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Obtencidn de vinagre de naranja en proceso semicontinuo,
a escala laboratorio
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Gerard, Liliana M.; Solda, Carina A.

Resumen

El vinagre es el producto de la fermentacién acética del vino. El sistema semicon-
tinuo es el mas comun en la industria vinagrera; consiste en el desarrollo de ciclos
discontinuos de acetificacion. El vinagre y los vinos citricos son productos tipicos con
caracteristicas regionales. El objetivo del presente trabajo fue la obtencién de vinagre
de naranja en biorreactor de laboratorio en sistema semicontinuo, a dos niveles de la
variable proporcién de carga (vino/vinagre): 40 % y 60 % usando como respuestas
velocidad de acetificacion y rendimiento para elegir el mejor proceso. Cada tratamiento
se realizd por duplicado. Las variables operativas fueron, 600 rpm, 0,4 vwm y 30 °C.
Se demostré que la proporcidn carga/descarga, no afecta significativamente (a=0,05)
las respuestas durante el segundo ciclo para ninguno de los dos niveles. Se puede
establecer la proporcién de carga para un proceso semicontinuo en 60% y obtener
mayor volumen de vinagre de naranja.
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Orange vinegar production by semicontinuous fermentation in a laboratory scale

Abstract

Vinegar is the product obtained from wine acetic acid fermentation and is mainly
produced by semicontinuous operation, which consists in developing successive dis-
continuous acetification cycles. Citric vinegars and wines are typical products with
regional qualities. The aim of the present work was to establish the optimal values for
the substrate loading proportion (wine/vinegar) at two levels (40 % and 60 %) in order
to obtain orange vinegar in semicontinuous submerged culture. The results were eval-
uated in terms of acetification rate and fermentation yield. Experiments were carried
out in duplicate. Stirring speed, air supply and temperature were maintained constant
with values of 600 rpm, 0.4 vwm and 30 °C respectively. It was demonstrated that the
loading proportion did not affect significantly the responses (a=0.05) at both levels
evaluated. It is feasible to develop a semicontinuous acetification process with a 60 %
loading proportion and in this way, obtain greater orange vinegar volumes.

Keys Words: food technology; orange vinegar; semicontinuous process

Obtencgéao de vinagre de laranja em processo semicontinuo, em escala de
laboratério

Resumo

O vinagre é o produto da fermentagao acética do vinho. O sistema semicontinuo é o
mais comum na industria vinagreira; consiste no desenvolmimento de ciclos disconti-
nuos de acetificagdo. O vinagre e os vinhos citricos sao produtos tipicos com caracte-
risticas regionais. O objetivo deste trabalho foi obter vinagre de laranja em biorreator
de laboratério em sistema semicontinuo, a dois niveis da variavel proporgao de carga
(vinho/vinagre): 40 % e 60 % utilizando-se como respostas velocidade de acetificagéo
e rendimento para escolher o melhor processo. Cada tratamento foi realizado em du-
plicado. As variaveis operacionais foram 600 rpm, 0,4 vvm e 30 °C. Foi demonstrado
que a proporgao carga/descarga, nao afeta significativamente (a=0,05) as respostas
durante o segundo ciclo para nenhum dos dois niveis. E possivel estabelecer a pro-
porcao de carga para um processo semicontinuo em 60% para obter maior volume de
vinagre de laranja.

Palavras chave: tecnologia de alimentos; vinagre de laranja; processo semi-continuo
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l. Introduccion

El proceso biotecnoldgico para la obtencion de vinagre consiste en una oxi-
dacion bioldgica, en el que un sustrato con un bajo contenido de etanol (50-
100 g /1) se oxida parcialmente por medio de bacterias del acido acético para
producir acido acético y agua. El resultado de la transformacion bioldgica del
etanol contenido en el medio inicial es una solucién llamada vinagre, con un
alto contenido de acido acético (la estequiometria para la conversion de sus-
trato en producto es de 1:1), cantidades residuales de etanol no convertido y
una amplia variedad de compuestos secundarios (de Ory et al., 2002).

