una forma explicita para
calcular SCg. La férmula para calcular la suma de cuadrado del error es:

Ecuacion 12.

SCe=y'y = f'X'y
Ademas, como la suma total de cuadrados, S,,,, esta dada por:

n
Z Qi y)* 1yl ¥ Ciayi)?
y'y—

n
i=1

La SC; puede expresarse como:

’ (21 1yl (Zl lyl)
n

SCe=1|y'y— lﬁX’
=S,, — SCy

Asi, hemos obtenido una forma explicita para la suma de cuadrados de la
regresion:

Ecuacion 13.

2
SCR — BA,X, (Zl Tllyl)

El procedimiento de analisis de varianza para el modelo de regresion lineal
multiple se sintetiza en la tabla 7.
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3.10.3 Coeficiente de determinacion

El que un modelo sea significativo no necesariamente implica que sea bueno en
términos de que explique la variacion de los datos. Por ello es importante tener
mediciones adicionales de la calidad del ajuste del modelo, como las graficas de
residuales y el coeficiente de determinacion. Con la informacion del analisis de
varianza de la tabla 7 es muy sencillo calcular el coeficiente de determinacion, R?,
y el coeficiente de determinacién ajustado, R?a; :

Tabla 7. ANOVA para la significancia del modelo de regresion lineal multiple

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado
variacidn cuadrados libertad medio [ 58 Valor-p
. peer (Ei, %)
Regresion SC,=fXy-——— k CM, CM/CMg | Pr(F>Fy)
Error o residuo | SC, =3"3,-'—ﬁ’?(’3,-‘ n—k—1 CM;
" - ]
Total S, = }-’}-_—':E"“ %) n—1
o n

Fuente: (Gutiérrez Pulido & Salazar, Andlisis y Disefio de Experimentos, 2008)

SC SC

R,=—LR=1-E

Syy Syy

RZ- _ Syyl(n - 1) - CME _ CMtotal - CME
Y Syyl(n - 1) CMtotal
CM

_q__Me
CMtotal

Ambos coeficientes se interpretan de forma similar al caso de regresion lineal
simple, es decir, como el porcentaje de variabilidad de los datos que son
explicados por el modelo.

Por lo tanto se cumple que 0 < R?aj < R?< 1; en general, para hablar de un modelo
gue tiene un ajuste satisfactorio es necesario que ambos coeficientes tengan
valores superiores a 0.7.

Cuando en el modelo hay términos que no contribuyen de manera significativa a
éste, el R?aj tiende a ser menor que el R?. Por lo tanto, es deseable depurar el
modelo y para ello las siguientes pruebas de hipoétesis son de mucha utilidad.
(Gutiérrez Pulido & Salazar, Analisis y Disefio de Experimentos, 2008)
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3.11 Comparacion y caracterizacion de los productos finales

3.11.1 Requerimientos técnicos del vinagre de frutas y vegetales

El vinagre de frutas elaborado en buenas condiciones no es un producto
perecedero, para este fin se debe tener como minimo 5% de acidez acética, pH
2,50, Alcohol en volumen < 1,00%, densidad 1,006 — 1,023, aspecto limpio y
brillante, olor caracteristico, sabor caracteristico, color de acuerdo al tipo de fruta
empleada y se considera que el vinagre por su naturaleza acida se preserva por
si solo no necesitando inclusive refrigeracion. (Milagros, 2014).

3.11.2 Requerimientos para el control de calidad del vinagre de frutas

e En la materia prima

La fruta debe estar en el grado de madurez 6ptima para aprovechar su contenido
de azlcar, evitar la fruta podrida o con golpes. (FAO, 2014)

e En el proceso

Utilizar las cantidades recomendadas en la elaboracion del mosto. Lograr la
estandarizacion previamente definida. Esto se logra controlando los °Bx, el
porcentaje de alcohol, asi como el burbujeo, que es una sefal de la activacion de
la levadura y finalmente la formacién de una capa de bacterias. (FAO, 2014)

e En el producto

Verificar el contenido de acido acético, revisar el sellado y el volumen del
contenido. (FAO, 2014)

3.12 Evaluacion sensorial en los alimentos

La "Evaluacion Sensorial" es una disciplina cientifica mediante la cual se evaltan
las propiedades organolépticas a través del uso de uno o méas de los sentidos
humanos. (Manfugés, 2007)

Mediante esta evaluacién pueden clasificarse las materias primas y productos
terminados, conocer que opina el consumidor sobre un determinado alimento, su
aceptacion o rechazo, asi como su nivel de agrado; criterios que se tienen en
cuenta en la formulacion y desarrollo de los mismos. (Manfugas, 2007)
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3.12.1 Escala heddénica

Las escalas hedonicas verbales recogen una lista de términos relacionados con
el agrado o no del producto por parte del consumidor, pueden ser de cinco a once
puntos variando desde el maximo nivel de gusto al maximo nivel de disgusto y
cuenta con un valor medio neutro, a fin de facilitar al juez la localizacion de un
punto de indiferencia. (Manfugas, 2007)

Para realizar la prueba pueden presentarse una o varias muestras para que sean
evaluadas por separadas segun la naturaleza del estimulo, no obstante, se ha
comprobado que el juez tiende a hacer comparaciones entre las muestras y sus
respuestas estan condicionado a ello, de ahi que si desea tener un criterio de
aceptacion totalmente independiente para cada muestra analizada, deba
presentarse cada una en sesiones de evaluacion diferentes. (Manfugas, 2007)

Para analizar los datos obtenidos mediante esta prueba, se realiza una conversion
de la escala verbal en numérica, es decir que se le asignan valores consecutivos
a cada descripcion, dichos valores pueden procesarse posteriormente a través del
analisis estadistico, o simplemente llegar a una conclusion de la aceptacion de los
productos mediante el valor obtenido al calcular la media aritmética de la
respuesta de los jueces para cada muestra y hacerlo coincidir con el término que
corresponde con la descripcion verbal. (Manfugéas, 2007)

3.12.2 Escala heddnica facial

La escala hedonica facial es de aplicacion practica cuando se emplean
consumidores de bajo nivel cultural, en poblaciones rurales analfabetas o en las
pruebas realizadas con poblaciones infantiles a los cuales se les dificulta la
comprensién de escalas verbales. (Manfugas, 2007)

En este método sdélo se presentan a los jueces caras con diferentes expresiones
faciales, las cuales indican el nivel de agrado o afecto que se tiene por el producto
evaluado. (Manfugas, 2007)

El nimero de caras que contempla la escala puede variar, pero generalmente
estas oscilan entre 5y 7, atendiendo al inconveniente ya explicado que presentan
las escalas de un numero de opciones mayor. Pueden evaluarse una o varias
muestras al igual que en la escala hedodnica verbal y el procedimiento de calculo
es similar. (Manfugas, 2007)
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3.12.3 Ejemplo de ficha escala hedodnica facial

Marque con una X debajo de la cara que Ud. pondria al consumir el producto.

