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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

Antecedentes Generales del Vinagre

El vinagre ha formado parte de la alimentacion humana desde la antigliedad, siendo utilizado
principalmente como condimento y conservador de alimentos; también ha sido utilizado como
base de medicamentos sencillos para hombres y animales, siendo un producto habitual en la
mayoria de los paises mediterraneos (Morales et al., 2003; Pujola et al., 2003). En Francia en
el siglo XVI, el vinagre se elaboraba a partir de uvas, tanto para el consumo del hogar como
para la exportacion. En Inglaterra, el vinagre era hecho de malta y en América no se sabe con
certeza desde cuando, aunque se piensa que se utilizé desde muy temprano como un producto
del hogar, siendo el jugo de manzana el que se ha utilizado para este fin en los Estados Unidos
(Proluxsa, 2008).

La elaboracion de vinagre en Chile se realiza a baja escala en comparacion con paises como
Espafia e Italia, aunque actualmente el proceso de produccion y elaboracién de vinagre ha ido
adquiriendo importancia y junto con esto la investigacion de los microorganismos

responsables del proceso de acetificacion (Carrascosa et. al., 2005).

El vinagre es esencialmente una solucion diluida de &cido acético elaborado a través del
proceso fermentativo y subsiguiente acetificacion, por lo tanto, el azlcar es la base de la
produccion de vinagre y cualquier solucion diluida de un azlcar fermentable puede
transformarse en vinagre en condiciones favorables. Aunque el jugo de manzana es el méas
utilizado para hacer vinagre, cualquier fruta o vegetal que contenga una proporcién adecuada
de azlcar u otras sustancias necesarias y deseables, servira para la elaboracion de vinagre
(Guzmén, 1998). Sin embargo, para que la acetificacion sea optima, se deben cumplir una
serie de requisitos especificos, que incluyen tanto el suministro de oxigeno, la temperatura
Optima y las caracteristicas de la materia prima (Guillamén et al., 2003; Pizarro, 2005), como

el contenido de azUcares (Silva, 2006).



Segun la comisién del Codex Alimentarius (1985) citado por Llaguno y Polo (1991), se ha
coincidido definir vinagre como un liquido, apto para el consumo humano, producido
exclusivamente a partir de materias primas de origen agricola, que contenga almidon y/o

azucares, por un doble proceso, fermentacion alcohdlica y posterior acetificacion.

De acuerdo al decreto N°78 de la ley 18.455 (MINAGRI, 1985), sefiala que un vinagre para
que sea denominado como tal, tiene que tener un contenido de acido acético minimo de 40 g/L
y un alcohol no superior a 1% v/v. No debe contener sustancias extrafias a la materia prima de
origen, no aceptandose que sean adicionados acidos minerales ni organicos, materias toxicas,
ni colorantes de cualquier naturaleza. También sefiala que tiene que ser obtenido por la
acetificacion del vino, sin embargo, si un vinagre es obtenido en base a una materia prima
distinta de vino, este debera ir acompafiado con el nombre de la materia prima del cual

procede.

Proceso de Acetificacion

El vinagre es producido por dos procesos bioquimicos distintos, ambos desarrollados por
accion de microorganismos. El primer proceso corresponde a la fermentacion alcoholica la
cual es realizada por levaduras principalmente del género Saccharomyces, éstas realizan la
conversion de los azucares fermentables a etanol. EI segundo proceso corresponde a la
acetificacion la cual es realizada por bacterias acéticas, principalmente del género

Acetobacter, las cuales oxidan el etanol en acido acético (Tesfaye et al., 2002).

Factores que intervienen en la acetificacion

Para el mantenimiento de la poblacidén de microorganismos viables, el proceso de acetificacion
considera numerosos factores. Estos factores pueden ser divididos en factores principales y
secundarios. Los factores principales son la disponibilidad de sustrato, oxigeno y temperatura,
involucrados en el metabolismo de las bacterias acéticas (BA) y en la actividad enzimatica.
Dichos factores podrian detener el proceso de acetificacion, a menos que ellos sean
estrictamente controlados. Dentro de los factores secundarios estan el disefio de fermentacion
y volumen de trabajo. Estos factores incrementan la potencia de la bacteria acética y

determinan la tasa de acetificacion y el costo de produccion del producto final. Sin embargo,



estos factores son interdependientes y podrian gobernar el proceso total de acetificacion
(Tesfaye et al., 2003). Por lo tanto, la optimizacion de las condiciones de acetificacion se
refiere a la adquisicion de informacion sobre la cinética de crecimiento bacteriano y la
automatizacion de los procesos de acetificacion. En general, los sistemas de acetificacion
industrial deben ser capaces de proporcionar grandes volimenes y operar en condiciones

Optimas la acetificacién de las bacterias acéticas (Tesfaye et al., 2002).

Por otra parte, es importante sefialar que ademas hay otros factores de la materia prima (vino)
que afectan al desarrollo de las BA como: el pH, la concentracion de etanol, la concentracion
de anhidrido sulfuroso (SO,) (Drysdale y Fleet, 1988). Con respecto al anhidrido sulfuroso,
este es el antimicrobiano mas utilizado en la produccion de vinos y es también activo contra
las bacterias acéticas. Cabe destacar que el efecto antimicrobiano del SO, aumenta con valores
reducidos de pH. Los niveles de anhidrido sulfuroso necesarios para frenar la actividad
bacteriana oscilan entre los 10 y 20 mg/L de SO, libre en el caso de los vinos con pH, menor a
3. Sin embargo, a pesar que estos valores dificultan el desarrollo bacteriano en general, en el
caso de las bacterias acéticas tal vez pudiera ser limitante para su proliferacion, pero no para su
supervivencia, ya que se han encontrado en vinos con pH de 3. Por otra parte, los efectos de
distintas concentraciones de SO, sobre la supervivencia y desarrollo de las bacterias acéticas

no han sido estudiados con detalle (Carrascosa et. al, 2005).

Meétodos de elaboracion

Los actuales métodos industriales de elaboracion de vinagre se basan esencialmente, en el
aumento de la superficie de contacto entre el liquido y el aire. Se puede hacer una
diferenciacion entre las dos formas de acetificacion usualmente empleadas: cultivo superficial

o cultivo sumergido (Llaguno y Polo, 1991; Guzman, 1998; Hidalgo, 2008)

Acetificacion en cultivo superficial (lenta): Se caracteriza porque las BA se encuentran en la
superficie de los acetificadores en contacto directo con el oxigeno gaseoso, situadas en la
interfase liquido/gas, como es el caso del método Orleans, o bien fijadas a soportes de
materiales tales como virutas y la trasferencia de oxigeno se hace por difusion, elaborandose
asi la mayoria de los vinagres tradicionales. Los vinagres que se obtienen con este proceso
son de mejor calidad, debido principalmente al metabolismo, al aporte aromatico y sensorial

proporcionado por la madera utilizada en la elaboracion. También son suficientemente



limpidos y brillantes, y los constituyentes volatiles no experimentan desequilibrios dada la
lentitud del proceso (Llaguno y Polo, 1991; Hidalgo, 2008) .Este sistema de acetificacion
constituyé el primer paso hacia la industrializacion del proceso de fabricacion de vinagre y, en
cierto modo, es también precursor de los actuales sistemas de bacterias inmovilizadas. No
obstante, a pesar del notable avance tecnologico este sistema presenta una serie de
desventajas, tales como la pérdida de sustancias volatiles por evaporacion del orden del 10%,
el material de soporte, generalmente virutas de madera, se contamina facilmente y requieren
una limpieza periddica, teniendo que reemplazarlo cada afio. Ademas de las desventajas
expuestas anteriormente, la lentitud del proceso hace que este sistema esté siendo relegado en

beneficio de la acetificacién sumergida (Llaguno y Polo, 1991; Guzman, 1998).

Acetificacion en cultivo sumergido (rapida): Se caracteriza por la presencia de un cultivo
de bacterias libremente sumergidas dentro del acetificador y con un aporte continto de aire
(s6lo o enriquecido con oxigeno) en condiciones que permitan la maxima trasferencia posible
desde la fase gaseosa a la fase liquida. Es decir, en este caso no existe soporte alguno para las
bacterias (Llaguno y Polo, 1991; Hidalgo, 2008). Los vinagres elaborados por este sistema
son algo turbios, con caracteristicas quimicas y organolépticas de menor aprecio, con respecto
al vinagre obtenido de cultivo superficial. Esto se debe a la perturbacion originada como
consecuencia de la introduccion de gran cantidad de aire a presion. Por su parte, con el
método sumergido se obtiene un mayor rendimiento y velocidad de acetificacion, ademas de
un producto mas uniforme en comparacion con el método superficial. Los rendimientos
obtenidos mediante este sistema de acetificacion sumergida son alrededor del 95% en
comparacion a los del sistema superficial que son solo del 90%. Los avances tecnolégicos de
la acetificacion en cultivo sumergido presenta las siguientes ventajas, la pérdida de sustancias
volatiles por evaporacion se reduce al 3-5%, se prescinde de material de relleno (virutas), se
facilita la incorporacion de sistemas automaticos para la carga y descarga del acetificador, se
consiguen temperaturas mas uniformes, y la limpieza y mantenimiento es mas agil y eficaz
(Guzman, 1998; Llaguno y Polo, 1991; Hidalgo, 2008).



Bacterias Acéticas

Las bacterias acéticas son Gram-negativas, tienen forma de pequefios bastoncitos, que al ser
observadas al microscopio se pueden encontrar agrupadas a menudo en parejas y a veces en
pequefias cadenas. Algunas especies son inmdviles y otras moviles con flagelos polares 6
peritricos. También algunas de estas especies estan pigmentadas y a veces producen celulosa y
polisacaridos (Flanzy, 2000). Son microorganismos aerobios, presentando exclusivamente un
metabolismo respiratorio, con el oxigeno como aceptor final de electrones. Sin embargo,
pueden sobrevivir en condiciones cercanas a la anaerobiosis, debido a la posibilidad de utilizar
quinonas como aceptor final de electrones. La temperatura ptima a la cual se desarrollan es
de 25-30° C y el pH optimo de 5-6, aungue crecen bien en pH inferiores a 4 (Carrascosa et. al,
2005; Prieto et. al, 2007). Estas bacterias se encuentran sobre substratos azucarados y/o con
presencia de alcohol como: vinos, jugos de frutas, cerveza y vinagre. Sobre éstos llevan a cabo
una oxidacion incompleta de los azucares y los alcoholes, produciendo una acumulacion de
acidos organicos como productos finales. Cuando el sustrato es etanol, se produce acido
acetico, de ahi deriva el nombre con el cual se conocen estas bacterias. Sin embargo, estos
microorganismos son capaces de oxidar la glucosa a &cido gluconico, la galactosa a &cido
galactonico o la arabinosa a &cido arabonico (Guillamon et al., 2003). Debido a estas
transformaciones, las bacterias acéticas presentan un gran interés para la industria
biotecnoldgica, ya que ademas de la conocida produccion de vinagre, también se utilizan para

la produccion de sorbosa y de celulosa (Jara, 2009).

