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1. INTRODUCCION

Diversos estudios han demostrado que los polifenoles presentan actividad antioxidante,
molusquicidas, antihelmintica, hepatoprotectora, antiinflamatorias, antidiarreicas, anti ulcerosas,
antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras (Proestos et al., 2005). Junto con la capacidad de
reducir las enfermedades cardiovasculares, el aumento del colesterol LDL, degradacion del ADN,
entre otros dafos para el cuerpo, provocados por los radicales libres y las especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Callejon, 2006).

Por lo que las recomendaciones de incluir compuestos polifendlicos en la dieta han ido en
aumento al igual que el consumo de estos. Existe una amplia variedad de productos ricos en estos
compuestos y entre ellos se ha descrito que los vinagres (de manzana y balsamico) son ricos en
antioxidantes (Gullo y Giudici, 2008).

El vinagre es un liquido apto para el consumo humano resultante de la doble fermentacion,
alcohdlica y acética de productos de origen agrario que contienen azlcares 0 sustancias
amilaceas, con una riqueza minima de 50 g/L. Este proceso ocurre gracias a las bacterias de acido
acético (AAB) donde encontramos principalmente los géneros Acetobacter y Gluconobacter que

son las encargadas de producir el proceso denominado acetificacion (Gava, 1979).

Se ha demostrado que tanto el vino y el vinagre (de manzana principalmente) contienen una
amplia gama de compuestos polifendlicos con una importante capacidad antioxidante, de ambos
el vino posee una mayor capacidad antioxidante que el vinagre. En Chile la produccién y los
procesos asociados al vino estan bien estudiados, pero no asi los procesos involucrados en la
produccion de vinagres y menos en la de vinagre de manzana donde se cree que las AAB tienen

un efecto positivo en su produccion (Ubeda et al., 2011).



Como hipotesis para este estudio se planted, que el proceso de acetificacion, del vino de
manzana a vinagre de manzana afecta la concentracion de los polifendlicos antioxidantes y estos

cambios se podrian relacionar con la presencia de los microorganismos involucrados.
Como objetivo general se planted:
o Estudiar el efecto del proceso de acetificacion del vino de manzana a vinagre sobre los
compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante del sustrato y analizar la
participacion de los microorganismos en la transformacion.

Y como objetivos especificos se planted lo siguiente

e Establecer la relacion entre la acetificacion y la concentracion de los compuestos

polifenoles antioxidantes en el proceso de transformacién de vino de manzana a vinagre.

e Caracterizar el proceso de acetificacion de vino de manzana a vinagre en términos
microbioldgicos con el propoésito de relacionarlos con los cambios de la concentracion de

los compuestos polifendlicos antioxidantes en el sustrato.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Vinagre

Segun el Ministerio de Salud de Chile (2011), la designacion de "vinagre™ o "vinagre de vino™
corresponde al producto de la fermentacion acética del vino, y para que cumpla esa condicion
debera cumplir con varias caracteristicas tales como; liquido de color, olor y sabor propios de su
naturaleza, puro, sin presentar hongos y levaduras, ni otras alteraciones; su contenido de alcohol
no debe sobrepasar el 1% en volumen y su acidez total, expresada en acido acético, debe ser
como minimo 5%; deberd contener como minimo 10 g/L de extracto seco, una acidez fija

expresada en tartrato acido de potasio, de 5 g/L y cenizas totales de 1 g/L.

Para los vinagres que no procedan de vino (alcohol, azlcares, hidromiel, zumos de frutas,
cerveza, malta, sidra, suero lacteo u otros) corresponderan a la composicién normal de sus
materias de origen y su acidez total, expresada en acido acético, no seré inferior a 4%. Por otra
parte la FAO y la OMS, el vinagre es un liquido apto para el consumo humano, que es producido
a partir de materias primas de origen agricola, que contengan almidones y/o azlcares, por un
doble proceso de fermentacién, alcoholica y acética (FAO/OMS, 1982). Por ende cualquier
sustrato azucarado o amilaceo puede ser utilizado en la elaboracién de vinagres. Asimismo los
métodos de elaboracion seran diferentes. Por tanto, los vinagres se pueden clasificar en funcion

del tipo de sustrato empleado o del método usado en su elaboracion (Callejon, 2006).

2.1.1. Vinagre de manzana: Al vinagre de sidra se le denomina a veces como vinagre de
manzana, es muy empleado en las cocinas de los paises del norte de Europa. Su elaboracion
parte de la fermentacion alcoholica de la manzana en sidra seguida de una acetificacion. El

empleo de este vinagre es muy adecuado para las ensaladas y las vinagretas (Hellmiss, 1998).



El vinagre de manzana posee cualidades tanto culinarias, como medicinales. Nishidai et al.
(2000) y Nishino et al. (2005) quienes empiricamente observaron el efecto beneficioso sobre el

cancer. Leeman et al. (2005) estudiaron el efecto del vinagre de manzana sobre la diabetes.

Estudios mas recientes de Ubeda et al., (2011) muestran resultados interesantes sobre la
capacidad antioxidante del vinagre de manzana que presenta 8.986 ORAC expresado en umol
TE/Kkg y un indice de polifenoles totales (IPT) de 343 expresado como mg de acido galico/kg.
Sakanaka e Ishihara (2008) utilizaron el vinagre de manzana para inhibir la oxidacién lipidica

eficazmente en los homogeneizados de atun.

2.1.2. Madre del vinagre: En el afio 1864 Pasteur publicdé una amplia memoria sobre la
fermentacion acética “Etudes sur le vinaigre, sa fabrication, ses maladies, mohines de les
prevenir” que recoge la conferencia que pronuncié en Orleans en 1867. Pasteur afirma que
siempre que el vino se transforma en vinagre, es debido a la accion de un velo de Micoderma
aceti desarrollado en su superficie que se le denomina madre de vinagre o biofilm (Callejon,
2006).

Los microorganismos procariontes y eucariontes, tienen una fuerte capacidad para unirse a las
superficies. Una vez que la fijacién microbiana se ha producido, la formacién de una comunidad
microbiana compleja, dindmica y adherente, Ilamada biofilms comienza a crecer (Brugnoni, et
al., 2006). En particular, los microorganismos cuando se encuentran formando un biofilm son
mucho mas resistentes a los agentes antimicrobianos, que los microorganismos cuando se

encuentran aislados (Ramage et al., 2002).
2.2. Bacterias acéticas
Las bacterias acéticas fueron observadas por primera vez al microscopio por Kitzing en 1837.

Estas bacterias constituyen un grupo ecoldgico que comprende bacterias Gram-negativas (Gram-

positivas en cultivos viejos), aerobias estrictas y muy sensibles al SO,. Son catalasa positiva y



oxidasa negativa, pueden presentar pigmentacion en cultivos sélidos y producir diferentes tipos
de polisacéridos (de Ley et al., 1984).

Al microscopio oOptico las bacterias acéticas se presentan como pequefias células cilindricas,
frecuentemente en parejas cocobacilares cortos y algo gruesos, alineados o en cadenas, y a
menudo agrupadas en forma de ocho. Constituyen un grupo de morfologia variable, que se

presentan en forma elipsoidal o de bastoncillos (Suérez e Ifiigo, 1990).

Las bacterias acéticas crecen en medios azucarados y alcoholizados, ligeramente acidos como
flores, frutas, cerveza, vino, sidra, vinagre, zumos de fruta agrios y miel. En estos sustratos, las
bacterias acéticas oxidan los azucares y los alcoholes, produciendo una acumulacion de acidos
organicos como producto final. Cuando el sustrato es etanol, producen acido acético, lo que ha
originado el nombre que reciben. La oxidacion del etanol tiene lugar en dos pasos. En el primero,
el etanol es oxidado a acetaldehido y en el segundo el acetaldehido es oxidado a acetato. En
ambas reacciones, los electrones son transferidos y el Gltimo aceptor es el oxigeno (Figura 1).
Esta oxidacion de etanol a &cido acético es la caracteristica mejor conocida de las bacterias
acéticas, pero estas también pueden oxidar la glucosa a acido glucénico, entre otras. Algunas de
estas transformaciones resultan interesantes desde el punto de vista de la biotecnologia (Giudici
et al., 2006).

Etanol
LQH—PNAD—PCH —»Cit —»0O:

Acetaldehido T
2H
Acetato
l CAT: ciclo de los acidos
CAT tricarboxilicos

/\ CR: cadena respbiratoria

1/2 O2
) CR CO:2
H20O

Figura 1. Proceso de oxidacion del etanol (Callején, 2006)



Hasta hace poco, la clasificacion de las especies bacterianas se basaba en criterios
morfologicos, bioquimicos y fisiologicos. Estas caracteristicas fenotipicas también se han
utilizado para asignar los aislamientos de los generos especificos y especies. Las caracteristicas
mas generales utilizados para la clasificacion fenotipica de las bacterias del acido acético
incluyen la morfologia celular de las colonias, la tincion Gram, la catalasa y la actividad oxidasa
entre otras. Como lo resume Cleenwerck y de Vos (2008), otras pruebas que han sido Utiles para
la identificacion de las bacterias del &cido acético y hasta para la diferenciacion de géneros y
especies son los siguientes: (1) la produccion de acido acético a partir del etanol, (2) sobre
oxidacion de lactato y acetato a didxido de carbono y agua, (3) el crecimiento en presencia de
0,35% de &cido acético, (4) el crecimiento en acido nitrico al 1%, (5) la formacion de 2-
ketogluconic, 5-ketogluconic, y acido 2, 5-ketogluconic de glucosa, (6) cetogénesis de glicerol,
(7) el crecimiento de diferentes fuentes de carbono (por ejemplo, metanol), (8) formacion de
pigmentos marrones solubles en agua; (9) formacion de g-pironas desde glucosa o fructosa (10)
la produccién de acidos a partir de azUcares; (11) la produccion de celulosa, (12) el crecimiento
en glucosa al 30%, (13) presencia y posicion de los flagelos, y motilidad (14). Estas
caracteristicas pueden ser utilizadas para discriminar entre los diferentes géneros y especies de
bacterias del acido acético. Muchas de las pruebas dan resultados variables entre diferentes
especies e incluso entre diferentes cepas de la misma especie. Esto complica el proceso de

identificacion de manera significativa y hace necesario el uso de un mayor nimero de muestras.

