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FE DE ERRATAS

PAG. 1 En el G1timo pdrrafo dice: derivados de &cido

' cftrico como aditivo alimenticio(l). Debe decir:
derivados de dcido acético como aditivo alimenti
cio  (1).

PAG. 3 En el G1timo pdrrafo dice: Pasteur en 1868, con-
firmé los hallazgos de Kurtzing y infrmg...,

Debe decir: Pasteur en 1868, confirmé los hallaz
gos de Kurtzing e informé.... ‘

PAG. 11  En el inciso e) dice: Aptacién. Debe decir: Adap
tacion. ‘

PAG. 12 Dice: El medio se esterilizacion por calor hime .
do, 15 minutos a 121°C. Debe decir: El medio se
esteriliz6 por calor himedo, 15 minutos a 121°C.

PAG. 13 Dice: El medio de esterilizacién por calor hdmedo
15 minutos a 121°C. Debe decir: E1 medio se este-
rilizé por calor: himedo, 15 minutos a 121°C.

Dice: E] pH de Tos medios se ajusto a 5.5 con..,
Debe decir: E1 pH de los medios se austo a 4.5,.,

PAG. 24 Dice: de azdcares reductores de 24 totales...,
Debe decir: de azidcares reductores totales,.,.

PAG. 49 Dice:y g de etano] (final) - g de etanol (inicia])
DS g de AT (Tmal) - g de ART (inicial)

Debe decir:

Yp/s =9 de etanol (final) - g de etanol (inicial)
g de ART {inicial) - g de ART (final)
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.- INTRODUCCION.

En las uitimas décadas la Biotecnologia. como disciplina producto de la
fusién de la bioquimica, la genética, la ingenieria quimica y la microbiologia,
aplicada a la produccién y utilizacién de los microorganismos y de sus
productos, ha venido ofreciendo nuevas y mejores alternativas para las
industrias como la alimentaria, farmacéutica, agricola, minera y de alcohol, entre
otras. En nuestro pais, actualmente, se requiere desarrollar procesos
tecnolégicos competitivos a corto plazo.

Dentro de este contexto se ha observado un creciente interés en el
aprovechamiento de residuos agroindustriales para la obtencién de productos
biotecnolégicos con posibilidades reales de comercializacion (1).

Por otro lado, considerando que algunas regiones costeras de Jalisco
cuentan con fabricas de coco rayado y aceite de coco, en Cuyos precesos se
utiliza basicamente la pulpa o carne como materia prima, se ha notado una
elevada subutilizacion de grandes porcentajes del fruto, siendo el agua de coco
uno de los principales residuos (2). )

-De ahi la importancia del aprovechamiento del agua de coco en la
obtencién de nuevos productos, como el vinagre, demandado para la
produccion de derivados de! acido citrico como aditivo alimenticio (1).



Il.- ANTECEDENTES.

El vinagre se ha conocido y apreciade como un aditivo importante en los
alimentos desde que el hombre ha practicado e! arte ce la fermentacién y la
elaboracién de vinos (1). La palabra vinagre deriva de dos palabras francesas,
"VIN" y "AIGRE" , significando "vino agrio", pero e! termino se aplica hoy al
producto de a fermentacion acética del etanol de diferentes fuentes (3).

E! vinagre es un liquido impuro, transparente y de olor {uerte que se
obtiene por la fermentacién acética de! vino, sidra, cerveza o productos
similares (1). La palabra fermentacion es de origen latino y en sentido escrito se
ha usado para designar la transformacién del jugo de uva en vino. La palabra
latina "ferver” significa "hervir" y se usa para describir ¢l aspecto efervescents
del jugo de uva en fermentacién (4, 15).

La fermentacion acética se define como un proceso bioldgico en ei que se
logra la acetificacién de las soluciones alcohdlicas derivadas de materiales
azucarados (1). :

~ Elvinagre puede obtenerse de una gran variedad de sustancias, siendo el
principal requisito un suficiente contenido de aztcar de la cual puede derivarse
el alcohol. Entre las materias primas mas usadas se encuentran:
1. Jugo de frutas: manzana, uva, naranja, pera, fresa, etc.
2. Hortalizas amilaceas: patatas y boniatos.
3. Cereales malteados: cebada, centeno, trigo y maiz.

4. Azlcares: jarabes, melazas, miel, etc.

- 5. Licores o alcohol: como liquidos alcohélicos sobrantes de fa manufactura de
levaduras (cerveza) o del alcohol etilico desnatuiralizado y diluido (2).

Asi pues, cualquier sustancia o materia que contenga azicar o alcoho! en
cantidades suficientes, y no ofrezca inconvenientes como alimento, puede
utilizarse para la fabricacion de vinagre.



1.- PRODUCCION DE ACIDO ACETICO A PARTIR DE SUSTANCIAS
AZUCARADAS.

La produccion de &cido acético requiere de dos procesos
fermentativos (FIGURA 1):

A. Fermentacidn alcohdlica.

La fermentacién del aziicar para la produccién de alcahol involucra.un
procesa ANAEROBIO efectuado por las levaduras como Qagcharomyces
cerevisige, productoras de grandes cantidades de alcohol (4, 15).

Brevemente, este proceso puede resumirse en la siguiente
ecuacién: :
C6H1206 ———> 2C02 + 2C2HsOH

glucesa bidxido alcohol
de carbono

B. Proceso de produccién de dcido acético.

Existen procesos microbianos para la produccién de 4&cido acético, gue
pudieran competir en todos los aspectos con oS procesos quimicos.
Actualmente, el acido acético es producido por procesos quimicos en los E.U.A,
teniendo buena aceptacion, y clasificados precisameriie en tres: oxidacion de n-
butano (33%); carbonilacion de metanol (32%) y oxidacién de acetaidshido
{32%) (5).

El proceso de carbonilacion de metanol se incrementd en uso y, a
mediados de ios 80's, fue la fuente mayor de acido acético en los E.U.A. Esto se
volvid mds significativo, en vista de que el metanol seria uno de los productos
principales de ia gasificacién del caroén. Obviamente, los procesos bioidgicos
tendran que competir con los procesos anteriores, y las materias primas para
estos procesos tendran que competir con el metanol, aunque en la actualidad
los procesos bioldgicos tienen mayor preferencia que cualquiera otros por su
excelents calidad (5).

La produccion de - Acido acético es el segundo proceso fermentativo mas
antiguo conocido por el homore. El primer reporte cdescribiendo la naturaleza da
la "Madre del Vinagre” fue hecho por Pearson en 1822, llamando a ésta pelicula
"micoderma”. Kurizing, en 1836, reconocid que las responsables de ia
acetiticacion del alcohol eran organismos minusculos del licor madre. Pasteur,
en 1868, confirmé ios hallazgos de Kurtzing y informo que la conversion de vino
a vinagre era realizada por una especie de bacteria que nombré "Micoderma
aceti " 6). .
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La oxidacién del alcoho! a &cido acético es una reaccién AEROBIA
efectuada por las bacterias acéticas como Acefobacter acet!  productoras
de &cido acético (4, 15).