Figura 3. Ejemplo escala heddnica facial

Fuente: (Manfugds, 2007)
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacién de la investigacion

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del
Laboratorio de Operaciones Unitarias perteneciente a la Facultad de Ingenieria
Quimica en la Universidad Nacional de Ingenieria (RUSB). En el periodo de Abril-
Julio del afio 2020.

4.2 Metodologia

Durante el desarrollo del proceso de experimentacion este estudio empled la
metodologia descriptiva-cuantitativa en la investigacion, en base a la recoleccién
de datos durante la elaboracion de vinagre, para ser utilizados en el analisis
estadistico que mostro resultados de concentracion de acido acético contenido en
el vinagre, conociendo su nivel de aceptacion con un analisis sensorial.

4.3 Materiales

Para la elaboracion de los vinagres se utilizaron materias primas, insumos,
reactivos, equipos y materiales de laboratorio, los cuales se utilizaron durante el
proceso de la elaboracién de los vinagres, a continuacién, se detallan en las
siguientes tablas:

Tabla 8. Materias Primas

Materia prima

Pifia (Ananas
comosus)

Remolacha (Beta
vulgaris)

Caracteristicas

Fruta de forma ovalada de tamafio
pequefio, hojas color verde, piel de
color verde/amarilla. Pulpa amarilla
clara. Sabor acido un poco dulce.
Utilizada para la elaboracion de
vinagre.

Raiz gruesa, con forma esférica, roja
y carnosa. Pulpa roja oscura con
circulos concéntricos de color blanco.
Sabor dulce. Utilizada para la
elaboracion de vinagre.

25




Tabla 9. Insumos

Insumos

Caracteristicas

Levadura
(Saccharomyces
cerevisiae)

Levadura fresca y seca instantanea
utilizada para dar inicio a la
fermentacion alcohdlica en los mostos.

AzUcar

Se usO para ajustar los niveles de °Bx
en los mostos de pifia y remolacha.

Vinagre de
platano iniciador

De color marrén, sabor acido y dulce
intenso. Se utiliz6 como iniciador en el
etapa de la fermentacion acética en los
mostos alcohdlicos, ya que contiene
bacterias del acido acético al no estar
pasteurizado.

Bicarbonato de
sodio

Se utilizé para aumentar los niveles de
pH en los mostos de pifia y remolacha.

Acido citrico

Se utiliz6 para disminuir los niveles de
pH en los mostos de pifia y remolacha.
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Tabla 10. Materiales

Materiales

Recipientes

Mangueras

Algodon

Cinta adhesiva

Imagen

Bandeja
rectangular de
acero inoxidable

Caracteristicas

Recipientes de polietileno con capacidad
de 2.5 galones. Se utiliz6 como reactor
para almacenar los mostos de pifia y
remolacha que serian fermentados para
la elaboracién de vinos y vinagres.

Mangueras PVC sin refuerzo %. Se
utilizaron en la fermentacion alcohdlica
para dar salida al di6xido de carbono
producido en esta etapa. Se colocaron
en la parte superior de los recipientes.

Se us6 para filtrar sedimentos de
levadura y materia prima presentes en
los mostos alcohdlicos.

Se emple6 para sellar de manera
hermética los recipientes en la
fermentaciéon alcohdlica para evitar el
ingreso de oxigeno.

Se destin6 como apoyo para pelar y
trozar las materias primas y asi evitar la
contaminacion de estas.
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Cuchara grande
de acero
inoxidable

Cuchillo de acero
inoxidable

Espatula

Se utilizé para agitar los mostos al
momento de agregar los insumos y de
esta manera obtener una mezcla
homogénea.

Se utilizo para pelar y trozar las materias
primas.

Se us6 para agregar el bicarbonato de
sodio y el acido citrico a los mostos de
pifia y remolacha.

Tabla 11. Equipos

Equipos

Imagen

Caracteristicas

Licuadora, marca
Black + Decker

pH-metro, marca
Ohaus ST20

Se uso6 para triturar la materia prima y
obtener los mostos de pifia y remolacha.

Se utiliz6 para medir el pH de los vinos y
vinagres desde el comienzo hasta el final
del proceso.
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Refractometro,
marca Atago

Se destind para medir los °Bx en los
mostos y al momento de afadir el
azucar.

Balanza de mesa,
marca Kern DS

Balanza analitica
marca Ohaus

Se utilizé para pesar la materia prima, y
la cascara que se retird en la etapa del
pelado.

Se uso0 para medir la cantidad necesaria
de levadura que seria utilizada en la
fermentacion alcohdlica.

Tabla 12. Materiales de Laboratorio

Materiales de | Imagen Caracteristicas
laboratorio
Bureta & Se manej6 en la titulacién para contener

bt

A S ST

el hidréxido de sodio que seria trasegado
a los matraces con las diferentes
muestras de vinagre.
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Probeta

Se us6 como referencia para saber las
cantidades de liquido (en litros) utilizados
en el proceso.

Piseta

Recipiente cilindrico sellado con tapa
rosca, con un pequefio tubo con abertura
gue permite echar el liquido que
contenga en su interior. Se utiliz6 para
almacenar el agua destilada.

Beacker

Recipiente cilindrico de vidrio de 500 ml.
Se utilizé para medir cantidades
pequefias de liquido, asi como también
almacenar muestras.

Matraz
Erlenmeyer

Frasco de vidrio de 250 ml, atil para
realizar mezclas por agitacion de
liguidos. Se utilizé en la titulacion para
almacenar las muestras de vinagre,
fenolftaleina y agua destilada.
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Gotero

Soporte universal

Instrumento de plastico. Util para verter
pequefas cantidades de liquidos gota a
gota. Se utiliz6 en la titulacion para
afiadir las gotas de fenolftaleina
necesarias en las muestras.

Se utiliza para realizar montajes con las
herramientas de laboratorio permitiendo
obtener sistemas de medicion. Se utilizé
en la titulacién para sostener la bureta
gue contenia el hidroxido de sodio.

Tabla 13. Reactivos

Reactivos | Imagen

Caracteristicas

Agua
destilada

Agua tratada que fue sometida a procedimientos
de destilacion. Se utilizé en la titulacion para la
preparacion de las muestras y limpiar los
materiales de laboratorio utilizados.
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Fenolftalein
a

Se usa como indicador de pH para determinar la
acidez o basicidad de las disoluciones.

Hidréxido
de Sodio 0,1
N

Hidréxido causticousado en la  industria,
principalmente como una base quimica.

Es una base fuerte que se utiliza comunmente
para la valoracién de muestras 4cidas. Se utilizé
en la titulaciébn para someter al equilibrio a las
muestras de vinagre y de esta manera saber la
concentracion de estas.
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4.4 Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de vinagre

Figura 4. Diagrama de flujo para la elaboracion de vinagre de frutas
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°Bxy pH
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Acetobacter
aceti

—

—

—
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materia prima

v
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v

Inoculacion del
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v

Fermentacioén
alcohdlica

v

Filtrado

v

Inoculacion del
cultivo

v

Fermentacioén
acética

v

Pasteurizacion

v

Envasado

Fuente: Creacion de los autores de la tesis.

