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RESUMEN

Los arandanos aun no forman parte de los habitos de consumo de los argentinos, por ello y con el obje-
tivo de buscar otros mercados para el remanente no exportable, se plante6 el desarrollo de una tecno-
logia basica para la produccién de vinagre tipo balsamico (VB) y un alifio similar a la reduccién o crema
balsamica (CBA), ambos a partir de arandanos. En el mercado local hay una amplia variedad de vinagres
balsamicos, pero no existen referencias sobre productos a partir de estas bayas. El VB se obtuvo me-
diante la mezcla de vinagre y mosto concentrado de arandanos previamente obtenidos, con miel hasta
59,15 g acido acético/L y 26,65°Bx. La CBA se prepar6 mezclando VB y mosto concentrado hasta 43,87
g acido acético/L y 46,9°Bx. Si bien el proceso de obtencion de vinagres balsamicos provocé una reduc-
cion de los principales compuestos antioxidantes, el agregado de mosto concentrado y la maduracion
en contacto con roble, permitié mejorar su calidad nutricional. Ambos productos presentaron una alta
aceptabilidad, especialmente la crema balsamica de arandanos por lo que podrian ser considerados
un importante condimento con caracteristicas regionales que contribuiria a incrementar la ingesta de
antioxidantes totales durante una comida.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Para este proyecto se propusieron dos objetivos. En primer lugar, se plante6 la produccién de vina-
gre tipo balsamico a partir de arandanos por un doble proceso fermentativo: fermentacion alcohélica
con levaduras Saccharomyces cerevisiae, y posterior acetificacion utilizando Acetobacter pasteurianus
aisladas de arandanos de la region. Por otro lado, se propuso elaborar una reduccién o crema de tipo
balsamica a partir del vinagre balsamico previamente obtenido.

Marco tedrico

El vinagre es una solucion diluida de acido acético cuyo proceso de elaboracion involucra la fermen-
tacién alcohdlica de una solucion inocua de azlcares y/o sustancias amilaceas fermentables mediante
levaduras del tipo Saccharomyces cerevisiae, y la posterior oxidacién del etanol hasta acido acético por
la accion de bacterias de la familia Acetobacteriaceae (Jang et al,, 2015).

De acuerdo al Cédigo Alimentario Argentino (art. 1328), se entiende por Vinagre o Vinagre de vino el
producto de la fermentacién acética del vino. Los vinagres obtenidos por fermentaciéon de materias pri-
mas distintas al vino (cerveza, sidra, frutas, cereales, alcohol, etc) deberan venderse con el nombre que
especifique su origen. Para los vinagres de vino y de alcohol, la acidez total no debera ser menor de 5 %
p/v expresada como acido acético mientras que, para vinagres de otros origenes, aquella no sera menor
de 4 % p/v expresada como acido acético.

El Vinagre Balsamico Tradicional de Médena y el Vinagre Balsamico Tradicional de Reggio Emilia (am-
bos abreviados VBTM) son dos tipos similares de vinagres con Denominacion de Origen, con identidad lo-
cal muy fuerte y propiedades fisicoquimicas y sensoriales caracteristicas definidas por la legislacion italia-
nay europea. El proceso de elaboraciéon incluye un tratamiento térmico de concentracién del jugo de uvas
trituradas, seguidas por la fermentacion alcohélica y acética y finalmente un envejecimiento prolongado
por un periodo minimo de 12 afios en sucesivos barriles de diferentes maderas y tamafios. Sin embargo,
debe diferenciarse del Vinagre Balsamico de Mddena (BVM), otro producto italiano caracteristico pero
muy diferente al anterior debido a que las materias primas y las tecnologias de elaboracion son diferentes.
Este ultimo es producido a partir de la mezcla de mosto cocido de uvas y vinagre de vino con agregado de
caramelo, afejado durante un corto periodo (minimo de 2 meses). A raiz de estas diferencias, el BVM care-
ce de la complejidad del sabor y la elevada viscosidad del VBTM, y por ello, el precio de venta es inferior
(Cirlini et al., 2009; Solieri et al., 2012; Bertelli et al,, 2014; Giudici et al,, 2015). En Espafia, el producto similar
mas conocido es el vinagre de Jerez, cuya elaboracién se realiza con el sistema de Soleras y Criaderas y
afejado exclusivamente en madera de roble californiano (Gurisatti, 2012).

