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RESUMEN

El consumo de alimentos ricos en antocianos como el arandano (Vaccinium corymbosum),
puede ayudar a prevenir diversas enfermedades debido a su capacidad antioxidante y
antiinflamatoria. Al ser un producto perecedero y con considerables excedentes no exportables
(hasta el 10%), una alternativa de uso y consumo seria a través de la produccion de vinagre.
Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos cepas de levadura,
enriquecimiento azucarado (chaptalizacion) del jugo de ardndano, y aplicacion de radiacion
microondas en las bayas de ardndano, como estrategias tecnologicas sobre el perfil bioactivo
del vino base en la etapa de fermentacion alcohélica, como etapa previa para la elaboracion del
vinagre, midiendo entre otros parametros, los contenidos de compuestos fenodlicos,
principalmente antocianinas monoméricas totales (AMT) y la capacidad antioxidante. El
trabajo de investigacion se dividid en tres fases: en la primera fase, la fermentacion alcohdlica
se realiz6 con dos cepas de Saccharomyces cereviseae: TVA (cepa de vino) y US-05 (cepa de
cerveza), seguido de la fermentacion acética respectiva con la bacteria Acetobacter aceti,
obteniendo vinagres con un contenido de AMT de 71.30 y 110.55 mg/l. Para la segunda fase,
se aplico un enriquecimiento azucarado (chaptalizacion) al jugo de arandano (hasta alcanzar
22.6 °Brix) antes de la fermentacion alcohodlica, para mejorar la extraccion de compuestos
fenodlicos. En la tercera fase, se aplicaron tratamientos de radiacion de microondas a las bayas
de ardndano para mejorar la extraccion de compuestos fendlicos durante la produccion del vino
base. No se encontraron mejoras significativas en el contenido de AMT ni en la intensidad
colorante, sin embargo se demostré un efecto sobre la capacidad antioxidante. En todas las
fases, en la conversion del vino base en vinagre se observo una reduccion del contenido de

AMT, variando estos porcentajes de pérdida en un rango de 60-90%. En conclusion, se
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obtuvieron los mejores resultados en los parametros evaluados, en los vinagres en cuya etapa
de fermentacion alcohdlica, se realizo el enriquecimiento del jugo de ardndano con azlcares

exogenos (aplicacion de chaptalizacion).

Palabras clave: arandano, vinagre de arandano, fermentacién acética, Acetobacter aceti,

chaptalizacion, radiacion de microondas.
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ABSTRACT

The consumption of foods with high contents of anthocyanins, such as blueberry (Vaccinium
corymbosum), can help to prevent various diseases due to its antioxidant and anti-inflammatory
capacity. Being a perishable product and with considerable non-exportable surpluses (up to
10%), an alternative of use and consumption would be through vinegar production. This
research aimed to evaluate the effect of two strains of yeast, sweetened enrichment
(chaptalization) of blueberry juice, and application of microwave radiation in berries, as
technological strategies on the bioactive profile of the base wine in the fermentation stage
alcoholic, as a previous stage for the production of vinegar, measuring among other parameters,
the contents of phenolic compounds, mainly total monomeric anthocyanins (AMT) and
antioxidant capacity. The research work was divided into three phases: in the first phase, the
alcoholic fermentation was carried out with two strains of Saccharomyces cereviseae: TVA
(wine strain) and US-05 (beer strain), followed by the respective acetic fermentation with
Acetobacter aceti bacteria, obtaining vinegars with an AMT content of 71.30 and 110.55 mg /
1. For the second phase, a sugary enrichment (chaptalization) was applied to blueberry juice
(until reaching 22.6 ° Brix) before alcoholic fermentation, to improve the extraction of phenolic
compounds. In the third phase, microwave radiation treatments were applied to cranberry
berries to improve the extraction of phenolic compounds during the production of the base wine.
No significant improvements were found in AMT content or coloring intensity, however an
effect on antioxidant capacity was demonstrated. In all the phases, in the conversion of the base
wine into vinegar a reduction of the AMT content is modified, these loss percentages varying

in a range of 60-90%. In conclusion, we obtained the best results in the parameters evaluated,
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juice with exogenous sugars (application of chaptalization).

Keywords: blueberry, blueberry vinegar, acetic fermentation, Acetobacter aceti,

chaptalization, microwave radiation.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Realidad problematica

En los ultimos anos viene creciendo la demanda de alimentos que ademés de nutrir aporten
otros beneficiosos para la salud. De especial interés son los alimentos ricos en antocianos, que
ademas de conferir el color caracteristico a productos como el arandano, posee una alta
capacidad antioxidante, antiinflamatoria, y de proteccion frente a enfermedades
cardiovasculares, incidencia de cancer y aportar efecto antimicrobiano (Jiang, Yang y Shi,

2017; Pervin et al., 2016; Skrovankova, Sumczynski, Mlcek, Jurikova y Sochor, 2015).

Entre las enfermedades con mayor prevalencia en Pert, de acuerdo con el Ministerio de Salud
(2019), se encuentra el cancer. Cada afio se diagnostican mas de 66 000 casos nuevos de cancer,
cuyo incremento se atribuye a factores de riesgo como el consumo de tabaco, consumo de
alcohol, sedentarismo, sobrepeso y obesidad, asi como a una baja ingesta de alimentos con
poder antioxidante, principalmente frutas y hortalizas. Uno de esos alimentos es el ardndano,

por lo beneficios previamente mencionados (Jiang et al., 2017).

Otras enfermedades con mayor incidencia en el Pert, segiin el Ministerio de Salud (2019) son
las enfermedades cardiovasculares (ECV) (arritmia, insuficiencia cardiaca, hipertension arterial
e infarto al miocardio). De acuerdo con el estudio realizado por Deloitte Pert, las enfermedades
al corazon son una de las principales causas de muerte en la poblacion adulta. En la actualidad el
16% de la poblacion peruana mayor de 20 afios padece de males al corazon y cerca de 2 000
personas por afo fallecen por alguna clase de insuficiencia cardiaca (Huerta, 2019). Una

estrategia para reducir la incidencia de las ECV es el consumo de alimentos con alto contenido
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de compuestos antioxidantes y antiinflamatorios, como por ejemplo el ardndano (Skrovankova

etal., 2015).

Los antioxidantes presentes en el arandano son sustancias que ayudan a neutralizar la accion de

los inestables radicales libres, los cuales se asocian a numerosas enfermedades tales como el

cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas, entre otras. Dentro de las sustancias con

capacidad antioxidante que se puede encontrar en el ardndano se encuentran el B-caroteno,

vitamina C, antocianinas, compuesto fenolicos, acido elagico y acido félico (Shellapan, Akoh

y Krewer, 2002; Sapers et al., 1984), siendo mayoritarios los antocianos, que ademas confieren

el color caracteristico a esta fruta.

En la Tabla 1, se muestran los efectos atribuidos al consumo de esta fruta sobre la salud de las

personas gracias a su capacidad antioxidante (Zheng y Wang, 2003; Moyer, Hummer, Finn,

Frei y Wrolstad, 2002).

Tabla 1:

Beneficios del consumo de arandano (Vaccinium corymbosum).

BENEFICIO FUENTE
Mejora del suministro de sangre y
Beneficio oxigeno al ojo, y eliminacion de Cal6 y Marabini
oftalmologico radicales libres que contribuyen a la (2014)

catarata y a la degeneracion macular

Beneficio contra la
osteoporosis

Proantocianidinas, antocianinas y otros
flavonoides:  beneficiosos para la
proteccion dsea

Shen et al. (2012)

Beneficio contra la

Proteccion de las células B pancreaticas
frente al estrés oxidativo inducido por la
glucosa.

Al-Awwadi et al.
(2005); Martineau et
al. (2006) y Stull,

diabetes . - . . Cash, Johnson,
Mejora en la sensibilidad a la insulina en
. . . Champagne y Cefalu
personas resistentes a la insulina que (2010)
consumen bebidas de arandanos
Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 12
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Beneficio contra el

Disminucion de la presion arterial y de

Basu et al. (2010);
Prior et al. (2009) y

colesterol los niveles de colesterol en sangre Wu et al. (2010)
El efecto sinérgico de los compuestos Schantz, Mohn, Baum,
fenolicos y del acido ascorbico se Richling (2010); Liu,
correlaciona con la inhibicion de la Zhang, Jing y

Beneficio proliferacion de células cancerosas y Popovich (2010);

anticancerigeno retrasa el crecimiento de células  Srivastava, Akoh,
tumorales Fischer y Krewer

(2007) y MINAGRI
Proteccion frente al dafio al ADN (2016)
Proteccion contra el dafio oxidativo en
Beneficio las lipoproteinas de baja densidad,

cardiovascular proceso esencial en la aparicion de
problemas cardiovasculares
Mejora de la funcion cerebral y retraso MINAGRI (2016)

Beneficios contra el
envejecimiento

del declive relacionado con el
envejecimiento

Beneficios contra las
infecciones urinarias

Proteccidon frente a bacterias causantes
de infecciones del tracto urinario

El arandano (Vaccinium corymbosum) se ha convertido en uno de los frutos mas apetecibles en

el mercado internacional, siendo catalogado como superalimento, con excelentes propiedades

nutritivas y capacidad antioxidante (Gutiérrez et al., 2017; MINAGRI, 2016).

El arandano ha llegado a ocupar un posicionamiento importante en las exportaciones del Pert,

que en el 2018 representaron mas de 547 937 millones de doélares, de acuerdo con la

Superintendencia Nacional de Aduana y Administracion Tributaria (SUNAT, 2018), debido a

que, en los ultimos afios, su demanda en paises extranjeros ha aumentado notablemente, tal y

como se muestra en la Figura 1.

Cano, Maickol y Gil, Angie
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Figura 1: Valor FOB (en miles de dolares) de las exportaciones de ardndano en el periodo 2013-2018
(SUNAT, 2019).

Entre los paises con mayor demanda de este fruto estan Estados Unidos, Holanda y Reino Unido

(Tabla 2).

Tabla 2:
Valor FOB (en miles de dolares) de las exportaciones de arandano a los paises principales
destino en el periodo 2013 — 2018.

Pais 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Estados Unidos - - - 129,009.90 166,119.80 282,283.30
Paises Bajos - - 27,171.40 56,472.60 100,689.90 122,365.60
Reino Unido - 3,151.40  12,177.60 35,401.80 39,698.50 56,710.20
China - - - - 33,248.80 33,289.70
Espaiia - - - - - 21,193.60
Canada - - - 5,086.00 7,587.80 13,990.10
Hong Kong 3,701.60 5,916.50 1,419.90 4,417.10 13,957.90 11,312.70
Tailandia - - - 546.70 903.60 1,158.90
Singapur - 113.60 485.90 1,651.10 1,234.90 706.00

Fuente: SUNAT (2019).

Una de las principales razones para la alta aceptabilidad de esta baya en el extranjero la

determina su composicion nutricional y nutracettica (Pino, 2007). Su consumo es

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 14



:'\-‘- Vinagre de arandano: Mejora del perfil
N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
recomendable a todo tipo de personas, resaltando su bajo contenido calorico y alto contenido

PRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohélica

de fibra, su elevado aporte de potasio y vitaminas A y C. Respecto a su contenido de azlcares
totales (glucosa y fructuosa principalmente), este oscila en un rango de 10-14%, de los cuales
cerca de un 95% corresponde a azlcares reductores como se observa en la Tabla 3. El principal
acido presente es el acido citrico, seguido del malico. Ademas, posee un alto contenido de
antocianinas en torno a 235 mg/100 g peso fresco (Prior et al., 1998), responsables de brindar
color al fruto, siendo el contenido fenoélico total cercano al 0.4% (Dinamarca, Poblete y Sanchez,

1986; USDA, 2019).