Este proceso puede resumirse en la siguiente ecuacion:

2C2Hs0H + 202 ——————> 2CH3 COOH + 2H20
alcohol oxigeﬁo ac. acético agua

El primer método utilizado fué lo que Crues, en 1948, llamé el método "d¢jalo
solo” (3). Ei vino, almacenado en contenedares abiertos, se convertia en
vinagre, por bacterias que se manifestaban naturaimente en los recipientes.o en
las frutas, o acarreadas en &l aire (3).

El quimico aleman Schutzenbach desarrollé un proceso en el cual hacia
gotear vinagre sobre viruta de madera, contenida en la superticie d2 un
generador. De esta forma se aceleraba la acetificacién y se aumentaba la
eficiencia de conversion de 60 a 80 %, amplidndose la técnica hasta fines de
1940 (3).

Como ejemplo reciente, se puede citar el trabajo que los investigadores
Mehaia & Cheryan, en 1991, realizaron sobre la utilizacién de extractos de datil
como una fuente para la produccién secuancial de etanol y vinagre, utilizando
un reactor continuo de membrana (7). El objetivo de este estudio fue asegurar
que se obtuvieran niveles de acido acético mayores de 45.0 g/, para aicanzar
los estdndares para vinagre. Los azicares del extracto (como glucosa y
fructosa), se conviriieron en etanol por Saccharomyvces _ cerevisiae . Por
otra parte, se utilizd la cepa de Acefobacter acell , especial para la
fermentacion acética sumergida. La concentracion final de acido acético fue de
39.1 g/l, dando un rendimiente de 0.83 g acido acético por gramo de etanol. El
rendimiento fue un 65 % del valor tedrico de 1.28 g/g. Este estudio demostré
que los azicares del jugo de datit ofrecen una fuente viable para la produccién
de etanol y/o acido acético por fermentacion (7).

De lo anterior, puede notarse que el acido acético es una sustancia que se
puede sintetizar por medios bioldgicos, donde el etanol es oxidado a acido
acético por Acetobacter acefi ; siendo éste un mercado de muy rapido
crecimiento para el etanol (10 % al afio) (5).

La composicion del vinagre, depende del material utilizado en su fabricacion.
" Los vinagres procedentes de frutas o licores malteados, poseen reminiscencias
del aroma de éstos materiales. También influye poderosamente el método de
fabricacion. E} vinagre debe ser muy claro se claritica mediante fiitracion y
refinado. Gran parte del vinagre que en la actualidad se vende en el mercado,
es vinagre previamente pasteurizado, en masa o en botellas (8).
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No se dispone ‘de datos precisos sobre la cantidad y uso del vinagre sn ¢l
mundo en estos dias, pero tan solo en los E.U.A., el consumo excede los 530
mitlones de litros al afo. El proceso de manufactura se ha desarrollade desde
un proceso de fermentacién incontrolada, hasta uno automatizado y
cuidadosamente monitoreado. Los usos mas importantes, la conservacion y
mejoramiento de alimentos, son los mismos hoy que en la antigliedad (3).

2. MICROORGANISMOS.

La seleccién del microorganismo no solo se limita a que pueda llevar a
cabo la reaccién deseada, sino también el que pueda efectuar el cambio
bioquimico necesario en poco tiempo, que produzca él rendimiento maximo
posible y que mantenga sus caracteristicas de generacién en generacién.

Las bacterias del 4cido acético son importantes por: a) oxidar el alcohal
etilico a d&cido acético, lo que las hace Util en la fabricacion de vinagre y-
perjudiciales para ias bebidas alcohdlicas y b) su extraordinaria capacidad
oxidativa (6)

Las bacterias acéticas son, econémicamente, un grupo de
microorganismos importantes comercialmente para el hombre. La importancia
de éstos reside en su aplicacion indusirial para la obtencidn de productos Utiles,
debido a las propiedades fermentativas y oxidantes que desarrollan sobre
determinados sustratos (10).

Por otra parte, en los Gltimos afos, la bacteria dei género Acetobacter
acefl hatomado una enorme importancia. Es un microorganismo de un gran
potencial y de rapida produccién de acido acético (vinagre) para aplicaciones
industriales. En el Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey’'s (11) se
indica una lista en ia que propone 1S especies de A gg[ggac{e[ formadoras
de A&cido acético .

La Acelobacter acetl oxida el alcohol etilico a &cido acético . y
transforma otros compuestos organicos en productos de oxidacion diversos ().

A partir de los estudios de Nakayama, en 1961, se postulé el esquama
para la oxidacion del etanol por las especies de Acetobacter :



El etanol es oxidado primero a acetaldehido per E1 (alcohol citocromo 553
reductasa), la cual es reducida por los electrones liberados. El acetaldehido es
oxidado ya sea por Ez (aldehido deshidrogenasa) cuando se liberan los
electrones hacia E1, o por E3 (aldehido deshidrogenasa dependiente de NADP)
cuando se reduce NADP (nicotinamida adenindinucledtido fosfato) a NADPHz.
Por ot:o lado, la E1 reducida es entonces oxidada por un citocromo oxidasa. En
base a fos efectos inhibitorios del (CN) (cianuro) y del PCMB, (p
cloromearcuricbenzoato) se presume que el sistema de citocromos es utilizado
por E1 y E2 para la oxidacion dei etanol y del acetaldehido, mientras que el
NADPHz2 producido por E3 inhibe la mayor oxidacién del acido acético a través
del ciclo TCA (acido tricarboxilico) cambiando el equilibrio NADPH2 a NADPz
(FIGURA 2) (6).

Las bacterias del acido acético pertenecen a la familia Pseudomonadiaceas ,
son bacilos mdviles o inmdviles con flagelos peritricos, Gram-negativos, no
espordgenas, aerobios obligados y generalmente catalasa positivos.

Entre las bacterias del acido acético, presentes en todas las etapas de
fabricacién del vino, desde la uva madura hasta la vitificaciéon y conseivacion, la
Acetobacter aceli  se encuentra presente a niveles bajos en el vino,
exhibiendo una rapida proliferacién con exposiciones cortas del vino al aire y
causando incrementos significativos en-la concentracion de acido acético.

Las temperaturas altas de almacenaje y los pH's aitos, favorecen el
desarroilo y el metabolismo de estas especies (9). .

Conner y Allgeier, han realizado estudios genéticos y microbiolégicos a las
bacterias de Acetobacter , describiendo que tienen una mutabilidad
anormalmente alta en la produccidn de vinagre. Por otro lado, otro investigador
encontré que con 39 cepas de Acefobacter 'no hubo cambios notables en

‘propiedades y todavia existe controversia (5).

3. ‘EL AGUA DE COCO COMO POSIBLE SUSTRATO PARA LA
PRODUCCION DE VINAGRE.

