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Resumen

El presente trabajo se basa en la obtencién de vinagre de vino a partir de los residuos de la
fermentacion espontanea del cacao, mediante dos procesos microbianos separados; siendo primero
una fermentacién alcohdlica de los azucares naturales presentes en el mucilago de cacao, en un
rango de 10 a 15%, adicionando sacarosa para rectificar el contenido de sélidos solubles para la
accion y conversion del género Saccharomyces Cerevisiae, y en segundo lugar, la fermentacion
oxidativa del alcohol obtenido; para esto se realizd la caracterizacion quimica del sustrato,
estableciendo las condiciones 6ptimas para una fermentacién acética con ayuda de las bacterias acido
acéticas. Se llevd a cabo un disefio experimental por triplicado a diferentes concentraciones (0,11;
0,16; 0,20) g/L cada una con y sin administraciéon de fuente de nitrégeno, obteniendo en la
combinacién A1B1 mayor reduccién de grados Brix. Se disefi6é un biorreactor a escala de laboratorio
con inyeccion de oxigeno (proveniente de una bomba de aire) y temperatura ambiente, empleando
una madre de vinagre obtenida a partir de las bacterias nativas del mucilago y exudado de cacao, de
esta forma se obtuvo un vinagre de vino de cacao con una composicion de 18,8 g de acido acético/L
en un tiempo de 108 horas de fermentacion.

Palabras clave: cacao criollo, exudado, mucilago, Theobroma Cacao L., vinagre, vino.
Abstract

The present work is based on obtaining wine vinegar from the capture of the residues resulting from
the spontaneous fermentation of cocoa, through two separate microbial processes; being first an
alcoholic fermentation of the natural sugars present in the cocoa mucilage, in a range of 10 to 15%,
adding sucrose to rectify the soluble solids content for the action and conversion of the genus
Saccharomyces Cerevisiae, and secondly the fermentation oxidative of the alcohol obtained, for this
the chemical characterization of the substrate was carried out, establishing the optimal conditions for
acetic fermentation with the help of acetic acid bacteria. An experimental design was carried out in
triplicate at different concentrations (0.11; 0.16; 0.20) g / L each with and without administration of a
nitrogen source, obtaining in the A1B1 combination a greater reduction in Brix degrees, based on this,
a laboratory-scale bioreactor with oxygen injection (from an air pump) and room temperature was
designed, using a vinegar stem obtained from the native bacteria of the mucilage and cocoa exudate,
in this way a cocoa wine vinegar was obtained with results of 18.8 g of acetic acid / L in a time of 108
hours of fermentation.
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1. Introduccién

Segun Estrella (2013) el mucilago
provee las condiciones adecuadas
para el proceso de fermentacion y
para la formacion de las sustancias
precursoras del sabor y aroma,
ademas con su extracto liquido se
pueden elaborar mermeladas y otros
productos. Asimismo, Braudeau
(2001) indica que la pulpa cuyo pH
es acido se asocia a la presencia de
acido citrico, lo cual constituye un
medio favorable para las levaduras,
por lo que su contaminacién
microbioldgica se inicia rapidamente
una vez que las habas han sido
extraidas de las mazorcas, ya sea
por el simple contacto con las manos
de los trabajadores o con el material
utilizado para el transporte y el
tratamiento del cacao, esto debido a
los insectos atraidos por el mucilago

azucarado.

El vinagre (del latin «vinum acre»,
«vino agrio») es un liquido miscible
en agua, con sabor agrio. Este se
obtiene mediante dos procesos
microbiolégicos independientes: (i)
fermentacion alcohdlica de los
azucares naturales presentes en el
mucilago de cacao y (i)
fermentacion oxidativa del alcohol

obtenido. Aunque el mucilago es

%

necesario para la fermentacién, a
menudo hay mas de lo necesario.
Actualmente se sabe que a nivel
comercial se aprovecha sélo la
almendra, la cual representa un 10%
de la masa del fruto fresco, siendo
sus residuos implementados como
abono. A partir de lo expuesto se
realizé el disefio de un proceso para
obtener vinagre de vino de los
residuos resultantes de la
fermentacion espontanea del cacao,
especificamente de mucilago vy

exudado.
2. Metodologia

El proceso para obtener el vinagre
de cacao parte de la fermentacion
oxidativa del vino, es decir,
acondicionando el sustrato
alcohdlico con la inoculacion de un
cultivo madre para su posterior
fermentacion acética. Durante cada
etapa del proceso se tomaron
muestras para su determinacién
analitica y asi tener un control sobre

el producto obtenido.
2.1. Recepcidon de materia prima

Para este estudio se realizd la
captacion de materia prima (Cacao
Theobroma L.) de las zonas
aledafias al canton Portoviejo,
Manabi, Ecuador, seleccionando el
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mucilago y exudado mas claro,
limpio y libre de impurezas. Ademas
de la adquisicion de mazorcas de
cacao para constatar la distribucion

porcentual masica.

