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Resumen

Mediante el presente trabajo se evalud la obtencion de acido acético a partir del vino del mucilago de
cacao, para lo cual se puso en marcha un biorreactor a pequefia escala. Se empled como sustrato el vino
del mucilago de cacao nacional, a través de una fermentacidon sumergida con un indculo del cultivo madre
de vinagre. El vinagre se obtuvo mediante una fermentacion oxidativa del alcohol presente en el vino. Se
realizé la caracterizacion inicial del sustrato (%Alcohol= 18% (v/v), pH=5,2 y acidez=8,1 g/L), estableciendo
las condiciones 6ptimas para una fermentacion acética. Se suministré 1,5 L/min de O» durante 3 horas al
dia, evaluando el efecto sobre la produccion de acido acético (g/L) durante 12 dias. La mayor produccién
de acido acético fue 18,37 g/L, teniendo un rendimiento de 9 % en la produccién de acido, mientras que
se obtuvo un rendimiento del 59% en la produccién de biomasa. Se concluyd que la fermentacidn acética
del vino del mucilago del cacao, con un flujo de oxigeno de 1,5 L/min durante 3 horas al dia, produce un
bajo rendimiento de 4cido acético.
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Abstract

The present work investigated the feasibility of obtaining acetic acid from the cocoa mucilage wine, which
consisted of developing a small-scale acetifier, starting from the national cocoa mucilage wine as a
substrate through a submerged fermentation and using as inoculum culture "mother of vinegar". The
vinegar was obtained by an oxidative fermentation of the alcohol present in the wine. The initial
characteristics of the substrate were characterized (% Alcohol = 18% (v / v) pH = 5.2 acidity = 8.1 g / L),
establishing the optimal conditions for acetic fermentation. 1.5 L / min of 02 was supplied for 3 hours a
day, evaluating the effect on the production of acetic acid (g / L) for 12 days. The highest production of
acetic acid 18.37 g / L, having a yield of 9% in the production of acid while obtaining a yield of 59% in the
production of biomass. It was concluded that the acetic fermentation given to cocoa mucilage wine with
an 02 exposure time of 1.5 L / min for 3 hours a day, produces a low yield of acetic acid.
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1. Introduccidn

El dcido acético o acido metilcarboxilico,
es una sustancia organica presente en la
composicién del vinagre, responsable de
su tipico olor y sabor agrio. Segun la
IUPAC, su formula es CH3-COOH (C3H403)
(Arteaga, 2013). Se lo emplea con fines
domésticos como la cocina, limpiador,
aderezo y en proyectos de indole
cientifico (Ortiz & Alvarez, 2015). En
1895 Louis Pasteur descubrid el proceso
de fermentacién acética por bacterias,
para pasteurizar a los organismos
contaminantes sin interferir en la calidad
del vino. Con el pasar de los afios se
implementan nuevas técnicas y pruebas
donde se llegd a la conclusién de dos
procesos: por sintesis o fermentacion
bacteriana (Delgado, 2018).

Existen distintos métodos para la
elaboracién de vinagre, el método
Schitzenbach fue el primer paso para
transformar el método artesanal
(Orleans) en el primer proceso industrial,
este método aumenté la velocidad de
acetificacion incrementando la
superficie de contacto de las bacterias
acido-lacticas con el oxigeno.
Actualmente, el mas utilizado es el
sistema de cultivo sumergido, en el que
las acetobacter se sumergen en la

solucién que contiene el sustrato, con la

finalidad de obtener vinagre con un
elevado grado acético en periodos muy
cortos (24h) (Sarabia & Rodriguez,
2012). Otro proceso, es el método de
superficie donde los microorganismos
productores de dacido acético se
encuentran en la capa superficial del
mosto, para formar una pelicula de
celulosa “madre del vinagre” (Romo,
2011).

