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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo de investigacion fue de obtener

vinagre por el proceso de fermentacion sumergida a partir de alcohol etilico.

La preparacion del mosto se hizo con 10% de jugo de cafa, 25%
Vinagre, 10% de alcohol etilico y 55 % de agua potable, Urea (1g/L) y fosfato
de Diamonio (3g/L). Se esterilizé el mosto dentro de un recipiente sellado
herméticamente en autoclave a 121°C, 14.7 Ib de presion durante 15
minutos. Posteriormente se enfrio el mosto a temperatura ambiente y luego

se le afadi6 al bioreactor air lift. La fermentacion acética sumergida se inicié
agregando el 10% de indéculo en la concentracion de 2.30E +08 Bacterias

acéticas /mL. Se oper6 a una temperatura ambiente promedio de 28 ° C.

El producto obtenido llego a alcanzar 5.91 g/l de acidez total, 2.84 pH,
0.3 °GL y un rendimiento 58.06 %, siendo sometido a control de calidad con
una serie de analisis organolépticos y fisicoquimicos, cumpliendo con las
normas establecidas por INDECOPI. Los resultados de dichos analisis
fueron satisfactorios por lo que se considera aceptable para el consumo

humano.



INTRODUCCION

En el departamento de Lambayeque, asi como en muchos otros del
pais se comercializan vinagres producidos de la dilucion del acido acético

glacial, lo cual atenta contra la salud de la poblacion.

Los vinagres que se comercializan no cumplen las especificaciones
técnicas, optando por este método debido a que el proceso tradicional de

obtencion de vinagre a partir de uva, les demanda mucho costo y tiempo.

Ante la urgente necesidad de encontrar tecnologias de bajo costo que
haga uso de los recursos naturales de la region se plantea como alternativa
una solucion biotecnoldgica la produccion de vinagre a partir de alcohol

etilico.



3.0.- FUNDAMENTO TEORICO.

3.1 EL VINAGRE.

Es un producto resultante de la fermentacion acética de

bebidas alcohdlicas de diluciones de alcohol etilico.

El vinagre puede ser definido como un condimento hecho de
materiales azucarados o amilaceos por fermentacién alcohdlica y
subsecuentemente acética. Los otros constituyentes dependeran de
la naturaleza que de la materia prima que ha sido sometida a

fermentaciones.

El valor de concentracion minima del acido acético en vinagre
esta dado por regulaciones a 40 g/l a 20 °C. El acido acético
comestible o vinagre debe ser de origen biologico.

ALVA, R. Y ROMERO, J. (2001). 2

Segun la Norma Técnica Peruana (NTP 209.020 — 209.065
1970) (7) se tiene: de Vino (resultante de la fermentacion acética del
vino); de Alcohol (resultante de la fermentacién acética de la dilucion
de alcohol rectificado); Otros vinagres (obtenidos por la fermentacion

acética de bebidas alcohdlicas de cereales, de frutas o de hidromiel)



TABLA 1

Normas estadndares establecidas para el vinagre de vino

Densidad a 20 °C (g/ml) 1.01-1.02
pH minimo 2.8
Acidez Total (%) 4.0
Acidez fija en (%) de &cido tartarico 0.1-0.3
Alcohol en volumen a 20 °C, max. % 1.0
VOL.

Extracto Seco a 100 °C, Min (%) 1.2
Cenizas Totales min (%) 0.1

Nota. INDECOPI 209.020 — 209.065 (1970) (7)




TABLA 2

Normas estandares establecidas para el vinagre de alcohol

Densidad a 20 °C (g/ml) 1.05-1.013
pH minimo 2.8
Acidez Total (%) 4.0
Alcohol en volumen a 20 °C, max. % 1.0
VOL.

Extracto Seco a 100 °C, Min (%)

1.2
Cenizas Totales min (%)
0.02
Reaccion de cenizas
Neutra
Furfural.
Exento

Nota. INDECOPI 209.020 — 209.065 (1970) (7)




3.2 EL ALCOHOL.

Conocido como etanol, alcohol de grano simplemente
alcohol es un liquido incoloro de olor propio, con una
densidad de 0.79 a 15 °C y un punto de ebullicion de 78.32

°C a (760 mm Hg) el cual es soluble en agua y éter.
Existen diversas clases como:

» Alcohol fino, Neutro o Rectificado: Tiene un grado
alcohdlico de 96.0 — 97.9 °GL es principalmente usado para
la preparacion de productos farmacéuticos, cosmeéticos vy

para el consumo humano.

» Alcohol Industrial (96.5°C): Es generalmente
desnaturalizado con %2 - 1% en peso de piridina y a veces es
decolorado para su facil reconocimiento con violeta de
metilo. Es usado para propésitos industriales como solvente
como combustible y para la conversion de diversos

productos quimicos.

» Alcohol Desnaturalizado: Es corriente posee 90 °GL, el
alcohol industrial a sido desnaturalizado y coloreado,

generalmente es usado en alumbrado y para calentamiento.

» Alcohol Absoluto o Anhidro (99.7 -99.8 °GL): Es usado
como insumo en la fabricacion de alcohol carburante y en la

produccion alcohdlica fina Vodka, Wisky, etc.)



» Alcohol Carburante: Llamado también alcohol
combustible, se obtiene en la deshidratacion de alcohol
etilico por aplicacién de un solvente organico que arrastra el
agua contenida en el alcohol y se practica en forma comun

con el hexano, benceno, etc.
MADRID, A. (1993). @)
3.3 FERMENTACION.

Proceso catabdlico de oxidacion incompleta que tiene
como resultado un compuesto organico del cual depende su
denominacion asi tenemos: Fermentacion Alcohdlica,
Homolactica (lactica), Heterolactica, Acido mixta (acética),

Propiodnica, Butilica, Acetobutilica y Butanodiolica.
OWEN P. WARD. 1989 (9)
3.3.1 FERMENTACION ACETICA

Conversion del alcohol etilico en acido acético
mediante una reaccion oxidativa catalizada por las enzimas

de la especie acetobacter
La reaccion global:
C,HsOH + O CH3COOH + H,O + 495,6 KJ

Alcohol Oxigeno Acido Agua

Etilico Acético

ERTOLA, R., YANTORNO, O. y MIGNONE, C. (1994 5



FIGURA 1
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ERTOLA, R., YANTORNO, O. y MIGNONE, C. (1994 (5



3.3.2 FERMENTACION ACETICA SUMERGIDA

acéticas

Proceso oxidativo llevado a cabo por las bacterias

(acetobacter) las cuales transforman el alcohol de la

mezcla alcohdlica en acido acético, estas bacterias estan

sumergidas en el liquido el cual esta inyectado de oxigeno de

manera

constante proveniente de un aireador que genera

pequefias burbujas en el reactor. Este oxigeno es de vital

importancia para que las bacterias mantengan su actividad vital

FIGURA 2

Fermentacion Acética Sumergida
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Biotecvida (2004). ()