Una buena alternativa a la identificacion basada en caracteristicas fenotipicas es el uso de
criterios genotipicos y moleculares. Los avances en genética y biologia molecular han permitido
que el polimorfismo y la variabilidad de ciertas moléculas, principalmente de ADN, se utilice
para la caracterizacion taxondémica e identificaciébn. Como resultado, ha habido un marcado
incremento en la identificacion del nimero de géneros y especies de bacterias del acido acético
en los ultimos afios, a través del uso de técnicas moleculares como la hibridacion DNA/DNA'y la
secuenciacion de genes ribosomales. Sin embargo, a pesar de su eficacia para la clasificacion de
las especies bacterianas, estas técnicas no son apropiadas para el uso habitual y son demasiado
complejas para ser aplicadas al tratamiento de un gran nimero de muestras (Guillamoén y Mas,
2011)



Una de las primeras técnicas utilizadas en la taxonomia bacteriana fue el analisis del porcentaje
de pares de bases GC. El contenido de GC ya se habia incluido para las especies de
Acetobacteraceae en el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica (de Ley et al., 1984). Sin
embargo, el contenido de GC no es suficiente para la identificacién de un aislado, ademas, este
criterio se utiliza junto con la hibridacion DNA/DNA y diversas caracteristicas morfologicas y
fisiologicas para la clasificacion de nuevas especies, estas constituyen la base de la denominada

taxonomia polifasica (Cleenwerck y de Vos, 2008).

La secuenciacion es uno de los métodos propuestos para la identificacion de bacterias de
acido acético y generalmente envuelve genes ribosomales o de la regién entre 16S y 23S de los
genes ribosomales (Yamada y Yukphan, 2008). Este Gltimo consiste en regiones intergénicas
conocido como espaciadores internos transcritos (ITS), que luego son eliminados de la molécula
final del ARN ribosomal (Cleenwerck y de Vos, 2008).

El primer método consiste en el analisis por restriccion del gen ribosomal 16S seguida por una
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando un protocolo
conocido como 16S-ARDRA (Poblet et al., 2000; Ruiz et al., 2000).

Del mismo modo, sondas especificas se han disefiado para el uso en PCR Real-Time (sondas
TagMan) para las especies mas comunes que se encuentran en las uvas, el vino y el vinagre
(Torija et al., 2009).

Por ultimo, la Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante (DGGE) y el Gradiente de
Temperatura de Electroforesis en Gel (TGGE) se pueden utilizar en combinacion con la PCR
para separar los fragmentos amplificados del gen 16S de acuerdo a diferencias en las secuencias
pequefias. Esta técnica se ha utilizado con éxito para la identificacion de las bacterias del acido
acetico en el vino (Lopez et al., 2002; Andorra et al., 2008) y vinagres (de Vero et al., 2006;
Haruta et al., 2006; Illabaca et al., 2008; Gullo et al., 2009).



2.3. Polifenoles y su accion antioxidante

Los compuestos fendlicos (Figura 2) son sustancias organicas ampliamente distribuidas en el
reino vegetal. Se sintetizan como metabolitos secundarios con funciones de defensa, y son en
gran medida responsables de las propiedades del color, la astringencia y el flavor (sabor y
aroma) de los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas, y en productos derivados como
el vino o la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o mas anillos aromaticos con al menos un
sustituyente hidroxi. Su estructura quimica es propicia para secuestrar radicales libres, debido a
la facilidad con la que el &omo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo aromatico puede ser
donado a la especie radical, y a la estabilidad de la estructura quinona resultante que soporta un
electron desapareado. La actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la

localizacion de los grupos hidroxilo que contiene en su estructura (Pannala et al., 2001).

DN o

O/ + ROOT — p O/ﬂ+ ROOH
B T :

O/ + RO’ — > O/ + ROH

Figura 2. Estructura basica de fenoles y su accién antioxidante (Fernandez-Pachon et al.,
2006)

Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, antihelminticas, antihepatotdxicas,
antiinflamatorias, antidiarreicas, antidlcera, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha
verificado que inhiben la replicacion del virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV) vy del
virus simplex humano (HSV), inhiben las glucosil transferasas del Streptococcus mutans (caries
dental), inhiben la autoxidacion del ascorbato, también inhiben efectos citotdxicos, la promocion
del crecimiento tumoral y la enzima xantina mono-amina oxidasa. La actividad antioxidante de
los fenoles es el origen de funciones biologicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y

antienvejecimiento (Velioglu et al, 1998; Proestos et al, 2005).



Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son especies quimicas radicales y no radicales que
debido a su inestabilidad se comportan como agentes oxidantes. Las ROS pueden tener en
nuestro organismo un origen endogeno relacionado con el metabolismo del oxigeno y con
distintas reacciones de defensa de nuestro sistema inmunoldgico. También pueden provenir de
fuentes externas: el tabaco, la contaminaciéon del aire, la radiacion ultravioleta y la de alta
energia, el ozono o ciertos medicamentos. El organismo dispone de mecanismos de defensa
antioxidante frente a las especies reactivas de oxigeno, que comprenden sistemas enzimaticos y
no enzimaticos. Ciertas enzimas como superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa o
glutation reductasa, neutralizan las especies reactivas. Los sistemas defensivos no enzimaticos
abarcan una serie de compuestos antioxidantes como albumina, ceruloplasmina, transferrina,
glutation, bilirrubina, &cido drico, ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones extremas,
estas defensas no son suficientes y las especies reactivas producen dafio oxidativo, tanto en

biomoléculas como en componentes celulares (Fernandez-Pachon et al., 2006).

En sistemas bioldgicos, la oxidacion de lipidos puede producir compuestos toxicos e iniciar
otras reacciones perjudiciales. Los compuestos fenolicos pueden actuar como antioxidantes
potenciales por muchos vias, absorbiendo radicales libres, radicales de oxigeno y como quelante
de iones metélicos (Halliwell et al., 1995). Por lo tanto, el consumo de antioxidantes
proveniente de origen natural, tales como frutas, verduras, té o vino, también atentan el dafio
causado por agentes oxidativos. Los compuestos polifenolicos, abundantes en estas fuentes
nutricionales, podria desempefiar un papel importante en la mejora del sistema antioxidante, ya
que se comportan como carrofieros ROS, quelantes de metales y moduladores
enzimaticos (Rodrigo y Bosco, 2005).

Un aumento en la ingesta de antioxidantes fendlicos naturales se correlaciona con una
reduccion de las enfermedades coronarias. Dietas ricas en compuestos fenolicos se asocian con
mayores expectativas de vida. Estas propiedades incluyen actividad anti-cancer, antiviral,
antiinflamatoria, efectos sobre la fragilidad capilar, y habilidad para inhibir la agregacion de las
plaquetas humanas. Estos compuestos pueden moderar la peroxidacion de los lipidos

involucrados en la aterogénesis, en la trombosis y en la carcinogénesis. Entre sus propiedades



conocidas se incluyen la captura de radicales libres, fuerte actividad antioxidante, inhibicion de
las enzimas hidroliticas y oxidativas (fosfolipasa A2, ci-cloxigenasa, lipoxigenasa) y accion

antinflamatoria (Paladino 2006).

Los flavonoides son la clase predominante de los fenoles presentes en los alimentos, porque
son aproximadamente 2/3 de los fenoles consumidos en la dieta humana. Los taninos también
son una fuente importante de antioxidantes. Debido a su presencia ubicua en los alimentos de
origen vegetal, los humanos consumen compuestos fenolicos a diario. El rango de consumo es de
25 mg a 1g por dia dependiendo del tipo de dieta (frutas, vegetales, granos, té, especias)
(Paladino 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material vegetal
= Vino de manzana comercial

= Biofilm microbiano o “madre de vinagre” proporcionado por empresa regional

3.1.2. Reactivos y medios de cultivo
= Metanol, Merck
= Folin-Ciocalteu, Merck
= Agua destilada
= Peptona, Winkler
»  Glucosa, Winkler
= Agar, Winkler
= Medio TY, Winkler
= Medio YMA, Winkler
=  Medio PC, Winkler
= Acido acético glacial, Merck
= Etanol absoluto, Merck
= Extracto de levadura, Winkler
= Carbonato de sodio; Merck
= 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), Sigma Aldrich
= Trolox, Sigma Aldrich
= Fenoltaleina, Merck
= Oftalato de potasio, Merck

3.1.3 Material de laboratorio

» Tubos de ensayo

11



Gradilla

Espéatulas

Filtro de nylon estériles
Jeringas

Probetas

Piseta

Pipetas

Matraz Erlenmeyer
Matraz de aforo
Micropipeta

Vasos precipitados
Cubetas

Termoémetro

Embudo de decantacion
Papel filtro

Papel parafilm

Papel Kraft

Placas Petri

Porta objeto

Asa de siembra tipo aguja

Guantes

3.1.4. Equipos e instrumentos

Estufa de incubacion, Memmert 0-200
Espectrofotémetro, Spectronic Genesys 5
Balanza analitica, Kyoto Chyo MJ-500
Estufa con agitacion, GFL 3032
Refrigerador

Rotavapor, Buchi R-210, Cientec

pH metro, Quimis Q-400MT

12



3.2. Metodologia

3.2.1. Ubicacion del lugar de trabajo: Los ensayos se realizaron en los Laboratorios de
Ciencia de los Alimentos y Microbiologia de Alimentos del Departamento de Ingenieria
Quimica y en el Laboratorio de Microbiologia y Rizobiologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Forestales.

