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1. INTRODUCCION

La nata de arandano es un gel rico en celulosa que se forma en la superficie de
una solucion industrial denominada Licor madre que contiene jugo de arandano
y una serie de otros ingredientes en presencia de un microorganismo

fermentativo altamente especifico llamado Acetobacter xylinum.

Este microorganismo transforma, como parte de su metabolismo, los azucares

de la solucion industrial en celulosa.

La celulosa producida microbiolégicamente tiene muchas posibilidades de uso
industrial, por lo que este producto puede constituir un importante aporte al

desarrollo tecnolégico en esta materia.

La idea de utilizar el arandano como materia prima surge debido al gran
aumento en la demanda por este producto en los ultimos afios y a su gran
capacidad antioxidante derivada de su contenido de antocianos. De este modo,
la elaboracion de productos en base a este fruto representa una atractiva

oportunidad de mercado.

El desarrollo de nuevos productos alimenticios tiene como finalidad, entre otras,
el aumento de la diversidad en la oferta a los potenciales consumidores. En
este contexto la nata de arandano es un producto que actualmente no existe en
Chile. Debido a las caracteristicas del fruto podria representar una nueva

oportunidad de negocio para los productores.

Este estudio pretende optimizar el proceso para la obtencién de una nata de
arandano y determinar la concentracion de los diversos componentes que sean
adecuados para la preparacion del licor madre primario, como por ejemplo

concentracién de 10° UFC/mL de Acetobacter xylinum.



Objetivo general

El objetivo general de este estudio fue obtener la mejor férmula de cultivo de

Acetobacter xylinum para la elaboracién de nata de arandano.

Objetivos especificos
Los objetivos especificos planteados para este estudio son:

- Desarrollar un estudio cinético para determinar la cantidad de in6culo

necesario para ser utilizado en el proceso.

- Determinar los componentes necesarios para la elaboracion del gel

celuldsico.

- Determinar si el Acetobacter xylinum mantiene su capacidad de

produccion de celulosa en sucesivas generaciones.

Hipotesis

La hipotesis nula de esta investigacion es que es factible producir nata de

arandano.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales sobre la nata

Segun DANESI y WOSIAKI (1998), el término nata proviene de la palabra en
latin natare que significa flotar.

El término nata usado en este estudio corresponde a un gel de polisacaridos
altamente consistente con caracteristicas fibrosas que se forma por la accién de
Acetobacter xylinum en la superficie de una soluciéon de jugo de fruta (pifa),
leche o agua de coco, productos de bajo valor econédmico o residuos de
procesamiento de frutas (SHEU et al., 2000).

En condiciones estaticas la bacteria acumula la red celuldsica en la superficie
del caldo nutritivo (licor madre) y las fibras de celulosa son continuamente
ordenadas (BIELECKI et al., 2001).

Este gel celulésico es un complemento alimenticio originario de Filipinas y
también es popular entre otros paises asiaticos como Indonesia, Japoén y

Taiwan.

2.2 Nata de arandano

La nata se produce por la fermentacion microbiana realizada por, Acetobacter
xylinum en la superficie de una soluciéon de jugo, en este caso de arandano,
junto con otros coadyuvantes, como el azucar, extracto de levadura, entre otros,
que favorecen la dispersion del producto (CHUNG y SHYU, 1999; SHEU et al,,
2000).



De acuerdo a VANDAMME et al., (1998), al combinar el azucar, que es la
fuente de carbono, con un preciso control del pH y los niveles de oxigeno

disuelto, obtuvieron altos rendimientos de la nata.

Debido a su estructura y propiedades, la nata parece tener importantes
aplicaciones en diversos productos alimentarios en los que el ingrediente usado
debe estar en niveles minimos; por lo que sus caracteristicas de inalterabilidad
del sabor, estabilizacion de espuma y estabilidad ante diferentes pH,
temperaturas y condiciones de congelacion, adquiera importancia fundamental
para el proceso (LIN y LIN, 2004).

HEO y SON (2002) y SON et al., (2003), afirman que este producto tiene
diversos usos industriales no alimenticios como por ejemplo membranas

acusticas, capsulas para medicinas, filtros para fibra de vidrio.

Entre los usos potenciales de la membrana celuldésica, se puede incluir la
elaboracién de alifios, salsas, helados, productos lacteos fermentados, entre
otros (ISHIHARA et al., 2002 y SON et al., 2003).

Estudios de CHUNG y SHYU (1999), han demostrado que si se altera algun
factor durante el proceso de elaboracién de la nata, ésta se vera afectada y no

se obtendran resultados satisfactorios.

2.3 Acetobacter xylinum

Segun BANWART (1979), el Acetobacter xylinum es una bacteria elipsoidal
recta o severamente curva de 0,6 a 0,8 por 1,0 a 4,0 ym, encontrandose
aisladas, en parejas o en cadenas, son aerobios estrictos, colonias palidas,
catalasa positiva, oxidasa negativa, no licuan la gelatina, forman indol o H,S,
oxidan el etanol a acido acético. El acetato y el lactato los oxidan a CO; y H0,
forman acidos a partir de n-propanol, n-butanol y D-glucosa. No hidrolizan

lactosa ni el almidoén.



Segun CRUEGER y CRUEGER (1993), estas bacterias acéticas son gram
negativas y cuando envejecen los cultivos son gram variables y acido

tolerantes.

SAKAIRI et al., (1998) y LLAGUNO y POLO (1991), plantean que el
Acetobacter xylinum es una de las mas importantes bacterias productoras de
celulosa a partir de una gran variedad de sustratos, ya que produce una
cantidad suficiente para interés industrial. Esta produccién de celulosa
bacteriana se realizé con la incubacion del medio en forma estética.
EMBUSCADO et al., (1994a), afirma que ésta bacteria ha producido celulosa de

esta forma por mas de cien afos.

Segun VERSCHUREN et al., (2000) el pH 6ptimo para el crecimiento de la
bacteria en la nata es entre 4,0 - 5,0 y la temperatura 6ptima para su desarrollo
es entre 25° y 30 °C (WOOD, 1985 y HOLT et al., 2000).

El Acetobacter entrega propiedades unicas a la nata, dentro de las que se
pueden mencionar, alta absorcion de agua, alta fuerza mecanica, alta

cristalinidad y una estructura altamente pura en fibra (VANDAMME et al., 1998).

2.4 Arandano como materia prima

El arandano o Blueberry (Vaccinium corymbosum L) es un frutal menor nativo
de Norteamérica. Pertenece a la familia Ericaceae y ha sido clasificado en la
sub familia Vacciniaceae (BUZETA, 1997; CHILDERS, 1949 y SUDZUKI, 2002).