El vinagre balsamico ha adquirido un importante valor de mercado y actualmente es definido como
un condimento dulce, acido, con elevada viscosidad y coloracion marrén oscuro. Los condimentos bal-
samicos incluyen cuatro productos: vinagres balsamicos genéricos, vinagres balsamicos con denomina-
cion de origen, cremas balsamicas y aderezos (Giudici et al.,, 2009). Los vinagres balsamicos se elaboran a
partir de la mezcla de mosto cocido de uvas y vinagre de vino con agregado de caramelo. Si bien carecen
de la complejidad del sabor y la elevada viscosidad del Aceto Balsamico Tradicional de Médena, se trata
de versiones mas econémicas que en los Ultimos afios han sido ampliamente aceptados como produc-
tos gourmet. Particularmente en Argentina, en 2012 representaban el 10% del mercado de vinagres, y
se pronosticaba un ascenso para los proximos afos (Gurisatti, 2012). Por su parte, también se ha incre-
mentado el consumo de la denominada reduccién o crema balsamica, producto obtenido de la mezcla
de vinagre balsamico con mosto concentrado y mas cantidad de caramelo. De esta manera se consigue
aumentar la concentracion de azUcares y el producto resulta mas espeso que el vinagre balsamico, otor-
gando nuevas y diferenciadas posibilidades culinarias.
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Los arandanos son reconocidos por sus potenciales efectos beneficiosos para la salud, como la pre-
vencion de enfermedades cardiovasculares, neuronales, cancer y diabetes, entre otras (Castafieda-Ovan-
do, et al,, 2009; Moldovan et al., 2012). Su alta concentracion en compuestos bioactivos tales como anto-
cianinas, acido fenélicos, taninos, flavonoides, carotenoides, vitaminas A, Cy E, acido félico y minerales
(Prior et al,, 1998; Nunes, 2008; de Souza et al., 2014) evitan el estrés oxidativo neutralizando los radicales
libres en el cuerpo humano. La importancia de estos compuestos fitoquimicos y la vitamina C presentes
ha impulsado el ardndano a un estatus de “stper fruta” a nivel mundial (Shivembe & Ojinnaka, 2018). El
Departamento de Agricultura de USA (USDA) lo describié como el fruto con el mayor valor antioxidante
entre mas de 40 frutas y vegetales evaluados (Arandanos Argentinos, 2012).

La regién ubicada sobre el margen del rio Uruguay en la provincia de Entre Rios (NEA), especifica-
mente la ciudad de Concordia, ha tenido un notable desarrollo en el cultivo de arandanos, probable-
mente debido a las condiciones agroecologicas favorables de la regién (Anderson et al,, 2006) y, por
la posibilidad de producir en contraestacion, en la que se registran los mayores precios. En la Gltima
campafiia, Entre Rios dedicé 1.050 hectareas al cultivo de arandanos, lo que representa un gran volumen
y mano de obra. EL 75 % de la produccion se exportd, el 6 % se vendié en mercado interno y un 19 % se
industrializé (La red del campo, 2019).

El consumo de arandanos es bajo aun en los paises con habitos de consumo mas arraigado. Si bien en
2017 el mercado interno se increment6 250 % como consecuencia de promociones y programas imple-
mentados por el Ministerio de Produccién y Trabajo, el volumen total comercializado es reducido y por
ello su precio es muy sensible (Secretaria de Agroindustria, 2018). EL mercado interno poco desarrollado,
el aumento de la productividad que provocé una disminucion del precio de venta, la selectividad de la
demanda, enfermedades, presencia de defectos y frutas con bajo calibre han incrementado la propor-
cion de descarte. Estos factores provocaron, ademas del légico impacto socioeconémico, un impacto
ambiental adverso ya que algunos productores se deshicieron de las bayas no comercializadas en cam-
pos a cielo abierto, ocasionando una elevada contaminacion ambiental (Zapata, 2014).