2.1.1. Disefio del reactor batch a

escala de laboratorio

Se implementaron botellas de vidrio
de 600 mL de capacidad con
acoplamiento de una valvula de
aireacion manipulable, facilitando el
paso de fermentacion alcohdlica a
oxidativa sin necesidad de cambiar
de reactor. La bomba permite que el
aire ingrese de forma continua,
regulada y en exceso, puesto que se
debe considerar la solubilidad del
oxigeno, asi como la formacion de
burbujas, por lo cual el exceso de
oxigeno es necesario. Por otra parte,
se cuantificé la produccién de CO:2

mediante una trampa de NaOH.
2.1.2. Cultivo madre como in6culo

En la obtencion del cultivo madre
como inodculo, el exudado se deja en
reposo en un recipiente con amplia
superficie de contacto para la
oxigenacion y tapado con gasas para
evitar la contaminacion fisica del
cultivo, el cual tiene varios dias de
fermentacion natural en la cacaotera,

para que, al cabo de

aproximadamente 6 dias, las
bacterias produzcan una pelicula
celulosa en la superficie. Debido al
bajo contenido de alcohol (2°GL), se
aflade 1mL de etanol al 94% para
mantener en condiciones adecuadas

a las bacterias acéticas.
2.2. Disefio experimental

El vinagre de vino se obtuvo
mediante dos procesos microbianos
separados; 0] fermentacion
alcohdlica de los azucares naturales
presentes en el mucilago de cacao,
en un rango de al menos 10 a 15%
adicionando sacarosa para rectificar
el contenido de sdlidos solubles para
la accién y conversion del género
Saccharomyces  Cerevisiae, la
levadura empleada debe activarse
con azUcar y temperatura (35°C),
durante 15 minutos. (i) La
fermentacion oxidativa del alcohol
obtenido, requiere de una
caracterizacion quimica del sustrato,
estableciendo las  condiciones
Optimas para una fermentacion
acética con ayuda de las bacterias
acido acéticas. Se determind el
requerimiento de oxigeno minimo a
partir del célculo de la demanda
tedrica, ademas de la inoculacion en

el reactor con 5mL del cultivo madre.
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2.3.  Medicion de variables
experimentales
Para la inspeccion y

acondicionamiento de la materia
prima, evaluaciones intermedias del
proceso Yy verificacion de la calidad
del producto se aplicaron las
siguientes técnicas.

Tabla 1.

Ensayos y técnicas de control
empleadas en la presente investigacion

Ensayos / Técnicas Referencia
Acidez Total, (como AOAC* 930.35;
acido acético) % m/v INEN 341

Acidez fija, (como acido
] AOAC* 930.35
acético), % m/v

Acidez volatil, (como

. . AOAC* 930.35
acido acético), % miv

Alcohol etilico a 20 °C, AOAC* 930.35;
% viv INEN 360

Potencial de Hidrégeno,
pHa 20 °C

AOAC* 981.12

Determinacion de °Brix PCE Instruments

) AOAC, 1965, p.
Test de Fehling
495
Recuento de células en | Camara de
un liquido Neubauer
Clarificaciébn de mostos )
Molina, 2000

y vinos.

* Feldsine et al., (2002)

3

2.3.1. Mediciéon de rendimiento

Los sistemas de fermentacion
originaron un calculo del rendimiento
real de este proceso, comparando la
concentraciéon total del vinagre
descargado con la concentracion
total de la materia prima. En ambos
casos, la concentracion total es la
suma de la acidez total (expresada
en g de acido acético/100 mL) y de la
acidez que se espera obtener por
transformacion de alcohol presente.
Introduciendo un factor de correccién
para compensar las distintas formas
de expresar las concentraciones de
ambos productos (Llaguno & Polo,
1991).