El proceso de fermentacion acética
consiste en la oxidacion bioquimica del
etanol contenido en un sustrato
alcohdlico, para la formacién de acido
acético. Es decir, la oxidacion del etanol
se da por todos los géneros de bacterias
acido-lacticas, presentando dos
reacciones cataliticas secuenciales que
permiten la formacién de 4cido acéticoy
agua. El etanol es transformado en
acetaldehido por la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) y posteriormente
el acetaldehido es oxidado a 4cido
acético por accion de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH); ambas
localizadas en la membrana
citoplasmatica y orientadas hacia el
espacio  piroplasmatico. Estos dos
complejos enzimaticos estan conectados
con la cadena respiratoria que, por

medio de la ubiquinona, transfiere los

electrones disponibles hasta el oxigeno,
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que actla como un aceptador final
(Mufioz, 1997).

El exudado del mucilago de cacao
(Theobroma Cacao L.) es una sustancia
viscosa, generalmente hialina. La fruta
del cacao contiene de 30 a 50 semillas o
almendras. El nimero, tamafio y forma
de la semilla es una caracteristica
varietal, de modo que las semillas son
cuerpos aplanados elipsoidales de 2 a 4
cm de largo, rodeadas por una envoltura
blancuzca y azucarada; ademds, estan
compuestas principalmente por
parénquima.

La pulpa hidrolizada es conocida en la
industria como “exudado”. Durante la
fermentacién, la pulpa provee el
sustrato para varios microorganismaos
gue son esenciales para el desarrollo de
los precursores del sabor del chocolate,
los cuales son expresados
completamente después, durante el
proceso de tostado. Aunque la pulpa es
necesaria para la fermentacion, a
menudo hay mas pulpa de la necesaria.
La pulpa mucilaginosa esta compuesta
por células esponjosas
parenquimatosas, que contiene células
de savia ricas en azlcares (10-13%),
pentosas (2-3%), acido citrico (1-2%), vy
sales (8-10%). Por lo tanto, la pulpa que

se caracteriza por un agradable sabor

tropical, ha sido usada con los siguientes
fines productivos: jalea de cacao,
alcohol, vinagre, nata y pulpa procesada
(Téllez & Cote, 2006). Mediante la
hidrélisis natural de la pulpa durante la
postcosecha, se pueden obtener
alrededor de 40 litros de exudado por
cada 800 kg de pulpa humeda. En la tabla
1 se muestra la composicion quimica del

mucilago de cacao.

Tabla 1. Composicion porcentual p/p del
mucilago de cacao en base hiumeda.

Componentes % p/p
Agua 79,2-84,2
Proteinas 0,09-0,11
Azlcares 12,50-15,9
Glucosa 11,6-15,32
Pectinas 0,9-1,19
Acido citrico 0,77-1,52
Cenizas 0,40-0,50

Fuente: (Ortiz & Alvarez, 2015).
Los objetivos de la  presente
investigacion fueron demostrar la
viabilidad del aprovechamiento del
exudado de mucilago del cacao en la
elaboracion de éacido acético, ademas,
determinar los rendimientos tanto
tedricos como experimentales en

biomasay producto, y disefiar un reactor

para produccion a escala piloto.
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2. Materiales y Métodos

El proceso se llevé a cabo a partir de vino
del mucilago de cacao (sustrato),
mediante la fermentacion aerobia del
vino se obtuvo como producto principal
acido acético (vinagre).

2.1. Inéculo

El cultivo madre que fue utilizado como
inéculo, se obtuvo por el método
Orleans; segun Llaguno & Polo (1991) las
bacterias acéticas (aerobios estrictos) se
encuentran en la superficie del vino,
debido a que oxidan el alcohol etilico a
acido acético y forman una biopelicula
de celulosa denominada “madre del
vinagre”.

Se realizd un picado espontaneo vertido
en el vino, en un recipiente con una
elevada area superficial para el contacto
con Oy, cubierto con gasas para evitar la
contaminacion fisica del cultivo por 5
dias.