Taxonomia

Las bacterias acéticas eran divididas en dos generos hasta hace pocos afos: Acetobacter y
Gluconobacter. Acetobacter oxida etanol méas fuertemente que glucosa y Gluconobacter oxida
glucosa mas fuertemente que etanol. La oxidacion de etanol por bacterias acéticas es
catalizada por una reaccién en dos pasos: la oxidacion de etanol a acetaldehido seguida por la
oxidacion de acetaldehido a acido acético, en el caso de Acetobacter este podia completar la
oxidacién de acético hasta CO, y agua, a diferencia de Gluconobacter que eran incapaces de
llevar a cabo la oxidacion completa del &cido acético (Tesfaye et al., 2002; Guillamon et al.,
2003)



La clasificacion taxonémica bacteriana ha sufrido grandes cambios en los Gltimos afios debido
a la aplicacion de nuevas pruebas basadas en técnicas de biologia molecular, ha permitido la
revision de la clasificacion de las bacterias acéticas, tanto por el reordenamiento de géneros y
especies ya existentes, como por la identificacion de nuevos géneros y especies (Jara, 2009).
Actualmente las bacterias acéticas pertenecen a la familia Acetobacteraceae basada en 10
géneros: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, Acidomonas, Asaia, Kozakia,
Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia y Granulibacter (Yamada y Yukphan, 2008). Las
especies de estos dos géneros, Acetobacter y Gluconacetobacter, son las que tradicionalmente
se han asociado con la produccion de vinagre, en especial las cepas de Acetobacter aceti,
Acetobacter pasteurianus, Gluconoacetobacter europaeus y Gluconoacetobacter xylinus
(Guillamon et al., 2003).

Metabolismo de las bacterias acéticas

Una caracteristica importante de las bacterias acéticas es la capacidad de oxidar una gran
variedad de substratos, y de poder acumular los productos del metabolismo en el medio sin
gran toxicidad para las bacterias. La capacidad de oxidacion es debida, en parte, a la gran
actividad de las enzimas deshidrogenasas que poseen en la membrana celular (Barja et al.,
2003).

La alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa pueden oxidar el etanol a
acetaldehido, siendo la actividad enzimatica Optima a un pH de 5y de 6,6 respectivamente.
Ambas enzimas poseen una afinidad diferente por el oxigeno, lo que implica que una
limitacion del oxigeno disuelto en el medio provoca la acumulacién del acetaldehido en el
medio de cultivo. La acumulacion de este metabolito intermedio representa una fuente de

toxicidad para las bacterias (Barja et al., 2003).

Las bacterias acéticas del género Acetobacter oxidan el etanol del medio a acido acético, y
cuando el etanol se ha consumido totalmente, oxidan el acetato. El etanol inhibe las enzimas
que oxidan el acetato y a concentraciones elevadas el acido acético inhibe la oxidacion del
etanol (Barja et al., 2003).



Métodos Moleculares de Identificacion

La taxonomia microbiana clésica identificaba las especies bacterianas de acuerdo a criterios
morfoldgicos, bioquimicos y fisiologicos. Sin embargo con el desarrollo de la biologia
molecular, estas pruebas han quedado practicamente obsoletas y actualmente los criterios
utilizados para la clasificacion e identificacion bacteriana son genotipicos o moleculares (Jara,
2009).

Hoy en dia el interés de los investigadores para la identificacion de BA se ha basado en la
extraccion directa del acido desoxirribonucleico (DNA) desde el medio (vinagre), ya que se
desconocen las condiciones para crecer de todos los microorganismos, lo que limitaria el
desarrollo de especies en los medios de cultivo. La mayoria de los taxdnomos microbianos
han aceptado que las pruebas moleculares, especialmente aquellos métodos basados en el
analisis de los acidos nucleicos, son la opcion mas fiable para la designacién e identificacion
de especies y para determinar las relaciones entre los diferentes organismos (Guillamon et al.,
2003).

En los dltimos afios se han desarrollados técnicas moleculares rapidas basadas
mayoritariamente en la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Es importante destacar
que estas técnicas dan como resultado agrupamientos de microorganismos que no son
concluyentes a nivel taxondmico y que, por lo tanto, el uso de estas técnicas requiere de la
comprobacién de algunos miembros representativos de cada uno de estos agrupamientos
mediante técnicas moleculares, basadas en el analisis del DNA y aplicadas a la taxonomia
bacteriana como son: hibridacion DNA-DNA, el andlisis de restriccion o RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) del DNA ribosomal, de la zona intergénica entre los genes
16S y 23S rRNA (ITS o Internally Transcribed Spacer) y analisis de secuencias (Guillamon et
al., 2003; Jara, 2009).

PCR-RFLP 16S rRNA gen. Esta técnica ha sido utilizada para caracterizar bacterias acéticas
en vinos y vinagres, permitiendo identificarlas y diferenciarlas, agrupandolas en base a sus
relaciones filogenéticas. Consiste en amplificar el gen ribosomal 16S y después digerir el
fragmento amplificado con diferentes enzimas de restriccion. La combinacién de diferentes
enzimas permite la identificacion de practicamente todas las especies de bacterias acéticas. La

principal ventaja de esta técnica es que es un método rapido y fiable para la identificacion de



bacterias acéticas a nivel de género y especie (Ruiz et al., 2000; Gonzalez et al., 2006; Prieto
et al., 2007, llabaca et al., 2008, Jara, 2009).

PCR-RFLP ITS 16S-23S rRNA gen. Esta técnica consiste en amplificar la regidn
intergénica (ITS) comprendida entre los genes ribosomales 16S y 23S para posteriormente
digerir estos amplificados con diversas endonucleasas de restriccién. Aunque las secuencias
intergénicas se caracterizan por presentar alta variabilidad y permitir distinguir a nivel de
cepa, en algunos estudios realizados con bacterias acéticas, la discriminacion se ha limitado a
nivel de especie (Ruiz et al., 2000; Gonzéalez et al., 2006; Jara, 2009).

Compuestos Fenolicos

Clasificacion de compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar como no flavonoides y flavonoides. EI grupo
de los no flavonoides son aquellos compuestos de menor peso molecular, fenoles simples
caracterizados por presentar solo un anillo de 6 carbonos, aqui encontramos principalmente
los acidos benzoicos (Ce¢-Cy), los cuales tienen relacion con el gusto amargo; y los acidos
cinamicos (Cs-C3), los cuales resultan importantes por su relacion con el pardeamiento. En
cambio el grupo de los flavonoides se caracteriza por presentar una estructura comdn de dos
anillos de 6 carbonos unidos por un heterociclo central de 3 carbonos (Cg-C3-Cg). Dentro de
este grupo estan los Flavonoles, los cuales se encuentran siempre en forma glicosidada, aqui
encontramos el Kaempferol, Quercitina, Miricetina), estos son responsables de color amarillo
en los vinos blancos y son importantes por sus efectos antioxidantes, los cuales son
beneficiosos para la salud. También estan los Antocianos que son los responsables del color
rojo del vino tinto, siendo los principales la Cianidina, Peonidina, Delfinidina, Petunidina y
Malvidina. Finalmente, estan los Flavanoles (taninos condensados o procianidinas), que son la
clase més abundante de flavonoides en uva, vino y vinagre. Estos presentan como estructura
base la (+)-catequina y la (-)-epicatequina. Estos son responsables del sabor amargo y de la
astringencia del vino, pero también de parte de la componente amarilla del color, de la
sensacion de estructura o cuerpo y de la capacidad de envejecer entendiendo por ello la

capacidad de mantener el color a lo largo del tiempo (Pefia-Neira, 1998; Zamora, 2003)



Compuestos fendlicos en el vino y vinagre

El vinagre como producto final, esta influenciado tanto por la materia prima empleada en su
elaboracion, como por la tecnologia involucrada en la misma (Tesfaye et al., 2002). En
relacion a la materia prima, uno de los importantes elementos son los compuestos fenélicos.
Los compuestos fendlicos son encontrados en alimentos como, vegetales, frutas, chocolate, té,
café, vino, jugos de uva y vinagre, en diferentes concentraciones. Las uvas muestran una alta
concentracion y gran variedad de compuestos fendlicos. Asi, los mostos son una rica fuente
de flavonoides y otros fenoles en la dieta humana incrementando la capacidad antioxidante,
disminucion de la oxidacion de proteinas entre otros beneficios. Por lo dicho anteriormente,
los fermentados de productos de uva, vino y vinagre son ricos en fenoles, aunque es mas
conocido que un consumo moderado de vino tinto entrega efectos beneficiosos, que pueden
ser atribuidos a estos contenidos de compuestos fenolicos. También se exhibe el potencial
beneficioso para la salud con el consumo de vinagre de vino, debido a que su composicion
fenolica estard determinada en gran parte por la composicion fenolica del vino utilizado en su

elaboracion (Davalos et al., 2005).

Los compuestos fendlicos presentes en el vino contribuyen a las caracteristicas organolépticas
como, color, astringencia y amargor. Ademas presentan interés por sus propiedades
antioxidantes (Paixao et al., 2007). Sin embargo, no todos los vegetales, frutas o sus
derivados tienen una misma composicion fenolica y no todos los fenoles tienen la misma
capacidad antioxidante. Por consiguiente es el tipo de polifenol y no la cantidad de polifenoles
la que determina la capacidad antioxidante de los alimentos y en consecuencia, condiciona la

capacidad antioxidante de un fermento o vinagre (Verzelloni et al., 2007).

La composicion fenodlica de los vinos esta condicionada por la cepa y por otros factores que
influyen sobre el desarrollo de las bayas tales como el suelo, la localizacién geogréafica y las
condiciones medio ambientales (Paixao et al., 2007). Por lo tanto, la presencia de polifenoles
en vinos y vinagres tiene positivos efectos en la salud, debido a que estos productos
mantienen o guardan una buena porcidon de los fenoles presentes en las bayas, expresando una
importante capacidad antioxidante. EI mas abundante grupo de compuestos fendlicos presente
en vinos tintos corresponde a los acidos fendlicos y flavonoides. Sin embargo, el vino blanco
contiene mas é&cidos fendlicos (principalmente acidos hidroxicindmicos), pero menos

flavonoides con respecto al vino tinto (Verzelloni et al., 2007).
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Los vinagres de vino pueden exhibir un potencial beneficioso para la salud como
antioxidante. Esta capacidad antioxidante esta correlacionada con su contenido de polifenoles
(Verzelloni et al., 2007). Ademas, se debe considerar que no todos polifenoles presentan la
misma capacidad antioxidante. Algunos estudios sefialan que los polifenoles pertenecientes al
grupo de los flavanoles son los que presentan una mayor capacidad antioxidante por unidad
de polifenoles, es decir, son més eficientes en atrapar radicales libre por cada unidad de
polifenoles (Urquiaga, 2002). Se ha descrito que en productos derivados de uva, la actividad
antioxidante decrece en el siguiente orden: vino tinto, jugo de uvas y finalmente vinagre de
vino (Déavalos et al., 2005). Se ha propuesto que la acetificacién del vino podria disminuir el
contenido de los fenoles con alta actividad antioxidante y/o podria conducir a nuevos
compuestos fendlicos con baja actividad antioxidante a diferencia de los originalmente

presentes en el vino (Déavalos et al., 2005).

Los microorganismos responsables de la fermentacion alcoholica (levaduras) del mosto, que
generan el vino, y la posterior acetificacion de éste para convertirlo en vinagre, provocan
diversos cambios a la composicion quimica de las materias primas, incluyendo cambios en los

compuestos fenolicos (Llaguno y Polo, 1991).

En el caso de las cepas de levaduras, por ejemplo, la implicancia sobre la coloracion del vino
es doble. Por una parte, influyen en la extraccion de antocianos durante el proceso
fermentativo ya que éstas trasforman el medio acuoso a alcohdlico durante la fermentacion, lo
cual permite una mayor solubilidad y extraccién de antocianos presentes y por otro, lado,
pueden promover la degradacion de antocianinas y participar en interacciones con pigmentos
que resultan en perdidas de color. También estos microorganismos influyen sobre la
composicion fendlica del vino y por ende en su estabilidad y propiedades antioxidantes
(Monagas et al., 2007). Por lo tanto, la accion de las levaduras durante la fermentacion
alcohdlica y el proceso de envejecimiento tiene repercusiones en el proceso de elaboracion del
vinagre, ya que éstas pueden afectar el perfil cromatico y contenido de fenoles del vino base

utilizado posteriormente para la elaboracién de vinagre (Bautista-Ortin et al., 2007).