MUNOZ (1988), afirma que de las mas de 30 especies que constituyen el
geénero Vaccinium solo un pequefo grupo de ellas tiene importancia comercial,
dentro de las mas importantes tenemos al Arandano alto o highbush (Vaccinium

corymbosum.



El arandano es una baya casi esférica, que dependiendo de la especie puede
variar en tamano de 0,7 a 1,5 cm de diametro de intenso color azul y un
agradable sabor agridulce (KADER et al., 1996; SUDZUKI 2002).

RIZZOLO et al., (2003) y SMITH et al., (2000), afirman que entre los llamados
berries, el arandano es el que tiene un alto contenido de acido ascérbico,
mayor fuente de antioxidantes y un alto contenido de antocianos. Segun KALT
et al., (2000), la alta capacidad antioxidante que posee este fruto ha causado un
alto interés por su consumo ya sea en forma natural o0 en combinacion con otros

frutos.

SKREDE et al, (2000), afirma que ademas de las caracteristicas antes
mencionadas el arandano sirve para reducir enfermedades coronarias y para

tratamientos de desoérdenes en el tracto urinario.

En la FIGURA 1 se puede observar el fruto de arandano en estado maduro.

FUENTE: BUZETA (1997).

El consumo de esta fruta en porciones de 100 g aporta a la dieta alimenticia

diaria lo que se expone en el CUADRO 1.



CUADRO 1. Composicion nutricional del arandano.

Componente Cantidad |Componente Cantidad
Calorias 36 Kcal |Zinc 100 ng
Proteinas 06 g Cobre 110 ug
Grasas 06 g Manganeso 300-5000 pg
Carbohidratos 6,0 g Sodio 1 mg
Fibra 49 ¢ Vitamina B 20 ug
Calcio 10 mg Vitamina B> 20 ug
Hierro 740 g Ac. Foélico 6 ug
Magnesio 2 mg |Ac. Pantoténico 160 pug
Fosforo 13 mg Vitamina Bg 60 ug
Potasio 65 mg Vitamina C 30 mg

FUENTE: SENSER y SCHERZ (1999).

2.5 Antocianos

Las encuestas entre los consumidores demuestran que el color es importante
cuando elegimos un alimento y en el caso de la elaboracion de nata de
arandano es lo mismo, debido a que se quiere obtener un producto con el color
del fruto. Los encargados de entregar el color al gel celulésico son los
antocianos los cuales dan la caracteristica de color a muchos vinos (MATEUS
et al., 2001).

SHAIDI y NACZK (1995), DUCKWORH (1968) y SCOTT (1999), indican que
los antocianos son pigmentos hidrosolubles que se encuentran en los tejidos
vegetales (plantas y frutas), responsables del color rojo, azul y purpura de los
arandanos. ROMERO y BAKKER (2000), confirman lo anteriormente descrito.

De acuerdo a KADER et al., (1996), quince son los antocianos que han sido
identificados en el arandano, el primero de ellos se encuentra en un 13,5% y se
denomina delfinidina-3-monogalactosido, luego vienen en orden decreciente
(11,9%),
malvidina-3-monoarabinosido (11,9%), delfinidina-3-monoarabinosido (10,3%),
(8,8%), (6,9%),

malvidina-3-monogalactosido (12,9%), malvidina-3-monoglucosido

petunidina-3-monogalactosido delfinidina-3-monoglucosido



petunidina-3-monoglucosido  (6,6%), cianidina-3-monoglucosido  (5,0%),
cianidina-3-monogalactosido (5,0%), petunidina-3-monoarabinosido (3,1%),
cianidina-3-monoarabinosido  (2,2%), peonidina-3-monoglucosido (1,1%),
peonidina-3-monogalactosido (0,7%) u por ultimo peonidina-3-monoarabinosido
(0,1%).

Segun LEE y WROLSTAD (2004), los arandanos poseen 230 mg
antocianos/100g de fruto, la piel de éstos poseen 188, 5 mg antocianos/100g de
piel, la pulpa 5,8 mg antocianos/100g de pulpa y la semillas 0,1 mg

antocianos/100g de semillas.

De acuerdo a ANTON et al., (1999), IVERSEN (1999), LINDEN y LORIENT
(1996) y BADUI (1999), los antocianos son sensibles al calor, metales, pH,
tiempo del proceso y almacenamiento y al Oy, es por eso que no es facil
fabricar productos que mantengan su color original (ARTHEY y ASHURST,
1996). La composicion y distribucién de los antocianos en los arandanos se ven

afectados por los factores anteriormente mencionados.

Para LEE et al., (2002), los antocianos tienen muchos efectos benéficos para la
salud humana entre los cuales se pueden destacar mejoramiento de la vista,
reduccion de las enfermedades coronarias, proteccién contra la disfunciéon
neurolégica relacionada con la edad, mantenimiento de la permeabilidad
vascular normal también como cancerigenos, antimutagénicos, antiinflamatorios
y propiedades antioxidantes (JU y HOWARD, 2003).

2.6 Celulosa

BADUI (1999) lo define como un polisacarido de composicién (CeH100s)n, que
forma parte de la fibra cruda y es el principal constituyente de la estructura

rigida de plantas, arboles, frutos, hortalizas.



De acuerdo a LINDEN y LORIENT (1996), la molécula de celulosa es un
biopolimero resultante de la condensacion lineal de unidades de D-
glucopiranosa unidas entre si por enlaces glucosidicos,  1-4. Las moléculas

estan estabilizadas dentro de ellas y entre si por enlaces de hidrogeno

La celulosa producida por el Acetobacter xylinum, es quimicamente pura, libre
de lignina y hemicelulosa. Ademas es un polimero altamente cristalino con un
elevado grado de polimerizacion, lo que la distingue de otras formas de

celulosa.

Segun KIMURA et al., (2001), la celulosa es el mas abundante polisacarido en

el mundo, con una produccion estimada de 10" ton al afio.

Es indigestible por el hombre e insoluble en agua hirviendo, asi como en acidos
diluidos y en alcalis (DUCKWORH, 1968; LINDEN y LORIENT, 1996 vy
STRASBURGER et al., 1965).

2.7 Fibra dietética

La fibra dietaria fue definida inicialmente como remanentes de paredes
celulares de plantas que eran resistentes a la hidrdlisis por enzimas alimentaria
humanas (LEE et al., 1992).

Segun MATISSEK et al., (1992), se denomina fibra dietética a aquellos
componentes de vegetales dificiles o imposibles de metabolizar por el
organismo humano como por ejemplo como celulosas, hemicelulosas y pectinas
(BADUI, 1988).