3.2.2. Disefio experimental: Se evaluo el proceso de acetificacion de vino de manzana durante
un periodo de 30 dias. Se consideraron como variables independientes, la presencia o ausencia
de biofilm microbiano y la temperatura de fermentacion (20 y 30 °C). Con lo anterior se

contemplaron 4 tratamientos.

Figura 3. Biofilm microbiano o “madre de vinagre organico” utilizado en los ensayos y
proveniente de una empresa regional.

Se utilizaron botellas que contenian 750 ml vino de manzana para llevar acabo el proceso de
acetificacion. Cada botella fue considerada como una unidad de fermentacion y por lo tanto una

repeticion. Para cada tratamiento se utilizaron 3 repeticiones (3 botellas).

Como variables dependientes, se utilizaron el contenido de polifenoles totales, actividad

antioxidante, acidez titulable, pH y caracterizacion microbiana.

Todas las evaluaciones realizadas, se hicieron en duplicado para cada repeticion (botella) y se

denominaron M1y M2. Las variables dependientes se midieron el dia 0, 15y 30.
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Control 1 (C1): Corresponde a botellas de vino de manzana sin biofilm microbiano mantenidas a

20 °C durante el proceso de acetificacion por 30 dias.

Tratamiento 1 (T1): Corresponde a botellas de vino de manzana con adicién de biofilm
microbiano (65 gramos por botella) mantenidas a 20 °C durante el proceso de acetificacion por
30 dias.

Control 2 (C2): Corresponde a botellas de vino de manzana sin biofilm microbiano mantenidas a

30 °C durante el proceso de acetificacion por 30 dias.
Tratamiento 2 (T2): Corresponde a botellas de vino de manzana con adicion de biofilm
microbiano (65 gramos por botella) mantenidas a 30 °C durante el proceso de acetificacion por

30 dias.

Tabla 1. Resumen de los tratamientos utilizados en el estudio

Tratamientos

C1 Vino
20°C T1 Vino + Biofilm

C2 Vino
30°C T2 Vino + Biofilm

3.2.3. Métodos analiticos: Para realizar la determinacién del contenido de polifenoles totales y

la actividad antioxidante, se prepard un extracto a partir del cual se realizaron los analisis.
3.2.3.1. Preparacion del extracto: Para la preparacion del extracto se utilizd el protocolo

descrito por Ubeda et al. (2011) con algunas modificaciones. Se tom6 20 ml de la muestra (vino

de manzana desde cada botella) y se le agreg6 40 ml de metanol, luego se centrifug6 por 15 min
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a 4000 rpm vy se recuperd el sobrenadante, después se concentrd con rotavapor durante 1 hora
hasta observar una gota en el centro del baldn la que se redisolvié en 15 ml de metanol.

3.2.3.2. Determinacion de contenido de polifenoles totales: La determinacidn de polifenoles
totales se realiz6 para el vino de manzana (Dia 0, inicio de acetificacion) siguiendo el protocolo
de Paladino (2006) donde en un matraz aforado de 25 ml, se introducen respetando el orden, 250
uL de muestra, 1250 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu, 5000 pl de la solucién de carbonato de
sodio al 20% Yy se enrasa a 25 ml con agua destilada. Se agita el matraz para homogeneizar, se
espera 90 min para estabilizar la reaccion y se mide la absorbancia a 765 nm, frente a un blanco
preparado con agua destilada. Para el vino de manzana acetificado se utilizd el protocolo de
Sakanaka y Ishihara (2008) que establece lo siguiente: en un tubo de ensayo se agregd 500 ul de
agua destilada, 125 ul de muestra, 125 pl del reactivo Folin-Ciocalteu, y 1250 ul de carbonato de
sodio al 7%, posteriormente se llevé a 3 ml con agua destilada (1 ml de agua destilada) y se deja
por 90 min a temperatura ambiente y en oscuridad y se mide a 765 nm. Este procedimiento se

realizé en triplicado cada 15 dias, iniciando el dia 0 y luego a los 15 y a los 30 dias.

Los resultados se expresaron en mg de &cido galico equivalente por kg de vino de manzana
(mg/Kg) por lo que se construyé una curva de acido galico en metanol, resultando la siguiente
ecuacion de regresion lineal y= 873,54x, con un R=0,9984. Se utilizé la siguiente ecuacion para

calcular el contenido de polifenoles totales

CAGE = 873,54*Ab

Donde Ab es la absorbancia de los polifenoles a 765 nm y CAGE la concentracion en mg de
Acido Galico Equivalente (AGE) /kg.

3.2.3.3. Determinacion de actividad antioxidante: Se determino por el método de DPPH segun
lo descrito por Ubeda et al. (2011). Para la determinacion de la actividad antioxidante se prepard
una solucién metanolica de DPPH, a una concentracion de 0,025 g/l. En una cubeta de vidrio se

depositan 1950 ul de la solucion de DPPH y se ajusta en el espectrofotometro a 0,695-0,705
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+0,01. Posteriormente se afiaden 50 pl del extracto, se agita y se deja reaccionar por 60 min y se
mide. Las lecturas son realizadas utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de 515
nm. Se realiza un blanco con metanol puro. Los resultados se expresaron en pmoles Trolox
Equivalente /kg para lo cual se realiz6 un curva estandar de Trolox, obteniendo la siguiente
ecuacion y= 0,329x + 0,069.

3.2.3.4. Andlisis de acides titulable: Se realizd segln Instituto Nacional de Normalizacion
(INN, 1970) donde se neutraliza utilizando una solucion de NaOH 0,1 N y fenolftaleina al 1%
como indicador. Para estandarizar la solucion de NaOH, se procedio a pesar 0,2 g de oftalato de
potasio, sobre esta cantidad contenida en un matraz Erlenmeyer se agregé 20 ml de agua
destilada y se agito, luego se agrego6 3 gotas de fenoltaleina al 1% y se titul6 con NaOH hasta la

aparicion de color rosado permanente. Esto fue realizado en triplicado.

Una vez estandarizada la solucion de NaOH la determinacion de acidez se realiza de acuerdo a
Gaviota (2004), para ello se tomo 4,5 ml de la muestra y se transfirié a un matraz Erlenmeyer de
50 ml que contenia 20 ml de agua destilada. Se agregd 3 gotitas de fenolftaleina al 1% vy se tituld
con la solucién de NaOH 0,1 N hasta obtener un cambio de color rosado claro, que persistio por
mas de 30 segundos.

La acidez titulable se expres6 como contenido de &cido malico y se calcul6 mediante la

siguiente formula:

Formula (g/)= NXVXPE

\

Donde:

N = normalidad de la solucion NaOH usado para titular (eg/l)

V = volumen de la solucion de NaOH gastado en la titulacion (1)
v =volumen de la muestra de jugo (I)

PE= peso equivalente de acido malico (134,09 g/eq)
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3.2.3.5. Determinacion de pH: A cada muestra obtenida de las botellas se le midi6 el pH con un
pH metro Quimis Q-400MT.

3.2.4. Procedimientos microbioldgicos: Para los aislamientos microbioldgicos se utilizé el
medio de cultivo especifico Agar Etanol (AE) compuesto por 0,5% de glucosa, 0,3% extracto
levadura, 0,4% peptona, 0,9% agar, 3 ml etanol absoluto y 3 ml de &cido acético glacial. Este
medio tiene un pH 4 a 5, el cual es 6ptimo para el crecimiento de las bacterias de acido acético
(Gullo y Giudici, 2008).

Se tomaron muestras de las botellas inoculadas, y se procedio a sembrar en placas con medio
AE e incubas por 72 horas a 30 °C, empezando con el biofilm del dia cero antes de ser
inoculado, y siguiendo las mediciones al dia 15 y al dia 30. Una vez crecidos los
microorganismos, se aislaron por estrias hasta tener colonias aisladas completamente, una vez
aisladas, se realizo la tincién de Gram para verificar la pureza de las bacterias aisladas del dia 0,
15y 30.

Se realizaron ademas siembras de los microorganismos obtenidos en diferentes medios de
cultivo, con el propésito de observar el comportamiento de las colonias de acuerdo a los
diferentes nutrientes presentes en los medios, es asi como se consider6 el uso de los medios de
cultivo Triptona Levadura (TY) (Beringer, 1974), Plate Count (PC) y Agar Manitol Levadura
(YMA) (Vincent, 1970).

Para la colecta de las muestras desde las botellas inoculadas con el biofilm se utiliz6 una pipeta
tomando un trozo de biofilm a presion y posteriormente el uso de un asa de siembra para obtener
un raspado de la pelicula formada por el biofilm. Las placas sembradas o inoculadas fueron
incubadas en estufa de cultivo por 72 horas a 30 °C y las diferentes colonias obtenidas fueron

clasificadas morfolégicamente de acuerdo a formay color de las colonias
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3.2.5. Andlisis estadistico: Las diferencias estadisticas de los resultados se determinaron
mediante la prueba de kruskal-wallis y la comparacién de medias de los rangos, utilizando el

programa computacional SXW, trabajando a un nivel de significancia del 5%.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Polifenoles totales y actividad antioxidante.

Los resultados de la evolucion del contenido de polifenoles totales en el proceso de
acetificacion por fermentacion del vino de manzana, se muestran en la Tabla 2. Como para todos
los tratamientos se parte del vino de manzana, la concentracion de polifenoles totales es la
misma para el dia 0. En todos los tratamientos, se evidencia una tendencia a la disminucién en la

concentracion de polifenoles totales entre el dia 0 y al dia 30.

Tabla 2. Evolucion del contenido de polifenoles totales (Expresado mg de Acido Galico
Equivalente / kg) en el proceso de acetificacion por fermentacion del vino de

manzana.
Dia
Tratamiento 0 15 30
C1l 3295+11,0aA 328,5+14,3aA 296,3 £ 11,8 bA
T1 329,5+11,0aA 321,3 +£10,7 aA 283,2+8,1bB
C2 329,5+11,0aA 342,0 £ 44,9 aA 286,6 + 7,8 bAB
T2 329,5+11,0aA 252,8 +£8,9cB 283,3+9,3bB

C1: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 20 °C, T1: Vino de manzana inoculado con biofilm y
acetificado por fermentaciéon a 20 °C, C2: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 30 °C, T2: Vino de
manzana inoculado con biofilm y acetificado por fermentacion a 30 °C.