El agua de coco constituye actualmente una bebida rica y refrescante que
se consume diariamente en la zona donde se produce. En los procesos que
utilizan el coco como materia prima,se aprovechan basicamente la carne
desperdiciandose grandes porcentajes del fruto, siendo el agua de coco uno de
los residucs de mayor imporiancia (FIGURA 3). En algunas regiones costeras
de Jalisco, particularmente en las fabricas de la zona de Cihuatlan, se producen
anualmente hasta 500,000 litros de agua de coco, de la cual un 60 % se
desaprovecha (TABLA 1) (3).



E! agua de coco maduro (10 a 12 meses) contiene entre 20 y 40 g/l de
azucares. Cuando ei agua de coco se desecha durante la fabricacién de algin
producto, constiluye un probiema en cuanto a su eliminacién ya que la
descomposicién bioldgica contamina el drea circundante produciendo &cidos;
dafando los suelos y ejerciendc un efecto perjudicial sobre los cultives
cercanos (3, 14).

Raspecio a fa composicién de agua de coco, entre otros componentes se
ha encontrado giucosa, fructosa, sacarosa, sorbitol, m-inositol, s-inositol y
galactosa (2). Asi mismo, contienen otros componentes importantes como:
grasas, proteinas, minerales como el calcio, magnesio, zinc, fuentes de
nitrégeno y fdsforo (TABLA 2). También se han encontrado amino4cidos fibres,
factores de crecimiento como indolacético-arabinosa y 1,3-difenilurea (2).

Investigadares filipinos, en 1965, encontraron que el agua de coco fue
también un medio excelente para el cultivo de levadura (3). También ésta agua
de coco maduro, puede ser utilizada como materia prima para la obtencidon de
diversos metabolitos de interés industrial (3, 14). ‘

4. FACTORES CARACTERISTICOS, NECESARIOS PARA LA
REALIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DEL ACIDO
ACETICO POR FERMENTACION.

Como todos los seres vivos, los microorganismos crecen, se reproducan y
segregan algunos compuestos bioquimicos de importancia para el hombre.
Esta es una de las caracteristicas primordiales para la utilizacion de los
microorganismos en los procesos fermentativos. Es decir, que para que una
fermentacidn se realice son necesarios los siguientes requisitos (FIGURA 4):

~Tener un microorganismo de caracteristicas idoneas para el proceso y/o
producto particular.

~Proveer un medio de cultivo adecuado (que contenga todcs los
nutrimentos esenciales en las proporciones y cantidades &ptimas de
produccidn).

—~Establecer y conlrolar las condiciones fisico-quimicas necesarias para al
desarrollc de ia fermentacion.

Como resultado se obtendra una cantidad de microorganismos mayor que
la inicial y divarsos productos (12, 23).



A. NUTRIMENTOS.

En todo proceso fermentativo, el medio de produccién se considera un
factor de importancia vital desde e! punto de vista econémico.

Los nutrimentos son compuestos del sustrato o materia prima asimilables
por el microorganismo. La materia prima contiene a menudo suficientes
sustancias nutritivas, aunque en ocasiones es necesario agregar compusstos
que desempefien un papel esencial. Para la mayoria de las materias primas
utilizadas para fermentacién alcohdlica y acética utilizando cepas ds

accharomyces cerevisiae y Acetobacter acetl, los suplementos méas
necesarios son los compuestos fuentes de nitrégeno y fésforo (12).

~El nitrégeno se suministra en forma de sales de amonio, urea,
aminodacidos, etc. El sulfato de amonio es el mas ampliamente utilizado en
fermentaciones industriales. Una limitacién de iones de amonio en el medio ds
nutrientes causa una repentina transicion de la fase de crecimiento exponencial
a la fase de crecimiento lineal (12).

El tésforo se afiade en forma de fosfatos; el mas utilizado es el fosfato de
amonio. La concentracién de fosfatos controla la sintesis de lipidos y
carbohidratos y mantiene la integridad de la membrana; siendo también una
sustancia promotora del crecimiento (12).

Ademas de los elementos nutricionales ya mencionados, son importantes
también: el carbono, hidrégeno, oxigeno, potasio, hierro, azufre y magnesio. Asi
pues, las levaduras, como .las bacterias y otras formas de vida, requieren ¢e
estos materiales alimenticios para un apropiado crecimiento y reproduccién
(13).

Las vitaminas regulan el metabolismo del micrcorganismo y su funcién es
la de un cofactor enzimatico. Los requerimientos de las vitaminas esenciales
para los rangos de fermentacion dependen del microorganismo.

Saccharomyces cerevisiae, requiere de vitaminas. Para realizar una
funcién catalitica vital, las vitaminas deben ser suministradas en el medio o
sintetizadas por la misma levadura. Algunas de las vitaminas esenciales son:
biotina, niacina, riboflavina, tiamina, piridoxina, acido félico y acido pantoténico
{13\

~Acetobacter aceti, ha mostrado crecimiento en medios simples y
complejos, donde la mayoria de estas cepas no requieren de vitaminas. Utilizan
como fuente de carbono: etanol, lactato,hexosa, glicerol, y en pocas cantidades
el manitol y glutamato.



8. CONDICIONES AMBIENTALES.

Para que un proceso se desarrolle eficientemente, también es de
considerable importancia que se establezcan y controlen las condiciones
ambientales, para que el microorganismo transforme las sustancias nutritivas al
producto deseado con un maximo de eiiciencia. Entre las condiciones basicas
se encuentran el pH, concentracién de azlcar, temperatura y oxigeno.

El efecto del pH es muy importante en el control de la contaminacién, en e!
efecto del crecimiento del microorganismo y en la formacion ds subproductos
(12, 15). »

La concentracién de alcoho! es otro factor importante que determina el
rendimiento de fermentacion acética, la eficiencia de conversion de etanol del
microorganismo, lo cual es un pardmetro clave para la valoracién de la
fermentacién como tal {12, 15). :

Por otro lado, la temperatura se debe mantener siempre en los intervalos
optimos, tanto para el crecimiento como para la acciéon enzimatica. Se ha
observado gue operando cerca del rango de ia temperatura maxima se reduce -
la tolerancia al etanol asi come también se nota decremento rdpido de ia
viabilidad celular. (12, 15).

El oxi geno es necesario en los primeros momentos de la fermentacién
alcohdlica, particularmente para la reproduccién de las células en condiciones
6ptimas. Para la fermentacion acética, el oxigeno es un factor importante
durante todo el proceso (12, 15).

Las condiciones ambientales que Saccharomyces gerevisiae requiere
para su buen funcionamiento durante el proceso fermentativo, es un pH de 4.5 a
6.5 y una temperatura de 30°C. Para_Acefobacter . acefi se requiere de un
pH entra 4.5 y 5.0, una temperatura de 35°C, y una agitacion de 300 rpm. Se ha
observado que la cantidad de oxigeno incrementa significativamente la
concentracién de 4cido acético y que una mayor temperatura causa
desestabilizacion de la membrana y un rapido decremento en la viabilidad
celular (6).