3.4 BIOQUIMICA DE LA REACCION

Reaccion de oxidacion incompleta ya que el poder
reductor resultante es transferido al oxigeno. La
secuencia es la siguiente: conversion de etanol a
acetaldehido mediante un alcohol deshidrogenasa

especifico de NAD O NADP. Luego se produce una



hidratacibn que convierte el acetaldehido en
acetaldehido hidrato para finalmente oxidarse con
acetaldehido deshidrogenasa en acido acético por mol
de etanol, de 1 litro de alcohol de 12% se produce 1 litro
de acido acético del 12%, todo esto bajo una adecuada
inyeccién de oxigeno de manera constante llegando a
producir 6 ATP por mol de acido acético

ALVA, R. Y ROMERO, J. (2001). (2)

FIGURA 3
Reacciones Metabdlicas

% Oz H>O NADP* NADP + H
Alcohol Aldehido
Deshidrogenasa Deshidrogenasa
CHsCH,OH —* CHsCHO — CHs;CH(OH),™ CHs;COOH
Etanol Acetaldehido Hidrato de Acido
Acetaldehido Acetico

ALVA, R. Y ROMERO, J. (2001). (2)

3.5 BACTERIAS ACETICAS.

Microorganismos que se presentan regularmente en el
néctar de las flores y hojas, en hortalizas y frutos, en frutos en
descomposicién y en otras partes de la planta que contengan
azlcar, asi como en el zumo de plantas, cerveza y vinos. Son
aerobias estrictas que dependen del oxigeno y cubren sus
necesidades energéticas mediante la respiracién, estas
bacterias pueden utilizar como sustrato azucar y también
alcoholes sencillos. Con menor frecuencia se encuentran

también en suelos y aguas.



Estos microorganismos son bacilos Gram negativos, de 0.6 —
08 um de grosor y 1.0 - 3.0 um de longitud, no espordgeneas, la
mayoria de veces moviles por flagelo. Se diferencian 2 grandes
grupos. Los representantes de uno de ellos oxidan los azucares y
alcoholes a sus correspondientes cetonas y acidos pero no pueden
seguir degradandolos a CO: y H20; se trata de las suboxidantes
agrupadas hoy en el género GLUCONOBACTER antes Acetobacter,
encuadrado dentro de la familia Pseudomonadaceae.

Los representantes del otro grupo, por el contrario, pueden
seguir degradando las cetonas y los acidos hasta CO2 y H>O; estas
son las Superoxidantes, que actualmente se incluyen solos en el
género ACETOBACTER su inclusién en una familia todavia no esta

clara.

Las primeras especies descritas como suboxidantes se
consideras hoy todas como subespecies del Gluconobacter
Oxidans. Oxidan el etanol a &acido acético con una rapidez algo
menor que el acetobacter. En Biotecnologia se aprovecha sobre todo
su capacidad para oxidar los azucares y alcohol a sus
correspondientes cetonas y acidos; asi pueden obtenerse productos
como el &cido L-ascoérbico y el acido Tartarico de manera mas

rentable que por sintesis exclusivamente quimica.

Dentro del género Acetobacter “Superoxidante” se diferencian
tres especies con distintas subespecies. Ademas del etanol son
buenos sustratos las hexosas y la glicerina, la manita apenas se
utilizada y la lactosa, dextrina y almidén no se emplean en absoluto.
La especie mas importante desde el punto de vista industrial es el
Acetobacter Aceti. A ella pertenecen como cepas de cultivo las ssp.
Orleanse, las bacterias del vinagre del vino y de la acetificacion rapida
gue tiene las tasas de conversion del etanol en acido acético.
Necesita vitaminas (acido Pantoténico, acido p-aminobenzoico), que

estan a su disposicion en el vino. La ssp. Xylinum se encuentra en las



heces del vinagre madre o formando una capa solida, correosa en los
depositos de vinagre (Proceso Orleans). Tiene una eficiencia limitada
y resultan indeseables porque tienen olores y aromas desfavorables.
La Acetobécter Aceti es capaz de utilizar sales amoénicas como Unico
suministrador de nitrdgeno, en contraste con las Acetobacter Xylinum,
La otras dos especies, Acetobacter Pasteurians y Acetobacter
Peroxydans no tienen aplicacion en la elaboracion del vinagre.

OWEN P. WARD. (1989) @)

3.6 PARAMETROS QUE CONTROLAN LA FERMENTACION

3.6.1 TEMPERATURA

Como ya hemos visto la temperatura tiene mucha
importancia en el desarrollo de los microorganismos
responsables de la fermentacién y para este caso se utiliza de
27 °C — 30 °C que es el rango de temperatura en el cual van a
actuar las bacterias acéticas para este caso se utiliza de 27 °C —
30 °C que es el rango de temperatura en el cual van a actuar las

bacterias acéticas

3.6.2 OXIGENO DISUELTO.
En la fabricacion del vinagre el oxigeno es el nutriente
mas importante. Teodricamente cada gramo de acido acético
producido, necesita 1.8 litros de aire conteniendo 21% de

oxigeno a la presion de una atmosfera

La demanda de oxigeno de las bacterias es distinta,
dependiendo de la velocidad de acetificacion y la densidad
celular. En literatura se encuentran valores de la demanda de
oxigeno por bacterias acéticas desde 10-80 milimoles

Oq/litro/hora cuando se utilizan técnicas de cultivo sumergido.



Para garantizar la cantidad de oxigeno necesario para la
aireacion de oxidacion enzimatica, el nivel de oxigeno disuelto
en el liguido debe de mantenerse alto mediante un sistema
eficaz de aireacion. Como tanto el sustrato como el producto
son volétiles, parece lo mas conveniente usar un sistema que
logre la suficiente transferencia de oxigeno sin que haya
demasiadas pérdidas por evaporacion y esto se logra
satisfactoriamente con menores cantidades de aire si se

dispersa en pequeifias burbujas.

3.6.3 NUTRIENTES.
Ademas de oxigeno, las bacterias necesitan de
determinados nutrientes, tanto para la formacion del acido

acético como para la multiplicacion celular.

Al utilizar como mosto la dilucion de alcohol etilico es
necesario agenciarse de otros nutrientes como melaza, jugo
de cafa, urea, fosfato de amonio, etc que satisfagan las

demandas nutricionales de las bacterias acéticas.

3.6.4 PRESION.

A la presion de una atmosfera.

4.0.- MATERIALES Y METODOS.

4.1.0 MATERIALES.
4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizé un cultivo de Bacterias Acéticas procedente del
Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de Ciencias

Biologicas, Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.



4.1.2 MEDIO DE PRODUCCION.

Debido a que el mosto no presentaba los nutrientes
necesarios para el normal desarrollo de las bacterias se hizo

uso de los siguientes nutrientes

> JUGO DE CANA.

El medio de fermentacién que se utilizd no proporciona
una fuente adecuada de carbono a las bacterias acéticas. Por
ello es necesario el uso de jugo de cafia, pues es una fuente
gue satisface las demandas de energia por las bacterias.