33

— Eliminacion de cascara

L » Eliminacion de residuos

de mosto

|, 65°C

3 minutos



4.5 Proceso de la elaboracion del vinagre de pifiay remolacha

Para la elaboracion de los vinagres se inicié con la obtencion de vino y se procedié
de la siguiente manera:

a. Recepcién de materia prima: Se recepcionaron remolachas y pifias
pequefias de la variedad Monte Lirio, ambas procedentes del mercado Mayoreo
ubicado en la ciudad de Managua.

b. Pesado: Se pes0 49.51 kg de pifiay 16.33 kg de remolacha en una balanza
comercial KERN DS.

C. Lavado: Se realizdé con abundante agua y detergente para eliminar los
residuos de suciedad que pudieran estar presente en la pifia y remolacha.

d. Pelado y trozado: Se retird la cascara manualmente, utilizando un cuchillo,
luego se cortd la pulpa en trozos pequefios, para ser triturada en una licuadora
marca BLACK+DECKER. Se agreg6 un poco de agua para facilitar su licuado. Se
procedio a realizar el analisis fisicoquimico de la materia prima. Se verificaron los
jugos de pulpa de pifia y remolacha determinando los niveles iniciales de pH y
°BX.

e. Estandarizacién del mosto: La pulpa obtenida se coloc6 en recipientes
de plastico para la correccion de °Bx y pH. Con la ayuda de un pHmetro marca
OHAUS ST20 se verifico el valor inicial dando como resultado un pH de 4 para la
pifia y un pH de 6.5 para la remolacha, asi mismo, con un refractometro marca
ATAGO se verificé el valor inicial de 6.5 °Bx para la pifiay 3 °Bx para la remolacha.

Se procedio a corregir el mosto de pifia con azlcar y bicarbonato de sodio con el
fin de aumentar el pH, en cambio, el mosto de remolacha se corrigié con azlcar y
acido citrico para disminuir el pH, adicionando poco a poco con la punta de una
espatula cada uno de ellos y mezclando constantemente hasta alcanzar los
niveles deseados de pH y °Bx para cada combinacion.

f. Inoculacion del cultivo: Una vez corregidos los mostos, se almacenaron
en recipientes de plastico de 9 litros (2.5 gal) de capacidad, llenandolos con 8
litros, con la finalidad de evitar un desbordamiento del contenido durante la
fermentacion alcohdlica. Para la activacion del cultivo se pesaron 100 gramos de
levadura Saccharomyces cerevisiae en una balanza analitica marca OHAUS, la
cual se agregd a 2 litros de agua con 200 gramos de azucar previamente
calentada a 30°C. Posteriormente se agregé 100 ml de este cultivo a cada
combinacion, para dar inicio a la fermentacion alcohdlica.
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g. Fermentacion alcohdlica: Para la fermentacion alcohdlica se
acondicionaron los recipientes con una trampa de agua para evitar el ingreso de
oxigeno al sistema; se perforaron los tapones de los recipientes y se colocaron
pequefios trozos de manguera PVC sin refuerzo en los orificios de entrada,
asegurandola con cinta adhesiva, el otro extremo de la manguera se sumergié en
una botella de plastico llena con agua para facilitar la salida de di6xido de carbono
producido durante la reaccion de la levadura en la produccion de alcohol.

Esta etapa se sostuvo durante 20 dias. Durante esta fase se tomaron muestras
cada cuatro dias para determinar pH y °Bx, verificando asi el comportamiento de
la fermentacion alcohdlica.

h. Filtrado: Finalizada la fase de fermentacion alcoholica, se procedi6 a
eliminar los sedimentos presentes en los mostos con ayuda de un colador y
algodon. Una vez filtrado se regresaron los vinos a los recipientes que fueron
previa y debidamente lavados y esterilizados.

Fermentacion acética, elaboracion del vinagre

i. Inoculacion del cultivo: Se utilizé vinagre de platano como vinagre iniciador,
este contiene bacterias del acido acético, las cuales dan inicio a la fermentacion
acética. Para ello se agregaron 100 ml de vinagre de platano a cada muestra de
vino obtenido.

j. Fermentacién acética: Para la fermentacion acética, a los recipientes se les
retird la tapa y se reemplazé por una capa fina de algodén, con la finalidad de que
ingresara aire, el cual es necesario para el desarrollo de las bacterias del acido
acético, y ademas evita la entrada de insectos, microorganismos y agentes
extrafios durante la fermentacion.

Esta etapa se sostuvo durante 20 dias. Durante esta fase se realizaron
mediciones cada tres dias de pH, °Bx y acidez total expresada como &cido acético,
el cual se producia en esta parte del proceso.

k. Pasteurizacién: Obtenido el vinagre se realizé finalmente un tratamiento
térmico en un recipiente de acero inoxidable, controlando la temperatura a 65°C
con ayuda de un termdémetro durante 3 minutos, con el fin de detener la
fermentacion e inactivar el crecimiento bacteriano en el producto final.

I. Envasado: Una vez pasteurizado y enfriado, el vinagre se envaso en botellas
de 750 ml.
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Nota: El proceso de elaboracibn de ambos vinagres se realiz6 de manera
separada, pero fue exactamente el mismo, salvo que, durante la estandarizacién
del mosto para la correccion de pH se utilizé bicarbonato de sodio para la pifia y
acido citrico para la remolacha, esto con el fin de aumentar y disminuir el pH
respectivamente. Ver anexo 10.1, pag. 63.

4.6 Metodologia experimental

Se estudiaron dos variables las cuales tienen influencia en el proceso de
fermentacion acética, estos son los °Bx a tres niveles (12°, 14° y 16° brix) y el pH,
a tres niveles (4, 5 y 6). De esta manera el disefio experimental es un disefo
factorial 3% que resulta en 9 tratamientos para cada elemento, con 4 mediciones.
Para un total de 36 datos a evaluar. En la Tabla 14 se observan los tratamientos
definidos.

Tabla 14. Combinacion de las variables independientes para los distintos tratamientos

Tratamiento pH °brix
1 4 12°
2 5 12°
3 6 12°
4 4 14°
5 5 14°
6 6 14°
7 4 16°
8 5 16°
9 6 16°

Fuente: Creacion de los autores de la tesis

Se hizo analisis de varianza con un nivel de confianza del 95%. Una prediccion
por intervalo de confianza para la media. Se compararon los distintos niveles para
cada factor de interés, usando el método LSD (Diferencia minima significativa).
Ademas, se realiz6 un modelo de regresion multiple para predecir el
comportamiento de la variable de respuesta. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI.

4.6.1 Variable respuesta

Concentracion de acido acético: Esta variable es de efecto no lineal, es decir,
gue tiene un efecto de curvatura en funcioén de las diferentes combinaciones
de los factores a estudiar que intervienen en el proceso de fermentacion
acetica.