C. DEFECTOS Y ENFERMEDADES DEL VINAGRE.

Después de que la fermentacién acética se ha completado, el vinagre no
debe ser expuesto al aire debido a que puede sufrir una oxidacién adicional
causada por las mismas bacterias acéticas durante el proceso de fermentacion.
Esto se ha observado cuando no hay alcohol suficiente o cuando la aireacidn
es excesiva, reduciéndose e! vinagre rapidamente a una condicion de baja
calidad (14).

Después que todo el alcohol ha sido convertido a &cido acético, las
bacterias del vinagre, igual que otras bacterias contaminantes, atacan al acido
mismo, causando una disminucion de la acidez total, en presencia del aire.
Estas situaciones pueden ser prevenidas llenando completamente el recipiente
y sellados fuertemente para excluir el aire, ya que el sabor y la calidad ds!
vinagre son mejorados por el afejamiento, pero puede ser usado
inmediatamente después de su generacién (14).
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1. HIPOTESIS

Empleando el agua de coco como sustrato, se producira &cido acético con
rendimientos similares a los reportados en proceso biolégicos para produccion
de vinagre.

2. OBJETIVO GENERAL.

El presente estudio propone la utilizacion del agua de coco para la
produccién de dacido acético y evaluar los rendimientos obtenidos. La
posibilidad se plantea realizarla a nivel laboratorio, determinando las
condiciones nutricionales y fisico-quimicas adecuadas para lograr el objetivo.

A. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Caracterizacion de la materia prima.

b)  Estandarizacién del inculo en agua de coco, para prodiccién

de alcohol por Saccharomyces cereyisiae

¢) Realizacién de fermentaciones alcohdhcas en agua de coco
determinando rendimientos.

d) Estandarizacién del inéculo en agua de coco, para produccién de 4cido

acético por Acetobacter acefi.

@) Aptacion y determinacion de un medio minimo con agua de coco, para

produccion de &cido acético para Acetobacter aceti
f) Realizacion de fermentaciones acéticas en agua de coco, evaluando los

rendimientos en el medio minimo seleccionado o en tal medio enriquecido
con glucosa.
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IV. MATERIALES Y METODOS.
1. MICROORGANISMOS.

Los microorganismos utilizados fueron una levadura Saccharomyces
cerevisiae (BCGC L-002) productora de etanol y una bacteria
Acetobacter acet! {(BCGC B-052) productora de &cido acético; ambas
cepas obtenidas del Banco de Cepas y Genes del CIATEJ.

2. REACTIVOS..

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y obtenidos de fuentes
comerciales conocidas.

3. EQUIPO.

Espectrofotémetro MRC Spectronic 20D, balanza analitica Chyo jupiter SDT-
200, estufa incubadora Felisa 133, agitador magnético corning Stirrer / Hotplate
PC-250, microscopio compuesto Microstar AQ 1130, campana de flujo laminar
Veco GVHL-B 18, orbital New Brunswick Scientific G 25, potenciometro Hanna
Instrument HI 8424, balanza granataria Chyo electronic JP-5000 micropipeta
Gilson 1000 ul, microdestilador Lab. Glass 10/18, camara de Neubauer,
autoclave Infra, campana de extraccion CIATEJ.

4. MEDIOS DE CULTIVO Y DE FERMENTACION.

A. Medios de Cuitivo.

MMA: Medio de mantenimiento para la cepa Acetobacter acefl.

Extracto de levadura 5.0 g/l
Peptona biotriptasa 3.091
Manitol 25.0 g/l
Agar 15.0 g/t

El medio se esterilizacién por calor himedo, 15 minutos a 121°C.
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MMS: Medio de mantenimiento para Saccharomyces cerevisiae.

Agua de coco 11,
Agar 25%

El medio de esterilizacion por calor himedo, 15 minutos a 121°C.
B. Medios de Fermentacion. .
Medios de ferméntacién aicohdlica para Saccharomyces cerevisiae
a) MFAL (;)

Agua de coco 1k
(NH4)2 SO4 0.28 g/l
b) MFAL ()

Agua de coco 1l

El pH de los medios se ajusto a 5.5 con H2S04 (1:1) 0 con NaOH (30 %).
Se esteriiiz6 a 121°C por 15 minutos.

Medios de fermentacion acética para Acetobacter acetl.

1) MFAC-1

Agua de coco fermentada 110t

2) MFAC-2

Agua de coco fermentada 1t
(NHa4)2 HPO4 0.28 g/l
3) MFAC-3

Agua de coco fermentada 1 K.
(NHa)2 HPQ4 0.28 g/l
KH2 PO4 0.25 g/l
4) MFAC-4

Agua de coco fermentada 1R
(NHa)2 HPO4 0.28 g/l
KHz2 PO+ 0.25 g/l
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Jugo de tomate 250 miAt

Acido citrico 0.12 g/!
Acido lactico } 1.0 g/l
5) MFAC-5

Agua de coco fermentada 11t
(NHa)2 HPO4 0.28 g/t
KH2 PO4 0.25 g/l
Jugo de tomate 250 mif
6) MFAC-6 .

Agua de coco fermentada 11t
(NH4)2 HPO4 0.28 ght
KH2 PO4 ' 0.25 g/l
Acido citrico 0.12 g/l
Acido lactico 1.0 g/l
7) MFAC-2*

Medio MFAC-2 enrigquecido con 60.0 g/ de glucosa y fermentado.

ElpH de los medios se ajusto a 5.0 con H2S80Q4 (1:1) o con NaOH
(30 %). Se esterilizé a 121°C por 15 mmutos
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S. TECNICAS ANALITICAS.
A.- Conteo directo de céulas por el método de azul de metileno.

Los reactivos utilizados fueron disuellos en agua destilada, segln . la
concentracién mencionada a continuacion: .

Azut de metileno 10 g/
Citrato de sodio 50 g/i

a) Procedimiento: _
En un matraz aforado, de 50 ml, poner 5 ml de muestra, 2.5 ml de azul ds
metileno y aforar con agua destiiada.

Tomar con una micropipeta de 20 ul una muestra y, con la ayuda de la camara
Neubauer, contar la poblacién microbiana total. Esta técnica permite conocer.
también la viabilidad, ya que la-pared celular de las levaduras muertas absorbe
e! colorante; y de ésta forma es facil identificar las células muertas de las vivas
(16).

B.- Determinacién de azicares reductores totales por el método de fenol-
sulfarico ART (17).

Los reactivos utilizados fueron: acido sulfarico concentrado y fenol al 5 % (v/v).
a) Procedimiento:

A 1 ml de la solucién problema se le adiciona 1 mi de fenol al 5 %, en
seguida se agregan 5 m! de acido sulfurico concentrado en forma brusca para
conseguir el efecto de la hidrélisis. Se deja enfriar durante 5 minutos a
temperatura ambiente, se agita y enseguida se pone a baiio de agua fria
durante 10 minutos.