3. Resultados y discusion
3.1. Concentracion del cacao

Los resultados obtenidos en la
extraccion del mucilago del fruto de
cacao y sus partes constitutivas
demuestran que, al incorporar estas
materias primas no convencionales,
es decir aprovechando un 24,48% de
los residuos que representaron el
85% del fruto, el cacao es
aprovechado en un 21% mas. Estos

datos se reflejan en la tabla 2.
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Tabla 2.

Pesos promedios del fruto de cacao y sus partes constitutivas

Peso Cascara Mucilago
y tripas

Muestras neto pura

(Ib) (Ib) (Ib)

Cacao 1 3 2,475 0,375

Cacao 2 2 1,25 0,238

Cacao3 1,75 0,9 0,509

Cacao4 1,11 0,6 0,31

Cacao 5 15 0,8 0,279

Total 9,36 6,025 1,711
% 100 64 18

3.2. Estudio de la fermentacion

alcohélica

3.2.1. Analisis y descripcion del
proceso de fermentacién

alcohdlica

Para mejorar las condiciones vy
reducir el tiempo de la fermentacién
se evalla la mejor combinacion
sustrato-MO-fuente de nitrégeno,

valorando la fermentacién con 3

Tabla 3.

Con T2 o

(Ib) (Ib)

0,15 0,12 0,03

0,512 0,35 0,162

0,341 0,32 0,021
0,2 0,192 0,008

0,421 0,4 0,021

1,624 1,382 0,242
17 15 3

concentraciones de Saccharomyces
cerevisiae con ausencia y presencia
de sulfato de amonio por triplicado
como se muestra en la tabla 3,
dando un total de 18 unidades
experimentales que fueron
evaluadas en funcién de la reduccion
de los °Brix, con un pH controlado de

4,5 y a temperatura ambiente.

Combinaciones experimentales con su respectiva codificacion

Condiciones de Estudio A1B1 A1B2 A1B3 A2B2 A2B2 AZ2B3
*Saccharomyces Cerevisiae, g/L 0,20 0,16 0,11 0,20 016 0,11
Sulfato de amonio, g/L 0,1 01 0,1 0 0 0
Potencial de Hidrogeno, UpH 45 45 45 45 45 45
Temperatura, °C 35 35 35 35 35 35

*La levadura empleada debié activarse con sacarosa y calentar a 35°C durante 15

minutos.
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En la tabla 4 se muestra que la
combinacion Al1B1 (0,1g/L de
(NH24)2S0a4 y 0,11g/L
Saccharomyces cerevisiae) es el
resultado mas adecuado de la
experimentacion del proceso de
fermentacion alcohdlica, debido a
una mayor reduccion de los °Brix,
desde 11 a 7,2; ademas de tener una
menor desviacion estandar, por lo
tanto, se define como la combinacion
utilizada en la elaboracion del vino
de cacao (posterior sustrato para la

fermentacion acética).

Tabla 4.
Resultados del disefio experimental de
las diferentes concentraciones de
levaduras y nutrientes

°Brix °Brix Desviacion

Combinacion Réplicas
Inicial Final estandar

| 11 7.2

A1B1 ] " 72 012
1} "

A1B2 | 1"
Il 11 8 0.69
1} " 92
| 11 88

A1B3 ] 1" 8.4 0.20
I} 11 86
| " 98

A2B1 ] " 9 053
1} 1" 10
| 11 94

A2B2 Il 11 9 0.31
1} " 96
| 11 94

A2B3 Il 11 94 0.23

1} 11 938

%

La fermentacién alcohdlica del
sustrato de mucilago y exudado de
cacao fue realizada bajo las mismas
condiciones establecidas en la
investigacion de Villagomez (2013),
variando caracteristicas
fisicoguimicas como la materia prima
(cacao criollo), °Brix inicial, acidez
inicial y pH inicial.