Se definen dos métodos para la produccion de vinagre: el tradicional
(lento) y el sumergido (rapido). Este ultimo puede realizarse en proceso
discontinuo, semicontinuo o continuo (Tesfaye et al., 2000). El sistema se-
micontinuo es el modo de operacién mas comun en la industria vinagrera;
consiste en el desarrollo de ciclos discontinuos de acetificacion, cada uno
con la conversion del etanol que contiene el medio, en acido acético. Al final
de cada ciclo, un volumen dado del reactor se descarga (producto final) y se
rellena con medio inicial. Luego, comienza un nuevo ciclo de fermentacion. El
volumen remanente de vinagre se utiliza como cultivo iniciador del siguiente
ciclo de acetificacién. Esto es un factor esencial a tener en cuenta para la
determinacidn de la duracién de los sucesivos ciclos productivos: mayores
proporciones descargadas requieren ciclos mas largos (Tesfaye et al., 2003).
El porcentaje de carga/descarga es variable en cada proceso pero lo mas
comun es la remocion del 40% (Ormaechea Landa, 1991; Fregapane et al.,
1999) al 50% del volumen total (de Ory et al., 2004; Garcia-Garcia et al.,
2007) y la posterior carga de la misma proporcion de vino fresco.

El objetivo del trabajo que se expone fue la obtencion de vinagre de
naranja en biorreactor de laboratorio en sistema semicontinuo comparando
dos niveles de la variable “proporcion de carga”: 40% y 60%, y calculando
en cada caso la velocidad de acetificacion y el rendimiento a los fines de
elegir el mejor proceso.

Il. Materiales y métodos

I.1. Equipo utilizado

La acetificacion del vino de naranja se realizé por el método de cultivo su-
mergido, a escala laboratorio, en un biorreactor New Brinswick Cientific Co.,
Modelo Bioflo 2000, de 2 L de volumen util, electrodos de control de pH y tem-
peratura, entradas para inéculo y antiespumante y dispositivo para la toma
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de muestras. La temperatura es corregida por una manta de calefaccién y
una serpentina con circulacion de agua. El aire que ingresa al biorreactor,
pasa a través de un filtro hidrofébico (@ poro: 0,45 ym). La agitacion se rea-
liza mecanicamente mediante dos turbinas. El aire se inyecta a través de un
dispersor. El sistema de agitacién se completa con cuatro placas deflectoras
para generar mayor turbulencia y mejor mezclado.

Para realizar la recarga durante el proceso, se adaptd un dosificador con
conexion al biorreactor, ambos estériles. Se coloca el volumen determinado
de sustrato para recarga y el flujo de alimentacién se regula mediante la
valvula presente en la manguera de conexién (Figura 1).

FIGURA 1. Equipo de acetificacion en sistema semicontinuo de escala laboratorio.

Il.2. Proceso biotecnolégico

El microorganismo utilizado para la fermentacién acética fue Acetobacter sp.
aislado en el Laboratorio de Biotecnologia a partir de naranjas de la region de
Salto Grande. Los cultivos fueron conservados por congelacion (-18 °C) en
un caldo de la siguiente composicioén: 2 % de glucosa; 0,5 % v/v de etanol; 0,8
% de extracto de levadura; 0,5 % de peptona (Yamada et al., 1999; Lisdiyanti
et al., 2003), usando glicerol 20 % v/v como crioprotector.
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Para comenzar el proceso fermentativo, se utilizd6 como medio de cre-
cimiento, 300 mL de vino de naranja diluido al 6% v/v de alcohol con una
solucidon de minerales y fuente nitrogenada de la siguiente composicién: 0,8
g/L de KH,PQO,; 0,35 g/L de K,HPO,. 3 H,O; 1,5 g/L de (NH,),SO,. Este medio
de cultivo fue inoculado al 10 % con la cepa bacteriana seleccionada y se
incubd6 a 30 °C con inyeccidn de aire hasta lograr una concentracion celular
entre 3 y 5.10% bacterias/mL (de Ory et al., 2004). Este sistema se utilizé
como indculo del sustrato del proceso compuesto por vino de naranja 6 %
v/v con nutrientes en igual concentracion que la utilizada para el inéculo.

De acuerdo a resultados obtenidos en experiencias anteriores trabajando
con el mismo sustrato pero en sistema discontinuo, se concluy6 que es facti-
ble emplear mayores velocidades de agitacién que aumentarian la velocidad
de acetificacion y el rendimiento (Ferreyra, et al, 2012).