Finalmente se lee absorbancia a 490 nm.

C.- Determinacién de etanol por el método de dicromato de potasio (18).
Los reactivos utilizados fueron:

Dicromato de potasio 33.768 g/
Acido sulfurico 325 mi

Se diluye el acido suifurico en aproximadamente 400 ml de agua
destilada, se deja enfriar y se agrega el dicromato diluido en aproximadamente
200 mi de agua destilada; y se afora en matraz a 1000 ml.
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- del cultivo.

a) Procedimiento:

A 1 ml de muestra se le agregan 2 ml de solucién de dicromato y se agita,
se deja reposar durante 10 minutos y posteriormente se agregan S mi de agua
destilada, para finalmente agitar.

Finalmente se lee absorbancia a 585 nm.

D.- Determinacién de la concentracién de Acido acético por el método de
titulacion (19).

Los reactivos utilizados son:Hidréxido de sodio 4.0g/
Fenoftaleina 50.0 g/l

a) Procedimiento:

A 5 ml de muestra se le agregan 3 gotas de fenoftaleina al 5 % (indicador),
posteriormente se titula con hidroxido de sodio 0.1N. Para sacar la
concentracion de &cido acético se observan los mililitros gastados de NaOH
durante la titulacién y se multiplican por su normalidad y por 0.060, que es e}
miliequivalente del acido acético, dividiéndose el resultado entre los mililitros
de la muestra a titular. El valor obtenido se multiplica por 1000 por tener la
concentracion reportada en g/l.

E.- Determinacién del desarrollo microbiano po; densidad 6ptica.

Del medio para crecimiento de Acetobacter aceti, se hicieron
diluciones 1:10 (v/v}), debido a la alta concentracién de células en el medio.

Posteriormente, se realizd un barrido de absorbancias entre 400 y 600 nm,
determinando una longitud de onda de 410 nm, con la que se midié crecimiento
del microorganismo a diferentes tiempos, a fin de llegar a determinar ia edad
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V. METODOLOGIA.
 A. ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS.
a) Curva de calibracién para la cuantificacion de azucares reductores totales.

Se realizé una curva de calibracién para la determinacion de azucares
reductores totales, por el método de fenol-sulfurico, se utilizé una solucién
patrén de sacarosa a una concentracion de 0.1 g/l. El rango de concentracion
fue de 0.01 a 0.1 g/l. Mediante un andlisis de regresién lineal se obtuvo una
ecuaciéon para el cdlculo de la concentracién de az(icares a partir de la
absorbancia de la muestra dada. l.a ecuacion hallada para la curva de
calibracién de azicares reductores totales fue: Y = 1.484091 x 10°2 .+
6.618455(X), aplicable en los rangos de absorbancia (Y) de 0.0796 a 0.6436
que corresponderia a una concentracion (X) de 0.01 y 0.1 g/l, respectivamente,
con un coeficiente de regresién de 0.99859 para 10 puntos.

b) Curva de calibracién para la cuantificacién de etanol.

Se realizé una curva de calibracién para la determinacién de etanol por la
técnica de dicromato de potasio se utilizd una solucidn patrén de alcohol etilico
a una concentracion de 20 g/l. El rango de concentracion a probar fue de 2 a 20
g/). Mediante un analisis de regresion lineal se obtuvo una ecuacién para sl
célculo de la concentracién final de etanol a partir de la absorbancia de la
muestra dada. Para la determinacion de etanol la ecuacién concentrada fue: Y
= 9.972724 x 10°3 + 4.722182 x 102 (X), aplicables para los rangos de
absorbancia (Y) de 0.0942 a 0.9693 que corresponde a una concentracion {X)
de 2 a 20 g/l, respectivamentg; con un coeficiente de regresién de 0.99894 para
10 puntos.

¢) Técnica de acidez titulable.

Se determind la concentracién de acido acético en la muestra por el
método de titulacién se utilizé como sustancia titulable NaOH 0.1N y como
indicador fenoftaleina al 5 % (p/v). Para obtener la concentracidn de &cide
acetico se multiplicaron los mililitros de NaOH gastados durante la titulacién por
la normalidad de éste y por 0.060, que es el miliequivalente del émdo acético,
dividiendo esto entre los mililitros de la muestra a titular:

ghde acido = _{ml gastados NaOH)(.N )(0.060) x 1000

acético. (5 mi)
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B. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA.

La caracterizacién de la materia prima se realizé mediante un anélisis quimico
del agua de coco, donde se analizaron o los siguientes componentes: azicares
reductores totales, azicares reductores libres, potasio, fésforo, sodio, calcio,
magnesio, zinc, grasas, proteinas y cenizas (35).

C. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO PARA
Saccharomyces cerevisiae.

Se probaron dos medios para estandarizar el inéculo de

Saccharomyces cerevisiae :
1. Medio MFAL (+)

2. Medio MFAL (-)
E! procedimiento empleado se describe a continuacién:

Se inocularon dos matraces de 500 m! que contenian 180 ml! del medio
MFAL (+) y MFAL (-), respectivamente, con 20 mi de la suspensién celular de fa
cepa crecida en medio sélido (MMS). La suspensién celular se preparé al
adicionar 5 ml de sclucién fisioldgica estérii (NaCl al 0.85 % p/v) a tubos
crecidos durante 24 horas, a una temperatura de 30°C. Los matracas se
incubaron a 30°C y a 250 rpm, por 24 horas y, posteriormente, el crecimiento en
medio liquido se determind por conteo directo en la cdmara de Neubauer, y el
porcentaje de viabilidad por tincién con azul de metileno. Se obtuvo fa curva de
crecimiento en {a que se analizaron muestras tomadas cada 2 horas durante 24
horas. .

D. FERMENTACION ALCOHOLICA EN AGUA DE COCO.
E! procedimiento seguido se describe a continuacién:

Se inoculd un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contenian 180 mi del
medio MFAL (+) con 20 mi del inéculo. E! indcule procedid de dos
propagaciones sucesivas a partir de una suspensién realizada de !a manera ya
descrita. Se incubaron estaticamente a 35°C por 24 horas y se sacaron
muestras a diferentes tiempos, a las cuales se les determind: aztcares
reductores totales y etanol. También se calculd el rendimiento de fermentacién
en base a la produccién de alcohol y al consumo de aztcares.
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E. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO PARA

Una vez lievada a cabo la fermentacién alcohdlica se decantaron los
medios a fin de tener sélo el medio fermentado y desechar la fevadura. Se
probaron seis diferentes medios enriquecidos cada uno con distinto nutrientes
(TABLA 4). En matraces de 500 mi, que contenian 135 mi del medio decantado,
se inocularon con 15 mi de una suspension de Acefobacter aceti acada
mairaz, y se incubaron a 30°C y 300 rpm por 48 horas, tomando muestras a
diferentes tiempos. Se realizé un barrido de absorbancias para determinar la
longitud de onda, que permitiera medir la densidad celular, siendo la de 410
am la seleccionada.