Tabla 3:
Composicion quimica del arandano (Vaccinium corymbosum).
Componente (por cada 100 g¢) Dinamarca et al. (1986) USDA (2019)
Agua 832¢g 8421 ¢g
Carbohidratos 153¢g 1449 ¢
Fibras 15¢g 24¢
Proteinas 0.7¢g 0.74 g
Grasas 05¢g 033¢g
Pectinas 05¢g NR
Azicares totales 10.0-14.0 g 9.9 g
Sacarosa 024 ¢ NR
Fructuosa 404 ¢ NR
Glucosa 392 ¢ NR
Contenido de sélidos solubles 10.1-142 g NR
Acidez titulable 0.3-038¢g NR
Vitamina A 100 TU** 54 TU**
Acido ascérbico 14 mg 9.7 mg
Calcio NR 6 mg
Hierro NR 0.28 mg
Magnesio NR 6 mg
Fésforo NR 12 mg
Potasio NR 77 mg
Sodio NR 1 mg

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 15



:'\-‘- Vinagre de arandano: Mejora del perfil
N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohdlica

Zinc NR 0.16 mg

Tiamina NR 0.037 mg

Riboflavina NR 0.041 mg

Niacina NR 0.418 mg

Vitamina E NR 0.57 mg

*NR: No reportado

**]U: Unidad Internacional. 1UI = 0.3 pg retinol = 1.8 pg B-caroteno (Food and
Agriculture Organization of the United Nations).

Respecto a la disponibilidad de esta fruta, en el Pert, una de las regiones con mayor produccion
de arandano es La Libertad, donde se localizan un considerable nimero de empresas dedicadas
a su produccion y exportacion. La Libertad representa el 90% de la produccion total nacional,
estimadndose una produccidon exportable aproximada de 42 mil toneladas en el afio 2017
(SUNAT, 2018). Otras regiones que producen esta baya son Lambayeque, Ica, Lima, Ancash y

Cajamarca.

Del total de la produccion nacional de arandano, cerca del 80 al 85% es exportado como
arandano fresco, mientras que entre el 10 y 12% se comercializa como arandano congelado y
un remanente que representa en muchos casos hasta un 10%, denominado “descarte”, que es
comercializado en los mercados locales a bajos precios (entre 4 a 12 soles el kilogramo)

(MINAGRI, 2016).

Este descarte se convierte en una cantidad significativa, puesto que, si se toma como referencia
el total de kilogramos exportados en el afio 2017 (54 943 210 kg) (SUNAT, 2018), la cifra de
descarte de arandano equivaldria a 5 494 321 kg. Esta considerable cantidad, no se exporta
debido a que no cumple con las especificaciones necesarias y requeridas para ser exportado, ya
sea por defectos debido a practicas inadecuadas durante el cultivo y/o durante la cosecha del

fruto, malas condiciones climatoldgicas, e incluso a la presencia de agentes biologicos que
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Sanchez, 2014; Munitz, 2013).

Para las empresas exportadoras es mas sencillo vender este descarte a precios bajos en el
mercado local, donde son utilizados en el desarrollo de postres y bebidas. La desventaja de estos
productos procesados radica en una disminuciéon de su perfil bioactivo dado que su
procesamiento implica la utilizacion de altas temperaturas, las cuales degradan los antocianos

y la vitamina C, principales compuestos bioactivos presentes en el ardndano.

Por otro lado, una porcion de este descarte de arandano se vende en los mercados locales al
menudeo, y en la mayoria de los casos llegan al consumidor final en avanzado estado de
madurez, debido a la falta de dptimas condiciones de conservacion (cadena de frio) durante la

comercializacidn, acortando asi su tiempo de vida util.

Por otro lado, a pesar del menor precio al que se puede encontrar en el mercado local, gran parte
no es transformado en productos que garanticen un beneficio econémico para las empresas
transformadoras, dado que en la mayoria de los casos a partir de este descarte se elaboran
productos cuyo margen de utilidad no siempre es alto. Se estima que este porcentaje de descarte
incrementard en los proximos afos debido a las mayores exigencias del mercado, lo que
conlleva al desarrollo de productos alternativos que confieran un valor agregado a estos

excedentes, aprovechando su contenido de antocianos y vitamina C.

Para mantener las propiedades antioxidantes de estos productos, una opcion apropiada seria la
transformacion en pasas de arandano, elaboracion de jugos, mermeladas, bebidas alcohdlicas
(Almenar, Auras, Rubino y Harte, 2007; Oliveira, Becker, Villar y Salas, 2007; Barba, Esteve
y Frigola, 2013; Chiabrando y Giacalone, 2011). Siendo una de las opciones mas apropiadas la

elaboracion de bebidas fermentadas. Por ejemplo, el desarrollo de vinos y vinagres.
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1.2.1. El vinagre
Este producto tiene varias definiciones de acuerdo con diferentes entidades, sin embargo, todas
coinciden en que es producto de la fermentacion acética de una bebida alcohélica, es decir que

se elabora a partir de un vino base.

Tabla 4:

Definiciones de vinagre segun distintas entidades.

Definicion Fuente

Producto liquido preparado a partir de la fermentacion alcohdlica y
posterior fermentacion acética de cualquier alimento adecuado. )

N . Food Regulation (1985)
Puede contener conservantes permitidos, el caramelo como sustancia

colorante y especias como sustancias aromatizantes permitidas.

Producto liquido apto para el consumo humano y producido

exclusivamente a partir de productos aptos que contienen almidén o -
] ) Comision del Codex
azacares o almidon y azicares por procesos de fermentacion doble

. . Alimentarius (1987)
(alcohdlica y acética). No debe contener mas de 0.5% de alcohol y
no debe contener menos de 50 g/L (p/v) de acido acético.
Producto obtenido por fermentacion alcoholica y de acido acético de _ _
Autoridad de Seguridad

cualquier medio adecuado tal como fruta, malta o melaza, con o sin _ _ )
Alimentaria y Normas de la India

la adicion de caramelo y especias. La acidez no debe ser menor de (2012)

3.75% (m/v).

Es el liquido apto para el consumo humano resultante de la doble
) ) ) ) ) Real Decreto Espafiol 661(2012)
fermentacion alcohdlica y acética de productos de origen agrario.

En general, en el mundo existen diversas variedades de vinagre, en funcion de la materia prima

de la que provienen, como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5:
Variedades de vinagre.
VARIEDAD DE VINAGRE FUENTE

Vinagre de arroz

Yano, Aimi, Nakano & Tamai (1997)

Vinagre balsamico

Wai Ho, Mat Lazim, Fazry, Hussain Zaki & Joe
Lim (2016)

Vinagre de Jeréz
Vinagre balsdmico de Modena

Pizarro, Esteban, Saenz y Gonzalez (2008)

Vinagre negro

Nishidai et al. (2000)

Vinagre de Sichuan
Vinagre Shanxi

Zou, Li, Shi, Huang & Zhao (2012)

Vinagre de extracto de cebolla

Horiuchi, Kanno & Kobayashi (1999)

Vinagre de tomate

Lee et al. (2013)

Vinagre de bambu

Mu, Yu, Wu & Wu (2006)

Vinagre de avena
Vinagre de Zhenjiang

Qui, Ren, Fan & Li (2010); Verzelloni,
Tagliazucchi & Conte (2007)

Vinagre de arandano

Su & Chien (2007)

Vinagre de manzana

Sakanaka & Ishihara (2008)

Vinagre de fresa

Ubeda, Callejon, Hidalgo, Torija, Troncoso y
Morales (2013)

El proceso de elaboracion del vinagre incluye dos tipos de fermentacion: alcoholica y acética,

ambas de manera secuencial (Figura 2).
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RUTA METABOLICA PARA LA OBTENCION DE ACIDO ACETICO

Fermentacién alcohdlica Fermentacién acética
Saccharomyces cerevisiae Acetobacter aceti
0:
= ETANOL

Glucosa/Fructuosa I

I Acetaldehido
Gliceraldehido-3- fosfato

Acido piravico
| Acetaldehido hidratado

Acetaldehido

|

ETANOL ACIDO ACETICO

Figura 2: Conversion de la glucosa/fructosa en etanol por Saccharomyces cerevisiae (Adaptado de
Vejarano, 2013) y posterior conversion a acido acético por Acetobacter aceti.

En la fermentacion alcoholica los azucares se convierten en etanol en condiciones anaerdbicas,
mientras que en la fermentacion acética el etanol se oxida a acido acético en aerobiosis (Budak

et al. 2014). La Figura 3 muestra el proceso general implicado.

1.2.1.1 Primera etapa: elaboracion del vino base
Para la obtencion del vino, el jugo de la fruta (mosto) debe pasar por un proceso de
transformacion, donde la glucosa y otros azucares presentes son degradados hasta CO» y etanol.
Este proceso es conocido como fermentacion alcoholica, proceso biologico que se lleva a cabo
en ausencia de O,. La ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) (Figura 4), explica la serie de

secuencias metabolicas implicadas.
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FERMENTACION ALCOHOLICA
2 Piruvato

CH.OH 0, O

O Glucolisis

OH A 3
ID|_|Gluc-::-=;a OH / \ T\‘ZCOQ
o]

2 NAD + ZNADH + 2H* !

C..

HL™ TH
H,C-CH -OH 2 Acetaldehido
2 Etanol

FERMENTACION ACETICA

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
MAD (P) NAD (PJH, MADPH, !
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

.0\2 H,0
CH,CH,OH CH,CHO S N CH,CH{OH];
Etanol Acetaldehido Acetaldehido

ALCOHOL DESHIDROGENASA hidrato
ACETALDEHIDO DESHIDROGENASA

CH,COOH

Acido acético

Figura 3: Proceso bioquimico implicado en la elaboracion de vinagre.

Los responsables de este proceso son las levaduras, siendo Saccharomyces cerevisiae la especie
mas usada. En este proceso se obtienen, ademés del etanol y CO», otros compuestos que
contribuyen al sabor y aroma del vino (Corrales, Antolinez, Bohorquez y Corredor, 2015;

Contreras y Del Campo, 2014; Vazquez y Dacosta, 2007).
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EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS
FERMENTACION ALCOHOLICA

CeHi1z08 — 2CzHsOH + 2CO0O:z + 2 ATP

50 o
b W
u.:._"\,""“ s'll':ﬁl .:,,‘.hl:'
oF L o
Glucosa ———* Glucosa-6-fosfato ! Fructosa-6-fosfato
ATP ADp ATP
Fosfofructose
Quinasn ADP
Fructosa-1-6-difosfato
Aldosa
e
F':’Ffa,r&
Griceraldehido-3-fosfato = = Dihidrexiacetona fosfato
HALA _) Gliceraldehido-3-fosfato
NADH. deshidrogenasa
1,3-difosfogricerato
ADP Fosfoglicerato
ATD quinasa
3—f05fogri|:erat0|
Fosfoglicerato
mutasa
2-fosfogricerato
H;0 Enolasa
fosfoenolpiruvato
ADP inasa
PJrUVGtU qulﬂﬂ
ATP Alcohol
Piruvato deshid
piruvato —————  »  Acetaldehido w Etanol
Qcarboxda /\
COr NADH NAD+

Figura 4: Ruta Embden-Meyerhof-Parnas utilizada por Saccharomyces cerevisiae para la produccion

de etanol (las enzimas responsables de cada conversion quimica se indican en letras de color rojo).
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Para la producciéon de vino se pueden usar como materia prima frutas como manzanas, uvas,
peras, berries en general, ciruelas, asi como miel y toda fuente con alto contenido de azucares

fermentables.

Esta es la etapa en la cual se puede lograr la mayor extraccion de los compuestos de naturaleza
primaria desde la materia prima, es decir aquellos compuestos de interés para elaborar un vino
con determinado perfil. En el caso del ardndano, para lograr la mayor extraccion de compuestos
fenolicos, principalmente antocianos, dado que es la etapa donde el hollejo esta en contacto con
el medio fermentativo, que a su vez actiia como lixiviante, debido a que el componente principal

es el etanol (Pefia, 2006).

1.2.1.2 Segunda etapa: elaboracion de vinagre
La conversion del etanol, obtenido en la etapa anterior, hasta 4acido acético inicia con la
oxidacion del etanol en acetaldehido en presencia de la enzima alcohol deshidrogenasa (Raspor
y Goranovic, 2008). Esta oxidacion es llevada a cabo por bacterias acéticas, principalmente
Acetobacter, gracias a la presencia de la enzima acetaldehido deshidrogenasa (Figura 3), que

cataliza la conversion del alcohol etilico en acido acético.

El 4cido acético es el acido organico con mayor importancia en la industria. No obstante, es
necesario diferenciar entre la forma concentrada comercial o acido acético glacial, y la forma

de uso alimentario, base del vinagre.