La tendencia al consumo de productos naturales abre una posibilidad interesante a los vinagres tipo
balsamico. En la Argentina no hay estudios previos reportados respecto a la elaboracién de vinagre tipo
balsamico de arandanos, por lo cual se propone un producto nuevo, que incluye el uso de esta baya y
miel, ambos productos regionales que poseen un origen concreto, Unico y con tipificacion. De imponerse
la idea de vinagre tipo balsamico y crema balsamica de arandanos, las perspectivas econémicas indus-
triales de la zona se veran incrementadas con un producto genérico que representaria a la regién misma.

Marco metodolégico

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se desarrollaron las siguientes etapas: obtencién
de sustrato alcohélico (vino) de arandanos, acetificacion del sustrato alcohélico de arandanos, obten-
cion de mosto concentrado de arandanos, obtencién del vinagre tipo balsamico de arandanos y obten-
cion de crema de vinagre tipo balsamico.

Caracterizacion de la materia prima
Se utilizaron arandanos Vaccinium corymbosum (Highbush o arandano alto) obtenidos en su periodo
de cosecha (octubre-diciembre) provenientes de la zona de Concordia, Entre Rios, almacenados en ca-
mara de congelacion a -18° C. Considerando su posterior uso en vinificaciéon y acetificacién, se realizaron
las siguientes determinaciones fisicoquimicas:
- Soélidos solubles: método refractométrico, con refractémetro termocompensable HANNA INSTRU-
MENTS modelo HI 96801 (Rumania). Los resultados se expresaron en °Brix (corregidos por tempe-
ratura y acidez).
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- Azlcares reductores totales: técnica volumétrica de Lane-Eynon, previa hidrélisis acida de la mues-
tra (AOAC, 1995, 16th Ed., Official Method 923.09). Los resultados se expresaron como g por 100
mL de muestra.

- Acidez total: mediante titulacion potenciométrica con solucién de hidroxido de sodio (NaOH)
(AOAC, 2005, 18th Ed., Official Method 930.35). Los resultados se expresaron como g acido acéti-
co/L (se asume que toda la acidez del medio se debe a este acido).

- pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500 (Germany) (AOAC, 2005,
18th Ed., Official Method 960.19).

- Densidad: mediante densimetro digital Marca Mettler Toledo, Modelo Densito 30PX (Suiza), expre-
sada en g/mL de vinagre.

Ademas, ya que los arandanos poseen una alta concentracion en antioxidantes naturales se determinaron:
- Fenoles totales (FT): método basado en la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu (Saura-Calixto,
1998). Se utilizé acido galico como fenol de referencia, por lo que los resultados se expresaron
como mg equivalente de acido galico (GAE)/100 mL de muestra.
- Antocianinas totales (AT): método diferencial de pH (Giusti & Wrolstad, 2001). La concentracion de
estos compuestos presentes en muestras liquidas se expresa como mg cianidina-3-glucosido/L de
muestra. Cada una de las determinaciones analiticas se efectué por triplicado.

Obtencién de sustrato alcohdlico (vino) de arandanos (1° etapa)

La fruta congelada se descongelé hasta alcanzar 5°C aproximadamente para evitar su deterioro mi-
crobiano, sensorial y nutricional. Una vez alcanzada esta temperatura y previa a la trituracion de la
fruta, se realizd un proceso de escaldado para favorecer la inactivacién de enzimas, principalmente
de la polifenoloxidasa, causantes de la destruccion de antocianinas y otros compuestos fenélicos de
importancia para la calidad y valor nutricional del producto terminado (Figura 1). Por otra parte, este
tratamiento incrementaria la permeabilidad de las células del pericarpio de la fruta con lo que ayudaria
a la extraccion de antocianinas y flavonoles. El escaldado se realizé a 95°C durante 2 min y posterior
enfriamiento rapido hasta 38°C (Lee et al,, 2002).

