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RESUMEN

El agua de coco es una sustancia rica en carbohidratos y minerales que la hacen
de gran utilidad para diversos usos, entre los cuales se encuentran la produccion de
vinagre, ya que el agua de coco constituye un medio adecuado para el crecimiento y

desarrollo de los microorganismos utilizados en este proceso.

En El Salvador la fabricacion de aceite de coco genera muiltiples desechos comoe lo

son: el casco, la cascara y el agua de coco.

De los anteriores solamente el agua de coco no esta siendo utilizada por lo que en
este trabajo se presenta una alternativa de utilizacién y consumo popular de facil

manipulacion.

Para definir el método a ser utilizado en la fabricacion de vinagre se procedio a
evaluar las etapas involucradas en este como lo son la fermentacion alcohdlica y la

acetificacion.

Primero se tomaron mediciones de las concentraciones de alcohol por medio de
un cromatdgrafo de gases a lo largo de cinco dias para conccer el dia en el que se
contarian con las condiciones Optimas de concentracion de etanol (7% v/v), para la
inoculacién adecuada del acetobacter; dando como resultado que el segundo dia de

fermentacién era el 6ptimo.

Para la etapa de acetificacion se evaluaron basicamente dos métodos:

" Aireacion natural. El cual dio como resuitado un 4.84% de acido acético en un periodo
de 16 dias.

Con zireacion artificial. Este se dividio en dos método:

= Fermentacién alcohdlica seguida de acetificacion, la cual dio un resultado de
1.44% v/v de acido acético en un periodo de 14 dias.
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- Acondicionamiento del sustrato adicionando 7% viv de etanol y continuando con
la acetificacion. El resultado obtenido de este método fue 1.19 % viv de acido

acético en un periodo de 10 dias.

En base a los resultados anteriores se opté por el método con aireaciéon natural, ya
que el porcentaje de acido acético obtenido fue mayor y de acuerdo con las variables que
afectaban el proceso de acetificacion se decidid comprobar si el tipo de madre y la adicion

de vinagre iniciador era determinante en la produccion de acido acético.

Estadisticamente se comprobd que las variables anteriores (tipo de madre y cantidad
de vinagre iniciador agregado) afectan el proceso de produccion de &cido acético, aunque
es necesario realizar mas estudios para determinar en qué volumen de vinagre iniciador
resulta mas adecuado en la produccién de vinagre de agua de coco.
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INTRODUCCION

El cocotero es un arbol con multiples beneficios, que se encuentra ampliamente esparcido
por todo el tropico terragueo y es fuente de una gran variedad de productos que van desde
artesanias, alimentos, bebidas, hasta carbon activado, siendo un signo de las zonas

tropicales.

El arbol junto a su fruto es explotado en Malasia, La India, Singapur, Costa Rica y otros
paises que han sabido desarrollar las técnicas de cultivo y explotacion necesarias para

obtener todos las riqguezas que éste proporciona.

En El Salvador el cocotero es cultivo de pequefios propietarios, y se utiliza como planta
ornamental en casas y jardines, o para extraer su agua y beberla; su explotacion se ha
venido reduciendo con las necesidades de tierra debidas a la densidad demogréfica, Ia
tendencia de la poblacion a dar término a las asociaciones entre propietarios para formar
Cooperativas y al poco interés que se le esta dando a la agricultura en el pais. Sin embargo
todavia existen algunos lugares en la costa salvadorefia donde se explota el coco para otros
fines que van mas alla de los ornamentales, y se emplea este fruto para producir aceite y
coco desecado. Estos lugares tuvieron su apogeo en la época de los afios 80 y ahora la

tendencia de los lugarefios es buscar otros cultivos o formas de vida mas rentables.

La industria del aceite de coco es una industria generadora de residuos que son de utilidad
para los habitantes de las zonas donde se lleva a cabo el proceso de extraccion. Para todos
los residuos se ha logrado encontrar utilidad, a excepcidn del agua de coco, que esta siendo
lanzada al suelo y se acumula siendo criadero de insectos y una fuente de 4cido acético
capaz de acidificarlo, volviéndolo poco o nada util para los cultivos. El agua de coco no -es
una fuente de contaminacion a gran escala, ni mucho menos un residuo téxico, pero si es
una fuente de minerales que la hacen apta para el desarrolio de microorganismos.

Como se ha planteado en trabajos similares a este, el agua de coco puede ser utilizada para
el desarrolio y crecimiento de microorganismos que son fuente de masa proteica que ya es
fuente alimenticia en paises desarrollados, ademas tiene una aplicacion limitada en la
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inseminacion artificial de ganado vacuno y porcino, estas dos opciones no son Utiles para
Iaé personas que habitan las zonas donde se esta generando el desperdicio.

Por otra parte el agua de coco es una bebida de gran demanda en los paises tropicales,
pues sirve como bebida refrescante y tipica de los mismos, pero a medida que el coco va
madurando el agua va cambiando de composicién, con lo que cambian sus propiedades
organolépticas, En la extraccion de aceite los cocos a utilizar son cocos con alto grado de
madurez, lo que posiblemente sea una de las causas por las que el agua es depositada en
el suelo sin buscarle otras utilidades, aunque la principal causa de su -desper‘dicio' es el
método de utilizado para pariir los cocos, que no permite una recoleccién adecuada de la
misma. :

El proposite de este trabajo. es proponer una solucion factible, apegada al desarrollo
econdmico y tecnolégico de El Salvador y de los habitantes de las zonas donde se esta
“generando este.residud, que como se podra observar hés adelante tiene multiples factores
que lo hacen propicio para el desarrollo de microorganismos, entre los que se encuentran
los que son genéradores de alcohol y posteriormente acido acético.

1
-

Por ofro lado debemos recordar que El Salvador, como el resto del mundo, estad siendo
influenciado por la necesidad de reducir los residuos de varias agroindustrias, que a'la larga
se vuelven en contaminantes para el ambiente, pues los productos fabricados bajo las
practicas de "Tecnologias mas limpias" son preferidos por los paisés importadores de
materias primas y productos que aqui, como en el resto de paises en desarrollo son

producidas.



1 EL COCOTERO.

En primer lugar es necesario plantear los origenes y usos de fruto, asf como la composicion

de las diversas partes del mismo, ya que todos estos datos sirven de base para establecer
o .

la propuesta ¢ue aqui se plantea.

El cocotero es una planta distribuida en las zonas tropicales, su origen es tema de
discusiones pues existen varias teorias al respecto aunque lo realmente importante de esta

planta no es tanto su origen sino la riqueza de utilidades que nos presenta.

Hoy en dia no hay ningun lugar en la tierra en el auténtico trépico geograficamente
comprendido entre los 22 grados de latitud al norte y al sur de la linea ecuatorial, donde no
haya arraigado una semilla de Cocos nucffera.

1.1 ORIGEN Y DISPERSION

Pocas plantas estan mas ampliamente distribuidas en la naturaleza que el cocotero, el cual,
cuando las condiciones son favorables, se encuentra por todos los trépicos. Debido a esta
amplia distribucién, el habitat original del cocotero viene siendo desde hace muchos afios un

tema de controversias.

Existen varias corrientes de opinidn respecto al origen y dispersion subsiguiente al coco. La
primera supone que tuvo origen en América, con dispersién posterior a Polinesia y Asia. Asi
Guppy (1906):.sugiere que el coco tiene su origen en la costa del Pacifico de la America
Tropical, mientras que Cook (1910) cree que se origind entre las palmas cocoides de los
valles andinos de Colombia, con disposicion subsiguiente por obra de pueblos primitivos a
las islas del Océano Pacifico y el Indico.

Una segunda posibilidad es una emigracién hacia el sur por la Antartida, posibilidad
apoyada por el descubrimiento de pequefias nueces fosiles, en forma de pequefios cocos,
en los lechos del Terciario tardio (Micceno-pliocena) en la North Island de Nueva Zelandia
(Corner, 1966). Asi, pues, la migracion del antepasado del coco puede haberse efectuado



pasando por la Antartida ctando dicho continente tenfa un clima mucho mas célido y estaba
comunicado con otras masas de tierra en el Hemisferio Sur (Purseglobe, 1968).

N

Existe una tercera corriente que asegura que no se han podido encontrar formas primitivas
de palmeras de coco que permitan determinar con certeza su crecimiento en estado
espontaneo o silvestre y afirma que el cocotero es originario de la Polinesia.

11.1__DESCRIPCION BOTANICA DEL COCOTERO
El cocotero se clasifica botanicamente como:

Clase : angiospermeae
Subclase: monocofiledoneae

Orden : palmares
Familia: palmaceae
Género: cocus
Especie: C-nucifera L.

Figura 1.1. Variedades de palmas de coco.



Existen' basicamente dos variedades de palma de coco, que se distinguen por su tamaiio,
principaimente; aunque la calidad del fruto y la forma de reproduccion son diferentes de una
variedad a otra.

Una de las 'va.riedades es la de porte alto, que mide de 20 a 25 metros de altura, el
representado |:;or nimero 1 en la figura 1.1, y,présentan una fertilizacion cruzada, 1a calidad
_ del fruto es de mejor calidad, se muestra en la figura 1.1con el nimero 3, aunque es
faciimente atacado por "el amarillamiento letal', que es una enfermedad que acaba

rapidamente con las plantaciones,

La otra variedad es la enana, que presenta un porte pequefio y cuya altura méxima es de 12
metros, nﬂmerg 2 en la figura 1.1, sus hojas son relativamente cortas y la calidad, forma y-
color del fruto es diferente que el de las variedades altas, representado por 4 en la figura
1.1. Y contrario a la otra variedad es mas resistente a la enfermedad del "amarillamiento
letal", que. hasta el momento no ha encontrado cura una vez ha atacado a las plantaciones
de coco.

) , c 0
El Salvador reline las condiciones necesarias para su desarrollo, aunque, como todo cultivo
que luego serd utilizado con fines industriales requiere condiciones especiales para un,

optimo crecimiento y aprovechamiento al maximoe de su cosecha.

.1.2.1 CLIMA Y SUELO

Las exigencids de temperatura del cocotero son de 22°C minima de temperatura media al

afo y 27°C temperatura méaxima media.

Otras condiciones de clima son: de 1500 a 2500 mm -de lluvia y que no haya mas de tres
meses de sequia en el afio; humedad relativa de 70 a 80%, 2000 horas de luz solar por afio,
con un promedio mensual no menor de 120 horas deé luz-solar.



Los vientos asociados a la radiacion solar aumentan la evaporatranspiracion y asimilacion

de nutrientes por planta.

El cocotero tiene preferencia por suelos ligeramente arenosos o arcillosos, profundos y
permeables, con buena aireacién en donde el sistema radical pueda arraigarse y desarrollar
bien sus raices fibrosas. Los suelos arenosos, cuyo contenido arcilloso no es alto, como en
las principales zonas de cultivo son bastante apropiadas. Sin embargo, estos suelos en su
mayoria son pobres en nutrientes. Es importante que el suelo posea buen grado de
percolacion y abundante cuantia de potasio.

El cocotero en general es muy tolerante a los diferentes valores de acidez del suelo, su
cultivo se puede desarrollar tanto en suelos fuertemente alcalinos como en aquellos acidos
(pH de 5) y prospera a un pH de 7.5. Ademds responde a la fertilizacion mineral y organica,
(CENTA, 1980).

En el anexo A se plantean aspectos relativos al establecimiento de nuevas plantaciones.

1.2 MORFOLOGIA DEL COCOTERO.

El cocotero tiene la morfologia tipica de las monocotileddneas, con tronco de igual didmetro
en casi toda su longitud, terminando en una corona de hojas que se origina en una yema
terminal. Ver en [a figura 1.2 las diferentes partes de la planta.

1). Raices: se originan en gran namero de la base del tronco, las raices adventicias son de

5 a 6 m de longitud y se ramifican en raices secundarias, terciarias y cuaternarias.
2). Tronco. Casi liso, de color grisaceo, con nudos y ligeramente ensanchado en la base.

3). Hojas. Originarias de la yema terminal dei tronco formando una corona de hasta 30
hojas.

4). Inflorescencia. Produce flores masculinas y femeninas.

! - -
5). Espata. Encierra la inflorescencia antes de la floracion.



8). Espadice. Esta conformada por un eje central, del cual parten varias ramas laterales con
las flores.

7). Flor femenina. Se origina en una base de las ramas de |a esp&dice, es globosa, el ovario

posee tres ovulos de los cuales sélo uno es fértil.

8). Flor masculina. Se forma encima de las femeninas. Cada flor femenina -esta
acompaniada generalmente por dos pequeiias flores masculinas fértiles.

9). Racimo de frutos. Después de la fecundacion, la inflorescencia se convierte en un

racimo de frutos, sobre el cual persiste la espata floral.

10). Fruto. La flor femenina fecundada se transforma en un enorme fruto que contiene
una sola semilla. (Sanchez Potes, 1987)



Figura 1.2. Diferentes partes de la planta de! cocotero,
(Sanchez Potes, 1987).

IS |

Transcurre cerca de un afio entre la diferenciacion de las flores femeninas y las aberturas
de la espata y un aio entre ésta y la maduracion de los frutos. Un corte transversal muestra

de afuera hacia adentro, las siguientes partes:
i
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. 1). Una epidermis lisa, cérea, de color variable.
2). Un mesocarpio fibroso, de color marrén claro, grueso.
3). Un endocarpio lignificado, muy duro, de color oscuro, con tres aristas
longitudinales y tres.poros germinativos.

La semilla esta-conformada por:
4). Un albumen blanquecino; brillante, de 1 a 2 cm de espesor, con alto contenido-de
aceite, rodéado dé un tegumento séminal delgado. |
5). Un liquido -opalescente o agua de coco, que lleva tres cuartas partes de la
cavidad central.
8). Un embrion localizado en el albumen, debajo de uno de los poros germinativos.
(Sanchez Potes, 1987).

Las diferentes partes del fruto se pueden gbservar en la figura 1.3.

El fruto en drupa voluminosa de mesocarpio fibroso, nuez huesosa con tres agujeros en [a
base; albumen cartilaginoso, blanco, comestibleé, embridn situado cerca de uno de los

agujeros de la nuez. (Guzman, 1976).

El cocotero se desarrolla & partir de una sola semilla en la fibrosa. El ovario es tricarpelado,
del que suele desarrollarse solamente una seccién. El fruto es mas o menos ovoide,
dependiendo. su forma exacta de la variedad, que también condiciona su tamafio,

frecuentemente mayor que una cabeza de hombre.

Por debajo de la piel exterior lisa, o exocarpio, hay una cubierta fibfosa, 0 mesocarpio,
formando ambos la cascara, cuyo espesor (a menudo de mas de 5 cm) depende de la
variedad. Por debajo de ésta, cubierta por un casco muy duro, ¢ endocarpio, esta la nuez

misma.



Figura 1.3. Fruto del cocotero: (a) Racimo de frutos, (b) diferentes partes dei fruto.
(Sanchez Potes, 1987).

El casco tiene tres bordes aproximadamente Iongitudi,nales y tres depresiones bien definidas
en la base, que corresponden a la divisién de los tres carpelos originales en la flor, que se
conocen con el nombre de poros germinativos. Normalmente, dos de estos poros u "ojos"
son menores y bastante duros, mientras que el tercero es un "ojo" blando. Inmediatamente
debajo del ojo blando esta situado el germen o embrién, y, cuando la nuez germina la

piantula se abre paso por aqui .

La "carne" o endospermo del casco es delgada, y, cuando es joven, parece jalea, pero se
hace més gruesa a medida que la nuez va madurando hasta llegar a 1 cm o mas. En la
primera fase (4 a 5 meses), cuando la nuez esta creciendo se desarrolla la cascara y el
casco, y en la totalidad del interior esta llena de agua de coco. En [a segunda fase (que
dura de 6 a 8 meses), la cascara y el casco se endurecen y engrosan. En la tercera fase, el

endospermo se desarrolla y madura.

La copra -estd totalmente formada a los 300 dias y, a los 12 meses, el casco esta
completamente endurecido y la nuez madura. El casco, que se forma al mismo fiempo que
el embrién, en su periodo inicial blando y blanco, se endurece y oscurece a los 7-8 meses;
el cambio de color empieza por la parte superior, y posteriormente alcanza la base cerca de
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i los poros germinales poco antes de 7-9 meses, siendo el peso medio de 3 a 4 Kg.
La composicion del fruto himedo se describe en el cuadro. 1.1.

' Estas cifras son bastante uniformes para nueces maduras de varios tamafios de la misma
variedad, y, por tanto pueden utilizarse como medida para determinar el rendimiento de

copra, procediendo simplemente a pesar las nueces.

Cuadro 1.1. Principales datos analiticos de varios productos del coco.

'\ I Producto Humedad Grasa | Proteina | Carbohidratos | Minerales
Porcentaje
Agua de coco. 93 1 1 5 1 -
Pulpa blanda 93 1 1 3 1 -
verde.
Pulpa firme 82 2-3 1 2-3 1 -
verde.
Leche de coco. 52 27 4 _ 16-18 1 1
&

(Grimwood, 1977)

Los pesos relativos de los diferentes componentes son variables, pero los promedios suelen
ser los que se presentan en el cuadro 1.2,

Cuadro 1.2. Pesos relativos de los diferentes componentes del fruto del cocotero.

Parte del fruto- Porcentaje
aproximado
Céscara 35%
Casco 12%
Copra 25 %
Agua - 25%

(Grimwood, 1977)
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1.3 UTILIZACION DE LAS DIVERSAS PARTES DEL COCOTERO

El cocotero es un arbol con una gran diversidad de usos, a continuacidon se mencionan

algunos.

= TRONCO:Para la construccion de casas, puentes, establds para el ganado y
acueductos. La madera vieja y madurado de la parte interior del tronco suministra

material muy til y la costumbre de remojarla en agua salada durante un mes mejora la

calidad.

= HOJAS: Incineradas rinden mucha potasa empleadas en la jaboneria.
- FLORES: Por medio de una sencilla manipulacién, genera aziicar y cortando |a punta
del espadice, exuda un licor azucarado muy agradable y refrescante, y despues

alcohdlico, muy fuerte y embriagadar.

~ SAVIA: Se utiliza para la fabricacién Toddy (o tuba), bebida obtenida por fermentacion
natural. También puede convertirse en otros productos, tales como alcohol, azlcar,

melaza, jaggery y vinagre.

= PERICARPIO: Sirve para fabricar cepillos, escobas y otros utensilios para limpiar
muebles y entablados; asi como para la fabricacion de sacos.

- CASCO O ENDOCARPIO: Este se consume principalmente como combustible in situ,
pero una parte se transforma en carbén vegetal, parte del cual se exporta a los paises
desarrollados para la conversion en carbén activo. El casco finamente molido se usa en

pequefia proporcion como carga en termoplasticos.

- ALMENDRA O NUEZ :Se utiliza para extraccion de aceite, leche de coco, coco rayado

para confiteria, harina de coco.

- AGUA DE COCO: Se consume como bebida refrescante, se utiliza para la fabricacién de
vinagre, medios de cultivos microbiolégicos, como sustitutivo del plasma sanguineo y

para casos severos de mal nutricion
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A continuacién se describira detalladamente la utilizacién del agua de coco, asi como
también se presentara su composicion quimica.

L3.1__UTILIZACION Y COMPOSICION DEL AGUA DE CQCO,

El agua de coco es una bebida higiénica, refrescante y su valor alimenticio se estima por los

componentes que se muestran en el cuadro 1.3.

Este liquido, esta encerrado en la carne o albumen y contiene sustancias promotoras del
crecimiento de identidad desconocida, con un contenido muy pequefic de acido ascorbico
(vitamina C). Ahora bien, su composicion cambia durante los procesos de desarrollo,
germinacion. (Grimwood, 1977).

Cuadro 1.3. Diversos componentes del agua de coco.

Componentes Porcentaje
Agua 92%
Aceites 1%
Proteinas 1%
Hidratos de carbono 5%
Minerales 1%

(Gattioni, 1960)

Generalmente a los 5 meses el fruto ha alcanzado su tamaifio definitivo y empieza a
formarse la carne o almendra gelatinosa. Un coco lleno de agua y de sabor agradable se
cosecha entre los 6 y 8 meses. A esta edad la cantidad de agua varia entre 600 a 400
gramos, o sea el equivalente de liquido de 3 botellas de soda. El agua, que es apenas dulce
y un poco acidulada, va concentrandose y consumiéndose hasta desaparecer por completo
a medida que avanza y termina la madurez del fruto, que demora 12 meses. (Gattoni, 1960).

El agua de coco tiero (7 - 8 meses) es una bebida importante en zonas de produccién del
coco, y es consumida diariamente grandes cantidades, por los habitantes de la zona, los
agricultores que producen cocos en pequefias areas prefieren vender el coco antes de que
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madure completamente para que sea consumida su agua y no dejarle madurar para

producir copra.

En paises como Indonesia, Filipinas y Tailandia, los fabricantes de productos derivados de
la copra han intentado producir bebidas del agua de coco, utilizando un praceso rapido de
pasteurizacidn que es realizado a una alta temperatura (semejante al que se utiliza para la
leche), que tiene la desventaja de eliminar algunos elementos nutritivos y afecta el delicado
sabor, aunque elimina el crecimiento de las bacterias. Todo esto afecta seriamente la
comercializaciéon del mismo, aunque existe en el mercado bebidas que se venden como
agua pura de coco en empaques para productos alimenticios delicados tales como el
Tetrabrik.

Otra de las aplicaciones que ha tenido el agua de coco es para sustituir al plasma
sanguineo, ya que es una bebida isotdnica natural, con el mismo equilibrio electrolitico que
nuestra sangre, durante la guerra del Pacifico de 1941-45, las partes en conflicto utilizaron

habitualmente el agua de coco, extraido directamente del fruto con este fin.

Se ha comprobado que el agua de coco es un sustitutivo (til para infusiones intravenosas.
El agua es estéril dentro de la nuez, y puede retirarse faciimente con ayuda de un tubo
insertado: causa reaccion diurética en casos de nefritis y en cirrosis atréfica con ascites.
Ademés se ha empleado con éxito en casos de mal nutricion aguda y deshidratacion.

Desde hace muchos siglos, el agua de coco viene usandose en los paises de origen para
curar varias enfermedades. A veces por si misma, o frecuentemente mezclada con leche de
coco, se ha utilizado en el tratamiento de gusanos intestinales y para aliviar los trastornos
estomacales, y en caso de colera, en que la presencia de sustancias salinas y albiminas
controla el vomito. Se afirma que disminuye los sarpullidos causados por la viruela y el

sarampion, y se cree que es beneficiosa para la piel en general. (Grimwaod, 1977).

Se ha demostrado que el agua de coco es un excelente medio de cultivo bacteriologico, se
presta al crecimiento e incluso lo estimula. Al adicionar de 10 a 25% del agua de coco a un
medio nutritivo ordinario casi duplica sus cualidades culturales en el caso de
Staphylococcus aureus, Bacillus facalisalcaligenesy y Baciflus Velihii. También se ha
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demostrado que el agua de coco contiene uno o varios factores esenciales para el
crecimiento y desarrolio de embriones muy jévenes del Dafura stramonium. Despues, se ha
comprobado eficaz para favorecer el crecimiento por ejemplo del girasol, del mosaico del
tabaco y del cultivo del tejido de patatas, asi como el crecimiento in vitro de plantas a partir
de raices de zanahoria. Cuando se afiade a un medio de cultivo de Mycobacterium
tuberculosis, incluso a una dilucion de 10,000, disminuye a 12 los 20 dias que normalmente

se necesitan para el crecimiento maximo.

Kluveiromices fragilis crece bien sobre agua de coco maduro, con rendimientos que llegan
hasta 0.54 g de levadura seca por gr. de azicar total a 40 °C. Sdlo se necesita anadir urea
(u otra fuente nitrogenada) a una concentracién de 1 gr.fit al agua de coco para obtener
rendimiento maximos, ya que hay en su estado natural suficientes sustancias minerales y
vitaminas. Después de lavada y secada la levadura recogida tiene un aspecto crema palido,

poco olor y un sabor agradable a nuez. Se conserva bastante tiempo en almacén.

Un procedimiento para cultivar K. fragilis sobre agua de coco Unicamente seria viable si se

dispusiera sobre grandes suministros periédicos de este liquido, por ejemplo, una fabrica de ’
coco desecado. Para una instalacién que elaborase 800,000 cocos aproximadamente, se
producirfan unos 112,000 litros de agua de coco cada dia. Suponiendo que esta agua de
coco contenga 3% de carbohidratos y que pueda obtenerse un 50% de rendimiento de
Iev?dura, en 300 dias laborables podrian producirse casi 500 toneladas de levadura seca.

La K. fragilis es una fuente rica de aminoacidos y vitaminas, que contiene 45% de proteina.

Como el agua de coco se infecta facilmente al dejarla abandonada, se necesitan métodos
paré preservarlas en gran escala antes de la inoculacién. Experimentos de laboratorio han
demostrado que el Metabisulfito sédico a una concentracién del 0.25% preserva el substrato
durante 24 horas, Esta concentracion puede rebajarse a 0.03%, ajustando el pH del agua de

coco desde 5.4 (normal) a 3.9.

El agua de coco maduro no es una fuente economica de carbohidratos. La concentracion de
carbohidratos es pequefia (alrededor del 2%) y, ademas, contiene grandes cantidades de

otras materias organicas e inorganicas. Algunos autores llegan a la conclusion de que la
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produccion de alcohol industrial por fermentacion no presenta interés, aunque una

fermentacién adicional dar una solucién diluida de 4cido acético (alrededor del 0.5%).

Lahille recomienda conservar la potasa en el agua afiadiendo cal 0.54 g de levadura seca
por gr. de azucar total a 40 °C para formar una papilla que puede utilizarse como fertilizante.
(Grimwood, 1977). En el cuadro 1.4 se presenta la composicién del agua de cocos maduros.

Cuadro 1.4. Andlisis del agua de cocos maduros.