ARTHEY y ASHURST (1996) y MATISSEK et al., (1992), plantean que debido
a que el organismo humano carece de un sistema enzimatico que degrade

estos polimeros, la fibra dietética aparece inalterada en el intestino grueso



10

(colon) y ejerce una accién reguladora del peristaltismo y por lo tanto de

reabsorcidon de otros nutrientes que si son absorbibles.

Estudios realizados por LEE et al., (1992), indican que la fibra puede proteger
contra enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, cancer de colon y
enfermedades diverticulosas. Estos descubrimientos han llevado, en los ultimos
anos, a un incremento del conocimiento de la importancia de consumir

alimentos ricos en fibra dietaria.

Gracias a sus propiedades la fibra dietética afecta también favorablemente al
metabolismo de los acidos biliares porque se une a las sales biliares
aumentando asi su eliminacion (MATISSEK et al., 1992).

2.8 Condiciones de fermentacion del licor madre

Los factores ambientales son altamente determinantes en la calidad y eficiencia
en el proceso de elaboracidon de la nata de arandano, donde los mas

importantes son el pH, temperatura, oxigeno y concentracion de inoculo.

Ademas de los factores antes mencionados es muy importante mantener el
medio de cultivo (Licor madre) en condiciones estaticas, debido a que si el
medio esta en movimiento so6lo tendremos desarrollo microbiano y no la
formacion de la nata en la superficie (ZIPPORA y HESRIN, 1963).

Algunos factores que tienen especial significado en los resultados finales del
proceso seran analizados a continuacion, con el fin de remarcar la necesidad de
llevar a cabo un proceso muy controlado, en el cual se conjugan aspectos de

quimica, microbiologia e higiene, entre otros.

2.8.1 pH. El efecto del pH es muy importante en la produccion, debido a su

efecto en el desarrollo de |la bacteria Acetobacter xylinum.
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Este microorganismo requiere valores de pH entre 4 y 5 para lograr su mejor
desarrollo y su mayor productividad en la produccién de celulosa (DANESI y
WOSIACKI, 1998 y WOOD, 1985).

Segun EMBUSCADO et al., (1994a), cuando el medio de fermentacion tiene un
pH bajo 3,5 y sobre 4,5 la nata que se obtiene es de un espesor muy fino, es
por esto que se debe tener un control estricto y preciso sobre el nivel de acidez

del medio.

2.8.2 Temperatura. La calidad del producto es altamente dependiente de las
condiciones de temperatura del medio en el cual se desarrolla el proceso
fermentativo, siendo el rango optimo entre 28 y 32 °C (BREED et al., 1957 y
EMBUSCADO et al., 1994b).

2.8.3 Oxigeno. El Acetobacter xylinum es un microorganismo aerobio estricto,
lo que significa que requiere de oxigeno para su desarrollo (HOLT et al., 2000).
Esto significa que el proceso debe realizarse bajo condiciones de abundancia
de oxigeno y ello se asegura dejando suficiente espacio entre los baldes de

fermentacion y cubriéndolos con papel permeable al aire.

2.8.4 Concentracion de inéculo. Cabe destacar que un aspecto muy
importante para el éxito del proceso es la concentracion del microorganismo en
el licor madre, debido a que si este numero es muy bajo, habria que aumentar
el tiempo de fermentacion para que la bacteria se desarrolle, pero este
aumento de tiempo implicaria que un gran porcentaje de los microorganismos

envejecerian.
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2.9 Licor Madre

El licor madre es el iniciador de la actividad bacteriana que es el responsable de

la produccidn del gel celuldsico o nata.

Con el objeto de asegurar un adecuado inicio de la produccion de nata de
arandano, en esta fase inicial del proceso se usara una cepa pura de
Acetobacter xylinum, la cual se preparara para sembrar los sistemas iniciales de

produccion (licores madre).

Un aspecto muy importante a considerar es la sanidad del licor, por lo tanto
frente a cualquier sospecha de contaminacion o manejos inadecuados del
proceso, es conveniente que el material sea destruido térmicamente y eliminado

de inmediato para evitar propagar la contaminacion.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 Materiales

La nata se elabord a partir de diversos ingredientes, de los cuales uno de los
mas importantes fue la pulpa de arandano que se espera que transfiera parte

de sus caracteristicas a la nata, como es el caso de los pigmentos y vitaminas.

A continuacion se presentan los materiales que se necesitaron para el

desarrollo del proceso.

3.1.1 Materia prima. Las materias primas utilizadas para la elaboracion de

nata de arandano fueron pulpa de arandano, azucar y agua potable.

3.1.2 Insumos quimicos. Los insumos quimicos utilizados fueron los

siguientes:

e Sorbato de Potasio (C¢H;02K). Se uso como conservador del producto final
contra hongos y levaduras principalmente.

e Cloruro de calcio (CaCly). Se utilizé principalmente como quelante y para

ayudar a la gelificacion de polimeros.
e Carbonato de Calcio (CaCO3). Fue empleado como alcali y antiaglomerante.

e Fosfato de potasio (KH2.PO,4). Sal que se ocupé como amortiguador de pH,

quelante y antiaglomerante.

e Extracto de levadura. Es producido a partir de levaduras de panaderia y se

utilizé como fuente de nitroégeno.
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3.1.3 Insumos microbiolégicos. La bacteria acética (Acetobacter xylinum) que
se utiliza en esta investigacion es de procedencia Alemana DSM-2004

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen).

3.1.4 Instrumentos y utensilios. Los instrumentos y utensilios utilizados en el

proceso fueron:

e Balanzas

e pHmetro.

¢ Refractometro.

e Termémetro.

e Tubos de ensayo.

e Matraz Erlenmeyer de 250 ml y 1litro.
¢ Placas Petri.

e Estufa 32 °C.

¢ Baldes para fermentacion.

e Papel Kraft.

3.2 Método

La elaboracion de la nata se realizé en instalaciones de la planta piloto y en
laboratorios del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL) de

la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia.
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3.2.1 Activacion de la cepa madre a nivel de laboratorio

Para contar con una cepa adecuada para la produccion de nata, fue necesario

comenzar el trabajo con una cepa pura de Acetobacter xylinum.

La cepa de Acetobacter xylinum que se empled en esta investigacién es de
procedencia alemana, DSM 2004, la cual se reactivd en el Laboratorio de
Microbiologia del ICYTAL, donde se mantuvieron las cepas activas del

microorganismo para su posterior uso.