2.2. Condiciones experimentales

El proceso experimental se realizod
mediante fermentacion sumergida en un
biorreactor que fue construido en un
envase de plastico de 1,5 litros (L) con
tres orificios, para toma de muestra,
entrada de O, y trampa de CO,.

Se utilizaron 800 ml de vino y se adapto
el medio segun los requerimiento fisicos,

quimicos y nutritivos del

microorganismo a utilizar, afiadiendo
0,15 gramos de sulfato de amonio como
fuente de nitrégeno. Se controld de la
mejor manera la temperatura del
proceso para evitar que baje del rango
minimo de crecimiento de Ia
acetobacter. El rango éptimo para el
desarrollo de la fermentacién aerobia es
28 — 32 °C (Llaguno & Polo, 1991).

Se monitored la acidez y los grados de
alcohol a diario durante 6 dias.

Las condiciones de operacion que se
manejaron en el biorreactor fueron:
Temperatura: 30 °C.

pH inicial de 5,4 — 6,3.

Grado alcohdlico: 5-18 ° GL.

Se realizd la medicion de pH utilizando
tiras de coloracion. Por su parte, la
medicién del porcentaje de alcohol se
realizé mediante el refractometro.

2.3. Determinacion de acidez

Se midieron con exactitud 10 ml de
muestray se transfirieron a un matraz de
100ml; para posteriormente enrasar un
volumen de 100 ml con agua destilada
libre de CO».

De la dilucidon realizada, se tomd una
alicuota de 10 ml, que fue ubicada en
una fiola de 300 ml, junto con 75 ml de
agua destilada libre de CO; y tres gotas

de fenolftaleina.
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La titulacién se realizd agregando la
solucién de NaOH desde la bureta hasta
el primer tono de color rosado que
persista.

Finalmente, se reportd el consumo, para
determinar el porcentaje de dcido
acético usando la formula general de

porcentaje volumétrico.

Acidez=m.e.*mL*N/V Ec. #1
Donde:

Acidez: acidez de la muestra, g/L.

m.e.: miliequivalente del dcido acético.
ml: volumen empleado en la titulacién,
ml.

N: Normalidad de la solucion de NaOH.

V: volumen de la muestra, L.

2.4. Determinaciéon de Biomasa (Peso
seco)

Se peso el papel filtro (W1), la muestra
se filtra y se secd en el horno a 105°C
durante 4 horas. Para concluir se peso el
papel filtro con la muestra seca (W2).
Finalmente, el peso de la biomasa
corresponde a la diferencia entre W2 y
W1.

3. Resultados y discusion

3.1. Parametros iniciales
En la Tabla 2 se presentan los
parametros iniciales en el proceso de

fermentacion acética.

La determinacion de pH, contenido de
alcohol y concentracion de acidez del
medio de fermentacion se realizé cada
24 horas, obteniendo los resultados que

se indican a continuacion.

Tabla 2. Pardmetros iniciales en el proceso
de fermentacion acética.

Parametro Cantidad Unidad
Volumen de 800 ml
mosto
Contenido de 18 % v/v
alcohol
pH 5,2 -
Acidez 8,1 g/L
3.2.pH

Se obtuvo una disminucién del pH a
través del tiempo, pasando de 5,2 a 3;
esta disminucion se observa en la grafica
1, con una tendencia descendente, que
luego se mantiene constante y vuelve a
descender hasta llegar a la medida final.
En concordancia, el paso de los dias y la
materia prima como tal tienen un efecto
significativo en el cambio del pH. Sarabia
y Rodriguez (2012), en un experimento
similar  reportaron valores en |la
reduccion de pH desde
aproximadamente 3,4 a 2,9. Debido a
que el vinagre puede obtenerse de
diversas fuentes, su pH adecuado u
optimo puede variar en dependencia de

aquello, asi lo demuestra la literatura.
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Entre los requerimientos de calidad que
debe cumplir el vinagre, se encuentra un

pH de 2 22,5 (INEN 2296: 2003).
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Figura 1. Curva de pH.