F‘ Componentes I Limites Peso medio

I .« . . Gramos por 100 mililitros. . . . .
Sdlidos fotales 3.9-55 4.71
Azicares reductores (como
azycar invertido) 0.23-1.30 0.80
Angares reductor’es
adionals despuse i
Cenizas

0.50 - 0.84 0.62

Sdlidos organicos no
identificados ) 2.01
Humedad

. - 95.29

(Grimwood, 1977)

Como puede observarse en los cuadro anteriores los constituyentes més importantes son
los carbohidratos, pero hay gran confusion en cuanto a su identidad en un principio se
sugiri6 que habia glucosa, fructosa y sacarosa. Posteriormente se encontré sorbitol en
cantidades considerables junto con m-inositol y s-inositol posteriormente se informé sobre la
presencia de galactita en el cuadro 1.5 se reproduce el anélisis cuantitativo de muestras
tipicas de agua de coco maduro en Republica Dominicana y Malasia, (Grimwood, 1977)

Varios investigadores se han dado cuenta de la presencia de cantidades considerables de
manitol; sin embargo, este compuesto solamente se ha encontrado en agua de coco
podrida, es decir, agua que se ha tenido almacenada durante alglin tiempo después de
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sacada de la nuez. Se cree que se ha formado por reduccién bacteriana de hexosas
existente en estado natural en el agua de coco.

Sélo se encuentran cantidades muy pequefias de proteinas y grasas hasta el. momento de
germinacion de la nuez.

Cuadro 1.5. Andlisis cuantitativo de carbohidratos en el agua de cocos
maduros (Republica Dominicana y Malasia)

[ Carbohidratos Repubiica Cocos de
Dominicana Malasia
Porcentaje .
Glucosa 0.18
} 0.75
Fructosa 0.20
Sacarosa 3.94 1.88
Sorbitol 1.02 0.94
m-Inositol Indicios Indicios
S

L
(Grimwood, 1977.)

El agua de coco madura contiene varias vitaminas, pero en cantidades poco importantes. El
acido ascorbico es la principal vitamina presente. Se han citado cantidades que oscilan
entre 7 - 37 mg/ It. Se encontré también acido nicotinico 0.64 pg/mi, acido pantoténico 0.52
ug/ ml, biotina 0.02 pg/ ml, riboflavina 0.01 pg/ m! y acido félico 0.003 png/ ml. Se ha
informado también sobre la presencia de indicios de tiamina y piridoxina.

Se ha encontrado aminoéacidos proteinicos libres en agua de coco a razédn de 4.135 ug/ 100
ug de residuo insoluble en alcohol a partir de coco maduros. En el cuadro 1.6 puede verse
la composicidn en aminoacidos.

Varios in;/estigadores han informado sobre la presencia de factores de crecimiento en el
agua de coco. Shanz y Stewart sefalaron la presencia de 1,3 - difenilurea (5.8 ng/ ml), y de
indolaceticoarabinosa. |



18

La potasa es el principal constituyente del agua de coco, aunque se hayan encontrado
indicios de otros varios elementos. Indudablemente el contenido de elementos traza
dependera en gran medida de las. cantidades del suelo. En el cuadro 1.7, se resumen los
elementos traza identificados en el agua de coco. (Grimwood, 1977)

Cuadro 1.6. Aminoacidos de agua de cocos maduros (Republica Dominicana).

] Nitrégeno de aminoacido en
amositos | LRI | P it
Acido cistérico 217 3.86
Acido aspartico 190 2.94
Acido glutamico 880 12.47
Serina 166 3.25
Glicina 277 7.61
Treonina 62 1.07
Alanina 61 1.4
Histidina 197 7.86
Lisina 398 11.23
Arginina 663 314
Prolina 478 8.57
Valina 73 1.28
Leucina 2486 3.86
Fenilalanina 14 0.18
Tirosina 92 1.056
Hidroxiprolina indicios indicios
Metionina-sulféxido 111 1.92

(Grimwood,1977)

Cuadro 1.7. Elementos traza encontrados en el'agua de coco

Elemento K Na Ca Mg Fe Cu P s Ci
Mg/100 ml 312 105 29 30 0.1 0.04 37 24 183
(Grimwood, 1976)
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1.4 DISTRIBUCION ACTUAL DEL COCOTERO EN EL MUNDO

Las principales zonas en las que crece el coco en el mundo estan situadas a unos
22° de ambos lados del Ecuador, (véase figura, 1.4). Fuera de estos limites, el cocotero
tiende generalmente a crecer con lentitud, es principalmente vegetativo, y tiene valor
comercial reducido o nulo. Child (1964) ha resumido los limites dentro de los cuales puede
encontrarse el cocotero. En la India crece hacia el Norte hasta Lucknow (latitud 26°24"),
aunque no suele fructificar alli, en Africa, los limites septentrionales con Cabo Verde (15°N)
en la Costa Occidental, y Djibouti (11°30°N) al Este; y, en el Pacifico el cocotero se
encuentra en el Norte hasta las Islas Bonin (26°N), y al Sur hasta la Isla Pitcairn (25°S). En
América del Sur se encuéntra esta palma entre Brasil a una [atitud de 27°S, y en América
del Norte, en Florida, a una latitud de 25°N, aunque los intentos de cultivarla alli a gran

escala no han tenido gran éxito. (Grimwood, 1977).

Figura 1.4. Principales zonas del cultivo def cocotero en el mundo.
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1.5 DISTRIBUCION ACTUAL DE LAS PLANTACIONES DE COCOTERO EN EL
SALVADOR.

En El Salvador el cultivo del cocotero ha disminuido debido al deficit territorial y a las
diferentes reformas agrarias que se han estado llevando a cabo desde el comienzo del
_conflicto armado. Las plantaciones de cocotero que actuaimente existen se dedican a la
venta de cocos para consumo de su agua fresca y su fruto. Por lo mismo, existen pocos
lugares que produzcan cocos en cantidades suficientes que sean destinados a la industria
aceitera. Un ejemplo claro es el de la Cooperativa de Tihuilocoyo, que se dedicaba a la
produccién de cocos para la obtencién de aceite, la cual desapareci6 y por decision de los
integrantes sus tierras han sido parceladas para construccién de viviendas y la siembra de
otros cultivos diferentes al cocotero, [0s cocos que se obtienen son pocos y se venden
como fruta, asi como lo hacen otras cooperativas del occidente del pais donde su
produccion es poca, aunque es registrada por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia como
lugares de donde se obtienen estos frutos (ver figura 1.5).

Por otro lado en toda la costa salvadorefia existen Palmas de Coco (es el nombre con el
que se conocen estos érboles), que son parte de pequefias propiedades privadas y cuyos
frutos son basicamente de consumo doméstico, las tierras que son dedicadas
especialmente para plantaciones de cocotero son pocas y se encuentran distribuidas en la
zona oriental del pais, en las costas e islas del departamento de Usulutén, en donde estan
las cooperativas: El Jobal, en la Isla El Espiritu Santo; Corral de mulas, en la Peninsula de
San Juan del Gozo; San Sebastian, en la Isla del mismo nombre y Madresal, en la Isla
Madresal, tal como puede observarse en la figura 1.6.

En estas cooperativas se cultivan cocos con la finalidad de producir coco desecado o
aceite, aunque debido a las dificultades que tienen para comercializar sus productos se
estan dedicando también a generar otros que sean facilmente colocados en el mercado

nacional e internacional.
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Las cooperativas San Sebastian, Madresal y Espiritu Santo, procesan tnicamente la copra
hasta obtenerla seca para luego venderia a otros lugares en tierra firme donde se fabrica
aceite o se vende el coco desecado para comercializarlo como alimento.

La Cooperativa El Jobal, que es la mas grande y organizada de las antes mencionadas, se
encuentra produciendo aceite de coco, ademas de otros subproductos de la industria del
aceite de coco, como la harina residual de copra, que se utiliza para fortificar alimento de
cerdos y carbdn activado o carbdn para cocina, que es producto de investigaciones

recientemente realizadas.
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Figura 1.5. Mapa de uso actual del suelo en El Salvador donde se pueden observar las zonas dedicadas al cuitivo del cocotero

en color rosa.!

' Mapa cortesia de! Ministerio de Agricultura y Ganaderia Divisién de Economia Agropecuaria. E| Salvador 1998.
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ATFACEAnN

Figura 1.6. Ubicacién de las plantaciones de coco dedicadas a la produccion de
aceite. 1- Isla y Cooperativa El Espiritu Santo, 2- Cooperativa Corral de Mulas, 3- Isla
Madresal y 4- Isla San Sebastian.

23
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1.6 SITUACION ACTUAL DE LA INDUSTRIA DE EXTRACCION DE ACEITE DE
COCO EN EL SALVADOR.

En El Salvador s6lo se cuenta con dos extractoras de aceite de coco, una se encuentra
ubicada en ia carretera que conduce a Santa Ana, en la que se procesa el aceite después
de comprar la copra seca a cooperativas como por ejemplo Corral de Mulas, San Sebastian
y otras que se dedican a este rubro; y la cooperativa E| Jobal ubicada en la isla El Espiritu
Santo en la bahia de Jiquilisco, Usulutan. (ver figura 1.7)

La cooperativa El Jobal fue fundada en 1980 y cuenta con una extensién de 400 mil
manzanas, en las cuales se encuentran palmeras de la variedad enana y polinesio de hasta
60 afos de edad. El patrimonio de esta cooperativa se basa en la extraccién y el
procesamiento de la copra para la fabricacion de aceite de coco, por lo que ha sido tomada
como base para el presente estudio,

Figura 1.7. Costa de la Isla Espiritu Santo, en a Bahia de Jiquilisco.

Departamento de Usulutan.
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En la figura 1.8 se muestra el flujograma de produccién de aceite de coco utilizado en El

» DERRAMAMIENTO
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Salvador
Figura 1.8. Esquema de produccidn de aceite de coco
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La produccion del aceite inicia con la recoleccion del coco, lo que implica la seleccion, corte
y transporte del fruto, para luego ser llevado a patios de acopio {que miden alrededor de
una manzana de extension), cada dia se depositan en este patio alrededor de 700 a 800
cocos. En la figura 1.9 puede observarse una zona del patio de acopio de la Cooperativa Ei
Jobal.

Figura 1.8. Vista de uno de los patios donde se depositan los cocos en la Cooperativa "El
Jobal" de la Isla El Espiritu Santo. Bahia de Jiquilisco Usulutén.

El patio de acopio esta dividido en varias zonas, los cocos se parten en zonas diferentes
para evitar la acumulacién excesiva de agua de coco, es decir que no se utiliza siempre el
mismo lugar, ya que el método que se utiliza para extraer la copra no permite la
acumulaciéon del agua de coco en recipientes, sino que ésta cae directamente al suelo
aproximadamente de 400 a 500 lt/dia, generando un problema en las zonas donde se
parten los cocos, pues al entrar en contacto con el aire, el agua pierde rapidamente casi
todas sus propiedades organolépticas y es un medio propicio para ser atacado por
levaduras y bacterias, las cuales la fermentan y producen contaminacion de los suelos, ya
que ésta se transforma en &cido acético que al acumularse influye en la acidez del suelo,

afectando a los cultivos mas cercanos.
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En la produccién de copra a pequefia escala el agua de coco suele recogerse y darse a los
cerdos y al ganado vacuno, cuando esta fresca, pero es mas frecuente que se constituya
en un desperdicio.

El albumen es arrancado del coco por medio de unas cucharas afiladas, las cuales son
manipuladas por mujeres que se dedican a este trabajo (que en la zona son conocidas
como "copreras") ver figura 1.10.

Figura 1.10. Obreras extrayendo copra en la cooperativa "El Jobal". Isla Espiritu Santo.
Bahia de Jiquilisco. Usulutan,

En cuanto a las cascaras y los cascos de coco se utilizan en pequeftas cantidades para ser
consumida por los habitantes de la isla, y segin investigaciones recientes, la estopa de
coco de la cooperativa El Jobal esta siendo utilizada por la empresa Carb6n Activado de EI
Salvador (CADESAL), para la fabricacion de carbén vegetal. (La Prensa Gréfica, 15/10/00)

Luego este albumen es pesado y es transportado en un camién con destino a los patios de
secado en-donde recibe un tratamiento térmico natural (se pone a secar al sol). que
constituye la operacién esencial en la preparacion de la copra. Los patios de secado
constan de un area de hormigén, ligeramente inclinadas en direccion a un sumidero, sobre
el cual se coloca la copra. Si se tiene cuidado de realizar la apertura de los cocos desde el
amanecer la copra queda expuesta durante un dia entero a la accion benefactora del sol,
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resultando una reduccion del indice de humedad (ver cuadro 1.8) y una mayor resistencia a
las bacterias. Estas areas de secado se lavan y limpian cuidadosamente cada tarde,
después de su uso. Luego la copra seca se empaca en sacos de henequén y es
almacenada hasta su utilizacion.

Cuadro 1.8. Cuadro comparativo de la compbsicién de [a copra seca y fresca

l T Copra fresca Copra seca |
Agua 51 % 12 %
Aceite 32% 60 %
Proteina, celulosa, ete. 17 % 28 % ]

El método utilizado en El Salvador para la extraccion de aceite de la copra madura es a
presién, con ayuda de modelos muy potentes de prensas (verfigura 1.11), el color del aceite
extraido es de un amarillo mas o menos pardusco, a causa de la temperatura relativamente
elevada alcanzada en ‘estos equipos. El punto de fusién del aceite de coco (o de copra)
oscila generalmente los 23 y los 26°C y puede ser incluso inferior a los 23°C. Se trata pues
de un aceite (liquido) en el clima tropical, y en paises de clima templado se presenta como
una masa, de ahi el nombre de aceite “espeso”. La densidad del aceite de copra es de
0.925 a 15°C. las proporciones de acidos grasos que constituyen los glicéridos del aceite de
coco de procedencia muy variada, oscilan entre los valores que se presentan en el cuadro
1.9 (Yan y Ziller, 1875) '

Los procedimientos industriales para la extraccién del aceite de coco, consiste en moler o
rallar la copra en polvo fino semejante al aserrin de madera, que estando caliente es
sometido a fuertes presiones en prensa hidréulicas. El aceite recién prensado se filtra y se
purifica.

Se estima que una tonelada (2000 libras) de copra seca produce alrededor de 500 a 600
litros de aceite, segun sea la calidad de la copra, y el precio de cada quintal de aceite de
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coco oscila enire 310 a 280 colones. Después de extraido el aceite, el residuo de la copra
queda en forma de afrecho prensado que es la torta de coco. (Gattoni, 1960).

Figura 1.11. Prensa hidraulica utilizada en la extraccién de aceite de coco. Cooperativa "El
Jobal". Isla Espiritu Santo. Bahia de Jiquilisco. Usulutén. (Foto por La Prensa Gréfica, nov.
2000)

Se emplean cantidades menores en especialidades alimenticias, lubricantes, combustibles,
cosméticos, unglientos, cremas de afeitar, champles y dentifricos. En muchas zonas
apartadas, el aceite se sigue utilizando para el alumbrado, particularmente durante las:
épocas en que el suministro de petrdleo es irregular. E! uso de aceite de coco como
combustible para motores diesel ha resultado antieconémico. La harina que se extrae de la
carne de coco es una sustancia alimenticia de primer orden para bestias de trabajo y para
los hombres también. (Guzman, 19786 ).

Una tonelada de copra prensada, de la extraccion de aceite, rinde mas o menos 8 quintales
de torta que se vende como afrecho de coco o harina {Gattoni, 1960).

La harina de coco, también llamada poonac esta comprendida en la clase de alimentos
moderadamente ricos en proteinas, como la torta de semilla de algoddn sin descascarillar,
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El contenido de aceite es aproximadamente igual al de la torta de linaza, y el contenido total
de elementos minerales es aproximadamente el mismo que el de la mayoria de las otras
tortas oleaginosas. La composicion de poonac de coco muestra, ademas, que tiene una
racion equilibrada de proteinas, carbohidratos y grasas, presentandose por tanto, para
utilizarlo en la produccién de leche en ganado vacuno, para la cria de cerdos jovenes y para
las gallinas ponedoras, como contiene compuestos de fosforo, potasio y sodio, el poonac,
de coco puede servir también de fertilizante (Grimwood, 1977).

Cuadro 1.9. Cuadro de proporciones de acidos grasos en la composicion del aceite de coco

Acidos Grasos Nimero de Valores (%)
carbonos
Acido caproico 6 Trazas
Acido caprilico 6 54-9.5
Acido caprico 10 45-97
Acido latirico 12 44.1-51.0 !
Acido miristico 14 13.1-18.5
Acido palmitico 16 75-105
Acido esteérico 18 1-3.7
Total de acidos saturados 91
Acido Oleico 18 5-82
I Acido Linoleico 18 1-2.6
I Total 4cidos no saturados 9

(Yan y Ziller, 1975)

La torta de coco tiene una composicidn aproximada como la que se presenta en el cuadro
1.10.



Cuadro 1.10. Composicion aproximada de la torta de harina de coco.

P —————————
Componente Porcentaje

Humedad 13.08%
Proteina cruda 18.26%
Grasa 10.75%
Fibra 8.54%
ICenizas 4.94%
IExtracto libre de nitrégenc 44.43%

(Gattoni, 1960).

Figura 1.12, Patio utilizado para partir de los cocos en el proceso de extraccion de
aceite. Cooperativa "El Jobal". Bahia de Jiquilisco, Usulutan.
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Nuestro trabajo se encuentra enfocado en la utilizacién de uno de los residuos que es
generado en esta industria con Ja finalidad de evitar en cierto grado la contaminacion que se
genera en la isla (ver-figura 1.12) por este proceso, asi como la minimizacién de la
enfermedades provocadas por la reproduccién excesiva de insectos tales como mosquitos y
zancudos quienes son [os causantes de enfermedades tales como el dengue hemorrégico, y
otro tipo de infecciones por la acumulacion de humedad en el lugar, asi como la
recuperacion de los sueles debido a la acidez provocada por las posteriores fermentaciones
que sufre el agua de coco. '
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i PROCESOS PARA LA OBTENCION DE VINAGRE

El vinagre es uno de los condimentos y conservantes méas antiguos que se conoce, que
aporta aroma y sabor a los alimentos y mejora sus caracteristicas de conservacion. Se
obtiene por la acidificacion del alcohol, lo que quiere decir que se necesitan dos procesos
microbiolégicos separados y diferentes para producirio.

La primera etapa en la produccion de vinagre es la fermentacién alcohdlica, donde se
pueden utilizar diversas materias primas que contengan azicares fermentables por

especies de levaduras del género Saccharomyces. La segunda etapa es de acetificacion por

especies del género Acetobacter.

A continuacion se hace una descripcion de las etapas requeridas para la produccién de
vinagre con sus respectivos procesos microbioldgicos y las especies que en el participan.

3

.1 EL PROCESO DE FERMENTACION

El término fermentacion se utiliza para designar todos los términcs que describen diversas

acciones microbianas.

La respiracion y la fermentacién no son procesos comparables. La respiracion introduce
oxigeno libre en el proceso, mientras que la fermentacidn o es anaerabia por completo o no
es capaz de realizar la oxidacion (deshidrogenacion) hasta el estado en que todos los
4tomos de carbohidrato se oxidan a anhidrido carbonico. Estos uitimos procesos son una

especie de transicién entre la respiracion y la fermentacién verdadera.

Cuando, por ejemplo, en los hangos se encuentran acidos organicos como producto de una
combustién incompleta, entonces este proceso se puede considerar como fermentacién.
Debido a los productos principales formados se habla de fermentacion citrica, fermentacién
oxdlica, etc. las fermentaciones de este tipo se llaman fermentaciones oxidativas porque €l
oxigeno sirve como aceptador, mientras que otras fermentaciones en las cuales no intervine
el oxigeno como aceptor sino otras sustancias, en especial aldehicas, como en la
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fermentacion alcoholica, se llaman fermentaciones de escinsién o fermentaciones

anoxidativas.
Las fermentaciones mas importantes son:

Fermentacion alcohdlica
Fermentaciones Fermentacion lactica
anoxidativas: Fermentacién propidnica

Fermentacion butinica

Fermentacion acética

Fermentaciones Fermentacién citrica

{

oxidativas: Fermentacién fumarica

Fermentacion oxalica

Nuestro interés para esta investigaciéon se centrara en la fermentacion alcohdlica y la

acetificacién de! alcohol.

.2 MECANISMO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA.

En la fermentacion aicohdlica hay una transposicién de los atomos de oxigeno de las
moléculas de glucosa en relacion con los atomos de carbono, empobreciéndose en oxigeno
algunos atomos de carbono de la molécula de glucosa, cada atomo de carbono de la
molécula de anhidrido carbénico tiene dos atomaos de oxigeno, mientras que los dtomos de

carbono de la molécula de la molécula de alcohol sélo tienen medio atomo de oxigeno.

La fermentacién alcohdlica es un proceso que consiste en la hidrélisis del azicar a
anhidrido carbénico y etanol al resguardo de oxigeno libre. Dada la enorme importancia de

este proceso se ha tratado més de cerca su proceso quimico.

Una ecuacién que representa simplemente el proceso total por el cual el azucar es

transformado en etanol y diéxido de carbono es la siguiente:
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CSH1206 complejo de enzima y zimasa > 202H50H + 2002

Hexosa

En realidad intervienen gran numero de reacciones estrechamente relacionadas que pueden
dividirse en pasos de oxidacion-reduccion y fosforilacion, y ciertas reacciones especiales.
Todas esas reacciones son catalizadas por enzimas muy especificas.

Los organismos capaces de producir fermentacién alcohdlica son Saccharomyces y otras
especies de levaduras, Turolopsis, Kloeckera, Candida, ciertas especies de Mucor y
algunas bacterias. Sin embargo, la fermentacion alcohdlica mas importante es producida por
especies Saccharomyces. (Saca Kury, 1980)

Los hidratos de carbono que se pueden fermentar son aquellos que contienen tres atomos
de carbono o un muitiplo de los mismos. Los monosacaridos se pueden fermentar
directamente, mientras que los di, tri, y polisacaridos tienen que ser hidrolizados a hexosas

antes de ser fermentados.

Se conocen cuatro hexosas fermentables: glucosa, fructosa, manosa y galactosa. Las tres
primeras siempre son fermentables, mientras que la Gitima soélo puede ser fermentada por

ciertos tipos de levaduras.

1.3 MICROORGANISMOS PARA LA FERMENTACION ALCOHOLICA

El t&rmino levadura se refiere a un microorganismo unicelular nucleado, que se reproducen
ya sea sexual o asexuaimente (la cual se divide en gemacién y fisién binaria). En 1a figura
2.1 se presenta un ejemplo de una levadura del género Saccharomyces en fusién bir}aria.
(Saca Kury, 1980).

La mayoria de las levaduras son células que tiene forma esférica o elipsoidal; generalmente
con un didmetroentre 3a5 1 y de 5a 10 p de longitud. La pared de las levaduras es
rigida y parece formada de un material semejante al que se encuentra en las células de los.
mohos. Algunas levaduras forman cépsulas gelfatinosas. No se ha registrado en las

levaduras ni movilidad, ni produccién de flagelos.
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El protoplasma de una célula de levadura esta incluida en una pared celuiar separada por
una membrana citoplasmatica y contiene un nuacleo, una gran vacuola y numerosos
granulos y glébulos de grasa,

Figura 2.1. Fotografia de una levadura del género Saccharomyces en plena fisién

binaria.

Las levaduras pertenecen a tres clases:

 Las esporobolomicetaceas

» Los basidiomycetos

»Las crypococcaceae (hongos imperfectos) (Saca Kury, 1980)

El género Saccharomyces es el mas conocido y la especie de mayor importancia
econdmica es la  Saccharomyces cerevisiae, la cual es frecuentemente utilizada para la
fermentacion del pan y para la produccion comercial de alcohol y de la mayoria de las
bebidas alcohdlicas; perieneciendo éstas al segundo grupo, el cual se reproduce por
gemacion. La gemacién se lleva a cabo cuando aparece en la pared celular una pequefia
protuberancia que poco a poco aumenta de tamafio. El citoplasma de la célula madre e
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hija permanece unido por un cierto periodo, pero al término de este el vinculo que las une
se rompe, formandose de esta manera una pared celular transversal doble, por lo que las
dos células son fisioldgicamente independientes y pueden separarse. En el sitio de
separacién aparece una cicatriz convexa de layema en la célula madre, y una concava en

la célula hija.

Las células de Saccharomyces cerevisiae redondeadas, que en cultivos puros predomina su
forma celular pero no todas las células son morfologicamente idénticas, ya que estas formas
dependen de las condiciones del medio, substrato nutritivo, temperatura, etc., o sea que si

varia el medio variara la forma de la célula de una misma especie.

Las células de los sacaromicetos estdn provistas de un ndcleo de 1iu de didmetro
aproximadamente, y son faciimente puestas en evidencia por las coloraciones nucleares

con yodo (presentan una tinte pardo-rojizo).

3.1 FISIOLOGIAD LEVAD ccharomyces cerevisiae

« Requerimientos nutricionales
Necesita de los mismos elementos quimicos que otras formas de vida:
Carbono, hidrogeno, fosforo, potasio, azufre. Magnesio, hierro, zinc, cobre y molibdeno.
« pH
Resisten pH minimos de 3 y méaximos de 7.5, pero su rango optimo de crecimiento es
ded4.5-5.
« Temperatura
No resisten temperaturas de congelamiento, ni temperaturas superiores a los 47°C,

siendo su rango dptimo entre los 20°C y 30°C.
« Agua
Cantidad méaxima del 40%.
En las levaduras industriales se suelen distinguir dos tipos:
1. Levaduras bajas, y
2. Levaduras aitas
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Las levaduras bajas en los liquidos que fermentan se presentan aisladas o en pequefios
grupos de células nadando en el liquido o formando deposito en e! fondo y actian a
temperaturas inferiores de 5°C a 10°C.

Las levaduras altas fermentan los azicares sclamente a temperaturas relativamente
elevadas de 10°C a 25°C o mas; en su multiplicacién asumen frecuentemente formas
agrupadas en montones ramificados formados por bastante células o quedan aisladas; las
células de levadura durante la fermentacion flotan en el liquido o son arrastradas por las
burbujas de CQ, y en la parte superior del liquido que fermentan existe un estrato muy
abundante en levaduras mezcladas con la espuma; es evidente que no se trata en este
caso de nada parecido a una membrana o velo, propiamente dicho. Cuando la fermentacion

decrece en intensidad las células de levadura alta se aislan y caen al fondo del deposito.