Lo primero que se efectud es la activacion de esta cepa en un medio que se
denominé “Caldo Acetobacter” el cual contenia glucosa (100 g), extracto de
levadura (10 g), carbonato de calcio (20 g) y agua destilada (870 g) y regulado a
pH 6,8. La cepa en este medio se incubd por 5 dias a 32 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron los repiques en el mismo
medio de cultivo liquido (caldo Acetobacter) para la multiplicacion masiva. Se
incubaron por el tiempo y temperatura anteriormente mencionadas, para luego
ser sembradas en el medio de cultivo adecuado para asi obtener el licor madre

primario.

Los ingredientes para elaborar el licor madre primario se muestran en el
CUADRO 2.

CUADRO 2. Ingredientes del licor madre primario.

. Cantidad (g)
Ingredientes Balde
Acetobacter xylinum 30
Jugo de arandano 2604
Azucar refinada 300
Sorbato de potasio 0,3
Extracto de levadura 30
CaCl, 17,7
KH,PO, 9
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Por otra parte, es necesario enfatizar la conveniencia de mantener cepas puras
de Acetobacter xylinum en reserva para contar con material activo fresco en
cualquier momento que fuese requerido, de manera de rejuvenecer en forma
constante y sistematica el material microbiologico a usar en el proceso
industrial. Esta es una responsabilidad que debe ser asumida por un laboratorio

especializado.

3.2.2 Estudios de crecimiento y ensayo de envejecimiento de Acetobacter

xylinum

Para saber la cantidad exacta de inéculo (UFC/mL) que fue agregado al licor
madre primario y probar la pérdida en la capacidad de reproduccion de la
bacteria se realizdé un estudio de crecimiento. Y al mismo tiempo se realiz6 el
ensayo de envejecimiento que sirvié para ver la pérdida de la capacidad de la

produccion de nata.

En el parrafo siguiente se describe la forma en que se realizd el estudio de

crecimiento y el ensayo de envejecimiento.

Se tomaron 2 mL del Caldo Acetobacter en donde se activdo la bacteria
liofilizada y se agregé 1 mL a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de Caldo
Acetobacter y el otro mL se agregd a un tubo con 9 mL de agua peptonada
(dilucién 10™"). Se agitaron bien ambos tubos. El tubo con Caldo Acetobacter se
incubd a 30 °C por 24 h, para ser ocupado al dia siguiente. Del otro tubo se
extrajo 1 mL y se agreg6 a otro tubo que contenia 9 mL de agua peptonada y se
agitd, obteniendo asi la dilucién 102. Luego de este procedimiento, se sacaron
1 mLy 0,1 mLy se sembraron en superficie en las placas con agar Acetobacter,

para obtener las diluciones 102 y 10 respectivamente.

El agar Acetobacter contenia glucosa (100 g/kg), extracto de levadura (10 g/kg),
carbonato de calcio (20 g/kg), agua destilada (855 g) y agar (15 g).
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Ademas de los 1,1 mL extraidos de la mezcla, se tom6é 1mL mas para ser
mezclado en un tubo con 9 mL de agua peptonada (dilucion 107®), se agité y se
extrajo 0,1 mL para ser sembrados en una placa obteniéndose asi la dilucion
10™. Por ultimo de esta mezcla (10%) se tomé 0,1 mL para obtener la dilucion

10y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién 107° .

1mL 1mL
—>
1m 1ml / km 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

10 10‘2 10’3 10“‘ 10° 10°® 107 10°® 10° )10

~

Incubar por 48 - 72 h /30°C

<

Ej = A. xylinum liofilizado ﬂ =Tubo de ensayo con 9ml de agua peptonada

—- Placa con Agar Acetobacter

FIGURA 2. Estudio de crecimiento y ensayo de envejecimiento.

Las placas se incubaron a 30 °C por 48-72 h o hasta que aparezcan las

colonias, para poder ser contadas.

En la FIGURA 2 se observa en forma grafica lo realizado en el ensayo de

envejecimiento y el estudio de crecimiento.
3.2.3 Elaboracién pulpa de arandano

La pulpa de arandano fue elaborada en el Laboratorio de Procesos Vegetales
del ICYTAL. El procedimiento consistié en pesar la fruta para saber con certeza

con cuantos kilogramos se contara (105 kg). Luego esta fruta se colocé a bafio
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maria para lograr que los antocianos (responsables del color) que se
encuentran en el orujo traspasaran hacia la pulpa y asi obtener una pulpa con

un color mas intenso.

En la FIGURA 3 se muestra el diagrama de flujo para la elaboracién de la pulpa

de arandano.

( )
Pesado de la fruta

4 L

Calentamiento

4 ¢L N\
Despulpado en |:>
caliente
4 L

Pesado de la
pulpa
~4 L

Envasado

J L

Congelacién

J L

Almacenamiento

. J

FIGURA 3. Elaboracion de pulpa de arandano.

3.2.4 Ensayos en diferentes medios

La forma correcta para determinar cual es el medio industrial mas adecuado
para el desarrollo del Acetobacter xylinum y obtener una nata de buena calidad,
es con la realizacion de ensayos en diferentes medios de cultivo. La diferencia
que existe entre uno u otro ensayo se debid al cambio en algun ingrediente o en

el recipiente de fermentacion.
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3.2.4.1 Ensayo n°1. En el primer ensayo que se realiz6 se utilizé un licor madre
industrial elaborado 15 dias antes de montado este ensayo.

Se trabajé con bandejas con capacidad para 750 g de mezcla y los ingredientes
utilizados son: azucar, agua, Acetobacter xylinum, extracto de levadura y
diferentes concentraciones de pulpa de arandano, desde 10-40%, con el

objetivo de ver si ésta influira en la formacion de nata.

3.2.4.2 Ensayo n°2. Para este ensayo se utilizaron bandejas, las mismas
concentraciones de pulpa y de los otros ingredientes que en el ensayo anterior,

con la diferencia que se agregé 1 g/kg de sorbato de potasio.

3.2.4.3 Ensayo n°3. El licor madre Industrial utilizado en este ensayo es el que

se elabord en el ensayo n°2, el cual tiene alrededor de 40 dias.

Segun EMBUSCADO et al., (1994), la cantidad de azucar influye en la
produccion de celulosa y por ende el grosor de la nata, por lo tanto en este
ensayo, se aumentd al doble la cantidad de azucar y ademas se disminuyd a un
25% la cantidad de extracto de levadura. Se trabajé con concentraciones de

pulpa de arandano al 10% y 20%.

En este ensayo también se trabajé con bandejas con capacidad para 750 g de

mezcla.

3.2.4.4 Ensayo n°4. Se trabajo con A. xylinum recién activado, ya que se penso
que el Acetobacter perdia su capacidad de produccion de celulosa como lo
indican LLAGUNO y POLO (1991).