El vinagre, de acuerdo con el Real Decreto Espafiol 661/2012 debe tener como minimo 5.0 %
m/v de acidez total. En su elaboracion no estd permitida la adicién de 4cido acético exogeno.
Ademas, el vinagre debe provenir de materias primas de origen agrario, que previamente han
sido sometidas a fermentaciones alcohodlica y acética, es decir que primero debe obtenerse un

vino base u otra bebida alcoholica, a la cual tampoco se le debe adicionar etanol exodgeno.
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Ademas de acido acético, durante la fermentacion acética, se generan otros compuestos que son

responsables del sabor y aroma del vinagre, tales como acidos organicos, ésteres, cetonas,

aldehidos, entre otros, mostrados en la Tabla 6 (Ozturk et al., 2015), los cuales se suman a los

ya sintetizados previamente durante la etapa de fermentacion alcoholica.

Tabla 6:

Compuestos volatiles presentes en el vinagre.

FAMILIA COMPUESTO AROMA
Acido hexanoico Hierba, queso
Acido octanoico Jabon, detergente, vela
Acido propiénico Acre
Acido 3-hexenoico Pifiuela
Acidos Acido propanoico Acre
Acido decanoico Aceitoso, citricos
Acido acético Vinagre
Acido sorbico Cosméticos
Acido isovalérico Queso
Alcohol fenetilico Rosas
1-pentanol Desagradable
Alcohol amilico Alcohol
Nonanol Avellana, chocolate
Alcoholes Alcohol isoamilico Alcohol
1-hexanol Césped
2-etil-1-hexanol Floral
1-penten-4-en-3-ol Jamon curado
Alcohol fenchol Albahaca
Cis-geraniol Roséceo
n-hexadecano Inodoro
Alcanos 2-nonanone Afrutado
Vitispirano Floral frutado
Trans-2-heptenal Verde intenso
Benzaldehido Almendra
Aldehidos Trans-2-octanal Pulpa de naranja
n-decanol Floral
2-furancarboxaldehido -
Esteres Acetato de etilo Pegamento
Acetato de isoamilo Banana
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Heptanoato de etilo -

Acetato de feniletilo Miel

Octanoato de etilo Frutal, pifia, manzana, brandy
Acetato de feniletilo Floral, rosas, miel
Dietil succinato Pegamento

Laurato de etilo Floral, afrutado, ron
Palmitato de etilo Cera

Benzoato de etilo Frutal, cereza, uva
Nonanoato de etilo Cognac, rosado, afrutado

Etil-3-hexanoato -
Etil trans-4-hexanoato Manzana

2-furil-metilcetona -

Cetonas )
Y — nonalactona Whisky
4-etilfenol Cuero, sudor de caballo

Fenoles ) )

Isémero nonilfenol Fenolico
g-terpineno Limoén
p-cimeno Perejil
Mirceno Clavo de olor
Limoneno Citricos
Linalol Floral mentolado

Terpenos
Eugenol Clavo de olor
Estireno Dulce
a-terpineol Lila
Terpinen-4-ol Hojas frescas de lima, kéfir
4-etil-1,2-dimetoxibenceno Té, café

Fuente: Adaptado de Ozturk et al. (2015).

1.2.2. Beneficios del vinagre sobre la salud: perfil bioactivo

El vinagre tiene actividades antioxidante y antimicrobiana, asi como efectos antidiabéticos y
otras propiedades terapéuticas (Budak et al., 2014). Su alta actividad antioxidante se debe a la
presencia de compuestos bioactivos, que comprenden a los carotenoides y fitoesteroles, asi
como compuestos fenolicos y vitaminas C y E (Charoenkiatkul, Thiyajai, y Judprasong, 2016).
Estos compuestos bioactivos pueden actuar como antioxidantes, inhibidores de enzimas e

inhibidores de la expresion génica (Etherton et al., 2004). Entre otros beneficios de los

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 25



:'\-‘- Vinagre de arandano: Mejora del perfil
N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
antioxidantes es la disminucion del aumento postprandial en los lipidos hidroperéxidos, que se

FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohélica

generan durante la digestion de los alimentos, ademas de ayudar a prevenir la formacion de

peroxidos y su asimilacion en el tracto digestivo (Verzelloni et al., 2007).
En base a lo mencionado, el consumo del vinagre de arandano puede aportar una serie de

beneficios al organismo, los cuales se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7:

Beneficios sobre la salud aportados por el vinagre.

BENEFICIO FUENTE

Mejora la funcion del sistema digestivo

Fushimi, Tayama, Fukaya,

Estimulacion del apetito
Kotakoshi, Nakai y Tsukamoto

Antioxidante (2001); Qui, Ren, Fan y Li
Recuperacion del agotamiento (2010).
Regulacion de la presion arterial

Prevencion de la peroxidacion de lipidos, hipertension, Osada et al. (2006); Chou, Liu,
hiperlipidemia, inflamacion, dafios del ADN y cancer Yang, Wuy Chen (2015).

Salbe, Jognston, Buyukbese,

Mejora de la sensibilidad a la insulina Tsitouras y Harman (2009)

Reduccion de digestion completa de carbohidratos Fushimi, Tayama, Kotakoshi,

complejos, aumento de absorcion de glucosa por los Nakai y Tsukamoto (2001)

tejidos, y reduccion de glucosa en sangre

. ) Laranjinha, Almeida y Madeira
Prevencion de enfermedades cardiovasculares ! ’ y

(1994)
Mejora de la homeostasis de lipidos y reduccion del nivel Fukami, Tachimoto, Kishi,
de colesterol in vivo Kaga y Tanaka (2010)

1.2.3 Estrategias tecnoldgicas para mejorar el perfil bioactivo en vinagres

Diversos estudios sefialan que los compuestos fendlicos ayudan a prevenir diversas
enfermedades gracias a sus actividades antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, etc.
(Zhang et al., 2006), motivo por el cual, la composicion fenolica representa un buen marcador

de calidad y origen de un vinagre (Granato, Katayama y Alvez, 2011).
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Con el fin de mejorar el contenido de compuestos bioactivos, se pueden implementar diferentes

estrategias tecnoldgicas, si bien en su mayoria han sido estudiadas en el contexto de elaboracion

de vinos (Tabla 8), también pueden ser aplicadas en la elaboracion de vinagres, teniendo en

cuenta que la capacidad antioxidante depende de la presencia de fenoles en el vino y, por ende,

en el vinagre (Verzelloni et al., 2007).

Tabla 8:

Estrategias tecnologicas para mejorar la extraccion y estabilidad de compuestos bioactivos

durante la elaboracion de los vinos y vinagres.

Bebida Tratamientos Tecnologias Fuente
fermentada
Radiacién microondas (MW) Brahim et al. (2014)
Liazid et al. (2011)
Ultrasonido (US)
Fisico Alta presiones hidrostaticas (HHP)
Pulsos de luz (PL) Vejarano et al. (2019)
Irradiacion con haz de electrones (e-beam)
Campos eléctricos pulsados (PEF)
) , . Chaptalizacion Gil et al. (2016)
Vino Quimico Ozoflizacién Vejarano et al. (2019)
Levaduras con baja capacidad de adsorcion Loira et al. (2013)
de antocianos
. , Levaduras con baja actividad antocianina-B-  Vejarano et al. (2019)
Biotecnologia . .
fermentativa glucosidasa .(ant001anasa)
Levaduras hiper-productoras de Morata et al. (2013)
piranoantocianinas vinilfenolicas y
vitisinas
Bacterias con baja capacidad de adsorcion Vejarano et al. (2019)
Vinagre Biotecnologia  de antc?cianos . _
fermentativa  Bacterias con baja actividad antocianina-f-  Barbagallo et al. (2007)

glucosidasa (antocianasa)

Entre las ventajas de las diferentes estrategias tecnoldgicas reportadas en la bibliografia, se

incluyen un menor tiempo de elaboracion y una mayor extraccion de antocianos y otros
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compuestos fendlicos, asi como la mejora de la estabilidad de estos compuestos en el tiempo,

mejorando de ese modo el perfil bioactivo.

De las estrategias aplicables, destacan la utilizacion de levaduras con ciertas caracteristicas que
permitan una adecuada elaboracion del vino base, la aplicacion de correcciones quimicas a nivel
de mostos (jugo), o la aplicacion de tratamientos fisicos que permitan una mayor extraccion de
determinados compuestos durante la elaboracion del vino base.
1.2.3.1. Cepas de levadura

En el mercado existen diferentes cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae, con
caracteristicas tecnologicas diferenciadas. Siendo una de estas caracteristicas su poder
fermentativo, es decir que tienen la capacidad de finalizar adecuadamente el proceso

fermentativo (Morata, 2004).

ra caracteristica diferenciada es la baja produccion de compuestos aromaticos de origen
Ot teristica dift d lab d d t t d

fermentativo, contribuyendo a mantener el perfil aromatico varietal en el vino obtenido. Se
puede optar por la utilizacion de cepas comerciales catalogadas como “neutras”, debido a su

baja sintesis de compuestos aromaticos fermentativos, por ejemplo, ésteres (Fermentis, 2019).

1.2.3.2. Enriquecimiento azucarado del mosto: chaptalizacion

Técnica que consiste en suplementar el medio fermentativo con azlicares exdgenos, previo a la
fermentacion alcohdlica (Martin, 1990), con lo cual ademads de incrementar el grado alcohdlico,
se puede mejorar la extraccion de antocianos debido a su alta solubilidad en el etanol (Pefia,

2006).
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1.2.3.3. Radiacion microondas

Segun Tomaz et al. (2019), las microondas (MW) son parte del espectro electromagnético con
un rango de frecuencias entre 0.3-300 GHz. Los sistemas comerciales de microondas utilizan
frecuencias de 2.45 GHz. Esta radiacion puede ser utilizada para la extraccion de compuestos
de diferentes matrices, proceso conocido como extraccion asistida por microondas, el cual se
basa en el paso de las microondas a través de un medio, el cual absorbe la radiacion,
convirtiendo la energia absorbida del microondas en energia térmica. Las microondas calientan
el liquido contenido dentro de las células de muestras solidas, aumentando la presion dentro de
estas células, y, por consiguiente, produciendo la degradacion de la pared celular, lo que a su
vez aumenta la porosidad de la muestra, aumentando la eficiencia de la extraccion. Esta
estrategia tecnologica ha demostrado ventajas en la reduccion del tiempo de extraccion de
compuestos fendlicos de diferentes matrices (Brahim et al., 2014; Jaime y Sosa, 2017; Liazid

etal., 2011; Li et al., 2013).

Considerando los antecedentes descritos, una alternativa de aprovechamiento en la elaboracion
de vinagre a partir del descarte de arandano producido en La Libertad, seria la aplicacion de
estrategias tecnoldgicas que mejoren la extraccion de compuestos bioactivos, principalmente
antocianos y otros compuestos fenolicos de mayor presencia en el hollejo, durante la etapa de
fermentacion alcohdlica, es decir durante la elaboracion del vino base, aprovechando con ello
la riqueza en compuestos bioactivos de este fruto, los cuales podrian contribuir a mantener un
buen estado de salud en el consumidor, ademas de generar nuevas alternativas de

transformacion e ingresos econdmicos para las empresas productoras y/o transformadoras.
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LEs posible mejorar el perfil bioactivo en vinagre de ardndano mediante la aplicacion de
estrategias tecnologicas a nivel de materia prima (radiacion microondas) y en el mosto

(chaptalizacion) previo a la etapa de fermentacion alcohodlica?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general
Mejorar el perfil bioactivo en vinagre de ardndano mediante la aplicacion de estrategias
tecnologicas a nivel de materia prima (radiacion microondas) y en el mosto (chaptalizacion)

previo a la etapa de fermentacion alcoholica.

1.4.2. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de dos cepas de Saccharomyces cerevisiae durante la etapa de
fermentacion alcoholica, sobre el contenido de AMT, capacidad antioxidante e intensidad
colorante en vinagre de arandano.

- Evaluar el efecto del enriquecimiento azucarado (chaptalizacion) del mosto previo a la
fermentacion alcoholica, sobre el contenido de AMT, capacidad antioxidante e intensidad
colorante en vinagre de ardndano.