E DE_LEV R

Casi todos los procesos bioquimicos que se llevan a cabo en el organismo vivo sdlo puede
realizarse con la velocidad precisa si estan presentes uno o varios catalizadores estos
catalizadores son las enzimas, que también se encuentran en las levaduras. (Jorgense,
1979)

Las enzimas que se hallan en las levaduras comprenden al menos tres grupos diferentes:

1. Las relacionadas con la respiracion
2 Las relacionadas con la escisién de azlicares hasta el grado de hexosa

3. Las relacionadas con la fermentacion

Las enzimas catalizan los cambios guimicos complejos que tienen lugar en las soluciones
nutritivas de azdcar. El que un carbohidrato sea o no fermentado depende de |2 naturaleza
de las enzimas elaboradas por la levadura, siempre que sean favorables las condiciones

para la fermentacién y desarrollo. (Jorgense, 1979)
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La reaccion entre una molécula de catalizador X y una molécula de substrato AB (por
substrato se entiende la substancia sobre la cual actia el catalizador) se podria desarrollar

de la siguiente forma:

a) AB+X=ABX
b) ABX=A +B+X

a) ABX=AX+B
b) AX=A+X

Después de librarse X del substrato puede continuar reaccionando con otras moiéculas AB.
Esto explica que muy pequefias cantidades de catalizador son suficientes para influir sobre

un proceso.

En algunos casos las enzimas estéan ligadas a las células y entonces se llaman endozimas;

ofras enzimas son excretadas por la célula, llamandose en este caso exoenzima.

Las enzimas se clasifican segin sus aciones en: hidrolasas y desmolasas. Las
hidrolasas originan la incorporacion de agua y el desdoblamiento de la molécula de
substrato (hidrélisis). Las desmolasas tienen |a propiedad de romper o formar cadenas de
carbono: ademas éstas juegan un papel muy importante en los procesos de fermentacién ya
gue son enzimas "oxidante”, es decir que catalizan la separacién de hidrégeno.

Las desmolasas pueden a su vez dividirse en: oxidasas Y deshidrogenasas, y de las

deshidrogenasas mas importantes tenemos a la coenzima | o mejor conocida como

cozimasa. (Jorgense, 1979)

i COZIM

{a cozimasa es una coenzima portadora de hidrégeno, Ia cual recoge dos atomos de
hidrégeno para formar dihidrocozimasa y cederlos mas tarde. Obra como un intermediario
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entre dos apodehidrasas en el transporte de hidrégeno desde el sistema donador
(gliceraldehido, acido fosférico- acido fosfoglicérico) al sistema aceptor (acetaldehido -

alcohol etilico) en la fermentacion del etanol.

r -

Il C CcC

Hendetr L A et A I e e e —————

Los factores que influencian en alto grado sobre la accion enzimatica son: la temperatura y

el pH.

La influencia de la temperatura y del pH se encuentra representado por la figura 2.2 en la
cual el curso de la curva se debe a que la enzima se inactiva con velocidad creciente al
aumentar gradualmente la temperatura. En la rama ascendente, la inactivacion es rebasada
por la accion enzimética acelerada debido al aumento de la temperatura. En la rama

descendente sucede lo contrario.

En cuanto a la curva de pH, el curso de la misma se debe a que la accion enzimatica solo
se realiza en el punto isoeléctrico de la proteina enzimética. En el punto optimo de la escala
de pH son isoeléctricos el 100% de la enzima, es decir, que |a proteina confiere el mismo
nimero de cargas positivas que negativas. Fuera de esta zona, se trata de mezclas activas

e inactivas de proteinas enziméticas.

Velocidad
d .. Velocidad de
e reaccion reaccion

Temperatura pH
(@) (b)
figura 2.2. Influencia de la temperatura (a) y pH (b) en la velocidad de
reaccion enzimatica. (L.Opez Escobar, 1978)
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La inactivacion térmica es irreversible, desnaturalizandose la proteina. La inactivacién por
pH es reversible (se altera la accidn enzimética al variarse el pH), debiendo afiadirse que las
alteraciones extremas de pH pueden inactivar la enzima de forma irreversible, es decir,

desnaturalizar la proteina. (Jtrgense, 1979)

.4 ACETIFICACION

Esta fermentacion consiste en la oxidacion del alcohol etilico o azlcar a &cido acético. Los
microorganismos quée originan la fermentacion acética son ante todo bacterias de acido
acético: Acetobacter aceti, Xylinum, Schuezenbachii, efc., otras bacterias acidégenas (que,
sin embargo, forman &cido acético como producto secundario, a partir de carbohidratos) y
por Ultimo varios hongos, como el Rhizopus, Aspergillus y otras especies al igual que a

partir de hidratos de carbono. La ecuacién de formacion de &cido acetico se transcribe asi:

CHaCHzOH + 02 _—— CchOOH + H20

La fermentacion se realiza a través del acetaldehido como producto intermedio y bajo la

formacién de oxigenada:

H H

CHzeCeOH + O — 5 CHzeC:O + HO+OH

H
H OH
* L]

Il.  CHpeCeOH + Oy — 5 CHgC:0 +  HOeOH

H

OH OH

[ ]
HI. CHzeCeOH + O:CHeCH; — % CH3eC:0 +  HOeCHzeCHs
L ]

H
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[y Il tienen lugar en condiciones aerobias. Mientras que Ill, en la cual intervienen mutasas
en la fransformacién de dos moléculas de acetaldehido (una de ellas en forma de hidrato)

en alcohol y acido acético, se realiza en condiciones anaerobias.

La propiedad fisioldgica més caracteristica de las bacterias acéticas es su capacidad de
oxidar el alcohol etilico a 4cido acético; de este proceso obtienen la energia precisa para la

actividad vital.
El proceso descrito es fuertemente aerobio porque el oxigeno del aire tiene que actuar

como aceptor del hidrégeno escindido por el alcohol etilico, bajo condiciones anaerobias, las

bacterias acéticas pueden transformar el acetaldehido en &cido acético y etanol.

TERI c ICANT

En el manual Bergey’'s se encuentra una clasificacién amplia de. las bacterias la cual
constantemente se estd actualizando. Este manual clasifica ias bacterias acéticas de la

siguiente forma:

Clase: Schizomycetes
Orden: Pseudomanadales
Sub-orden: Pseudomonadineae
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Acetobacter

(Diaz, et al 1991).

La propiedad caracteristica de las bacterias acéticas es su capacidad de oxidar el etanol a
Acido acético. Este género de microorganismos produce oxidacién en un medio acido (pH
de 4.5 0 menor). (Figueroa. et al 1994)

Esta tolerancia acida es esencial para que un organismo produzca grandes cantidades de
4cido. El nombre del género Acefobacter fue empleado originalmente para abarcar el grupo
completo de las bactérias écido aceticas, pero ahora esta claro que las bacterias asi
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definidas son un grupo heterogéneo que comprende tanto microorganismos con fiagelo

peritrico como polar.

Los organismos con flagelo polar se relacionan con las pseudomonas, en las que difieren
principalmente en $u tolerancia 4cida y su incapacidad para realizar una oxidacién completa
de los alcoholes. Estos organismos se clasifican en la actualidad en el género
Gluconobacter , algunas de sus caracteristicas se presentan en el cuadro 2.3. (Brock,
1987).

El género Acetobacter comprende los organismos con flagelo peritrico; no tienen relacion
definida con otros bacilos gramnegativos. Ademas de su flagelacion, Acetobacter difiere de
Gluconobacter en que es'capaz de oxidar ademas el acido acético para formar CO2.

Esta diferencia en la capacidad para oxidar acido acético se refaciona con la presencia del
acido citrico. Gluconobacter, que carece de un ciclo de acido citrico, es incapaz de oxidar
acido acético, .mientras que el Acelobacter que tiene el ciclo puede oxidarlo. Los
Gluconobacter se denominan en ccasiones oxidantes bajos, y los Acefobacter,

sobreoxidantes.

El Acefobacter no forma esporas, y frecuentemente es mévil. Su forma general es de
bastones cortos, que pueden formar cadenas. Las células jévenes son gram-negativas,
pero en cultivos méas viejos, algunas se transforman en gram-variabie. Son estrictamente
aerdbicas y los valores de piH maximo soportable por ellas es de 7.0 a 8.0 y su pH optimo

es de 5.4 a 6.3 . Sus especies se dividen en dos grupos:

« Los que no oxidan al acido acético que son los pertenecientes al genero de las
gluconobacterias: Acetobacter melanogenum, Acefobacter rosem, Acefobacter

suboxydans y Acefobacter oxydans. (Saca Kury,1980)

o Los que oxidan al acido acético y lo transforman en didxido de carbonc y agua, que
pertenecen a las acetobacterias, entre los que tenemos a los microorganismos que
presenta los cuadros 2.1.a, 2.1.hy 2.2.
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Temperatura | Temperatura Temperatura | % de alcoho! | % de acido
Bacterfa acética minima de optima de maxima de maximo acético
desarrollo desarrolio desarrolio soportado producido
Acetobacter aceti (Hansen)
4°C-5°C 34°C 42°C 11 6.6
Acetobacter pasteriaum
(Hansen) 5°C-6°C 34°C 42°C 9.5 52
Acetobacter kutzingianum
(Hansen) 6°C-7°C 34°C 42°C 9.5 6.6
Acetobacter schutzenbachi
(Henneberg) 7.5°C 28.33°C 37°C 7 11
Acetobacter xylinum
(Brown) g°C 30°C 36°C 6-7 4.5
e

(Figueroa. et al 1994)

A continuacién, en el cuadro 2.3, se presentan las caracteristicas de diferenciacion de
los géneros gluconobacter y acetobacter.
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_ T -_- - — _
Reaccién | Reaccion | Formacion de | Para producir
. _ Coloracién | Enturbian ala ala células dcidos ataca | Oxidan el
Bacteria acética
con yodo el caldo | celulosa | catalaza anormales a alcohel
. Glucosa,
Acelobacter aceli - - - + + +
glicerina
Acetobacter _
. + - - + ++ Glucosa +
pasteriaum
Acefobacter
. + ++ - + + Glucosa +
kutzingianum
Acetobacter Todos los
. + + + + - +
schuetzenbachii aziicares
Acetobactsr Muy
- - + + -
Rancens escaso
Acetobacter
- - + + - +
xXylinum
. _
(Pereira, et al 1976)
Cuadro 2.1.b. Caracteristicas de cada especie acética
F _ . . N - E—
. ) Formacion | Tipo de pelicula L . . Formacion dé&’
Bacteria acética * Forma de la bacterjia | Movilidad
de pelicula que forma cadenas
Bacilos cortos un
. ] Poco aplanados porel - +
Acetfobacter aceti ++ Lisa, mucosa
centro
Acetobacter + Encrespada, Bacterias mas gruesas +
pastenaum rugosa. que la anterior
Acelobacter Bagilos
L + Rugosa - -
kutzingianum
Acetobacter Poco densa y )
. + Variada - +
schuefzenbachii resistente
Acetobacter
+ Seca y rugosa - +
Rancens
Sucesivas .
Acetobacter Filamentosas,
, ++ membranas - &
xylinum globosas
grasas

(Figueroa. et al 1994)



Cuadro 2.3. Caracteristicas de diferenciacion de los géneros Gluconobacter y

Acefobacter.
Gluconobacter Acetobacter
Flagelos Polar Peritrico
Crecimiento a pH 4.5 + +
Oxidacidn a pH 4.5 de etanol a + +
&cido acético (moderado) (fuerte)
Oxidacion de acido factico a CO» - +
Ciclo de Krebs - +
Produccién de 5-Cetogluconato .
+ Debil
Cetogénesis + Débil
Quinonas:
Q10 + -
Q9 . +
Hidrélisis de lactosa y almidones - -
Hidrdlisis de gelatina Débilmente nagativa -
Hidrolisis de pigmentos verduscos
ylo fluorecentes
DNA (%mol G + C) 65-64 60-64

(Figueroa. et al 19584)
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T GENERALIDADES SOBRE EL VINAGRE

El CODEX ALIMENTARIUS define el vinagre como "un liquido apto para el consumo
humano, producido exclusivamente con productos idéneos que contengan almidén o
azlicares, o almidén y aztcares, por el procedimiento de doble fermentacién, alcohdlica y
acética”. A continuacion se hace una descripcion de su historia, los diversos métodos para

fabricarlo, y los métodos de preparacion para el mercado.

Hl.1 HISTORIA

Hasta principios del siglo XIX el Unico método de obtener vinagre era el método espontaneo
de acidificacién del vino ("Vin aigre"). En 1864 Pasteur descubrié que el vinagre era
producido por unoes microorganismos, "mycoderma aceti’. Pasteur sugirid mejoras en el
proceso de obtencién del vinagre, en lo que se denomina Método Orleans o Método
Pasteur, en el que se llenan toneles de madera con vino y vinagre en la misma proporcion.

A medida que se acidifica y se produce vinagre, se retira parte y se rellena con mas vino.

Este método es lento (2-6 semanas) y presenta muchos riesgos, ya que el proceso es dificil
de controlar y se puede contaminar con otros microorganismos no deseados que pueden

convertir el alcohol en carbénico y agua en vez de acético.

En 1823 Schuetzenbach inventé el Método répido para la obtencién de vinagre. El método
consistia en una bateria de barriles apilados, cada uno de ellos con un doble fondo
perforado y lleno de virutas de madera, donde se asentaran las bacterias acéticas. La base
del tonel esta perforada por debajo del doble fondo, permitiendo al aire entrar y difundir a
través de las virutas. Por la parte superior del barril se alimenta, lentamente, el producto
alcohdlico. Dicho producto va percolando a través de la viruta y, al llegar a la parte inferior
del barril, fluye por los orificios y cae al barril siguiente. En cada paso se aumenta el % de

acético en 1-2%.
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Mas recientemente se utilizé el sistema de Cultivo Superficial en el que el vinagre se elabora
en reactores en los que se controla la temperatura, suministro de aire y flujo de preducto. La
reaccion de fermentacion ocurre en la superficie del liquido. El tanque se llena con virutas o
con otros materiales que tengan gran superficie y que actdan como filtro. E! vinagre recircula
desde el fondo del reactor hasta su superficie por medio de una bomba. En la superficie es
afiadido al reactor en forma de ducha. Durante el proceso de recirculacion el vinagre se
enfria para mantener constante la temperatura interior del reactor. El tanque esté cerrado y
la entrada de aire se reguia por una vélvula desde la parte inferior del tanque. Cada cterto
tiempo (1-2 afios) hay que cambiar el material de filtrado pues se ocluye por formacion de
limos. Otro inconveniente de este sistema es su bajo rendimiento (0,5-0,7 de acético en 24
horas) y el tamafio de la instalacion. Las ventajas son que se trata de un sistema poco

sofisticado y que produce vinagre de buena calidad.

Otro método es el de Cultivo Sumergido. En este caso la fermentacion se produce en toda
la masa de liquido a la vez, no sdlo en su supefficie y, por lo tanto, no se requiere material
de filtracion. El aire se suministra por una turbina situada en el fondo del reactor y’ que
produce turbulencias én la masa liquida. La ventaja de este metodo es que es faciimente

controlable y la produccion es alta (4-6% de aceético en 24 horas).

Tras cualquiera de los métodos modernos y rapidos de obtencion de vinagre se precisa una
maduracion, preferiblemente en madera, para mejorar el aroma. Posteriormente el vinagre
se estandariza, filtra y pasteuriza. Aigunas veces se afiade sulfuroso para su conservacion.

El vinagre es un condimento fabricado a partir de materiales azucarados ¢ amilaseos

mediante dos etapas:

1. Fermentacién del azticar para producir alcohol etilico

2. Oxidacion del alcohol a acido acético

La primera etapa es un proceso anaerobio efectuado por las levaduras naturalmente
presentes en la materia prima o, preferiblemente, cultivos afiadidos que son casi siempre
blastomicetos, de la familia de las Saccharomicetdceas (levaduras) interviniendo también

algunas Mucedinaceas del género Torulopxis (universaimente designadas con el nombre
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colectivo de Torulas) y a veces algunos Eumicetos de los géneros Mucor, Rhizopus,
Endomyces, Aspergillus... etc. que en condiciones anaerobias producen fermentacién
alcohélica débil. En conclusién las verdaderas levaduras alcohdlicas son siempre de la
familia de las Saccharomyceticeas, especificamente la Saccharomyces cerevisiae variedad

ellipsoideus, quien produce grandes cantidades de aicohol.

Si se abandona una bebida alcohdlica, no excesivamente rica en alcohol y en condiciones
de aerobiosis, a temperaturas no muy bajas, pronto se producen en su superficie velos
microbianos que pueden estar constituidos en un principio por blastomicetos, como los
Mycoderma, y menos frecuentemente por otras levaduras, pero a la larga y muy pronto si la
temperatura se conserva entre 25 y 30 °C, estos microorganismos son dominados por una
flora esquizomicética de bacterias, llamadas acetificantes, que también son susceptibles de
otiginar velos, de muy diferentes aspectos, cuya propiedad mas importante es la de oxidar
incompletamente al alcohol etilico, con produccién de acido acético, segln el esquema.

CHs, CH.OH + O, _—p CH3 COOH + HO

En esta reaccién se produce acetaldehido como compuesto intermedio. Entre los diversos
productos finales se hallan pequerias cantidades de aldehidos, ésteres, acetonas, Efc.

La naturaleza del proceso de acetificacion de los liquidos alcohdlicos fue puesta en claro por
Pasteur que aislé de mezclas de vino aguado y vinagre un microorganismo al que
denomind Mycoderma aceti, bacteria de 0.5-1p a 1-1.5u de longitud, un poco estrechas en

la parte media en forma que recuerda algo a la del cacahuate.

Estudios posteriores de Hansen, Brown y otros autores demostraron que el mal ilamado
fermento acético de Pasteur no era el tinico capaz de la accion acetificante del alcohol
etilico y que las bacterias acetificantes forman un grupo constituido por diversas especies.
En conjunto se trata de bacterias o bacilos cortos, algunos casi coccus aislados, en diplos, ©
frecuentemente en cadenas, que forman velos de diversos aspectos (coloreables o no por el
yodo, gruesos o finos, mas o menos plegados, mucosos O S€cos, coherentes o fragiles...

etc.) sobre los liquidos alcohdlicos.
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.2 SISTEMAS DE PRODUCCION DE VINAGRE

Basicamente existen dos sistemas de fermentacién: el de cultivo superficial y el de cultivo
sumergido, a continuacién se describen los diferentes tipos con sus caracteristicas, ventajas.

y desventajas:

.24 METODOS DE CULTIVO SUPERFICIAL:

[11.2.1.1 Método Orleans (1864):

En este método se utiliza vino o sidra, los cuales se fermentan en barriles de madera o en
cubas pequefias cubiertas; el aire circula por unos agujeros situados en la parte superior y
en los lados por encima del nivel del liquido. Se utiliza un barril en el cual se introduce una
carga inicial de volimenes iguales de vinagre fresco y la fermentacién se desarrolla hasta
que la acetificacién se completa. Entonces se sacan tres cuartas paries del vinagre y se
sustituyen por vino fresco. El proceso se repite tantas veces como sea posible mientras se

sague un buen vinagre.

Los fallos en la produccion de un buen vinagre se deben generalmente a la sustitucion
gradual de los tipos adecuados de bacterias de vinagre por otros microorganismos,
incluyendo algunas especies de las mismas bacterias de vinagre, que oxidan el acido
acético a diéxido de carbono y agua. El método Orleans es lento y sélo puede realizarse en
recipientes pequefios. El vinagre asi obtenido tiene un aroma y olor superiores, debido a
que las condiciones en que se produce la conversion del alcohol a acido acético permiten la
acumulacién de grandes cantidades de productos de reacciones laterales que conducen a
productos como el acetato de etilo y la ecetonina. Esté vinagre se reserva generaimente

¢

para uso de mesa. Este método puede aplicarse a la escala domeéstica.

Aspectos negativos del proceso:
+ Lento (2-6 semanas)
o Facilmente alterable

s Se forma didxido carbonico y agua.
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111.2.1.2 Método de virutas o método rapido:

La fermentacion se realiza en un generador de vinagre, que es un recipiente compuesto de
dos camaras: la superior, de mayor capacidad se rellena hasta unos 20 cm. de la tapa con
materiales solidos de gran superficie. Las virutas de madera de haya se prefieren para [a
produccion de vinagre destilado, y las de maiz o el coque se destinan a la produccion de
vinagre de vino, de sidra o de az(icar. La camara superior se separa a través del material de
relleno y escapa por la parte superior del generador. El liquido en fermentacion se distribuye
de manera intermitente desde la parte superior del relleno, efectuando una percolacion a
través de la masa; se recoge después en la cdmara inferior, desde donde es bombeado_ ala
parte superior, y se vuelve a recircular hasta que el contenido porcentual en alcohol se
reduce a la mitad. El vinagre formado se retira y se afiade una solucién alcohdlica nueva.
Este proceso se repite hasta que los lodos de bacterias o la contaminacion dan como
resultado un rendimiento en 4cido acético reducido o una baja produccion,

Existen variaciones del método de virutas como los que se describen a continuacion:

Proceso rapido de Schnetzenbach (1823}

En este método se utiliza una bateria de toneles de madera derechos con falsos fondos
perforados y llenos hasta el borde con virutas de madera (o zarcillos de la vid) que actian
como soporte de los microorganismos. Bajo el falso fondo del tonel se hacen pequeios
agujeros por donde penetra el aire a través de las virutas. El vinagre avanza goteando de
tonel en tonel a través de los agujeros. En cada paso aumenta un 2 % la acidez. Arriba del
primer tonel una artesa de madera va dosificando pequefias cantidades de vino.

Proceso moderno:

Una modificacion de este método es la utilizacién de un aspersor plastico en un rotor para
mejor reparto. El quuid'o alcohdlico se hace recircular con una bomba y un tubo refrigerado.
El recipiente donde se efectlia la acetificacion es cerrado, pero existe una entrada de aire.
Se controlan el flujo de aire y la temperatura del mismo, con el fin de mantener vivos a los
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microorganismos, el aire circula del fondo del recipiente hacia arriba, y como material de
relleno se usan materiales de gran superficie como tusas en lugar de virutas.

Aspectos negativos del proceso:

e Hay una pérdida de materias volatiles de un 10%. Con lo que se pierde el olor
caracteristico y agradable del vinagre. -

+ El material de soporte se contamina con el tiempo.

« El material de soporte se debe reemplazar anualmente.

» El nuevo material tarda tiempo en acondicionarse.

e El proceso de acondicicnamiento es lento (7-10 dias)

r

E c D c
La produccién de vinagre por fermentacién sumergida ha experimentado un considerable
desarrollo mediante el empleo de acetificadores (“acetators”) capaces de transformar hasta
600 litros de alcohol absoluto en 24 horas. Como sustrato suele emplearse una mezcla de
vinagre y algin otro material, asi como alguna fuente adicional de carbono y

nitrégeno.(Sanchez, 1961)

E! empleoc de un sistema de incorporacion de aire en el generador ha hecho posible la
produccién de vinagre en continuo; con un rendimiento de 98%. En realidad, es un método
de fermentacidn sumergida. El aire que entra a través de un agujero situado en el eje
cuando la velocidad del rotor excede de un valor predeterminado. La mezcla intima aire-
liquido producida por la accion del rotor circula hacia fas paredes del tanque antes de subir.
Cuando alcanza la superficie del generador, el liquido se recircula bajando por el tubo de
drenaje y combinandose con €l aire. La fermentacion produce un aumento en la temperatura

que se regula mediante tubos de refrigeracion.

Los acetificadores se construyen tanto de acero inoxidable como de madera, siempre que
en este ultimo caso todos los ajustes sean del primer material o de plastico. Estan provistos
de un buen sistema de aireacion que ademas hace elevar la temperatura a 30°C que se
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mantienen durante toda la fermentacién mediante un control automatico por termostato. El
aparato lleva ademas un orificio superior por dende penetra, mediante bomba impelente, el
liquide por fermentar; un tubo de salida en la parte inferior; un rotdmetro y un dispositivo
mecanico para destruir la espuma. (Sanchez, 1961)

Como inoculo se emplean las bacterias propias del vinagre o bien alguna cepa especial. A
las 3 o 10 horas de operacion, la intensidad de la fermentacion se duplica, dependiendo de
la concentracion de &cido acético y alcohol en el sustrato. Cuando la concentracion de
alcohol es practicamente cero, se suspende la fermentacion y se recoge [a mitad como pie

de cuba para la siguiente fermentacion.(Sanchez, 1961)

E£! rendimiento tedrico debe ser de 1.036 kilos de Acido acético y 313 gramos de agua por
litro de alcohol absoluto, o sea que la concentracidn méaxima del vinagre es de 10%. Se
sabe que 1% en volumen de alcohol produce 1% en peso de acido acético.(Sanchez, 1961)

li.3 FACTORES ESENCIALES DE COMPOSICION Y CALIDAD DEL VINAGRE

Todo producto antes de ser elaborado tiene una serie de requerimientos que los haran
caracteristico, el CODEX alimentarius da una serie de caracteristicas que debe reunir una

solucién que contenga &cido acético para que pueda ser considerado vinagre.

13,1 MATERIAS PRIMAS

Las materias primas utilizadas o permitidas en la fabricacion de vinagre son [as siguientes:

" Productos de origen agricola que contienen almidén, azlcares o almidén y azdcares,
especialmente, pero no sélo de frutas, bayas, cereales en grano, cebada malteada,

suero, miel.
* Vino de uvas, de frutas o bayas, de sidra.
* Alcohol destilado de origen agricola.

" Alcohol destilado de origen silvicola.



I.3.2 INGREDIENTES FACULTATIVOS

Podran afiadirse al vinagre los ingredientes siguientes, en las cantidades necesarias para

conferir al producto un aroma caracteristico:

" Plantas, en particular hierbas aromaticas, especias y sus partes o extractos aptos para

aromatizar.

Suero

Zumos (jugos) de frutas, o su equivalente de zumos concentrados de frutas.
Azlcares

" Miel

Sal de calidad alimentaria

H.3.3 CONTENIDQ TOTAL DE ACID

= VINAGRE DE VINO: 60 gramos como minimo, por litro (calculado como Acido acético).
*  OTROS VINAGRES: 50 gramos como minimo por litro (calculado como acido acético).

*  TODOS LOS VINAGRES: no mas de la cantidad obtenible por fermentacion biologica.