Por otra parte, es importante sefialar que los efectos que tienen los compuestos fenolicos sobre
los microorganismos aun no son claros del todo. Mientras algunos estimulan el crecimiento y

actividad de las bacterias, otros tienen efectos inhibitorios. Es asi que algunos acidos fendlicos
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tienen una influencia negativa sobre el crecimiento y supervivencia de bacterias lacticas,
disminuyendo su tasa de crecimiento y la concentracion final. Por otra parte, los taninos
influyen sobre la fisiologia de la célula generando una progresiva inactivacion, siendo los
efectos de inactivacion mayores con el aumento del promedio de tamafio de taninos
(Figueiredo et al., 2007).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, existen algunos compuestos fendlicos
pertenecientes al grupo de los flavanoles, como las procianidinas, que son conocidas por
inhibir el crecimiento de microorganismos al presentar efectos toxicos para ellos. También
han demostrado tener una particular resistencia a la degradacion por parte de los
microorganismos. Sin embargo, hay evidencias de que algunos microorganismos,
principalmente bacterias, pueden tolerar las procianidinas e incluso son capaces de

degradarlas por medio de modificaciones enzimaticas (Contreras — Dominguez et al., 2006).
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CAPITULO II

EFECTO DE UNA CEPA DE BACTERIA ACETICA NATIVA SOBRE LA
COMPOSICION FENOLICA DE VINAGRES OBTENIDOS A PARTIR DE VINO
BLANCO Y TINTO
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RESUMEN

En la elaboracion de vinagre, la utilizacion de nuevas materias primas y la busqueda de
nuevas alternativas para su consumo, hace que la elaboracion de vinagres presente un gran
interés por parte de la industria alimentaria. Con esto, el estudio de las bacterias acéticas
juegan un rol fundamental en la acetificacion ya que pueden aportar un caracter particular al
producto final. A traves de técnicas moleculares, desarrolladas recientemente, se pueden
identificar y trazar estos microorganismo durante el proceso de acetificacion, presentando un

potencial biotecnoldgico de interés industrial.

El principal objetivo planteado en esta investigacion, fue determinar la capacidad de una
bacteria acetica, Acetobacter cerevisiae 209, para modificar el perfil fendlico durante el

proceso de acetificacion a un vino blanco y un vino tinto.

La identificacion de la bacteria acética utilizada en este estudio se realizd mediante dos
técnicas moleculares, PCR-RFLP 16S rRNA y PCR-RFLP ITS 16S-23S rRNA. Una vez
identificada, se evalud el crecimiento bacteriano a distintas concentraciones de etanol y de
anhidrido sulfuroso y se estudio la modificacion de los compuestos fenolicos en el vino

blanco y el vino tinto durante la acetificacion.

Acetobacter cerevisiae presentd crecimiento a 10%v/v en etanol y a concentraciones de
anhidrido sulfuroso inferiores a 25ppm. Para determinar la modificacion de los compuestos
fenolicos se utilizaron muestras de vino blanco, vinagre de vino blanco, vino tinto y vinagre
de vino tinto. Los fenoles totales, taninos totales y antocianos totales (s6lo en vino y vinagre
tintos) disminuyeron de manera significativa durante el proceso de acetificacion. En relacién a
los fenoles de bajo peso molecular, disminuyeron los acidos fendlicos (hidroxibenzoicos) y
los flavanoles, provocando una disminucion en la capacidad antioxidante en los vinagres
obtenidos. Por ende, es posible que dichas modificaciones estén asociadas a enzimas que
estan presentes en nuestra cepa en estudio.

Palabras Claves: Acetobacter cerevisiae, PCR, acetificacion, compuestos fendlicos,

capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

In the production of vinegar, the use of new raw materials and research for its alternative
consumption makes vinegars preparation a great interest from the food industry. Regarding
this, the acetic bacteria study plays a fundamental role on the acetification, due to them can
provide a particular character to the final product, and through recently developed molecular
techniques, can be identified and trace in the acetification process, introducing a potential
biotechnological of industrial interest.

The main objective proposed in this research, was to determine the ability of an acetic
bacteria, Acetobacter cerevisiae 209, to modify the phenolic profile during acetification

process to a white wine and red wine.

Identifying acetic bacteria used in this study was performed by means of two molecular
techniques, PCR-RFLP 16S rRNA and PCR-RFLP ITS 16S-23S rRNA. Once identified them,
bacterial growth was evaluated at different concentrations of ethanol and sulphurous
anhydride, and it was studied the modification of phenolic compounds during acetification in

white wine and red wine.

Acetobacter cerevisiae showed growth to 10% v/ v of ethanol and sulphurous anhydride
concentrations below 25ppm. To determine the phenolic compounds modification it had used
samples of white wine, white wine vinegar, red wine and red wine vinegar. Total phenols,
total tannins and total anthocyanins (only in red wine and red vinegar) decreased significantly
during the acetification process. In relation to the low molecular weight phenols, phenolic
acids (hydroxybenzoic) and flavanols decreased, causing a reduction in the antioxidant
capacity of vinegars obtained. Therefore, it is possible that such changes are associated with

enzymes that are present in our stock under study.

Keywords: Acetobacter cerevisiae, PCR, acetification, phenolic compounds, antioxidant

capacity.
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INTRODUCCION

El vinagre tradicionalmente se ha utilizado como conservador de alimentos, resaltador de
sabores y aromas. También ha sido utilizado como base de medicamentos sencillos, siendo un
producto habitual en la mayoria de los paises mediterraneos (Morales et al., 2003). Hoy en dia
existe una gran variedad de materias primas de origen agricola que se emplean para la
obtencion de vinagres, encontrandose una gran oferta en el mercado (Pujola et al., 2003).
Silva, (2006) sefiala que la produccidn nacional esté orientada a la elaboracion de vinagres de

baja calidad en comparacion con vinagres balsamicos.

El vinagre se puede definir brevemente como la oxidacion bioquimica del etanol a acido
acetico, esta reaccion es realizada por bacterias acéticas (LLaguno y Polo, 1991; Barja et al.,
2003). Por lo tanto, el vinagre es esencialmente una solucién diluida de &cido acético
elaborado a traves del proceso fermentativo y subsiguiente acetificacion. Actualmente, se
conocen muchas caracteristicas de la biologia de las bacterias acéticas, entre las cuales se
puede destacar que son Gram-negativas, de forma elipsoidal o cilindrica, se pueden encontrar
a menudo en parejas o formando pequefias cadenas, algunas son inmoviles y otras moviles
con flagelos polares 6 peritricos. Son aerobias, presentando exclusivamente un metabolismo
respiratorio con el oxigeno como aceptor final de electrones, otorgandole un metabolismo
estrictamente aerobio, ademas son catalasa positivas y oxidasa negativas (Guillamén et al.,
2003). Referente a sus condiciones de desarrollo, la temperatura éptima a la cual se
desarrollan es de 25-30° C y el pH 6ptimo de 5-6, aungue crecen bien en pH inferiores a 4
(Carrascosa et. al, 2005; Prieto et. al, 2007).

Los principales factores que intervienen en el desarrollo de las bacterias acéticas son la
temperatura, el pH, la concentracion de etanol, la concentracion de SO, y fundamentalmente

la concentracion de oxigeno disuelto en el medio (Drysdale y Fleet, 1988).

Hasta hace pocos afios las bacterias acéticas eran divididas en dos géneros Acetobacter y
Gluconobacter. La oxidacion de etanol por bacterias acéticas es catalizada por una reaccion en
dos pasos: la oxidacién de etanol a acetaldehido seguida por la oxidacion de acetaldehido a

acido aceético, en el caso de Acetobacter este podia completar la oxidacidén de acético hasta
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CO, y agua, a diferencia de Gluconobacter que eran incapaces de llevar a cabo la oxidacion

completa del acido acético (Tesfaye et al., 2002; Guillamon et al., 2003).

La clasificacién taxondmica bacteriana ha sufrido grandes cambios debido a la aplicacion de
nuevas técnicas de biologia molecular. Actualmente las bacterias acéticas pertenecen a la
familia Acetobacteraceae basada en 10 géneros: Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter, Acidomonas, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia y
Granulibacter (Yamada y Yukphan, 2008). Las especies de estos dos géneros, Acetobacter y
Gluconacetobacter, son las que tradicionalmente se han asociado con la produccién de
vinagre, en especial las cepas de Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus,
Gluconoacetobacter europaeus y Gluconoacetobacter xylinus (Guillamon et al., 2003). Estas
especies son de suma importancia, sin embargo, existen pocos estudios enfocados a conocer el
comportamiento y la diversidad poblacional de las bacterias acéticas del vinagre (Quintero,
2010). Actualmente los cultivos de bacterias utilizados en la elaboracién de vinagre son
mixtos, ya que la identificacion de las bacterias acéticas se ha hecho a través de pruebas

fisioldgicas y biogquimicas, lo que ha impedido una buena seleccion (Vegas, 2007).

Dentro del género Acetobacter se encuentra Acetobacter cerevisiae que es una especie
relativamente nueva, descrita y caracterizada genotipicamente (Cleenwerck et al., 2002;
Prieto et al., 2007).

Recientemente, se han descrito técnicas moleculares para la caracterizacion de las bacterias
acéticas, las cuales han provocado grandes avances en la investigacion de estas bacterias. Estas
técnicas moleculares son rapidas, fiables y de facil manejo para su identificacion; uno de los
métodos mas utilizados consiste en el analisis de marcadores moleculares, siendo el mas
comdun el andlisis de restriccion del gen ribosomal 16S, previamente amplificado mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Un segundo método de identificacion es el analisis
de la zona comprendida entre los genes ribosomales 16S y 23S. Esta zona intergénica se
conoce como ITS (Internal Transcribed Spacer) y posee un mayor grado de polimorfismo entre
las cepas estudiadas (Ruiz et al., 2000).

En la naturaleza hay una gran cantidad de bacterias acéticas que aun no han sido aisladas ni
caracterizadas, debido a que son dificiles de cultivar. Estas bacterias presentan un potencial
biotecnoldgico en la elaboracion de vinagres, ya sea por su comportamiento dentro del proceso
como por la modificacion que pueden realizar a los compuestos de la materia prima. Es por

esto, que se hace necesario su seleccion en base a técnicas moleculares, que son mas precisas
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que las técnicas tradicionales y permiten conocer la trazabilidad de un microorganismo durante

la elaboracion de vinagres.

Por todo lo expuesto anteriormente es importante saber si Acetobacter cerevisiae es capaz
desarrollar el proceso de acetificacion, asi como también de modificar los compuestos de la
materia prima. Por lo tanto en esta investigacion se evaluo la resistencia a etanol, SO, y la

modificacion de los compuestos fendlicos de la materia prima.

El etanol es la materia prima en la elaboracién de vinagre, por lo tanto, es el principal sustrato
de Acetobacter cerevisiae en la produccion de acido acético. Altas concentraciones de etanol y
de SO, afectan la tasa de crecimiento ya que son inhibidores microbioldgicos. Las bacterias
acéticas que puedan sobrevivir en aquellas condiciones, presentan adaptaciones particulares
que le permiten estar metabdlicamente activas (Sokollek et al., 1998). Por lo tanto es
imprescindible evaluar que concentraciones de etanol y de SO, es capaz de tolerar nuestra

cepa en estudio.