- Evaluar el efecto de la aplicacion de radiacion microondas a las bayas de arandano, sobre
el contenido de AMT, capacidad antioxidante e intensidad colorante en vinagre de

arandano.
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1.5. Hipotesis
Si es posible mejorar el perfil bioactivo en vinagre de arandano mediante la aplicacion de
estrategias tecnoldgicas a nivel de materia prima (radiacion microondas) y en el mosto

(chaptalizacion) previo a la etapa de fermentacion alcoholica.
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CAPITULO II. METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

2.1.1. De acuerdo con el fin que se persigue: Aplicada.

2.1.2. De acuerdo con la naturaleza de los datos: Cuantitativa.
2.1.3. De acuerdo con el nivel: Explicativa.

2.1.4. De acuerdo con el diseiio de investigacion: Experimental pura.

2.2. Materiales, instrumentos y métodos
2.2.1. Materiales e instrumentos
Materiales consumibles
- Muestras de arandano (Vaccinium corymbosum, variedad Biloxi), adquiridas del
mercado La Hermelinda de la ciudad de Trujillo, en tres momentos diferentes:
meses de septiembre (primera fase), noviembre (segunda fase), y diciembre (tercera
fase).
- Azucar blanca comercial. Para el proceso de enriquecimiento azucarado del jugo de
arandano (chaptalizacion).
Cepas microbianas
- Levaduras Saccharomyces cerevisiae:
e Cepa 7VA: Cepa vinifera procedente de la Denominacion de Origen
Ribera del Duero, aislada y proveida por el Grupo de Investigacion
EnotecUPM de la Universidad Politécnica de Madrid, Espafia.

e Cepa US-05: Cepa comercial (Fermentis Division of S.I. Lesaffre).
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Bacteria Acetobacter aceti: cepa proveida por el Grupo de Investigacion

EnotecUPM de la Universidad Politécnica de Madrid, Espana.

Reactivos:

Buffer acetato sédico de pH 4.5 (0.4 M).

Buffer cloruro de potasio de pH 1.0 (0.025 M).

Acido clorhidrico puro.

Hidréxido de calcio puro.

Hidroxido de sodio 0.1N.

Solucidn alcohdlica de fenolftaleina de 1 g por 100 ml.
Etanol de 96 % v/v.

Acido galico.

Carbonato de sodio (Na2CO3).

Reactivo Folin-Ciocalteu.

Reactivo DPPH (acido 1,1-difenil-2-picrilhidracilo).
Reactivo ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etil benzotiazolin)-6-sulfonato de amonio).
Persulfato de potasio.

Acido ascérbico.

Agua destilada.

Equipos:

Destilador con refrigerante en serpentin y balén de 500 ml Isolab, Alemania.
Alcoholimetro segiin Gay-Lussac Boeco, Alemania.
Balanza analitica OHAUS PA224C, China.

Bureta Isolab, Alemania.
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Centrifuga FUNKE GERBER Nova-Safety, Alemania.

- Espectrofotometro UV-Vis Vernier SVIS-PLUS Vernier Software & Technology,
Estados Unidos.

- pH metro HANNA HI 98128, Estados Unidos.

- Micropipetas de 200, 1000, 5000 y 10000 pl, marca Isolab, Alemania.

- Refractometro ATAGO Pocket PAL-a, Estados Unidos.

- Termometro Boeco, Alemania.

- Utensilios varios.

- Software estadistico Statgraphics v.5 (Graphics Software Systems, Rockville,

Estados Unidos).

- Microsoft Office.

2.2.2. Métodos:

Para el desarrollo experimental del trabajo de investigacion se sigui6 el proceso mostrado en la
Figura 5, aplicando tratamientos a nivel de materia prima (radiacion microondas), y en el mosto
(chaptalizacion) previo a la etapa de fermentacion alcohdlica. Ademas de evaluar dos cepas de
la levadura Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion alcoholica. Se tuvieron como

variables, las mostradas en la Tabla 8.

2.2.2.1 Elaboracion del vino base

Todos estos tratamientos fueron aplicados para mejorar el perfil bioactivo del vino base:
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Fase 1. Durante la fermentacion alcohdlica, se evaluo el efecto de dos cepas de
Saccharomyces cervisiae: TVA 'y US-05. Manteniendo las demas condiciones
constantes.

El disefio estadistico utilizado fue un disefio completamente al azar (DCA) sefialado en
la Tabla 9, teniendo como variables de respuesta (dependientes): AMT, intensidad
colorante y capacidad antioxidante.

Tabla 9:

Diserio completamente al azar aplicado en la Fase 1.

Cepa de levadura S. cerevisiae

Repeticion
Cepa 7VA Cepa US-05
1 Al B1
2 A B2

Fase 2. Se evaluo el efecto del enriquecimiento azucarado (chaptalizacion) del jugo de
arandano mediante la adicién de aztcar blanca comercial, con el fin de aumentar el
contenido de azlicares fermentables hasta obtener 22.6 °Brix, y por tanto incrementar la
produccion de etanol durante la fermentacion alcoholica, mejorando la extraccion de
antocianos (Gil, Gonzalez, Diaz y Pereda, 2016), manteniendo como controles, jugo de
arandano sin chaptalizar (12 °Brix). Los medios (mosto control y mosto chaptalizado)
fueron fermentados con ambas cepas (7VA y US-05) de S. cerevisiae.

El diseno estadistico utilizado fue un disefio bifactorial (Tabla 10), el cual se ajusté a la
cantidad de variables de estudio, teniendo como variables de respuesta (dependientes):

AMT e intensidad colorante.
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Tabla 100:

Diserio bifactorial aplicado en la Fase 2.

Contenido de azucares

Cepa de levadura

12.0 °Brix 22.6 °Brix
TVA A1 A-Ch]
A2 A-Ch2
US-05 Bi B-chi
82 B-Ch2

Fase 3. Se evalu¢ el efecto de la radiacion microondas sobre las bayas de arandano, a
fin de mejorar la extraccion de antocianos durante la fermentacion alcohélica (Jaime y
Sosa, 2017; Liazid, Guerrero, Cantos, Palma y Barroso, 2011; Tomaz et al., 2019),
trabajando a una potencia de 70 Watts, previamente establecida como la dosis sin
efectos perjudiciales sobre la baya (pérdida de color y ruptura). Tratamiento aplicado a
tiempos de 30 y 60 segundos en base a la metodologia descrita por Jaime y Sosa (2017)
y por Liazid et al. (2011). Los jugos obtenidos del arandano control (sin irradiar) y del
arandano irradiado, fueron fermentados con la levadura 7VA.

El disefo estadistico utilizado fue un disefio completamente al azar (DCA), sefialado en
la Tabla 11, teniendo como variables de respuesta (dependientes): AMT, fenoles totales,
intensidad colorante y capacidad antioxidante.

Tabla 1112:

Diserio aplicado en la Fase 3.

Tiempo de irradiacion sobre las bayas de arandano

Repeticion
0 segundos 30 segundos 60 segundos
1 A-ch; A-ch+30s; A-ch+60s;
2 A-ch, A-ch+30s; A-ch+60s;
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2.2.2.2 Elaboracion de vinagre
Una vez obtenidos los vinos base, se procedid a realizar la fermentacion acética, manteniendo
sin variacion las condiciones en dicha etapa, la cual se desarrolld con la bacteria Acetobacter

aceti, a temperaturas entre 24 - 26 °C, controlando el contenido de acidez en el tiempo.
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- Encubado
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- Inoculacion :

FERMENTACION
ALCOHOLICA

- Descubado

- Inoculacion
(Acetobacter aceti)

FERMENTACION
ACETICA

- Sedimentacion

Segtin el Real Decreto 661 (2012):

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
- Acidez total: minimo 50 g/l. 1

(Saccharomyces cerev ihieae)

FASE 1

Levaduras:
- Cepa vinifera: 7VA
- Cepa cervecera: US-05

Bacteria:
- Acetobacter aceti

FASE 2

Chaptalizacion

Levaduras:
- Cepa vinifera: 7VA
- Cepa cervecera: US-05

Bacteria:
- Acetobacter aceti

FASE 3

Radiacion microondas

Chaptalizacion

Levaduras:
- Cepavinifera: 7VA

Bacteria:
- Acetobacter aceti

ANALISIS

1 - Grado alcoholico

: - Intensidad colorante

1 - Acidez total

I - Antocianos Monomeros Totales

:_— Fenoles totales*
——————————————— ol

1 - Acidez total 1
I'_ Antocianos Monémeros Totales !
| - Intensidad colorante :
I - Fenoles totales* 1
I'_ Capacidad antioxidante™* !

Figura 5: Diagrama de proceso de obtencion de vinagre de arandano (Vaccinium corymbosum) y los analisis realizados.

X: No se aplicé tratamiento. *: Solo aplicado en la Fase 3. **Solo aplicado en Fase 1 y Fase 3.
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Operacionalizacion de las variables.

fermentacion alcohélica

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores

Unidad

Cepa de levadura

Individuos de una misma especie de
levadura con caracteristicas y
propiedades similares.

Cada cepa de levadura tiene determinadas prestaciones,
en base a las cuales se pueden obtener productos
fermentados con determinadas caracteristicas.

Cepa de levadura

Codigo

Contenido de
azucares

Variable

Es la cantidad de carbohidratos
fermentables capaces de convertirse
en etanol.

Aumentar el grado alcohodlico de una bebida
fermentada a partir del incremento del contenido de
azucares en el medio fermentativo (chaptalizacion).

Porcentaje de azucar

° Brix

independiente
Tiempo de
irradiacion
microondas

Radiacion electromagnética que
genera excitacion molecular y por
tanto incremento de energia
térmica.

La irradiacion de una materia prima irrumpe su
estructura sélida, facilitando la salida de compuestos
activos a través del incremento de la temperatura, por

tanto, de la ruptura celular.

Tiempo de irradiacion

Segundos

Intensidad
colorante

Es la suma de las absorbancias en
muestras de vino medidas a
longitudes de onda de 420 nm, 520
nmy 620 nm (OIV, 2018).

Permite determinar la intensidad del color de una
bebida fermentada como vino de uva, vino de
arandano, entre otros; mediante espectrofotometria

UV-Vis.

IC

(Absaz + Abssao +
Abse0)

Adimensional

Variable
dependiente

Antocianos

Compuestos organicos que se
encuentran en uva, arandano, maiz
morado, frambuesa, etc.

Su presencia permite dar color y capacidad
antioxidante en alimentos fermentados como vinos.

AMT (antocianos
monomeros totales)

mg/l expresados
como cianidina-3-

Capacidad
antioxidante

Capacidad de determinadas
moléculas para neutralizar radicales
libres.

Capacidad antioxidante en bebidas fermentadas como

vino y vinagre.

glucosido
Porcentaje de inhibicion o
de radical DPPH Q (%)
Cantidad de compuestos ~ mg/l equivalentes de
antioxidantes acido ascorbico
Pag. 39
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2.2.2.1. Caracterizacion de la materia prima

2.2.2.1.1. pH

Se midi6 el pH del jugo de arandano mediante el método AOAC 981.12, usando un pH metro

(HANNA HI 98128, Estados Unidos).
2.2.2.1.2. Sélidos solubles

Se midi6 el contenido total de sélidos solubles (°Brix) del jugo de ardndano mediante un
refractometro (ATAGO Pocket PAL-a, Estados Unidos), corrigiendo las lecturas en base a la

temperatura de calibracion del equipo (20 °C).
2.2.2.1.3. Acidez total

Segun el Método OIV-MA-AS313-01 (OIV, 2018). Consistié en una previa homogeneizacion
de la muestra por agitacion. Posteriormente, en un vaso de precipitado de 100 ml se introdujo
un volumen de 2 ml de muestra, para a continuacion enrasarlo hasta 20 ml con agua destilada.
Se agrego6 20 ul de indicador azul de bromotimol, para luego iniciar la titulacion con hidroxido
de sodio (NaOH) 0.1 N. El NaOH se afiadi6 lentamente y en constante agitacion hasta alcanzar

una coloracién azul verdosa.