En este ensayo se realizaron cinco diferentes formulaciones en matraces de

250 mL, con 100 g de mezcla aproximadamente.

Formulacion 1: Pulpa, agua, sorbato de potasio, azucar, Acetobacter xylinum

y cloruro de calcio.
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Formulacién 2: Pulpa, agua, sorbato de potasio, azucar, Acetobacter xylinum

y fosfato de potasio.

Formulacién 3: Pulpa, agua, sorbato de potasio, azucar, Acetobacter xylinum

y cloruro de sodio.

Formulacion 4: Pulpa, agua, sorbato de potasio, azucar, Acetobacter xylinum,

cloruro de calcio y fosfato de potasio.

Formulacion 5: Pulpa, agua, sorbato de potasio, azucar, Acetobacter xylinum,

cloruro de sodio y fosfato de potasio.

3.2.4.5 Ensayo n°5. El licor madre industrial para este ensayo se elaboré con el
medio liquido (licor) de la formulacion 4 del ensayo anterior, siendo este medio
reforzado.

Este licor madre ya reforzado se dejé fermentar por 15 dias y transcurrido este
tiempo de fermentaciéon se monté el ensayo n° 5, en una bandeja con capacidad

para 750g de mezcla.

3.2.4.6 Ensayo n°6. Para preparar el licor madre de este ensayo se tomaron
390g del licor madre industrial preparado en el ensayo n°5 siendo éste

enriquecido. Este nuevo licor madre Industrial se dejo fermentar por 1 mes.

3.2.4.7 Ensayo n°7. Aqui se trabajé con 2722g de licor madre industrial
preparado en el ensayo anterior, pero antes de ser utilizado se enriquecio.

Luego de 5 dias de fermentacién el licor madre fue dividido y repartido en 2
baldes con 3 kg de mezcla cada uno y en una bandeja con 750 g de mezcla,
con el objetivo de ver el comportamiento de la bacteria en dos diferentes

recipientes de fermentacion.
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3.3 Preparacion licor madre industrial

La preparacion del licor madre industrial considera dos etapas, la primera es la
obtencion del licor madre primario en donde se multiplica la cepa pura de
Acetobacter xylinum a nivel de laboratorio y la otra es la multiplicacion de la

bacteria en el medio industrial.

Las cantidades de cada ingrediente para la obtencion del licor madre industrial

son las que se muestran en el CUADRO 3.

Es importante preparar primero el jugo de arandano con la concentracién
deseada de pulpa (en este caso 20%) y luego a esto agregarle el resto de los
ingredientes, para que de esta forma todos los ensayos que se realicen

presenten la misma concentracién de pulpa.

CUADRO 3. Ingredientes licor madre industrial.

. Cantidad (g)
Ingredientes Balde
Licor madre primario 130
Jugo de arandano 2504
Azucar refinada 300
Sorbato de potasio 0,3
Extracto de levadura 30
CaCl, 17,7
KH,PO,4 9

El procedimiento para la produccion del licor madre industrial fue el mismo que
para la produccion del licor madre primario, esto quiere decir, que el proceso
fermentativo se completa a los 4-5 dias, momento en el cual el crecimiento

bacteriano es el mayor.

Es muy importante mantener la sanidad de este licor. Frente a cualquier
sospecha de contaminacién se recomienda inactivar el material térmicamente y

eliminarlo de inmediato para evitar la propagacion de la contaminacion.
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3.4 Elaboracion de la nata

La elaboracion de nata de arandano se baso en la produccion de nata de coco,
de tipo filipino y los pasos a seguir se pueden apreciar en el diagrama de flujo
de la FIGURA 4.

\
Azucar (300g) + Sorbato
de potasio (0,3g) +Ext. de Licor madre de
levadura (30g) + +CaCl, Acetobacter (2643g)
(17,7 g) +KH2PO4 (9 g)
o %
(" N

Distribucion mezcla ( 3
kg) en baldes para
fermentacion

\§ ¢L /
e N
Fermentacién por 15 dias
aprox.

\ J

( ¢L N Licor de Destruccion térmica
Recoleccién Nata mantenimiento del residuo
(N J

[ Nata ] Almacenamiento del Licor Eliminacion
madre

[ Lavado de la Nata ]

% N

Liofilizado Observacién microscopio
electrénico de barrido

[ Molienda ]

FIGURA 4. Linea de flujo para la elaboraciéon de Nata de arandanos.
3.5 Recoleccion de la Nata
La recoleccidon o cosecha se realizd después de 15-20 dias, manteniendo

buenas condiciones de higiene.

La nata formada se separé de la solucién sobre la cual se desarrollé. Esta se
retird debido a que en la superficie inferior, la que esta en contacto con la

solucion, estaban adheridas las bacterias, por lo tanto fue necesario raspar y



23

lavar (con poca agua) esta capa. Esta mezcla de agua con Acetobacter xylinum
se volvid a agregar a la solucion, para asi aumentar la concentracion del
microorganismo en el medio.

La mezcla liquida que quedd luego de extraer la capa fina de nata se coloco en
un balde limpio y se guard6é para ser utilizado como licor madre de uso

industrial.

3.6 Lavado
El objetivo principal del lavado es eliminar los restos de Acetobacter que se
encuentran adheridos a la nata y para que asi éstos sean agregados en el

préximo licor madre.

3.7 Liofilizacion

Después del proceso de lavado la nata se sometid a liofilizacion, para su
conservacion y posterior analisis. Este proceso se realizé en el Laboratorio de
Nutricién Animal del Instituto de Produccién Animal de la Universidad Austral de
Chile.

3.8 Molienda
Al gel ya liofilizado se le reduce el tamafio de sus particulas en dos diferentes

diametros (0,5 mm y 1,5 mm) mediante una molienda y tamizado.

3.9 Observacion de la Nata en Microscopio Electrénico de Barrido

La observacion al microscopio electronico de barrido, LEO, modelo 420, se
realizd en el Instituto de Histologia y Patologia de la Universidad Austral de
Chile.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Estudio de crecimiento

El estudio de crecimiento se realizé para determinar la concentracion de indculo
que fue empleada en el proceso de elaboracidén de nata y ademas corroborar la
pérdida de la capacidad de reproducirse que pueda tener el Acetobacter

xylinum.

Este estudio se le realizé por 10 dias a la bacteria recién activada, la cual se
encontraba en caldo Acetobacter y en el CUADRO 4 se pueden observar los

recuentos (UFC/mL) obtenidos cada dos dias.

CUADRO 4. Estudio de crecimiento.