F. ADAPTACION Y DETERMINACION DE UN MEDIO MINIMO DE
PRODUCCION PARA _Acetobacter acetl

Al igual que el objetivo anterior, a partir del alcohol .obtenido de la
fermentacién, se probaron los mismos seis diferentes medios (TABLA 4). En
matraces de 500 ml,que contenian 135 ml, del medio decantado se inocuiaron
15 mi de una suspensiéon de Acetfobacter _acetli a cada matraz, y se
incubaron a 35°C y 300 rpm por 32 horas, tomando muestras a diferentes
tiempos. Posteriorments, se llevé a cabo la técnica de acidez titulable para
" determinar fa concentracion de &cido acético producido y establecer el medio
minimo para la cepa (FIGURA 5).

G. FERMENTACION ACETICA EN AGUA DE COCO.

La fermentacién acética se llevo a cabo en los medios fermentados,
obtenidos de dos maneras diferentes:

a) Utilizando el medio minimo seleccionado (MFA C-2), se siguieron los
mismas pasos de las fermentaciones anteriores, donde una vez decantado el
aicohol se afiadieron los nutrientes correspondientes al medio. Realizandose
andlisis de azucares reductores totales y etanol. Asi mismo, se monitored el
consumo de alcohol y 1a produccién de acido acético a diferentes tiempos a
35°C y 300 rpm. A partir de los resuitados obtenidos an 10s anélisis, se
determind el rendimiento de produccién de acido acético en base al sustrato y
la eficiencia de fermentacién.
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b) Se enriquecié el medio seleccionado (MFAC-2*) hasta 100 g/l de
azUcares, se utilizé dextrosa anhidra, fermentando el medio y decantandolo
para separar la lavadura. A 180 ml de medio se le adicionaron los nutrientes
correspondientes, y se inocularon con 20 ml de inéculo de Acetobacter
acetf , crecida previamente en el medic minimo, incubandose a las
condiciones de 35°C y 300 rpm. Posteriormente, se analizé la produccion de
Acido acético por la técnica de acidez titulable, asi como el consumo de alcohol.
A partir de los resultados obtenidos en los analisis, se determiné el rendimiento
de produccién de 4acido acético en base al sustrato y la eficiencia de
fermentacién.
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VI. RESULTADOS.

1. CARACTERIZACION DE LA MATER!A PRIMA.

Enla Tabla 3 se muestran los resultados de los andlisis de laboratorio
de la composicién del agua de coco, comparados con los datos reportados en
la bibliografia. Podemos observar que el agua de coco contiene una apreciable
cantidad de azucares, aproximadamente 40.0 g/l, ademas de una cantidad
abundante de minerales.

2. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO PARA
Saccharomyces cerevisiae,

En la Figura 6 se muestra el crecimiento -celular y el porcentaje de
viabilidad de la levadura en el medio MFAL (-) y MFAL (+), durante 24 horas.
Como se puede apreciar, estas curvas de crecimiento presentan una pequefia
fase de adaptacién durante las primeras 2 horas, empezando posteriormenie la
" fase logaritmica en las horas siguientes, la cuai se mantiene hasta las 10 horas,
obteniéndose una poblacién de 132.5 x 10€ cel/ml y una viabilidad de! 100 %
para el medio MFAL (-) y 192. 5 x 108 cel/ml y una viavilidad del 100% para !
medio MFAL (+).

3. FERMENTACION ALCOHOLICA EN AGUA DE COCO.

La Figura 7 nos muestra el consumo de aztcares reductores totales asi como
el alcohol producido por la levadura en el medio MFAL (+) a nivel matraz de 500
ml; como se puede observar hay un consumo constante de azucares mientras la
produccién de alcohol se va incrementando hasta 19.68 g/l a las 24 horas, a
. partir de lo cual tiende a estabilizarse, habiendo consumido finaimente un 88 %
de sus aztcares, con un rendimiento de 0.50 (g/g) y una eficiencia d¢ -
fermentacién de 0.98 %.

4. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO Y
PRODUCCION DE ACIDO ACETICO POR Acetobacter acetl.

En las Figuras 8 a la 13 se observa el crecimiento da la bacteria en los seis
primeros medios probados, durante 48 horas. Como se puede apreciat en las
curvas de crecimiento y produccién no se presenta la fase de adaptacién,
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empezando la fase logaritmica en las primeras horas, la cual se mantuvo hasta
las 48 horas de incubacién. Se decidio tomar como edad del inéculo un tiempa
de 32 horas. Se selecciono el medio MFAC-3 para el crecimiento bacteriano
con una densidad éptica de 2.0457 ( A 410 nm x dit ), para los experimentos
posteriores. Por otro lado, como también se observa, se muestra la produccién
de acido acético en  los mismos medios, siendo el medio MFAC-2 el que
mostré mayor concentracion del producto (20.0 g/f). En la Tabla 5 se observa la
produccién de Acido acético los seis diferentes medios, donde se puede notar
claramente la diferencia de produccién entre estos.

5. FERMENTACION ACETICA EN AGUA DE COCO.

En las Figuras 14 y 15 se muestra la fermentacién alcohdlica, en el medio
MFAL (+) normal y enriqueciéndolo con glucosa; donde se muestra gl consumo
de azicares y la produccién de alcohol, siendo de 14.30 g/l la concentracién de
alcohol producido en el medio normal y 37.35 g/l la concentracién de alcoho!
producido en el medio enriquecido.

En las Figuras 16 y 17 se muestra el consumo de alcohol y la produccién de
acido acético en los medios MFAC-2 y MFAC-2*, donde se pudo obsetvar que
en ambas curvas no se presenta fase de adaptacion, comenzando la fase
logaritmica en fas primeras horas, manifestdndose hasta las 32 y 40 horas de
incubacién.

Del medio MFAC-2 se alcanzd una concentracidén de acido acético de
aproximadamente 17.0 g/l con un rendimiento de .49 (g/g) y un rendimiento de
acidez de 1.14 g/l. Del medio MFAC-2* se alcanz6 una concentracién de acido
acético de aproximadamente 41.0 g/l con un rendimiento de .49 (g/g) y un
rendimiento de acidez de 1.10 g/t {TABLA 6).
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VIl. DISCUSIONES.

1. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA.

Se ha reportado que el agua de coco es un medio fico en nutrientes, entre ellos
azucares, fuentes de nitrégeno, sales minerales, grasas, etc. (2). Esto ha
permitido emplearla en diferentes procesos, algunos de los cuales a escala
industrial,

En éste trabajo se pudo observar que ia concentracién de azucares
(aproximadamente 40.0 g/i), es ligeramente mayor comparada con los datos
reportados (ver tabla 4). Esto es un factor importante porque, para que podamos
obtener y/o alcanzar las concentraciones deseadas de 4cido acético, se deberia
tener una concentracidn de azlcares en el medio entre 90 y 100 g/l. Esto
representa una necesidad de enriquecer el agua de coco con un porcentaje
adgicional de azucares (60.0 g/l), para obtener las concentraciones adecuadas
de -acidoe acético. Sin embargo, resultard atractivo, ya que no habr& que-
adicionar nutrientes o fuentes de nitrédgeno, fdsforo, etc., necesarios para el
metabolismo celular de algunos microorganismos, porque son proporcuonados
an forma natural por el mismo sustrato.

2. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO PARA
Saccharomyces cerevisiae,

Con el propdsito de conocer la fase de crecimiento asi como la viabilidad, que
refleja el estado fisiolédgico de la levadura, se optdé por realizar ia
estandarizaciéon de estos pardmetros para conocer el tiempo en que la célula
estd en las mejores condiciones metabdlicas. E! mejor resultado presentd un
tiempo 6ptimo de crecimiento de 10 horas con una viabilidad del 100% y con
una poblacién de 192.5 x 108 céi/ml.

Pueds notarse que se obtuvo un buen nivel de crecimiento celular y alta
viabilidad de la levadura en medio liquido enriquecido con la fuerte de
nitrégeno MFAL (+). Al observar el comportamiento de la levadura en el medio,
el tiempo de indculo recomendado de 10 a 12 horas resulté adecuado para

- nuestro trabajo, pudiéndose comparar con los tiempos de indculo empleados

en los procesos comerciales, que usan una edad no menor de 24 horas (6).

3. FERMENTACION ALCOHOLICA EN AGUA DE COCO.

En fa fermentacién alcohdlica a nivel matraz, la levadura mostré los resultados .
deseados y reportados en la bibliografia, al consumirse casi la totalidad (90 %)
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de azdcares reductores de24 totales y producirse la cantidad requerida de
etanol, logrdndose alcanzar el objetivo en rendimiento y eficiencia de
fermentacién, cuyos valores respectivos fueron: 0.50 (g/g)y 98 %.

Los resultados obtenidos apoyan la posibilidad de usar agua de coco como
materia prima, por su gran contenido de nutrientes y buenos rendimientos de
produccién.

4. ESTANDARIZACION DEL INOCULO EN AGUA DE COCO Y
PRODUCCION DE ACIDO ACETICO POR  Acetobacter acetl.

Con el objeto de conocer el tiempo en que la célula esta en éptimas
condiciones para llgvar a cabo la transformacién del etanot a acido acético, se
realizé la estandarizacion del indculo en el medio MFAC-3 seleccionado, el
cual permitié que el microorganismo alcanzara un mayor crecimiento en
comparacién con los otros medios. Se observo el comportamiento de la cepa en
el medio, y e! tiempo de indculo requerido para este objetivo fue de 32 horas,
pudiéndose comparar con los tiempos de indculo empleados en procesos
comerciales {utilizando ofro sustrato para fermentacién), que utilizan una edad
de indculo no menos de 24 horas (7). Por otro lado, se obtuvo una buena
produccidén de acido acético de acuerdo a ta concentracion de etanol obtenido
del medio probado y seleccionado MFAC-2, aunque se observé poca diferencia
significativa entre los tres primeros medios de prueba para la produccién de
acido acético (ver tabla 5), se puede notar la importancia de los nutrientes
requeridos, haciendo posible cumplir el objetivo con el medio seleccionado.

5. FERMENTACION ACETICA EN AGUA DE CGCO.

Debido a que en los medios de agua de coco, no se logré aicanzar
concentraciones mayores de azdcares de 40.0 g/i, fue necesario llevar a cabo
el enriquecimiento del medio seleccionado con glucosa. La concentracién de
azucares de 100.0 g/l se seleccioné a partir de los datos de produccién de
alcohol de la levadura utilizada por otros trabajos (20), lo cual permitiria obtener
concentraciones de alcohol hasta de 45.0 g/l.

- A este respecto, en el medio de agua de coco enriquecido se alcanzé un
concentracion poco menor a 40.0 g/l de alcohol. Posteriormente, la conversién
de alcohol a acido acético permitié alcanzar una concentracién de 40.0 g/t de
acido acético. Esta concentracién puede ser consicerada adecuada ya que el
vinagre comercial llega a tener una concentracién de 40.0 a 50.0 g/l de acido
acstico. _

Desde luego, el producto con agua de coco representaria una ventaja
adicional ya que no requeriria una puriticacién adicional, para su
comercializacién y consumo, puesto que tiene una apariencia comercial
deseable.
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Vill. CONCLUSIONES.

1. Actualmente existe poca investigacién relacionada con la utilizacién def agua
de coco, que se desperdicia en grandes cantidades en las costas de Jalisco.
Siendo un sustrato rico en aziucares puede ofrecer grandes alternativas para la
produccidon de vinagre, muy utilizado para la elaboracion de conservas y salsas.
A fin de minimizar la contaminacién, principalmente de los suelos, y dado que
este representa un costo negativo para las industrias que lo desperdician, en
este trabajo se observé que su aprovechamiento resuitaria econémicamente
atractivo, ya que permitiria obtener un producto de valor comercial competitivo
que justificara su recuperacion.

2. Se observé una edad del indéculo de 10 horas, para Saccharomyces
cerevisiae, la cual es mejor que otras usadas en la industria aicoholera.

3.- Se determind que el medio minimo para la produccién de acido acético por
er aceti, en agua de coco solamente contenia como nutriente
{ NH4 )2 HPOa.

4. Se logr6 obtener una concentracion de acido acético de 40.0 g/l, la cual
puede ser comparada con la cantidad contenida normalmente en los vinagres
comerciales {(40.0 a 50.0 g/l). Esto se logré, sin embargo, enriqueciendo el
medio con glucosa .
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TABLA 1. SUBPRODUCTO
AGUA DEL ESTADO DE JALISCO

IX. TABLAS.

COCO DE

S DE LA INDUSTRIALIZACION DEL

COMPONENTES PRODUCCION APROVECHAMIENTO DESECHO
ANUAL ( ton ) (%) (%)
COSTA CIHUATLAN
COCO DE AGUA 28 000 2000 70 30
ESTOPA 9 800 700 70 30
HUESO 3 300 240 30 70
500 40 - 60

AGUA 7 000
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TABLA 2. COMPOSICION TIPICA DEL AGUA DE COCO

MADURO (2 ).