Sea, G’ el volumen, en ml, de la solucion de NaOH utilizado en la valoracion, N la normalidad
del NaOH, meq el miliequivalente gramo por litro expresado en acido acético (60 g/equiv.) y V
el volumen de la solucion. El contenido en acidez total (A¢), expresado en gramos de acido

acético por litro de muestra:
G' = N * meq
At = —* 100

Se expresa en acido acético porque es el predominante en el producto final (vinagre).
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2.2.2.2.1. pH

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.1.1.

2.2.2.2.2. Acidez total

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.1.3.

2.2.2.2.3. Grado alcoholico

Se determind el grado alcohdlico (GA) de los vinos mediante destilacion y densimetria de
acuerdo con el Método Oficial OIV MA-AS312-01A (OIV, 2018), el cual consistié en medir
200 ml del vino con un matraz volumétrico. Se registr6 la temperatura del vino. Se transfiri6 el
vino al matraz de destilacion. Se enjuagd el matraz volumétrico cuatro veces con lavados
sucesivos de 5 ml de agua desionizada afadidos al matraz.

Se recogio el destilado en el matraz graduado de 200 ml utilizado para medir el vino, hasta un
volumen de aproximadamente de tres cuartas partes del volumen inicial.

Se enrasé hasta 200 ml con agua destilada, llevando el destilado hasta el mismo valor de la
temperatura inicial. Se mezclo cuidadosamente, usando un movimiento circular.

Finalmente, se midié mediante densimetria el grado alcoholico usando un alcoholimetro segin
Gay-Lussac (BOECO, Alemania).

2.2.2.2.4. Antocianos monémeros totales

Los antocianos monoémeros totales (AMT) fueron cuantificados mediante el Método del pH-
diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001) mediante un espectrofotometro de absorciéon molecular
ultravioleta visible (espectrofotometro UV-Vis, Vernier SVIS-PLUS, Vernier Software &

Technology, Alemania). Se diluy6é cada muestra con dos soluciones tampon de pH 1.0 y de pH
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nm. La absorbancia (A) de las muestras fueron calculadas mediante la siguiente férmula:

A = (Aszo — A700) PH 1.0 — (Aszo — A700) PH 4.5

Donde: A es la absorbancia de las muestras diluidas. As2o es la absorbancia medida a A = 520
nm, y Ao es la absorbancia medida a A = 700 nm. El contenido de AMT fue expresado como

cianidina-3-glucosido (Cy-3-G)/100g de muestra y calculado mediante:
AMT = (A x PM x FD x 1000) /(e x 1)

Donde: PM es el peso molecular de la Cy-3-G (449.2 g/mol), FD es el factor de dilucion, € es

la absortividad molar (26 900) para la Cy-3-G y | es la longitud de paso de la cubeta (1 cm).

2.2.2.2.5. Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron de acuerdo con el método descrito por Espinoza et al.
(2016). Los analisis se realizaron utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Vernier SVIS-
PLUS, Vernier Software & Technology, Alemania), tras la reaccion del reactivo de Folin-

Ciocalteu con las muestras.

Cada muestra (30 pl) fue agregada a una cubeta con 1170 pl de agua destilada, 75 ul de reactivo
de Folin-Ciocalteu y 225 pl de Na,COs al 20%. La mezcla se mantuvo en la oscuridad a

temperatura ambiente durante 120 minutos.

Tras el tiempo indicado, la absorbancia de las muestras se midié a 760 nm. Los contenidos de
fenoles totales se calcularon utilizando una curva de calibracion obtenida de un estandar de

acido galico, expresando los resultados como mg de acido galico/100 ml de muestra.
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2.2.2.2.6. Intensidad colorante

Segun el método OIV MA-AS2-07B (OIV, 2018), se determind las variables colorimétricas
mediante espectrofotometria UV-Vis, midiendo las absorbancias de las muestras a 420, 520 y
620 nm con cubetas de 1 cm de paso de luz. Se calcul6 la intensidad colorante (IC), mediante
la siguiente ecuacion:

IC = AbS420 + AbSSZO + AbSGZO

2.2.2.2.7. Capacidad antioxidante

A) Método DPPH

El método DPPH (acido 1,1-difenil-2-picrilhidracilo) fue desarrollado por Brand-Williams,
Cuvelier y Berset (1994), cuyo fundamento es que el radical DPPH al tener un electrén
desapareado y presentar un color azul-violeta, se decolora hacia amarillo palido al reaccionar

en presencia de un antioxidante.

Se prepar6 una solucion de 50 mg/1 de acido 1,1-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en etanol al
80% (v/v) (se utilizd etanol en lugar de metanol). Se agit6 la solucién durante 40 minutos, tras
lo cual se ajusto la absorbancia a 0.65 + 0.02 a 517 nm con etanol al 80% (v/v) utilizando un
espectrofotometro UV-Vis (Vernier SVIS-PLUS, Vernier Software & Technology, Alemania).
Luego, se mezclaron 50 ul de muestra con 500 pl de solucion de DPPH y se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Tras lo cual se midi6 la absorbancia a
517 nm, en cubeta de 1 cm de paso. Un control consistio en 50 ul de agua destilada en 500 ul

de solucion de DPPH.
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con soluciones de acido ascorbico: 0, 10, 30, 60, 100 y 300 mg/1 en agua destilada, mezclando
50 pul de cada patron de acido ascérbico con 500 pl de solucion de DPPH, dejando reaccionar a
temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Tras lo cual se midi6 la absorbancia a
517 nm, en cubeta de 1 cm de paso. Con la recta obtenida se cuantificé la cantidad de

compuestos antioxidantes, los cuales se expresaron como acido ascorbico (mg/l).

Adicionalmente, se aplico la formula de Molyneux (2004) para determinar el porcentaje de

inhibicién del radical DPPH (capacidad antioxidante) por los compuestos antioxidantes:

A
% Inhibicién del radical DPPH = 1 — (M)x 100
DPPH

Donde:
- Anuestra: Absorbancia de la muestra.

- Apprpu: Absorbancia de la solucion de DPPH (0.65).

2.2.2.3. Caracterizacion del vinagre

2.2.2.3.1. pH

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.1.1.
2.2.2.3.2. Acidez total

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.1.3.
2.2.2.3.3. Antocianos monomeros totales

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.2.4.
2.2.2.3.4. Fenoles totales

Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.2.5.
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2.2.2.3.5. Intensidad colorante
Se sigui6 el procedimiento sefialado en el apartado 2.2.2.1.6.
2.2.2.3.6. Capacidad antioxidante

Se aplicaron los procedimientos indicados en el apartado 2.2.2.2.7.

2.3. Procedimiento para la elaboracion de vino de arandano

En la Figura 6 se observa el diagrama para la elaboracion del vino de arandano.

Arandano

- Inspeccion visual

Recepcion
Pesado
Solucion al 1% de bisulfito de sodio
Lavado
Raspoén y tierra
- °Brix
- pH
Estrujado - Acidez
c Encubado
Levadura Saccharomyces cereviseae (10%) .
.. . - Densidad
6 Fermentacion alcohélica -Temperatura
0 Filtracion
’ Enfriamiento - Temperatura
Embotellado - “Brix
- pH
Vino de arandano - Acidez

Figura 6: Diagrama de operaciones del proceso de elaboracion de vino de arandano.
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Obtencion y caracterizacion del mosto

FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohélica

El arandano fue lavado y estrujado para obtener el jugo (mosto). Se midié el contenido de

azucares mediante refractometria, la acidez total mediante titulacion acido-base y el pH.
Fermentacion del mosto

Se utilizaron dos cepas de levadura Saccharomyces cervisiae: una cepa cervecera (US-05) y
una cepa vinifera (7VA), ambas inoculadas a razén del 10 % respecto al volumen de mosto a
fermentar, con una densidad celular en torno a 108 UFC/ml. Las fermentaciones se llevaron a
cabo en recipientes de 3 litros, con volumen de operacion del 80 % de su capacidad y

controlando la temperatura en torno a 20 °C.
Tratamientos post fermentativos y andlisis del vino obtenido

Se siguid el progreso de las fermentaciones mediante densimetria hasta densidad constante
(cuatro a cinco dias), tras lo cual se procedi6 a eliminar las cascaras del ardndano y a refrigerar
los vinos a 4 °C por 48 horas para facilitar la sedimentacion de los solidos e inhibir a la levadura.
Finalmente, al vino obtenido se le midio: acidez, pH, grado alcoholico, contenido de AMT,

parametros colorimétricos y contenido de fenoles totales.

2.3. Procedimiento para la elaboracion de vinagre de arandano

Para iniciar con la fermentacion acética se procedioé con la inoculacién con 2 mL de in6culo de
bacteria Acetobacter aceti con una densidad celular en torno a 10° UFC/ml. El método
empleado en esta investigacion fue el Orleans (método lento), manteniendo la temperatura de
fermentacion entre 24 y 26 °C. Al vinagre obtenido se le midid: acidez, AMT, parametros

colorimétricos, contenido de fenoles totales, y capacidad antioxidante.
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Con los resultados obtenidos se realizdé un Andlisis de Varianza (ANOVA) para identificar
diferencias significativas en los diferentes valores de los pardmetros evaluados (intensidad
colorante, AMT, capacidad antioxidante), mediante la prueba LSD de Fisher (5% de
significancia) para identificar los tratamientos con un mayor efecto sobre dichos parametros.
Ello utilizando el software Statgraphic v.5 (Graphics Software Systems, Rockville, Estados

Unidos).
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CAPITULO III. RESULTADOS

3.1. Fase 1: Seleccion de la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae

Se trabajé con dos cepas de la levadura Saccharomyces cerevisae: una cepa vinifera (7VA,
Ribera del Duero, Espafia - Anexo 01) y una cepa cervecera (Safale US-05, Fermentis, Francia

- Anexo 02).
Se utilizo la siguiente nomenclatura para denominar los tratamientos:

- Levadura 7VA: mosto/vino/vinagre A.

- Levadura US-05: mosto/vino/vinagre B.

3.1.1. Caracterizacion de los mostos de arandano

En la Tabla 13 se muestran los contenidos de solidos solubles, acidez total (expresado en acido

citrico) y pH de los mostos.

Tabla 143:
Caracterizacion de los mostos antes de la fermentacion.
Mosto A Mosto B
Acidez total 12.42 g/l 13.03 g/l
°Brix 13.85 13.85
pH 3.00 2.95

3.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos obtenidos

En la Tabla 14 se presenta el grado alcohodlico, intensidad colorante y antocianos monomeros

totales obtenidos para los vinos A y B tras la fermentacion alcohdlica.

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 48



& Vinagre de ardndano: Mejora del perfil

T bioactivo mediante aplicacion de estrategias
UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
Tabla 154:
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Grado alcohdlico (% v/v), intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales
(AMT) en los vinos A y B (medias + desviaciones estandar).

Vino GA IC AMT

(% VIV) (mg/1)
A (levadura 7VA) 5.52+0.38° 1.08 + 0.09? 228.77 + 13.70°
B (levadura US-05) 5.34+0.23° 1.51 +0.02° 347.84 £20.07°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (LSD de Fisher).

3.1.3. Caracteristicas fisicoquimicas del vinagre obtenido
En la Figura 7 se muestra la evolucion de la acidez total obtenida para los vinagres A y B.

40 -
35 -
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25 -

20 -

15

Acidez total (g ac. acético/l)
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5 -
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0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Figura 7: Evolucion de la acidez total en los vinagres A y B. Barras en vertical representan

desviacion estandar.

En la Tabla 15 se presenta la intensidad colorante y los antocianos mondmeros totales de los

vinagres A y B.
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Tabla 165:

FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohdlica
Intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales (AMT) en los vinagres A y B
(medias + desviaciones estandar).

Vinagre IC AMT (mg/1)
A (levadura 7VA) 0.67 +£0.09° 71.3+11.41*
B (levadura US-05) 0.83 +0.06° 110.55 +4.73°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (LSD de Fisher).

En la Figura 8, se presenta el porcentaje de inhibiciéon del radical DPPH (capacidad

antioxidante) obtenido en los vinagres A y B.

16

S 14t

S 12t

T 10 |

=

s O

= 6 r

=

[®] -

:§4

N

O 1

A B

Vinagre

Figura 8: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH en los vinagres A y B.

En la Figura 9, se presenta la capacidad antioxidante, expresada en miligramos de é4cido

ascorbico por litro, obtenida en los vinagres A y B mediante el método DPPH.
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Figura 9: Capacidad antioxidante de los vinagres A y B expresada en mg/1 de acido ascorbico.