> UREA (NH2 — CO — NH,). (¢)

Para satisfacer la demanda de nitrégeno por las
bacterias acéticas. La urea es un solido cristalino, blanco
e inodoro, de sabor fresco y salino; es soluble en

alcohol, agua y glicerina y se descompone por el calor.

> FOSFATO DE DIAMONIO. (NH4)2HPO: (7)

La utlizacion de Fosfato de diamonio es
recomendado como fuente nitrogenada debido a los
beneficios sobre el rendimiento y velocidad de

fermentacion.

Son Gréanulos o cristales blancos, grises o negros
Inodoro, soluble en agua, no presenta propiedades
toxicas, oxidante ni explosivas Se usa como abono

nitrogenado.



4.1.3 REACTOR DE FERMENTACION.

DIMENSIONES:

Las dimensiones del reactor son:

v Diametro :11.2 cm.
v Altura :44.4 cm.
VOLUMEN:

v Volumen Operativo: 75%
v" Volumen Total: 4 Litros

MATERIAL DE CONSTRUCCION:

v' Metacrilato de Metilo (Acrilico)

ACOPLAMIENTOS:
[0 Toma Muestras Entrada

[0 Diametro nominal 1/8”

CORTADOR DE ESPUMA:
[0 Motor de 12 Voltios Corriente Directa
[0 Potencidmetro

0 Transformador.



FIGURA 4

Reactor de Fermentacion
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42.0 METODOS.

4.2.1 Procedimientos:

A. ACONDICIONAMIENTO DEL BIORREACTOR.

Se acondiciond un Biorreactor modelo "air lift’, el cual se
esterilizé vacio; para lo cual se emple6 hipoclorito de
sodio al 20% durante 5 minutos. El aire insuflado se

esterilizé por burbujeo en una solucién de NaCl al 30%.
B. ESTANDARIZACION DEL INOCULO.

Se adquirié un cultivo en medio liquido de bacterias
acéticas del laboratorio de microbiologia de la Facultad

de Ciencias Bioldgicas de la UNPRG.

Se indic6 que el cultivo bacteriano tuvo una

concentracion de 2.30E +08 Bacterias acéticas /mL.

C. PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE
VINAGRE A PARTIR DE ALCOHOL ETILICO

C.1 PREPARACION DEL MOSTO.

El mosto se preparé con 10% de jugo de cafa,
25% Vinagre, 10% de alcohol etilico y 55 % de agua
potable, Urea (1g/L) y Fosfato de diamonio (3g/L). Se
esteriliz6 el mosto dentro de un recipiente sellado
herméticamente en autoclave a 121°C, 14.7 Ib de
presion durante 15 minutos. Posteriormente se enfrio el
mosto a temperatura ambiente y luego se le afadié al
bioreactor A su vez se le afadio 10% del cultivo

bacteriano.



TABLA 3

Composicion Del Mosto al 10% De Alcohol

Constituyente Volumen 3000 (ml)
Jugo de Cafia 300 ml

Etanol al (96°) 312.5 ml
Vinagre 450 ml

Agua 1937.5 ml
Fosfato de Diamonio 9.0g

Urea 3.0¢9

Nota. Los Autores
C.2 CARGA DEL BIOREACTOR.

Se vertié el mosto esterilizado en el bioreactor air
lift, el cual contd con una entrada de aire esterilizado en
una botella de soluciéon de NaCl al 30%. El aire fue
insuflado por una bomba para pecera. Se utiliz6 una
piedra pomez como difusor de las burbujas de aire para

una mejor distribucion del oxigeno dentro del mosto.
C.3 FERMENTACION SUMERGIDA.

Una vez cargado el reactor se aprecid lo

siguiente:

El mosto inicial presento una coloracion marrén
oscuro y de aspecto turbio que con el transcurrir de los

dias se fue aclarando hasta un color amarillo de aspecto



claro; ademés se fue observando la agrupacion de las

bacterias que tuvo un aspecto de grumos algodonosos.

También se pudo apreciar la formacion de
espuma en la superficie del mosto, la cual fue controlada

por el cortador de espuma.

La fermentacion sumergida concluyo a los 5 dias
cuando el valor de la velocidad de acetificacion tendia a
ser constante, se obtuvo 2957 ml de vinagre de alcohol

con una acidez promedio de 5.91 g/100 ml
C.4 REGISTRO DE DATOS.

Muestreo cada 24 horas durante los 5 dias que
duré6 el proceso, extrayéndose 600 ml del medio
fermentativo para medir la concentracion de acidez,

grado alcohdlico, y ph.
C.5 OBTENCION DEL PRODUCTO.

El parametro de concentracion de alcohol llegé a
0.3 % (V/V), y la acidez comenz6 a mantenerse estable,
se retird las 2/3 como producto final y la 1/3 parte
restante quedo para ser usado como pie de cuba para el
siguiente lote a fermentar. Se trabaj6 a temperatura

ambiente.
C.6 ACABADO DEL VINAGRE.

Para estandarizar el producto se agregé 100 mg /I
de meta bisulfito de sodio y para su clarificacion se

agrego6 300 mg /I de carbdn activado.

El vinagre fue pasteurizado a 60 °C por 15 min.



4.2.2 METODOS ANALITICOS.

» Determinacion de extracto seco Total. (NTP N°
209.021). Anexo 2.

» Determinacion de cenizas (NTP N ° 209.022). Anexo 3.

» Determinacion de acidez Total (NTP N° 209.022).
Anexo 4

» Determinacion de acidez volatii (NTP N° 209.022).
Anexo 5

» Determinacion de acidez fija (NTP N° 209.022). Anexo 6.

» Determinacion de alcalinidad de las cenizas (NTP N°
209.025). Anexo 7.

» Determinacion de furfural (Método cualitativo). Anexo 8.

» Determinacion de la densidad. (Método del PicnGmetro).
Anexo 9.

» Determinacion de pH (Método potenciométrico). Anexo
10.

> Determinacion de SO: Total Y Libre. (Método
lodométrico). Anexo 11y 12.

» Determinacion del grado alcohdlico (Método por

destilacion). Anexo 16.
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5.0 RESULTADOS.

5.1 CONTROL PERIODICO.

Se muestra como se realizaron los controles de pH, acidez
total, durante los 5 dias que duro la fermentacion, el grado
alcohdlico solo pudo evaluarse al inicio y al final de la

fermentacion.

Tabla 4

Control Periédico

Incremento °GL A
DIAS ACIDEZ Acidez pH 20° C
0 2.5 0.32 3.5 9.4
1 2.82 1.12 3.42 -
2 3.94 1.79 3.28 -
3 5.73 1.79 3.13 -
4 8.24 0.17 3.09 -
5 8.41 0.17 2.84 0.3

Nota. Los Autores

En el Grafico 1 y 2 se puede apreciar la disminucién del pH
con el paso del tiempo cada dia hasta el 5, donde lleg6 a obtener

un valor de 2.84
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En el Grafico 3 y 4 se puede apreciar la formacion del &cido
acético con el paso del tiempo cada dia hasta el 5, para luego
tener un incremento descendente hasta el final de la acetificacion,

llegando a obtener 5.91 g/100ml de acidez total.