En una misma linea, letras minudsculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segun la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

En una misma columna, letras mayusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segun la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

La disminucion de los polifenoles en el proceso de acetificacion del vinagre de manzana
también fue reportada por Andlauer et al. (2000) con una reduccion del 40% versus un 8% del
vinagre de vino. Esto se atribuye a que el vinagre de vino posee polifenoles poliméricos que se

oxidan mas lento que los polifenoles mondémericos, abundantes en el vinagre de manzana.
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Ubeda et al. (2011) reportaron resultados similares en el proceso de acetificacion ocurriendo
una disminucion de los polifenoles en los ensayos de fermentacion natural. Sin embargo, estos
autores reportaron un aumento en los polifenoles para las muestras inoculadas con bacterias
acido acéticas (AAB), enzimas peptoliticas y didxido de sulfuro (SO,). En este trabajo, en los
tratamientos T1 y T2 con presencia del biofilm microbiano ocurrié una disminucién de los
polifenoles. Al parecer los microorganismos presentes en la acetificacion utilizan como medida
de proteccidn los polifenoles, ya que estan expuestos a condiciones extremas de pH, acidez y la
cantidad de etanol presente en el medio ademas de la oxidacion que producen (Gullo y Giudici,
2006). Esto podria explicar la disminucién en el contenido de polifenoles totales en los

tratamientos evaluados.

Las AAB son sensibles al SO, (Bartowsky y Henschke, 2008) ya que disminuye su capacidad
de transformar el etanol a &cido acético. Sin embargo el SO, igual afecta a las levaduras y en un
mayor grado que a las AAB. Si comparamos entre levaduras y la aplicacion de SO, el méas
perjudicial para la acetificacion, es la presencia de levaduras, por lo que hubiera sido de utilidad

el uso de SO, para eliminar estas.

Al dia 30, el contenido de polifenoles totales en C1 es significativamente mayor comparado
con los tratamientos T1 y T2, pero no difiere significativamente con C2. Esto ocurre
principalmente por la ausencia del biofilm, dado que a 20 y 30 °C (C1 y C2) sin biofilm, se
conservan mejor los polifenoles que en los tratamientos T1 y T2. Algo similar ocurre al dia 15
del proceso de acetificacion, donde T1 y T2 difieren significativamente, lo cual también puede
ser atribuido a la diferencia en las temperaturas de ambos tratamientos como ha sido reportado
por Andlauer et al. (2000).

Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 1, T1 y T2 no difieren significativamente
para el dia 30, por lo que supondria que al llegar a ese tiempo, el desarrollo microbiano
proveniente desde el biofilm es tal, que independiente de la temperatura a la que estan sometidas,

ésta variable no tiene mayor efecto sobre los polifenoles.
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En la Tabla 3 se muestra la evolucién de la actividad antioxidante en el proceso de
acetificacion por fermentacion del vino de manzana. Como para todos los tratamientos se parte
del vino de manzana, también la actividad antioxidante medida por el método DPPH es la misma
para el dia 0. En los 4 tratamientos la disminucion en la actividad antioxidante es significativa

con respecto al dia 0.

Tabla 3. Evolucion del contenido de la actividad antioxidante medida por el método de DPPH
(expresada pmoles Trolox Equivalente /kg) en el proceso de acetificacion por
fermentacion del vino de manzana.

Dia
Tratamiento 0 15 30
C1 1094,3 £ 24,3 aA 855,6 + 19,5 cAB 960,7 = 15,1 bA
T1 1094,3 £ 24,3 aA 8145+ 11,4bC 800,6 = 16,7 bB
C2 1094,3 £ 24,3 aA 875,5 + 25,6 bA 849,9 + 18,5 bA
T2 1094,3 £ 24,3 aA 835,1 + 31,9 bBC 7716 +12,6 cB

C1: Vino de manzana acetificado por fermentacion a 20 °C, T1: Vino de manzana inoculado con biofilm vy
acetificado por fermentacién a 20 °C, C2: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 30 °C, T2: Vino de
manzana inoculado con biofilm y acetificado por fermentacion a 30 °C.

En una misma linea, letras minusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segln la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

En una misma columna, letras mayusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segln la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

Al dia 30, C1 y C2 presentan la mayor actividad antioxidante entre todos tratamientos, lo que
es concordante con los resultados de polifenoles totales (Tabla 2). Lo anterior, significa que C1y
C2 producen la menor disminucién en polifenoles totales y actividad antioxidante en el proceso
de acetificacion del vino de manzana evaluado al cabo de 30 dias. Esto significaria que la
presencia del biofilm microbiano y una temperatura mayor tienen un efecto adverso sobre la

concentracion de polifenoles y su actividad antioxidante.
En comparacion a este estudio, Ubeda et al. (2011) obtuvieron mejores niveles de capacidad
antioxidante para vinos (1838 umoles TE/kg) y para vinagre (1615 umoles TE/Kg) ya que

utilizaron otros tratamientos y diferente materia prima (caqui). Sin embargo, también
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evidenciaron una tendencia de disminucién de la actividad antioxidante a medida que avanzaba

el proceso de acetificacion.

Rice-Evans et al. (1996) plantean que no todos los vegetales, frutas y los derivados de estos
tienen la misma composicion y que no todos los fenoles tienen la misma capacidad antioxidante.
Por lo tanto, la capacidad antioxidante del vinagre dependeré en gran medida de la materia prima

utilizada y de la calidad de los polifenoles, no de la cantidad.

El tratamiento T2 fue el que mas disminuy6 (Tabla 3) en comparacién a todos los demés
tratamientos, lo que confirma el efecto negativo del biofilm microbiano y de la mayor
temperatura (30 °C) sobre la actividad antioxidante (Su y Chien, 2007) medida por DPPH

durante el proceso de acetificacion del vino de manzana monitoreado en este estudio.

También las levaduras que crecieron en abundancia desde el dia 15 en el proceso de
acetificacién podrian haber colaborado en la disminucion de la actividad antioxidante de los
polifenoles debido a dos motivos: capturando los polifenoles (Mazauric y Salmon, 2005) y/o
liberando los compuestos anitoxidantes diferentemente de los polifenoles dentro de la célula o de
la pared celular (Aredes-Fernandez et al., 2010).

4.2. Acidez titulable

Enla Tabla 4 se muestra la evolucion de acidez titulable expresada como gramos de acido

malico por litro en el proceso de acetificacion por fermentacion del vino de manzana.
La mayor parte de las frutas y hortalizas contienen acidos organicos, que se traspasan a sus

derivados, cuando se procesan, para el caso del vino de manzana el principal acido es el acido

malico y para el vinagre es el acido acético (Wills et al., 1985).
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Tabla 4. Evolucion de la acidez titulable (expresada en gramos de acido malico por litro) en el
proceso de acetificacion por fermentacion del vino de manzana.

Dia
Tratamiento 0 15 30
C1l 10,85 £ 0,20 aA 9,35+0,94bC 10,20 £ 0,20 abC
T1 10,75 £ 0,12 bA 12,65 £ 0,20 abA 16,15 £ 0,23 aA
C2 10,90 + 0,20 aA 10,70 + 0,00 bBC 10,55 + 0,20 bBC
T2 10,90 £ 0,20 bA 12,10 £ 0,20 abAB 12,85+ 0,23 aAB

C1: Vino de manzana acetificado por fermentacion a 20 °C, T1: Vino de manzana inoculado con biofilm vy
acetificado por fermentacion a 20 °C, C2: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 30 °C, T2: Vino de
manzana inoculado con biofilm y acetificado por fermentacion a 30 °C.

En una misma linea, letras minusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segun la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

En una misma columna, letras mayusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segun la prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis.

| En los tratamientos T1y T2 hay un aumento en la acidez debido al proceso de acetificacion que
debiera provocar la presencia del biofilm microbiano. Inicialmente la acidez debiera ser
proporcionada por la predominancia del acido malico en el vino, para que luego, por accion de
las bacterias acéticas, comience la produccion de &cido acético. Contrariamente en C1 y C2 la
acidez disminuye, lo que sustentaria la afirmacion anterior sobre la accion del biofilm
microbiano sobre el sustrato para la transformacién del etanol en acido acético (Giudici et al.,
2006).

En el tratamiento 1, donde la temperatura es de 20 °C, la acidez titulable tuvo el mayor
aumento durante el proceso de acetificacion, comenzando el dia 0, con un promedio de 10,75 g
de acido malico /I, para finalizar al dia 30 con 16,15 g/lI. En el tratamiento 2 donde la temperatura
era de 30 °C, la acidez al dia 15 era de 12,10 g/l y al dia 30 fue de 12,85 g/l, la cual es
significativamente menor que para T1. Las bacterias acido acéticas (AAB) son microorganismos
mesofilos y su temperatura éptima de crecimiento esta entre 25 y 30 °C. La reaccién de
oxidacion que producen las AAB es exotérmica (Gullo y Giudici, 2008). En el caso de este
estudio, las temperaturas de 20 y 30 °C se refieren a aquellas que rodeaban a las botellas y que
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las proporcionan las estufas de incubacion. Posiblemente, las temperaturas en el vino de
manzana se vieron aumentadas por las reacciones de oxidacion del etanol a &cido acético. Por
esta razon, las bacterias se encontrarian en el sustrato a una temperatura superior a 20 y 30 °C
para T1y T2, respectivamente. Esta situacion podria explicar el mayor aumento en la acidez que
presento el tratamiento T1 con respecto al T2, donde la temperatura posiblemente superaria el
rango Optimo para las AAB.

Como se mencion6 anteriormente, para los controles C1 y C2 la acidez disminuyo en los dias
15 y 30 con respecto al valor inicial que presentaba el vino de manzana. En estos dos
tratamientos el proceso de acetificacion fue més lento ya que la flora microbiana no tendria un
gran numero de bacterias acido acético como en el caso de T1 y T2. Estas bacterias son las
encargadas de convertir el alcohol a &cido acético, aumentando asi su acidez y disminuyendo los

grados alcohdlicos (Aquarone et al., 1986).