3.3. Contenido de alcohol

Durante el proceso también se evidencid
un comportamiento descendiente en el
contenido de alcohol; este
comportamiento se muestra en la figura
2, en donde se evidencia la reduccion del
etanol en el proceso de fermentacion,
por efecto de la oxidacién del alcohol a
acido acético durante los 12 dias de

fermentacién.

Romo (2011) menciona que los
microorganismos fermentadores son de
vital importancia en este proceso,
debido a que consumen el sustrato
(etanol), afectando directamente la
velocidad de fermentacion y cantidad de
biomasa. Por lo tanto, los
microorganismos acetobacter son los

responsables de la disminucién del

contenido de alcohol y aumento de la

concentraciéon de acido acético.
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Figura 2. Cinética de consumo de sustrato
durante la fermentacion.

3.4. Acidez

En la grafica 3, se muestra la produccion
de d4cido acético. Se observa, que el
proceso se puso en marcha con una
concentracion de 8,1 g/L de 4&cido
acético y se presenta un
comportamiento  ascendente hasta
alcanzar una concentracion de 18,37 g/L,
en donde segln a la norma Codex Stan
162-1987 (FAO, 1987), el contenido total

de acido obtenido de un vino debe ser

como minimo 60 g/L (acido acético).

20,

Acidez (giL)
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Figura 3. Cinética de la produccién de acido
acético.
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3.5. Coeficientes estequiométricos

Enla Tabla 3, se presentan los resultados

obtenidos para el correcto ajuste de la

ecuacion estequiométrica, que bajo
condiciones teodricas considera los

siguientes compuestos quimicos:

CoHsOH +a Oz +b NH3=> ¢ CHy,g Og5 N2+ d COz+ e Hz0 + f CHsCOOH Ec. #2

Tabla 3. Coeficientes estequiométricos de los compuestos presentes en la reaccién quimica.

Coeficientes estequiométricos Mol (moles) Masa (gramos)
a 0,9496 0,6596
b 0,3381 0,1250
c 1,6909 0,9029
d 0,0341 0,0326
e 1,7105 0,6683
f 0,1374 0,1791

3.6. Rendimiento de reaccion

En la Tabla 4, se presentan los valores
obtenidos para los rendimientos
tedricos y reales de la biomasa y del
producto principal (dcido acético) del
proceso. El rendimiento porcentual
relaciona el rendimiento experimental

respecto al rendimiento tedrico.

Tabla 4. Rendimientos reales y tedricos de
biomasa y acido acético.

Rendimiento Biomasa  Acido
acético
Experimental (g/g) 0,9029 0,1791
Tedrico (g/g) 1,5256 1,9552

% Rendimiento 59,18 9,16

Los resultados obtenidos demuestran
una baja produccién de acido acético, en

contraste con el  experimento

desarrollado por Ferreyra et al. (2012),
en el que se menciona que para la
fermentacion acética de naranja (Citrus x
sinensis) mediante Acetobacter sp., el
rendimiento global del proceso en
funcion de la produccién de vinagre fue
46 g/L. Por lo que convendria mencionar
que los microrganismos no
aprovecharon los componentes del
medio para transformarlo en d4cido
acético y de esta forma, obtener mayor
contenido de producto, pero su
presencia en el medio es notable. Segun
Mufioz  (1997), en los procesos
biotecnologicos, la obtenciéon del
producto es consecuencia de la actividad

de los microorganismos, por lo que la

generacion de biomasa es un
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comportamiento natural. Ademas, se
menciona que factores como la agitacion
y proporciéon de carga combinada
vinagre/alcohol, potencian el
rendimiento de vinagre en procesos

fermentativos.