36



4.7 Métodos analiticos en la elaboracién de los vinagres de pifiay remolacha

4.7.1. Determinacion de pH: Se establece el método potenciométrico, utilizando
pH-metro para determinar el pH.

4.7.2. Determinacion de sélidos solubles totales o azlcares: Se establece el
meétodo refractométrico, expresando los resultados en °Bx, utilizando
refractometro para determinar los niveles de azucar en los mostos.

4.7.3. Determinacion de acidez total: Segin METODO AOAC 930.35 se midi6
la acidez total en vinagre expresada en acidez acética, para observar la
produccion de acido acético por parte de las bacterias.

El método se basa en determinar el volumen de hidroxido de sodio (NaOH 0.1N)
necesario para neutralizar el acido contenido en la alicuota que se titula
determinando el punto final por medio del cambio de color que se produce en
presencia del indicador acido-base empleado (Rodriguez & Sarabia, 2012)

4.7.4. Acidez titulable: Para la valoracién del porcentaje de acidez en el vinagre,
se realizé una titulacion utilizando una solucion de hidréxido de sodio (NaOH 0.1
N) y fenolftaleina como indicador de pH, que da un color rosa a la muestra cuando
esta se ha neutralizado.

4.7.5. Preparacion de NaOH 0.1 N

Para la preparacion de una disolucion de hidroxido de sodio con una
concentracion de 0.1 N se parte del reactivo comercial, se disolvieron 4 gramos
en agua destilada y se diluyeron a 1000 ml agitando en un matraz aforado. Ver
anexo 10.2, pag. 70.

Ecuacion 14.
gramos de soluto = N x Peq *V
Donde:

N= Normalidad
Peg = Peso equivalente
V = Volumen

Procedimiento

En un matraz Erlenmeyer se agreg6 una muestra de 1 ml de vinagre, 30 ml de
agua destilada y 3 gotas de fenolftaleina. Con la ayuda de un soporte se sostuvo
una bureta que se llend hasta 25 ml con la solucion de NaOH 0.1 N.
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Una vez montado el sistema se adicion6 gota a gota el NaOH 0.1 N a la muestra
hasta que el pH se neutralizé torndndose de un color rosa. Ver anexo 10.2, pag.
70.

Finalizada la titulacion se anot6 el dato de NaOH 0.1 N gastados para el célculo
del porcentaje de acidez presentes en el vinagre.

Ecuacion 15.

V N Pm
% acidez = —a0H " NaoH x 100%

VVinagre

Donde:

Acidez = Concentracién de acido acético, g de acido acético en 100 ml de vinagre
VNaoH 0.1 N = Volumen de NaOH gastado en la valoracion, en litros

Nnaox = Normalidad del NaOH, 0.1 N

Pm = Peso molecular &cido acético, 60 g/mol

Vvinagre = Volumen de muestra, 1 ml

4.7.6 Caracterizacion del producto final

La calidad fisicoquimica del vinagre se evalué por medio del andlisis de datos de
pH, grados brix, acidez total o grado acético del vinagre.

4.7.7 Evaluacién organoléptica del producto final

La calidad organoléptica se evalud para determinar la aceptabilidad en las
distintas muestras de vinagre. Se utilizo la metodologia de escala hedoénica facial
para conocer el nivel de agrado o rechazo de los productos finales.

Con esta metodologia se puede identificar con mucha facilidad la percepciéon de
los panelistas, respecto al producto ofrecido, ya que es una tendencia implicita
reaccionar con gestos de agrado, indiferencia y desagrado, en el momento de
probar un alimento. (Marcia Fuentes, 2014)

Un panel de 7 jueces fue constituido para la evaluacién sensorial en las
caracteristicas de las distintas muestras de vinagre de pifia y remolacha, utilizando
una escala hedodnica de cinco puntos con las siguientes calificaciones: me
desagrada mucho, me desagrada poco, me agrada mas o menos, me gusta poco,
me gusta mucho. Ver anexo 10.4, pag. 73.

Para realizar la evaluacion organoléptica las muestras fueron presentadas en
condiciones reales de consumo, utilizando ensalada de repollo (Brassica
oleracea) con tomate (Solanum lycopersicum). Ver anexo 10.3, pag. 72.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Balance de materia del proceso de vinagre de pifia

Figura 5. Diagrama de flujo para el vinagre de Pifia

49,5135 kg Recepcion de Materia
Prima
y 49.5135 kg
Pesado
A 4 49.5135 kg
Lavado
v 49.5135 kg
15.068 kg < Pelado y Trozado
cascara
v 34.45 kg
Agua 20 kg Estandarizacion del
Azlcar 1896 kg ——>» mosto
NaHCOs v 73.41 kg
Inoculacion del cultivo
(Saccharomyces
3‘2 kg de > cerevisiae)
evadura
v 73.61 kg
Fermentacion
Alcoholica
. v 73.61 kg
18 litros de -
bagazo (18.72kg) ] Filtrado
v 54.89 kg
0'.9 litros Inoculacion del cultivo
Vinagre > (acetobacter aceti)
iniciador
de Platano ¢ 55.83 kg
0-94kg Fermentacion acética | 9 litros de
vinagre
46.47 kg v para
Pasteurizacion analisis
46.47 kg v 9.36 kg
Rendimiento Envasado

R = (46.47 kg/73.61 kg) X 100%
R = 63.13%
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5.2 Balance de materia del proceso de vinagre de Remolacha

Figura 6. Diagrama de flujo para el vinagre de Remolacha

Recepcion de Materia

14.0614kg ~ ——> _
Prima
, 14.0614 kg
Pesado
y 14.0614 kg
Lavado
v 14.0614 kg
2.26796 kg < Pelado y Trozado
cascara
v 11.79 kg
Agua 35.9 kg Estandarizacion del
Azucar 24 kg _ > mosto
CsH3gOr v 71.69 kg
Inoculacion del cultivo
(Saccharomyces
3‘2 kg de > cerevisiae)
evadura
v 71.89 kg
Fermentacion
Alcohdlica
. v 71.89 kg
18 litros de -
bagazo (18.72 kg) €] Filtrado
v 53.17 kg
1'? litros Inoculacion del cultivo
Vinagre > (acetobacter aceti)
iniciador
de Platano ¢ 55.04 kg
1.872kg Fermentacion acética |
45.68 kg v
Pasteurizacion
45.68 kg v
Envasado
Rendimiento

R = (45.68 kg/71.89 kg) x 100%

R = 63.54%
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Determinacién de Rendimiento

El rendimiento se midié como la relacion entre los kg de mezcla final y los kg de
mezcla inicial (ecuacion x). Esta medida se tomé con los pesos del dia inicial y
final del tiempo de fermentacion. El propdsito de esta medida fue obtener la
cantidad de alcohol que las bacterias pudieron convertir a acido acético. Los
resultados se expresaron en porcentaje de rendimiento.

kg de mezcla final

Rendimi _ 1
endimiento kg de mezcla inicial " 00

En los balances de materia se pueden observar dos procesos con diferente
materia prima por lo tanto entran 49.5135 kg de pifia y 14.0614 kg de remolacha.
En ciertas etapas se va perdiendo materia, como la cascara en el pelado, bagazo
durante la filtracion y producto terminado para analisis de pH, grados brix y
concentracion de acidez; en la estandarizacion del mosto y en la inoculacién de
los cultivos ingresa agua, azucar, bicarbonato de sodio para el vinagre de pifia,
acido citrico para el vinagre de remolacha, levadura y vinagre iniciador de platano.
Finalmente se obtuvieron 46.47 kg de vinagre de pifia con un rendimiento del
63.13% Yy 45.68 kg de vinagre de remolacha con un rendimiento del 63.54%.