La acidez expresada como acido acético (Anexo 1) muestra que al dia 30, el tratamiento 2
alcanzé la mayor acidez cuyo valor fue de 7,22 g de acido acético/l. Segun el SAG (1999) para
que el vino sea transformado en vinagre se debe alcanzar una riqueza minima de 40 gramos de
acido acético por litro. El tiempo de duracién de la acetificacion es 8 a 30 dias o un par de afios
dependiendo del modelo que se use y la especie de bacteria cuando se quiera hacer con un

inoculo.

Estos antecedentes demuestran que en este trabajo el tiempo de fermentacion corresponderia a
la etapa inicial de la transformacion de vino en vinagre. Esto significaria que aln faltaria tiempo
de fermentacién para que se pudiera cumplir con la norma establecida para ser considerado al dia
30 el producto como vinagre (SAG, 1999).

En la Figura 4 se presentan las relaciones entre la acidez titulable que caracteriza el proceso de

fermentacidn acética junto con los contenidos de polifenoles totales y la actividad antioxidante.
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Figura 4. Relacion entre acidez titulable con los polifenoles y actividad antioxidante,
correspondientes a los tratamiento, C1 y C2 (parte superior) y T1 y T2 (parte

inferior).
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Se observa en C1 una fuerte relacion AA/AT (R?= 0,98) y en T1 la correlacion AA/AT es de
R?= 0,63. Para PT/AT en C1 no existe casi correlacién ya que su R*= 0,0025, al contrario de T1
donde la correlacién PT/AT es R*=0,97. En cuanto a los tratamiento C2 y T2 tenemos que la
mejor relacién de AA/AT es en el tratamiento T2 (R?= 0,96) mientras que C2 presenta una R*=

0,89. Para la relacién PT/AT el tratamiento T2 muestra la correlacién mas elevada (R*= 0,49).

En T1y T2 se evidencia que a medida que aumenta la AT disminuyen tanto los PT y AA con
correlaciones que son iguales o superiores a R°= 0,48 demostrando que la acidez titulable tiene

una correlacion negativa con la capacidad antioxidante y los polifenoles totales.

Las correlaciones més altas de todos los tratamientos para AA/AT es en C1 con un R*= 0,98
con una relacion directamente proporcional entre la capacidad antioxidante y la acidez titulable,
lo cual podria ser debido a que el proceso de acetificacion para C1 esté recién iniciandose, lo que
se fundamenta en los bajos valores de acidez titulable (Tabla 4). El tratamiento T1 posee la
relacién PT/AT de un R*= 0,97 y es inversamente proporcional, es decir que a medida que
aumenta la acidez titulable disminuyen los polifenoles totales. Esto ultimo concuerda con los
resultados obtenidos por Andlauer et al. (2000) quienes encontraron que durante la acetificacion
hay una gran pérdida de polifenoles totales, principalmente para los vinagres de manzana.

4.3. pH

En la Tabla 5 se muestra la evolucion del pH en el proceso de acetificacién por

fermentacion del vino de manzana.
La concentracidn de iones de hidrogeno en vino de manzana varia entre 3 a 4 dependiendo del

tipo de manzana y la forma de fermentacion (Hellmiss, 1998). Para el vinagre varia de 2,46 a
3,20 (Aquarone et al., 1986).
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Tabla 5: Evolucion del pH en el proceso de acetificacion por fermentacion del vino de manzana.

Dia
Tratamiento 0 15 30
Cl 3,20 £ 0,02 bA 3,21 + 0,01 abAB 3,29+0,01aBC
T1 3,20 £ 0,02 bA 3,28 £ 0,01 abA 3,34 £0,01 aA
C2 3,19+ 0,01 bA 3,19+0,01 bB 3,27+0,01aC
T2 3,19 £ 0,02 bA 3,22 + 0,02 abAB 3,32 +0,01 aAB

C1l: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 20 °C, T1: Vino de manzana inoculado con biofilm y
acetificado por fermentaciéon a 20 °C, C2: Vino de manzana acetificado por fermentacién a 30 °C, T2: Vino de
manzana inoculado con biofilm y acetificado por fermentacién a 30 °C.
En una misma linea, letras minusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segln la prueba de comparacion de medias de Tukey HSD.
En una misma columna, letras mayusculas iguales indican que no existe diferencia significativa (p > 0,05) entre
promedios, segln la prueba de comparacion de medias de Tukey HSD.

Se puede observar en la Tabla 5, para todos los tratamientos el pH es significativamente mayor
en el dia 30 con respecto a la condicion inicial del vino de manzana (Dia 0). Este
comportamiento no seria concordante con el proceso de acetificacion donde el pH se reduce
entre un rango de 2,46 a 3,2, cuando el vino se transforma en vinagre (Aquarone et al., 1986).

La disminucidn en el pH debiera ir de la mano con el aumento de la acidez titulable debido a la
formacion de acidos a partir del etanol (Aquarone et al., 1986). El vino de manzana tiene
normalmente 1,5 gramos de acidez volatil y una acidez titulable de 4 a 8,7 gramos de acido
malico/l (Tarko et al., 2010), mientras el vinagre de 50 gramos de acido acético/l segun el
Ministerio de Salud (2011).

En los tratamientos control C1 y C2 la acidez titulable disminuye del dia 0 al 30 por lo cual se
podria considerar un aumento en el pH. En T1 y T2 la acidez titulable aumenta del dia 0 al 30,
por lo cual el pH debiera disminuir, pero al contrario aumenta. Es probable que las levaduras
presentes en la acetificacion estén aumentando el pH. Como en los ensayos realizados no se
aplico ningun tipo de tratamiento ya sea SO, algun tipo de enzima o gas inerte para eliminar

microorganismos indeseados, es posible que hayan crecido levaduras que pueden provenir del
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vino o del mismo biofilm. Chen et al (2011) reportan que en el proceso de produccion del
vinagre, durante la fermentacion del vino, el pH y el az(car disminuyen, al contrario de la
concentracion de etanol y poder reductor que van aumentando y durante el proceso de
acetificacion el pH, continuo disminuyendo junto con el etanol, mientras que la acidez, que es el
pardmetro importante en la acetificacion del vinagre, va en aumento, obteniendo un vinagre en
28 dias. En base a lo anterior, podriamos pensar que otros microorganismos indeseados
retrasaron enormemente el proceso de acetificacion. Este estudio duré 30 dias y la acidez
titulable aumenté de 4,8 hasta 7,5 gramos de acido acético /I (Anexo 1) en el tratamiento 1, ya
que posiblemente carecian de la cantidad de bacterias de cido acético para que conviertan el

etanol. También se podria considerar que otros microorganismos, haya interferido en el proceso.

4.4. Analisis microbiolégico

Los resultados de la siembra del biofilm microbiano realizados el dia cero en medio de cultivo
AE, muestran el desarrollo de un grupo de colonias con caracteristicas muy similares. En este
analisis fue posible visualizar la presencia de al menos 5 grupos de colonias diferentes (Daros no

mostrados).

Los resultados obtenido de los tratamientos T1 y T2 aislados desde la superficie del vino y la
parte superior del biofilm, nos indican que a partir del dia 15 todos los microorganismos
presentes aislados son levadura, debido a que en todas las siembras realizadas durante el tiempo
que duro el ensayo, se obtuvo la misma colonia, la cual corresponde a una colonia con margenes

definidos, elevada, muy blanca de consistencia seca y algo dura.

La abundante presencia de levaduras que se constatd en este estudio se podria deber a que no

se aplico ningun tipo de tratamiento para disminuir estos microorganismos indeseados.
4.4.1. Caracterizacion del biofilm. En la Figura 5 se observa el crecimiento de cinco cepas

bacterianas aisladas a partir del biofilm microbiano en los medio de cultivo Agar AE, Agar TY,

Agar YMA y Agar PC con el proposito de seleccionar el més adecuado de acuerdo a los
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requerimientos nutricionales de estos microrganismos. Estas cinco cepas aisladas representan las

colonias tipicas en términos de forma y tamafio que crecieron en las placas sembradas en la etapa

inicial del ensayo.

Figura 5. Crecimiento en los medio de cultivo Agar AE, Agar TY, Agar Manitol Levadura
YMA 'y Agar PC de cinco cepas bacterianas aisladas a partir del biofilm microbiano
(Figura 3).

Considerando la intensidad del crecimiento, lo que se evalu6 visualmente, por el area ocupada
por las colonias de las cinco cepas aisladas del biofilm, se pudo establecer que el medio AE es el
méas adecuado para el crecimiento de bacterias tipicas del biofilm. Este comportamiento
concuerda con lo reportado por Gullo y Giudici (2008) y Sengun y Karabiyikli (2011) quienes
recomiendan el uso de este medio de cultivo para la siembra de bacterias de &cido acético. Este
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medio es adecuado, ya que tiene en su composicion, acido acético glacial y etanol absoluto que
aumenta el tiempo de almacenamiento de las AAB vy las estabiliza.

En cuanto a los otros medios testeados en el Agar TY también se observa el crecimiento de las
cinco cepas de bacterias aisladas del biofilm, sin embargo no es tan pronunciado como en el caso
del medio AE. Ademas se observa que en el Agar Manitol Levadura (YMA), 4 de las cepas
bacterianas absorbieron el rojo metilo y una no lo hizo. Esto significa que hay diferencias
metabolicas entre las bacterias presentes en el biofilm microbiano y de la biodiversidad que hay

en él.

4.5. Identificacion y determinacion de pureza

En la Figura 6, se muestran las bacterias aisladas para el dia 0, antes de ser inoculadas, y junto
a esta imagen tenemos el resultado de la tincion de Gram, donde se aprecia, que pertenecen al
grupo de las Gram negativas, en forma de bacilos cortos, caracteristica de las bacterias de acido

acetico (AAB) tal como lo describen Guillamén y Mas (2011).