0.5 % viv, como maximo, excepto en el vinagre de vino, que podra ser del 1% Viv.

54

Para ver en forma detallada pruebas a realizar para determinar la calidad del vinagre, ver

anexo B, donde se explican los anélisis de calidad més importantes a realizar al vinagre.
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Ji.4 PREPARACION PARA EL MERCADO

Como todo producto que estara destinado a la comercializacién y consumo posterior el
vinagre debe de pasar por una serie de procesos que lo haran apto para permanecer en el
mercado mientras es comprado o consumido y ademas le dara las caracteristicas propias

de cada fabricante.

La composicion del vinagre depende del material utilizado en su fabricacion. Los vinagres
procedentes de frutas y licores malteados poseen reminiscencia del aroma de éstos
materiales. También influye poderosamente el método de fabricacion. Los vinagres
elaborados por los métodos lentos son menos asperos que los fabricados por los métodos
rapidos (como la fermentacion sumergida) porque durante su procesamiento han
envejecido. El cultivo sumergido presenta mayor turbidez que los hechos por métodos de
acetificacion superficial, por lo que necesitara una clarificacion previa a ser lanzado al

mercado.

El vinagre debe ser muy claro; se clarifica mediante filtracion y refinado, que consiste en la
decantacion de los materiales en suspencién afiadidos. Gran parte del vinagre que en la
actualidad se vende en el mercado es vinagre previamente pasteurizado, en. masa, o en
botellas. El tiempo y la temperatura del proceso de pasteurizacion son variables, a veces se

emplean temperaturas de 60 a 65°C durante unos cuantos segundos.
Los métodos de clarificacion pueden ser:

« Autoclarificacion: que es un método lento, ya que se realiza por decantacion. Y se

precisa tener grandes cantidades de vinagre almacenado.

« Clarificacién fisico-quimica: que consiste en la formacion complejos coloidales por
adsorcion, donde se agregan agentes clarificantes que forman coloides con los
materiales a eliminar. Que son sustancias clarificantes, que forman coloides en fa
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sustancia, éstos a su vez grumos insolubles que caen ai fondo del recipientes, los
cuales pueden separarse del resto del producto.

Los clarificantes fisico-quimicos pueden ser:

a) Organicos: son eficaces pero alteran la composicién, ademas si se agregan en exceso
también pueden generar un desequilibrio en la composicion del vinagre. Los mas
utilizados son la gelatina, albdmina de huevo o de sangre y el Caseinato de potasio.

b) Inorganicos: forman un gel que atrapa las particulas, son buenos para atrapar
proteinas. Los mas utilizados son la Bentonita y Gel de silice.

c) Mixtos

ll.4.2 FILTRACION

Si el proceso de filtracion es adecuado se ahorra el posterior proceso de estabilizacion.

Los tipos de filtracion aplicados son:
e Desbaste : se realiza tras {a clarificacion y se utiizan particulas 10 micras.
e Abrillantamiento [Filtrado]: se realiza cuando se diluye el acido acético y se ajusta la
acidez con agua, se utilizan 1-10 micras. Se hace antes de embotellar.
e Esterilizante [Ultrafiltracion]. Se utiliza celulosa o tierra de diatomeas de diferente

porosidad.

La fuerza del vinagre se expresa en gramos, de decir diez veces el nimero de gramos de

acido acético por 100 mi de vinagre.

El rendimiento depende de los factores:
e viscosidad y tipo de impurezas.
¢ tamaiio del poro de la celulosa o tierras diatomeas utilizadas para la filtracion.

e presion de filtracion.
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ll.4.3_ENVEJECIMIENTO

Antes de ser embotellado para la distribucion como condimento, €l vinagre se bombea del
tanque que lo recibe en el generador a depdsitos donde se guarda para que envejezca.
Durante el envejecimiento y almacenaje, debe protegerse del aire, pues éste favorece el
crecimiento de bacterias del 4cido acético, la formacién de fa madre de! vinagre y la perdida

de &cido acético por oxidacion.

El periodo de almacenaje necesario para producir un vinagre suave sazonado varia con la
fuente de la matriz del vinagre, las condiciones de acetificacion, el tamafio y el tipo de los
recipientes de almacenamiento. Durante este periodo, se esterifica el alcohol etilico residual

por el acido acético y otros acidos organicos.

Los recipientes de almacenamiento deben mantenerse bien llenos para evitar la oxidacion
del acido acético por las bacterias del vinagre a didxido de carbono y agua, lo que puede
ocurrir con vinagres de 6% de acido acético o menor contenido. Los vinagres aromatizados
con hierbas y especies se obtienen por formulacion cuidadosa y se envejecen para obtener

sabores mas estables y mas deseables.

.4 CTIC D FABRICACION D

» Esterilizacion o Pasteurizacion

- Dilucién con agua para obtener el grado adecuado.

» Filtracién

» Clarificacion: Gelatina, taninos, infusorios, bentonitas.

» Decoloracion

» S0, hasta el limite permitido (250 mgfl)

. Facilitar la acetificacién en extractos malta o levaduras, fosfatos o sales de aluminio.
« Cultivos acéticos

+ Colorante: caramelo de mosto

(Rojas y Trequear, 1998).
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IV ETAPA EXPERIMENTAL PARA LA PRODUCCION DE VINAGRE
A PARTIR DE AGUA DE COCO.

En esta etapa se describen los experimentos realizados para la produccién de vinagre de
agua de coco, ya que tal como se describié anteriormente la produccion de vinagre consta
de dos etapas: fermentacién alcohdlica, seguida de acetificacién de la solucion alcohdlica

preducida.

Para que puedan darse ambas etapas es necesario establecer ciertas condiciones de
trabajo pues que se esté trabajando con microorganismos que necesitan habitats especiales
para crecer, reproducirse y desarrollar los procesos biolégicos requeridos para la produccion

en la produccién vinagre.

Inicialmente es necesario establecer el tiempo éptimo para realizar la etapa de produccién
alcohdlica, en donde es necesario alcanzar una, concentracion en aicohol de 7% p/v. Una
vez establecido el tiempo requerido para llegar a las condiciones idoneas en donde tas
bacterias acéticas puedan se puedan desarrollar se estudiaran diferentes modelos para la
etapa de acetificacién, a partir de esta parte se elegira el modelo que genere un mayor
rendimiento en &cido acético y luego se variaran condiciones de siembra de bacterias
acéticas para poder establecer si al variar éstas la produccion se ve afectada. Finalmente, y
como un complemento de la etapa experimental se establece qué tipo de bacterias son las
que se encuentran presentes en la produccién de &cido acetico, a partir de agua de coco, ya
que pueden encontrarse bacterias del género Acetobacter o Gluconobacter, pues ambas

producen acido aceético.

IV.1 ETAPA DE PRODUCCION ALCOHOLICA

Para producir vinagre es necesario contar con una solucion alcohdlica previa, sea
proveniente de vino de frutas o cualquier otra sustancia fermentable. En esta etapa se tiene
por objetivo determinar el tiempo de fermentacion necesario para alcanzar las condiciones
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dptimas de concentracion alcohdlica para luego proceder a la siembra de organismos
acéticos. ‘

Debido a que el agua de coco maduro no sobrepasa una concentracion de azicar mayor a
los 5° Brix, y la concentracién éptima necesaria para que las levaduras produzcan alcohol
es de 16° Brix al agua de coco se le agregé dulce de panela para alcanzar las
concentraciones de azlcares necesarias como fuente de carbono para las bacterias

acéticas.

Se optd utilizar dulce de panela como regulador de los grados Brix por las siguientes
razones:

1. El dulce de panela posee azlcares que se encuentran desdobladas, es decir que
es mas facil para las bacterias digerir los aztcares simples que los que se
encuentran enlazados como la sacarosa.

2. En este caso actia como un colorante, ya que el color caramelo natural genera un
aspecto agradable al vinagre producido.

3. Tiene un costo menor que el azicar de mesa y es mas accesible para las

personas a las que va dirigido este experimento.
En el anexo C se describen algunas propiedades del dulce de panela.

A continuacion se describe la forma en que se llevd a cabo el monitoreo de la produccion

_alcohdlica en muestras de agua de coco.

IV.1.1 _PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras se prepararon de la siguienteé manera:

1. Se utilizd el agua de cocos maduros con un grosor promedio de 1.5 cm. de copra (que
es el grosor aproximado de la copra para obtener aceite), se mezcld en un solo
recipiente y se procedié a medir el valor de pH y grados Brix, cuyos valores respectivos

fueron 65y 5.
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Se regularon los grados Brix de la mezcla de agua de los diferentes cocos para llevarla
hasta las condiciones 6ptimas para la produccion alcohdlica, para lo que se agregé
dulce de panela hasta obtener agua a 16° Brix.

Se depositaron cantidades iguales de agua de coco en recipientes previamente
esterilizados, para evitar la invasién de alglin microorganismo no deseado, agregandose
500 mi de agua en cada uno.

Se adiciond levadura Saccharomyces cereviciae, de uso en panaderia, en proporcidn de
1 gramo de levadura por litro de agua de coco, es decir, se agregaron 0.5 gramos a
cada recipiente.

“ LLos recipientes fueron puestos a fermentar en condiciones anaercbias, dejando sélo un

pequefio agujero por donde se hace pasar una manguera para liberar el CO, producido
durante la fermentacion alcohdlica. La manguera es conectada a un recipiente que
contiene una solucién antiséptica. En esta ocasién se utilizé lejia comercial.

Las muestras se dejaron fermentar durante 5 dias, en los que se midio Ia cantidad de

alcohol producida, las determinaciones de la cantidad de alcohol se realizaron por

Cromatografia de Gases. Las mediciones fueron hechas en el Laboratorio Quimico de

Geotérmica Salvadorefia, S.A. de C.V.

El equipo utilizado fue el Sistema Cromatografico de Gases Hewlett Packard 6890 con

detector selectivo de masas Hewlett Packard 5973.

Se trabajo bajo las siguientes condiciones:

Horno: temperatura inicial 50°C; temperatura final 250°C
Gas de arrastre: Helio grado investigacién

Inyector Split
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Columna capilar. Hewlett Packard plot Q (Divinylbenzene / Styrene Polymer) de flujo
constante.

Volumen de inyeccion: 1.0 microlitros.

Las mediciones de la produccion alcohélica se realizaron durante 5 dias, en los cuales se
determinaron los grados Brix y la concentraciéon en cada una de las muestras, los resultados
se presentan en el cuadro 4.1.

Cuadro 4.1. Resultados del monitoreo de produccion alcohdlica en muestras de agua de

coco acondicionadas.
DiA Muestra 1 2 3 Promedio
] °Brix 15.50 15.00 15.50 156.33
% de alcohol 2.52 2.55 2.56 2.54
2 °Brix 11.00 11.00 11.00 11.00
% de alechol 7.02 7.12 7.24 7.13
3 *Brix 8.00 8.50 8.25 825
% de alcohol 8.13 8.57 7.99 823
4 °Brix 7.00 7.75 7.50 7.42
% de alcchol 1017 11.23 11.13 10.84
5 *Brix 6.65 7.70 7.00 6.83
% de alcohol 9.56 10.91 10.42 10.03

Los cromatogramas de los andlisis se encuentran en el anexo D. Donde también se
encuentran las condiciones de trabajo para el método de determinaciéon de alcohol por
Cromatografia.
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En la figura 4.1. se presentan graficamente los resultados obtenidos durante fa
fermentacion alcohdlica.

VARIACION DEL % DE ETANOL OBTENIDO VRS.

TIEMPO
Valores
{ maximos
12 + ;
—
3 10
5 8 —e—Muestra
E 6 —— Muestra2
2 4 —A— Muestra 3
X 2
0

Figura 4.1. Resultados de la produccion alcohdélica.

En este gréafico se observa claramente que el comportamiento de las diferentes réplicas es
simifar, lograndose una concentracién méxima de alcchol el dia nimero 4, donde se alcanza
una produccién promedio de 10.84% pfv de alcohol en las soluciones, que podria ser
aprovechado para luego diluir y llevar hasta la concentracion de alcohol necesario para la

siembra de microorganismos acéticos que es de 7%.

Para el presente experimento y con la finalidad de facilitar el método de produccién de
vinagre se decidié sembrar el Acetobacter Sp. en la solucién alcohdlica en el segundo dia de
fermentacién, ya que ese dia se alcanza la concentracién alcohdlica aproximada a 7% phv,
que es la concentracion requerida por los microorganismos para poder desarrollarse y
transformar el alcohol a 4cido acético.
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En el anexo E se presenta la mejor tendencia para los resultados obtenidos en la etapa de

produccién alcohdlica.

IV.2 DETERMINACION DEL METODO A UTILIZAR PARA LA ACETIFICACION

Una vez establecido el dia para la siembra de los microorganismos aceticos es necesario
establecer el método pbr el cual se realizara la siguiente etapa de produccién en la
fabricacion de vinagre, que es la etapa de acetificacion. Como se ha mencionado
anteriormente existen diversos formas para realizar la acetificacién de una solucion
alcohblica, en la presente etapa se probaron basicamente dos métodos, uno que
comprende la aplicacién de aireacion artificial, por medio de pequefics compresores y, por
otro lado, dejando que la muestra tenga una aireacién natural. Estos métodos se probaron
con el objetivo de establecer cual genera un mayor rendimiento en acido acético en las
muestras. Los métodos a utilizar fueron tres y se mencicnan a continuacion:

" Método 1: Fermentacion alcohdlica del agua de coco, seguida de acetificacion,
agregando 5 mi de vinagre iniciador y madre de vinagre, sin aplicar aireacion artificial.

* Nétodo 2: Fermentacion alcohdlica del agua de coco, seguida de acetificacion,
agregando 5 ml de vinagre iniciador y madre de vinagre, aplicando aireacion artificial.

"  Método 3: Adicién directa de alcohol al agua de coco, hasta llevarlo a 7% viv de alcohal,
y regulando los grados Brix del agua hasta 16°. Seguido de acetificacion agregando 5 ml

de vinagre iniciador y madre de vinagre, aplicando aireacion artificial.

Para realizar las pruebas se procedio de la siguiente forma: para cada método mencionado
anteriormente se colocaron dos réplicas y se rotularon segtn el método y el nimero de
réplica, por ejemplo, muestra 1.1 es la réplica 1 del método 1.

Para los métodos 1y 2 se acondicioné el agua de coco hasta llevaria a 16°Brix, con dulce
de panela, se agregd 1g/l de levadura Saccharomyces cereviciae. Se dejé que produjera

alcohol durante 48 horas, y se sembré el Acetobacter adicionande 5 ml de vinagre iniciador
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y aproximadamente 3 gr. de madre de vinagre; para el método 1 se depositd la solucion
alcohdlica en recipientes de vidrio que fueron cerrados en su parte superior con algodon y
gasa; las muestras del método 2 y tres fueron tapadas con tapones de hule y se les hizo
llegar aire por medio de pequefios compresores utilizados para peceras, y para extraer el
aire se les colocd una manguera que a su vez va conectada a un recipiente con una
solucion estéril, para evitar la contaminacién. En las figuras 4.2 y 4.3 se puede observar la
forma en que se colocaron los experimentos durante la produccion acetica.

Los resultados se presentan en la cuadro 4.2 (la determinacion del contenide de acido
acético se encuentra detallado en el anexo I), y en a figura de la 44 se observa
graficamente el comportamiento de los resultados de produccion de vinagre por los métodos

anteriormente descritos.

Cuadro 4.2, Resultados de las pruebas para determinacion del método de preduccidn

acética en muestras de agua de coco.

Muestra (% ac. Aceético)

DIA METODO 1 METODO 2 METODO 3

1.1 12 PROM. 21 22 PROM. 3.1 3.2 PROM.

0.182 0.174 0.168 0.282 0.282 0.282 0.138 0.138 0.138
0.396 0.348 0.372 0.360 0.5694 0.477 0.618 0.456 0.537
0.456 0.432 0.444 0.372 0.744 0.558 0.720 0.510 0.615
0.654 0.582 0.618 0.582 1.260 0.921 0.978 0.720 0.849
0.750 0.744 0.747 0.630 | -1.422 1.026 1.050 0.768 0.909
1.014 1.026 1.020 0.690 1.596 1.143 1.086 0.930 1.008
1.236 1.326 1.281 0.792 1.656 1.224 1.140 0.978 1.059
1.512 1.422 1.467 0.924 1.794 1.359 1.038 1.200 1.119
1.470 1.536 1.503 1.002 1.956 1.479 1.014 1.212 1.113
1.758 1.908 1.833 1.116 2.100 1.608 0.978 1.410 1.194

2.166 2.228 2.196 1.152 2.178 1.665 — 1.524 1.524
2.274 2.502 2.388 1.086 2226 1.656 -— 1.536 1.536
2.844 2.598 2,721 1.026 2.064 1.545 - 1.386 1.386
4.320 3.708 4.014 0.906 1.980 1.443 - — ——-

4.020 4.020 4.020 —_ —_ f— — — —
3.840 5.844 4.842 — — — — — -
4.764 — 4.764 — —_ - — - ——-

Alalalalolnl oo o[~ o|n)s|wlivf~
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alcohol durante 48 horas, y se sembro el Acefobacter adicionando § ml de vinagre iniciador
y aproximadamente 3 gr. de madre de vinagre; para el método 1 se depositd ia solucién
alcohdlica en recipientes de vidrio que fueron cerrados en su parte superior con algodén y
gasa; las muestras del método 2 y tres fueron tapadas con tapones de hule y se les hizo
llegar aire por medio de pequefios compresores utilizados para peceras, y para extraer el
aire se les coloco una manguera que a su vez va conectada a un recipiente con una
solucion estéril, para evitar la contaminacién. En las figuras 4.2 y 4.3 se puede observar la
forma en que se colocaron los experimentos durante fa produccién acética.

Los resultados se presentan en la cuadro 4.2 (la determinacién del contenido de 4cido
acetico se encuentra detallado en el anexo i), y en [a figura de la 4.4 se observa
graficamente el comportamiento de los resultados de produccion de vinagre por los métodos
anteriormente descritos.

Cuadro 4.2. Resultados de las pruebas para determinacién del método de produccion
acética en muestras de agua de coco.

Muestra (% ac. Acético)

DIA METODO 1 METODO 2 METODO 3
1.1 1.2 PROM. 2.1 2.2 PROM. 3.1 3.2 PROM.
1 0162 | 0174 | 0168 | 0282 | 0282 | 0.282 | 0.138 | 0.138 | 0.138
2 039 | 0348 | 0372 | 0360 | 0594 | 0.477 | 0618 | 0456 | 0.537
3 0.4586 0.432 0.444 0.372 0.744 0.558 0.720 0.510 0.615
4 0654 | 0582 | 0618 | 0582 | 1260 | 0.921 | 0978 | 0.720 [ 0.849
5 0750 | 0744 | 0747 | 0630 | 1.422 | 1.026 | 1.050 | 0.768 | 0.909
6 1014 | 1.026 | 1.020 | 0690 | 1.595 | 1.143 | 1.086 | 0.930 | 1.008
7 1236 | 1326 | 1.281 | 0792 | 1656 | 1.224 | 1.140 | 0.978 | 1.059
8 1512 | 1422 | 1467 | 0924 | 1.794 | 1359 | 1.038 | 1.200 | 1.119

9 1.470 1.536 1.503 1.002 1,956 1.479 1.014 1.212 1.113

10 1.758 1.908 1.833 1.116 2.100 1.608 0.978 1.410 1.194

11 2.166 2.226 2196 1.162 2.178 1.665 -— 1.624 1.524
12 2.274 2.5602 2,388 1.086 2.226 1.656 — 1.536 1.536
13 2,844 2.598 2721 1.026 2.064 1.545 --- 1.386 1.386
14 4,320 3.708 4.014 0.808 1.980 1.443 — — —
18 4,020 4.020 4.020 - — o — —- ==

16 | 3.840 | 5844 | 4.842 - — — —

17 4.764 - 4.764 — -— f— — — ——-
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Los espacios que aparecen en blanco son valores que no fueron monitoreados, debido a
que la produccion de &cido comenzé a decaer, y se pudo observar la formacidén de madre
de vinagre.

3 6

° '

T 5 —eo— Método 1

< —&— Método 2

&5 4 —— Método 3
™~

® 3

g Valores maximos:

g 2 —0—4.842

E LR P> - oiees SRR 166

no. 0 - i I ‘r?" - .i.'“":'f' rl S = e I| - T] — —O—1.536

1 3 58 7 9 11 13 15 17
Dias

-

Figura 4.2. Comportamiento de la produccion de acido acético promedio en
muestras de agua de coco, por los métodos 1,2y 3.

Como se puede observar en el gréfico 4.2 el comportamiento de las muestras es similar ya
que hay una tendencia a aumentar la cantidad de acido producido con el tiempo, llegando a
un maximo y luego decayendo. Aunque para cada método se observan diferentes
porcentajes maximos alcanzados.

Gréficamente podemos observar que el método 1 es el que alcanza un; mayor
concentracién de acido acético, pues se obtuvo una concentracién méxima de 4.842 % piv
de acido acético, en contraste con los otros métodos probados cuyos valores maximos de
concentracién obtenidos son de 1.666 % p/v para el método 2 y 1.536 % para el método 3.
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A partir de los datos anteriores se elige el método de acetificacion con aireacion natural
como e método recomendado para producir vinagre, ademas es un método mas
conveniente ya que no requiere de algin ecjuipo que proporcione el aire a la solucion
alcohdlica de manera especial y es un método mas sencillo.

En el anexo F se presentan los graficos de regresion de los datos obtenidos en los
diferentes experimentos por método, con sus respectivas ecuaciones de tendencia.

En las figuras 4.3 y 4.4 se presentan el montaje realizado para llevar a cabo la
experimentacion para la elaboracion de vinagre a partir de agua de coco.

Figura 4.3. Recipientes donde se produce vinagre aplicando una aireacion natural
en la etapa de acetificacién.



Figura 4.4. Montaje utilizado para aplicar aireacién artificial en la etapa de
acetificacién.

67
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V  METODOS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACETICAS

Los métodos de identificacién de las bacterias acéticas son muy amplios y ellos incluyen la
observacién de las caracteristicas en medio sélido y en medio liquido, observaciones
microscdpicas, pruebas de movilidad y pruebas bioquimicas.

Algunas caracterfsticas de identificacién se mencionaron en las tablas de la 2.1 ala 2.3.

V.1 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS EN MEDIO SOLIDO

Una vez el cultivo ha sido inoculado sobre una caja Petri conteniendo sustrato nutritivo con
2% de alcohol etilico (ver anexo H), las colonias aparecen por lo general, despues de 48
horas de incubacién a una temperatura de 30°C. Con frecuencia son colonias pequefnas y
se parecen a una gota de agua, presentan un color amarillento, la forma de las colonias es

circular de bordes lisos y elevacion convexa.

V.2 CARACTERISTICAS EN MEDIO LIQUIDO

Al sustrato nutritivo debe adicionarsele 2% de alcohol etilico (ver anexo H) y luego inocular.
Se incuba a 30°C por 24-48 horas y se observa la formacion de pelicula en la superficie del

sustrato, la raptacion o no de esta pelicula y el entubamiento del caldo.

V.3 OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

Por medio de las observaciones microscopicas se estudia la forma de las bacterias, asi
como si éstas aparecen aisladas, en parejas o en cadenas. La mejor manera de llevar a
cabo estas observaciones microscopicas es haciendo uso de las técnicas de tincién, tales
como: tincién simple, tincién de Gram (por medio de la cual puede determinarse que las
bacterias acéticas son Gram-negativas) y tincién de cépsula para comprobar su presencia

en las bacterias acéticas.
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V.4 PRUEBAS DE MOVILIDAD

El movimiento de las bacterias acéticas puede perfectamente observarse por el método de
la gota pendiente, o realizando siembras en medios de cultivo semisdlido para movilidad.

V.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las pruebas bioquimicas constituyen reacciones que ponén de manifiesto las propiedades
fisiologicas caracteristicas de los microorganismos. Entre las pruebas bioquimicas Utiles
para identificar las bacterias acéticas estan las siguientes: pruebas de catalasa, coloracion
con yodo, oxidacion del alcohol etilico, sobreoxidacion del acido acético y reaccion de la

celulosa. Las que se describen a continuacion.

V.51 PRUEBAS DE CATALASA

. La catalasa es una enzima respiratoria capaz de desdoblar el perdxido de hidrégeno
producido durante el proceso respiratorio, en el cual ocurren reacciones de
deshidrogenacién o de transferencia de hidrégeno de un compuesto a ofro. Cuando el
oxigeno molecular actlia como aceptor de éste se forma el perdxido de hidrégeno segan la

reaccién que se describe en la siguiente ecuacion:
2H" + O, —» H,0:

Este producto es toxico para las bacterias que lo producen, razén por la cual es desdoblado
por la enzima catalasa en agua y oxigeno molecular, seguin la reaccién descrita por la

ecuacion siguiente:
2H,0, —» 2H.0 + O,

La enzima catalasa se descubre facimente afiadiendo unas gotas de Hz0; al 3% a una
colonia o al crecimiento de un cultivo en tubo inclinado. La aparicién de gas indica prueba

positiva.
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V.5.2 COLORACION CON YODO

Con este método pueden cbservarse capsulas mucosas, que son sustancias amorfas que
rodean la célula y estan constituidas por polisacaridos, principalmente aimidén; éste al

reaccionar con el yodo da una coloracion azul.

- "

C c C

Las bacterias acéticas tienen la capacidad de oxidar el alcohol etilico hasta acido acético,
proceso por medio del cual obtienen la energia y el carbono que necesitan. El crecimiento
de colonias sobre medios de cultivo conteniendo alcohol etilico, sera una clara evidencia de
que la colonia pertenece a bacterias acéticas.

- I

V.54 SOBREOXIDACION DEL ACIDO ACETICO

Algunas bacterias tienen la capacidad de oxidar el acido acético producido hasta CO. y
agua, a lo que se [lama oxidacion completa. La reaccion que se lieva a cabo se describe

en la siguiente ecuacion.

CH; COOH +20,— 3 2CO0, + 2H,QO +208.34 Kcal/gr moia 25 °C

V.5.5 REACCION DE LA CELULOSA

Cuando las bacterias acéticas se cultivan en medio liquido, presentan formacion de pelicula
que es gruesa y cariacea en la parte superior, mientras que en la parte inferior el aspecto es

de masas mucosas claras como el agua.