Por otra parte, los compuestos fendlicos estan presentes en variados alimentos como,
vegetales, frutas, chocolate, té, café, vino, jugos de uva y vinagre, en diferentes
concentraciones. Estos compuestos fendlicos se clasifican como no flavonoides y flavonoides.
Los no flavonoides se caracterizan por presentar un anillo de 6 carbonos, aqui encontramos los
acidos benzoicos (Cs-Cy), los cuales tienen relacion con el gusto amargo y los acidos
cinamicos (Cs-C3), los cuales tienen relacion con el pardeamiento en vinos. En cambio los
flavonoides presentan una estructura de dos anillos de 6 carbonos unidos por un heterociclo
central de 3 carbonos (Cg-C3-Cg). Dentro de este grupo estan los Flavonoles, los cuales se
encuentran siempre en forma glicosidada, estos son responsables de color amarillo en los
vinos blancos y son importantes por sus efectos antioxidantes, los cuales son beneficiosos para
la salud. También estan los Antocianos que son los responsables del color rojo del vino tinto,
siendo los principales la Cianidina, Peonidina, Delfinidina, Petunidina y Malvidina.
Finalmente, estan los Flavanoles (taninos condensados o procianidinas), que son la clase méas
abundante de flavonoides en uva, vino y vinagre. Estos presentan como estructura base la (+)-
catequina y la (-)-epicatequina. Estos son responsables del sabor amargo y de la astringencia
del vino, pero también de parte de la componente amarilla del color, de la sensacién de

estructura o cuerpo (Pefia-Neira, 1998; Zamora, 2003).

Los vinos exhiben una alta concentracién y variedad de compuestos fenolicos. Por lo tanto,

productos derivados como el vinagre guardan una buena porcidon de los fenoles presentes en la
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materia prima; por ende el vinagre presenta importantes concentraciones de polifenoles a
pesar del proceso de acetificacion (Davalos et al., 2005; Carbo et al., 2006). Estos polifenoles
como se dijo anteriormente contribuyen a las caracteristicas organolépticas como color,
astringencia y amargor, ademas de presentar propiedades antioxidantes (Paixao et al., 2007).
Sin embargo la capacidad antioxidante de estos polifenoles dependera del tipo de polifenol
gue encontremos y su concentracion en el vino y posteriormente en el vinagre (Verzelloni et
al., 2007). Algunos estudios sefialan que los polifenoles pertenecientes al grupo de los
flavanoles son los que presentan una mayor capacidad antioxidante (Urquiaga, 2002). Por lo
tanto una ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes previene o disminuye el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, el dafio oxidativo del ADN y el cancer, por lo
que es una propiedad importante de los vinagres y que lo convierte en un alimento funcional,
permitiendo aportar un componente saludable a la dieta el consumo de este (Gerster, 1995;

Jampol y Ferris, 2001).

Actualmente, la composicion fendlica de los vinagres se ha estudiado estableciendo
comparaciones en base al método de elaboracion y procedencia de los vinagres (Galvez et al.,
1994; Garcia-Parilla et al., 1997). Sin embargo no se ha considerado que el componente
bacteriano tendria la capacidad de modificar el perfil fendlico de los vinagres. Por lo dicho
anteriormente, es importante destacar que los efectos que tienen las bacterias acéticas sobre la
modificacion de compuestos fendlicos durante el proceso de acetificacion ain no son del todo
claros, y méas ain no se han encontrado estudios que muestren la influencia de una cepa de
bacteria acética sobre la modificacion fendlica durante el proceso de elaboracion de vinagre.
Por lo tanto, es importante estudiar como Acetobacter cerevisiae es capaz de modificar
bioquimicamente los compuestos fendlicos presentes en el vino durante el proceso de

acetificacion.
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Hipdtesis

Se postula que la bacteria acética nativa Acetobacter cerevisiae 209 es capaz de imponerse en
una acetificacion experimental y en este proceso disminuye la concentracién de compuestos

fendlicos, principalmente la concentracion de flavanoles presentes en el vino

Objetivo general

Determinar la capacidad de Acetobacter cerevisiae 209 para modificar el perfil fendlico en

diferentes matrices de vino.

Objetivos especificos

Determinar las condiciones de anhidrido sulfuroso libre (SO) y etanol que permitan la
imposicion y acetificacion de Acetobacter cerevisiae 209 en la elaboracion de vinagres de

vino.
Determinar la presencia de Acetobacter cerevisiae 209 durante el proceso de acetificacion.

Determinar la disminucién de compuestos fendlicos y caracteristicas quimicas del vinagre.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

La elaboracion del vinagre se realizd en el Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos (INTA), perteneciente a la Universidad de Chile. Los andlisis quimicos y
microbiol6gicos se realizaron en los laboratorios del INTA y laboratorios de Quimica
Enoldgica, Cromatografia y Microbiologia del Departamento de Agroindustria y Enologia de

la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile.
Materia Prima
Para la elaboracion del vinagre, se emple6 como materia prima vino blanco y tinto de los
cultivares Chardonnay y Carménére, respectivamente, ambos de la temporada 2010, de
vifiedos y bodegas pertenecientes a Vifiedos Emiliana ubicados en el valle de Colchagua.
Microorganismo iniciador de la acetificacion
Se utiliz6 una cepa nativa de Chile, Acetobacter cerevisiae 209, perteneciente al Laboratorio

de Microbiologia del Departamento de Agroindustria y Enologia de la facultad de Ciencias

Agrondmicas de la Universidad de Chile.
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Metodologia

Caracterizacion fenotipica de Acetobacter cerevisiae

Previo a la elaboracion de vinagre se realizé una caracterizacion fenotipica, asociada a las
propiedades tecnoldgicas, de la bacteria acética, Acetobacter cerevisiae 209, determinando su
capacidad de acetificacion a distintas concentraciones de etanol (0, 6, 8 10% v/v), para esto se
realizaron curvas de crecimiento a distintas concentraciones de etanol. También se evalu6
resistencia de Acetobacter cerevisiae 209 a distintas concentraciones de anhidrido sulfuroso
libre (5-10-15-20 ppm).

Resistencia a Etanol

Medios y condiciones de cultivo: Para realizar dicha caracterizacion se cultivd Acetobacter
cerevisiae 209 en un medio liquido GY (5% D-glucosa, 1% extracto de levadura), donde se
incubd por 2 a 4 dias a 28°C, en condiciones aerobicas. La cuantificacion bacteriana se realizo
diariamente mediante microscopia, con camara de Petroff-Hausser, hasta llegar a una

concentracion de 1x10° células/mL.

Posteriormente para la elaboracion de curvas de crecimiento se utilizd un vino sintético

(Medio V50) descrito por Quintero et al., 2009, que presenta la siguiente composicion:

Etanol 0-6-8-10%
Extracto de levadura 04 %
Glicerol 0,2 %
K2HPO4 0,05 %
MgSO4. 7TH20 0,05 %
MnSO4 . H20. 0,02 %
CaCl2 0,01 %
Acetato de Sodio 0,1%
Acido Tartarico 0.2%

Una vez elaborado este vino sintético a distintas concentraciones de etanol (0-6-8-10% v/v) en

tubos de ensayo, se inoculd Acetobacter cerevisiae 209, e incub6 a 28°C. EIl ensayo fue
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realizado por triplicado y el crecimiento bacteriano fue medido mediante espectofotometria a

DO 620 nm, para seguir el crecimiento de la poblacion.

Resistencia a anhidrido sulfuroso

Medios y condiciones de cultivo: Se cultivd Acetobacter cerevisiae 209 en un medio liquido
GY (5% D-glucosa, 1% extracto de levadura), donde se incubd por no mas de 48 horas a
28°C. La cuantificacion bacteriana, al igual que la anterior, se realiz6 mediante microscopia
con camara de Petroff-Hausser. Se obtuvo una concentracion de 2,4x10° células/mL. Para
realizar el ensayo, se tomé 1 ml de este cultivo y se ambiento con vino sintético (composicién

descrita anteriormente).

Posteriormente, el volumen final del ensayo fue de 50 mL, para lo cual se utilizaron tubos
falcon de 50 mL, se alicuotd con vino sintético, considerando el volumen de bacterias que se
aplicaron (obteniendo una concentracion final de 10° células/mL). Luego, se aplicaron dosis
de metabisulfito de potasio al 5%, para obtener las distintas concentraciones de anhidrido
sulfuroso libre (5-10-15-20 ppm).

Una vez sulfitado, se dejaron los tubos falcon por 20 minutos, antes de realizar el recuento de
bacterias por microgota, en medio de cultivo solido GYC. Una vez aplicadas las microgotas
(con un volumen de 10uL) en el medio de cultivo sélido, se incubaron las placas a 28°C

durante 24 a 48 horas. Posteriormente, se realizo el recuento directo de colonias (UFC)/mL.
Caracterizacidn genética de Acetobacter cerevisiae

Con el fin de corroborar la identidad, y tener la certeza que el cultivo iniciador del proceso de
acetificacion corresponde al género y especie Acetobacter cerevisiae, se caracterizd
genéticamente la cepa Acetobacter cerevisiae 209 a través de pruebas moleculares (RFLP del
gen 16S rRNA y RFLP ITS 16S-23S rRNA). También se caracterizd genéticamente el
vinagre terminado, para asegurar que fue Acetobacter cerevisiae 209 quien realizo el proceso

de acetificacion.

Extraccion de DNA. Se prepard el cultivo iniciador de la acetificacion (Acetobacter
cerevisiae 209) en medio GY (5%D-glucosa, 1% Extracto de levadura), por 2 a 4 dias a 28°C

en agitacion en condiciones aerdbicas. Luego de esto, con el fin de obtener un pellet
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bacteriano, el cultivo fue centrifugado a 10.000 g por 2 minutos y se elimino el sobrenadante.
Posteriormente para la extraccion de DNA se siguid el protocolo del Kit comercial Wizard
genomic DNA purification kit (Promega).

Una vez finalizado el proceso de acetificacion, la extraccion de DNA del vinagre se realizd
mediante una extraccion directa, incubando las muestras por 30 minutos con enzima lisozima
a 0,7 mg/mL y proteinasa K a 0,1 mg/mL. Para la extraccion de DNA, se utilizé el kit
comercial PowerSoil ™ DNA lIsolation kit (MoBio), siguiendo protocolo del fabricante.

En ambos casos, la concentracion de DNA se estimé a través de un gel de agarosa al 1%, el
cual se colocd en una solucion de TBE 1X, con un marcador de peso molecular conocido
ladder de 100pb y se corrid el gel por 45 minutos a 100 volts. Luego el gel fue tefiido con

bromuro de etidio y posteriormente se fotografio.

Condiciones de PCR. Una vez extraido el DNA, se realiz6 la amplificacion del gen
ribosomal 16S rRNA con los partidores 27F y 1492R. Las condiciones de amplificacion
fueron las descritas por Romero et al., (2002). Para amplificar la zona intergénica 16S-23S
rRNA (ITS 16S-23S rRNA) se realizo con los partidores ITS1 forwards e ITS2 reverse y las

condiciones de amplificacion fueron las descritas por Ruiz et al., (2000).

Analisis de Restriccion. Para realizar el analisis de restriccion (RFLP) del gen 16S rRNA, se
digirié con enzima Tagl (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2 pL de cada DNA amplificado,
luego se agrego proteinasa K a 0,1 mg/mL y se incubd a 37°C por 1 hora (Romero et al.,
2002). Esta digestion fue analizada por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 8% en
TBE 1x. Se utiliz6 marcador de peso molecular conocido, ladder de 100pb (Invitrogen),
separado a 200 volts por 20 min. Luego, el gel fue revelado con bromuro de etidio y
posteriormente fotografiado (Romero et al, 2002).