Acidez Tot

Dias
N v

Nota. Los Autores

Acidez Tota

N /

Nota. Los Autores



5.2 ANALISIS DEL PRODUCTO.

5.2.1 ANALISIS ORGANOLEPTICO.
Se presentan las caracteristicas organolépticas
del vinagre de alcohol obtenido, comparandolas con las

normas de INDECOPI

TABLA 5
Analisis Organoléptico Del Vinagre De Alcohol Obtenido.

Caracteres ilaract%res
Vinagre de Alcohol ormados
Organolépticos Por INDECORPI
Aspecto Limpio Limpio
Olor Caracteristico Caracteristico
Sabor Caracteristico Caracteristico
Color Ambar- amarillento  Incoloro o amarillento

Nota. Los Autores.

5.2.2 ANALISIS FISICOQUIMICO.

En la tabla 6 y Grafico 5 se presentan las
caracteristicas fisicoquimicas del vinagre de alcohol
obtenido con una acidez de 5.91 g/ 100 ml en acido
acético comparandolas con las NORMAS DE INDECOPI



TABLA 6

Analisis Fisicoquimicos Promedio Del Vinagre De Alcohol Obtenido.

. . Vinagre de Normas de
Caracteres Fisicoquimicos

Alcohol INDECOPI
Densidad a 20 °C (g/ml) 1.0138 1.010a1.023
PH potenciométrico, minimo 2.84 2.8
Acidez Total en gr de acido acético por 100 ml, min. 8.41 4
Alcohol en volumen a 20° C maximo en % 0.3 1
Extracto Seco a 100 ° C 0.03 0.06 a 0.30
Cenizas Totales, minimo en % 0.02% 0.02%
Furfural. Exento Exento

Nota. Los Autores.

@Vinagre
de Alcohol

ENormas de
INDECOPI

Densidad
Acidez
° GL

Extrt. Seco
Cenizas
Furfural.

Nota. Los Autores




5.2.3 ANALISIS ESTADISTICO.

En la tabla 7 se presentan la media aritmética de las
caracteristicas fisicoquimicas del producto obtenido con

su Desviaciéon Estandar.

TABLA 7
Analisis Estadistico Del Vinagre De EIl Alcohol Obtenido.

Caracteres Fisicoquimicos Media D.S
Densidad a 20 °C (g/ml) 1.0138 0.003
PH potenciométrico, minimo 3.01 0.194
ﬁ(lz’idr;e“?.Total en gr de acido acético por 100 8.41 0.457
Alcohol en volumen a 20° C maximo en % 0.3 0.071
Extracto Seco a 100 ° C 0.03 0.054
Cenizas Totales, minimo en % 0.02% 0.045
Furfural. 0 0

Nota. Los Autores.

5.3 RENDIMIENTO.
La cantidad de &cido acético obtenido es de 174.64 g.
Entonces el rendimiento de la fermentacion acética es del

58.06 %.

Para mayor informacién sobre los calculos revisar el anexo 17.



R= 174,64 X 100
300.77

R =58.06 %

6.0 DISCUSION.

» La acidez total real obtenida durante la produccién del vinagre
por fermentacién sumergida a partir de un mosto al 10° GL, fue
de 5.91 g/100 ml. Este valor es menor al de Alva y Romero
(2001) quienes reportaron 67.68 g/100 ml a partir de un mosto
de 8 ° GL y Castillo y Chavarri (2004) quienes reportaron 59.85
g/100 ml a partir de un mosto de 11 ° GL.

» El rendimiento real obtenido durante la produccion del vinagre
por fermentaciéon sumergida fue de 58.06 %. Este valor es
menor al de Alva y Romero (2001) quienes reportaron 78.1 %y

Castillo y Chavarri (2004) quienes reportaron 65.58%.

» ElI producto obtenido cumple con las Normas Técnicas
establecidas por INDECOPI en lo que respecta a los caracteres

organolépticos y fisicoquimicos para el producto



7.0.- CONCLUSIONES.

» Los Objetivos trazados fueron satisfactoriamente alcanzados,
obteniendo un vinagre que haciendo uso de alcohol etilico de
96 °GL como sustrato, cumple con las Normas Técnicas
establecidas por INDECOPI en lo que respecta a los caracteres

organolépticos y fisicoquimicos.

» Se comprobé que la hipotesis formulada es verdadera, pues se
pudo obtener vinagre por fermentacién sumergida utilizando

alcohol etilico como sustrato.

» El rendimiento de la fermentacion acética es de 58.01 %, el
cual se puede considerar aceptable, pudiendo mejorarse a

escala industrial.

» El proyecto es de caracter ecologico y natural, pues la
composicion de las materias primas y del producto obtenido
son biodegradables y biometabolizables por ende no
representan ningun peligro ni para el ecosistema ni para los

consumidores del producto.



8.0- RECOMENDACIONES

> Realizar un estudio de optimizacion para los pardmetros de
produccion de este proceso.

» Es indispensable desarrollar y ejecutar las Buenas Précticas de
Manufactura en el proceso.

» Tener el cuidado de que la urea y el fosfato de Amonio no estén
contaminados con algun insecticida o tipo de reactivo que pueda

inhibir la fermentacion acética.

» Se recomienda trabajar con diluciones mayores de 8% de acético
para disminuir el riesgo de la proliferacion de microorganismos
indeseados como al anguilula que es un nematodo responsable de

las enfermedades del vinagre.
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ANEXO 1

VINAGRE
(NTP N° 209.020)

1.0 OBJETO:

1l.1La presente Norma establece las definiciones,
clasificacion y métodos de ensayo y los requisitos del

vinagre.

1.2 Los vinagres importados estan sujetos a cumplir con lo

estipulado en la presente Norma.

2.0 DEFINICIONES Y CLASIFICACION

2.1 Vinagre

Es un producto resultante de la fermentacion acética de
bebidas alcohdlicas de diluciones de alcohol etilico.

2.2 Clasificacion

De Vino (resultante de la fermentacidn acética del vino);
de Alcohol (resultante de la fermentacion acética de la
dilucion de alcohol rectificado); Otros vinagres
(obtenidos por la fermentacion acética de bebidas

alcoholicas de cereales, de frutas o de hidromiel)

3.0 ELABORACION:
Se permite las operaciones y adiciones siguientes:
Adicionar coloracion con caramelo solo para el vinagre de
alcohol, agregar sustancias aromaticas no nocivas a la salud,
admitidas por la autoridad competente, se puede pasteurizar,
agregar clarificante autorizado, utilizar anhidrido sulfuroso a la

dosis maxima de 450 mg/l como SO3 total y 50 mg/l como SO2



libre, la adicion de no mas de 200 mg/l de fosfatos y sulfatos
alcalinos o alcalinos- térreos
En la elaboracién de vinagre no se permite:
Empleo de &cido acético u otros acidos de origen minerales u
organicos, materias colorantes naturales o artificiales excepto
con caramelo, mezcla de vinagres de distinto origen,
conservadores a excepcion del anhidrido sulfuroso ni esencias o

productos sintéticos

4.0 REQUISITOS
El vinagre de alcohol debe de cumplir los siguientes:

Caracteres organolépticos.