Se puede observar en la figura 1, el
consumo de los azucares reportado
durante la fermentacién alcohdlica,
no obstante, en esta curva se
observa el consumo del sustrato
corregido a 17 °Brix, apreciandose
en la grafica la existencia de 2
diauxias, lo que sugiere que las
bacterias desdoblaron dos tipos de
azucares presentes en el mucilago,
diferentes a la sacarosa; el mosto
poseia inicialmente 11,8 °Brix, y es
justamente en el rango 11-12 °Brix
donde se denota irregularidad en la
curva, eventualmente disminuye la
tasa de consumo del sustrato,
reduciendo finalmente su accion a

7,8°Brix en un tiempo de 236 horas.
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Figura 1. Cinética de fermentacion alcohdlica del mucilago y exudado del cacao criollo

Por otra parte en la figura 2 se puede
observar el comportamiento de las
levaduras Saccharomyces
Cerevisiae frente al sustrato durante
la fermentacion alcohdlica, en donde
se identific6 la fase de latencia
(aclimatacion y adaptacion de los
microorganismos) comprendida ente
las horas: 0-44; la fase exponencial

(reproduccién y crecimiento de los

(=
o
(=]

100

microorganismos) oscila entre las
44-124 horas, siendo la etapa en la
gue se alcanza el mayor consumo de
los sustratos por las levaduras antes
de llegar a la fase estacionaria,
donde los microorganismos
mantienen un consumo minimo
antes de llegar a la muerte

microbiana.

150 200

Tiempo, horas

Figura 2. Cinética del crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae durante
la fermentacion alcohdlica
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3.3. Coeficientes estequiométricos

y rendimientos maximos

En la tabla 5y 6 se pueden observar
los calculos estequiométricos y los
rendimientos tedricos y maximos
termodindmicos, obtenidos a partir
de la biomasa del proceso
experimental de la fermentacion

alcohdlicay acética. Sin embargo, en

Tabla 5.

3

comparacion con el rendimiento de
producto (Yps) la reaccion favorecio
a la produccion de biomasa, esto
debido a la intervencién de varios
factores que influyen en el
rendimiento de la  biomasa,
incluyendo la composicién del medio
y la naturaleza de las fuentes de
nitrogeno 'y carbono, pH vy

temperatura.

Rendimientos experimentales y maximos del proceso de fermentacién alcohdlica

C12H22011 + (NH4)2504 = Biomasa CH1sNo 5002 + 2C2HsO + 2C0O2 + H20

Formula Grado de reduccion Reemplazando Resultado
Sustrato CuHxOy _(®w + (Dx + (- 2)y C®12 + (1)22 + (- 2)11 -4
Sacarosa = CiH2On | o w sust ™ 12 '
Producto CjHyO: @i+ Wy + (- 2)z 4)2 + (1)6 + (- 2)1 _
Pro = r Pro — Yproducto = 6
Etanol C2HsO1 ] -

Rendimiento maximo de producto (Etanol) respecto al sustrato (Sacarosa)

12+ 4 gmol producto
Fomie = W * Ysustrato fmax = 246 =

1 * Yeroducto

A gmol producto ( 46 g de etanol )
ps =

gmol sustrato gmol sustrato

=0,5375g/g

342,29 g de glucosa

Tabla 6.
Rendimientos experimentales y maximos del proceso de fermentacion acética
Formula Grado de reduccion Reemplazando Resultado
Sustrato CiHyO: @i+ Ly + (- 2)z @2 + ()6 + (- 2)1 _
Yaust = : sust = Vsust = 6
Etanol C2HsO J 2
Producto CuHLO
- 1Oy (W + (Dx + (- 2)y (@2 + (D4 + (-2)2 ~
Acido C2H402 Yoro = w Yoro = 2 Yoo =4
aceético
Bi : -
A I:or:asa CwaDyNz mem wam 4
t 4 1 —2 -3 — — iom=
cetobacter CH1.400.4No2 :( w+ (. }x(‘ )y +(-3)z _ (41 + (1)1.4 + (- 2)0.4—(3)0.2 Ve
Acétic J 2

Rendimiento tedrico maximo de acido acético respecto al sustrato (Alcohol):

_ W * ¥sustrato

Fmax == 2%6 gmol producto g producto
7 * Yproduct L= =15=—— o Ypomix = 1,95 —
rofuee frmi 4%2 gmol sustrato SR g sustrato
Produccion teérica maxima de biomasa respecto al sustrato (Alcohol)
_ W * ¥sustrato . .
Cmax =——— 2=6 _ gmolbiomasa g biomasa

Vhi Cori = =3 o Viegmar = 14730 ————
romass T4 gmol sustrato s max g sustrato
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Cabe sefalar que se obtuvo un
rendimiento un Yps real de 1,0137 g
producto/g sustrato. A partir de los
rendimientos obtenidos a nivel
experimental (tablas 5y 6) se puede
generar un balance de materia del
proceso de elaboracion del vinagre
de vino, obteniendo un producto
cuya concentracion es de 18,8 g

acido acético/L.