Luego del triturado de la fruta en procesadora a cuchillas se realizo6 la despectinizacién adicionando
enzimas comerciales de marca Rohapect 10L, adecuadas para jugos de bajo pH, en principio para evi-
tar la gelificacién del mosto. Ademas, en enologia se utilizan especialmente para conseguir un mayor
rendimiento del mosto en el estrujado de la uva, facilitar su clarificacién y para la extraccion de los
componentes que se encuentran dentro de las vacuolas (antocianinas, taninos, azlicares, acidos) lo que
repercute en la extraccién de color en vinificaciones en tinto y de aromas, en blanco (Kelebec et al,, 2007,
Romero Cascales, 2008; Gomez-Plaza et al,, 2010).

Una vez completada esta etapa se procedié a la extraccion del jugo mediante prensado en filtros.

Figura 1. Esquema de obtencién de sustrato alcohélico (vino) de arandanos.
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Se prepararon tres mostos para la fermentacién alcohélica, uno de ellos fue adicionado con miel de
eucaliptus (MME), otro con miel de pradera (MMP) y otro con sacarosa comercial (MS) en cantidad ne-
cesaria para lograr una concentracién de solidos solubles de 24+1 °Brix. Ademas, a cada uno de ellos se
agreg6 0,5 g/L de fosfato diamonico, PO,H(NH,), como fuente de nitrégeno y fésforo necesarios para el
crecimiento de las levaduras vinicas. Por otra parte, y para disminuir la flora microbiana contaminante
que pudiera tener efectos nocivos sobre la calidad del producto, se adicioné 0,2 g/L de metabisulfito de
potasio, KHSO,. En cada caso el sustrato se inoculé con 0,4 g/L de un cultivo comercial activo de Sac-
charomyces bayanus.

El desarrollo de la fermentacion alcohélica se llevé a cabo en damajuanas de 10 L de capacidad
efectiva en proceso discontinuo. La temperatura de fermentacién se mantuvo entre los 25y 28 ° C para
favorecer una rapida produccion de etanol y la mayor extraccion polifenélica posible. El avance de la
fermentacion alcohélica de cada uno de los mostos se controlé midiendo semanalmente la disminucién
de los solidos solubles. Una vez que se observaron valores constantes de este parametro se considero
finalizada la fermentacién, momento en el cual se procedi6 al trasiego. Se determin6 el contenido alco-
hélico mediante el kit enzimatico de Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N° 10176290035, expre-
sado como % v/v.

A los efectos de definir el sustrato alcohoélico para la elaboracion de vinagre en funcién de las pre-
ferencias de los consumidores, se llevé a cabo una caracterizacién sensorial de los vinos de arandanos.
Se trabajé con cuatro muestras de vinos de arandanos, las tres obtenidas a partir de los mostos MME,
MMP y MS, y una cuarta resultante de la mezcla de vinos MMP y MME (Tabla 1). Estas fueron evaluadas
sensorialmente mediante ensayos de aceptabilidad global y CATA (check-all-that-apply).

Tabla 1. Disefio experimental para el ensayo CATA de los vinos de arandanos

Muestra Vino
1 Mosto con agregado de sacarosa
2 Mosto con mezcla de mieles (eucaliptus+pradera)
3 Mosto con agregado de miel de eucaliptus
4 Mosto con agregado de miel de pradera

Para determinar la existencia de diferencias significativas en la aceptabilidad (overall liking) de los
consumidores se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) sobre las puntuaciones globales, consideran-
do a los consumidores y las muestras como una fuente fija de variacién. Se calcularon las medias y las
diferencias significativas mediante el test LSD de Fisher (a=0,05).