5.3 Grados Brix y pH en la Fermentacién alcohdlica

La evolucion del proceso de fermentacion alcohdlica fue monitorizada cada 4 dias,
a lo largo de 20 dias. Durante esta etapa, se midi6 los °Bx y pH de todos los
tratamientos. Los resultados se muestran en la Figura 7 ay by Figura8 ay b.

Figura 7. Comportamiento de grados brix en la fermentacion alcohdlica: a) Grados brix vs tiempo en el vino de pifia, b)
Grados brix vs tiempo en el vino de remolacha
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b)
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En los resultados de la Figura 7 a y b, se demuestra la variacion de los °Bx, se
puede observar que la concentraciéon de sélidos solubles totales o azucares
muestra la tendencia del consumo de sustrato en fermentacion alcohdlica.

Este comportamiento de la curva permite evidenciar la reduccién de los °Bx en el
proceso de fermentacion, siendo de vital importancia los microorganismos
fermentadores que descomponen los azlUcares a alcohol, y posteriormente a acido
acético, esto durante los 20 dias de fermentacion. Ver anexo 10.2, pag. 70.

Debido a su notable descenso de °Bx en la mayoria de los tratamientos, se puede
percibir que existe un mayor consumo de sustrato en los mostos de remolacha a
diferencia que en los de pifia, esto ocurre en la primera semana del proceso de
fermentacién alcohdlica. (Figura 7 b)

En esta primera etapa, por accién de las levaduras, se toman los hidratos de
carbono como fuente de energia y se producen acidos, disminuyendo asi el pH
del medio, luego el mosto se convierte en alcohol, esto se refleja en la Figura 8 a
y b, en el que la variacién del pH, se muestra que tanto en pifia como en remolacha
su comportamiento fue muy parecido. Se observa que en la primera semana hay
una disminucién marcada del pH hasta alcanzar valores aproximados de 4.0 para
todos los tratamientos.
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Figura 8. Comportamiento del pH en la fermentacion alcohdlica: a) pH vs tiempo en el vino de pifia, b) pH vs tiempo en
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5.4 Fermentaciéon acética
5.4.1 Produccién de acido acético

La evolucion del proceso de acetificacion fue monitorizada mediante la evaluacion
de la concentracion de acido acético cada 3 dias, a lo largo de 20 dias. La
produccién de acido acético durante esta fase para todos los tratamientos esta
representada en la Figura9 ay b.

Figura 9. Produccion de dcido acético en la fermentacion acética: a) Concentracion de acidez vs tiempo en el vinagre
de pifia, b) Concentracion de acidez vs tiempo en el vinagre de remolacha
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La Figura 9 ay b, representa las curvas en las que se observa el comportamiento
de &cido acético versus tiempo, muestra la tendencia fermentativa por parte de
los microorganismos, en el que las bacterias acéticas ya adaptadas a las
condiciones del nuevo medio de cultivo se reprodujeron transformando el etanol
en acido acético.

En la Figura 9 a, se observan valores del vinagre de pifia, en el que los
tratamientos T1, T4 y T8 mostraron concentraciones de acidez acética mas alta
(3.80%, 6.23% y 2.84% respectivamente), sin embargo, el resto de los
tratamientos obtuvieron concentraciones un poco mas bajas (1.36% - 2.34%)
siendo el T2 el de menor concentracion de &acido. Ver anexo 10.5.1, pag. 75.

A diferencia del vinagre de pifia, la produccién de acido acético para el vinagre de
remolacha en la gran mayoria de los tratamientos fue notablemente baja. La
concentracion maxima de acidez acética se logré con el T9, alcanzando un 3.33%,
seguido del T5 y T6 con 1.88% y 1.14% respectivamente. El resto de los
tratamientos obtuvieron concentraciones considerablemente bajas, entre 0.15% a
0.54% de acido acético. (Figura 9 b). Ver anexo 10.5.2, pag. 76.

En esta etapa, el mosto alcohdlico fue tomado por las bacterias acéticas que se
inocularon en el mismo y que se han desarrollado gracias a las condiciones del
medio que luego produce acidos, principalmente acido acético, por ello, el pH
continlia su descenso hasta volverse estable. Por lo tanto, debido a la produccion
de &cido acético, se observa un descenso en el pH, esto se refleja en las Tablas
15 y 16 que muestran el comportamiento del pH en el proceso de acetificacion
durante 20 dias para todos los tratamientos.

De acuerdo a la Tabla 15 se puede observar que hubo una leve variacién de pH
en el vinagre de pifia. Se alcanzaron valores minimos de 3.2y 3.19 paraT1ly T4
respectivamente, siendo estos dos tratamientos los de mayor acidez acética.

Tabla 15. Comportamiento del pH en la fermentacion acética para vinagre de pifia.

Tratamientos
, T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tiempo
1 3.33 1394|402 | 336|368 | 3.8 |3.54|3.72| 3.67
2 3.32 1394|401 | 334 | 365|378 | 35 | 354 | 3.65
3 3.3 | 386|395 |332|358|3.77| 35 | 3.51| 3.58
4 3.28 | 382 | 392|332 |352|375|347 | 3.5 | 3.53
5 324 | 3.75 (378 | 3.3 | 35 | 3.7 | 3.43 | 3.49 | 3.51
6 32 | 375|376 | 3.3 | 35 | 3.7 | 3.35| 3.49 | 3.51
7 3.2 | 375|376 | 3.19 | 3.5 | 3.67 | 3.35 | 3.43 | 3.49
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De la misma manera que se muestra en la Tabla 15, los tratamientos que
alcanzaron valores minimos de pH fueron los que obtuvieron mayor acidez
aceética, estos fueron los tratamientos T5, T6 y T9 con valores de pH de 3.5, 3.48
y 3.0 respectivamente. (Tabla 16).

Tabla 16. Comportamiento del pH en la fermentacion acética para vinagre de remolacha.

Tratamientos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tiempo

1 507 | 47 | 394|404 | 387 |4.06| 445 | 43 | 3.8
2 502 | 47 1393392 | 3.7 [3.72| 42 | 412 | 3.63
3 498 | 432|383 | 3.9 | 3.68 | 3.63 | 4.17 | 4.01 | 3.63
4 486 | 427 | 3.8 | 3.85|3.66 | 3.6 | 4.15 4 3.6
5 437 | 418 | 3.7 | 3.78 | 3.568 | 3.55 | 4.14 | 3.96 | 3.5
6 41 | 4.08|3.68|3.77| 35 | 35 | 4.13 | 3.94 | 3.48
7 3.97 1406 | 366 | 36 | 35 (348 | 41 | 3.7 | 3.0

5.5 Analisis de datos experimentales

El objetivo principal del analisis de datos en el disefio de experimentos fue evaluar
los efectos que tienen cada uno de los factores, asi como también la interaccién
entre ellos en la variable de respuesta.