3.2. Fase 2: Efecto de la chaptalizacion sobre la extraccion de antocianos
Se utiliz6 la siguiente nomenclatura para denominar los tratamientos:
- Mosto fermentado con la levadura 7VA chaptalizada: mosto/vino/vinagre A-ch.
- Mosto fermentado con la levadura US-05 chaptalizada: mosto/vino/vinagre B-ch.
3.2.1. Caracterizacion de los mostos
En la Tabla 16 se muestra los contenidos de azucares, acidez total y pH de los mostos.

Tabla 176:
Caracterizacion de los mostos antes de la fermentacion.

Mosto A Mosto B Mosto A-ch  Mosto B-ch

Acidez total 13.03 g/l 13.03 g/l 13.03 g/l 13.03 g/l
° Brix 12.0 12.0 22.6 22.6
pH 3.46 3.46 3.46 3.46
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En la Tabla 17 se presenta el grado alcoholico, intensidad colorante y antocianos monomeros
totales obtenido para los vinos A, B, A-ch y B-ch.

Tabla 187:

Grado alcohdlico (GA), intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales
(AMT) en los vinos (medias + desviaciones estandar).

VINO GA (% VIV) IC AMT (mg/l)
A 4.4 3.12 +0.224 61.23 + 4.25%
A-ch 10.2 5.12 +0.194 123.85 + 2.448¢
B 3.8 2.28+0.11B 63.79 + 2.20Ab
B-ch 10.7 3.62 + 0.055 136.71 + 2.68%

Letras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia significativa
respecto a la cepa de levadura. Letras mintisculas diferentes en la misma columna indican
diferencia significativa respecto al contenido de azicares (Analisis de Varianza
ANOVA).

3.2.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinagres obtenidos

En la Figura 10 se muestra la evolucion de la acidez total obtenida para los vinagres A, A-ch,
B y B-ch.

70 A
o] @A BB --€-Ach --¢-B-ch
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Figura 10: Evolucion de la acidez total en los vinagres A, A-ch, B y B-ch hasta alcanzar una
acidez total de 50 g/l. Los puntos sefialados son datos experimentales. Barras en vertical

representan desviacion estandar.
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para los vinagres A, A-ch, B y B-ch.

Tabla 198:
Intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales (AMT) en los
vinagres (medias + desviaciones estandar).

Vinagre IC AMT (mg/l)
A 1.56 +£0.954 7.68 +4.25%
A-ch 1.35+0.174 6.89 +2.778
B 1.27 £0.7342 5.47+4318
B-ch 1.66 +£0.164 11.13 +£3.18%

Letras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencia
significativa respecto a la cepa de levadura. Letras minusculas
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa
respecto al contenido de azucares (Analisis de Varianza ANOVA).

3.3. Fase 3: Efecto de la radiacion microondas sobre la extraccion de antocianos
Todos los mostos fueron sometidos a fermentacion alcoholica con la levadura 7V A, para lo cual

se utiliz6 la siguiente nomenclatura:

- Mosto control sin ningun tratamiento: mosto/vino/vinagre A.
- Mosto chaptalizado de ardndano sin irradiar: mosto/vino/vinagre A-ch.
- Arandano irradiado durante 30 segundos: mosto/vino/vinagre A-ch + 30s.

- Arandano irradiado durante 60 segundos: mosto/vino/vinagre A-ch + 60s.

3.3.1. Caracterizacion de los mostos

En la Tabla 19 se muestra los contenidos de azucares de los mostos. Previo a iniciar el proceso

de fermentacion se llevo a todos los mostos hasta 22.6 °Brix.

Tabla 209:
Caracterizacion de los mostos antes de la fermentacion.

Mosto A Mosto A-ch Mosto A-ch+30s Mosto A-ch+60s
°Brix 12.5 12.4 12.5 12.1

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 53



f- Vinagre de arandano: Mejora del perfil
N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
3.3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos obtenidos

FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcoholica

En la Tabla 20 se presenta la intensidad colorante y antocianos monodmeros totales obtenidos
para los vinos A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s.

Tabla 210:
Intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales (AMT) en los vinos obtenidos
tras la fermentacion (medias + desviaciones estandar).

Vino IC AMT (mg/l)
A-ch 1.23 +£0.10° 88.07 +17.71?
A-ch+30s 1.12+0.01° 83.96 + 11.81°
A-ch+60s 1.08 + 0.09° 93.51 + 4.06
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (LSD de

Fisher).

En la Figura 11, se presenta el contenido total de fenoles obtenidos en los vinos con los

diferentes tratamientos A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s.
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Figura 111: Fenoles totales de los vinos A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s (mg acido

galico/litro). Letras diferentes en las barras indican diferencia significativa (LSD de Fisher).
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A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s mediante el método DPPH.
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Figura 122: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH en los vinos A, A-ch, A-
ch+30s y A-ch+60s. Letras diferentes en las barras indican diferencia significativa

(LSD de Fisher).

En la Figura 13, se presenta la capacidad antioxidante en equivalentes de acido ascorbico

obtenidos en los vinos A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s mediante el método DPPH.
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Figura 133: Capacidad antioxidante en los vinos A, A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s
expresado como miligramos acido ascorbico/litro del DPPH. Letras diferentes en las

barras indican diferencia significativa (LSD de Fisher).
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En la Tabla 21 se presenta la intensidad colorante y antocianos monomeros totales obtenidos
para los vinagres A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s.

Tabla 221:
Intensidad colorante (IC) y antocianos monomeros totales (AMT) en
los vinagres obtenidos (medias + desviaciones estandar).

Vinagre IC AMT (mg/l)
A-ch 1.21 £0.322 26.91 £ 13.32
A-ch+30s 1.26 £ 0.00? 38.62 £4.78*
A-ch+60s 1.33 £0.15° 34.69 + 20.85°
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa
(LSD de Fisher).

En la Figura 14 se muestra la acidez total alcanzada en los vinagres A-ch, A-ch+30s y A-

ch+60s.
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Figura 144: Acidez (g/1 de acido acético) alcanzada en los vinagres A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s,

tras 50 dias de fermentacion acética. Letras diferentes en las barras indican diferencia significativa

(LSD de Fisher).

En la Figura 15 se presenta el contenido total de fenoles obtenidos en los vinagres A-ch, A-

ch+30s y A-ch+60s.
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Figura 155: Fenoles totales de los vinagres A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s (miligramos acido

galico/litro). Letras diferentes en las barras indican diferencia significativa (LSD de Fisher).

En la Figura 16, se presenta el porcentaje de capacidad antioxidante obtenidos en los vinagres

A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s mediante el método DPPH.
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Figura 166: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH en los vinagres A-ch, A-
cht30s y A-ch+60s. Letras diferentes en las barras indican diferencia

significativa (LSD de Fisher).
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vinagres A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s mediante el método DPPH.
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Figura 177: Capacidad antioxidante en los vinagres A-ch, A-ch+30s y A-ch+60s
expresado como miligramos acido ascorbico/litro del DPPH. Letras diferentes en las

barras indican diferencia significativa (LSD de Fisher).
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CAPITULO IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1 Discusion

Respecto a los solidos solubles, Flanzy (2000) indica que las concentraciones elevadas de
azucares tienen un efecto nocivo sobre las levaduras, ya que la alta presion osmotica causa
plasmolisis. Es por ello, que el mismo autor sugiere que una buena fermentacion alcohoélica se
alcanza a concentraciones entre 16 a 18 °Brix. Sin embargo, en el presente trabajo se enriqueciod
el medio fermentativo (jugo de ardndano) hasta 22.6 °Brix (Fase 2), lo cual se justifica en el
hecho de que las cepas de levadura utilizadas previamente han mostrado una buena capacidad

fermentativa a altos niveles de azicares, especialmente la cepa 7VA (Morata, 2004).

4.1.1 Extraccion de antocianos durante la elaboracion del vino base

La cantidad de antocianos mondmeros totales (AMT) determinados en la Fase 1 presentan
diferencia significativa entre ambas cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Tabla 14),
pues la cepa US-05 (levadura B) permiti6 extraer una mayor cantidad de AMT en el vino base,
respecto a la cepa 7VA (levadura A) de acuerdo con el andlisis de varianza (ANOVA) a un
94.9% de confianza (4nexo 03), una posible explicacion a la menor cantidad de AMT de la
cepa 7VA, podria deberse a que su pared celular presenta un alto poder de adsorcion de
antocianos, dado que dicha cepa ha sido reportada por mostrar en algunos casos esta
caracteristica (Morata, Gémez y Colomo, 2004).

En la Fase 2 existen diferencias entre los vinos obtenidos a partir de mosto chaptalizado
respecto a los vinos control (mosto sin chaptalizar) (Tabla 17), mostrando mayor contenido de

AMT los vinos obtenidos del mosto chaptalizado, en concordancia con Gil et al. (2016),
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azucares, con el consiguiente incremento en la produccion de etanol por la levadura,
incrementando de ese modo la solubilizacion, y por tanto, la extraccion de antocianos hacia el
mosto/vino durante la etapa de fermentacion alcohélica.

La chaptalizacion permitié un incremento del grado alcohodlico hasta alcanzar 10.7 % v/v,
(Tabla 17), 1o cual repercuti6 en la extraccion de AMT y en la intensidad colorante (IC) de los
vinos obtenidos con ambas cepas de S. cerevisiae. Sin embargo, se obtuvo mejores niveles de

AMT con la cepa US-05.

Respecto a la IC, en la Tabla 14 (Fase 1) se observa un comportamiento similar al contenido
de AMT, al comparar entre los vinos obtenidos con ambas levaduras. La cepa US-05 (levadura
B) presenté mayor IC. Sin embargo, en la Fase 2 (Tabla 17),1a IC fue mayor en el vino obtenido
conlacepa 7VA (levadura A), lo cual se podria explicar en base al estudio de Vejarano, Morata,
Loira, Gonzdlez, y Suarez-Lepe (2013), quiénes sefialaron que la produccion de
piranoantocianinas (vitisinas y vinilfenoles) por S. cerevisiae a partir de la condensacion de las
antocianinas mondémeras mejora su estabilidad, frente a la degradacion causada, entre otros
factores, por la enzima antocianasa (antocianina -glucosidasa), minimizando asi la pérdida de

antocianinas y por tanto de color.

Previamente, Morata, Gomez-Cordoves, Calderon y Suarez (2005) reportaron que la cepa 7VA
presenta alta produccion de vitisinas piranoantocidnicas a partir de la condensacion de las
antocianinas con acido piravico y acetaldehido, durante la fermentacion alcoholica. De modo
que la levadura 7VA en la Fase 2, pudo haber producido altos niveles de vitisinas, permitiendo
mejorar el color, como primer atributo percibido y valorado por el consumidor, de modo que

para la Fase 3, se selecciond la cepa 7VA, debido a las mejoras observadas (Fase 2, Tabla 17).

Cano, Maickol y Gil, Angie Pag. 60



:'\-‘- Vinagre de arandano: Mejora del perfil
N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
Otro factor determinante en el contenido de color y de AMT es el estado de madurez de las
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bayas. Las pruebas experimentales fueron realizadas en diferentes fases, lo que conllevé a
emplear materia prima cosechada en diferentes momentos, siendo el estado de maduracion de
las bayas utilizadas, diferente para cada fase. Ello puede ser explicado por el estudio reportado
por Valls (2004) aplicado en uvas tintas, quién determind que el contenido de antocianos de las
uvas aumentan durante la maduracion y que su acumulacion empieza tras el envero, momento
en el que termina el crecimiento en volumen y cambia de color de la baya (Figura 18). Similar
comportamiento podria haberse presentado en las bayas de arandano.