Para el analisis de restriccion de la zona intergénica entre los genes 16S y 23S rRNA (ITS
16S-23S rRNA), 2 pL de cada amplificado fueron digeridos con la enzima Alul (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), luego se agregd proteinasa K a 0,1 mg/mL y se incub6 a 37°C, por 1
hora (Romero et al., 2002). El resultado fue analizado por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 8% en TBE 1x, con un marcador de peso molecular conocido ladder 100
pares de base (pb), invitrogen, separados a 150 volts por 45 min. Luego, el gel fue tefiido con

bromuro de etidio y posteriormente fotografiado (Romero et al., 2002).
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Proceso de Acetificacion

La elaboracion del vinagre se realizd por el proceso de acetificacion superficial (Llaguno y
Polo, 1991). Este vinagre se realiz6 en un recipiente plastico de 4 litros de capacidad, tapado
con papel alusa plast para evitar contaminacion con particulas extrafias y disminuir las
pérdidas de etanol y acido acético. Estos se mantuvieron en un recinto temperado entre 25-
30°C, por 4 semanas. El vinagre se elabor6 mezclando vino, agua e inoculo en una relacion
2:1:1% vlv, respectivamente, obteniendo un volumen final de 2 litros. También se fue
agregando semanalmente 500 ml de vino, para mantener el volumen final de 2 litros. El
proceso de acetificacion termind cuando el vinagre lleg6 a una concentracién igual o superior

a 40 g/L de acido acético.
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Andlisis fisicos y quimicos

Se realizaron los siguientes analisis fisico-quimicos al vino y posteriormente al vinagre, con el
fin de caracterizar a Acetobacter cerevisiae 209 por medio de la modificacion de los
compuestos fendlicos en el proceso de acetificacion. Los analisis que se hicieron

corresponden a los indicados en el Cuadro 1.

Cuadrol. Andlisis fisicos quimicos y muestras a analizar

Analisis Método Vino Blanco |Vinagre Blanco[Vino Tinto|Vinagre Tinto

pH* Potenciémetro X X X X
Acid latil (g/L ac.

cidez volatil (g/L ac Blarez X X X X
Acético)*
Grado Alcohdlico (2GL)* Densimétrico X X X X
Anhidrido sulfuroso libre Ri X X X X
y total (mg/L SO2)* IPper
Fenoles totales (mg/L),
expresado como ac. Espectofotometria, DO 280 nm X X X X
Galico *
Taninos totales (g/L),
expresado como(+)- Espectofotometria, DO 550 nm X X X X
catequina*
Antocianos totales
(mg/L), expresado como Espectofotometria, DO 520 nm - - X X
malvidina-3-glucésido*
Intensidad colorante* Espectofotometria, DO 420 nm+520+620 X X X X
Matiz* Espectofotometria, DO 420 nm/520 - - X X
Perfil antocianidico HPLC ) ) X X
(mg/L)**
Polifenoles de bajo peso HPLC X X X X
molecular (mg/L)**
Capacidad antioxidante ORAC X X X X
UMET/g***

Intensidad colorante en vino y vinagre blanco se medira solo a 420nm
* Bordeau y Scarpa, 1998

**Hernandez-Orte et al., 2006

***Huang et al. , 2002



31

Disefio experimental y analisis estadistico de los datos

En esta investigacion se utilizd un disefio experimental con 2 ensayos en paralelo. Un ensayo
para vino blanco y otro para vino tinto, independientes entre si. En los cuales se compard un
testigo (vino) contra un tratamiento (Cepa Acetobacter cerevisiae 209), ambos con 3

repeticiones cada uno. La unidad experimental fue de 2 litros

Las variables que se analizaron estadisticamente fueron: fenoles totales, taninos totales,
antocianos totales, intensidad colorante, matiz, perfil antocianidico, polifenoles de bajo peso

molecular, y capacidad antioxidante.

Los resultados de esta investigacion fueron sometidos al anélisis estadistico de t-Student, con

un nivel de confianza del 95%. Para este analisis se utilizé el programa estadistico InfoStat.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones de etanol y anhidrido sulfuroso libre que permitan la imposicion de

Acetobacter cerevisiae 209 en la elaboracion de vinagres

Crecimiento de Acetobacter cerevisiae 209 a distintas concentraciones de etanol

El etanol es el sustrato primordial para la produccion de &cido acético en la elaboracién de
vinagre. Este metabolito afecta directamente la membrana plasmatica de las bacterias acéticas
inhibiendo su crecimiento celular (Madigan et al., 2003). Por lo tanto, la tasa de crecimiento
de Acetobacter cerevisiae dependera directamente de la concentracion de etanol (Sokollek et
al., 1998; Altieri et al., 2007). Por este motivo Llaguno y Polo (1991), han considerado que
los vinos utilizados en el proceso de acetificacion deben de ser de baja graduacion alcoholica.

En la actualidad, las técnicas de fermentacion permiten utilizar vinos con graduacion
alcohodlica de 10-12% v/v (LLaguno y Polo, 1991). De acuerdo a lo planteado anteriormente,
es necesario seleccionar la mayor concentracion de etanol posible que permita el crecimiento
de Acetobacter cerevisiae, ya que éste es la materia prima en la elaboracion del vinagre.
Alternativamente, se busca seleccionar o contar con bacterias acéticas capaces de tolerar y
crecer en altas concentraciones de etanol, debido a que las mayores pérdidas de etanol durante

el proceso de acetificacion se producen por evaporacion.

Para analizar la tolerancia al etanol de Acetobacter cerevisiae 209, se inocul6 la cepa en
diferentes concentraciones de etanol y se midié su crecimiento. Este crecimiento bacteriano
fue monitoreado por espectrofotometria, midiendo la DO a una longitud de onda de 620nm.
El incremento en el nimero de células se ve reflejado en la turbidez de la suspension celular,
siendo proporcional el numero de células presentes a las unidades de densidad Optica
(Madigan et al., 2003).

Las curvas de crecimiento de la cepa Acetobacter cerevisiae 209 se muestran en la Figura 1.
Para las concentraciones de 6 y 8 % v/v de etanol el comportamiento bacteriano fue similar.
Presentaron una fase de latencia de alrededor de 48 horas, para luego comenzar la fase

exponencial de crecimiento. Sin embargo, a una concentracion de 10%v/v de etanol la fase de
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latencia es mayor, alrededor de 100 horas para luego comenzar una fase de crecimiento
exponencial de aproximadamente 8 dias (200 horas) antes de la fase estacionaria. A pesar de
presentar una mayor fase de latencia, el crecimiento bacteriano oscilé entre 0,2 a 0, 6
unidades de absorbancia (UA) al igual que para las concentraciones de 6 y 8 %v/v etanol. Por
lo tanto, considerando que el etanol es la materia prima para la elaboracion del vinagre y
ademas teniendo en cuenta que la evaporacion es una de las principales causas en la pérdida
de éste, es que se selecciono la concentracion de 10%v/v de etanol para realizar el vinagre de

vino.

Figura 1. Curvas de crecimiento de Acetobacter cerevisiae 209 en medio V50 a 0, 6, 8 y 10%

v/v de etanol.
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Resistencia de Acetobacter cerevisiae 209 a distintas concentraciones de anhidrido

sulfuroso libre

El anhidrido sulfuroso es el principal agente utilizado como antiséptico y antioxidante en el
proceso final de acetificacién, siendo especialmente importante por inhibir el crecimiento
bacteriano, asi como también para prevenir la oxidacion y evitar el pardeamiento (Bordeu y
Scarpa, 1998). Como se aprecia en el Cuadro 2 el contenido de anhidrido sulfuroso libre no
presenta una inhibicion en el crecimiento de Acetobacter cerevisiae 209 en concentraciones

de 5, 10, 15 y 20 ppm, permitiendo el desarrollo de unidades formadoras colonias (UFC) para
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estas concentraciones. En los resultados de siembra directa a concentraciones de 5, 10 y 15
ppm, las colonias crecieron aglomeradas lo que hizo imposible el recuento. Sin embargo en
las diluciones -1,-2 y -3 se pudo realizar el recuento de cada repeticion y se obtuvo un
promedio en todas 10* UFC/mL. Este recuento es muy similar al obtenido para la condicién
sin sulfuroso, por lo tanto, estas dosis no inhiben el crecimiento de la cepa 209. Sin embargo
a una concentracion de 25 ppm de anhidrido sulfuroso libre no hubo desarrollo de colonias en
ninguna dilucion y tampoco en la siembra directa. Por lo tanto, se puede concluir que
Acetobacter cerevisiae 209 es sensible a concentraciones iguales o mayores a 25 ppm. Esto
concuerda con lo planteado por Carrascosa et al. (2005), sobre crecimiento de bacterias
acéticas, quien sefiala que concentraciones alrededor de 30 ppm podrian inhibir
completamente el crecimiento de bacterias acéticas en el vino. Por otra parte Llaguno y Polo
(1991), sefialan que en cantidades bajas, 10 ppm de SO libre, la accion antiséptica es eficaz

contra el crecimiento de bacterias acéticas.

Cuadro 2. Crecimiento de Acetobacter cerevisiae 209 en medio V50 a 0, 5, 20, 15y 20 ppm

de metabisulfito de potasio a una solucion al 5%.

Solucidn de metabisulfito de potasio al 5%
Diluciones Blanco 5ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm 25 ppm
Siembra Directa |1,12x 10* UFC/mL| Incontable Incontable Incontable  |2,6x 10* UFC/mL OUFC/mL
Dilucion -1 2,6 x 10* UFC/mL [2,6 x 10* UFC/mL|2,7 x 10* UFC/mL|3,5 x 10* UFC/mL| 2 x 10* UFC/mL OUFC/mL
Dilucién -2 2x 10* UFC/mL |2,4x 10* UFC/mL|3,6 x 10* UFC/mL| 4 x 10* UFC/mL |1,1x 10* UFC/mL OUFC/mL
Dilucién -3 0 UFC/mL 2x 10* UFC/mL | 3x 10* UFC/mL OUFC/mL OUFC/mL OUFC/mL
Dilucion -4 OUFC/mL OUFC/mL OUFC/mL OUFC/mL OUFC/mL OUFC/mL

Determinacidn de presencia de Acetobacter cerevisiae 209 durante el proceso de

acetificacion.

Caracterizaciéon por PCR-RFLP del gen 16S rRNA

A través de la caracterizacion genética se identifico el inoculo con el fin de determinar su
pureza e identidad. La estrategia empleada consistio en amplificar el gen ribosomal 16S y
después digerir el fragmento amplificado con diversas enzimas de restriccion. Se emple6 una
combinacion de diferentes enzimas, la cual permite la identificacion de practicamente todas

las especies de bacterias acéticas (Jara, 2009). Guillamén et al. (2003) sefialan que las
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secuencias de esta zona estdn muy conservadas entre las cepas de una misma especie, de
manera que los RFLPs de esta region pueden producir patrones de bandas especificos para

cada especie.