Figura 6. Crecimiento de bacterias aisladas desde el biofilm al dia 0, siembra por estrias
(imagen izquierda) y tincion de Gram (imagen derecha).

Segln las imagenes presentadas y lo reportado por autores, el biofilm utilizado para la
inoculacidn en el presente trabajo, si posee antecedentes de que contiene AAB.

En cuanto a la Figura 7, en el dia 15 los tratamientos T1 y T2, presentan diferencias en cuanto
al crecimiento de microorganismo. En el tratamiento 2 hay un reducido nimero de bacterias que
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son de gran tamafo, y con forma de huevo, en cambio para el tratamiento 1, tiene varios
microorganismo aislados, distribuyéndose en el centro de la placa los microorganismos mas
pequefios y por alrededor los mas grandes y tienen la misma forma que las del tratamiento 2

(forma de huevo).

Figura 7. Crecimiento de bacterias aisladas del biofilms al dia 15 del proceso de
acetificacion, las imagenes corresponden a siembra por estrias (foto izquierda) y
tincion de Gram (foto derecha), En la parte superior el Tratamiento T1 y en la parte
inferior el tratamiento T2.

De acuerdo a las tinciones de Gram (Figura 7), se observan la presencia de levaduras no muy
desarrolladas en los tratamientos T1 y T2 al dia 15 del proceso de acetificacion. Se esperaba
encontrar bacterias acido acéticas que son las encargadas de la acetificacion y que estan
presentes en el biofilm al inicio de la acetificacion (dia 0). Aunque las levaduras también
participan en la acetificacion, lo hacen en menor medida, ya que su funcion principal es en la
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fermentacion del mosto a vino, donde convierten los azucares a etanol que es uno de los

principales componente del vino (Ramén y Gonzales, 2011).

También estas levaduras podrian estar retrasando la acetificacion, convirtiendo los azucares
presentes en el vino a etanol impidiendo o retrasando el crecimiento y la accion de las AAB, por
estos motivos, hay vifias que aplican diferentes sustancias y compuestos tales como, un gas
inerte o dioxido de carbono, para asi eliminar microorganismo indeseables en el vino, incluidas
las AAB, que no tienen mucho beneficio para el vino, sino que al contrario, bajan la calidad de

estos (Bartowsky y Henschke, 2008).

Al dia 30, (Figura 8) se observa un patron similar al del dia 15, con una diferencia, los
microorganismos que crecieron, estan cubriendo a la porcion del biofilm que esta en la placa
ubicandose encima de éste. Situacion similar ocurrid en las botellas, donde los microorganismo
empezaron a apegarse al biofilm siendo en el tratamiento T1 donde mas se noto este

comportamiento.
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Figura 8. Crecimiento de bacterias aisladas del biofilm al dia 30 del proceso de
acetificacion, siembra por estrias (iméagenes izquierdas) y tincion de Gram
(imagenes derechas), Tratamiento T1 en la parte superior y T2 en la parte inferior.

En la tincion de Gram se observan levaduras mas definidas, dejando en claro su presencia y la
ausencia de las AAB. Estos analisis respaldan lo discutido en los puntos 4.2 para la acidez
titulable (Tabla 4) y el punto 4.3 para el pH (Tabla 5), sobre la presencia de otros
microorganismo (levaduras) y no de bacterias acido acético durante la acetificacion. La
produccion de acido acético llegado al dia 30, estuvo muy alejado del minimo para ser
considerado vinagre que es de 5 % de acidez, expresada en acido acético (50g/L) por lo que no
se llegd a producir vinagre durante el tiempo que se realizo el ensayo. La presencia de levaduras
también podria explicar el raro comportamiento del pH durante la acetificacion, que para los
tratamiento T1 y T2 aumenta, al contrario de lo que debiera haber ocurrido en una acetificacion

normal (a medida que la acetificacion avanza la acidez aumenta y el pH disminuye).
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta todos los pardmetros evaluados se puede concluir lo siguiente

Segun los resultados presentados se concluye que el proceso de acetificacion del vino de
manzana a vinagre de manzana, tienen un efecto negativo sobre los compuestos
polifendlicos antioxidantes de estos, ya que a medida que los dias y el proceso de

acetificacion avanzaba, los compuestos polifenolicos antioxidantes van disminuyendo.

Los tratamientos utilizados T1 y T2, demostraron que al incorporar un biofilm o “madre
de vinagre” hay una aceleracion en el proceso de acetificacion, lo cual se demuestra en
los valores requeridos para alcanzar la acidez minima del vinagre expresada como &cido

acético.

Al caracterizar el proceso de acetificacion se encontrd6 que el biofilms estudiado,
efectivamente poseia AAB, pero una vez que se inocularon, y comenzo el proceso de
acetificacion, no se encontraron mas AAB, tomando su lugar en los tratamientos
inoculados, cepas de levaduras, en mayor o menor proporcién dependiendo de la
temperatura, ya que a 20 °C, la cantidad de levaduras observadas eran mucho mayor a las
observas a 30 °C, pero las mismas en los dos tratamientos. Ademas los tratamientos en
donde se us6 el biofilm (T1 y T2), la capacidad antioxidante y los polifenoles

disminuyeron en comparacion a los tratamientos que no tenian biofilm (C1 y C2).

El tiempo que dura el proceso de acetificacion es un factor determinante, en cuanto a la
variacion y contenido de los parametros evaluados, como el pH, la acidez titulable, los
microorganismos encontrados, asi como en la concentracién de polifenoles y su actividad

antioxidante.
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6. RESUMEN

El vinagre de manzana, se ha caracterizado y atribuido propiedades curativas y antioxidantes.
En el proceso de acetificacion del vino de manzana a vinagre de manzana, ocurren cambios en
cuanto a la actividad de los antioxidantes y polifendles, teniendo un rol importante los
microorganismos presentes en el medio. Para estudiar este fendmeno se utilizaron 4 tratamientos
T1 y T2 son inoculados con un biofilms organico y estudiado a diferentes temperaturas, T1 a
20 °Cy T2 a 30 °C, para cada uno se agrego un control, que estaban sin biofilms. Se realiz¢ el
ensayo durante 30 dias, tomandose mediciones de acidez titulable, pH y de polifenoles
antioxidantes, ademas del aislamiento de microorganismos y la verificacion de su pureza por
tincién de Gram, en los dias 0, 15 y 30. De todas estas mediciones se obtuvo que al dia 0 la
capacidad antioxidante fue de 1094,3 pmoles Trolox Equivalente / kg y 334 mg de Acido Gélico
Equivalente / kg, un ph de 3,2 y una acidez titulable de 12 g/L, mientras que para los dias 15 y
30 estas concentraciones bajaron para los polifenoles antioxidantes y subieron para el pH y la
acidez titulable. Segun los resultados presentados se concluye que el proceso de acetificacion del
vino de manzana a vinagre de manzana, tienen un efecto negativo sobre los compuestos
polifendlicos antioxidantes de estos, ya que a medida que los dias y el proceso de acetificacion
aumentaba, los compuestos polifendlicos antioxidantes iban en decadencia. Se encontr6é que el
biofilms estudiado, efectivamente poseia AAB, pero una vez inoculado y el proceso de
acetificacion avanza, las AAB se pierden a partir del dia 15, tomando su lugar levaduras, en
mayor o menor proporcion dependiendo de la temperatura, ya que a 20°C, la cantidad de
levaduras observadas eran mucho mayor a las observadas a 30°C, sin embargo eran la misma

levadura que aparecio en los dos tratamientos.
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7. SUMMARY

Apple cider vinegar has been characterized and attributed healing properties and antioxidants.
In the process of acidification of the wine of apple cider vinegar, changes occur regarding the
activity of antioxidants and polyphenols, have an important role of microorganisms in the
environment. To study this phenomenon is used 4 T1 and T2 are inoculated with an organic
biofilms and studied at different temperatures T1 and T2 20 ° C to 30 ° C, was added to each
control, which were without biofilms. Test conducted for 30 days, taking measurements of
titratable acidity, pH and polyphenol antioxidants, in addition to the isolation of microorganisms
and verification of its purity by Gram staining on days 0, 15 and 30. Of all these measurements
were obtained at day O the antioxidant capacity was 1094.3 mu mol Trolox equivalent / kg and
334 mg of gallic acid equivalent / kg, a pH of 3.2 and a titratable acidity of 12 g / L, while for 15
and 30 these concentrations dropped to polyphenol antioxidants and went for pH and titratable
acidity. According to the results presented it is concluded that the acidification process of the
wine of apple cider vinegar have a negative effect on the antioxidant polyphenolic compounds of
these, because as the days and the process of acidification increased, antioxidant polyphenolic
compounds were in decline. We found that the biofilms studied indeed had AAB, but once
inoculated and the acidification process progresses, the AAB are lost from day 15, taking place
yeasts to a greater or lesser extent depending on the temperature, since 20 ° C, the amount of
yeast observed were much higher than those observed at 30 ° C, however, were the same yeast

which appeared in the two treatments.
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9. ANEXOS

ANEXO 1, Tabla Acidez titulable expresada en acido acético

Tratamiento 0 15 30
C1 487+0,07 | 420+£0,42 | 458+0,07
T1 4,82+0,05 | 5657+0,07 | 7,22+0,10
C2 4,89+0,07 | 480+0,00 | 4,73+0,07
T2 489+0,20 | 542+0,07 | 576+0,10

ANEXO 2. Iméagenes utilizadas en el trabajo

Figura 1.
Etanol
L 2H—»NAD—»Cit —»Cit
Acetaldehido T
2H
Acetato
CAT: ciclo de los acidos
CAT tricarboxilicos
/\ CR: cadena respiratoria
1/2 O2
D CR CO:
HO
Figura 2.