Las peficulas gruesas, llamadas “peliculas xylinum" con yodo y acido sulfarico producen [a
reaccion de las células. La celulosa esta constituida por cadenas de unidades de D-glucosa
unidas por enlaces glicosidicos. Estas uniones glicosidicas de la celulosa se rompen por la
accién de los acidos, con lo que cada una de sus moléculas genera muchas moléculas de d-
(+)-glucosa, y cada unidad de glucosa tiene en la celulosa tres grupos -OH libres, son éstas
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las posiciones donde ocurre la reaccion y aparece el color azul; en otras palabras éstos son
los puntos en que el acido suifirico ha penetrado en las células.

V.6 PRUEBAS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL GENERO

En la identificacién de la bacteria acido acética se toma como indicador la produccién de
4cido acético y/o su degradacién. Esto se logra por medio de una serie de pruebas, las
cuales, principian con la preparacion de medios de cultivo adecuados (tanto sélidos como
liquidos) para dicho microorganismo como se detalla en la tabla 1 del anexo E, asi como
también se encuentra de tallado en este anexo la elaboracion de dichos medios.

V.7 AISLAMIENTO DE LA BACTERIA ACETICA

Las bacterias acéticas inoculadas procedian de dos muestras de agua de coco, la cual, se
dejé6 descubierta al ambiente para verificar que los microorganismos aceéticos son los
encargados de realizar el proceso de descomposicion de esta agua en los suelos de los
patios de acopio en las islas productoras de copra para la extraccion de aceite de coco.
Una de las muestras era de dos meses de edad (cuyo color era amarillo muy fuerte y
presentaba cierta cantidad de precipitado) y la otra de tres dias (que presentaba color
blanco turbio), lo anterior se hizo con la finalidad de poder observar en que momento era

mayor la cantidad de Acetobacter en la muestra.

Los detalles del procedimiento de los diversos experimentos realizados, asi como su

resultado, se detalian a continuacion:
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Cuadro 5.1. Observaciones de las colonias obtenidas de muestras de agua de coco
después de 24 hr de incubacion a 25° C.

MUESTRA DE TRES DIAS MUESTRA DE DOS MESES
MEDIO SOLIDO | MEDIOLIQUIDO | MEDIO SOLIDO | MEDIO LIQUIDO
¢ Fomacion de|s Formacién dele Fomacion e Formacion de
dos tipos de pelicula de color limitada de un pelicula de color
colonias, blanquecino tipo de colonia blanquecino
grandes y|e Enturbiamiento pequeiia. ¢ Enturbiamiento
pequefias. del medio s De color del medio
e De color e Precipitacién de amarillento ¢ Precipitacion de
amarillento masa bacteriana | Redondas masa bacteriana
¢ Redondas + Convexas
« Convexas e Opacas
e Opacas
ERVAC Cc COPIC

Luego se procedit a la observacién microscépica de las muestras, para lo que se llevé a
cabo la preparacion de los frotis para cada una de ellas, obteniéndose como resultado que
en la muestra mas joven los microorganismos eran levaduras en su mayoria, mientras que
la de dos meses presentaba Acefobacter y levaduras (en ésta la presencia de los
Acetobacter es mucho mayor que en la muestra de tres dias).

V.7.2_COLORACION POR YODO

Para determinar si las bacterias presentes en las muestras de agua de coco poseian capa
mucosa se expuso una pequeia cantidad de la pelicula formada en el medio liquido a una
solucion de yodo-yoduro potdsico, ya que, la sustancia amorfa que rodea las células esta
constituida por polisacaridos, principalmente de almidén, y éste reacciona con el yodo
dando una coloracién azul a las células. El resultado de las pruebas fue negativo en ambas
muestras.
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V.7.3 PRUEBA DE MOVILIDAD

La prueba de movilidad se realizé por el método de la gota pendiente (Diaz, et al 1991) de la
siguiente forma: en portaobjetos excavados se introdujo una gota de agua destilada estéril y
en ella se colocé una pequeiia cantidad de la pelfcula formada en el medio liquido, la cual,
fue tomada con un asa estéril y luego se frotd vaselina alrededor de la excavacidn del
portaobjetos para poder adherir un cubreobjetos, y por medio de un movimiento rapido se
invierte tanto el cubreobjetos como el portaobjetos, y asi poder ser observados al
microscopio. Los resultados de esta prueba fueron negativos para ambas muestras.

V.74 OXIDACION DEL ALCOHOL ETILICO

Esta pudo ser determinada por medio de la percepcién de olor a acido acético tanto en los
medios sélidos como liquidos, ya que en su composicion se encuentra contenido el alcohol
etilico, confirmando de esta manera que las bacterias aisladas en estos medios son
aceéticas, ya que utilizan el alcohol etilico en su metabolismo para la obtencién de energia.

Ademas para confirmar que los microorganismos aislados son Acefobacter y no
Gluconobacter se llevo a cabo la prueba que sugieren Carr y Passmor que consiste en
agregar verde de bromocreso! (1 ml en 2.2% de solucidn por litro) a un medio sdlido (de
composicién como la descrita en el anexo) en un medio inclinado, tanto el Acetobacter como
el Gluconobacter producen acido a partir de etanol y el indicador cambia de azul a verde y
luego hasta llegar a amarillo; pero los Acetobacter al producir el acido hacen que el

indicador regrese de amarillo a verde, ver cuadro 5.2. (Collins, et al 1992).

Cuadro 5.2. Diferenciacion de bacterias acido acéticas.

Formacién de CO» a

Formacién de acido

partir de acido

Formacion de CaCQOs;

Género a partir de etanol . a partir de lactato
acético
Gluconobacter + - -
Acetobacter + + +

(Collins, et al 1

992)
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El resultado de esta prueba fue positivo para las bacterias acéticas en ambas muestras.

En el cuadro 5.3 se resumen los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en las
muestras de agua de coco.

Cuadro 5.3. Resultados de pruebas hechas a bacterias encontradas en muestras de agua
de coco.

Resultado obtenidos en Resultados obtenido en
Prueba muestra de agua de coco de | muestra de agua de coco de
tres dias dos meses

Microorganismos Gram | Microorganismos Gram

L . positivos 'y muy pequeiias | positivos y bacilos cortos Gram
Observacién microscépica ) . . . .
cantidades de bacilos cortos|negativos en cantidades casi

Gram negativos proporcionales
Pelicula de moderado i .
. i . Pelicula delgada lisa de color
Formacién de pelicula espesor, lisa de color .
. blanquecino
blanquecino
Entubamiento del liquido Positivo Positivo
Reptacion por las paredes del » o
. Positivo Positivo
recipiente
Coloracién por yodo Negativo Negativo
Prueba de movilidad Negativo Negativo
Prueba de diferenciacion de Carr y . .
Positivo para acetobacter Positivo para acetobacter
Passmor iy
Oxidacion del alcohol etilico Positivo Positivo

{ Collins , et al 1992)

En las figuras 5,1 y 6.2 se pueden apreciar las fotografias que fueron tomadas a los frotis
de las muestras de agua de coco de tres dias y la de dos meses respectivamente. En ellas
se puede observar que en la muestra de tres dias se observan muy, pero muy pocas
bacterias acéticas, mientras que en la muestra de dos meses se puede observar un numero
mucho mayor de dichos microorganismos.
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Figura 5.1. Fotografia de tincion Gram realizada a la muestra de agua de coco luego

de tres dias de haber sido expuesta al ambiente
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Figura 5.2. Fotografia de tincién Gram realizada a la muestra de agua de coco luego

de dos meses de haber sido expuesta al ambiente

Debido a que los resultados obtenidos en las muestras anteriores indicaban que los
primeros microorganismos en propagarse en el agua de coco no son las bacterias acéticas,
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sino que una diversidad de microorganismos se propagan en el agua de coco con
anticipacion y entre estos pueden haber una gran variedad de levaduras las cuales se
encargan de acondicionar el sustrato para que las bacterias acéticas puedan crecer, ya que
es necesario que el sustrato contenga concentraciones bajas de alcohol etilico. Para poder
comprobar lo anteriormente planteado se decidié dejar al ambiente muestras de agua de
coco Yy monitorear el tipo de microorganismos que se desarrollaban haciendo cultivos de
ésta por cinco dias consecutivos y asi poder asegurar que el sustrato es acondicionado por
otros microorganismos antes de que las bacterias acéticas se reproduzcan en el agua de
coco. Los resultados obtenidos de esta prueba se detallan en el cuadro 5.4. al final de este

capitulo.

Todas las pruebas anteriormente detalladas fueron realizadas en los laboratorios de
bactericlogia del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, bajo la supervisién de la Lic. Doris
Cardona.

En las figuras de la 5.3 a la 5.7 se pueden observar las fotografias de las secuencias de los
frotis tomadas a partir de la muestra de agua de coco de un dia hasta la de cinco dias.

Figura 5.3. Fotografia de tincion Gram realizada a la muestra de agua de coco luego
de un dia de haber sido expuesta al ambiente.
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Figura 5.4. Fotografia de tincion Gram de un cultivo hecho a la muestra de agua de
coco luego de dos dias de haber sido expuesta al ambiente.

Figura 5.5. Fotografia de tincién Gram de un cultivo hecho a la muestra de agua de

coco luego de tres dias de haber sido expuesta al ambiente.
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Figura 5.6. Fotografia de tincién Gram de cultivo hecho a la muestra de agua de
coco luego de cuatro dias de haber sido expuesta al ambiente.

Figura 5.7. Fotografia de tincién Gram de cuitivo hecho a la muestra de agua de
coco luego de cinco dias de haber sido expuesta al ambiente.

En esta secuencia de fotografias podemos notar que la aparicién de los Acetobacter

comienza a partir del quinto dia de exposicion del agua de coco al ambiente, por lo que
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podemos cocluir que el agua de coco ha sido modificada por otro tipe de microorganismos

(que bien podrian ser hongos o levaduras) para que tenga las condiciones adecuadas para
el crecimiento de los microorganismos acéticos.

Cuadro 5.4. Resultados de las observaciones microbiolégicas hechas en muestras

de agua de coco, monitoreadas durante 5 dias.

Formacién de

espesor, lisay

espesor, lisay

espesor, lisay

PRUEBA DIA 1 DIA2 DIA3 DIA 4 DIAS
Microorganis- | Microreganis- | Microorganis-
mos gram mos gram mos gram
positivos y positivos y positivos y
. . ) . |muy pequefias| pequefias pequerias
. Microorganis- | Microorganis- i . .
Observacion cantidades de | cantidades de | cantidades de
. . mos gram mos gram ) ) )
microscdpica o - bacilos cortos | bacilos cortes | bacilos cortos
positivos positivos
gram gram gram
negativos, negativos negativos
Pelicula de Pelicula de Pelicula de Pelicula de Pelicula de
moderado moderado moderado moderado moderado

espesor, lisay

espescr, lisa y

diferenciacion de

Positivo para

Positivo para

Pasitivo para

el de color de color de color de color de color
elicula
P blanquecino. blanquecino. | blanquecino. | blanquecino. | blanquecing.
Enturbiamiento . » . .
L Positivo Paositivo Positivo Positivo Positivo
del liquido.
Raptacion por las
paredes del . . . "
. Positivo Positivo Positivo Positivo Pasitivo
recipiente.
Coloracién por . ) . . .
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
yodo
Prueba de . ) . . .
N Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
movilidad
Prueba de

Positivo para

Positivo para

CARRYy
Acetobacter Acetobacter Acetobacter Acetobacter Acetobacter
PASSMOR
Oxidacién del
alcohol etilico Positivo Positivo Positive Positivo Positivo




80

VI OPTIMIZACION DEL METODO DE ELABORACION DE
VINAGRE

Todo proceso de produccién es afectado por una diversidad de variables ya sea de forma
directa o indirecta. Por lo que es necesario realizar un estudio minucioso para identificar
dichas variables, y de esta manera peder comprobar hasta que punto afectan al proceso,
con lo que se podria optimizar el proceso de produccion. Esto es logrado por medio de [a
utilizacién de diversos métodos estadisticos, y la aplicacion de estos métodos. dependeran
de la naturaleza del proceso de produccion a ser evaluado, asi como de las variables

observadas por el experimentador.

El proceso de optimizacién (para este caso) se llevé a cabo con la finalidad de evaluar las
variables presentes en la etapa de acetificacién de la solucién alcohdlica obtenida con el
agua de coco para asi poder recomendar o elegir un método que de cdmo resultado una

alta produccion de acido acético. ‘

Para iniciar con esta etapa se procedi6 a evaluar las variables que afectan de forma directa
el incremento de la concentracion de &cido acético en el vinagre dentro de las cuales se

encontraron los siguientes:

La temperatura en la que se desarrolla el experimento.

2. La cantidad de vinagre iniciador que se agrega junto con la madre para
dar inicio a la etapa de acetificacion.

3. El grado de madurez de la madre de vinagre a ser adicionada en la etapa

de acetificacion.

Luego de haber identificado estas variables se analizaron llegando a las conclusiones

siguientes:

o Latemperatura no sera tomada en cuenta como variable que afecta directamente
este experimento ya que El Salvador cuenta con las condiciones de temperatura
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éptimas, siendo necesarios rangos de 25°C a 30°C, para que los Acefobacter se -
desarrolle sin ningln inconveniente.

e Se fijaron los rangos dentro de los cuales variaria la cantidad de. vinagre
iniciador a ser afiadida al experimento, asf, para el volumen de vinagre iniciador a
ser agregado al proceso de acetificacion se fijaron dos valores, uno de 3 ml y el

- otrode 5:ml.

e Ya que la evaluacion del grado de madurez de la madre es muy dificil de
cuantificar se procedié a hacerlo de una forma indirecta, tomando en cuenta el
criterio de que a medida que la madre se va fomando en el vinagre y va
envejeciendo se vuelve de consistencia méas espesa y dura, y la madre recién
formada es blanda y transparente. Asi se procedid a pesar tres gramos de una
madre de consistencia muy firme, a la cual denominamos “madre desarrollada”
aungue es sdlo una forma de denominarla, pues en ambos casos se utiliza
madre que ya estd totalmente formada Gnicamente se refiere al grado de
desarrollo de los microorganismos. De la misma forma se pesaron tres gramos
de madre de consistencia muy blanda, a la cual denominamos “’madre joven". La
diferencia entre una “madre jover” y una “madre desarrollada” es €l tipo de
microorganismos acéticos que se encuentran'adheridas a ellas, pues en una los
microorganismos han formado colonias de mayor edad, es decir, que se
encuentran totaimente adaptados al medio, y en la otra son colonias recién

formadas.

Debido a la naturaleza del experimento, donde las caracteristicas a probar estan sujetas al
control del experimentador, es necesario recurrir a un disefio factorial donde se estudie Ia
respuesta al efecto de k factores, cada uno de ellos a dos niveles. El tipo de disefio para el
anélisis de los datos recopilados en la etapa de optimizacién del método de produccién de
vinagre a partir de agua de coco es el denominado Experimento factorial 2% (este método
se encuentra detallado en el anexo J, asi como los resultados estadisticos obtenidos para

este experimento), donde k son los dos factores:

A. El volumen de vinagre iniciador afiadido.
B. Elgrade de madurez de la madre de vinagre.
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Los niveles o réplicas de cada combinacién criginalmente se pensaron que fueran tres,
aunque debido a que los valores de mayor produccion de acido acético se observaron en
los dias trece y catorce de medicién se utilizaran seis réplicas sumando los resultados de
los dos dias. Por lo tanto el modelo estadistico apiicados sera 2% con seis réplicas, la
variable respuesta serd el grado de acidez de la muestra después de 13 y 14 dias de

acetificacién de la muestra.

Luego de héber planteado el modelo de andlisis estadistico, se procede a explicar la forma

en que se prepararon las muestras a ser analizadas.

La etapa de fermentacién alcohdlica en cada uno de los métedos fue la misma, y se realizé

de la siguiente manera:
e Se midio el pH del agua de coco, dando como resultado un pH de 5.5

 Ei agua de coco se acondicioné a 16 °Brix por medio de la adicion de dulce de

panela.

« En recipientes debidamente esterilizados se colocd 260 mis de agua de coco

acondicionada y se le afiadié 0.26 gr de levadura

o Dos dias después, cuando la etapa de fermentacion alcohdlica se encuentra en el
punto de condiciones éptimas para dar paso a la acetificacion se procedié a
elaborar cada uno de los métodos como se detallé anteriormente.

e Las mediciones de la concentracién del acido acético dentro del vinagre fueron
realizadas a lo largo de 14 dias, se encuentran ejemplificadas en el anexo |, de esta
manera se pudo evaluar el comportamiento de las variables en estudio, con la
finalidad de establecer si existé una diferencia significativa en las respuesta
generada por las muestras al variar las condiciones de inoculacién de las bacterias

acéticas antes mencionadas.
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Los resultados de las mediciones de acidez se presentan en |a tabla 6.1, ademas estos

datos se encuentran graficados en las figuras de la 6.1 a la 6.4 para tener una

apreciacion mas clara del comportamiento de los resuitados de cada réplica obtenidos

por cada método a lo largo de los 14 dias de medicién, asi como también fueron

graficados los promedios obtenidos en cada método.

VARIACION DEL % DE AC. ACETICO PARA EL METODO 1 |—#—Replica 1
CON RESPECTO AL TIEMPO —m—Replica 2

—&— Replica 3

—e—PROVEDIO

383

Valor

promedio
maximo:

% DE AC. ACETICO
OC=2NWwhO®

8888

L

CONCENTRACION EN

—-0—4.98

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DIAS

Figura 6.1. Variacién de la concentracién de acido acético para el método 1 con respecto al

tiempo

CONCENTRACION EN
% DE AC. ACETICO

VARIACION DEL % DE AC. ACETICO OBTENIDO PARA EL NEETODO 2

CON RESPECTO AL TIEMPO — Replica 1
—B— Replica 2
—&— Replica 3
—o—PROVEDIO

Valor

promedio

maximo:
-0-5

12 3 4567 8 9 101121314 15
DIAS

Figura 6.2. Variacion de ia concentracion de acido acético para el métado 2 con respecto al

tiempo
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VARIACION DEL % DE AC. ACETICO OBTENIDO PARA E. NETODO 3

CON RESPECTO AL TIEVIPO

—&— Replica 1
—B—Repiica 2
—&—Replica 3

—6—PROVEDIO

1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DIAS

Valor -
promedio
maximo

—-0—4.49

Figura 6.3. Variacion de la concentracién de acido acético para el métedo 3 con respecto al

tiempo

CONCENTRACION EN
% DE AC. ACETICO

VARIACION DEL % DE AC. ACETICO OBTENIDO PARA EL. MEETODO 4

CON RESPECTO AL TIEMPO

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DIAS

——o—Replica1
—i#— Replica 2
—&—Replica3
~&—PROVEDIO

Valor
promedio
maximo:

—0—4.53

Figura 6.4. Variacion de la concentracién de acido acético para el método 4 con respecto al

tiempo.
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En el anexo G se presentan la mejor tendencia y la ecuacion de la misma para los

resultados obtenidos de las replicas de cada método.

Cuadro6.1. Resultados de los anélisis de acidez hechos a muestras de agua de coco
realizados para comprobar el efecto de variables de iniciacién (cantidad de vinagre iniciador
- madurez de la madre agregada) en la etapa de acetificacion.

METODO

El’ 1 2 3 4
A REPLICA (% DE ACIDO ACETICO)

1 23] 1] 21 3] 2 31 1] 2] 3
1 |o022] 022019 019]049] 017|017 0.17] 017 ] 0.14] 0.17 ] 0.19
2 |ozs]o036|000]036)034|036]036]036]034]034]034] 036
3 | 038 041 041]038]036] 038|038 038]036]038]038] 038
4 | 0461 055 046 ] 053] 055 050 0.50 | 0.48 | 0.46 | 043 | 0.50 | 0.48
5 o074 079] 077 | 079 | 084 | 067 | 0.58 | 0.55 | 0.60 | 0.55 | 0.72 | 0.74
6 {001 101 113 1.13] 101|089 089 | 074 | 1.03| 0.78 | 0.98 | 1.13
7 11101 118 146 | 118 | 198 | 1.36 | 0.94 | 1.10] 0.98 | 0.94] 1.37 ] 1.20
8 | 169]| 180 187|185 206 [ 214 | 110 127 ] 127 ] 1.61] 1.80{ 1.92
9 | 199|210 228 ] 1.92] 226 | 216 | 1.08| 155 1.97 | 1.92] 277 275
10 | 262 | 200 | 348 | 302 360 | 338 176 | 253 ] 2.36 | 2.33 | 3.44 | 3.20
11 | 300 | 367 414 | 432 528 | 540 252 | 353 | 358 | 258 | 4.19 | 4.01
12 | 400 | 414 | 461 | 461 ] 523 | 440 348 ] 456 | 3.84 | 5.10] 4.27 | 4.18
13 | 502 | 451 | 470 | 460 | 497 | 433 ] 360 | 437 | 473 ] 4.30 | 460 ] 4.70
14 | 510 | 490 | 480 | 439 | 470 | 412 | 481 | 4.07 | 460 3.88 | 444 ] 4.50
15 | 5.16 | 4.98 | 4.80 5.04 4.40 402 | 4.04

NOTA: los métodos enumerados en la tabla se describiran en la seccion vi.1.1.
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VI.1 Interpretacién de los resultados

En el cuadro 6.1 se encuentran los resultados de las mediciones de &cido acético en las
muestra de agua de coco, y en los gréficos 6.1 a 6.4 se observa la variacién de los
diferentes combinaciones de tratamientos con el tiempo, donde podemos notar que el
porcentaje de &cido  acético producido aumenta con el tiempo, hasta llegar a ser maximo
entre los dias 13 y 14, para tres de los cuatro métodos, por lo que se puede decir que tienen
un comportamiento similar entre si. Debido a este fenémeno se procedié a realizar el
andlisis estadistico para los resultados obtenidos entre los dias 13 y 14, tomandose los
factores cantidad de vinagre iniciador y tipo de madre de vinagre agregados, para iniciar la
etapa de acetificacion, como las variables cuya influencia en la acidez del vinagre de agua

de coco producido se comprobara.

r r

IS1 DISTICO D D

Como se menciond al inicio de este capitulo el andlisis estadistico aplicado a los resultados
es el de disefio factorial 2 (ver anexo J) , donde se plantean las siguientes hipotesis:

" Hipétesis nula, Ho: No existe efecto significativo de la cantidad de vinagre iniciador y la
madurez de la madre de vinagre adicionados en el proceso de acetificacion sobre la

produccion de acido acético

" Hipotesis alternativa, Hy: existe efecto significativo de la cantidad de vinagre iniciador y
la madurez de la madre de vinagre adicionados en el proceso de acetificacion sobre la

produccion de acido acético

Para la comprobacién de la hipétesis nula planteada se realizo un andlisis de varianza a un
nivel de confiabilidad del 95%.

Los resultados obtenidos al aplicar el disefio factorial 2% se encuentran tabulados en el
Cuadro 6.2,



87

Cuadro 6.2. Resultados del anélisis estadistico aplicado a los datos de concentracion de

acido acético obtenidos a partir de la combinacién de dos factores de iniciacién de la etapa

de acetificacion.

Fuente de variacion Sumatoria de Grados de | Media de F Nivel de
(efectos principales) cuadrados libertad cuadrados calculado significancia
A: tipo de madre ’
0.11760 1 0.11760 1.045 0.3183
B: cant. de vinagre
o 0.52215 1 0.52215 4,640 0.0430
iniciador
Residuos
2.36303 21 0.11252
Total 3.00278 23

A cada combinacion de tipo de madre vy cantidad de vinagre iniciador se le denominé

método con la finalidad de simplificar la manera de tratar los resuitados, aunque el analisis

se hace para comprobar la influencia de los factores antes mencionados, asi: |

» METODO 1: se le afiadirdn 5 ml de vinagre iniciador y 3 gramos de madre de vinagre

joven para dar inicio con la etapa de acetificacion.

« METODO 2: se le afiadiran 5 ml de vinagre iniciador y 3 gramos de madre de vinagre

desarrollada para dar inicio con la etapa de acetificacion.

e METODO 3: se le afadirdn 3 ml de vinagre iniciador y 3 gramos de madre de vinagre

joven para dar inicio con la etapa de acetificacion.

desarrollada para dar inicio con la etapa de acetificacion.

METODO 4: se le afadiran 3 mi de vinagre iniciador y 3 gramos de madre de vinagre

El nivel de confiabilidad aplicado al analisis es de 95%. De donde se puede observar que el
nivel de significancia obtenido para esta prueba estadistica es de 0.3183 para el factor tipo
de madre y de 0.0430 para el factor cantidad de vinagre iniciador, resultando mayor el nivel
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de significancia escogido, que es de 0.05, para el factor tipo de madre y menor que 0.05
para el factor vinagre iniciador, por lo que se concluye que el factor tipo de madre no afecta
de manera significativa la produccién de vinagre en las muestras de agua de coco; no
siendo asi para la cantidad de vinagre iniciador, que influye en la acidez.

El factor cantidad de vinagre iniciador efectivamente influye en la acidez del vinagre
produc;do aunque habria que tomar en cuenta que se esta acidificando la muestra desde el
principio, pues se esta agregando mayor cantidad de acido acético, por lo que se concluye
que si ejerce efecto, sin embargo, es necesario hacer experimentos mas completos para
definir cuales son los rangos de volumen de vinagre iniciador que permiten una produccion
adecuada de vinagre, pues la cantidad de 4cido acético producido es mayor, aunque no en
un porcentaje muy amplio en comparacién con las otras combinaciones probadas, lo que se
puede observar en [a figura 6.5, donde aparecen graficados los rangos donde se encuentran
lo valores de acidez caiculados para cada combinacion y en la parte sefialada con asterisco
el valor promedio de cada uno de los rangos resuitando que el meétodo 1 (donde se
utilizaron 5 mi De vinagre iniciador y 3 gr. de madre joven para iniciar la acetificacion) dio un

mejor resultado que los otros tres métodos aplicados.