Por su parte, Morata (2005), menciona tres estructuras diferenciadas a nivel de materia prima:
pulpa, semilla y hollejo, los cuales contribuyen de manera diferente a la composicion de un
vino, predominando los antocianos en el hollejo. Estudios previos mencionan que la aplicacion
de tratamientos fisicos permite una mayor ruptura de las paredes celulares del hollejo, los cuales
incluyen el ultrasonido, las altas presiones hidrostaticas (Morata et al., 2015; Vejarano et al.,
2019), la radiacion microondas (Brahim et al., 2014; Jaime y Sosa, 2017; Tomaz et al., 2019),
entre otras. Estos tratamientos permiten que, tras el estrujado de la baya, se facilite la migracion
de antocianos, y, por tanto, el contenido de estos pigmentos en el mosto/vino durante la

fermentacion alcoholica.
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Figura 188: Etapas en la maduracion de la baya en intervalos de 10 dias a partir
de la floracion (Adaptado de Valls, 2004).

En la Fase 3 no se observo un efecto significativo entre los tratamientos de radiacion
microondas aplicados a las bayas de ardndano, durante 30 y 60 segundos, respecto al control
(A), pues no se logro incrementar el contenido de AMT en los vinos obtenidos: A-ch+30s y A-
ch+60s, respectivamente (7abla 20). Ello indica que este tipo de radiacion no tiene un efecto
significativo sobre la extraccion de antocianos en bayas de arandano, como si se ha observado
en bayas de uva tinta, e incluso en hollejos de uva tinta (Brahim et al., 2014; Liazid et al., 2011;

Tomaz et al. (2019).

4.1.2. Fermentacion acética

Segtin Llaguno y Polo (2004), la temperatura optima de fermentacion acética esta entre 28 y
33 °C. Al sobrepasar los 33 °C, puede ocurrir inactivacion bacteriana, en el cual las enzimas

son desnaturalizadas, generando dafos en la membrana, causando que los constituyentes se
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para fijar la temperatura en un rango entre 24 y 26 °C, pues ademds de darle condiciones
Optimas a la bacteria acética, se buscd una menor pérdida de sustancias aromaticas varietales
como consecuencia de su volatilizacion.

En las figuras 7'y 10, se aprecia que, durante la fermentacion acética, los vinagres A (obtenidos
a partir de los vinos producidos con la cepa de S. cerevisiae TV A), alcanzaron mayores niveles
de acidez que los vinagres B (producidos a partir del vino de la cepa US-05) en menor tiempo.
Ello sugiere que, en la etapa de fermentacion acética, la bacteria A. aceti puede ser afectada por
sustancias producidas durante la fermentacion alcohdlica por la levadura US-05 (vino B), lo
cual explicaria la menor produccion de acido acético en los vinagres B. Este fendmeno podria
ser explicado por la produccion de sustancias inhibitorias para otros microorganismos por parte
de algunas cepas de S. cerevisiae, fendmeno conocido como factor killer (Vejarano, 2018).
Estas levaduras killer producen y excretan hacia el vino, glicoproteinas toxicas (toxinas) que
pueden causar inhibiciéon o muerte de otros microorganismos sensibles (Lopes y Sangorrin,
2010) que tengan contacto posterior con el vino base. En el presente estudio, posiblemente
Acetobacter aceti, anadida en el vino B, se haya visto afectada.

Ademas, en las figuras 7 y 10, se observa que en ambos vinos base (A y B), se alcanza un

contenido de acidez de aproximadamente 35 a 40 g/l en torno a los 48 dias.

4.1.3 Efecto de la fermentacion acética sobre los antocianos

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) aplicado en la Fase 2 con un 95% de confianza
(Anexo 4), se demostro que el efecto combinado de los factores (cepa de levadura y el contenido
de azucares) fue significativo en el contenido de AMT, dado que la utilizacion de la cepa US-

05 (levadura B) junto con mosto chaptalizado, aumentaron el contenido de AMT en el vino
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18). Mientras que la intensidad colorante (IC) de los vinagres obtenidos en la Fase 2 (Tabla
18), no fue afectada significativamente (4nexo 4), a diferencia de lo observado en la etapa de
vino (Tabla 17).

Enla Fase 1, las tablas /4 y 15 muestran que en el paso de vino a vinagre se reduce el contenido
de AMT. Similar comportamiento se observa en la Fase 2 (tablas /7y /8) y en la Fase 3 (tablas
20 y 21). Una posible explicacion a este fenomeno es la actividad antocianasa observada en
algunas bacterias, por ejemplo, Oenoccocus oeni (Barbagallo, Spagna, Palmeri y Torriani,
2004), a partir de lo cual se puede asumir un similar comportamiento en Acetobacter aceti. Al
respecto, Barbagallo, Palmeri, Fabiano, Rapisarda y Spagna (2007) reportaron que sistemas
enzimaticos como antocianasa podrian intervenir en el proceso de degradacion de las
antocianinas, las cuales actian hidrolizando y oxidando estas moléculas.

Otra posible explicacion a este efecto es la polimerizacion de los antocianos de bajo peso
molecular, especialmente cuando su concentracion alcanza valores altos (Hoshino et al., 1992;
Dangles et al., 1994). Al respecto, Cerezo et al. (2010), reporté que después del proceso de
acetificacion, la mayoria de los compuestos de tipo vitisina aumentan significativamente,
siendo uno de ellos los isomeros de malvidina-3-glucdsido-etil-catequina, generando como
consecuencia una disminucion en la concentracion de su antocianina monomérica respectiva.
Finalmente, cabe mencionar que muchos de los trabajos realizados en produccion de vinagre
de frutas, reportan que el proceso de acetificacion disminuye la concentraciéon de compuestos
fendlicos, principalmente de antocianinas, y por tanto de la actividad antioxidante (Ubeda et
al., 2013; Cerezo et al., 2008; Su y Chien, 2007; Andlauer, Stumpf, Fiirst, 2000). Lo cual fue

también evidenciado en el presente estudio.
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Brahim, Gabier y Brosse (2014) demostraron que la radiacién microondas altera la estructura
solida de las paredes celulares, facilitando la migracion y por tanto la extraccion de compuestos
fendlicos. Similares resultados fueron reportados por Liazid et al. (2011).

No obstante, en el presente trabajo (Fase 3) no se mejord la extraccion de AMT y fenoles totales
(Tabla 20y Figura 11, respectivamente) al irradiar los ardndanos con microondas, debida a que
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los vinos obtenidos a partir
de los arandanos irradiados, respecto a los obtenidos de arandanos sin irradiar.

Una posible explicacion estaria en la diferente composicion quimica de la piel del arandano
respecto a la piel de uva tratada en los estudios de Brahim et al. (2014) y Liazid et al. (2011).
Ademas, en dichos estudios utilizaron la radiacion microondas sobre piel de uva estrujada en
contacto con el medio lixiviante (mosto), a diferencia del presente estudio donde la baya de
arandano fue tratada sin estrujar (entera). Adicionalmente, Pratt (1971) sefiala que, durante el
desarrollo de las bayas, desde el ovario de la flor hasta la fruta madura, existen numerosos
cambios fisiologicos: division celular y alargamiento de las células, por lo que la piel y la pulpa
de la baya se desarrollan de modo diferente y tienen distinta estructura. Lo cual explicaria la
resistencia a la radiacion de la piel del ardndano, sin obtener una mejora en la extraccion
fenolica (Tabla 20).

Una posible mejora para estudios futuros seria irradiar las bayas de arandano ya estrujadas a fin
de facilitar la extraccion de los compuestos fendlicos, considerando que Tomaz et al. (2019),
menciona que, al pasar la radiacion microondas por el medio liquido (agua del mosto), se
convierte en energia térmica, incrementando la temperatura del liquido, y por tanto la presion

dentro de las células, produciendo la degradacion de estas.
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4.1.5 Capacidad antioxidante de los vinagres elaborados
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Otro de los parametros evaluados fue la capacidad antioxidante del vinagre mediante los
métodos DPPH y ABTS. No obstante, los datos reportados solamente corresponden a los
resultados obtenidos con el método DPPH, dado que con el método ABTS todas las muestras
analizadas mostraron porcentajes de inhibicion iguales al 100% (datos no reportados). Estos
datos no se validaron estadisticamente para la Fase 2 por no tener replicaciones, sin embargo,
se puede observar que tiene tendencia a aumentar o disminuir de acuerdo a los factores (cepa
de levadura y contenido de azucares).

Por otro lado, se encontraron diferencias entre los resultados obtenidos con los métodos DPPH
y ABTS, lo cual se explica en que sus condiciones de reaccion y cinética son diferentes. El
radical DPPH es estable en su formacion por facil disolucion en alcohol, mientras que el radical
ABTS requiere de una activacion previa con un oxidante (K2S20s), haciéndolo menos estable
(Floegel, Kin, Chung, Koo y Chun, 2011). Con el ABTS se puede evaluar la actividad
antioxidante de compuestos tanto de naturaleza hidrofilica como lipofilica, mientras que con el
DPPH solo en compuestos hidrofilicos (Surveswaran, Cai, Corke y Sun, 2007), lo cual explica
los mayores porcentajes de inhibicion (Q, %) obtenidos con el método ABTS (en todas las
muestras Q = 100%), respecto al método DPPH (Figuras &, /2 y 16), en concordancia con
Floegel et al. (2011).

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 21, aparentemente la aplicacion de
microondas sobre las bayas de arandano no incremento la extraccion de AMT (no se observan
diferencias estadisticamente significativas). Sin embargo, la Figura 16 muestra una
disminucion en la capacidad antioxidante en el vinagre elaborado a partir del vino del arandano

irradiado durante 30 segundos. Este fendmeno estaria relacionado con el efecto sobre la
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estabilidad de los antocianos frente a la radiacion (Morata et al., 2015), de modo que la dosis y

el tiempo de irradiacion son dos parametros de vital importancia respecto a la aplicacion del

microondas para mejorar la extraccion de compuestos fenélicos.

4.2 Conclusiones

En la etapa de elaboracion de vino base, la adicion de azucares exdgenos al mosto de
arandano (chaptalizacion), hasta los 22.6 °Brix, permite incrementar el grado alcohdlico
y por tanto mejorar la extraccion de antocianos y la intensidad colorante.

La aplicacion de radiacion microondas durante 30 y 60 segundos, a una potencia de 70
Watts al fruto de arandano no mejoré la extraccion de antocianos durante la
fermentacion alcohdlica.

El paso de vino a vinagre reduce el contenido de compuestos fendlicos, en promedio un
68% (Fase 1), 90% (Fase 2) y 62% (Fase 3), principalmente de antocianos. De modo
que, la aplicacion de estrategias tecnologicas como la chaptalizacion, previo a la
fermentacion alcoholica es de vital importancia para lograr una alta extraccion fenolica
hacia el vino, de modo que, al finalizar la siguiente etapa de fermentacion acética, el
contenido de compuestos bioactivos no se vea considerablemente afectado.

El efecto individual de las cepas de levadura Saccharomyces cereviseae (7VA y US-05)
en la elaboracion del vino base no presentd mejoras significativas en el perfil bioactivo
del vinagre obtenido. Sin embargo, el efecto combinado de la cepa US-05 con la

chaptalizacion, demostraron un incremento del contenido de AMT.
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ANEXO 1

Ficha técnica de Saccharomyces cerevisiae, cepa vinifera 7VA. Fuente: Morata (2004)
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.A Vinagre de arandano: Mejora del perfil
r bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohdlica

ANEXO 2

Ficha técnica de Saccharomyces cerevisiae, cepa cervecera Safale US-05. Fuente: Fermentis

Division of S.I. Lesaffre (2016).

(_/ @ Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

SafAle™ US-05

American ale yeast producng well balanced beers with low discetyl and & very dean, crisp end palele. Forma a fiem foam head and
presents B very good abiity o stay in suspension during fermentation.

INGREDIENTS: Yeas! [Sscchammyes carsvizas), emulsifier E491

TOTAL ESTERS TOTAL SUPERIOR RESIDUAL FLOCCULATION SEDIMENTATIOMN
ALCOHOLS SUGARS
A ' 269 I ]lg."!l“‘l +!-. n-:d.inrn'
P il 18P e WG Pl 16 Pt s “ag s brreedl
n EBC wbes in EBC b e raEpordineg b @n e
afaruibon of 31%

Fermentis dry Eeewing pessts ane wel knoan for their abdity o produce 2 lamge sanety of beer shyles.

In onder 1o comparne o sirains, we ran fsrmentation mals in leboratory conditions with & standand wort for all $e strairs and slandard
lemperaiure condiions [Saflager 1240 for 480 then 14°C 1 Salde: 20°C). We focused on e folowing paramelen: Alcohol production,
residual sugans, Rocculation and Temrmentation kinetic.