+ ROOC —
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ANEXO 3. Mediciones de pH

Dia 0 | Dia15 | Dia 30
B1120°R1 3,23 | 3,28 3,33
B1120°R2 3,21 | 3,27 3,33
) B2120°R1 3,2 3,27 3,35
Tratamiento 1
B2120°R2 3,2 3,27 3,34
B3120°R1 3,19 3,3 3,35
B3120°R2 3,18 | 3,28 3,33
B1E20°R1 3,2 3,22 3,3
B1E20°R2 | 3,22 | 3,22 3,29
B2E20°R1 | 3,18 | 3,22 3,28
Control 1
B2E20°R2 3,2 3,21 3,29
B3E20°R1 | 3,18 | 3,21 3,3
B3E20°R2 3,2 3,2 3,29
B1130°R1 3,23 3,2 3,3
B1130°R2 3,17 3,2 3,31
B2130°R1 3,18 | 3,24 3,32
Tratamiento 2
B2130°R2 3,18 | 3,22 3,31
B3130°R1 3,21 | 3,22 3,33
B3130°R2 3,19 | 3,22 3,32
B1E30°R1 3,2 3,18 3,26
B1E30°R2 | 3,19 | 3,19 3,27
B2E30°R1 | 3,19 | 3,19 3,27
Control 2
B2E30°R2 | 3,19 | 3,18 3,26
B3E30°R1 3,2 3,21 3,27
B3E30°R2 | 3,19 3,2 3,27

45




ANEXO 4. Mediciones Acidez titulable

Acidez titulable

Dia0? | Dial15* | Dia30?
B1120°R1 3,7 43 54
B1I120°R2 3,6 4,2 53
B2120°R1 3,6 43 55
Tratamiento 1
B2120°R2 3,6 4,2 54
B3I120°R1 3,6 43 55
B3I120°R2 3,6 4,2 54
B1E20°R1 3,7 2,8 3,4
B1E20°R2 3,7 2,7 3,4
B2E20°R1 3,7 3,4 3,5
Control 1
B2E20°R2 3,6 3,3 3,4
B3E20°R1 35 3,4 3,5
B3E20°R2 3,5 3,3 3,4
B1I30°R1 3,7 4.1 4.4
B1I30°R2 3,7 4 43
B2130°R1 3,7 4 42
Tratamiento 2
B2130°R2 3,7 4.1 43
B3130°R1 3,6 4.1 43
B3130°R2 3,6 41 4.4
B1E30°R1 3,7 3,6 3,5
B1E30°R2 3,7 3,6 3,6
B2E30°R1 3,7 3,6 3,6
Control 2
B2E30°R2 3,7 3,6 3,6
B3E30°R1 3,6 3,6 3,5
B3E30°R2 3,6 3,6 3,5

% Volumen de NaOH en ml gastado en la titulacion
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Se utilizo la siguiente formula para calcular la acidez expresada en g/L de &cido malico

Figura 3 AT (g/L)= NxVXPE
—
Donde:
N = normalidad de la solucién NaOH usado para titular (eg/L)
V = volumen de la solucion de NaOH gastado en la titulacion (L)
v = volumen de la muestra de jugo (L)

PE= peso equivalente de acido mélico (134,09 g/eq)

ANEXO 5. Acidez titulable expresada como acido malico

Dia 0 Dia 15 Dia 30
11,026 12,814 16,092
10,728 12,516 15,794
1 10,728 12,814 16,39
10,728 12,516 16,092
10,728 12,814 16,39
10,728 12,516 16,092
11,026 8,344 10,132
11,026 8,046 10,132
c1 11,026 10,132 10,43
10,728 9,834 10,132
10,728 10,132 10,43
10,728 9,834 10,132
11,026 12,218 13,112
11,026 11,92 12,814
T 11,026 11,92 12,516
11,026 12,218 12,814
10,728 12,218 12,814
10,728 12,218 13,112
11,026 10,728 10,43
11,026 10,728 10,728
o 11,026 10,728 10,728
11,026 10,728 10,728
10,728 10,728 10,43
10,728 10,728 10,43
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ANEXO 6. Valores DPPH y PT para el dia 0

Dia 0
DPPH® | PT"
Vino de manzana M1 1094,5 | 330,8
Vino de manzana M2 1094,1 | 328,2

(®) Expresado en pmol TE/1000 g
(°) Expresado mg de acido galico/1000g vinagre

ANEXO 7. Valores DPPH e IPT para el dia 15

Dia 15
DPPH? PT’
B1120°R1 795,8 323,0
B1120°R2 800,89 326,8
Tratamiento | B2120°R1 816,0 325,6
1 B2120°R2 817 322
B3120°R1 816,0 314,6
B3120°R2 815,0 320,45
B1E20°R1 872,3 320,9
B1E20°R2 853,4 325,9
Control 1 B2E20°R1 846,2 346,8
B2E20°R2 840,2 343,4
B3E20°R1 869,3 313,9
B3E20°R2 851,9 320,5
Tratamiento | B1130°R1 790,0 241,2
2 B1I130°R2 838,7 257,8
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B2130°R1 810,7 2527
B2130°R2 811,5 246,1
B3I130°R1 866,6 260,4
B3130°R2 859,8 258,4
B1E30°R1 854,9 310,3
B1E30°R2 875,7 301,4
Control 2 B2E30°R1 891,6 389,4
B2E30°R2 876,5 363,4
B3E30°R1 875,0 316,8
B3E30°R2 879,1 370,9

ANEXO 8. Valores DPPH y PT para el dia 30

(*) Expresado en umol TE/1000 g

(°) Expresado mg de acido galico/1000g

vinagre

Dia 30

DPPH? PT®
B1120°R1 790,0 275,9
B1I120°R2 799,0 280,8
Tratamiento | B2I120°R1 809,7 287,4
1 B2120°R2 807,0 2842
B3120°R1 804,3 285,4
B3120°R2 805,6 289,1
B1E20°R1 949,0 286,1
Control 1 |B1E20°R2 958,0 295,1
B2E20°R1 970,2 306,7
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B2E20°R2 968.4 304,8

B3E20°R1 969,4 301,9

B3E20°R2 960,0 302,0

B1130°R1 774,8 2847

B1130°R2 773,1 282,5
Tratamiento | B2I30°R1 780,5 286,1
2 B2130°R2 777,3 280,0
B3130°R1 770,7 288,8

B3130°R2 775,1 289,9

B1E30°R1 854,9 288,2

B1E30°R2 853,7 287,3

Control 2 B2E30°R1 850,8 289,9
B2E30°R2 850,1 289,1

B3E30°R1 849,3 289,6

B3E30°R2 850,6 295,0
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Anexo 9. Datos usados para el analisis estadisticos

Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 315,9 851,9

R2 318,5 874,6

Dia15B3E20 M1 R3 307,2 881,4
X 3139 869,3

5,9 15,4

R1 320,6 833,8

R2 317,4 863,2

Dia 15 B3E20 M2 R3 323,6 858,7
X 320,5 851,9

3,1 15,9

Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg umoles TE/1Kg
R1 336,3 810,4
R2 305,4 802,8
Dia15B1120 M1  R3 327,2 818,6
X 323,0 810,6
15,9 7,9
R1 330,1 814,6
R2 305,8 801,6
Dia15B1120 M2 R3 320,3 819,9
X 318,7 812,0
12,2 9,4
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pumoles TE/1Kg

R1 322,8 790,7

R2 323,2 832,6

Dia15B2120 M1 R3 330,8 824,7
X 325,6 816,0

4,5 22,3

R1 325,1 793,7

R2 3335 830,4

Dia15B2120 M2 R3 339,9 8245
X 332,8 816,2

7,4 19,7

Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 309,7 821,3
R2 321,4 814,5
Dia15B3120 M1  R3 312,7 812,2
X 314,6 816,0
6,1 4.7
R1 310,4 819,1
R2 320,6 816,3
Dia 15B3120 M2  R3 307,4 813,2
X 312,8 816,2
6,9 3,0
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pumoles TE/1Kg

R1 285,7 878,0

R2 329,0 891,6

Dia 15 BIE30 M1 R3 316,3 795,2
X 310,3 854,9

22,2 52,1

R1 281,7 876,9

R2 324,3 891,6

Dia 15 B1IE30 M2 R3 298,1 858,7
X 301,4 875,7

21,5 16,5

Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg umoles TE/1Kg

R1 243,6 769,2

R2 2541 816,8

Dia15B2I130 M1 R3 260,3 846,2
X 252,7 810,7

8,5 38,9

R1 240,3 774,8

R2 243,6 802,0

Dia15B2130 M2 R3 254,5 857,6
X 246,1 811,5

7,4 42,2
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Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 261,8 858,7

R2 261,4 871,2

Dia15B3130 M1  R3 258,1 870,0

X 260,4 866,6
2,0 6,9

R1 258,1 856,4

R2 259,2 868,9

Dia15B3I130 M2 R3 257,8 854,2

X 258,4 859,8
0,8 7,9

Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 278,5 760,1
R2 297,4 761,2
Dia 30 B3130 M1 R3 290,5 790,7
X 288,8 770,7
9,6 17,4
R1 288,1 766,4
R2 279,2 768,9
Dia 30 B3130 M2 R3 277,8 754,2
X 281,7 763,2
5,6 7,9
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 272,7 768,0