Means and 95.0 Percent 18D Tntervals

31
i3 [
) 4
g M T
SE A ——
s
= g [ # *
43 =
! 17

] 3 3 §
metodo

Figura 6.5. Comparacion de la variacién de la concentracion de 4cido acético en los dias 13
y 14 para los cuatro métodos utilizados.
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Vil PROPUESTA DE PROCESO DE PRODUCCION DE VINAGRE
A NIVEL DE PLANTA PILOTO O ARTESANAL A PARTIR DE
AGUA DE COCO RESIDUAL DEL PROCESAMIENTO DE LA
COPRA.

A continuacién, en la figura 7.1, se explica paso a paso una propuesta para el proceso de
produccién de vinagre a partir de agua de coco que podria ser utilizada en los lugares
donde se obtiene la copra. Y en la figura 7.2 el disefio de planta del mismo proceso.

Recoleccidn del Medicién del volumen de Acondicionamiento
agua de coco agua de coco recolectada para fermentacion
alcohdlica
Separacion
sélido - liquido l
Agregar 30 g de
Reposo de dos Activacion de la dulce de panela/ It
dias ¢ ‘ levadura . de agua de coco
separacién Mezcla
gas - liquido
CO; *
Acondicionamiento Descube de Agregar 20 ml de
> de solucion solucién vinagre iniciador y 12
alcohdlica alcohdlica B g de madre de
vinagre por It de
solucion alcohdlica
Sedimentacién Separacion de
solido - liquido l

obtencién de vinagre

Acondicionamiento y |g— | Reposo de 13 a 14 dias ‘T Acetificacion

Reaccién quimica
de acetificacion

L_, Final de la acetificacion |y Embotellamiento/ |y Almacenado
envasado

Figura 7.1. Flujograma de produccion de vinagre a partir de agua de coco.
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A | T

O RSN

> O

H
A) Agua de coco D) Madre de vinagre G) Levadura sedimentada
B) Dulce de paneia E) Vinagre iniciador

H) Sedimentos provenientes
de la acetificacion
I)CO;

Figura 7.2. Diseiio de planta para la elaboracion de vinagré a partir de agua de coco.

C) Levadura F) Producto
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VI.1 ETAPAS A SEGUIR EN LA PRODUCCION DE VINAGRE A PARTIR DE
AGUA DE COCO RESIDUAL DEL PROCESAMIENTO DE COPRA PARA
LA PRODUCCION DE ACEITE.

Para producir vinagre no se necesitan recipientes especiales, sino recipientes y utensilios
de uso comtin en un hogar los materiales y equipos serian:

" Dos barriles o cubetas de plastico con tapadera’

Un pedazo de manguera de unos 5 mm de didmetro

Un abrevadero para partir los cocos, que podria ser uno o varios lavaderos que cuyo
desagile estaria conectado a un tubo de plastico que conduzca el agua a uno de los
barriles de plastico.

Una balanza
Botellas para almacenar el vinagre

Dos vasos o recipiente pequefios de aproximadamente 1 litro de capacidad con una

abertura de diametro de unos & cm.
Un embudo

Algodon

Los ins_umos requeridos serfan:
Agua de coco

Levadura de uso en panaderia
Dulce de panela

Vinagre iniciador

Madre de vinagre

Lejia

Azdcar
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Bisulfito de sodio

Paso 1: Recoleccion del agua de coco.

Como primer paso es necesario establecer una recoleccién adecuada del agua, para lo
que se sugiere un cambio radical en [a forma de partir los cocos, un abrevadero donde se
estarian partiendo los cocos, estos abrevaderos tienen que estar conectados a un tubo de
plastico por donde fluye el agua hacia un barril o cubeta conectada al tubo, este barril
deberd poseer una maya o colador para separar las particulas sodlidas del agua,

aplicandose una separacion solido - liquido.

Paso 2: Determinacién de la cantidad de agua de coco recolectada.

Por otra parte los recipientes de plastico donde se recolecta el agua de coco deberian
estar marcados con sefiales de volumen, para asi poder determinar la cantidad de agua
recolectada ya que es necesario conocer el volumen para luego acondicionarta de la forma

adecuada.

Paso 3: Acondicionamiento del sustrato para la fermentacion alcohdlica.

La operacidn unitaria basica aqui es la de mezclado.

El acondicionamiento consiste en llevar el agua de coco hasta 16° Brix, para lo que se le
podria agregar una cantidad aproximada 150 gramos de duice de panela por litro de agua
de coco recolectado (esta es una cantidad promedio obtenida de varios datos

experimentales).

Paso 4: Fermentacion alcchdlica.

Ya acondicionada el agua se procedera a agregar la levadura Saccharomyces cereviciae
a razén de 1 gramo por litro, la levadura utilizada en los experimentos fue la de grado
comercial, utilizada cominmente en la fabricacién de pan. Debido a que la levadura se
encuentra liofilizada se recomienda activaria de la siguiente forma: en un recipiente
pequefio, puede ser un vaso, se pone agua de coco y tres cucharadas pequefias de
az(car, se agregara levadura a razén de 1 g de levadura por litro de agua captada, la
activacion de la levadura se notara por la aparicidn de burbujas en la superficie del

recipiente.
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La levadura activada se agrega al recipiente que contiene el agua de coco acondicionada,
se agita con una paleta, se cierra en envase de forma que en la tapadera solamente quede
un pequefio agujero por donde se hace pasar una manguera, que sera por donde escapara
el CO, formado durante la produccion alcohdlica, este es un proceso natural de separacién

gas - liquido.

La manguera podra ser de unos 5 mm de diémetro, y a su vez estara conectada a un vaso
u otro recipiente que contenga lejia diluida.

El agua de coco acondicionada se deja por dos dias, que son suficientes para obtener la
concentracion de alcohol necesario para pasar a la etapa.de acetificacion.

Paso 5: Descube y preparacion para [a acetificacion.

Al pasar los dos dias necesarios para la fermentacién alcohdlica se procede a separar la
solucion alcohdlica de los residuos de levaduras sedimentados (@ esta accién se le
denomina descube), lo que se puede hacer por decantacién simpie de la solucién
alcohdlica, dejando los residuos de levadura en el recipiente y pasando la solucion a otro
recipiente limpio, 0 por medio de una manguera, colocando el recipiente que contiene la

solucion alcohdlica. en una mesa y el recipiente donde ésta se trasladara en el suelo,

teniendo el cuidado de evitar arrastrar los residuos de levadura.
La operacidn unitaria basica aqui es la de sedimentacién y separacién solido - liquido.

La solucién alcohdlica puede ser dejada en .el recipiente donde se decanto o utilizar el
mismo recipiente que se utilizé para la fermentacion alcohdlica, dnicamente que esta vez
se utilizaria una tapadera que contenga varios agujeros por donde tendria que pasar el aire
para que las bacterias acéticas sobrevivan, estos agujeros tienen que estar tapados con
algoddn o tela de manta para colar, para evitar que se cuelen mosquitos o moscas al

recipiente.

Para iniciar la transformacion del alcohol en vinagre se agregaran 20 ml de vinagre
iniciador al recipiente que contiene la solucion alcohdlica y 12 g de madre de vinagre.
Iniciandose asi la etapa de produccién de acide acético.
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Paso 6: Acetificacion.
La acetificacion se lleva a cabo durante 13 o 14 dias, la temperatura 6ptima para dicho
proceso es de 23 a 24 °C, por lo que la temperatura ambiente es la mejor.

Después de los 13 o 14 dias se comenzard a formar un velo blanco en la superficie del
recipiente, en ese momento la cantidad de acido acético comienza a decaer por lo que es
el momento dptimo para consumo del vinagre.

Paso 7: Obtencién y acondicionamiento del vinagre.
Pasados [os trece o catorce dias es necesario detener la acetificacion, para lo que se
sugiere anadir al vinagre ya filtrado 1.5 gr. de Bisulfito de sodio, por cada 15 litros de

vinagre, o 2.5 gramos de sal por cada diez litros de vinagre.

Para poder almacenar el vinagre una vez terminado el proceso de acetificacion se.pueden
utilizar ~botellas ‘de segunda mano, las que deben remojarse con detergente vy
posteriormente con lejia diluida en agua, o dos cucharadas pequefias de soda calstica
por diez litros de agua. Como (ltimo enjuague se utiliza una cucharadita de Bisuifito de

sadio por diez litros de agua, finalmente las botellas se escurren bien.

Las botellas se llenan con un embudo limpio, se colocan corchos o tapones plasticos, se
usaran botellas transparentes. Finaimente se recomienda almacenar el vinagre en un

ambiente seco y limpio, protegido del sol.

En el anexo K se presenta una guia de elaboracion de vinagre en forma artesanal, la cual
esta disefiada para su distribucién entre los pobladores de las zonas aledarias a la fabrica

de produccién de aceite de coco.
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Vil OBSERVACIONES

" El cocotero es un arbol con gran potencial y capaz de desarrallarse en un clima como

el de El Salvador, sin embargo ha sido objeto de pocos estudios y por esa misma razon
existen pocas alternativas de uso a nivel nacional.

A falta de tierras cultivables y para vivienda, varias cooperafivas que antes se
dedicaban al cultivo del cocotero para produccién de aceite o copra desecada, han
repaitido sus terrenos entre’ sus miembros para que sean cultivados con granos y

construidas sus viviendas.

“No se Ha redlizado ningln estudio anterior que promueva una alternativa de uso que

sea accesible para la mayoria de personas en la utilizacién del agua de coco residual
de la produccion de aceite de coco, que es un recurso sumamente rico en nutrientes.

Ei grocedimien{o para la produccion de vinagre es sumamente séncillo, sélo basta
darle las condiciones necesarias (de grados Brix) al sustrato y los microorganismos se

desarrollaran de manera favorable.

Se probaron tres métodos diferentes para establecer el que da mejores resultados en
la etapa de acetificacién se pudo observar que en la fase experimental solamente uno
de los métodos arrojé los resultados deseados, pese a que todos presentaban las
condiciones éptimas de concentracién alcohdlica. Al final se opté por utilizar el metodo

que dio mayor rendimiento en &cido acético.

Al formarse la madre del vinagre en las muestras se observo que el porcentaje de

acido acético decrecia a medida que ésta se hacia mas gruesa ..

En la etapa experimental de este trabajo se utilizé tanto un método de acetificacion
sumergido (Método 2 y'3) como uno de acetificacién superficial conocido cominmente

comeo Orleans (Método 1).

Para realizar el andlisis estadistico de los restitados obtenidos en la optimizacion de la
etapa de produccién de 4cido acético se utilizaron todos los datos obtenidos durante: 14
dias de prueba, los que presentaron gran variabilidad, ya que la cantidad de acido
acético va aumentando con el tiempo y éstos presentaban una gran variabilidad por lo

i
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que se optd por elegir los dias 13 y 14 que es cuando se ‘observaba la mayor
concentracién y menor variabilidad entre los datos y se compararon sus medias

estadisticamente.

Para la identificacion de bacterias acéticas se realizaron todas las pruebas necesarias
dirigidas a la identificacion de las mismas, es decir se utilizaron pruebas especializadas
en la identificacion del género. Todo con la finalidad de establecer si los
microorganismos son del género Acetobacter o Gluconobacter.

" Los primeros microorganismos en propagarse en-el agua de coco no son las bacterias
acéticas, sino que una diversidad de microorganismos se propagan con anticipacion y
entre estos pueden haber una gran variedad de levaduras las que se encargan de
acondicionar el sustrato para que las bacterias acéticas puedan crecer.

Se tomaron cinco muestras de agua de coco, las que fueron dejadéé?"a'l‘ ambiente y se
hicieron cultivos de esta muestra durante cinco dias diferéntes para poder confirmar
que el sustrato es acondicionado por otros microorganismos antes de que las
bacterias acéticas se reproduzcan en el agua de coco. _,OLie"':és la forma en que se
praduce el acido acético en los campos doride se parte el fruto para extraer ta copra en

el proceso de produccién de aceite de coco.

En la etapa de monitoreo de produccién alcohdlica se pudo observar la presencia de
etanol y otros alcoholes en pequefias proporciones en la muestra que Unicamente
estaba acondicionada para iniciar la produccién alcohdlica, y - que es parte de la linea

base para el monitoreo en la produccion de alcohol.

Para iniciar la etapa de optimizacion de produccion acética se tomaron en cuenta los
factores que influyen en el rendimiento y- en el tiempo de produccién, siendo éstos: la
temperatura, la cantidad de vinagre iniciador y el tipo de madre, que entre otros
influyen en el rendimients de la produccién de vinagre. Puesto que ya se ‘habia
escogido el método por el que se obtiene un mayor rendimiento, y ya que la
temperatura es un factor favorable en nuestro pais, pues El Salvador cuenta con las
condiciones de temperatura. éptimas (segln la teoria son necesarios rangos de 25°C a
30°C) para que éste se desarrolle sin ningdn inconveniente, se opté por probar si
realmente tienen influencia el tipo de madre (joven o madura) y la cantidad de vinagre

iniciador.
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IX CONCLUSIONES

"El.agua de ceco es un medio sumamente rico para el desarrollo de microorganismos,

por lo que al quedar retenida en [os suelos de los patios de acopio, formando pequefias
acumulaciones de liquido que 'se encuentran esparcidas a lo targo del lugar, acidifica
los suelos impidiendo que luego estos sean aptos para la agricultura.

El resultado del andlisis estadistico de los dias donde se observd la mayor
concentracion de acido acético en las muestras (dias 13 y 14) fue: que en ¢l dia 13 se
presentaba la mayor concentracién de acido acético cuyo promedio resultd ser de 4.54

" gr /|, y el método a ser utilizado es el 1, ya que es el que presenta el mayor promedio

entre los otros métodos utilizados, aunque sera necesario profundizar en experimentos
para poder establecer la cantidad de vinagre iniciador a utilizar en la. produccién de
vinagre para obtener una concentracién adecuada de acido acetico.

El andlisis estadistico de denominado Experimento factorial 2° fue aplicado debido a

-que se estan estudiando dos factores que estan afectando a dos niveles 1a produccion

de acido acéfico en la fabricacién de vinagre de agua de coco, lo que afecta el

resuftado aunque.

Seguin los datos recopilados por la Direcciéon General de Estadistica y Censo de El
Salvador, que se encuentran en el anexo'L. de este trabajo, la produccion de vinagre en
El Salvador es un negocio rentable, ya que la produccién local no alcanza a cubrir las
demandas interrias, pues al comparar los datos de exportaciones con los. de
importaciones de vinagre resultan ser mayores los Ultimos, los datos de los afios 1996,
1997 y 1998 lo confirman, por lo que la fabricacién de vinagre a partir de agua de coco,
ademas de ser una alternativa factible para la reduccién del desperdicio en las zonas
donde se_produce aceite ayudaria a suplir la demanda de vinagre en El'Salvador.



X

" 99
RECOMENDACIONES

El presente trabajo fue realizado a nivel de laboratorio, por lo que se recomienda que
en trabajos posteriores se puedan hacer ensayos a nivel de planta piloto para poder
monitorear el comportamierito de la produccién de acido acético a partir del agua de

coco en voliumenes mayores.

El presente trabajo puede servir como base para el estudio de obtencién de acido
acético_puro a partir de agua de coco por medio“de pruebas de escalamiento, ya que
las concentraciones de acido acético que se logran obtener por este método son

aceptables y con la ventaja de obtenerse a un bajo costo.

Siendo el agua de coco un medio donde se desarrcllan una gran diversidad de
bacterias y otros microorganismos, se podria realizar investigaciones destinadas a
determinar cuales microorganismos de importancia para el hombre pueden

desarrollarse de forma util en ella.

™ “Es de gran importancia buscar alternativas' de uso para el arbol de cocotero pues,

como se muestra en la parte teérica de esta.tesis, es un arbol con una gran diversidad
de usos que pueden ser de gran beneficio para paises en desarrallo como El Salvador.

Debido a que las pruebas de produccién de vinagre en agua de coco se dirigieron a
determinar el método por el que se obtuviera un mayor rendimiento, debido a la
naturaleza del trabajo, donde se tiene por objetivo plantear una alternativa de uso
viable del agua de coco residual, se recomienda ;Srobar con ofros métodos que
involucren el cultivo sumergido para poder determinar ef rendimiento.

Finalmente se recomienda realizar investigaciones con la finalidad de determinar la
cantidad de vinagre iniciador utilizado para iniciar la acetificacion, pues como se pudo
comprobar estadisticamente existe diferencia significativa en los resultados al aplicar

una mayor cantidad de vinagre iniciador.
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ANEXO A

ESTABLECIMIENTO DE PLANTACIONES DE
COCOTERO '
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El establecimiento de una plantacién de coco incluye un semillero, donde se germina la
semilla, y el vivero, donde se desarrollan las palmitas para su posterior trasplante, lo que
se muestra en la figura A.1.

1):

2).

-3).

4).

5).

6).

8).

9).

La semilla se germina en un semilero, parciaimente enterrada en el suelo,
preferiblemente sombreada y con una buena humedad. Se usa semilla seleccionada,
cosechada de los racimos cuando comiencen a secarse. Nueces con poca cantidad de
agua no-germinan.

Después de algunas semanas aparecen los primeros gérmenes por encima del
pericarpio. Sin embargo, el tiempo de germinacion varia de trés semanas hasta tres
meses en el caso de variedades enanas, y hasta seis meses en el caso de variedades
alégamas.

Una vez germinada, se saca la nuez del semillero con un gancho de hierro para ser
llevada al vivero.

En el caso de un vivero con bolsas de polietileno negro, se llenan primero las holsas
con suelo rico en materia organica hasta un poco mas de la mitad. En su parte inferior,
la bolsa esta perforada. '

Se coloca la semilla germinada. encima de la tierra, en posicion horizontal. Se agrega
més tierra, apisonandola fuertemente con las manos alrededor de la semilla.

En el ¢aso de variedades enanas, se colocan las bolsas a 50 x 50 cm en tridngulo. Las

bolsas con variedades altas deben seépararse 60 X 60 cm.

. También se pueden obtener palmitas en viveros en eras, con un ancho de 1.50 m. Las

nueces germinadas se siembran en el suelo, una a continuacién de la otra, en hileras.
Se entierran un tercio de su didmetro, en posicién horizontal, ligeramente inclinadas
hacia el lado del brote.

Debe suministrarse a las palmitas un riego adecuado durante todo el tiempo que

permanezcan en el vivero.

Alrededor de la nuez se aplica una mezcla de fertilizantes en el primero, tercero y sexto
mes de la permanencia en el vivero. Ver figura A.1 donde se enumeran |los pasos para

generar semillas para plantacion de cocoteros.

Luego de la siembra del cultivo de cobertura, se puede iniciar el trasplante de las palmitas.
(Sénchez Potes, 1987) '
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La operacién de trasplante de las palmitas del vivero al sitio definitivo se realiza como de la

siguiente forma (ver figura A.2):

1).

3).

5).

6).
7).

8).

Las palmitas seleccionadas para su trasplante a sitio definitivo, se arrancan del vivero
con el mayor numero de raices y con algo de tierra. Si el vivero se ha hecho en bolsas,

simplemente se llevan éstas al campo.

. La siembra en triangulo o al tres bolillo se recomienda més que la siembra en

cuadrado, pues permite un mejor aprovechamiento del terreno ya que el area del suelo
a utilizar es menor.

Las variedades altas deben plantarse en triangulo de 9 m por 9 m. A esta distancia
caben 143 palmas por hectérea, con calles de 7.80 m de ancho. Las variedades
enanas se plantan en triangulo de 7 X 7 m de ancho. De esta manera caben 235
palmas por hectarea, con calles de 6 m de ancho.

. El trazado triangular de la plantacién, por ejemplo, a distancia de 7 X 7m de ancho, se

realiza en la siguiente forma: se toma una linea base AB sobre la cual se clavan
estacas cada 7 m. Con dos cuerdas de 7 m cada una se forma un triangulo,
colocando el extremo de cada una de ellas en dos estacas consecutivas de la linea AB.
En el vértice del triangulo se clava una estaca C. Para, determinar los siguientes sitios
de siembra se procede de igual manera y al final se formara la linea CD, que a su vez
servira de base para trazar una nueva linea EF.

Trasplante. Una vez delimitados los sitios de siembra, se procede a hacer los agujeros.
E] tamafio de éstos debe ser de 60 X 60 X 60 cm. Si la palmita esta en una belsa,
basta cortar ésta longitudinalmente y retirarla antes de plantaria.

Si proviene de viveros en eras, debera manejarse con mayor cuidado.

La tierra que se saca de la superficie del agujero se coloca a un lado y aquella del
fondo, en ofro lado.

Al plantar la palmita proveniente del vivero en eras, la tierra de la superficie se echa en
el fondo del agujero. Encima de ella se coloca con mucho cuidado la palma, teniendo la
precaucién de que la nuez que va adherida a ella quede al ras del suelo. Luego, se
agrega la tierra de la superficie del agujero alrededor de la palma, afirmandola para
llenar todos los espacios. Véase figura A.2 donde establecen los diferentes pasos para
el trasplante y establecimiento de una plantacion de cocotero. (Sénchez Potes, 1987)
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A.1 RENOVACION DE PLANTACIONES

Después de unos 50 a 60 afios, el rendimiento de la plantacion disminuye
considerablemente v la cosecha se dificulta por la altura de las palmas. Se debe entonces

renovar la plantacién progresivamente, en un pericdo de 8 a 10 afios.

Las palmas viejas se eliminan con un zapapico. Se hacen 3 huecos alrededor del tronco,
separados unos 30 cm entre el primer hueco se hace a la altura de [a rodilla, el segundo a
la altura de la cintura y el tercero a la altura del pecho. Por medio de un embudo se
reparten 50 cm clbicos de un mataarbustos, &cido picoiinico. Se tapan los huecos con

tapones de madera. En pocas semanas, las paimas se secan.

A medida que se van eliminando las paimas, se inicia la replantacion del nuevo cocotal en
las interlineas. Ver en figura A.3 la forma de hacer los agujeros para eliminar las paimas de

coco improductivas. (Sanchez Potes, 1987)
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Figura A.1.-.Creacién de un vivero de palmas de coco. (Sanchez Potes, 1987)
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Figura A.2 Establecimiento de una plantacién de cocotero. (Sanchez Potes, 1987)
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Figura A.3. Perforacion de agujeros en palmas de coco a eliminar.
(Sanchez Potes, 1987)
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ANALISIS DE CALIDAD PARA VINAGRES

Los principales tipos de'anélisis requetidos en muestras de vinagre y productos artificiales
de acuerdo con requerimientos legales se presentan a continuacion, siendo aconsejable
examinar las muestras en el siguiente orden: acidez total, cenizas, preservativos,
arsenicos, cobre, plomo, zinc, valor de oxidacion alcalina. En la tabla B1 se presentan
perfiles analiticos aceptados por muchos afnos como tipicos para varios tipos de vinagre.
(Figueroa,r etal. 1994)"
1
a) Gravedad especifica. Un vinagre conteniendo 5% de acido acstico tendra una
gravedad especifica de 1.019.
b) Acidez total. Diluir 10 mi de una muestra de vinagre con agua en un tazén de
porcelana, afiadir fenolftaleina y ftitular con Hidroxido de sodic 0.5 M. Agitar
constantemente.

Acidez total: titulacion * 0.3 = % p/v como zcido acético

La acidez total no debe ser mener de 4%. Productos de buena calidad tienen un minimo de
. 5%. La actividad de microorganismos y anguilulas de vinagre causan disminucion en la
acidez.

c} Acidez volatil. Destilar 10 ml de' la muestra en un aparato de destilacion Kjeldhal y
titular el destilado con Hidréxido de sodio 0.5 M utilizando fenolftaleina como indicador.
A la vez evaporar 10 ml de muestra un minimo de 5 veces con agua, titular la acidez
fijada y calcular la acidez volatil por diferencia.

d) Solidos totales. Evaporar 25 ml de muestra en un disco de platino y secar a peso
constante en un horno a 100 °C. la acidez volatil que tiende a quedar particularmente
en los sélidos totales, puede ser removida por tres evaporaciones con agua.

e) Cenizas. Encender los sdlidos totales }a la mas baja temperatura posible. Si gran
cantidad de cenizas son obtenidas, las sales también pueden ser determinadas.

f) Nitrogeno. Se determina por el método de Kieldhal en 25 mi de muestra. La titulacién
con formol también puede ser aplicada.

g) Fosfatos. Se determina de las cenizas o preferiblemente después de la oxidacién por.
via himeda. |
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h) Metales. Se examina la muestra para arsénico, cobre, plomo.y zinc.

/) Acidez mineral. Trazas de sulfato estan usualmente presentes en el vinagre, pero si
exceden de 0.03 % (como &cido sulftirico) se debe tener precaucion. La presencia de
acidez mineral puede ser detectada por la siguiente prueba: mezclar dos ml de muestra
con dos ml de alcohol y afiadir dos gotas de anaranjado de Metilo un color rojo indica
un bajo pH debido a la presencia de acidez mineral. El pH de productos conteniendo
4% de acido acético raras veces disminuye a 2.9 para vinagre de Malta y 2.5 para
productos artificiales.

El acido sulfdrico presente puede ser estimado por el método de Hehner: el cual esta
basado en el hecho de que las cenizas de vinagre genuino presenta reaccion alcalina.
La presencia de acidez mineral es improbable si la ceniza es alcalina al tornasol.
(Figueroa, et al. 1994)
Cuadro B1. Perfilés’ti'picos de vinagres y condimentos no fermentados.
e | Copdimentoro | vinagrede. | Vinare 4 | sepicss
concentrado
Gravedad especifica 1.013-1.022 | 1.007-1.022 | 1.013-1.024 | 1.013-1.021 | 0.015-1,020
Acidez total cog/:t)? acido acético 43-59 4.1-5.3 3.9-9 4.4-7.4 11.5-12.2
Acidez fija comc(n acido acético (%) | 0-2-0.4 Despreciable 0.1-0.2
Acido malico (%) ; 0.07-0.18
Sélidos totales (%) 1.4-3.5 0.1-0.45 1.9-3.5 1.4-3.2 0.15-0.6
Cenizas totales (%) 0.18-0.45 0.02-0.05 0.2-0.45 0.16-0.69 | 0.02-0.05
Alcalinidad de cenizas (ml 0.01 N/ 294
N“régenrzl)mta' (%) 0.04-0.14 0.0-0.02 : 0.003-0.03
Acido fosférice como P2Os (%) 0.05-0.12 0.0-0.02 0.04-0.3 ———e 0.05
SO3 (%) 0.05-0.12 0.0-0.01
NaCl (%) 0.15-0.25 0.01-0.12
Azlcares totales (%) . 0.15-0.7 0.22-0.56 T
Alcohol (% viv) 0.03 0.15
Indice de oxidacién 500-1800 0.0-20 Argggode 600-2000 | 80-650 (1)
indice de oxidacién alcalina 70-180 0-10 memeeeeeeen 60-180 3-20 (1)
Indice de yodo 380-1500 0-25 mmm—m—an 380-1000 5-30 (1)
Indice de esteres 30-140 0-15 R 50-220 0-20 (1)

(1) calculado para 5% de 4cido acético (Figueroa, et al. 1994)
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VALOR NUTRITIVO DEL DULCE DE PANELA

Segln estudios en la Estacién Agricola Experimental de Palmira, en Colombia, la panela
es un producto integral obtenido por evaporacion abierta de los jugos de'la cana de azticar.