Given the rpac of yeast of the guality of te final beer it s recommended to respect the recommended fermentation insinections. 'We
songly advise users o make fermentation ek befoee any commerdal usage of our products.

FERMENTATION: ideally at 168-28°C (64-82°F)

FITCHING: 50 to B0 gl

REHYDRATION INSTRUCTIONS:

Sprinkle the pesst in minimum 10 Bmes its weight of sledle waler or woet 81 25 o 26°C (TT°F o B8°F).

Leave to rest 15 o 30 minutes.

Gendy s8r for 30 minutea, and pitch T resullant cream indo the fermentalion vessel.

Alternalively, pitch the yeast drecly in the fermentation vessel providing the temperature of the wor i abose 20°C (B5°F). Progresshealy
spririkle the dry yesst inko T wort ensuring e yeast covers Sl the surface of worl availabls in order bo svold dumps. Lease for 30 minutes,
then mix T waort using Beration o by wort addition.

TYPICAL AMALYSIS: STORAGE
% diry weight- 4.0 - B85 36 montha from production dale. During ransport: The product can ba
Visble cells at packaging: *Ex 1l iy traraponed and stored al room lemperaiure for penods of e not
T-:ul_l:;:n": - :-’;:ﬂ exceeding 3 months without affecting s performance.
""zl II .h’“"’,_ - <1imi Al final destinafion: Store in cool (< 10°C50°F), dry conditiors.
et S SHELF LIFE
'Wild yeast non Saccharomyces™: =1 mi
Pathogenic miceo-organisms: in aocondance with regulabion Refer io best before end dste printed on the sachel.

Cpened sachets must be flushed s=aaled and slored at 4°C (30°F) and
“when dry yeas! is pilched at 100 gl i.e > & x 10° wiabie cells | mi used withan T days of opening. Do nol use soft or dameged sacheds.

TECHAICAL DATA SNEET « Sadka™ UE-03- Rew - MOVIONE
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& Vinagre de ardndano: Mejora del perfil

N’ bioactivo mediante aplicacion de estrategias

UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohdlica

ANEXO 3: Fase 1

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de AMT del

vino base: diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-F
Entre grupo= | 173012 1 173012 48.01 0.0202
Intra grupos [ 720.1 2 364.33

Total (Corr) |182303 3

Mhétodo: 95.0 porcentaje LSD

Cepa | Casos | Media Grupos Homogeneos
A 2 2541937 |X

E 2 386.436 X

Comtraste | Sig. | Diferencia |+~ Limites
A-B = -132.292 32.1514

* indica vna diferencia significativa,

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para la intensidad colorante (IC)

del vino base: diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae.

e e el ettt el i

Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Racon-F Valor-P
Entre grupos | 0.182329 1 0182329 42938 00223
Intra grupos 0 008483 2 00042423

Total (Corr)  [0.190814 3

Metodo: 93.0 porcentaje LED

Cepa |Casos |Media | Grupos Homogéneos
A 2 1.0805 [X

B 2 1.5075 X

Confraste | Sig. | Diferencia |+ Limifes
A-B = -0.427 0.280251

* indica una diferencia significativa.

Analisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de AMT del

vinagre: diferentes cepas de S. cerevisiae utilizadas en la elaboracion del vino base.

e el el sttt sl i

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cusdrado Medio | Racon-FF Falor-I
Entre grupos | 2309.94 1 2300 04 3023 00033
Intra grupos 303.406 4 763514

Total (Corr) |2613.33 3
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UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
higtedo: 95.0 porcentaje LD

FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohélica

Cepa | Cases | Media Grupos Homogéneos
A 3 713043 |X

E 3 110.547 X

Contrazte | Sig. | Diferencia |+~ Limites
A-B * -38.2423 19.8036

* indica una diferencia significativa.

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Pruebas de Rangos Multiples para la IC del vinagre:

diferentes cepas de S. cerevisiae utilizadas en la elaboracion del vino base.

Fuente Suma de Cuadrado: |Gl | Cuadrade Medio | Racon-F Valor-F
Entre grupos | 0.0833082 1 0.0833082 14.26 0.0193
Intra grupos 0.0233613 4 000384033

Total (Corr) | 0.10667 3

Meétodo: 93.0 porcentaje LSD

Cepa |Casos |Media Grupos Homogéneos
A 3 0.657667 (X

B 3 0.893333 X

Coniraste | Sig. | Diferencia +/- Limites
A-B i -0.233667 0173246

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 4: Fase 2

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Grafico de Interacciones de las variables independientes,

para el contenido de AMT del vino base.

Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuodrade Medio Rocon-F Valor-F
A:Cepa de levaduratblogue 118865 1 118 863 10.02 0.0507
B:Coentenide de a=iicares+blogque 2185.61 1 2135.61 77407 0.0001
AB 330183 1 33.0193 447 0.1249
bloques 0.447931 1 0.447931 0.04 0.8584
Error total 35.59493 3 11 3666
Total (corr.) 030335 7
141 — Contenido de azucares
- 4 —— 12
I / 7 —— 226
121 - —
. L J
= 101 _
< L i
81 ]
61 R - ° ]
VA Us-05
Cepa de levadura

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Grafico de Interacciones de las variables independientes,

para la IC del vino base.

Frenie Swma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Recon-F | Falor-P
A:Cepa de levadura+blogque 0.069938 1 0.069038 190.63 (.0}
B:Contenido de azicares+bloque 0.143112 1 0143112 30013 (0003
AB 00037243 1 0.0037243 15.61 (0.0289
bloques 0.0014043 1 0.0014043 383 0.1433
Error total 0.0011005 3 0000366833
Total (corr.) 022128 7
0.86 — Contenido de azucares
C 1 —=— 12
C 1 —— 226
0.76 |- -
066 [ ]
Q L ]
056 - -
046 - 3
0.36 :— —:
VA Us-05
Cepa de levadura
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Andlisis de Varianza (ANOVA) y Grafico de Interacciones de las variables independientes,
para el contenido de AMT del vinagre.

Fuente Suma de Cuadrades |Gl | Cuadrade Medio Ra-on-F Falor-P
A:Cepa de levadura 20493 1 2.0493 1.08 0.3749
E:Contenido d= azicares 11.8268 1 11.8268 6.24 0.0879
AB 20,8043 1 208045 10,97 0.0433
blogues 3898 1 38.93 2056 0.0201
Error total 5.68702 3 1.89567
Total (corr.) 703476 7
14— — Contenido de azlcares
. ] —— 12
1045 4 — 26
E
e - ]
= 84 _
< C ]
T4E ]
64l -
s E
VA Us-05
Cepa de levadura

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Grafico de Interacciones de las variables independientes,

para la IC del vinagre.

Fuente Suma de Cuadrades |G | Cuadrade Medie Rocon-F Falor-P
ACepa de levadura 00001445 1 00001445 (.00 09845
EB:Conitenido de a=icares 0017208 1 0.017208 (.05 0.8319
AB 0.18306 1 0.1306 0.56 03089
blogues 0.505012 1 0.505012 1.56 029408
Error total 0068072 3 (0.322001
Total (corr.) 1.67203 7
1.7 —] Contenido de azicares
C 1 —— 12
C 1 —— 226
16 .
15 .
Q C ]
14- s
131 -
12 7
VA Us-05
Cepa de levadura
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UNIVERSIDAD tecnologicas previo a la etapa de
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ANEXO 5: Fase 3

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de AMT del
vino base.

Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Racon-F Valor-P
Entrs grupos 61449 3 204.83 1.74 0.2060
Intra grupos 460626 4 117.407

Total (Corr) | 1084.12 7
Meétedo: 23.0 porcentaje LSD

Cepar Casos | Media Grupos Homogéneos

A 2 62.968 X

A-ch+30 |2 329605 |X

A-ch 2 88.07 X

Ach+60 |2 93514 X

Contrasie Sig. | Diferencia | +/- Limites

A-Ach -13.202 30,0841

A-Ach+30 -13.0823 30,0841

A-Ach+ 60 -23.646 30,0841

Ach-Ach+30 5.1005 30,0841

Ach-Ach+60 -3.444 30,0841

Ach+30-Ach+60 -10.5533 30,0841

* mdica una diferencia significativa.

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para la IC del vino base.

e et el et e

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cnadrado Medio | Razon-F Valgr-F
Entre grupos | 0.122343 3 0.0407311 0,00 0.029
Intra prupos 00181165 4 000452912

Total (Corr.) | 0.14045 !
hdétodo: 95.0 porcentaje LD

Cepa Casos |Media | Grupos Homogéneos

A 2 0884 |X

Ach+60 |2 1.084 X

Ach+30 |2 1.1213 X

A-ch 2 1.223 X

Contrasie Sig. | Diferencia | +/- Limites

A-Ach = -1.341 0.186832

A-A-ch+30 = -0.2573 0.186832

A-A-ch+60 = 02 0.186832

A-ch-A-ch+30 0.1033 0.186832

A-ch-A-ch+60 0.141 0.186832

A-ch+ 30 - Ach+ 60 0.0373 0.186332

* indica una diferencia significativa.
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Analisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de fenoles

totales del vino base.

Fuente Suma de Cuadradss |Gl | Cuadrado Medio | Racon-F Valar-P
Entre prupos | 999693 3 |333232 1.13 0.4368
Intra grupos  [1178.79 4 (2846097

Total (Corr.) |2178.48 ]
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Cepa Casos | Media Grupos Homogeneos

A 2 136.305 |X

A<ch+60 |2 152.664 |X

Ach 2 161233 |X

Ach+30 |2 165.517 |X

Contrasie Sig. | Diferencia |+~ Limites

A-A<ch 249238 47.6627

A-Ach+30 -20.2125 476627

A-Ach+60 -16.339 47.6627

A-ch-A-ch+30 42343 47.6627

Ach-Ach+60 8.569 476627

A-ch+30-A-ch+60 12.8535 47.6627

* indica una diferencia sipnificativa.

Analisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de AMT del
vinagre.

Fuente Suma de Cuadrades |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-P
Entr= prupos | 263230 2 134.129 0.33 0.5974
Intra grupos | 2211.53 0 [245.725

Total (Corr) [2479.78 11
Meétode: 93.0 porcentaje LSD

Cepa Casos | Media Grupos Homogéneos

Ach 6 26913 X

Ach+60 |4 346917 |X

Ach+30 |2 38.6165 |X

Contraste Sig. |Diferencia | +/- Limites

Ach-Ach+30 -11.7035 289336

A-ch- Ach+60 -1.77875 22.8803

A-ch+30-A-ch+60 3.92473 30.71

* indica una diferencia significativa.
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FRIVADA DEL NORTE fermentacion alcohélica

Fuente Suma e Cuadrados |Gl | Cnadrado Medio | Racon-F Valor-P
Entre grupos | 0.0367575 2 0.0183787 0.28 0.762
Intra grupos | 0.392815 & |0.0658633
Total (Corr.)  |0.629372 11
Ligtodo: 93.0 porcentaje LSD

Cepa Casos | Media Grupos Homogéneos

A-ch ] 1.206 X

Ach+30 |2 1257 X

Ach+60 |4 32975 |X

Comiraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

A-ch-A-ch+30 -0.051 0.474042

A-ch - Ach + 60 0125375 574763

A-ch+30-A-ch+60 -0.07275 0.502797

* mdica una difsrencia sigmficativa.

Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de Rangos Multiples para el contenido de fenoles
totales del vinagre.

AN 4 el B A AR A R A R e

Fuente Suma de Cuadrades |G | Cuadrado Medio | Racon-F Vealor-F
Entre grupos | 713422 2 3567.11 3.72 0.0664
Intra gropos | 3623.79 @ |958.199

Total (Corr.) | 15758.0 11
Metodo: 950 porcentaje LSD

Cepa Casos | Media Grupos Homogeneos

A-ch b 181.14% (X

A<ch+30 |2 225604 (XX

A-ch+60 |4 231.807 X

Comirasie Sig. | Diferencia | +/- Limites

A-ch-A-ch+30 44 4545 57.173

A-ch-Ach+60 * -50.6373 452008

A-ch+30-Ach+60 -6.20206 60.6432

* indica una diferencia significativa.
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