R2 294,5 786,2

Dia 30 B2I130 M1 R3 291,2 787,3
X 286,1 780,5

11,8 10,8

R1 280,3 774,8

R2 273,6 762,0

Dia 30 B2130 M2 R3 264,5 787,6
X 272,8 774,8

7,9 12,8

Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 272,7 757,8

R2 290,8 774,8

Dia 30 B1130 M1 R3 290,5 791,8
X 284,7 774,8

10,4 17,0

R1 285,6 7774

R2 278,1 759,6

Dia 30 B1130 M2 R3 293,6 760,0
X 285,8 765,7

7,7 10,1
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 288,7 811,1

R2 293,0 871,2

Dia 30 B3E30 M1 R3 287,2 865,5
X 289,6 849,3

3,0 33,2

R1 287,9 823,9

R2 278,3 861,6

Dia 30 B3E30 M2 R3 266,6 851,9
X 277,6 845,8

10,6 19,6

Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 287,2 827,0

R2 291,2 861,0

Dia 30 B2E30 M1 R3 291,2 864,4
X 289,9 850,8

2,3 20,7

R1 298,1 861,4

R2 275,0 841,6

Dia 30 B2E30 M2 R3 280,3 856,4
X 284,5 853,1

12,1 10,3
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 287,2 827,0
R2 289,7 873,4
Dia 30 BIE30 M1 R3 287,6 864,4
X 288,2 854,9
1,4 24,6
R1 281,7 846,9
R2 290,3 831,6
Dia 30 BIE30 M2 R3 298,1 858,7
X 290,0 845,7
8,2 13,6
Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 282,5 799,8
R2 281,7 786,2
Dia30B3120 M1 R3 291,9 827,0
X 285,4 804,3
57 20,8
R1 288,4 800,1
R2 277,6 796,3
Dia30B3120 M2 R3 291,4 813,2
X 285,8 803,2
7,3 8,9
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 279,9 816,8
R2 290,1 806,6
Dia30B2120 M1 R3 292,3 805,8
X 287,4 809,7
6,6 6,1
R1 275,1 793,7
R2 293,5 800,4
Dia 30 B2120 M2 R3 279,9 808,5
X 282,8 800,9
9,5 7,4
Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg umoles TE/1Kg
R1 289,0 805,4
R2 274,8 7499
Dia 30 B1120 M1 R3 263,9 8145
X 275,9 790,0
12,6 35,0
R1 280,1 800,6
R2 275,8 780,6
Dia 30 B1120 M2 R3 290,3 804,9
X 282,1 795,4
7,4 13,0
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Concentracion de polifenoles

Actividad antioxidante

mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg

R1 313,7 958,5

R2 298,1 968,7

Dia 30 B3E20 M1 R3 293,7 981,1
X 301,9 969,4

10,5 114

R1 300,6 983,8

R2 287,4 963,2

Dia 30 B3E20 M2 R3 313,6 958,7
X 300,5 968,6

13,1 13,4

Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pumoles TE/1Kg

R1 316,3 942,6

R2 306,8 974,3

Dia 30 B2E20 M1 R3 297,0 993,6
X 306,7 970,2

9,6 25,8

R1 301,0 964,7

R2 299,7 940,6

Dia 30 B2E20 M2 R3 285,6 955,3
X 295,4 953,5

8,6 12,2
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Concentracion de polifenoles | Actividad antioxidante
mg AGE /1Kg pmoles TE/1Kg
R1 272,7 949,4
R2 287,9 957,3
Dia 30 BIE20 M1 RS3 297,7 940,3
X 286,1 949,0
12,6 8,5
R1 280,9 950,7
R2 285,6 948,6
Dia 30 BIE20 M2 R3 295,0 961,0
X 287,2 953,4
S 7,2 6,6

ANEXO 10. Curva de calibracion Absorbancia (765 nm) versus concentracion de acido galico en

metanol a partir de 4 repeticiones

Anido gdilioo en metanal

oz e mdo piliss o fraeg'l)

00 0,200 400 1,84 .08 1,004

dom TEE ren

Fgura 10 = 1, Curvas de callbraclén absorbancla (765 nm) wversus concentracién de
acldo gallco en agua (A) y metanol (B) determinadasa partlr de 4 repeticlones,
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ANEXO 11. Supuestos de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

antiox 085 144 013 945 144 000

dantes
a Correccion de la significacién de Lilliefors

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Concentracion de
: ,109 150 ,000 ,943 150 ,000

Polifenoles

a Correccion de la significacion de Lilliefors
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Acidez Titulable (g/L) 279 72 ,000 ,813 72 ,000

a Correccion de la significacion de Lilliefors
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
pH ,199 72 ,000 ,897 72 ,000

a Correccion de la significacion de Lilliefors

ANEXO 12. Kruskal Wallis Polifenoles
KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR CP BY TRAT DAY 30

TRAT RANK
1 52.1
2 29.1
3 35.5
4 29.3
TOTAL 36.5

MEAN SAMPLE

SIZE
18
18
18
18
72

KRUSKAL-WALLIS STATISTIC

14.3976
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P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

0.0024

COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY TRAT
MEAN HOMOGENEOUS

_|
thl—\g
—|

RANK
52.083
35.500
29.306
29.111

GROUPS
I
Il

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR CP BY TRAT DAY 15

TRAT
1
2
3
4

TOTAL
KRUSKAL-WALLIS STATISTIC
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

RANK
46.1
40.1
50.3

9.5
36.5

MEAN SAMPLE

SIZE
18
18
18
18
72

42.1353

0.0000

COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY TRAT

MEAN HOMOGENEOUS
TRAT RANK GROUPS
3 50.306 I
1 46.139 I
2 40.056 I
4 9.5000 o
REJECTION LEVEL 0.050

C1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
0 37.250 I
15 35.361 I
30 9.888 o
REJECTION LEVEL 0.050

T1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
0 39.583 I
15 33.417 I
30 9.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

C2 COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
15 35.750 I
0 35.000 I
30 11.750 o
REJECTION LEVEL 0.050

T2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CP BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
0 45.500 I
30 27.500 o
15 9.500 e |
REJECTION LEVEL 0.050
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Anexo 13. Kruskal Wallis anitoxidantes

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR CA BY TRAT DAY 15
MEAN SAMPLE
TRAT  RANK SIZE

1 43.4 18

2 16.0 18

3 56.7 18

4 29.9 18

TOTAL  36.5 72
KRUSKAL-WALLIS STATISTIC 37.6862

P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION  0.0000
COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY TRAT
MEAN HOMOGENEOUS

TRAT RANK GROUPS
3 56.667 I
1 43.389 Il
4 29.917 my
2 16.028 e |
REJECTION LEVEL 0.050

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR CA BY TRAT DAY 30
MEAN SAMPLE
TRAT RANK  SIZE

1 63.5 18
2 26.3 18
3 45.2 18
4 11.0 18

TOTAL 36.5 72

KRUSKAL-WALLIS STATISTIC 63.9882
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION  0.0000
CASES INCLUDED 72 MISSING CASES 0
COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY TRAT
MEAN HOMOGENEOUS
TRAT RANK GROUPS

1 63.500 I
3 45.167 I
2 26.306 o
4 11.028 o

REJECTION LEVEL 0.050
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C1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

T1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS DIA RANK GROUPS
0 45.500 I 0 45.500 I
30 27.500 o 15 23.528 o
15 9.500 e | 30 13.472 o
REJECTION LEVEL 0.050 REJECTION LEVEL 0.050

C2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

T2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF CA BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS DIA RANK GROUPS
0 45.500 I 0 45.500 I
15 24.389 A 15 26.667 o
30 12.611 A 30 10.333 e |
REJECTION LEVEL 0.050 REJECTION LEVEL 0.050

ANEXO 14. Kruskal Wallis Acidez titulable

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR AT2 BY TRAT DAY 15

MEAN SAMPLE

TRAT RANK  SIZE
1 3.5 6
2 21.5 6
3 9.5 6
4 15.5 6
TOTAL 125 24

KRUSKAL-WALLIS STATISTIC

COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY TRAT

MEAN HOMOGENEOUS

TRAT RANK GROUPS
2 21.500 I
4 15.500 Il
3 9.500 o
1 3.500 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE

22.1390
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

0.0001

NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

REJECTION LEVEL 0.050

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR AT2 BY TRAT Day 30

MEAN SAMPLE

TRAT RANK  SIZE
1 4.0 6
2 21.5 6
3 9.0 6
4 155 6

TOTAL 125 24
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KRUSKAL-WALLIS STATISTIC

21.3484
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

0.0001

COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY TRAT

MEAN HOMOGENEOUS

TRAT RANK GROUPS
2 21.500 I
4 15.500 Il
3 9.000 W
1 4.000 e |
REJECTION LEVEL 0.050

C1 COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
0 15.500 I
30 8.833 I
15 4.166 o
REJECTION LEVEL 0.050

T1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS

30 15.500 I

15 9.500 I

0 3.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

C2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
0 14.000 I
15 9.000 I
30 5.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

T2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF AT2 BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS

30 15.500 I

15 9.500 I

0 3.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

ANEXO 15. Kruskal Wallis pH

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR PH BY TRAT DAY 30

MEAN SAMPLE
TRAT  RANK  SIZE

1 9.7 6
2 213 6
3 3.5 6
4 15.6 6

TOTAL 125 24
KRUSKAL-WALLIS STATISTIC 21.3081
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

0.0001




COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY TRAT
MEAN HOMOGENEOUS

TRAT RANK GROUPS
2 21.250 I
4 15.583 I
1 9.666 W
3 3.500 e |
REJECTION LEVEL 0.050

KRUSKAL-WALLIS ONE-WAY NONPARAMETRIC AOV FOR PH BY TRAT DAY 15

MEAN SAMPLE

TRAT  RANK  SIZE
1 11.7 6
2 215 6
3 4.4 6
4 124 6

TOTAL 12.5 24

KRUSKAL-WALLIS STATISTIC 18.0853
P-VALUE, USING CHI-SQUARED APPROXIMATION

COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY TRAT
MEAN HOMOGENEOUS

TRAT RANK GROUPS
2 21.500 I
4 12.417 Il
1 11.667 Il
3 4.416 o
REJECTION LEVEL 0.050

0.0004

C1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
30 15.500 I
15 8.500 I
0 4.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

T1. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
30 15.500 I
15 9.500 I
0 3.500 o
REJECTION LEVEL 0.050

C2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
30 15.500 I
0 7.000 o
15 6.000 o
REJECTION LEVEL 0.050

T2. COMPARISONS OF MEAN RANKS OF PH BY DIA
MEAN HOMOGENEOUS

DIA RANK GROUPS
30 15.500 I
15 8.333 I
0 4.666 o
REJECTION LEVEL 0.050
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