Dia | Dilucién |Colonias por placa| Recuento (UFC/ml) | Log (UFC/ml)
2 10° 113 1,13 x 107 7.05
4 10 121 1,21 x 107 7.08
6 10 92 9,2 x 10° 6.96
8 10° 75 7,5 x 10° 6.88
10 10° 62 6,2 x 10° 6.79

Loa datos obtenidos del estudio de crecimiento son los que se encuentran en el
CUADRO 4, en el cual, se puede observar que la cantidad de colonias por
placa en las diluciones 10° es bastante grande, lo que permite tener una
cantidad de in6culo suficiente para comenzar con los ensayos. Y como
referencia se puede decir que los licores madres usados en la elaboracion de la
nata de arandano, estuvieron en el orden de 120 x 10° UFC/placa y 33 x 10"

UFC/placa, lo que es un buen nivel para iniciar la formacién de la nata.
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FIGURA 5. Variacion de la capacidad de reproduccion.

Como se puede apreciar en la FIGURA 5 a medida que va pasando el tiempo
los recuentos van disminuyendo, lo que indica que el Acetobacter xylinum va

perdiendo su capacidad de multiplicarse.

La variacion de la capacidad de reproduccion del Acetobacter xylinum hasta los
10 dias, estuvo determinada segun la ecuacion de grado tres 0,0129x°- 0,13 x?

+ 0,3148x + 6,8582 y su coeficiente de determinacion a 0,99.

En la FIGURA 6 se puede apreciar colonias producidas de licor madre de
primera generacion y diferentes diluciones, después de 10 dias de incubacion,
las cuales fueron sembradas en las placas con agar Acefobacter; las colonias

de esta bacteria van disminuyendo a medida que se aumentaron las diluciones.

Para obtener un buen rendimiento en la produccion de nata es importante que
el medio de fermentacion contenga bacterias nuevas, ya que éstas en su
primera etapa de desarrollo son las que forman la red celulésica. Si los

recuentos envejecen es necesario enriquecer el medio (licor madre)
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Dilucion 10° Dilucién 10°

FIGURA 6. Colonias de Acetobacter xylinum en diferentes diluciones.
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4.2 Ensayo de envejecimiento

LLAGUNO y POLO (1991), indican que el Acetobacter xylinum pierde la
capacidad de producir celulosa a medida que transcurre el tiempo y eso se
pudo comprobar en forma visual, cuando al quinto dia de comenzado este
ensayo no se formd la capa fina de nata en los tubos que contenian caldo

Acetobacter y Acetobacter xylinum.

Como una forma de ver si los tubos que se utilizaron en este ensayo contenian
a la bacteria, se les realiz6 tincion de Gram, catalasa, oxidasa y ademas se
observaban en el microscopio. Todas estas pruebas dieron como resultado que
los tubos contenian Acetobacter xylinum. Dentro de la poblacion de bacterias
encontradas obtuvimos gram negativas y gram variables, lo que quiere decir

que la poblacion existente en los tubos era mixta (nuevas y viejas).

4.3 Ensayos en diferentes medios

Como una forma de determinar cual es el medio industrial mas adecuado para
el desarrollo del Acetobacter xylinum y obtener una nata de buena calidad, se
realizaron 7 ensayos y las caracteristicas de cada uno se describieron en los

siguientes puntos.

El pH de los ensayos realizados fluctuo6 entre 3,9 y 4,6 lo que es adecuado para

el desarrollo del microorganismo, segun WOOD (1985).

4.3.1 Ensayo n°1. Los ingredientes utilizados para montar este ensayo son los

que se muestran en el CUADRO 5.
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CUADRO 5. Ingredientes del licor madre utilizado en el ensayo n° 1.

Ingredientes Cantidad (g/kg)
Pulpa 200
Azucar 50
Agua 720
A. xylinum activado 10
Ext. Levadura 20

En el CUADRO 6 se observan las cantidades de cada ingrediente utilizados en

el ensayo n°1 y ademas la variacién en la concentracion de pulpa de arandano.

CUADRO 6. Variacion de los ingredientes del ensayo n°1.

Ingredientes Cantidad (g/kg)
Pulpa 100 200 300 400
Azucar 50 50 50 50
Agua 700 600 500 400
L madre 130 130 130 130
Ext. levadura 20 20 20 20

En este ensayo se formaron natas muy delgadas y oscuras, pero crecieron
hongos, por lo tanto debe agregarse un inhibidor de hongos y levaduras para

que no afecte el desarrollo normal de la bacteria.

Esta contaminacion no beneficié el ensayo, debido a que los microorganismos
mencionados retrasaron el desarrollo del Acetobacter xylinum al producirse una
competencia entre ellos por el sustrato y ademas cambiaron las caracteristicas

de color, grosor y firmeza del producto final (nata).

4.3.2 Ensayo n°2. Debido a la contaminacion por hongos que se produjo en el
ensayo n°1, se debid crear un nuevo licor madre Industrial en el cual se agrego
1g/kg de sorbato de potasio. En el CUADRO 7 se muestran los ingredientes que

se utilizaron para este ensayo.
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Ingredientes Cantidad (g/kg)
Pulpa 100 200 300 400
Azucar 50 50 50 50
Agua 700 600 500 400
L madre 130 130 130 130
Ext. levadura 20 20 20 20
Sorbato de potasio 1 1 1 1

En todos los sub ensayos se formaron natas muy delgadas, fragiles y de un

color morado muy oscuro.

Con respecto a la cantidad de pulpa agregada no existe ninguna diferencia
entre los sub-ensayos, por lo tanto, se decidié trabajar con las concentraciones

de pulpa mas bajas (10% y 20%).

4.3.3 Ensayo n°3. Para los fines de obtener una calidad adecuada, se hace
necesario controlar en forma permanente el nivel de temperatura de la camara
fermentadora durante el periodo de incubacién de los baldes con el producto.
Para este fin se programé la camara fermentadora con el rango de temperatura
entre 28 y 32 °C y ademas se dejo un termdmetro en su interior, para asi poder
llevar un registro. Para evitar la rapida evaporacion del agua que contenian las
mezclas se incorpord un humidificador a la camara de fermentacion, la cual era

controlada 3 veces al dia.

Los ingredientes que se utilizaron para formular el ensayo n°3 son los que se
observan en el CUADRO 8.

CUADRO 8. Ingredientes utilizados en el ensayo n°3.

Ingredientes Cantidad (g/kg)
Pulpa 100 200
Azucar 100 100
Agua 664 564
L madre 130 130
Sorbato de potasio 1 1
Ext de levadura 5 5
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En ninguno de estos sub-ensayos se formd nata, esto se debidé probablemente
a que se utilizé un licor madre con una poblacion de Acetobacter xylinum muy

vieja (alrededor de 40 dias).