A partir de estos resultados se definieron las variables operativas para
el proceso semicontinuo, 600 rpm, 0,4 vvm. En cuanto a la temperatura de
proceso, atendiendo a que en la mayoria de las industrias vinagreras la
temperatura 6ptima para el crecimiento bacteriano es de 30 °C (Lu et al.,
1999), este valor fue el que se empled para los ensayos.

Las condiciones iniciales del sustrato, en todos los tratamientos, fueron:
pH: 3,03 £ 0,15, volumen del sustrato: 2 L, concentracién de alcohol: 6%
v/v y concentracion de acido acético: 9,99 + 0,91 g/L.

Dependiendo, entre otros factores, del tiempo en que el biorreactor es
descargado, el volumen descargado y la forma en que se recarga, el me-
dio de cultivo puede sufrir mayores o menores cambios temporales que
pueden alterar la concentracion y la actividad de la poblacién bacteriana
(Garcia-Garcia et al., 2007). Debido a la escasa capacidad util (2 L) del
biorreactor disponible en el laboratorio para la acetificacion y con la finali-
dad de obtener mayor volumen de vinagre en el menor tiempo, se decidio
realizar los ensayos en sistema semicontinuo comparando dos niveles de
la variable “proporcion de carga” 40 % (800 mL) y 60 % (1200 mL). Las
respuestas analizadas fueron la velocidad de acetificacion y el rendimiento.

El proceso fue ensayado en dos etapas: cuando la concentracién de acido
acético alcanzé valores entre 41-46 g/L, se consideré completo el primer
ciclo de acetificacion y se comenzo la rapida descarga del volumen estable-
cido de vinagre como producto final. Una vez concluida, se inicié el agre-
gado de sustrato (vino diluido con nutrientes) en igual volumen que vinagre
descargado. En la Figura 2 se esquematiza el procedimiento desarrollado.

Ciencia, Docencia y Tecnologia, 25 (49) | noviembre de 2014 | (154-165) 158



FERREYRA, M. et al. | Obtencion de vinagre de naranja en proceso semicontinuo...

N

Recarga:
2 L vino de naranja 60 % - 40 %
_Etanol: 6 % v/v
Ac. Aceético: 10 g/L

SUSTRATO
1200 mL / 800 mL
vino fresco

Acetificacion

2 L vinagre de naranja
Ac. Acético: 41-46g/L +—

Remanente:
40 % - 60 %

Descarga:
60 % - 40 %

PRODUCTO
800 mL /1200 mL

A 4

FIGURA 2. Esquema de procedimiento del proceso semicontinuo

Mientras que la descarga de producto debe hacerse lo mas rapidamente
posible, el agregado subsiguiente de vino fresco se recomienda que sea
lento y progresivo, tratando de evitar repentinas modificaciones de las
condiciones ambientales para la biomasa (concentracién de etanol y acido
acético, nutrientes, temperatura, pH, etc) lo cual involucraria una nueva fase
lag y, por consiguiente, un periodo no productivo (Bu’lock y Kristiansen, 1991;
de Ory et al., 2004). Teniendo en cuenta las observaciones realizadas por
Tesfaye et al. (2003), la carga del sustrato se realizé a razén de 14 mL/min,
ya que a esta velocidad se mejoraba la velocidad de acetificacion para un
fermentador de escala laboratorio.

Una vez realizada la nueva recarga con vino fresco, comienza una nueva
etapa con una elevada poblacion de bacterias del acido acético en fase de
crecimiento exponencial. Este nuevo ciclo de acetificacion se deja continuar
hasta que la concentracion de acido acético se estabiliza en el orden de 60
g/L, antes de que las bacterias acéticas lo consuman por el agotamiento de
sustrato alcohdlico.
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11.3. Control del proceso fermentativo
El monitoreo del proceso se realizd a través de muestras tomadas del fer-
mentador cada 4 — 6 hs., mediante las siguientes determinaciones:

- pH con peachimetro marca Boeco BT-500.