Aspecto : Limpido

Olor : Caracteristico

Sabor : Caracteristico

Color - Incoloro o amarillento

Caracteristicas fisicoquimicas:
Densidad a 20° C 1.005a1.013
pH potenciométrico, minimo 2.8
Acidez total en gramos de acido acético 4

por 100 ml, minimo.

Alcohol en volumen a 20 ° C, maximo 1%
Extracto seco a 100° C, minimo 0.06 a 0.3%
Cenizas totales, minimo 0.02%
Reaccion de cenizas Neutra

Furfural Exento



ANEXO 2

METODO PARA DETERMINAR EL EXTRACTO SECO TOTAL
(NTP N °© 209.021)

1. OBJETIVO
1.1 Determinar el extracto seco total del vinagre.
2. METODOS DE ENSAYO.
2.1 Aparatos

2.1.1 Una capsula
2.1.2 Una probeta graduada
2.1.3 Un bafio maria
2.1.4 Una estufa.

2.2 Reactivos
2.2.1 Agua destilada
2.3 Procedimiento
2.3.1 Se evapora al bafio maria en una capsula, 50 ml de
vinagre, hasta consistencia de jarabe
2.3.2 Se trata el residuo con 50 ml de agua, se evapora de
nuevo hasta consistencia de jarabe y se repite la adicion
de agua y la evaporacion dos veces mas, a finde
eliminar completamente el acido acético.
2.3.3 Luego se deseca en al estufa durante 2.5 horas, se deja
enfriar en el desecador y se pesa.
2.4 Expresién de resultados
2.4.1 El peso del extracto asi obtenido se multiplica por dos,

para tener el extracto por 100 ml de vinagre.



3.0 CALCULOS DEL EXTRACTO SECO TOTAL: (NTP N ° 209.021)

% Peso de la Capsula (PC) = 104.18 g.
% Volumen de la muestra (M) = 50.00 ml.
% Peso de la cipsula mas la muestra (PC + M) = 156.119.
% Peso de la muestra (PM) = 51.93

% Peso Final (PF) = 105.68 g.

Ejemplo:
% EST = (PF — PC) X 2
= (105.68 — 104.18) X2
=31%
=0.031

Tabla 8

Valores de Extracto Seco Obtenidos.

N° Experiencias Extracto Seco

1 0.024
2 0.031
3 0.028
4 0.033
5 0.15

Nota. Los Autores.



% Extracto Seco promedio:

= 0.024 + 0.031 + 0.028 + 0.033 + 0.150
5

= 0.03

Grafico 6.
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ANEXO 3

METODO PARA DETERMINAR LAS CENIZAS (NTP N ° 209.022)

1. OBJETIVO
1.1Determinar las cenizas en el vinagre.
2. DEFINICIONES

2.1 Cenizas.- Producto que queda luego de incinerar el residuo
obtenido por evaporacion del vinagre conducida de
manera tal que se obtenga la totalidad de los cationes
(excluyendo el radical amonio) bajo la forma de
carbonatos y otras sales anhidras.

3. METODOS DE ENSAYO.

3.1 Principio del método.- Se calcina el extracto obtenido de una
muestra previamente medida, entre 500° C y 550 ° C hasta
combustion completa del carbono. Se deja enfriar las cenizas en
un desecador y se pesan. La cantidad de cenizas se expresa en
gramos por litro y se calcula el resultado con al aproximacion de
0.03 g.

3.1 Aparatos.

3.2.1 Una Balanza analitica

3.2.2 Una mufla capaz de alcanzar 525 ° C +/-25° C

3.2.3 Un bafio maria

3.2.4 Una placa refractaria o un evaporador infrarrojo.

3.2.5 Una capsula de platino fondo plano de 70 mm de
diametro y 25 mm de altura

3.2.1 Un desecador que contenga sustancias desecadoras.

3.3 Reactivos
3.3.1 Agua destilada



3.4 Procedimiento

3.4.1 Se tara la cdpsula de platino con precision de 0.1 mg y se
colocan en ella 50 ml de muestra.

3.4.2 La muestra contenida en la cipsula de platino se evapora
con precaucioén, en el bafio maria hirviente.

3.43 ElI extracto seco obtenido se calienta durante
aproximadamente media hora, a temperatura moderada,
bajo una placa refractaria o bajo un evaporador al
infrarrojo, hasta carbonizacion.

3.4.5 Se retira la capsula de la mufla y se deja enfriar, se afiade
5 ml de agua destilada que se evapora de inmediato
sobre un bafio maria o bajo un evaporador al infrarrojo y
se coloca nuevamente a la mufla mantenida a 525 ° C
+/- 25 °C.

3.4.6 Si después de 15 minutos no ha terminado la combustion
de las particulas carbonosas, se repite la misma
operacion de lavado de las particulas carbonosas, la
evaporacion del agua y la recalcinacion.

3.4.7 Se deja enfriar en un desecador que contenga un
desecante adecuado y se pesa con la precision de 0.1

mg.

3.5 Célculo de resultados
3.5.1 Siendo:
Ci1. el contenido de cenizas, en gramos por litro.
Gc: el peso de la capsula con las cenizas, en gramos.
G: el peso de la capsula vacia (tara), en gramos.

V: el volumen de muestra ensayada, en ml ( 50 ml )

(Gc — G)X 1000
Cl:

Vv



3.7 Informe.

Se indica
a) Numero de la muestra y/o cualquier otra indicacién que

la caracterice.
b) Contenido de cenizas en gramos por litro.

4.0 CALCULO DE LAS CENIZAS: (NTP N © 209.022)

% Peso de la Capsula Vacia (G) = 104.18 g.
% Volumen de la muestra (V) = 50.00 ml.
% Peso de la capsula mas cenizas (Gc) = 241.36 g.

Ejemplo :

Cl = (Gc—=G) X 1000
\Y,

=(.104.1885 —104.18 ) X1000

50
=0.177 g/l

=0.0177 %

Tabla 9

Valores Cenizas Totales Obtenidas.

N° Experiencias CENIZAS

1 0.177
2 0.188
3 0.122
4 0.224
5 0.238

Nota. Los Autores.



0,

++ Cenizas Promedio :

= _0.177+0.188 + 0.122 +0.224 + 0.238
5

= 0.190 g/l

=0.019%

Gréfico 7.
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ANEXO 4

METODO PARA DETERMINAR LA ACIDEZ TOTAL.
(NTP N° 209.026)

1. OBJETIVO
1.1 Determinar la acidez total en el vinagre.

2. PRICNCIPIO: Los gramos de &cido acético en 100 ml. de vinagre

se obtendran por medio de una solucién conocida de alcali.