El consumo de sustrato que no genera
mayores réditos en cuanto a la
produccion, se lo asocia con el
mantenimiento de las funciones vitales
de los microorganismos, aungue existen
otros factores que pueden influir en el
bajo rendimiento del producto, como
una pobre concentracion de biomasa o

incluso la inhibicién del indculo, debido a

que Yoneda et al., (2001), indican que la
alimentacion de etanol a elevadas
concentraciones  implica un  bajo
rendimiento del proceso, lo que propicia
un efecto inhibitorio del etanol sobre la

biomasa.
3.7. Balance de materiales

En la Tabla 5, se muestran los valores
obtenidos en el balance de materia
realizado para cada uno de los
componentes que intervienen en el
proceso de produccién de acido acético,
segln la ecuacién estequiométrica

(Ecuacion 2).

Tabla 5. Resultados del balance de materia para cada componente de la reaccién quimica.

Compuesto Entrada (g) Consumo (g) Generacion (g) Salida (g)
C,HsOH 113,62 82,06 - 31,56
02 940,65 0,659 - 939,99

N, 3028,35 - - 3028,35
NH3 0,15 0,125 - 0,025
CHy,8 Oo,5 No,2 - - 0,903 0,902
CO, - - 0,033 0,033
H.0 656 - 0,668 656,67
CH3COOH - - 0,179 0,179
Total 4738,77 82,84 1,78 4657,71

Para el balance general de materia, se
obtuvieron los valores de 4740,55 en la
entrada del sistema y en la salida
4740,55 gramos, respectivamente; los
mismos que obedecen a la ley de la

conservacion de la materia, en la que se

menciona que la materia no se crea ni se

destruye, solo se transforma.
3.8. Disefio de biorreactor

Ademads, en esta investigacién se realizo

un escalamiento piloto tedrico y el
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disefio de un reactor para una
produccion de 50 litros de acido acético.
Los datos obtenidos se muestran en la
Tabla 6; de la misma forma en la grafica
4 el prototipo de un reactor de lote

convencional.
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Figura 4. Reactor de lote convencional.

A partir de los datos obtenidos se
establecio que el flujo de operacién se
caracteriza por un régimen turbulento y
para lograr la homogenizacién del caldo
fermentativo en la producciéon de 50
litros de acido acético, es necesario un
tiempo de mezcla de aproximadamente
4,71 segundos con una potencia de 1,87
Watts y una velocidad de agitacion de
3,33 Hertz (200 rpm). También, se
realizé el cdlculo para conocer Ia
efectividad del impulsor y la dispersion
del flujo de gas en el medio
fermentativo, concluyendo que el gas se

dispersaria completamente en el medio

debido a que el flujo que puede
dispersar el impulsor es de 27,48 L/min.
Tabla 6. Pardmetros de disefio de un

biorreactor para la produccién de 50 litros
de acido acético.

Parametro

Diametro del tanque (Dr) 0,52 metros
Diametro de impelente (D)) 0,17 metros
Velocidad de agitacion (N;) 3,33 Hertz
Densidad del caldo 789 g/L

Viscosidad del caldo 1,25 kg / m*s
Altura del liquido (H.) 0,52 metros

Deflectores (W) 0,052 metros

Espacio libre inferior (C)) 0,17 metros
Numero de Reynolds (Rei) 60744,79
Potencia del agitado (P) 1,87 Watts
Tiempo de mezcla (tm) 4,71s
Numero de flujo gaseado 0,028
Flujo de gas 27,48 L/min

Para comprobar dichos resultados es
necesario realizar experimentos que
determinen si tanto el reactor disefiado,
la velocidad de agitaciéon y potencia
requerida influyen en el proceso
fermentativo, teniendo en cuenta el
crecimiento microbiano, necesidad de
refrigeracién, formacién de burbujas,
canalizaciones, y cualquier otro factor
que pueda afectar el rendimiento del

proceso bioldgico.
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4. Conclusiones

Por lo expuesto en el desarrollo del
articulo, las altas concentraciones de
etanol ejercen una funcion inhibidora y
provocan la aparicion de reacciones
secundarias, a pesar de esto se
evidenciaron resultados aceptables en
cuanto a la generacién de acido acético

y sus caracteristicas.