4.3.4 Ensayo n°4. Al no formarse nata en el ensayo n° 3 se trabajo con A.

xylinum recién activado.

En el CUADRO 9 se muestran las 5 formulaciones de este ensayo y una de

ellas sera la que se definira como la éptima para la realizacion de los futuros

ensayos.
CUADRO 9. Formulaciones ensayo n°4.

Ingredientes Formulaciones (g)

1 2 3 4 5

Pulpa 10 10 10 10 10
Agua 79 79 79 79 79
Sorbato de potasio 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Azucar 10 10 10 10 10
Ext. de levadura 1 1 1 1 1
A. xylinum 1 1 1 1 1
CaCl, 0,6 0,6
KH,PO4 0,3 0,3 0,3
NaCl 0,5 0,5

Las natas formadas en las diferentes formulaciones de este ensayo tienen las

siguientes caracteristicas:

Formulacion 1: Delgada, poco firme.

Formulacion 2: Delgada traslucida y poco firme.

Formulacién 3: Delgada y firme.

Formulaciones 4 y 5: Gel grueso, muy firme.



Administrador


31

La determinacion del color de las natas se realiz6 en el colorimetro Color-Tester
LFM1, obteniéndose asi las coordenadas, las cuales se observan en el
CUADRO 10. Estas coordenadas se llevaron a la Carta de Colores del Sistema
C.LLE. — XYZ que se observaen la FIGURA 7.
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FIGURA 7. Carta Colores del Sistema C.I.LE- XYZ.
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CUADRO 10. Coordenadas carta de colores ensayo n° 4.

Nata Coordenadas
X Y
1 0,284 0,217
2 0,278 0,06
3 0,350 0,30
4 0,349 0,33
5 0,351 0,32

Con este ensayo se determin6 que la mejor formulacion para la elaboracion de
nata es la n°® 4 del CUADRO 9 la cual contiene cloruro de calcio y fosfato de
potasio, por lo tanto, con ésta se realizaron los proximos ensayos.

En la FIGURA 8 se pueden observar natas y licores madres primarios que se

elaboraron con la mejor formulacion del ensayo n° 4.

e
r 3 ;

FIGURA 8. Natas de arandano y licores madres.

4.3.5 Ensayo n°5. El licor madre industrial para este ensayo se elaboré con el
medio liquido (90g) que quedo luego de sacar la nata formada en el matraz de
la formulacion n°4 del ensayo anterior, con los ingredientes que se observan en

el CUADRO 11, pero en una bandeja con capacidad para 750g de mezcla.



CUADRO 11. Ingredientes para reforzar licor madre ensayo n° 5.
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Ingredientes

Cantidad (g)

Pulpa 104
Azucar 69
Agua 416
L madre 90
Sorbato de potasio 0,07
Ext de levadura 6,9
CaCl, 4,2
KH,PO,4 2

Este licor madre ya reforzado se dejoé fermentar por 15 dias, transcurrido este

tiempo de fermentacién se armo el ensayo n° 5, con los ingredientes que se

observan en el CUADRO 12. Este ensayo fue montado en una bandeja con

capacidad para 750g de mezcla.

CUADRO 12. Formulacién ensayo n°5.

Ingredientes

Cantidad (g)

Pulpa 120
Azucar 75
Agua 443
L madre 97,5
Sorbato de potasio 0,075
Ext de levadura 7,5
CaCl, 4.5
KH,PO4 2,25

En el licor madre industrial de este ensayo se obtuvo una nata de 3,75 mm de

espesor, muy fragil y de 202,8 g de peso y la nata de la bandeja resulté de un

color morado oscuro, delgada, fragil y un peso de 55,6 g.

4.3.6 Ensayo n°6. Este nuevo licor madre Industrial CUADRO 13, preparado

con 390g del licor madre industrial del ensayo n°5, se dejo fermentar por casi 1

mes y se obtuvo un gel de 277,7 g de peso, 1,3 cm de espesor, firme y las

coordenadas para la determinacion de color (ver FIGURA 7) son: x = 0,352 e y

=0,32.
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CUADRO 13. Formulacién licor madre ensayo n°6.

Ingredientes Cantidad (g)
Pulpa 450
Azucar 300
Agua 1803
Licor madre ensayo n° 5 390
Sorbato de potasio 0,3
Ext de levadura 30
CaCl, 18
KH,PO4 9

En la FIGURA 9 se puede observar el gel obtenido en este ensayo, el cual es

——

muy parecida a la nata del ensayo n°4.

o

e

FIGURA 9. Nata de arandano del ensayo n°6.

De la nata obtenida en este ensayo se extrajo un trozo (59 g) para ser
liofilizado. Luego del proceso de liofilizacién la nata se redujo a 1,4 g. Esta ya
liofilizada se paso por un molino con 2 diferentes tamices (0,5 mm y 1,5 mm),

obteniéndose asi un polvo con dos diferentes granulometrias.

4.3.7 Ensayo n°7. En este ensayo se trabajé con el licor madre industrial
enriquecido en el ensayo anterior y los ingredientes de este ensayo son los que
se observan en el CUADRO 14.



CUADRO 14. Enriquecimiento licor madre ensayo n°7.

35

Ingredientes Cantidad (g)

Pulpa 113

Azucar 70

Agua 453

Sorbato de potasio 0,06

Ext de levadura 6,42

CaC|2 378

KH,PO4 1,9

Licor madre ensayo n°6 2722

Los ingredientes para los dos baldes y la bandeja son los que se observan en el

CUADRO 15.

CUADRO 15. Ingredientes ensayo n°7.

Cantidad (g)

Ingredientes

Balde 1y 2 Bandeja
Pulpa 230 -
Azucar 300 75
Agua 922 -
L madre 1491 660
Sorbato de potasio 0,3 0,075
Ext de levadura 30 7,5
CaCl, 17,7 4,38
KH,PO,4 9 2,14

Luego de 13 dias de fermentacién en los baldes se formd nata pero en la

bandeja no hubo formacién del gel celuldsico. La no formacién de la nata en la

bandeja se atribuye a que la cantidad de mezcla agregada es muy poca (750 g)

y a medida que transcurre el tiempo de fermentacion el agua que contiene el

medio se va evaporando, lo que implica que el nivel de la mezcla baje y se

deshidrate muy rapidamente.

Al cambiar las condiciones de fermentacién, el Acetobacter xylinum no va a

trabajar de forma correcta, esto quiere decir que cualquier cambio ya sea

externo u interno va a afectar la producciéon del gel celulésico. Esto confirma lo

que indican LLAGUNO y

POLO (1991).