En la tabla ANOVA elaborada en el programa Statgraphics Centurion XVI, se
reflejan los factores que tienen un efecto significativo, al ser el valor p menor a
0.05. Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza entre los factores para el
porcentaje de acidez acética.

También evalla la significancia de las interacciones entre los factores, si se
cuenta con una base de datos. Las pruebas-F en la tabla ANOVA le permitiran
identificar los factores significativos. Para cada factor significativo, las Pruebas de
Rangos Mudltiples le dirdn cuales medias son significativamente diferentes de
otras.

Las siguientes tablas ANOVA descomponen la variabilidad del porcentaje de
acidez en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la
suma de cuadrado, la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos
de los demas factores.
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Tabla 17. Andlisis de varianza para % de acidez en vinagre de pifia

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A: pH 38.795 2 119.3975 171.91 (0.0000

B: °Brix 14.0456 2 |7.0228 62.24 |0.0000

INTERACCIONES

AB 24.7876 4 16.1969 54.92 |0.0000

ERROR 3.0465 27 (0.112833

TOTAL (CORREGIDO)|80.6747 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Se puede apreciar en la Tabla 17 y Tabla 18 que los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que, en cada tabla,
3 valores-P son menores que 0.05,
estadisticamente significativo sobre el porcentaje de acidez con un 95.0% de nivel
de confianza, lo que nos indica que la concentracion de acido acético es
influenciada por los °Bx y pH.

estos factores tienen un efecto

Tabla 18. Andlisis de varianza para % de acidez en vinagre de remolacha

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: pH 12.3336 2 [6.1668 340.08 |0.0000

B: °Brix 6.7938 2 [3.3969 187.33 |0.0000

INTERACCIONES

AB 18.2514 4 14.56285 251.63 |0.0000

ERROR 0.4896 27 10.0181333

TOTAL (CORREGIDO) |37.8684 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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5.5.1 Pruebas de Mdltiple Rangos para % Acidez por pH; % Acidez por
°Brix.

Estas tablas aplican un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la
salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias.

El asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de
confianza. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es
el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, que a
continuacion se muestra su formula:

a 1 1
LSD=t=N—k |CMg|—+—
2 n; le

Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0. Ver anexo 10.6,
pag. 77.

Ecuacion 16.

5.5.2 Gréaficos de medias e interacciones

Los graficos de medias (Figura 10y 11) y los graficos de interacciones (Figura 12
y 13) muestran qué factores tiene el mayor efecto estadisticamente significativo
sobre el porcentaje de acidez acética. Las tablas de medias para % de acidez y
las pruebas de multiples rangos que aportan datos a dichos graficos se presentan
en el Anexo 10.5.
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Figura 10. Grdficos de medias para pH 'y °Brix en el vinagre de pifia

La Figura 10 muestra valores promedio de concentracion de acidez acética en el
vinagre de pifia para cada uno de los niveles de los factores. Para valores de pH,
los resultados indican que se muestran diferencias estadisticamente significativas,
sin embargo, para valores de 12 y 16 °BX, no hay diferencia significativa. Ademas,
se demuestra que utilizando pH 4 y 14 °Bx se alcanzaron porcentajes mas altos
de acidez acética.
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Figura 11. Grdficos de medias para pH 'y °Brix en el vinagre de remolacha

La Figura 11 muestra valores promedio de concentracidén de acidez acética en el
vinagre de remolacha para cada uno de los niveles de los factores. Tanto para
valores de pH como de °Bx, los resultados indican que si existen diferencias
estadisticamente significativas. Ademas, utilizando pH 6 y 16 °Bx se lograron
valores mas altos de acidez acética.
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Figura 12. Grdfico de interacciones entre los factores pH 'y grados brix sobre el % de acidez acética en el vinagre de pifia

El grafico de la Figura 12 muestra la interaccion de factores pH — °Bx y su
influencia en el porcentaje de acidez. Se puede observar que la combinacion de
factores pH 4 - 14 °Bx alcanzé un mayor porcentaje de acido acético, seguido de
las combinaciones pH 4 - 12 °Bx y pH 5 - 16 °Bx; siendo estas 3 las mejores
combinaciones para el vinagre de pifia.
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Figura 13. Grdfico de interacciones entre los factores pH y grados brix sobre el % de acidez acética en el vinagre de
remolacha

En el vinagre de remolacha el porcentaje de acidez acética mas alto se alcanzo
con factores pH 6 - 16 °Bx, esta combinacion demuestra diferencia al resto, que
alcanzaron porcentajes de acidez acética muy bajas. La segunda mejor
combinacion fueron los factores pH 5 - 14 °Bx (Figura 13).
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5.5.3 Analisis de regresion multiple para la variable de respuesta

A continuacion, se muestran los resultados del ajuste de un modelo de regresion
lineal multiple para predecir el comportamiento de concentracion final de acido
acetico.

La ecuacion de modelo de regresion para el vinagre de pifia es la siguiente:

Ecuacion 17.

Z = —2083.82 + 765.0 x + 320.423 y — 117.863 xy + 10.8375 x2y + 4.41563 xy?
—70.23 x2 — 11.9663 y2 — 0.406875 x2y?

R-cuadrada = 96.2237%
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 95.1048%

El estadistico R-cuadrada indica que el modelo asi ajustado explica 96.2237% de
la variabilidad en el porcentaje de &cido acético en el vinagre de pifia. Mientras
que el estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas apropiada para comparar
modelos con diferente niUmero de variables independientes, es 95.1048%.

Por otro lado, el modelo de regresion para el vinagre de remolacha es el siguiente:

Ecuacion 18.

Z =2232.27 —941.82 x — 330.409 y + 139.521 xy — 14.2106 x?y — 5.09906 xy?
+95.805 x2 + 12.0619 y? + 0.520313 x?%y?

R-cuadrada = 98.7071%
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98.324%

El estadistico R-cuadrada indica que el modelo asi ajustado explica 98.7071% de
la variabilidad en el porcentaje de acido acético para el vinagre de remolacha. En
cambio, el estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas apropiada para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, es 98.324%.

Puesto que los valores-P en las tablas ANOVA, tanto para vinagre de pifia y
remolacha son menores que 0.05, existe una relacion estadisticamente
significativa entre todas las variables con un nivel de confianza del 95.0%.
Consecuentemente, no es recomendable eliminar ninguna variable del modelo, ya
que todas son significativas. Ver Anexo 10.7, pag. 78y 79.