Para identificar a Acetobacter cerevisiae 209 en el in6culo y en el vinagre final se compard
con una cepa de coleccion Acetobacter cerevisiae (DSMZ 14362). Para dicha caracterizacion
se analizo el gen 16S rRNA del indculo utilizando partidores universales bajo las condiciones
descritas por Romero et al. (2002) y se realizé un analisis de restriccion con la endonucleasa
Taql. Como se observa en la Figura 2, la cepa Acetobacter cerevisiae 209 mostré los mismos
perfiles de restriccion de la cepa de coleccidon Acetobacter cerevisiae (DSMZ 14362), por lo
tanto, con esta técnica se puede corroborar que corresponde a la misma especie. Los perfiles

de restriccion para el anélisis del gen 16S rRNA fueron los siguientes: 850-350-190 pb.
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Figura 2. Caracterizacion genética de Acetobacter cerevisiae 209. Analisis PCR-RFLP del gen 16S
rRNA. Carril L: Ladder 100. Carril 209: Acetobacter cerevisiae 209. Carril Ac: Acetobacter cerevisiae
(DSMZ 14362) cepa de coleccion.
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Caracterizacion por PCR-RFLP ITS 16S-23S rRNA

Para profundizar mas en la identificacion de Acetobacter cerevisiae 209, se utilizé un segundo
método de identificacion basado en el espaciador intergénico 16S-23S rRNA, que son
porciones variables, que varian en tamafio y secuencia, permitiendo diferenciar especie y cepa
utilizando enzimas de restriccion (Jensen et al., 1993). Como se observa en la Figura 3, la
cepa 209 mostro un amplificado de 750pb y luego éste fue digerido con la enzima de
restriccion Alul. Los perfiles de restriccion para el andlisis de la zona intergénica 16S-23S
fueron 430-250-110pb. Sin embargo, la cepa de coleccién Acetobacter cerevisiae (DSMZ
14362) mostrd un patron distinto a Acetobacter cerevisiae 209, los perfiles de restriccion
fueron 430-200-110. Por lo tanto, el resultado del analisis de restriccion del ITS 16S-23S
rRNA indicO que Acetobacter cerevisiae 209 se pudo distinguir de la cepa de coleccion
Acetobacter cerevisiae (DSMZ 14362).
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Figura 3. Caracterizacién genética de Acetobacter cerevisiae 209. Andlisis PCR-RFLP del ITS 16S-23 rRNA.
Carril L: Ladder 100 pb. Carril 209: Acetobacter cerevisiae 209.Carril Ac: Acetobacter cerevisiae (DSMZ

14362) cepa de coleccion.
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Caracterizacion genética del vinagre de vino blanco y vinagre de vino tinto

Se realizo la caracterizacion genética a los vinagres, tanto de vino blanco como de vino tinto.
Dicha caracterizacion se realizé al inicio y al final del proceso de acetificacion, con la
finalidad de corroborar que la cepa que se indculo fue realmente quién realiz6 el proceso de
acetificacion. Como se puede apreciar en las Figuras 4 y 5, tanto en los vinagres iniciales (V1)
como en los vinagres finales (VF) de vino blanco y vino tinto solo se aprecia el perfil de
Acetobacter cerevisiae 209. Por lo que se puede concluir que el proceso de acetificacion fue

realizado Unicamente por la cepa 209.

En la Figura 4 Ay B, vinagre de vino blanco (A) y tinto (B), se pueden apreciar los perfiles

de restriccion para el anlisis del gen 16S rRNA que fueron 850-350-190 pb.

A B

L VB1 VB2 VB3 VB1 VB2 VB3 209 L VI1 VI2 VI3 VI1 VI2 VI3 209
| | | F FE E | | | F F F

Figura 4 Ay B. Caracterizacion genética del vinagre de vino blanco (A) y tinto (B). Analisis PCR-RFLP del gen
16S rRNA. L: Ladder 100pb. 209: Acetobacter cerevisiae 209. VBL | vinagre blanco inicial repeticion 1, VB2 |
vinagre blanco inicial repeticion 2, VB3 | vinagre blanco inicial repeticion 3, VB1 F vinagre blanco final
repeticion 1, VB2 F vinagre blanco final repeticion 2, VB3 F vinagre blanco final repeticién 3, VT1 | vinagre
tinto inicial repeticion 1, VT2 | vinagre tinto inicial repeticién 2, VT3 | vinagre tinto inicial repeticion 3, VT1 F

vinagre tinto final repeticion 1, VT2 F vinagre tinto final repeticion 2, VT3 F vinagre tinto final repeticion 3.
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En la Figura 5 A y B, vinagre de vino blanco (A) y vino tinto (B), se puede apreciar los
perfiles de restriccion para el analisis de la zona intergénica 16S-23S corresponden a 430-250-
110pb. Por lo que se puede concluir que el proceso de acetificacion fue realizado Unicamente
por la cepa 209, y no arrojan la presencia de otras bacterias.

A B

L VBl VB2 VB3 VB1 VB2 VB3 209 L VI1 VT2 VI3 VT1 VT2 VT3 209
| | | F F F | | | F F F

Pb Pb

1500 1500

1000 1000

500 500

100

Figura 5 Ay B. Caracterizacion genética del vinagre de vino blanco (A) y tinto (B). Andlisis PCR-RFLP ITS
16S-23S rRNA. L: marcador de peso molecular conocido Ladder 100pb invitrogen. 209: Acetobacter cerevisiae
209. VBL1 | vinagre blanco inicial repeticién 1, VB2 | vinagre blanco inicial repeticion 2, VB3 | vinagre blanco
inicial repeticion 3, VBL1 F vinagre blanco final repeticion 1, VB2 F vinagre blanco final repeticiéon 2, VB3 F
vinagre blanco final repeticidn 3, VT1 I vinagre tinto inicial repeticiéon 1, VT2 | vinagre tinto inicial repeticion 2,
VT3 | vinagre tinto inicial repeticion 3, VT1 F vinagre tinto final repeticion 1, VT2 F vinagre tinto final
repeticion 2, VT3 F vinagre tinto final repeticion 3.
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Andlisis fisicos quimicos

Los resultados presentados en el Cuadro 3, corresponden a muestras tomadas al término de la
acetificacion del vinagre de vino blanco y vinagre de vino tinto, con sus respectivas

repeticiones.

Cuadro 3. Caracteristicas fisico quimicas de vinagres blancos y tintos

Andlisis Vinagre blanco 1 Vinagre blanco 2 Vinagre blanco 3 Vinagre tinto 1 Vinagre tinto 2 Vinagre tinto 3
Grado Alcohdlico (%oviv) 0,5 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4
Acidez volatil (g/L &c. Acético) 41,28 41,76 42,54 45,08 44,23 44,4

Grado Alcohdlico

El grado alcoholico es la cantidad porcentual, en volumen, de etanol (alcohol etilico)
efectivamente presente en el vinagre. El contenido de etanol residual en vinagres vinicos,
aungue es variable, oscila en un estrecho margen. La reglamentacion Espafiola (Presidencia
del Gobierno, 1993) establece un limite superior del 0,5%v/v, aunque en la practica se pueden
obtener valores hasta de 2-3%v/v (Guzman, 1998). Sin embargo el decreto N°78 de la ley
18.455 (MINAGRI, 1985), sefiala que un vinagre para que sea denominado como tal, tiene
que tener un contenido de alcohol no superior a 1%v/v. Como se aprecia en el Cuadro 3, el
contenido de alcohol tanto para el vinagre blanco, como para el vinagre tinto, fluctta entre 0,3
y 0,5%v/v, encontrdndose dentro de los maérgenes establecidos por la ley para ser

denominados como tal.

Durante el proceso de acetificacion, se procura el mayor rendimiento posible de la
trasformacion de etanol hasta acido acético. Pero no resulta beneficioso agotar por completo
el etanol, ya que entonces las bacterias acéticas podrian degradar el acido acético producido.
En los métodos artesanales, no se desea agotar todo el etanol, ya que éste al reaccionar con el
acido acético mejora las caracteristicas organolépticas del vinagre. Esto se debe a la
formacion de ésteres tales como, el acetato de etilo, que le confieren al vinagre aromas

frutales y florales (Guzman, 1998; Zoecklein et al., 2001)
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Acidez volatil

La acidez volatil en el vino esta formada por un conjunto de acidos grasos, principalmente por
el 4cido acetico, acompafiado en menor medida por el &cido butirico, acido férmico, &cido
propionico, entre otros. Por lo tanto el olor y flavor (sabor y aroma) de los vinagres dependen
en gran medida de la existencia de una serie de constituyentes volatiles formados durante el

proceso de acetificacion (Guzman, 1998).

Mesa et al. (2003) sefialan que durante el proceso de acetificacion se producen pérdidas de
rendimiento por evaporacion, debido a aumentos de temperaturas dificiles de controlar en la
acetificacion. Una excesiva disminucion de etanol, por evaporacion, puede influir
negativamente en la elaboracién del vinagre. Ademas bacterias del género Acetobacter oxidan
el etanol del medio a acido acético, y luego cuando el etanol se ha consumido totalmente,
oxidan el acetato. El etanol inhibe las enzimas que oxidan el acetato y el &cido acético a

concentraciones elevadas inhibe la oxidacion del etanol (Barja et al., 2003; Hidalgo, 2008).

De acuerdo a los resultados que se indican en el Cuadro 3, se observa que los valores
obtenidos tanto para el vinagre blanco como, para el vinagre tinto fluctuaron entre los 41,28
g/L 'y 45,08 g/L de acido acético. Por lo tanto, estos valores se encuentran de acuerdo a lo que
establece el decreto N°78 de la ley 18.455 (MINAGRI, 1985), que sefiala que, un vinagre para
que sea denominado como tal, tiene que tener un contenido de &cido acético minimo de 40
g/L.

Intensidad colorante y Matiz

En los vinos blancos la intensidad colorante corresponde a la medicién de absorbancia a
420nm (tonalidades amarillas). En cambio, en los vinos tintos la intensidad colorante es la
suma de las densidades Opticas a 420, 520 y 620nm, ya que a 520nm y 620nm se pueden
apreciar las tonalidades rojas y azules respectivamente, a diferencia del vino blanco. Por lo
tanto, para la medicién de este parametro en los vinagres se procedio de la misma forma. La
relacion de la componente amarilla del color sobre la roja se define como matiz
(420nm*520nm™), esta nos permite ver la evolucién de un vino. Como se aprecia en el
Cuadro 4, el comportamiento de la intensidad colorante aumenta del vino al vinagre tanto para
el vinagre tinto como para el vinagre blanco, este aumento podria deberse a la formacion de

nuevos pigmentos. Por lo tanto este aumento en la intensidad colorante puede atribuirse a que



41

el complejo antociano-tanino al estar en contacto con el oxigeno presenta una mayor
coloracion roja por la oxidacién de este (Flanzy, 2000). Al aumentar la componente roja del
color, el matiz disminuye como también se observa en el Cuadro 4. Esto también ocurre en el
estudio realizado por Obreque (2003), quien explica que los vinos en contacto con oxigeno
tienen 2 etapas de desarrollo de color, primero la etapa de formacion del complejo antociano-
tanino, que es incolora, y la segunda etapa, en donde bajo concentraciones adecuadas de
oxigeno, este complejo se oxida aumentando asi la componente roja del vino. Como el
proceso de acetificacion no tiene restriccion de oxigeno, ya que la elaboracion de vinagre es

completamente aerdbica, este complejo tiene todas las condiciones para ser oxidado.

Cuadro 4. Evolucion de la intensidad colorante y matiz durante la elaboracion de vinagre.

Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar.

Anlisis Vino Blanco  Vinagre Blanco Vino Tinto Vinagre Tinto
Intensidad colorante 0,24+0,001 (a) 0,32+0,01(b) 6,76+£0,01(d) 16,97 £0,45 (b)
Matiz - - 0,80+0,01(b) 0,57%0,02(a)

Letras distintas en una misma fila indican diferencia significativas (p< 0,05).