Una definicion de panela dada por esta dependencia es: una mezcla de sacarosa y
glucosa y una buena cantidad de materiales minerales que la cafia ha extraido del suelo y
que pasan a la panela (Aguilar et al, 1999); cuya composicion se presenta en el cuadro
CA

Cuadro C.1. Principales componeniss de la panela.

Componente Porcentaje
Sacarosa ; 51.82
Glucosa 16.37
Cenizas | 0.17
Agua 27.64
Minerales 4.00

(Aguilar et al, 1999)

Las levaduras se alimentan de glucosa, por lo que resulta mas conveniente el utilizar dulce
de panela, debido a que en esta la glucosa se encuentra un 16.37% en forma libre; no asi
al adicionar aziicar, ya que al usarla para corregir el sustrato, la levadura tendria que
separar las moleculas de glucosa y fructosa que conforman el azicar (sa;:arosa), para
poder obtener la glucosa que necesita para alimentarse.
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ANEXO D

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LA
PRODUCCION DE ALCOHOL ETILICO EN
MUESTRAS DE AGUA DE COCO.




Geotérmica Salvadoreina, S.A. de C.V. 18

Km. 11 % al Puerto de La Lihertad, Colonla Utila, Nueva San Salvador

Libertad, Ll Salvador, C.A
Teléfonns:(503) 211-6700 Fax:(503) 211-6746
Email: info@gesal.com.sv

Nueva San Salvador, 31 de agosto de 2000.
Sefiores: .

Escuela de Ingenieria Quimica
Universidad de EI Salvador.

Atencion:
Licda. Ana Isabel Pereira de Ruiz

Por medio de la presente estamos informando los resultados de Analisis Quimico efectuados a
las muestras procedentes del Trabajo de Investigacion realizado en agua de coco por un grupo
de estudiantes de Ja Carrera Ingenieria Quimica:

Identificacion: Dia 1

Réplica No.  Resultado Método Expresado como

1 252 GC % VIV
2 2.55 GC % VIV
3 2.56 GC % VIV

Identificacion: Dia 2

Réplica No. Resultado Método Expresado como

1 - 1.02 GC % VIV
2 7.12 GC Y% VIV

3 . 724 GC % VIV
ldentificacion: Dia 3

Réplica No.  Resultado Método Expresado como

1 8.13 GC % VIV
2 8.57 . GC % VIV
3 7.99 GC Y% VIV

Identificacion: Dia 4

Réplica No.  Resultado Método Expresado como
1 10.17 GC % VIV
2 11.23 GC % VIV
3 11.13 GC % VIV
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Pagina 2

Identificacién: Dia 5

Réplica No.  Resultado Método Expresado como

1. 9.56 GC % VIV

2 10.11 GC % VIV

3 . 10.42 GC Y% VIV
NOTAS:

% V/V: porcentaje volumen/volumen
Los resultados reportados corresponden a la muestra indicada en Identificacion.

Métodologia de Anilisis:

GC: Cromatografia de Gases con Detector Selectivo de Masas.

Atentamente, }
GEOTERMICA SALVADORENA S.A. de C.V.

LABORATORIO
; QUIMICO
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Roberto Enriqﬂe Renderos
Coordinador de Laboratorio Quimico



rrie

Operator
Acquired
Instrument :
Sample Name:
Misc Info

C: \HPCHEM\ 1\ETANOL\MUESTRA1 .D
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUESTRAL.D Vial: 1

Acg On : 23 Aug 2000 16:57 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 1 DIA 1 Inst : GC/ME Ins
Misc : 23 AGOSTO 2000 - Multiplr: 1.00
' Sample Amount: 0.00

MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
'Method: B C:\HPCHEM\l\METHODS\GEOGAS.M {(Chemstation Integrator)

Title: ‘' : GASES PERMANENTES

Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of

# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.520 1621 1666 1718 BV 1347918 12444231 6.94% 6.015%

2 9.011 10359 10410 11098 BR 2 2877437 179230369 100.00% 86.635%
3 13.002 14946 15068 15327 BB 426611 13470009 7.52% 6.511%
4 15.307 17467 17758 17852 BB 4 68480 1735491 0.97% 0.839% .

Sum of corrected areas: 206880101
Signal : MUESTRA1.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak . corr. Corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detecﬁed‘hsing“the method integration parameters!
MUESTRAl1.D GEOGAS.M Wed Aug 23 17:21:20 2000



riLe . : C: \ﬁ?CHEM\l\ETANOL\MUESTRA2 D

Operator : R.RENDEROS

Acquired : 23 Aug 2000 17:32 using AcgMethod ETANOIL

Instrument : ° GC/MS Ing : 122
Sample Name: MUESTRA 2 DIA 1

Misc Info : 23 AGOSTC 2000

Vial Number: 1
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUESTRAZ.D vial:

Acg On : 23 Aug 2000 17:32 . Operator:
Sample : MUESTRA 2 DIA 1 Inst
Misc : 23 AGOSTO 2000 Multiplr:
Sample Amount:
MS Integration Params: autointil.e GC Integration Params:
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integra
Title : ALCCOHOL ETILICO
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak ~ corr. corr, %
# min scan scan scan TY height area % max. to
1 1.516 1615 1658 1731 BV 1594672 16461766 6.97% 5,
2 8.989 10322 10380 11271 BB 4 3515203 236054216 100.00%
3 12.490 14267 14466 14726 BB 3 105094 5000826 2.12%
4 12.972 14967 15029 15300 BV 2 938715 36660852 15,53%
5 13.257 15300 15362 15706 VB 3 85700 6547508 2.77%
“\\ 6 15.303 17651 17749 17893 BB 3 107324 2547204 1.08%
7 16.060 18468 18633 18935 BB 9 95337 5437585 2.30%
S5um of corrected areas: 3087095956
Signal : MUESTRAZ2.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. %
# min min min TY height area % max. to

No peaks were detected using the method integration parame
MUESTRA2.D GEOGAS.M Wed Aug 23 17:58:23 2000

1
R.RENDEROS
GAMS Ins
1.00

0.00
autointz.e

tor)

tersg!



riie

" Operator
Acquired

Instrument
Sample Name:

Misc Info

C: \HPCHEM\ 1\ETANOL\MUESTRA3 .D

R.RENDEROQOS

23 Aug 2000 18:04
GC/MS Ins

MUESTRA 3 DIA 1
: 23 AGOSTO 2000
Vial Number: 1

‘using AcgMethod ETANOL
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Data File : C:\HPCHEM\ 1\ ETANOL\MUESTRA3 .D Vial: 1

Acqg On : 23 Aug 2000 18:04 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 3 DIA 1 Inst : GC/MS.InS '
Misc : 23 AGOSTQ 2000 Multiplr: 1.00
: Sample Amount: 0.00

MS Integration Params: autocintl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)

Title : GASES PERMANENTES

Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of

# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.518 1617 1660 1718 BV 1096791 15543475 8.56% 6.092%

2 1.584 1718 1737 1862 VB 196098 1959033 1.08% 0.768%

3 9.000 10273 10393 11024 BB 3020253 181621217 100.00% 71.186%

4 12.480 14315 14454 14697 BB 2 138253 5358720 2.95% 2.100%

5 12.%66 14907 15021 15272 BV 2 1028593 37015976 20.38% 14.508%

6 13.241 15272 15342 15514 VB 2 118698 5002227 2.75% 1.961%
7 15.300 17424 17745 17828 BB 2 107977 2468590 1.36% 0.968%
16.046 18470 18616 18848 BB 9. 135293 6166492 3.40% -2.417%

Sum of corrected areas: 255135730
Signal : MUESTRA3.D\TCD1Aa
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MUESTRA3.D GEOGAS.M Thu Aug 24 13:24:52 2000



R
Operator
Acquired
Instrument

Sample Name:

Misc Info

L ANPCHEM L\ETANOL\MUEL.D
: R.RENDEROS

: 24 Aug 2000

GC/MS Ins

: 24 AGOSTO 2000
Vial Number: 1

14:44

MUESTRA 1 DIA 2

using AcgMethod ETANOL
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Area Percent Report

Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUEl.D Vial: 1
Acg On -~ : 24 Aug 2000 14:44 Operator: R.RENDEROQS -
Sample - : MUESTRA 1 DIA 2 Inst : GC/MS Ins
Misc : 24 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00
Sample Amcount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method { C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : AL.COHOL ETILICO
Signal + TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.520 1599 1666 1802 BB 855527 9729098 3.60% 3.372%
2 8.920 10260 10303 11123 BB 3 3181599 270118215 100.00% 93.628%
3 .12.994 14881 15058 15294 BV 275055 8654712 3.20% 3.000%

Sum of corrected areas: 288502022
Signal : MUE1.D\TCD1A
peak R.T,. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MUEL1l.D GEOGAS.M Thu Aug 24 15:05:45 2000



e H
Cperator :
Acgquired :
Instrument
Sample Name:
Misc Info
Vial Number:

C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUE2 .D

R.RENDEROS
24 Aug 2000

GC/MS Ins
MUESTRA 2 DIA 2
24 AGOSTO 2000
1

15:09

using AcgMethod ETANOIL
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUEZ2.D Vial: 1
Acg On : 24 Aug 2000 15:09 ' Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 2 DIA 2 Inst :+ GC/MS Ins
Misc : 24 AGOSTQ 2000 Multiplr: 1.00
Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : ALCOHOL ETILICO
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr., corr. % of
min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.519 1623 1664 1794 BB 961260 9654742 3.54% 3.213%

2 8.918 10252 10300 11154 BR 3 3160159 273835538 100.00% 90.750%
3 12.979 14843 15039 15286 BV 2 452728 13984538 5.11% 4.635%
4 16.044 18188 18617 18928 BB 9 72455 4233711 1.55% 1.403%

Sum of corrected areas: 301748528
Signal : MUE2.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak cCorr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MUE2.D GEOGAS.M Thu Aug 24 15:36:50 2000



File '+ C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUE3.D

Operator : R.RENDEROS _

Acquired 24 Aug 2000 15:47 using AcgMethod ETANOL

Instrument GC/MS Ins ' . 130
Sample Name: MUESTRA 3 DIA 2 :

Misc Info 24 AGOSTO 2000

Vial Number: 1

Abundance TIC: MUE3.D
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUE3.D

Vial: 1
Acg On : 24 Aug 2000 15:47 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 3 DIA 2 Inst GC/MS Ins
Misc : 24 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00
’ Sample Amount: 0.00

MS Integration Params:

autointl.e

GC Integration Params:

autoint2.e

Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstatiocn Integrator)
Title : ALCOHOL ETILICO
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of
i min scan scan scan TY height area % max. total
1 1.517 1615 1663 1771 BRE 621994 6962034 2.69% 2.327%
2 8.922 10244 10306 11092 BB 3 3086136 2585657779 100.00% 86.465%
3 12.483 14251 14462 14702 BB 2 B5737 3437936 1.33% 1.149%
4 12.970 14874 15030 15271 BV 2 542759 18660725 7.21% 6.238%
5 13.232 15271 15336 15543 VB 2 71354 3243983 1.25% 1.084%
, 6 15.300 17402 17750 18002 BB 5 50442 2353981 0.91% 0.787%
7 16.037 18282 18610 18935 BB 7 102061 5829516 2.25% 1.949%
Sum of corrected areas: 299145956
Signal : MUE3.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak Corr. corr. % of
# min -min min TY height area % max total

No peaks were detected using the method integration parameters!

MUE3.D GEOGAS.M

Thu Aug 24 16:46:56 2000



File
Operator
Acquired
Instrument

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:

N \HPCHEM\l\ETANOL\MUESl D

: R.RENDEROS

25 Aug 2000
GC/MS Ins

MUESTRA 1 DIAa 2

: 25 AGOSTO 2000. MUESTRA DE 3°DIA

1

15:59 using AcgMethod ETANOL

Abundance

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

TIC: MUES1.D
889

1.52

12.99

e S

MTime-->

||4;ll.ll|l|x|||||l|.|1||:I]-l||I-.!ll|

N e e e
700 800 9.00 1000 11.00 12.00 13.00 1400 1500 1600

Abundance

80

60

40|

20

MUES1.D\TCD1A

Time-->

0

.l:llllllllll|Ilrr_lrrltl||ll’|¥|l|= T T T

] 1 T T T T T T 1
600 700 . 800 900 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 1500 16.00

o
350000
300000
250000
200000
150000
100000

50000

Scan 10483 (9.074 min): MUEST.D

45

46

43

42
3233 34 36 3738 3940 41 47 48 49

m/z--> 22

BALY | uu[:nlluul

T T T Y T [ T [T [T [ TY T T TO T Ty T e |lil|(l1l|II|I|I!1T|!III'FIIT IR RkAd BLARI RAARS LLLAS |RAARN AR FRALES

23 24 25 26 27 28 2% 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58




A e e e e e sk e

Data File : C:\HPCHEM\l\ETANOL\MUESl.D : Vial: 1

Acg On : 25 Aug 2000 15:59 Operator: R,RENDEROS
Sample : MUESTRA 1 DIA 3 Inst : GC/MS Ins
Misc : 25 AGOSTO 2000 MUESTRA DE 3°DIA Multiplr: 1.00
Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chenmstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.517 1584 1663 1810 BB 878230 11108003 3.13% 2.874%
2 8.893 10205 10271 11116 BB 3 3689711 355265162 100.00% 95.1320%
3 12.991 14804 15054 15286 BV 2 237272 7079672 1.99% 1.896%

Sum of corrected areas: 373452837
Signal : MUES1.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters|
MUES1.D GEOGAS.M Fri Aug 25 16:19:49 2000



File C:\HPCHEM\ 1\ETANO1,\MUEST2 .D

Operator R.RENDEROS

Acquired 25 Aug 2000 16:23 using AcgMethod ETANOL

Instrument : GC/MS Ins 134

Sample Name: MUESTRA 2 DIA 3
Misc Info : 25 AGOSTO 2000 MUESTRA DE 3°DIA
Vial Number: 1
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUEST2.D vial: 1
Acqg On : 25 Aug 2000 16:23 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 2 DIA 3 Inst : GC/MS Ins
Misc : 25. AGOSTO 2000 MUESTRA DE 3°DIA Multiplr: 1.00
) Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first max last PKX peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.518 1615 1661 1786 BB 760803 7743916 2.34% 2.200%

2 8.894 10229 10270 11116 BB 3 3627701 331330430 100.00% 94.142%
3 12.985 14827 15045 15283 BV 2 278873 10520705 3.18% 2.989%
4 13,235 15283 15337 15535 VB 3 40762 2352654 0.71% 0.668%

Sum of corrected areas: 351947705
Signal : MUEST2.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area %¥ max. toktal

No peaks were detected using the method integration parameters!
MUEST2.D GECGAS.M Fri Aug 25 16:45:54 2000
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Operator
Acquired
Instrument

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:

: C:\HPCHEM\1\ETANOL\MUEST1.D
R.RENDEROS
25 Aug 2000 15:36 using AcgMethod ETANOL
GC/MS Ins 136
MUESTRA 1 DIA 3 '
25 AGOSTO 2000 MUESTRA DE 2°DIA
1
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Data File : C:\HPCHEM\i\ETANOL\MUESTl.D Vial: 1

Acg On : 25 Aug 2000 15:36 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 1 DIA 3 Inst : GC/MS Ins
Misc : 25 AGOSTO 2000 MUESTRA DE 2°DIA Multiplr: 1.00

' Sample Amount: 0.00

MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)

Title : GASES PERMANENTES

Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of

# min scan scan scan TY height area % max. total

i 1.517 1568 1660 1747 BB 777448 B2B7547 2.70% 2.516%

2 8.915 9801 10294 11092 BB 3 3446034 307125081 100.00% 93.254%
3 12.992 14788 15053 15271 BV 3 255572 105828953 3.45% 3.213%
4 13.239 15271 15341 15558 VB 3 49776 3347815 1.09% 1.017%

Sum of corrected areas: 329343395
Signal : MUEST1.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak cory. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MUESTL1.D GEOGAS.M ‘Fri Aug 25 15:53:40 2000



File

Operator
Acquired
Instrument

Sample Name:
Misc Info
Vial Number: 1

: C:\HPCHEM\1\ETANOL\MSTI .D
R.RENDEROS

26 Aug 2000

GC/MS Ins

MUESTRALl DIA 4
26 AGOSTO

13:04 using AcgMethod ETANOIL
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MST1.D Vvial: 1

Acg On : 26 Aug 2000 13:04 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRAL DIA 4 Inst : GC/MS Ins
Misc : 26 AGOSTO Multiplr: 1.00
, Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e - GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first, max last PK peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total
1,523 1607 1670 1794 BB 579945 5971293 1.18% 1.158%

1
2 8.881 10158 10258 11217 BB 4 4942901 505183630 100.00% 97.952%
3 13.000 14804 15065 15263 BB 2 136774 4590346 0.91% 0.890%

Sum of corrected areas: 515745270
Signal : MST1.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MST1.D GEOGAS.M Sat Aug 26 13:21:20 2000



riie :
Operator :
Acquired :
Instrument

Sample Name:
Misc Info
Vial Number:

U \HPCHEM\1\ETANOL\MST2.D

R.RENDEROS

26 Aug 2000
GC/MS Ins

MUESTRA2 DIA 4

26 AGOSTO

1

13:28 using AcgMethod ETANOL
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MST2.D Vial: 1

Acg On : 26 Aug 2000 13:28 Operator: R.RENDEROCS
Sample : MUESTRAZ DIA 4 Inst : GC/MS 1Ins
Misc : 26 AGOSTO Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00

MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Methoed : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)

Title : GASES PERMANENTES :

Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of

# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.524 1599 1669 1802 BB 960944 9678150 1.74% 1.687%

2 8.867 10034 10239 11209 BB 3 5094754 557222362 100.00% 97.130%
3 12.994 14804 15056 15286 BV 2 226590 6785197 1.22% 1.183%

Sum of corrected areas: 573685708

\§igna1 : MST2.D\TCD1A
péék R.T. Start End PK peak corr. corr. % of

#< min min min TY height area % max. total
\ .

No peaks were detected using the method integration parameters!
MST2.D GEOGAS.M Sat Aug 26 13:45:03 2000



C:\HPCHEM\ 1\ETANOL\MST3 .D
R .RENDEROS

File
Operator
Acquired
Instrument GC/MS Ins
Sample Nathe: MUESTRA 3 DIA 4
Misc Info : 26 AGOSTO 2000
Vial Number: 1

26 Aug 2000 13:53 using AcgMethod ETANOL
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Area Percent Report

. Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MST3.D Vial: 1
Acg On : 26 Aug 2000 13:53 Operator: R.RENDEROS
Sample : MUESTRA 3 DIA 4 Inst : GC/MS Ins
Misc : 26 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00

Sample Amount: 0.00

MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
, Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\GEOGAS .M (Chemstation Integrator)
! Title : GASES PERMANENTES :

Signal : TIC

peak R.T. first max last
# min scan scan scan

1.523 1607 1671 1771

PK peak corr. corr, %
TY height area % max. total

BB 888392 8503714 1.54% 1.441%

12.990 14648 15054 15271 BV 2 360612 25485693 4.62% 4.317%
13.237 15271 15343 15574 VB 3 58327 4279193 0.78% 0.725%

™~ Sum
\

8ignal : MST3.D\TCD1A

peak R.T. Start End

#% min min min
1

No peaks were detected
MST3.D GECGAS.M Sat

1
2 8.866 10174 10241 11217 BB 4 5091716 552032812 100.00% 93.517%
3
4

of corrected areas: 590301413
PK peak corr. corr, % of
TY height area % max. total

using the method integration parameters!
Aug 26 14:28:08 2000
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File C:\HPCHEM\ 1\ETANOL\MSTR1.D

Operator R .RENDEROS

Acquired 27 Aug 2000 11:41 using AcgMethod ETANOL

Instrument GC/MS Ins . 144

MSTR1.D MUESTRA 1 DIA &
27 AGOSTC 2000
1
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Misc Info
Vial Number
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MSTR1.D Vvial: 1

Acg On : 27 Aug 2000 11:41 Operator: R.RENDEROS
Sample : MSTR1.D MUESTRA 1 DIA 5 Inst : GC/MS 1Ins
Misc : 27 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00
‘ Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEQOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak " corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total
1 1.524 1592 1672 1786 BB 230409 2305439 0.47% 0.464%

2 8.887 10088 10265 11209 BB 2 4792990 490903478 100.00% 98.824%
3 13.005 14726 15071 15278 BB 3 126878 3537440 0.72% 0.712%

Sum of corrected areas: 496746357

Signal : MSTR1.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MSTR1.D GEOGAS.M Sun Aug 27 12:28:10 2000
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Operator
Acquired

Instrument
Sample Name
Misc Info

N e ZARAL Ll IO Y e YDA MDY L NE L L)

: R.RENDEROS
: 27 Aug 2000 12:06
GC/MS Ins

s as

27 AGOSTO 2000

Vial Number: 1 t

using AcgMethod ETANOL
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Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MSTR2.D Vial: 1

Acg On : 27 Aug 2000 12:06 Operator: R.RENDEROS
Sample : MSTR2.D MUESTRA 2 DIA 5 Inst : GC/MS 1Ins
Misc : 27 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00
) Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Paramg: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first max last PX peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.524 1615 1671 1802 BB le4386 le71674 0.32% 0.316%

2 8.879 10073 10255 11248 BB 4955942 518944287 100.00% 97.981%
3 12.989 14796 15063 15278 BV 2 161067 5011730 0.97% 0.946%
4 14.679 16889 17024 17294 BB & 72952 4007375 0.77% 0.757%

'\ Sum of corrected areas: 529635066
Signal : MSTR2.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak - corr. corr. % of
# min min + min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MSTR2.D GEOGAS.M Sun Aug 27 12:28:48 2000



File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MSTR3.D

Operator : R.RENDEROS _
Acquired : 27 Aug 2000 12:31 using AcgMethod ETANOL
Instrument : GC/MS Ins 148

Sample Name: MSTR3.D MUESTRA 3 DIA 5
Misc Info : 27 AGOSTO 2000
Vial Number: 1

Abundance TIC: MSTR3.D )
87
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
o 500000 1,52 ’ 13.00
b . ' @3.24 14.68
A, —
I1llr1||||xll1t1l|,'|lllI'Il|Il|Illlllll’IlllllllII|_|’l'illlilllllrlllslilllTv!!rlllt
Time—> 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 1300 14.00 15.00 16,00
Abundance : MSTR3.DATCD1A
]
a0 '
60
40
20
0"“]'_'"I""]""l""l""l""l' A L D UL D L D L T
Time--> 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 11.00. 1200 1300 14.00 15.00 16.00
Abundance Scan 10481 (9.075 min): MSTR3.D
3
500000
400000 45
300000
200000
46
1000600 43
42
32 38 40 41 47 48 49
0 I’l'[]l'l 33 34 I13]f5‘1 3[6"33 t‘TTTTTI'rTTr]T'TTI L trrnTrtTvTr rTTTT"‘T'TTTTTr"rr"ﬂ"Tm
miz—> 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58




Data File : C:\HPCHEM\1\ETANOL\MSTR3.D Vial: 1

Acg On + 27 Aug 2000 12:31 Operator: R.RENDEROS
Sample : MSTR3.D MUESTRA 3 DIA 5 Inst : GC/MS 1Ins
Misc : 27 AGOSTO 2000 Multiplr: 1.00
) : Sample Amount: 0.00
MS Integration Params: autointl.e GC Integration Params: autoint2.e
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GEOGAS.M (Chemstation Integrator)
Title : GASES PERMANENTES
Signal : TIC
peak R.T. first max last PK peak corr. corr. % of
# min scan scan scan TY height area % max. total

1 1.522 1607 1666 1763 BB 336108 3322527 0.62% 0.586%

2 8.874 10182 10246 11209 BB 2 4993873 534998861 100.00% 94.368%
3 12.998 14656 15060 15276 BV 3 276218 20395539 3.81% 3.598%
4 13.241 15276 15343 15551 VB 3 49817 3466940 0.65% 0.612%
5 14.678 16656 17020 17309 BB 7 74388 4742044 0.89% 0.836%

Sum of corrected areas: 566925912
Signal : MSTR3.D\TCD1A
peak R.T. Start End PK peak corr. corr. % of
# min min min TY height area % max. total

No peaks were detected using the method integration parameters!
MSTR3.D GEOGAS.M Sun Aug 27 12:49:4S5 2000
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ANEXO E

GRAFICO DE REGRESION PARA LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA ETAPA DE PRODUCCION
ALCOHOLICA .



produccion de alcohol elilico vrs Liempo
r*=0877573753 FilSLdEr=0512354288  Fstat=15943223
Rank 63 Eqn 2691 y=a+bx“Inx+cexpx+d/x
a=7.6099858 b=0.3062226
e=—0.0650695066 d=—4.8457543

151

— .
- N
1

ot
0o o
1 !