- Acidez total mediante titulacion con solucion alcalina de NaOH y fenolf-
taleina como indicador, expresando el resultado como g/L de acido acético.
Se asumié que toda la acidez del medio se debe a este acido.

- Densidad optica (DO) por medicidon de la absorbancia a 540 nm, en
espectrofotometro UV-visible SHIMADZU, modelo UV 1603.

- Recuento celular: en microscopio 6ptico marca Leica DME, con camara
de Petroff Hauser.

- Concentracion de etanol: mediante el kit enzimatico de Boehringer Man-
nheim / R-Biopharm, Cat. N° 10176290035.

La velocidad de acetificacion (p) se determind mediante la siguiente férmula:

CA2 B CA1

p: 1:2_1:1

donde: C,, y C,, = concentracion de acido acético (g AcH/L) para los tiempos
t, y t,, respectivamente (Nieto, 1991; Tesfaye et al., 2000).

El calculo de rendimiento real en la industria (rendimiento GK) se hace
comparando la concentracion total del vinagre con la concentracion total del
sustrato. La concentracion total (GK) se define como la suma de la acidez
total (expresada como g de acido acético por 100 mL) y de la acidez que se
espera obtener por transformacién del alcohol presente (Ormaechea, 1991;
Tesfaye et al., 2000):

Concentracion Total = Acidez Total + €6 alcoholx1,043)

El rendimiento(R) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

R Conc. Total del Vinagre <100

Conc.Total del Vino

Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y la comparacion entre ambos
procesos con diferente proporcion de carga se realizé en funcidn de la velo-
cidad de acetificacion y del rendimiento. El analisis estadistico de los datos
se llevé a cabo mediante analisis de varianza (p-valor<0,05) utilizando el
programa estadistico Statgraphics Centurion XV Corporate.
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lll. Resultados y discusion

En la Figura 3 a) y b) se representan las curvas de crecimiento de Acetobac-
ter sp. durante el proceso semicontinuo de dos ciclos y la evolucion de la aci-
dez durante el proceso. En las primeras 4-6 horas se observa el desarrollo de
la fase /ag, no productiva desde el punto de vista fermentativo. Luego de esta
fase, el inicio de la fase de crecimiento exponencial coincide con el aumento
en la produccion de acido acético.

a) Semicontinuo - D.O. y Acidez

50
- 40
B
c 303
<t [
© o
o F20 8
o =}
(3]
<
—&— DENS. OPTICA 10
—a— ACIDEZ (gr AcH/L)
0,00 0

0,00 3,50 16,00 18,25 21,25 23,25 25,75 27,50 28,15

Tiempo (h)

b) Semicontinuo - 60 % - D.O. y Acidez

2,00 60

1,80

1,60 %0
1,40
- 40
£1.20 -
1,00 30 2
G 0,80 3
80,60 20 2

0,40 —&— DENS. OPTICA 1 0

0,20 T —+— ACIDEZ (gr AcHIL)

0,00 ' . ' : ' ' ' 0

0,00 3,50 550 15,75 18,00 20,00 23,00 26,00 28,50
Tiempo (h)

FIGURA 3. Relacion entre el crecimiento microbiano y la produccién de acido acético
para cada tratamiento: a) Proceso semicontinuo con 40% de descarga/carga, b) Proceso

semicontinuo con 60% de descarga/carga
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Al comienzo del primer ciclo, la concentracion de acido acético se ele-
va exponencialmente una vez que supera valores aproximados de 12 g/L,
situacién que coincide con la encontrada por Nanba (1984), quien observd
este comportamiento a concentraciones de este acido de 12,5 g/L. Esta re-
lativamente baja concentracion facilita la actividad celular (Jiménez Hornero
et al., 2009); es decir, no necesitan una concentracién celular demasiado
elevada para comenzar a producir acido exponencialmente.

Una vez realizada la descarga de vinagre/carga de vino de naranja, no
se aprecia una fase lag bien definida, posiblemente debido a dos factores:
elevada concentracion celular existente aun luego de la diluciéon con vino
fresco (1.10°— 5.10° cel/mL) y adaptacién microbiana a las elevadas con-
centraciones de acido acético presentes. Si bien en trabajos reportados por
de Ory y colaboradores (2002 y 2004) se informé sobre la existencia de una
fase de latencia en presencia de alrededor de 5.108 cel/mL, Ndoye et al.
(2007) encontraron que, luego de la primer recarga las bacterias acéticas
crecian sin observarse una fase /ag.