2. MATERIALES Y REACTIVOS.
> Pipetade 10 mly 5 ml.
Matraz aforado de 100 ml .
Dos Erlenmeyer.
Bureta y soporte.
Embudo.
Dos vasos de precipitacion de 250 ml.
Muestras de vinagre.
Frasco con agua destilada.

Solucién de indicador de fenolftaleina .

YV V.V V V V V VYV V

Solucién de hidroxido de sodio 0.1N.

2.2 PROCEDIMIENTO.

» Colocar con una pipeta 10 ml de muestra de vinagre dentro de
un matraz aforado de 100 ml para luego completar la solucion
hasta 100 ml con agua destilada

» Tapar e invertir el matraz para mezclar.

» Colocar con una pipeta 25 ml de este vinagre diluido dentro de
un erlenmeyer de 100 ml y afiadir unas gotas de fenolftaleina
como indicador (la solucion debe de permanecer incolora al
afadir el indicador).

» Llena con NaOH 0.1 N la bureta previamente lavada



» Anotar el volumen alcanzado de hidréxido en la bureta, dejarlo
caer lentamente sobre los 25 ml de la solucion de vinagre hasta
gue la solucion toma un color rosado muy palido.

> La solucién serd neutra en este momento, anotar el gasto de
NaOH.

Célculos:

g/l Ac. Acético =_.GASTO x 0.1 x 0.060 x 100
2.5

Por lo tanto en 100 ml de vinagre contienen:

0.006 x GASTO x 100
2.5

En forma simplificada:

0.24 x GASTO

3.0 CALCULO DE LA ACIDEZ TOTAL: (NTP N ° 209.026)

Ejemplo:

% de acido acético = Gasto x 0.24
=37x0.24

= 8.88



Tabla 10

Valores de Acidez final Total Obtenida.

N° Experiencias  Ac. Total

1 8.31
2 7.69
3 8.88
4 8.67
5 8.55

Nota. Los Autores.

« Acidez Total Promedio:

= 831+ 7.69+8.55+8.67+8.88
5

= 8.41

% Observacién: Teniendo en cuenta que inicialmente el

mosto contd con una acidez inicial de 2.5 %, esto da lugar a
gue el valor de 8.41 sea una acidez total aparente, siendo
por lo tanto la acidez Total real producida en el proceso de
8.41 — 2.5 = 5.91 %. Este dato es el que se usara para el

célculo del rendimiento real. (ver anexo 17)
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ANEXO 5
DETERMINACION DEL CALCULO DE LA ACIDEZ VOLATIL
(NTP N © 209.023)

1. OBJETIVO

1.2 Determinar mediante calculo, la acidez volatil en el vinagre.

2. DEFINICIONES

2.1 Acidez Volatil.- Constituida principalmente por el acido acético

presente en el vinagre.

3. METODOS DE ENSAYO.

3.1 Principio.- Se calcula la acidez volatil a partir de los datos de

acidez total y la acidez fija del vinagre.

3.2 Calculos :

3.2.1 La acidez Volatil se encuentra por la diferencia entre la

acidez total y la acidez fija, expresada en miliequivalentes.

3.2.2 La diferencia en miliequivalentes se multiplica por 0.0060

gue es el factor en acido acético.

4.0 CALCULO de ACIDEZ Volatil: (NTP N ° 209.023)
Ejemplo:
Acidez volatil = Acidez Total — Acidez fija
=8.41-0.0074

= 8.403



ANEXO 6

DETERMINACION DE ACIDEZ FIJA.
(NTP N° 209.024)

1. OBJETIVO
1.1Determinar la acidez fija en el vinagre.
2. DEFINICIONES
2.1 Acidez Fija.- Determinada por los acidos no volatiles que se
encuentran en el vinagre.
3. METODOS DE ENSAYO.
3.1 Principio.- Determinar la acidez fija del vinagre usando como

indicador la fenolftaleina.

1.2 Aparatos.
3.2.1 Platillo de porcelana de 200 ml.

3.2.2 Una placa refractaria.

3.3 Reactivos
3.3.1 Agua destilada
3.3.2 Hidroxido de sodio o potasio al 0.1 N.
3.3.3 Fenolftaleina.
3.4 Procedimiento
3.4.1 Se coloca 10 ml de vinagre en el paltillo de porcelana y se
evapora a sequedad.
3.4.2 Se agregan 5 a 10 ml de agua y se evapora a sequedad
nuevamente.
3.4.3 Se repite esta operacion hasta haber efectuado por lo
menos 5 evaporaciones.
3.4.5 Se valora con alcali 0.1 N usando felolftaleina como

indicador.

3.5 Expresion de resultados

3.5.1 Los resultados se expresan en miliequivalentes.



3.5.2 Para calcular los resultados en gramos por 100 ml se

multiplica por 0.0600 g que es el factor del acido acético

4.0 CALCULO de ACIDEZ FIJA: (NTP N ° 209.024)

Ejemplo:

% de acido acético = Gasto x 0.06
= 0.1x0.06
= 0.006

Tabla 11

Valores de acidez fija obtenidos.

N° Experiencias  Ac. Fija

1 0.009
2 0.006
3 0.005
4 0.005
5 0.012

Nota. Los Autores.

% Ac. Fija Promedio :

= _0.009 + 0.006 + 0.005 + 0.005 + 0.012
5

= 0.0074
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ANEXO 7

DETERMINACION DE ALCALINIDAD DE LAS CENIZAS

1. OBJETIVO

(NTP N ° 209.025)

1.3 Determinar la alcalinidad de las cenizas.

2 METODOS DE ENSAYO.

2.1 Preparacion de la muestra. - Se utilizan las cenizas obtenidas de
acuerdo a la Norma ITINTEC 209.022 Vinagre
2.2 Procedimiento

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

2.2.6

2.2.7

Agregar agua destilada a las cenizas obtenidas segun 2.1
calentando hasta ebullicion.

Se filtra con papel filtro exento de cenizas y se lava éste
con agua destilada caliente hasta que el filtrado y el agua
de lavado midan 60 ml aproximadamente.

Se enfria el filtrado (2.2.2) y se lava con acido clorhidrico
0.1N usando naranja de metilo como indicador.

Se vuelve a poner el papel filtro y su contenido en la
capsula.

Se calienta sobre una placa refractaria o0 bajo un
evaporador al infrarrojo hasta carbonizacion, se deja enfriar
y se pesa.

Se agrega a las cenizas en la capsula en exceso de acido
clorhidrico (usualmente 10 a 15 ml) se calienta hasta
ebullicién incipiente y se enfria.

Se transfiere cuantitativamente a un Erlenmeyer y se valora
el exceso de &cido clorhidrico con NaOH 0.1N, usando

naranja de metilo como indicador.