Compuestos fenolicos

El vinagre se produce en dos etapas. La primera etapa es la fermentacion alcohdlica que
corresponde a la conversion de los azUcares fermentables en etanol, principalmente realizada
por levaduras del género Saccharomyces. La segunda etapa, es el proceso de acetificacion
propiamente tal, donde se produce la oxidacion del etanol en &cido acético por parte de las
bacterias acéticas, del género Acetobacter principalmente (Tesfaye et al., 2002; Hidalgo et al.,
2010). En este caso particular de Acetobacter cerevisiae 209, por lo tanto, cualquier
modificacion ocurrida durante el proceso de acetificacion en los compuestos fenolicos, se

podria correlacionar con dicha cepa.

De acuerdo a lo planteado por Tesfaye et al. (2003), los compuestos fenolicos pueden ser
modificados por procesos oxidativos, como es el proceso de acetificacion. Sin embargo,
existen evidencias claras de como las bacterias acéticas modifican los compuestos fendlicos.
Es por esto, que se evalud los efectos de la acetificacion sobre los compuestos fendlicos

durante la elaboracion de vinagres de vino con la cepa Acetobacter cerevisiae 209.
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Los resultados de los compuestos fendlicos presentados en el Cuadro 5 corresponden a
muestras de vino blanco y vino tinto tomadas al inicio del proceso de acetificacion y

posteriormente al vinagre obtenido de ellos.

Cuadro 5. Analisis de compuestos fendlicos realizados por espectofotometria del vino y

vinagre. Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar.

Analisis Vino Blanco  Vinagre Blanco Vino Tinto Vinagre Tinto

Fenoles totales (mg/L Ac.Gélico) 309,97 + 17,30 (b) 271,96 + 1,56 (a) 1436,98 + 30,05 (b) 1043,76 + 42,08 (a)
Taninos totales (g/L de Procianidina) 0,17 £0,03 (b) 0,08 + 0,02 (a) 2,35+ 0,14 (b) 1,61+ 0,10 (a)

Antocianos totales (ml/L Malvidina) - - 17153 +£20,80 (b) 15997 + 1318 (a)

Letras distintas en una misma fila indican diferencia significativas (p<0,05).

Como se puede apreciar en el cuadro 5, existe una disminucion significativa en los fenoles
totales y taninos totales, durante el proceso de acetificacion, tanto para el vinagre de vino
blanco como el vinagre de vino tinto. Lo mismo ocurre para los antocianos totales en el vino
tinto. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Tesfase et al., (2003), en donde la
variacion de los compuestos fendlicos durante la acetificacion, no presentd cambios

estadisticamente significativos.

La concentracion inicial de fenoles totales presentes en el vino blanco fue de 309,97 mg/L, y
de 1436,98 mg/L para el vino tinto, expresado como &cido galico. Al final del proceso de
acetificacion se registré una disminucion del 15% en la concentracion de fenoles totales para
el vinagre de vino blanco, quedando en 271,96 mg/L y una disminucion de 25% para el
vinagre de vino tinto. Esta disminucién de los compuestos fendlicos coincide con lo sefialado

por Tesfaye et al. (2003) ocurrido durante el proceso de acetificacion.

Con respecto a los taninos totales, la concentracion inicial presente en el vino blanco fue de
0,17 g/L de procianidina y de 2,35 g/L de procianidina para el vino tinto. Durante el proceso
de acetificacion se registrd una pérdida del 50% para el vinagre de vino blanco obteniéndose
una concentracion final de 0,08 g/L de procianidinana y de 30% para el vinagre de vino tinto,

obteniéndose una concentracion final de 1,61 g/L de procianidina.

En caso de los antocianos, estos son pigmentos que dan tonalidades que van desde los rojos
intensos hasta los tonos azulados. Ademas estos pigmentos poseen propiedades antioxidantes,

caracteristica que actualmente se aprecia mucho en el mercado y por lo tanto muy buscada por
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los productores de alimentos (Rivas-Gonzalo et al., 2003). Como se muestra en el Cuadro 5,
al igual que en los andlisis anteriores, existe una disminucion en el contenido de antocianos
totales, siendo el contenido de antocianos totales de 171,53 mg/L de malvidina los cuales
presentaron una disminucion del 10% con respecto al vino, llegando a un contenido de 159,97
mg/L de malvidina en el vinagre de vino tinto. Esta disminucién puede deberse, a que los
antocianos se pueden unir a los taninos dando un producto incoloro (Flanzy, 2000). Lo
anterior tambiéen coicide por lo descrito por Obreque (2003), quien concuerda en que existe
una disminucion del contenido de antocianos totales, ya que hay una degradacion de los

antocianos libres y ademas de que los antocianos libres se unen con los taninos.

Compuestos fendlicos de bajo peso molecular

La identificacion de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular se obtuvieron mediante
HLPC-DAD a 280nm para las muestras de vino blanco, vino tinto y posterior a la
acetificacion para las muestras de vinagre de vino blanco y vinagre de vino tinto
respectivamente. La identificacion de los compuestos correspondientes a los peaks fueron
asignados en base a su espectro de absorcion y tiempo de retencion, identificandose los
siguientes compuestos: acido galico, procianidina, acido protocatéquico, acido caféico,
catequina, acido p-cumaérico, trans-resveratrol, quercetina, acido elagico, tirosol, acido

caftarico, galato de procianidina, &cido vainillinico y acido siringico.

Los resultados analiticos obtenidos de la cuantificacion de los fenoles de bajo peso molecular
identificados en el vino y posteriormente en el vinagre se muestran en el Cuadro 6. Los
cambios ocurridos en los perfiles durante el proceso de acetificacion serdn comentados a

continuacion.

Durante el proceso de acetificacion se modificaron ciertos compuestos fendlicos de bajo peso
molecular, dentro de éstos, los que presentaron una disminucién estadisticamente significativa
fueron el &cido protocatéquico, catequina, epicatequina, procianidina y galato de procianidina.
Por otra parte, los compuestos que aumentaron de manera estadisticamente significativa

fueron el &cido caféico, acido p-cumarico, &cido caftérico.

En los 2 vinagres de vino estudiados, los compuestos fenolicos que no presentaron diferencias
estadisticamente significativas fueron: acido galico y tirosol. Para el vinagre de vino tinto

tampoco presentd diferencias el acido elégico, trans-resveratrol y quercitina. Dentro de estos
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compuestos, el compuesto fenodlico que se encuentra en mayor cantidad es el tirosol con
concentraciones de 1,51 + 1,02 y 15,33 + 0,09 mg/L para vinagre de vino blanco y vinagre de
vino tinto respectivamente, concentraciones similares fueron obtenidos por Cerezo et al.,
2008. Sin embargo, no present6 diferencias estadisticamente significativas durante el proceso
de acetificacion de ambos vinagres. Esto concuerda con lo plantado por Ribéreau-Gayon
(2000), quien sefiala que la concentracion inicial de tirosol depende de la variedad de uva
empleada y que esta permanece relativamente constante durante envejecimiento de vinos, lo

mismo ocurriria en vinagres de vino.

Con respecto a los acidos hidroxibenzoicos, acido protocatequico, acido vainillinico y acido
siringico, en conjunto muestran una disminucion si se compara con respecto a su contenido
inicial. Esta disminucién en su concentracion coincide con lo planteado por otros autores en
estudios realizados en envejecimiento de vino tinto debido a las distintas reacciones quimicas

ocurridas (Monagas et al., 2006)

En el caso de los &cidos hidroxicindmicos algunos autores (Zafrilla et al., 2003; Monagas et
al., 2005 y Benitez et al., 2006) sefialan que han encontrado un aumento de estos, acido
caféico, acido cumarico y acido caftarico, durante el almacenamiento de vinos. Ademas
Benitez et al., (2006) indican que reacciones como la hidrdlisis acida de ésteres a sus
respectivos acidos son facilitadas por una alta temperatura, lo cual es propio del proceso de
acetificacion. Por otra parte, Schwarz et al. (2003) sefialan que los &cidos hidroxicinamicos
pueden también reaccionar con los antocianos, para producir pigmentos del tipo
piroantocianos. Esto también coincide con lo planteado por Pefia-Neira (1999), quien sefiala
que los acidos fendlicos (acido cafeico, &cido cumarico y acido caftarico) se producen por la
degradacién de antocianos, esta degradacion es provocada por el proceso de oxidacion que
ocurre durante la acetificacion de los vinagres y que se podria asociar a las bacterias acéticas,

particularmente Acetobacter cerevisiae ya que fue ésta quien realizo la acetificacion.

Los flavanoides, catequina, epicatequina, procianidina y galato de procianidina también
disminuyen su concentracion durante el proceso de acetificacion. La disminucion de las
procianidinas podria deberse a la degradacion de estas. Es principalmente escasa la
informacion sobre la degradacion de la procianidina, por parte de microorganismos. Roopesh
et al. (2010), mencionan la habilidad de algunos microorganismos para degradar estas
complejas moléculas, en donde sus enzimas pueden intervenir en la ruta de la procianidina.

Contreras-Dominguez et al., (2006) sefialan que Aspergillus fumigatus posee una enzima
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llamada PB2-degrading, la cual es capaz de degradar la procianidina. Por lo tanto, se podria
especular que la degradacion de la procianidina podria deberse a una enzima de este tipo
codificada por Acetobacter cerevisiae. No obstante, aun se desconocen muchas de las

funciones de sus proteinas.

Con respecto a las catequinas, se han encontrado bacterias aerdbicas capaces de degradar la
catequina, como es el caso de Burkholderia sp, quien posee enzimas que pueden
biotrasformar la catequina (Matsuda et al., 2008; Arunachalam et al., 2003). Por lo tanto, se
podria insinuar que Acetobacter cerevisiae puede poseer una enzima de este tipo capaz de
modificar la catequina. La disponibilidad de genomas de bacterias acéticas tales como
Acetobacter aceti, A. pasteurianus, A. pomorum, serd de utilidad para identificar actividades

enzimaticas asociadas a la alteracion de los compuestos fendlicos en el vino.

Cuadro 6. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular, identificados y cuantificados (mg/L)
por HPLC-DAD a 280nm de muestras de vino blanco y vino tinto y, posterior a la
acetificacion, de vinagre de vino blanco y vinagre de vino tinto. Cada valor corresponde al

promedio + desviacion estandar.

Anélisis Vino Blanco  Vinagre Blanco Vino Tinto Vinagre Tinto
Acido galico 145+004 (@) 137+004(a) 9,06 +088(a) 8,45+ 0,50 (a)
Procianidina 0,71£001(b) 053+0,02() 142+0,02(b) 1,12+ 0,04 ()

Acido protocatéquico 150 +£152 nd 2,04 + 0,05 nd
Acido caféico 0,80 + 0,03 (a) 147+ 032 (b) 194+0,03 (a) 3,05+ 0,03 (b)

Catequina 3,01+0,05 nd

Epicatequina 1,01+ 0,03 nd
Acido p-cumarico 0,42 £ 0,01 (a) 0,83+0,1 (b) 1,75+ 0,03 (a) 245+ 0,31 (b)
Trans-Resveratrol 0,43 £ 0,06 (a) 0,34 £ 0,02 (a)
Quercetina 0,55 £ 0,03 (a) 0,552 £ 0,02 (a)
Acido elagico 1,73+0,12 (a) 1,64 + 0,05 (a)
Tirosol 153+002(@) 151+102(a) 1555+009(a) 1533+0,09(a)
Acido caftarico 042+001(a) 069+004(b) 0,76+0,02(a) 2,87 £ 057 (b)
Galato de procianidina 069+001(b) 051+002(a) 1,22+0,02(b) 0,92 £ 0,04 (a)
Acido vainillinico 1,89 + 0,08 (b) 1,54 + 0,02 (a)
Acido siringico 2,15+ 0,08 (b) 1,47 £ 0,02 (a)

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05). Nd: no detectado
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Perfil Antocianico

Los antocianos, estan basados quimicamente en una Unica estructura aromatica Ilamada
cianidina y todos se consideran derivados de esta, por adicion o sustraccion de grupos
hidroxilo, por metilacion o por glicosilacion (Rivas-Gonzalo et al., 2003).