Para el estudio CATA en primer lugar se determiné el nimero de consumidores que eligi6é cada térmi-
no para cada una de las muestras evaluadas. Para encontrar diferencias globales entre las muestras se
utilizé el test Chi-cuadrado y para evaluar diferencias en cada uno de los términos, el test Q de Cochran
(Manoukian, 1986).

Acetificacion del sustrato alcohélico de ardandanos (2° etapa)

Para el proceso de acetificacién se utilizé como cultivo iniciador el aislado identificado como Aceto-
bacter pasteurianus ya que se verificéd un alto recuento celular y alta productividad de acido acético. Se
descongelaron criotubos liofilizados conteniendo estas bacterias acéticas (BAA), se inocularon en caldo
GYC (10% glucosa, 0,5% extracto de levadura, 0,3% de peptona) para su revitalizacion y crecimiento y se
incubaron durante 24-48 horas a 30+1°C en estufa para cultivo bacteriolégico FAETA (Argentina).

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°12 | AfoXl | 2021 | 74



DaviesCristina, etal. | Obtencion devinagre tipo balsamicoy crema balsamica a partir de vinos de arandanos

La elaboracion de vinagre de arandanos se llevé a cabo en sistema sumergido semicontinuo, especi-
ficamente en proceso fed-batch con sucesivas alimentaciones puesto que es considerado el mas venta-
joso para reducir el riesgo de inhibicién por sustrato y represion catabolica. Esto contribuye a mejorar el
rendimiento y la velocidad de acetificacién respecto de los sistemas estaticos y permite la reutilizacién
del cultivo en los subsiguientes ciclos de acetificacion (de Ory et al,1999; Gullo et al,, 2014).

Para los ensayos de acetificacion, el cultivo de Acetobacter pasteurianus previamente revitalizado se
propagd mediante su inoculacién al 20 % en 300 mL de una mezcla del vino de arandanos diluido al 4 %
v/v etanoly c.s.p. 10 g de acido acético/L solucién, de un vinagre de arandanos obtenido en experiencias
previas. El conjunto se incub6 a 30+1°C en sistema estatico aerébico, hasta que se alcanzé una concen-
tracion bacteriana aproximada entre 3-5x108 bacterias/mL.

El cultivo iniciador se utiliz6 como indculo del sustrato destinado a acetificar, compuesto por el vino
de arandanos diluido al 4 % v/v etanol con una solucion de nutrientes compuesta por: 0,8 g/L de KH_PO,;
0,35g/Lde K,HPO,.3H,0; 1,5 g/Lde (NH,),SO, y adicionado de vinagre de arandanos previamente obte-
nido, en volumen suficiente para alcanzar una acidez total de 10 g de acido acético/L (Figura 2).

Figura 2. Esquema de obtencion de vinagre de ardndanos.

El proceso bioxidativo se realizo en el biorreactor marca NEW BRUNSWICK CIENTIFIC Co., modelo
Bioflo 2000 (New Jersey, USA) provisto de un vaso de vidrio borosilicato de 2 L de volumen atil. EL mismo
dispone de un electrodo de control de pH METTLER TOLEDO (Switzerland) y una termocupla con sensor
de platino RTD, entradas para ino6culo y antiespumante y un orificio para la toma de muestras. La tempe-
ratura es corregida por una manta de calefaccion situada debajo del vaso, mientras que para refrigerar
utiliza una serpentina por la que circula agua de red, previo pasaje por un filtro para agua. Para impedir
el paso de microorganismos y esporos, y de esta forma asegurar la esterilidad del aire que ingresa al
biorreactor, el equipo posee un filtro absoluto de PTFE cuyo didmetro de poro es de 0,2 um. La agitacion
se realiza mecanicamente mediante un eje provisto de dos turbinas accionado por un motor. El aire se
inyecta por la parte inferior del vaso y es distribuido por un tubo en forma de L que posee tres pequefios
orificios. El chorro de aire que sale de cada orificio choca con las paletas de las turbinas generandose
de este modo miles de pequefias burbujas, desde las cuales difunde hacia el seno del liquido. El sistema
de agitacién se completa con cuatro placas deflectoras que tienen por finalidad cortar o romper el mo-
vimiento circular que imprimen las turbinas al liquido, generando mayor turbulencia y mejor mezclado.