2.3 Expresion de resultados.
2.3.1 Alcalinidad de las cenizas solubles. - El resultado se
expresa por el nimero de ml de &cido clorhidrico 1N
requeridos para neutralizar las cenizas solubles de 100 ml
de vinagre.
3.0 CALCULO DE LA ALCALINIDAD DE LAS CENIZAS.

Ejemplo:

Las cenizas tratadas fueron 0.19

Numero de ml de acido clorhidrico

1N para la neutralizacion =0.8ml
Tabla 12
Valores de Alcalinidad de Cenizas Obtenidos.
N° Experiencias Alcalipidad
Cenizas
1 0.8
2 0.84
3 0.78
4 0.78
5 0.76

Nota. Los Autores.

« Alcalinidad de las cenizas Promedio:

0.8+0.84+ 0.78+0.78 +0.76
5

= 0.79
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ANEXO 8

METODO PARA DETERMINACION DE FURFURAL.

Se emplea para investigar el agregado de vinagre de madera

1.0 Aparatos:
» Equipo de Destilacion

2.0 Reactivos:
» Anilina pura
» CH3COOH puro

3.0 Método Operativo

Destilar 20 a 25 de la muestra y en 1 0 2 ml del destilado se
investiga furfural mediante la técnica siguiente:
A los ml del destilado se le agregan X gotas de anilina y 1 ml de

CH3COOH puro, agitar y dejar en reposo.

4.0 Interpretacion:

En caso positivo aparece al cabo de cierto tiempo una coloracion roja.

Tabla 13

Analisis De Las Muestras

N° Muestra Furfural
1 (-)
2 (-)
3 (-)
4 (-)
5 (-)

Nota. Los Autores.



ANEXO 9

METODO PARA DETERMINAR LA DENSIDAD.
(Método del Picndbmetro)

1.0 Principio. - La densidad es una constante fisica de gran importacion
en un analisis general .Esta dada por la relacion del Peso de un
cuerpo y el Peso de un volumen de agua destiladaa 4 °C

2.0Método Operativo.
Pesar el Picnobmetro (P. P)

Pesar el Picnometro mas agua (P H20)

Pesar el Picnometro con la muestra (P. M.)

P.M.-P.P.
P.HO-P.P

3.0 CALCULO DE LA DENSIDAD

Ejemplo:

= 78.411 — 28.555
77.731 - 28.555

= 1.038



Tabla 14

Valores de las Densidades Obtenidas.

N° Experiencias Densidad

1 1.0151
2 1.017
3 1.01

4 1.0138
5 1.0133

Nota. Los Autores.

++ Densidad Promedio :

= _1.0151+1.0170 + 1.0100 +1.038 +1.0133
5

= 1.038

Grafico 9.
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ANEXO 10

METODO PARA DETERMINACION DEL pH.
(Método Potenciométrico )
1.0 Aparatos.
> Potenciémetro.
2.0 Reactivos.
» Solucion Buffer. pH 4
3.0 Método Operatorio.
» Calibrar el potenciometro con la solucion Buffer.
» Colocar la muestra.

> La lectura se realiza directamente.

Tabla 15

Valores de pH Obtenidas al final de la fermentacion.

N° Experiencias pH
1 2.86
2 2.8
3 2.78
4 2.82
5 2.85

Nota. Los Autores.

% pH final promedio:

= _286+28+278+282+2.85
5

= 2.84
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ANEXO 11

METODO PARA DETERMINAR ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL

1.- Materiales y Reactivos:

Probeta de 50 ml
Erlenmeyer de 250 ml
Pipetas de 1.5y 10 ml
Solucién al 1/3 de H2SO4
Solucién de NaOH al 3 N
Solucion de Almidén al 1 %
Solucion de Yodo 0.1 N
Tapones de Jebe

2.- Procedimientos:

% Colocar 50 ml de la muestra en una probeta para luego llevarlo a un
Erlenmeyer de 250 ml y adicionar 25 ml de la solucion de NaOH,
agitar, tapar y se dejar reposar por 20 minutos.

% Adicionar 10 ml de H2SOs; 1/3 agitar, tapar, luego agregar 2 ml de la
solucion de almiddn, agitar y cubrir con el tapon de jebe.

% Titular con una solucion de yodo 0.1 N concluyendo la titilacion
cuando al caer una gota de yodo se colorea el liquido violeta o0 azul y

de manera permanente durante 15 segundos.

3.- Céalculos:

mg SO, Total / Lt = Gasto *5 * 12.8



mg SO, Total/ Lt = 0.05x5 x 12.8
= 3.2
Tabla 16
Valores de las SO2 Total
. . . SO2
N° Experiencias Total
1 3
2 3.2
3 3.3
4 35
5 34

Nota. Los Autores.

«» Densidad Promedio:

= _30+33+32+35+34
5

= 3.28
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ANEXO 12

METODO PARA DETERMINAR ANHIDRIDO SULFUROSO LIBRE

1.- Procedimientos:

% Colocar 50 ml de la muestra en una probeta y se vierte en un
Erlenmeyer, se adiciona 5 ml de H2SO4 al 1/3, agitar, agregar 2 ml de
la solucién de Almidéon, agitar y tapar con el tapdn de jebe.

% Titular con una solucién de yodo 0.1 N para finalizar cuando al caer
una gota de yodo se colorea el liquido violeta o azul y de manera

permanente durante 15 segundos.

2.- Calculos:

mg SO: Libre /Lt = Gasto *5 * 12.8

Ejemplo:
mg SO; Libre /Lt =0.05x5 x 12.8

=3.2

Tabla 17
Valores de las SO2 Libre

N° Experiencias SO2 Libre

1 2.4
2 2.8
3 2.5
4 2.8
5 2.6

Nota. Los Autores.



0,

< SO2 Promedio:

= 24+28+25+28+26
5
= 2.62
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ANEXO 13
METODO PARA LA IDENTIFICACION DE VINAGRE OBTENIDO POR
FERMENTACION ACETICA (REACCION DE KRASZEWSKL)
(NTP N ° 209.061)

1.-OBJETIVO: Identificar el vinagre obtenido por fermentacion acética.

2.- MATERIALES:
Ampolla de Decantacion
Capsula de Porcelana
Bafio Maria

3.- REACTIVOS:
NaOH en solucion acuosa 4 gr / 100 ml
H2SO4 AL 10 %
Alcohol Amilico
Solucion Yodo — Yodurada obtenida disolviendo 0.5 gr de yodo

y 1.5 gr de yoduro de K en 25 ml de agua destilada.

4.- PROCEDIMIENTO:

% Colocar 50 ml de vinagre en la ampolla de decantacion y alcalinizar
afladiendo un exceso de NaOH.

% Agitar con Alcohol Amilico y se separa el Alcohol recibiéndolo en la
capsula.
% Se evapora al Bafio Maria. El residuo se acidifica con H2SO4
% Afadir gota a gota la Solucion Yodo — Yodurada y se observa la

presencia de turbidez.

5.- EXPRESION DE RESULTADOS:

% La formacién de Turbidez indica la presencia de vinagre obtenida por

fermentacion de acética.