Segln el nimero de grupos hidroxilo, y la menor o mayor metoxilacion, se originara una
antocianidina diferente o aglucona. Estas agluconas definitivamente no se encuentran libres

en la naturaleza sino que unidas a aztcares formando las antocianinas (Pefia, 1999)

El perfil polifendlico de los antocianos fue obtenidos mediante HPLC-DAD a 520nm, para las
muestras de vino tinto y vinagre de vino tinto, estos correspondieron a los peaks, que se
identificaron de acuerdo a su espectro de absorcion y tiempo de retencién, identificandose los
siguientes compuestos: Delfinidina-3-glucésido (Dp3Gl), Cianidina-3-glucésido (Cy3Gl),
Petunidina-3-glucésido  (Pt3Gl), Peonidina-3-glucésido (Po3Gl)-Malvidina-3-glucosido
(Mv3GlI) y Malvidina-3-acetil-glucosido (Mv3acGl).

En el Cuadro 7, se pueden apreciar los resultados analiticos de la cuantificacion de los
antocianos, encontrados en las muestras de vino tinto y posterior a la acetificacion, en las

muestras de vinagre de vino tinto.

Cuadro 7. Perfil de antocianos, identificados y cuantificados (mg/L) por HPLC-DAD 520nm

de vino tinto y vinagre de vino tinto. Cada valor corresponde al promedio + desviacion

estandar.

Anélisis Vino Tinto Vinagre Tinto
Dp3Gl 5,14 £ 0,17 (b) 259+148 (a)
Cy3Gl 0,30 £ 0,06 (b) 0,04 +£0,01 (a)
Pt3GI 8,02 £ 0,49 (b) 488+ 1,60 (a)
Po3Gl 1,62 + 0,12 (b) 0,67 £0,23 (a)
Mv3GlI 4543 £ 2,11 (b) 20,73 £ 4,44 (a)

Mv3acGl 293+0,24 (a) 209+ 1,38 (a)

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05).

Como se puede observar en el Cuadro 6, todos los antocianos disminuyeron
considerablemente a excepcion de la malvidina-3-acetil-glucésido quien no presentdé una

disminucion estadisticamente significativa. Este compuesto presentd una disminucién del
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30%, esto podria ser producto de la mayor concentracion de acido acético en el medio al final
de proceso de elaboracion de vinagre, ya que estos se unen al acido acético, formando los
antocianos acetil-glucésilados. El antociano que se encuentra en mayor cantidad en el vinagre
es la malvidina-3-glucésido con una concentracion de 20,73 mg/L seguido a gran distancia de
la petunidina-3-glucésido con 4,88 mg/L, delfinidina-3-glucésido con 2,59 mg/L y peonidina-
3-glucésido con 0,67 mg/L, mientras que el de cianidina-3-glucésido se encuentra a
concentraciones muy bajas (0,04mg/L), este orden en el cual se encuentran los antocianos en
el vinagre concuerda con lo descrito por Pefia (1999) en vinos. Estos resultados son similares
a los descritos por Cereza et al., (2010) en estudios de vinagres de vinos, luego del proceso de

acetificacion.

Esta disminucién en todos los antocianos podria deberse a la glicosilacién de los antocianos,
ocurrida durante el proceso de acetificacion. Por otra parte, los antocianos disminuyen aun
mas en condiciones de oxigenacion debido a la formacion de compuestos derivados de las
antocianinas y reacciones de degradacion (Cerezo et al., 2010). Sin embargo, en la naturaleza
existen algunos microorganismos, bacterias principalmente capaces de metabolizar las
antocianinas con su sistema enzimatico, jugando un papel importante en la produccion de
compuestos con diferente disponibilidad y actividad bioldgica. Avila et al. (2009), sefialan
que algunas bacterias poseen enzimas capaces de hidrolizar diversos glucésidos favonoides.
La hidrolisis de estos glucosidos de antocianinas es la primera parte antes de la posterior
degradacién bacteriana y por otra parte, para la formacién de un conjunto de nuevos
metabolitos que aun no han sido totalmente identificados. De acuerdo a lo anterior se podria
inferir que es Acetobacter cerevisiae 209 quien participa en la hidrolisis de los antocianos
durante el proceso de acetificacion ya que es la unica bacteria que participa durante la

elaboracion del vinagre.
Capacidad Antioxidante

Actualmente, existen variados métodos para medir capacidad antioxidante. Dependiendo de la
reaccion quimica involucrada se pueden clasificar en 2 tipos. El primer tipo se basan en la
transferencia de electrones y el segundo son los que se basan en la trasferencia del atomo de
hidrogeno, perteneciendo el andlisis ORAC a éste ultimo (Huang et al., 2005). Lo dicho
anteriormente es importante considerarlo ya que muchas publicaciones no consideran el

fundamento quimico de estas reaccion y utilizan métodos rapidos basados en trasferencia de
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electrones como TEAC y FRAP sin advertir que estos métodos miden el poder 6xido/reductor

no equivalente a la actividad antioxidante del compuesto (Ou et al., 2001).

Como se menciond anteriormente la capacidad antioxidante esta correlacionada con el
contenido de polifenoles presentes en la materia prima. Sin embargo hay que considerar que
no todos los polifenoles presentan la misma capacidad antioxidante. Por consiguiente es la
calidad y no la cantidad de polifenoles la que determinara la capacidad antioxidante de un
vinagre. También es importante considerar que las  determinaciones de capacidad
antioxidantes realizadas in vitro difieren de su efecto antioxidante in vivo y son solo una
aproximacion de lo que ocurre en la realidad. En las reacciones in vivo ocurren una serie de
trasformaciones metabolicas en donde hay una gran cantidad de reacciones quimicas y por
ende la capacidad antioxidante no solo sera la suma de los compuestos presentes, sino por los
variados efectos sinérgicos o inhibitorios que se producen entre estos compuestos y el medio

en el cual se encuentran (Ghiselli et al., 2000).

Cuadro 8. Capacidad antioxidante del vino blanco y tinto y posterior a la acetificacion, de
vinagre de vino blanco y vinagre de vino tinto. Cada valor corresponde al promedio *

desviacién estandar.

Anélisis Vino Blanco Vinagre Blanco Vino Tinto Vinagre Tinto

ORAC (UMET/g) 155568 + 105,00 (b) 1052,87 + 213,22 (a) 2254.50 + 55,78 (b) 1304,94 + 6546 (a)

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05)
Capacidad antioxidante medida por ORAC, expresados como uM Equivalentes de Trolox/g

En el Cuadro 8 se muestran los cambios que ocurren en la capacidad antioxidante durante
proceso de acetificacion. Los valores obtenidos de ORAC reflejan un estado particular de la
muestra en cuanto a la capacidad antioxidante que tiene, siendo el reflejo de la condicion
qguimica en que se encuentra la muestra en especifico y en ese momento determinado. No
entrega una informacion especifica cualitativa sobre el tipo de compuestos fendlicos
existentes, sino una referencia de la cantidad de antioxidantes presentes en la muestra. En
general los valores de actividad antioxidantes de vinos tintos son significativamente
superiores a los de vinos blancos (Fernandez-Pachon, 2004 y Fogliano et al., 1999). Los
valores obtenidos para vino blanco fueron de 1555,68 uMET/g y para el vino tinto de 2254,50
UMET/qg, esto era esperado considerando que el vino tinto posee un mayor contenido de

flavonoides, valores similares de capacidad antioxidante fueron obtenidos por Fernandez-
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Pachdn et al., (2004). Luego de realizada la acetificacion los valores de ORAC para el vinagre
de vino blanco y de vino tinto obtenidos fueron 1052,87 uMET/g y 1304,94 uMET/g
respectivamente, presentando una disminucion del 30% y 40% respecto al vino. Estas
concentraciones fueron mayores en relacion a las descritos por Déavalos et al., 2005, quien
determino concentraciones de 876 uMET/g y 1177 uMET/g para vinagres de vino blanco y
vino tinto respectivamente. Esta disminucion en la capacidad antioxidante durante el proceso
de acetificacion fue un resultado esperado, considerando que es un proceso de caracter
oxidativo y también esta disminucion se correlaciona de manera positiva con la disminucién
en el contenido de polifenoles expresados anteriormente durante el proceso de acetificacion
(Moreno, 2004). En general, se ha encontrado una correlacion lineal elevada entre los valores
de actividad antioxidane y el indice de polifenoles totales de los vinos (IPT) (Frankel et al.,
1995; Vinson et al., 1995; Fogliano et al., 1999 y Sanchez-Moreno et al., 2002). Por otro lado
es importante sefialar que la capacidad antioxidante de los vinagres varia dependiendo del tipo
de vinagre, de la metodologia utilizada y de la materia prima utilizada en el proceso de
elaboracion (Carbo et al., 2006).

Algunos autores sefialan que los compuestos que presentan mayor actividad antioxidantes son
los flavanoles. Estos constribuyen entre un 33,3% a 40,2% del total de capacidad antioxidante
en vinos, seguidos por los acidos fendlicos los que contribuyen entre un 6,41% a 20,8% y por
altimo los flavonoles, los cuales a pesar de presentar una elevada actividad antioxidantes, no
se presentan en suficientes cantidades en el vino para ser considerados determinantes de su
actividad antioxidante (Kerry et al., 1997; Maxwell et al., 1997; Ghiselli et al., 1998; Gardner
et al., 1999 y Fernandez-Pachon et al., 2004).
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CONCLUSIONES

A través de los andlisis quimicos se comprobd que los vinagres obtenidos de vino blanco y de
vino tinto alcanzaron los niveles exigidos por la ley de alcoholes 18.455 para ser denominados

como tal, un valor de alcohol no superior al 1%v/v y un minimo de 40g/L de &cido acético.

Mediante la elaboracion de curvas de crecimiento se logrdé encontrar las condiciones de
acetificacion que promueven la imposicién de Acetobacter cerevisiae 209 durante la
elaboracion de vinagre. Estas son una concentracion de etanol de 10%v/v y concentraciones

de SO, inferiores a 25ppm, ya que concentraciones superiores inhiben su crecimiento.

Mediante pruebas moleculares, principalmente el analisis del gen ribosomal 16S rRNA y de la
zona intergénica entre los genes 16S y 23S rRNA, se pudo corroborar la presencia e identidad
de la cepa Acetobacter cerevisiae 209 y por consiguiente que fue esta quién realizd el
proceso de acetificacion tanto en el vinagre de vino blanco como en el vinagre de vino tinto.
Por lo tanto estas herramientas moleculares son rapidas y sencillas para poder trazar bacterias

acéticas durante el proceso de acetificacion.

En ambos vinagres, las concentraciones de fenoles totales, taninos totales y antocianos totales
disminuyeron significativamente durante el proceso de acetificacion. También lo hicieron los
fenoles de bajo peso molecular, principalmente los flavanoles, como la catequina y la
epicatequina y los acidos fenolicos (particularmente los acidos hidroxibenzoicos). Esta
disminucion puede deberse a la accion de algunas enzimas microbianas presentes en
Acetobacter cerevisiae. Esta reduccion de compuestos fendlicos determind que la capacidad
antioxidante del vinagre disminuyera luego de la acetificacion con relacion al vino utilizado

para este proceso. Por lo tanto, estos resultados aprueban la hipotesis planteada
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