El disefio del reactor incluye los
requerimientos necesarios para que el
proceso de fermentacion se lleve a cabo

bajo condiciones dptimas de operacion.

A partir del disefio de reactor propuesto,
se recomienda realizar investigaciones
que permitan comprobar la eficiencia
productiva y de esta forma promover la
optimizacién del proceso fermentativo
del mucilago de cacao en la obtencién de

acido acético.
Bibliografia

Arteaga-Estrella, Y. (2013). Estudio del
desperdicio del mucilago de
cacao en el cantén Naranjal
(provincia del Guayas). Revista
ECA Sinergia, 4(4), 53-54.

Delgado-Gutiérrez, N. (2018). Plan de
manejo integral de residuos
derivados de la extraccion de la
pulpa de cacao en la hacienda
Bellavista, Luz de América,

provincia de Azuay-Ecuador.
Universidad de Cuenca, Ecuador.

FAO. (1987). Codex Alimentarius. Codex
stan 162-1987 norma del codex
para el vinagre. Disponible en:
http://www.alimentosargentinos
.gob.ar/contenido/marco/Codex
_Alimentarius/normativa/codex/
stan/162-1987.PDF

Ferreyra, M., Schvab, M., Davies, C,
Gerard, L., & Hours, R. (2012).
Influencia del caudal de aire,
temperatura y velocidad de
agitacion en el  proceso

discontinuo de acetificacion para

la obtencion de vinagre de

naranja (Citrus sinensis var. W.

Navel). Scientia Agropecuaria,

3(1), 61-65.

INEN. (2003). NTE INEN 2296. Vinagre.
Requisitos. Quito-Ecuador:

Norma Técnica Ecuatoriana.

Llaguno, C., & Polo, C. (1991). El vinagre
de vino. Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas.

Madrid, Espafia.

Mufioz, E. (1997). Evolucién de las
relaciones entre biotecnologia,
industria y sociedad: el Caso
espafiol. Madrid: Centro de
Estudios para el Fomento de la
Investigacion-CEFI Fundacién.

Ortiz-Valbuena, K. & Alvarez-Ledn, R.
(2015). Efecto del vertimiento de
subproductos del beneficio de
cacao (Theobroma cacao L.)
sobre  algunas  propiedades

quimicas y bioldgicas en los

27



Revista de Ciencias Agropecuarias “ALLPA”: Vol. 2 (Num. 4) (jul-dic 2019). ISSN: 2600-5883

suelos de una finca cacaotera,
municipio de Yaguara (Huila,
Colombia). Bol. Cient. Mus. Hist.
Nat. U. de Caldas, 19(1), 65-84.

Romo, S. (2011). Obtencién de vinagre a

partir de la biofermentacion de
residuos de banano vy otras frutas
para su industrializacion.
Universidad de las Américas.
Facultad de Ingenieria y Ciencias
Agropecuarias. Ingenieria
Agroindustrial y de Alimentos,

Quito, Ecuador.

Sarabia, C. & Rodriguez, R. (2012). Efecto

del método de fermentacion
acética en las caracteristicas
fisico-quimicas y sensoriales en
vinagre de naranja agria (Citrus x

aurantium) 'y pifa (Ananas

Téllez,

Disefio de un biorreactor para la obtencion de dcido acético a partir del vino de mucilago de cacao (Theobroma Cacao L.)

comosus). Zamorano, Honduras:
Zamorano, Departamento de

agroindustria alimentaria.

J. & Cote, M. (2006). Alcohol
Etilico: Un toxico de alto riesgo
para la salud humana
socialmente aceptado. Facultad
de Medicina:
Nacional de Colombia., pp. 33-

34.

Universidad

Yoneda, N., Kusano, S., Yasui, M., Pujado,

P., & Wilcher, S. (2001). Recent
advances in processes and
catalysts for the production of
acetic acid. Applied Catalysis A:
General, 221(1-2); 253-265., doi:
10.1016/50926-860X(01)00800-

6

28