5.6 Analisis sensorial del producto final

El analisis sensorial del producto terminado se realizé con la finalidad de evaluar
las caracteristicas organolépticas del vinagre, tomando como referencia atributos
de aceptabilidad como color, olor y sabor. De esta manera se determinaron los
mejores tratamientos segun la degustacion del panel que estuvo conformado por
7 personas.
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En las Figuras 14 y 15 se observan los valores promedio de las calificaciones que
entregaron los jueces que componen el panel sensorial para cada atributo en
todos los tratamientos de vinagre de pifia y remolacha.

Figura 14. Evaluacion sensorial del vinagre de Pifia
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De acuerdo con las calificaciones obtenidas en la Figura 14, el vinagre de pifia
obtuvo una mejor aceptacion global en todos sus atributos, que se observan en la
figura. El atributo del color obtuvo buena aceptacién en la mayoria de sus
tratamientos. El tratamiento mejor evaluado fue el T9, de aspecto claro, con un
100% de aceptacion de los jueces, a diferencia del T4 que tuvo menor aceptacion,
el cual su apariencia fue muy distinta al resto de tratamientos, presentando este
mayor turbidez.

En cuanto al nivel de agrado de olor, el tratamiento mejor evaluado fue el T8,
mientras que el tratamiento con mayor desagrado correspondi6 al T5.

Los resultados en el atributo de sabor nos indican que el tratamiento mejor
calificado fue el T6, seguido de T1, T4 y T8, los cuales son los que presentaron
mayor acidez acética. Los panelistas resaltaron su aroma frutal y sabor acido
intenso.

Cabe destacar que los tratamientos mejor evaluados en los atributos de color, olor
y sabor fueron los que produjeron mayor concentracion de acidez acética, lo que
demuestra que la acidez acética influye en su aceptabilidad.
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Figura 15. Evaluacion sensorial del vinagre de Remolacha

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

H Color mOlor mSabor

IS

w

N

[EEN

o

La Figura 15 muestra las calificaciones promedio obtenidas para el vinagre de
remolacha, en la que se puede apreciar que el atributo de color tuvo muy buena
aceptacion en la mayoria de los tratamientos, los cuales presentaban un color
claro y de buena apariencia, siendo el T6 el de menor aceptacion.

Por otro lado, los atributos de olor y sabor presentaron desagrado en todos los
tratamientos, a excepcion de los tratamientos T5, T6 y T9, los cuales tuvieron
mayor aceptacion por parte de los panelistas, que destacaron su aroma a
remolacha y de sabor &cido. EI T9 fue el mejor evaluado en todos sus atributos.

De igual manera que en el vinagre de pifia, los tratamientos mejor evaluados en
el vinagre de remolacha fueron los que lograron una mayor concentracion de acido
acético, esto refleja que la acidez acética influye en su aceptacion.
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VL. CONCLUSIONES

En este trabajo investigativo se desarrollo el proceso tecnolégico para la
elaboracién de acido acético a partir de frutas y vegetales (pifia y remolacha) con
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales aceptables aptas para el consumo, se
consiguié un producto alternativo y natural de buena calidad que puede sustituir a
los productos sintéticos, dandole asi valor agregado a la materia prima de
descarte disminuyendo de esta manera las pérdidas postcosecha.

Las propiedades de la materia prima sirvieron como base para la formulacion de
acido acético y para determinar la cantidad de materiales e insumos requeridos
en cada una de las etapas de los procesos, ademas, estas presentaron
caracteristicas organolépticas adecuadas para la elaboracion de los vinagres.

Se describi6 en el proceso experimental que los factores pH y °Bx tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre el porcentaje de acidez en los vinagres de
pifia y remolacha (p<0.05), asi, con el nivel bajo de la variable pH y el nivel medio
de la variable °Bx en el vinagre de pifia (pH 4,14°Bx) se consiguié mejores
caracteristicas en sus atributos, la mayor concentracion de acido acético (6.2%),
asi como también aceptabilidad de sabor, olor y color, en cambio, para el vinagre
de remolacha esto se alcanzé con los niveles mas altos de pH y °Bx (6,16) dando
como resultado una concentracion de 3% de acido acético. Los panelistas
resaltaron sus aromas frutales y sabor acido intenso, por esa razén, con la
evaluacion sensorial se demostré que los tratamientos mejor evaluados fueron
aquellos que produjeron mayor concentracién de acido acético.

Los vinagres obtenidos consiguieron alcanzar concentraciones desde 0.1% hasta
6.2% de acido acético, estas concentraciones son adecuadas segun la Norma
Técnica Obligatoria Nicaragiense (NTON 03 089-10) donde se indica que los
vinagres con concentraciones menores o iguales a 6% son adecuados para el
consumo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Asegurarse que los proveedores de las frutas y vegetales garanticen la correcta
variedad y estado de maduracion de la materia prima que sera utilizada, ya que
estos factores influyen en la calidad de los productos elaborados la cual a su vez
se vera reflejada en las pruebas hedodnicas.

Se recomienda como alternativa que la remolacha pase por un proceso de coccién
con el propésito de incrementar la cantidad de azucares que beneficie el
rendimiento de etanol en la fermentacion.

Es importante hacer uso de un densimetro para medir la graduacion alcohélica
gue se obtiene durante la fermentacién, de esta manera se lleva un control exacto
de dicha variable y se da a conocer la influencia de esta en el crecimiento de las
bacterias del &cido acético.

Durante el proceso de fermentacion acética se recomienda agitar de manera
periddica los envases que contienen el medio, para permitir la aireacion y
homogenizacién de las bacterias acéticas con el sustrato.

Se recomienda hacer un muestreo microbioldgico para evaluar la reproduccion de
los microorganismos inoculados en los mostos azucarados con respecto al
tiempo, en la elaboracion de los vinagres, y de esta manera saber el periodo
necesario para alcanzar mayores niveles de acidez.
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VIll. NOMENCLATURA

Simbolo Definiciéon Unidades
ACOH Acido acético g/L
°Bx Grados brix i
C20H1404 Fenolftaleina i
C4HsOs Acido tartarico ]
CsHgO- Acido citrico ]
C2Hs0OH Alcohol etilico glL
CH3COOH )
C2H402 Acido acético g/L
Cuadrado medio del
CMa factor A i
Cuadrado medio del
CMe factor B i
Cuadrado medio de la
CMag interaccion de los -
factores Ay B
NaOH Hidréxido de sodio N
pH pH -
SCa Suma de cuadrados i
del factor A
SCs Suma de cuadrados i

del factor B
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Suma de cuadrados
SCas de la interacciéon de
factores Ay B

Suma de cuadrados

SCe del error
Suma de Cuadrado de
SCr .
regresion
SCr Suma de cuadrados

total
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X. ANEXOS

Anexo 10.1 Procedimiento para la elaboraciéon de los vinagres de pifia y
Remolacha.