Administrador


36

Peso (g) | Espesor (cm) X Color Y Firmeza
Nata balde 1 159,5 1,3 0,375 0,285 Muy firme
Nata balde 2 140,6 0,9 0,38 0,294 Muy firme

Las natas que se obtuvieron en los baldes son las que se aprecian en la

FIGURA 10 vy sus caracteristicas se observan a continuacion.

Balde 1 Balde 2

-

FIGURA 10. Natas del ensayo 7.

4.4 Analisis quimico

El analisis quimico efectuado a la nata liofilizada se realiz6 en el Laboratorio de
Nutricién Animal del Instituto de Produccién Animal de la Universidad Austral de
Chile y los datos obtenidos son los que se observan a continuacién en el
CUADRO 16.

CUADRO 16. Analisis quimico de la nata de arandano.

i )
Humedad (%) | Ceniza total (%) |—2racruda (%)

T o
FC FDN Proteina (%)

97,62 2,47 13,51 10,50 9,12
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El analisis quimico realizado a la nata de arandano entregé una humedad de

97,62%, la cual esta sobre el 84,4% de humedad que posee la nata de coco.
4.5 Observacion al microscopio electronico de barrido

Debido a que se contaba con una muestra de nata de coco se pudo comparar la
estructura de ambas natas (coco y arandano) en los diferentes estados de la
formacion de la red celulésica. Esta comparacion se realizé mediante la
observacion al microscopio electronico de barrido. En la FIGURA 11 se pueden

observar las fotografias de ambas natas.

4.6 Determinacion del contenido total de antocianos

La totalidad de los antocianos monoméricos fueron determinados por el método
diferencial de pH, segun lo descrito por GIUSTI y WROLSTAD (2002). Las
muestras fueron dispuestas directamente sobre las celdas, la absorbancia se
leyd en un espectrofotometro Genesys 5 Spectronic Instruments a 520 nm vy
700 nm. El contenido del pigmento fue calculado como cyanidina-3-glucosido
(antociano que se presenta en mayor cantidad en el arandano), usando el
coeficiente de extincién molar (e) de 26900 cm™ mol™”, un peso molecular (M.,)
de 449,2 gmol™ y un factor de dilucién (Df) de 30.

Esta determinacion se le realizé al licor madre industrial y a la nata, dando
como resultado promedio para el licor madre 200 mg antocianos/100g de licor y

para la nata 70 mg antocianos/100g de nata.
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FIGURA 11. Ftograflas de Mlcroscopla Electrénica de Barrldo
C: Nata de coco A: Nata de arandano
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5. CONCLUSIONES

Es posible con una adecuada formulacion (pulpa, agua, sorbato de
potasio, azucar, extracto de levadura, cloruro de calcio y fosfato de

potasio) obtener natas de buena calidad, espesor, resistencia y color.

Los licores madres formulados e inoculados presentaron concentracion

de microorganismos en el rango de 10° a 10'° UFC/m.

A pesar de tener concentraciones de Acetobacter xylinum altas en los

licores madres la produccién de nata fue muy variable.

Los recuentos de Acetobacter disminuyeron a medida que crece el
numero de generaciones; lo cual indica la pérdida de vigor de la

poblacion.

La reactivacion frecuente de los cultivos con cepas originales,

frecuentemente es necesario.

El color de las natas fue congruente con la transferencia de pigmentos
desde el licor que contenia jugo de arandano, dando como resultado un
color morado. El contenido de antocianos en el licor madre fue de 200

mg/100g y en la nata de 70 mg/100g.

En las muestras de microscopia electronica de barrido se observa una
estructura similar a la observada en publicaciones respecto de otras

natas como por ejemplo la nata de coco.
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6. RESUMEN

La nata de arandano es un gel rico en celulosa que se forma en la superficie de
una solucion industrial denominada Licor Madre que contiene jugo de arandano
y una serie de otros ingredientes en presencia de un microorganismo
fermentativo altamente especifico llamado Acetobacter xylinum.

El objetivo general de este estudio fue la optimizacion del proceso para la
elaboracion de la nata de arandano y el adecuado desarrollo del Acetobacter
xylinum. Para lograr esto, se realizaron 7 ensayos en diferentes medios de
cultivo. Estos medios se diferenciaron en los contenidos de los ingredientes
especificos y en la geometria de los recipientes de fermentacion.

A través de estudios de cinética de crecimiento del microorganismo se
estableci6 que el envejecimiento de las poblaciones tenia un efecto
determinante sobre el éxito en la produccién de nata.

El procedimiento para la elaboracion de la nata consisti6 en el pesaje,
calentamiento y despulpado del fruto. Luego se prepard un jugo con 20% de
pulpa; la mezcla y homogeneizacion de los ingredientes se realizd a
temperatura ambiente para luego ser incubados en una camara de
fermentacion que se encontraba entre 28-30 °C. Una parte de las natas
obtenidas fueron lavadas y observadas en el microscopio electrénico de barrido
y el resto luego del lavado, fueron molidas para poder ser sometidas a un
analisis quimico. También se le determind el contenido total de antocianos al
licor madre y a la nata.

Como resultado de los 7 ensayos, la formulaciéon que contenia 10g de pulpa,
79g de agua, 0,01g de sorbato de potasio, 10g de azucar, 1g de extracto de
levadura, 1g de Acetobacter xylinum activado, 0,6 de CaCl, y 0,3g de
KH,PQO4, fue el mejor medio para el desarrollo de la bacteria y la formacién de

nata.
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SUMMARY

Blueberry nata is a high celullose gel formed in the surface of an industrial
solution called mother liquor that contains blueberry juice and several
ingredients in presence of a highly specific fermentative microorganism called

Acetobacter xylinum.

The main objective of this study was process optimization for bluebery nata
producction and to find out an acceptable medium for Acetobacter xylinum
development. To achieve this goal, seven assays were carried out in different
culture media. These media were different both on the especific ingredient

content and the geometry of the fermentation container.

Kinetic studies carried out showed that the population aging has on important

effect on the successful nata production.

The procedure for nata production included fruit weighing, heating and pulping.
Then a 20% formulation of the pulp juice was prepared and then blending and
homogenization of the ingredients were carried out at room temperature and
then incubated at 28-30 °C. Part of the natas was washed, rinsed and observed
under electronic scanning microscope and the rest of them was rinsed, dried

and grinded to be chemically analized.
Total anthocyanin content was determined in mother liquors and natas.

As a result of the seven assays the formulation contaning 10 g pulp, 79 g water,
0,01 g potassium sorbate, 10 g sugar, 1 g of yeast extract, 1 g of activated
Acetobacter xylinum, 0,6 g de CaCl, and 0,3 g of KH,PO4, was found to be the

best medium for development of the bacteria and nata formation.
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