Tabla 18

Andlisis de las Muestras

N ° Muestra Ferm. Acética
1 (+)
2 (+)
3 (+)
4 (+)
5 (+)

Nota. Los Autores.



ANEXO 14
METODO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE ACIDOS
MINERALES U ORGANICOS DIFERENTES DEL ACETICO:
(NTP N © 209.062)

1.- OBJETIVO: Determinar los posibles acidos minerales u orgéanicos,
diferentes al acético, que puedan estar indebidamente presentes en el

vinagre.

2.- METODOS DE ENSAYO:

2.1.- ACIDOS MINERALES LIBRES:

2.1.1- Materiales:

Erlenmeyer de 300 ml con tapa
Pipeta
Embudo y Papel Filtro

2.1.2.- Reactivos:
Solucion de Violeta de Metilo al 0.01 %
Acido Acético p.a
Negro Animal (este reactivo debe ser cuidadosamente lavado
con acido y agua, luego se debe comprobar, en su ensayo en

blanco, que no produce viraje del violeta de metilo)

2.1.3.- Preparacién de la Muestra

En el caso de vinagres muy coloreados se procede con un tratamiento con

negro animal.



2.1.4.- Procedimientos:

% Diluir vinagre a fin de llevar la acidez total a 2 gr por 100 ml,
expresada como acido acético

% Colocar de 20 a 25 ml del vinagre diluido y agregar 4 a 5 gotas de la
solucién de violeta de metilo.

% Observar la coloracion que presenta la muestra en comparacion con

el blanco.
2.1.5.- Expresion de Resultados:
Si el color pasa al azul o al verde es indice de la presencia de &cidos

minerales libres.

Tabla 19

Analisis de las Muestras

N ° Muestra Ac. Minerales
1

—~ —~~ —~~ —~~ —~
1
N N N N N

a b~ WD

Nota. Los Autores.

2.2.- ACIDOS ORGANICOS:

2.2.1.- Materiales:
Erlenmeyer de 200 ml

Pipeta



2.2.2.- Reactivos:
Solucion de Permanganato de Potasio 0.1 N
Reactivo de Deniges (Reactivo de Sulfato Mercurico). Se
obtiene al mezclar 5 gr de Oxido Mercurico amarillo con 40 ml
de agua destilada y agregando, mientras se agita suavemente,
20 ml de acido sulftrico p.a. afiadir 40 ml de agua destilada y

agitar hasta disolucion completa.
2.2.3.- Procedimiento:
X Anadir a los 10 ml de vinagre los 0.1 ml del reactivo de Deniges.

calentar a ebullicion y se afladen gotas de la solucion de Permanganato
de Potasio 0.1 N

R

% Observar que se forma un precipitado blanco

2.2.4.- Expresion de Resultados:

La presencia del precipitado blanco indica la presencia de acido citrico.

Tabla 20

Analisis de las Muestras

N ° Muestra Ac. Citrico

1 (-)

a A W DN
—~ o~ o~ o~
1 1
—_ ~— ~— ~—

Nota. Los Autores.



ANEXO 15

CONTROL DEL OXIGENO INYECTADO AL BIOREACTOR.

1.0 VOLUMEN DE AIRE INYECTADO AL SISTEMA:

Operacién consistente en:

> Invertir una probeta graduada de 250 cm?® sobre un deposito lleno
de agua potable.

» Introducir la manguerita que trasporta el aire desde una bomba en la
probeta.

>  Medir la cantidad de cm®/seg. de agua que el aire inyectado

desplaza en la probeta.

2.0 CALCULO DEL OXIGENO INYECTADO.

Datos:
2.1 Densidad del oxigeno = 1.309 g/l
2.2 Composicion del aire =
21% de oxigeno
79 % de nitrégeno
2.3 Oxigeno Inyectado = (85 cm®/seg. X 21%)

= (17.85 cm?/seg. X 1.309 mg/cm3)

= 23.36 mg/ seg. de O



ANEXO 16

DETERMINACION DEL GRADO ALCOHOLICO

1.0 Material:

- Aparato de destilacion con balones de cuello largo Kjeldhal de 800
ml y condensador tipo Graham.

- Balonesde 500 ml.

- AlcohOmetros Gay Lussac de 0 a 45 °GL, divididos en 1 °

- Termdmetro de mercurio de 0 a 200 °C dividido en 0°C

2.0 Técnica:

- Se mide el mosto alcohdlico a determinar exactamente en un
matraz aforado de 200 cc. Y se vierte en un balon de destilacion.

- Enjuagar 2 6 3 veces con no mas de 20 cc de agua en total.

- El destilado se recibe en el mismo matraz que se midié el mosto,
en cantidad hasta las 2/3 partes.

- Se lleva a la temperatura que tenia al iniciar la operacion y se
enrasa con agua destilada.

- Se enfria o calienta a la temperatura que indique la lectura del
alcohémetro (20 °C)

- Se coloca en una probeta y se efectia la determinacion con el
alcohometro.

- El alcohometro debe de estar limpio y seco se lo sumerge en el
liquido suavemente haciéndolo rotar y teniendo cuidado que el

vastago no penetre mucho mas alla del punto de enrase.



Tabla 21

Grado alcohdlico de las Muestras Obtenidas

N ° Muestra °GL 15°C
1 0.4
2 0.3
3 0.2
4 0.3
5 0.3

Nota. Los Autores.

++ Grado Alcohdlico Promedio:

= _04+03+0.2+03+0.3
5
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ANEXO 17

RENDIMIENTO DE LA FERMENTACION ACETICA.

CzoHs + O2 > C2H406 + H20
60 — 1,3gAc. Acético
46 g alcohol etilico

La cantidad de mosto alcoholico es de 31 a 10° GL

Alcohol ml = 3000 x 0.10

Alcohol ml = 300 ml

La cantidad de alcohol residual se calcula teniendo en cuenta que

se obtuvo 2957 ml de alcohol por perdidas de evaporacion promedio

de 1.5 %, ademas con 0.3 ° GL y 5.91 % acidez Total real.

Alcohol residual = 2957 x 0.0030

Alcohol residual = 8.871 ml

Entonces el alcohol fermentado es:

Alcohol fermentado =300 - 8.871

Alcohol fermentado = 291.13 ml



Alcohol fermentado =291.13ml x 0.7947 g /ml

Alcohol fermentado = 231.36g

Calculando, los gramos de &cido acético teorico:

Ac. Acético =231.36 x 1,3 g Ac. Acético
g alcohol etilico

Ac. Acético =300.77 g.

Pero, realmente se obtuvieron:

Ac. Acético obtenido g = 2955 x 0.0591

Ac. Acético obtenido g =174.64 g

RENDIMIENTO REAL = _Ac. Acético Obtenido x 100

Ac. Acético Teodrico

RENDIMIENTO REAL = 174.64 x 100
300.77

RENDIMIENTO REAL = 58.06 %
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