% de alcohol formado
~2

2I T T T .I T T T

tiempo (dias)

produccion de alcohol etilico vrs tiempo Nov 6,2000 2:38 PM
15 Active X-Y Points
X: tiempo (dias) . Mean: 3 SD: 1.4638501094

Y: % de alcohol formado Mean: 7.7546666667 SD: 3.0326647091
File Source: ALCOHOL.PRN

Rank 63 Egn 2691 y=a+bx2lnx+cexpx+d/x2

r2 Coef Det DF Adj xr2 Fit Std Err F-value
0.9775737528 0.968603254 0.5123542876 159.83222988
Parm Value 3td Error t-value 95% Confidence Limits

a 7.609985751 0.436947161 17.41626091 6.646275172 8.57369633
b 0.306222596 0.060221306 5.084554448 0.173401251 0.439043%94
c -0.06506957 0.014869371 -4.37608061 -0.09786477 -0.03227436
d -4.84575425 0.604843241 -8.01158701 -6.17976871 -3.5117398
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ANEXO F

GRAFICOS DE REGRESION PARA
LOS DATOS OBTENIDOS EN LA ETAPA
EXPERIMENTAL DE ACETIFICACION.



Rank 5 Egn 2880

% ac.acetico vrs tiempo para el metodo !
r*=0.954753861 FitStdEr=0557157197  Fstat=204.007892 153
y=a+bx +cex
a=0.25408237 b=0.0016152269
c=-8.318102E-08 d=0.52943992

x+dlnx

% de ac. acetico
9

0 T T T T
0 o 10
tiempo (dias)

% ac.acetico vrs tiempo para el metodo 1
33 Active X-Y Points

X: tiempo (dias)

Y: ¥ de ac. acetico

File Source: METODO1l.PRN

Mean: 8.7575757576
Mean: 3.2348484848

Rank 5 Eqn‘2880 y=a+bx3+cexpx+dlnx

r2 Coef Det DF Adj r2 Fit Std Err
0.9547598612 0.9482969843 0.5571571269
Parm Value Std Error t-value

a 0.254082367 0.30574531 0.820294478

b 0.001615227 0.000156803 10.30099134
c -6.3181e-08 3.45901e-08 -1.82656346
d 0.529499921 0.208718419 2.53691037

Nov 4,2000 8:41 PM

SD: 4.841424784
SD: 2.4936746495

F-value
204 .00789156

95% Confidence Limits

-0.37941142 0.887576151
0.001294532 0.001935922
~1.3392e-07 7.56296e-09

0.102627208 0.956372634




% ac.acelico vrs tiempo metodo 2
r*=0517194195 FltStdEn'—O 8012406412 Fstat—4 71 §39498
Rank 6 Egn 6002 y=a+bx+cex“+dx*+ex’+fx
a=0.18672827 b=0.23038044. ¢=0.051452509
1 d=-0.012054293 e=0.0010362338 f=—3.3207312E-05
- u
3.57 = L]
n =
3— u
o
S 297
'8}
Q
| 29
8
1.57
AN
1
0.57
0 T T T T T
0 ] 1o
tiempo (dias)

15

154

% ac.acetico vrs tiempo metodo 2
28 Active X-Y Points
X: tiempo (dias)

Mean:'7.5

Y: % ac. acetico Mean: 1.9507142857 SD:
File Source: METODO2.PRN

Rank 6 Egn 6002 y=a+bx+cx2+dx3+exd+Ex5

r2 Coef Det DF Adj r2 Fit Std Exrr F-value

0.5171941949 0.3792496792 0.8012406414

t-value
0.095512286

Parm Value Std Error 95%

a 0.186728274 1.955018373 -3.86922639
b 0.230380435 2.300817836 0.100129802 -4.,5429828
c 0.051452509 0.872339217 0.058982226 -1.75833525
d -0.01205429 (0.14164161 -0.08510418 -0.3059093
e 0.001036234 0.010262418 0.100973654 -0.02025456
f ©-3.3207e~-05 0.00027262 -0.12180803 -0.0005988

4.7133949796

COOPRUId

Nov 5,2000 5:17 PM

SD: 4.1051007115
1.0408932367

Confidence Limits

.242682937
.003743672
.861240265
.28180071¢
.022327032
.000532381




% ac.acetico vrs tiempo metodo 3

*=0.930711278 FitStdEr=0.230215252 Fstat=167.90454 1
Rank 52 Eqn 1003 y=a+tbx+c 35
a=0.049249082 b=034682581
c=—0.013401613

N

o
I
|
|

7% ac. acetico
-
g w
, ‘
[ ]

—
{

o)
()
1

-
0 5] 10 15
tiempo (dias)

% ac.acetico vrs tiempo metodo 3 - Nov 5,2000 6:03 PM
28 Active X-Y Points

X: tiempo (dias) Mean: 5.2142857143 SD: 4.0492993711
Y: % ac. acetico Mean: 1.2814285714 SD: 0.8415713446
File Source: METODO3.PRN

Rank 52 Eqﬁ 1003 y=a+bx+cx2

r2 Coef Det DF Adj x2 Fit Std Err F-value

0.9307112781 0.9220501878 0.2302152518 167.90453991

Parm Value Std Error t-value. 95% Confidence Limits
a 0.049249082 0.087074157 0.565599301 -0.13011127 0.228609433

b 0.346825809 0.036237949 9.570790236 0.2721808 0.421470819
c -0.013240161 0.00304183 ~4.4057733 ~0.01966735 -0.00713588
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ANEXO G
GRAFICOS DE REGRESION PARA LOS

- DATOS OBTENIDOS EN LA ETAPA DE

OPTIMIZACION DEL METODO.



% DE AC.ACETICO DEL METODO 1 VRS. TIEMPO
’=0.987102431 FitStdErr=0. 219505%88 Fstat——flgfi 71?267
=a+bxt+ex+dx rex +ix*+
a=0.037240702 h=0.064599671 c=0.076108726 d=-0.02 059045
e=0.0046227324 {=-0.00028302907 g=5H.7778144E-06

Rank 3 Eqn 6003

157

% DE AC.ACETICO

10
TIEMPO (DIAS)

% DE AC.ACETICO DEL METODO 1 VRS. TIEMPO
45 Active X-Y Points
X: TIEMPO (DIAS)
Y:
File Source: VINAMI1.PRN

Rank 3

r2 Coef Det

0

% DE AC.ACETICO

Mean:
Mean:

DF Adj r2

.9871024307 0.9846623501

Parm Value

Qoo

0.037240702
0.064599671
0.076108726
-0.02905904
0.004622732
-0.00028303
5.77781e-06

Std Error
.010814233
.018515005
.020849353
.012148935
.002116485
.000150364
.78912&8-06

WOOoOODOOo

8
2.2631111111

Eqgn 6003 y=a+bx+cx2+dx3 +ex4+fx5+gx6

Fit Std Err
0.2195054882

t-value
3.443674733
3.489044207
3.650411936
-2.39190052
2.184155724
-1.88229764
1.524843824

Nov 5,2000 5:34 PM

SD: 4.3693144875
SD: 1.7962091676

F-value
484 .7152665

95% Confidence Limits
0.01535179 0.0592129615
0.027123753 0.102075589
0.033907892 0.118309558
~-0.05364951 -0.00446858
0.00033879 0.008906675
-0.00058738 2.13194e-05
-1.8917e-06 1.34473e-05



a=0.11768466

% DE AC.ACETICO DEL METODO 2 VRS. TIEMPO
r*=0.967367231 FitStdErr=0.344097636 Fstat=495.135262
Rank 1 Eqn 7002 I):(a+cx)/(l+bx+dx)
=—(.1540318
c=0.03011666 d=0.0065489732
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% DE AC.ACETICO

5 10
TIEMPO (DIAS)

19

% DE AC.ACETICO DEL METODO 2 VRS. TIEMPO

45 Active X-Y Points

X: TIEMPO (DIAS) Mean: 7 -
Y: % DE AC.ACETICO Mean: 2.0688888889

File Source: VINAZ2.PRN
Rank 1 Eqn 7002 y=(a+cx)/ (l+bx+dx2)

r2 Coef Det DF Adj r2 Fit Std Err
0.9673672309 0.9641039539 0.344097636

Parm Value Std Error t-value
a 0.117684658 0.123341885 0.954133773

-0.1540316 0.018549839 -8.30366246

b
c 0.03011666 0.03225261 0.933774355
d 0.006548973 0.001228464 5.331026374

Nov 5,2000 5:47 PM

SD: 4.3693144875
SD: 1.8387399616

F-value
405.13526236

95% Confidence Limits
-0.13136762 0.366736936
-0.19148748 -0.11657571
-0.0350079 0.095241221
0.004068456 0.009029491



r*=0.960637568 FitStdBr=0.338292176

% DE AC.ACETICO DEL METODO 3 VRS. TIEMPO
stat=333.534104
Rank 6 Egn 2086 y=a+bx+cx™dexpx
a=0.17347901 b=0.03578625
c=0.0017998009 d=-6.7700272E-07
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7% DE AC.ACETICO

10
TIEMPO (DIAS)

% DE AC.ACETICO DEL METODO 3 VRS. TIEMPO
45 Active X-Y Pcints

X: TIEMPO (DIAS)

Y: % DE AC.ACETICO

File Source: VINAM3.PRN

Mean: 7.6666666667
Mean: 1.8564444444

Rank 6 Eqn'2086 y=a+bx+cx3+dexpx
r2 Coef Det

0.9606375682

Fit Std Err
0.3382921757

DF Adj x2
0.956701325
t-value

Parm Value Std Error

a 0.173479012 0.147829593 1.173506655
b 0.03578625 0.035608934 1.004979517
o 0.00179981 0.000204251 8.811743217
d -6.77e~-07 1.38992e-07 -4.87078835

Nov 5,2000 5:44 PM

SD: 4.395245365
SD: 1.6459497887

F-value
333.53410391

95% Confidence Limits
-0.12501892 0.471976939
-0.03611541 0.107687909
0.001387385 0.002212235
-9 ,5766e-07 -3.9635e-07



% DE AC.ACETICO DEL METODO 4 VRS. TIEMPO
1*=0972659715 FitStdErr=0.30023138 Fsta‘ §5 31?066 160
Rank | Eqn 6003 y=a+bx+ex“+dxtex™+x™+
a=0.046281073 b-0077824818 c=0.089384925 d=-0.0 43357
e=0.0074490286 f=-0.00049878895 g=1.1194061E-05
6
-
=
E‘ u
=
O
<
(-]
<
=
=
N
0 10 15
TIEMPO (DIAS)
% DE AC.ACETICO DEL METCDO 4 VRS. TIEMPO Nov 5,2000 5:58 PM
45 Active X-Y Points
X: TIEMPO (DIAS) Mean: 7.6666666667 SD: 4.395245365
Y: % DE AC.ACETICO Mean: 2.0768888889 SD: 1.6874063236
File Source: VINAM4.PRN
Rank 1 Eqn.6003 y=a+bx+cx2+dx3+ex4+Ex5+gx6
r2 Coef Det DF Adj r2 Fit Std Err F-value
0.9726597147 0.9674872283 0.3002311385 225.31506648
Parm Value Std Error t-value 95% Confidence Limits
a 0.046281073 0.015178151 3.04919053 0.015559227 0.077002919
b 0.077824818 0.025352442 3.069716876 0.026509357 0.12914028
c 0.089384925 0.028461673 3.140536517 0.031776118 0.146993731
d -0.04243357 0.016663671 -2.5464719 -0.07616223 -0.00870491
e 0.007449029% 0.002914067 2.556231358 0.001550714 0.013347343
£ -0.00042879 0.000207828 -2.4000095 -0.00091945 -7.8128e-05
g 5

1.11941e-05 .25899e-06 2.128558056 5.4943e-07

2.18387e-05
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ANEXO H

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO
MICROBIOLOGICO
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COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLOGICO

CUADRO H.1. COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVOS PARA BACTERIAS

ACETICAS
COMPUESTO MEDIO SOLIDO | MEDIO LIQUIDO
GRAMOS/LITRO | GRAMOSILITRO
CARBONATO DE CALCIO® 9.0 9.0
GLUCOSA " 36.0 2 36.0
LEVADURA ° 75 ' 75
AGAR GRANULADO 15.0
ALCOHOL ETILICO 2% VIV

(Melendez Diaz, et all 1991)

2 Calidad reactivo
b Glucosa comercial 45° Bé

¢ Levadura comercial

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Se preparo 500 ml de medio de cultivo sélido y se dejé reposar por 20 minutos, luego se
llevé a ebullicién agitando continuamente, El medio: liquido se prepard segun lo detallado
en la tabla anterior.

Lé esterilizacion de los medios se realizdé por 15 minutos a 15 Ib/plg® y 121 °C. Luego se
procedié a la inoculacion de las bacterias acéticas, teniendo el cuidado de hacerlo en un
ambiente estéril para evitar cualquier contaminacién de los medios (tanto sélido corno

liquido) con microorganismos extranos.
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ANEXO |

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDO
ACETICO EN MUESTRAS DE VINAGRE
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDO ACETICO EN MUESTRAS DE
VINAGRE |

Para la determinacion de la acidez se aplico un método de volumetria &cido-base; sin
embargo es recomendable el uso de métodos potenciométricos, conductivimétricos o de
cromatografia de gases para una mayor precision de los resultados.

En el método utilizado se miden 5 ml de muestra (Solucién de acido acético a cuantificar) y
se introducen en un Erlenmeyer de 125 ml adicionando 50 ml de agua desmineralizada; se
afiaden 2 gotas de fenolftaleina y se titula con hidréxido de sé’dio 0.1 N hasta que aparece
el primer vire a rosado. '

El resultado se obtiene como porcentaje peso / volumen expresado como acido acético:

% piv de CH,COOH = V x N xmeq—grde CH;COOH
| V.

m

Donde:

V = mi consumidos de NaOH 0.1 N
* N = normalidad del NaOH
meg-gr. = miliequivalente gramo de acido acético (0.06)
Vm = volumen de muestra (m!)
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ANEXO J

METODO ESTADISTICO APLICADO
PARA EL ANALISIS DE LOS DATOS
EXPERIMENTALES
EXPERIMENTOS FACTORIALES 2¥
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EXPERIMENTOS FACTORIALES 2

Casi en cualquier estudio experimental en el que se aplican procedimientos. estadisticos a
una coleccion de datos cientificos, los métodos implican la realizacion de ciertas
operaciones o computos scbre la informacién de la muestra, seguidos de la obtencién de
inferencias acerca de la poblacion o de las poblaciones estudiadas. Con frecuencia hay
caracteristicas del experimento sujetas al control del experimentador; cantidades como el
tamario de la muestra, el nimero de niveles de los factores, las combinaciones de los
tratamientos a ser utilizados, etc. Estos parametros experimentales pueden a menudo
:tener un gran efecto en fa precision con la cual son probadéé las hipétesis o lograda la
estimacion.

Se conoce como experimento factorial 2* a los disefios experimentales en los que el plan
experimental requiere del estudio del efecto sobre una respuesta de k factores, cada uno
de elios a dos niveles. El disefio factorial completo requiere que cada nivel de todos los
factores ocurra con cada nivel de cualquier otro factor, dando como un total de 2¢
combinaciones de tratamientos. Se designaran [os niveles superiores de los factores A, B,
C....por las letras a, b, c,.... y los niveles inferiores de cada factor con la notacién (1).

El experimento factorial permite el efecto de todos y cada uno de los factores a ser
estimados y probados en forma independiente a lo largo del analisis de varianza usual,
Ademas, los efectos de interaccién son evaluados con facilidad. Por ejemplo, si se desea
estudiar el efecto de ocho variables , se requieren 2° = 256 lcombinaciones de tratamientos.

Analisis de varianza

Considere inicialmente un plan factorial 2° en el cual hay n observaciones experimentales
por cada combinacién de tratamientos. Extendiendo la notacion anterior, se pueden
interpretar los simbolo (1), a, b, y ab como los resultados totales para cada una de las
combinaciones de tratamientos. El cuadro F-1 proporciona una tabla con dos direcciones
acerca de estos comportamientos totales.
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Cuadro J-1. Experimentos factoriales 2*

B Media
(1) B b+ (1)
2n
A
a Ab ab +a
2n
Media a + (1) ab +b
2n 2n

Definiéndose los siguientes contrastes entre los totales de los tratamientos:
Contraste A=ab+a-b- (1)
Contraste B=ab-a+b- (1)
Contraste AB=ab-a-b+ (1)

Con seguridad habra exactamente un contraste con un grado de libertad para las medias
de cada factor A y B, que se escribird como:

WA = +3-b-
2n 2n

é

W =ab+b-a-(1) contraste B
2n 2n

El contraste w, es observado como la diferencia entre la respuesta media a [os hiveles
bajo y alto del factor A. de hecho a wj, se le denomina efecto principal de A. De modo
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analogo, w,, es el efecto principal del factor B. Se observa una interaccion aparente en los
datos al inspeccionar la diferencia entre ab-bya- (1), 0entreab-byb - (1) en la tabla
J-1. Si por ejemplo, ab-b ~#b-(1) o ab-a-b+ (1) #~ 0, una linea que conecte las
respuesta para cada nivel del factor A en el nivel alto del factor B serd aproximadamente
paralela a una linea que conecte las repuestas para cada nivel del factor A en el nivel bajo
del factor B. Las rectas no paralelas de la figura J-1 sugieren la presencia de interaccién.
Para probar si esta interaccién aparente es significativa, se construye un tercer contraste
en los totales de los tratamientos, ortogonal a los contrastes del efecto principal,
denominado efecto de interaccién, se obtiene evaluando:

Wi =ab-a-b+ (1) =_contraste AB
2n 2n

ab

Respuesta

(1)

bajo alto
Nivel de A

. Figura J-1. Respuesta que sugiere interaccion aparente.

Se aprovecha el hecho de que en el factorial 2°, o para el caso en el experimento factorial
2" mas general, cada efecto de interaccion y cada efecto principal esta asociado con un
grado de libertad. Por ello, es posible escribir 2 - 1 contrastes ortogonales con un grado de
libertad en las combinaciones de los tratamientos, representando cada uno de ellos Ia
variacion debida a algun efecto principal o de interaccion. Asi, pues bajo las suposiciones
usuales sobre independencia y normalidad en el modelo expetimental, pueden efectuarse
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pruebas para determinar si los contrastes reflejan variacion sistematica o sélo variacion al
azar o aleatoria. Se encuentran las sumas de cuadrados para cada contraste siguiendo los
procedimientos planteados para anélisis de variacia con un solo grado de libertad.
Escribiendo Ty, =b+ (1), To.=ab+a, ci=-1,y ¢;= 1, donde T y T, son el total de
las 2n observaciones, se tiene:

2 2z
[Z@ TL]
SSA=8Sw,= 1 7

2nicf

1=l

- lab +-a —b —*(1)]2 _ (contraste A)2
2%n 22n

>

con 1 grado de libertad. De manera analoga, se encuentra que:

[ab+ B-a -(OF _ (contraste BY

8SB = ’
2n 2%n

lab+ W -a-bF _ (contraste ABY

BS(AB) = =
(AB) 22n 2n

»

Cada uno con un grado de libertad, en tanto que el error de la suma de cuadrados, con
2%(n-1) grados de fibertad, se obfiene por sustraccion de la formuta:

SSE = 55T - SSA - SSB -SS(AB).

Al calcular las sumas de cuadrados para los efectos proncipales de A 'y B, y para el efecto
-de interaccién -AB, “es -conveniente ‘présefitar ‘los “comportamientos totales -de -as
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combinaciones de tratamientos junto con los signos algebraicos apropiados para cada
contraste, como en |a tabla J-2. Los efectos principales son obtenidos como simples
comparaciones entre los niveles bajo y alto. Asi, se asigna un signo positivo a la
combinacion de tratamiento que esté en el nivel superior de un factor dado y un signo
negativo a la combinacién de tratamientos de nivel bajo. Los signos positivo y negativo
para el nivel de interaccién se obtienen multiplicando los signos correspondientes de los
contrastes de los factores que interactdan.

Cuadro J-2. Signos para los contrastes en un experimento factorial 22

Combinacidn Efecto factorial
de
. A B. AB
tratamientos
™) - - +
a + - -
b - + -
ab 4 + +
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ANEXO K

GUIA ARTESANAL DE ELABORACION DE
VINAGRE DE AGUA DE COCO




GUIA ARTESANAL DE
ELABORACION DE
VINAGRE DE AGUA DE
COCO

POR:
Sandra Ménica Artiga

Ana Sabrina Pérez

Olga Dinora Renderos
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INTRODUCCION

Para fabricar vinagre también puedes
utilizar agua de coco, a continuacién te
presentamos un proceso facll y préctico
de elaboracién de vinagre con agua de
coco. |



MATERIAL

Los matericles vy
eguipos que
necesitas parg
glaborar vinagre no
son dificiles de
encontrar, lo gue
necesitas es:

=S Y

Dos barriles o
cubetas de plastice
con tapadera

Un pedazo de
manguera de unos 5
mm de didmetro

Una bdlanza

Botellas para
almacenar el vinagre

Dos vasos

Un embudo
Algoddn
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=QUIPO



| 'ADEM,&S‘ NECESITA?AS.,.

T Agua de coco

& _evadura de uso en

« 1,
panaderia ‘ =
& Dulce de panela - :
CE‘=’\‘/ir1agre=: miciador . .,
€ Madre de vinagre S

& |_ejla
& Azlcar

@ BisUifito de sedio




d

-Mide el agua
de coco gue has

recolectado.

b

O TR T AT -'h
e

~Utiliza un colador
para guitar cualguier
particula sélida gue
se encuentre en el
agua, como pedazos
de estopa, trozos de
coco, ete..



PASO 2

C

.- B«

d - Mezcla el dulce de
panela con el agua de
coco en un recipiente
sUficientemente grande
donde puedas agitar
bien la mezcla para
disolver el dulce
completamente.

- En una balanza
pesa 150 gramos de

dulce de panela por

cada litro de agua de
coco gue hayas
recolectado.
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PASO 3

e - Agrega levadura de
la utilizada  para

" fabricar pan, a razén
de 1 gramo de
levadura por litro de
agua recolectada.

f - Agrega la levadura
al agua vy cierra el
recipiente donde se
readlizaré la
fermentacién, dejando
un pequefio agujero
por donde pasara
una manguera que
estard conectada a
un recipiente con lgjia.




DASO 4

g - El agua de coco
acondicionada se deja
por dos dias, que son

suficientes para
obtener la
concentracién de
alcohol necesario
para pasar a la
etapa de h - Pasados dos dias

acetificacién.
tienes qgue separar

. los  sdlidos que se
. fueron al forndo del
recipiente del agua
fermentada, esto lo
puedes hacer por
decantacién.

w

Y vya tienes tu solucion
alcohdlicalll




/

PASO 5

- Para iniciar Ia

+ransformacién del

alcohol en vinagre se
agregaran 20 ml de
vinagre iniciador d
reciplente gue
contiene la solucién
alcohdlica v 12 g de
madre de vinagre por
Itro  de  solucién
aleohdlica.

Ahora hemos iniciado
la etapa de
produccién de
vinagre, la que durard
un periodo de 13 a 14
dias.

i
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.

- Pasados los 12 a 14
das es necesario
deterer la formacién
de vinagre, para lo
gue debes afiadir dl
vinagre vya
25 gramos de sd
por cada diez litros
de vinagre.

fitrado

FPASO ©

k

S

- Fara poder
almacenar el vinagre
una vez terminado el

proceso de
acetificacién se
pueden utilizar

botellas de segunda
mano.




-

-

| avado de las botellas

Puedes lavar las

potellas con

detergente Y
posteriormente  con
lejia diluida en agua, o
dos cucharadas
peguefias de soda
calstica por diez
itros de agua. Como

dtime enjuague se
utiliza una
cucharadita de

Bisulfito de Sodio por
diez litros de agua,
finalmente las botellas
se escurren bien.
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ALMACENAMIENTO

« Las botellas se llenan
con un embudo limpio, .
se colocan corchos o
tapones plasticos, se

usaran botellas
transparentes.
Finalmente se

recomienda
dlmacenar el vinagre
en un ambiente seco
y limpio, protegido del
sol.
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ANEXO L

EXPORTACIONES E IMPORTACIONES DE
. VINAGRE COMESTIBLE Y SUCEDANEOS
COMESTIBLES DEL VINAGRE OBTENIDOS
CON ACIDO ACETICO PARA EL PERIODO DE
1996-1999
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Cuadro L1. Cantidad y valor de importacion y exportacién segun capitulo, sub-capitulo'y

partida del sistema arancelario Centroamericano (SAC): 1996.

Descripcidn Importaciones Exportaciones
Cantidad (Kg) Valor (¢) Cantidad (Kg) Valor (¢)
Total 69,763 394,232 25,784 © 147,804
USA 13,747 143,540 veapeereens
México 286 2,093  n |

Guatemala 52,079 215,654 12,233 83,067
Nicaragua | e | e 13,551 64,737
Venezuela 2,005 16,926  ceeeies | e

ltalia 1,646 16,019  ceees |

Cuadro L2. Cantidad y valor de importacién y exportacién segin capitulo, sub—capitulo'y

partida del sistema arancelario Centroamericano (SAC): 1997.

Descripcion Importaciones Exportaciones
Cantidad (Kg) Valor (¢) Cantidad (Kg) Valor (¢)
Total 6,455 58,642 84,693 411,015
Guatemala 5,788 55,782 60,222 237,367
talia | s | e, 1,826 5,892
Honduras 667 2,860 |
. Venezuela | ... | . 205 2,293
USA | s | e, 22,442 166,273
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Cuadro L3. Cantidad y valor de importacion y exportacién segtn capitulo, sub-ca;;itulo y

partida del sistema arancelario Centroamericano (SAC): 1998,

Descripcion Importaciones Exportaciones
Cantidad (Kg) Valor (¢) Cantidad (Kg) Valor (¢)

Total 9,801 94,646 127,825 728,869
CostaRica | ... | ... 161 593
Guatemala 9,081 94,646 75,614 276,249
falia | ... | -+ 4,855 29,918
Espafia | ... | 261 4,770
USA | e 37,234 417,339

‘Cuadro L4. Cantidad y valor de importacion y exportacién segun capitulo, sub-capitulo y

partida dei sistema arancelario Centroamericano (SAC): 1999.

Descripcidn Importaciones Ekponaciones
Cantidad (Kg) Valor (¢) Cantidad (Kg) Valor (¢)

Total - 7,737 90,906 136,731 855,938
CostaRica |  ...... | ... 2,061 21,068
Guatemala 7,737 90,906 60,695 355,881
Italia | s | e, 806 14,449
Japbn | L. | 3 52
México | ... | 1 3,575
Espaia | .. | i, 408 7,142
usa | 72,757 453,771