Figura 16. Recepcion de la materia prima
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Figura 17. Pesado y lavado de la materia prima

Figura 18. Pelado y trozado de la materia prima
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Figura 19. Estandarizacion de los mostos
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Figura 20. Preparacion e inoculacion de Saccharomyces cerevisiae

Figura 21. Fermentacion alcohdlica
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Figura 22. Filtrado

Figura 23. Inoculacidn de acetobacter aceti
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Figura 24. Crecimiento bacteriano (acetobacter aceti)

Figura 25. Fermentacion acética
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Figura 26. Pasteurizacion

-

Figura 27. Envasado
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Anexo 10.2 Analisis y titulacion de muestras

Figura 29. Toma de muestras en la fermentacion
alcohdlica

Figura 30. Titulacion
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Figura 31. Muestra de vinagre de pifia antes y después de titular
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Anexo 10.3 Evaluacién sensorial de vinagres de Piflay Remolacha

Figura 32. Evaluacion de panelistas
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Anexo 10.4 Instrumento para la recoleccion de informacion del analisis
sensorial

HOJA DE EVALUACION SENSORIAL DE VINAGRE

Muestra: ‘ Fecha:

Marque con una X segln sea su criterio de analisis sensorial para el vinagre

Analisis organoléptico

Puntaje Caracteristica 112113114115 | 16 | T7 | T8 | T9

Me gusta mucho

5

Me gusta poco
4 E*S

-

Me agrada mas o
menos

Color

Me desagrada poco

’

Me desagrada mucho

Me gusta mucho

5

Me gusta poco

“ ®

Me agrada mas o
menos

(-~

<.

Olor 3

Me desagrada poco

2

Me desagrada mucho

1 ®
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Sabor

Me gusta mucho

Me gusta poco

o Y

Me agrada mas o
menos

()

<.

Me desagrada poco

Me desagrada mucho
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Anexo 10.5 Tabla de medias para porcentaje de acidez con intervalos de
confianza del 95.0%

10.5.1 Tabla para Vinagre de Piia

Error Limite |Limite
Nivel Casos |Media  |Est. Inferior |Superior
MEDIA GLOBAL |36 2.62167
pH
4 12 4.055 0.0969679 |3.85604 (4.25396
5 12 2.18 0.0969679 {1.98104 (2.37896
6 12 1.63 0.0969679 |1.43104 (1.82896
°Brix
12 12 2.185 0.0969679 |1.98604 (2.38396
14 12 3.505 0.0969679 |3.30604 (3.70396
16 12 2.175 0.0969679 |1.97604 (2.37396
pH por °Brix
4,12 4 3.795 0.167953 [3.45039 [4.13961
4,14 4 6.225 0.167953 |5.88039 [6.56961
4,16 4 2.145 0.167953 [1.80039 [2.48961
5,12 4 1.365 0.167953 [1.02039 [1.70961
5,14 4 2.34 0.167953 [1.99539 [2.68461
5,16 4 2.835 0.167953 [2.49039 [3.17961
6,12 4 1.395 0.167953 [1.05039 [1.73961
6,14 4 1.95 0.167953 [1.60539 [2.29461
6,16 4 1.545 0.167953 [1.20039 [1.88961
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10.5.2 Tabla para Vinagre de Remolacha

Error Limite Limite
Nivel Casos |Media |Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 36 0.89
PH
4 12 0.26 0.038873 |0.180239 |0.339761
5 12 0.74 0.038873 |0.660239 |0.819761
6 12 1.67 0.038873 |1.59024 1.74976
Brix
12 12 0.285 ]0.038873 |0.205239 |0.364761
14 12 1.1 0.038873 |1.02024 1.17976
16 12 1.285 |0.038873 |1.20524 1.36476
PH por Brix
4,12 4 0.165 |0.06733 |0.0268499 |0.30315
4,14 4 0.285 |0.06733 |0.14685 0.42315
4,16 4 0.33 0.06733 |0.19185 0.46815
5,12 4 0.15 0.06733 |0.0118499 |0.28815
5,14 4 1.875 |0.06733 [1.73685 2.01315
5,16 4 0.195 |0.06733 |0.0568499 |0.33315
6,12 4 0.54 0.06733 |0.40185 0.67815
6,14 4 1.14 0.06733 1.00185 1.27815
6,16 4 3.33 0.06733 |3.19185 3.46815

76




Anexo 10.6 Tablas de pruebas de Multiple Rangos para porcentaje de acidez
por pH; porcentaje de acidez por grados brix.

10.6.1 Tablas para Vinagre de Pifia

LSD pH

Contraste |[Sig. |Diferencia |+/- Limites
4-5 * 1.875 0.281375
4-6 * 2.425 0.281375
5-6 * 0.55 0.281375
LSD °Brix

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites
12 -14 * -1.32 0.281375

12 -16 0.01 0.281375

14 - 16 * 1.33 0.281375

* indica una diferencia significativa.

10.6.2 Tablas para Vinagre de Remolacha

LSD °Brix

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
12-14 * -0.815 0.112799
12 - 16 * -1.0 0.112799
14 - 16 * -0.185 0.112799
LSD pH

Contraste [Sig. |Diferencia |+/- Limites
4-5 * -0.48 0.112799
4-6 * -1.41 0.112799
5-6 * -0.93 0.112799

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10.7 Tablas de Regresion Mdltiple y analisis de varianza de los

vinagres

Variable dependiente: % ac = z
Variables independientes: pH = x;°Bx =y

X, Y, X *y, x%, y%, x%y, xy?, x% * y?

10.7.1 Regresion Vinagre de Pifia

Error Estadistico
Parametro Estimaciéon |Estandar [T Valor-P
CONSTANTE -2083.82 |299.486 -6.95796 |0.0000
x? % y? -0.406875 |0.0629825 [-6.46013 |0.0000
X 765.0 122.4 6.24998 0.0000
x%y 10.8375 1.76501 6.14019 0.0000
xy? 4.41563 0.630874 |6.99922 0.0000
x? -70.23 12.2197 -5.74728 |0.0000
y? -11.9663 (1.54361 -7.75214 |0.0000
X*y -117.863 |17.6795 -6.66663 |0.0000
y 320.423 43.2577 7.40729 0.0000
Anélisis de Varianza
Fuente Suma de|Gl |[Cuadrado Medio |[Raz6n-F |Valor-P
Cuadrados
Modelo 77.6282 8 19.70353 86.00 0.0000
Error 3.0465 27 10.112833
Total (Corr.) (80.6747 35
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10.7.2 Regresion Vinagre de Remolacha

Error Estadistico
Parametro Estimacion |Estandar T Valor-P
CONSTANTE 2232.27 120.06 18.593 0.0000
X *xy 139.521 7.08744 19.6856 0.0000
x? 95.805 4.89869 19.5573 0.0000
y? 12.0619 0.618809 19.4921 0.0000
X -941.82 49.0685 -19.194 0.0000
y -330.409 17.3414 -19.0532 0.0000
x%y -14.2106 0.707566 |-20.0838 0.0000
xy? -5.09906 0.252908 |-20.1617 0.0000
x? x y? 0.520313 0.0252488 [20.6075 0.0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Medio |Raz6on-F |Valor-P
Cuadrados
Modelo 37.3788 8 4.67235 257.67 0.0000
Error 0.4896 27 10.0181333
Total (Corr.) |37.8684 35
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