COMPONENTES CANTIDAD UNIDAD

Solidos totales 8.9 % volamen (p/v)

Azucares reductores

( Invertidos ) 3.34 % voliamen (p/v)

Azucares reductores

( después de inversién ) 3.15 % volomen (p/v)

Cenizas 0.50 % volumen (p/v)

Grasas 1.0 % volumen (p/v)
| Protainas 1.0 % volimen (p/v)

Ca 68.8 mg/l

K 375 mg/l

Mg 30.0 mg/l

P 202.0 mg/l

Na 105.0 mg/l

Zn 6.1 mg/l
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TABLA 3. COMPARACION DE LA COMPOSICION DEL AGUA DE

CcOoCoO
COMPONENTES - ANALISIS DE DATOS UNIDAD
LABORATORIO BIBLIOGRAFICOS
CIATEJ (2)

Sélidos totales 9.98 8.96 % Volimen
Grasas 0.01 1.0 % Volumen
Cenizas - 0.53 0.50 % Voltimen
ART 3.84 3.35 % Volimen
( Invertidos )

ARD 3.50 3.15 % Volamen
Ca 71.5 68.8 mg/l

Mg 46.7 30.0 ma/l

K N 36.8 37.5 | mg/l

Zn 5.8 6.1 mg/t

P 197.6 202.0 mg/|
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TABLA 4. MEDIOS EMPLEADOS EN LA DETERMINACION DE UN MEDIO MINIMO DE

PRODUCCION Y CRECIMIENTO PARA Acetobacter acetl.

AGUADE | (NHa)zHPO4 | KH2PO4 | JUGO AC AC,
oco (g/! (g/1) DE ciTRico |LACTICO | GLucosa
MEDIOS DE FERMENTACION ( F ) FERMENTADA g/1) T({)r;A)TE TRico | AT | s
AC- - - - - -
AGUA DE COCO MEAC-T i -
MFAC-2 0.28 - - - -
AGUA DE COCO ( F ) + ( NH4 )2HPO4 I : -
MFAC-3 _ _ -
AGUA DE COCO (F ) + ( NH4 )2HPO4 " 0.28 0.25 .
MFAC-4
AGUA DE COCO (F ) + TODO I 0.28 0.25 25 0.12 1.0 )
MFAC-S
MFAC - 3 + JUGO DE TOMATE I 028 025 25 - )
. 1
MFAC - 3 + AC. CITRICO . 025 ) 0.12 ) )
+ AC. LACTICO. MEAC-6 o . 4
MFAC - 2 » GLUCOSA MFAC-2% 0 0.28 - - - - 60




TABLA 5. PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE ACIDO ACETICO EN
LOS SEIS DIFERENTES MEDIOS.
MEDIOS PRODUCCION Y p/s
AC. ACETICO
(g/t)
MFAC -1 12.96 0.75
MFAC - 2 16.25 1.18
MFAC -3 13.01 0.78
MFAC - 4 2.056 0.40
MFAC-5 6.67 0.48
MFAC-6 2.056 0.14

CONDICIONES : 30°C, 300 rpm por 32 horas.
Y p/ s : Rendimiento de acido acético.
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TABLA 6. RENDIMIENTOS DE LA FERMENTACION ACETICA

MEDIOS RENDIMIENTOS RENDIMIENTOS  CONCENTRACION
‘ ALCOHOL ACIDEZ MAXIMA DE
AC. ACETICO. ( g/l )
MFAC.-2 0.49 1.14 16.30
1.10 40.16

MFAC-2* . 0.49

CONDICIONES : 35°C, 300 rpm por 32 y 40 horas.
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X. FIGURAS,

-

SUSTRATO COMO FUENTE DE AZUCARES

;

Saccharomyces cerevisiae
PROCESO < l
ANAEROBIO
ETANOL (2 CatsOH + 2C0O2)
etanol biéxido de
carbono.
—
ETANOL
PROCESO l
AEROBIO Acetobacter acet]

ACIDOACETICO  ( CHsCOOH + H20 )

4c. acético agua.

FIGURA 1 : ESQUEMA GENERAL DE PRODUCCION DE ACIDO
ACETICO.
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ETANOL [ Es_: citocromo 553 |
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H
i
¥
[cirocrowio oxioasa |

Y X {CN)
[E <——  ACETALDEMDO _______, E’] / \
\ / 120 2

ACIDO ACETICO
NADPH2

thf—— x

FIGURA 2. VIA METABOLICA PARA LA PRODUCCION DE ACIDO
ACETICO POR Acetobacter acet] (6).

E1: Alcohol-citocromo 553 reductasa

E2 : Aldehido deshidrogenasa. |
Ea: Aldehido deshidrogenasa dependiente de NADP.

NADP : Nicotinamida adenindinucleétido fosfato. |
(CN ) : Cianuro.

PCMB : p-cloromercuriobenzoato.
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FIGURA 3. COMPOSICION PROMEDIO DEL COCO DE AGUA (2).
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MICROORGANISMOS + NUTRIENTES +

CONDICIONES
AMBIENT ALES

levaduras,
becterias,
hongos,

tejtdo celular,
etc.

CHON.,
S.p.
minerales,
vitaminas,
metales,
etc.

temperatura,
azucar,
viscosidad,
DH;

02 disuelto,
etc.

FERMENTACION
e ——————————

FERMENTACION

g» [MICROORGANISMOS * CO2 + pRoDUCTOS

FIGURA 4. FACTORES CARACTERISTICOS NECESARIOS PARA LA
REALIZACION DE UN PROCESO FERMENTATIVO ( 12 ).

PRODUCTOS

(intray

extracelulares )



MEDIOS DECANTADOS

MFAC-1 MFAC-2
@
A aceti Suspension
MMA - celular .
30°C/72h MFAC-3 _ MFAC-4
MFAC-5 MFAC-6
FERMENTACION ACETICA
30°C a 300 rpm por 32 h.
FIGURAS. SECUENCIA EXPERIMENTAL PARA LA REALIZACION DE LA

FERMENTACION ACETICA POR  Acetobacter aceti EN SEIS
DIFERENTES MEDIOS. -
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FIGURA 6 : CRECIMIENTO CELULAR Y VIABILIDAD EN EL MEDIO

MFAL (+) Y MFAL (-) Saccharomyces cerevisiae -
( 30° C, 250 rpm, 24 h ).
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FIGURA 7

ALCOHOL EN EL MEDIO MFAL (+)
Saccharomyces cerevisiae .
{ 35° C, 250 rpm, 48 h ).
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FIGURA 8 : CRECIMIENTO Y PRODUCCION POR Acetobacter acetl

EN MFAC-1 ( 30° C, 300 rpm, 48 h ).
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FIGURA 12 : CRECIMIENTO Y PRODUCCION POR Acetobacter acetl
EN MFAC-5 ( 30° C, 300 rpm, 48 h ).
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XI. ANEXO .

CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS.

1. Rendimiento

El rendimiento (Y p/s) son los gramos del metabolito en cuestién entre los
gramos de sustrato consumido.

Y(p/s) = nol (final) - nol (inicial) -
g ART (final) - g ART (inicial)

Y(p/s) = g _de &c. acético (final) - g de &c. acético(inicial)

g de etanol (inicial) - g de etanol (final)

2. Eficlencia de fermentacion.

La eficiencia es la reiacién entre el rendimiento del metabolito obtenido y el
rendimiento tedrico reportado por el metabolito deseado.

E, % = Ypis_(experimental)
Yp/s (tedrico)

E, alcohol = _ Ypis ' E, 4c. acético = 'xnls
' 0.51 1.3
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