Tabla 7.
Resultados del balance de materiales

En 450 ml durante 4 dias (108 h)

Compuestos g mol

Etanol 7,9901 0,1734
Oz (consumido) 7,5947 0,2373
Fuente de N 0,045 0,0026
Biomasa 0,2986 0,0132
CO2 2,812 0,0639
CH3COOH 8,1 0,1348
H20 4,4184 0,2452

g producto

~Y =1,0137
psreat = 1,013 g sustrato

3.4. Analisis fisicoquimico del

vinagre del vino de cacao

En primera instancia y sin ninguna
correccion en el producto obtenido
se cumplieron 4 de los 5 parametros
ya descritos en la norma INEN 2296,
grado alcohdlico, pH, acidez fija, y
acidez volatil, como se observa en la
tabla 8. Esto hace necesaria la

existencia de una etapa posterior en

el proceso, debido a la alta
concentracion de acido acético
obtenido, siendo necesario afiadir
agua pura para disminuir su
concentracibn y asi obtener un
vinagre que se encuentre en pleno
cumplimiento de las
especificaciones planteadas en la
norma INEN.

Tabla 8.

Caracteristicas fisico-quimicas del
vinagre

Muestra Resultados
Grado Alcohdlico a 20 .
°C, (°GL)
Acidez Total (acido
) 18,8
acético) (g/L)
pHa 20 °C 2,5
Acidez fija, (como
_ _ 1,8451
acido acético), % m/v
Acidez volatil, (como
0,0249

acido acético), % m/v

En otros proyectos dirigidos a la
produccion de vinagre de mucilago y
exudado de cacao (Villagbmez,
2013) se obtuvo un producto con
acidez del 3,5 g/L para 24 horas de
proceso de acetificacidbn usando un
cultivo madre de vino blanco cepa
Chardonnay Blanc marca “Dona
Dominga®, mientras que en el
proceso que se desarrollé en el
presente trabajo al acetificar por 108

horas con una madre de vinagre

10
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obtenida a partir de las bacterias
nativas del mucilago y exudado de
cacao se logré una acidez total de
18,8 g/L, que pese al tiempo sigue
siendo un rendimiento mucho mas
alto, aun asi este factor debe ser
analizado con mayor profundidad
para efectos de produccién masiva y

costes econémicos.

Segun el Manual de Bebidas
Alcohdlicas y Vinagres (1999) el vino
se ha transformado en vinagre
cuando su contenido de alcohol se
ha reducido a 1°GL, sin embargo, al
determinar el grado alcohdlico en el
vinagre obtenido, se constaté que
carecia de grado alcohdlico, lo que
es aun mejor, pues la norma

establece como limite superior 1°GL.
4. Conclusiones

Analdgicamente, se conoce que el
vinagre puede producirse
directamente en un mismo proceso
fermentativo, sin embargo, la
implementacion de la  doble
fermentacion fue clave para el
control de formacién de sustrato
secundario como el vino (etanol),
gue a su vez formaria una
determinada cantidad de &cido
acético, asi como para fines
analiticos, facilitando los

procedimientos de medicion y el

%

calculo de gases, biomasa y agua
formados. Esto permitié realizar un
estudio mas profundo de los
procesos de fermentacion
espontanea y evidentemente
permiti6 mejorar las condiciones
organolépticas del producto final,
otorgandole un olor y sabor

caracteristicos del vinagre de vino.

Se determind la cantidad optima de
solucion de levadura en el mosto y la
fuente de nitrégeno para bacterias
acéticas; éstas permitieron acelerar
y potenciar la fermentaciéon natural
gue existe en el exudado. Por otra
parte, la produccion depende
tambien de las propiedades
reolégicas, que en este caso estan
asociadas con el diametro de
particula; en este sentido, es
imperioso disponer de diametros
inferiores a 100 pm. Con mayor
precisiobn, se recomienda que el
tamafo de particula mas adecuado
para permitir procesos oOptimos de

fluidez promedia las 25 ppm.

Ademas, se logré elevar en un 36%
el aprovechamiento del fruto, al
producir vinagre a partir del mucilago
y exudado normalmente
desechados, obteniendo un
aprovechamiento parcial de los

productos agricolas en el Ecuador y

11
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paleando consecuentemente la

contaminacion ambiental que estos

subproductos representan.
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