Es de hacer notar la diferencia de duracién del primer ciclo con respecto
a la del segundo para todos los tratamientos: mientras que el primero pre-
sentd una duracion de 18-22 horas, el ultimo se logr6 en 7-10 horas. Segun
Tesfaye et al. (2003), el primer ciclo de un sistema semicontinuo es siempre
mas largo que los restantes, ya que la biomasa presente se aclimata pro-
gresivamente al medio. El resultado es que el cultivo aumenta su habilidad
para la fermentacién y por lo tanto, la velocidad de acetificacion (de Ory et
al., 2004).

En la Tabla 1 se especifican las velocidades promedios de acetificacion
y los rendimientos para cada ciclo de cada tratamiento. Puede observarse
que, dentro de cada proceso, las velocidades de produccion de acido acético
aumentan notablemente en el siguiente ciclo, sin importar cual haya sido
el porcentaje de carga/descarga. Nuevamente, este importante incremento
podria explicarse en términos de adaptacion celular al cultivo en las condi-
ciones fermentativas actuales.
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TABLA 1. Datos promedio de los ensayos de acetificacion en sistema semicontinuo con

40 % y 60 % de carga/descarga

Veloc. acetif. 1° ciclo | Veloc. acetif. 2° ciclo | Rend. 1° ciclo Rend. 2°

Proceso [g/L/h] [g/L/n] [%] ciclo [%]
40 % 1,65 3,90 83,65 88,51
60 % 1,69 3,57 82,98 85,05

Ya que el primer ciclo de cada uno de los tratamientos se comporta como
un proceso discontinuo, el analisis de varianza se realiz6 sobre la velocidad
de acetificacién y el rendimiento correspondientes al segundo ciclo, en el
cual se puede observar la influencia de la proporciéon de carga.

Los resultados del analisis de varianza realizado a partir de los datos
experimentales demuestran que la proporcién de carga, en los niveles
evaluados, 40 % y 60 %, no afecta significativamente la velocidad de ace-
tificacion y el rendimiento durante el segundo ciclo, con un nivel del 95%
de confianza.

De acuerdo a la Tabla 1, la velocidad promedio de acetificacion en el
segundo ciclo, para el tratamiento con 40% de descarga, es de 3,90 g/L/h,
en tanto que, para el 60%, este valor es de 3,57 g/L/h. De acuerdo a ex-
periencias realizadas por Macias y colaboradores (1997), para descargas
de vinagre a concentraciones de 40 g/L de acido acético, la velocidad de
acetificacion promedio era proxima a 4,5 g/L/h cuando la proporcién de car-
ga era de 40% y de 4,0 g/L/h si se descargaba el 60%, mientras que, si la
concentracién de acido acético era de 50 g/L/h, para ambas proporciones
la velocidad de acetificacion promedio se mantenia cercana a 4,5 g/L/h.
Es decir que, aunque las velocidades obtenidas en el presente trabajo son
levemente inferiores a las de aquellos, los resultados son similares en el
sentido comparativo de los procesos.

En un trabajo publicado por Tesfaye et al. (2000) se aplicé un disefio
factorial para determinar bajo qué condiciones de velocidad de agitacion,
volumen de trabajo y proporcion de carga se obtenia el mejor rendimiento
en producto y a la mayor velocidad de acetificacion. Encontraron que, con
una proporcion de carga 1:1, es decir del 50 %, se obtenian mejores ren-
dimientos que utilizando proporciones 2:1 (67 % de descarga) si bien las
velocidades de agitacion ensayadas (250 y 450 rpm) fueron diferentes a las
empleadas en nuestra experiencia y, como se sabe, una mayor velocidad
de agitacion implica una mayor probabilidad de pérdidas por evaporacion.
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De esta manera, podria decirse que, ya que con una descarga/carga del
60% no se ven significativamente afectadas la velocidad de produccién y
el rendimiento respecto de una descarga del 40%, se puede establecer la
proporcion de carga para un proceso semicontinuo en 60% y asi obtener

mayor volumen de producto.
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