Puesto que el equipo no cuenta con el accesorio necesario para realizar la recarga de sustrato alco-
hélico durante el proceso, se adapté un dosificador que se conecta al mismo mediante una manguera
de silicona, ambos estériles (Figura 3). El flujo de alimentacién se regula mediante una valvula de goteo
o dosificador de flujo regulable.
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Figura 3. Equipo de acetificacién con alimentacién de sustrato.

Las condiciones iniciales del sustrato fueron: volumen del sustrato = 0,7 L, pH = 3,0 - 3,3, acidez total
(expresada como acido acético) = 9,0-10,0 g/L y concentracion de etanol = 4 % v/v. La temperatura se
mantuvo constante en 30+1 °C durante todo el proceso. Las variables operativas se fijaron en: 677 rpm
(velocidad de agitacion) y 0,38 vvm (caudal de aire) (Davies, 2015).

El ensayo consistio en el desarrollo de cuatro ciclos de acetificacion. EL primero de ellos se dio por fi-
nalizado cuando la acidez total alcanz6 valores entre 40-50 g/L para evitar la inhibicion del crecimiento
bacteriano (Nanba et al,, 1984). El segundo ciclo se inicié6 mediante la alimentacién de 500 mL de sustra-
to fresco, en forma lenta y progresiva (Tesfaye et al, 2000; 2003) para evitar repentinas modificaciones
de las condiciones ambientales para la biomasa que generarian una nueva fase lag y por consiguiente
un periodo no productivo (de Ory et al,, 2004). Durante las sucesivas alimentaciones se adicion6 sustrato
alcohédlico al 12 % v/v con el fin de aumentar gradualmente la concentracion alcohélica y con ello la de
acido acético producido. Ademas, de esta manera se evita una excesiva dilucién del medio con la conse-
cuente pérdida de caracteristicas sensoriales del producto final. El proceso de acetificacién se continué
hasta que se observo el inicio de una fase estacionaria en la produccién de acido.

Obtencién de mosto concentrado de ardndanos (3° etapa)

Una parte del jugo de arandanos obtenido durante la primera etapa del proceso (Figura 1) se reservo
en congelacion (-18°C) para su posterior concentracion.

Los métodos tradicionales de concentracién de productos liquidos resultan en grandes pérdidas de
los parametros de calidad por degradacion de los compuestos fenélicos (Yousefi et al,, 2012). En efecto,
las antocianinas son altamente sensibles a la degradacion durante la concentracién de jugos de frutas
(Barba et al., 2012). Por este motivo, a efectos de preservar los compuestos antioxidantes, el jugo de
arandanos se concentré mediante evaporador rotatorio (rotavapor) a vacio marca YAMATO modelo RE-
46 (Japdn), con bafio de agua a 60+2°C, hasta 47+2°Bx.

Obtencion de vinagre tipo balsamico de arandanos (4° etapa)

Si bien los vinagres balsamicos no estan reglamentados en el Codigo Alimentario Argentino, en el
articulo 1336 se especifica que “los vinagres no contemplados especificamente por el presente Cédigo...
deberan contener una acidez minima de 4,0%". A efectos de contar con mayores valores de referencia se
consultaron otras fuentes como el Caodigo Alimentario Espafiol. En esta legislacion se estipula que estos
productos deben contener un contenido minimo de azlcar total de 150 g/L y especifican una acidez
total minima de 50 g/L y alcohol residual maximo de 0,5 % v/v para vinagres diferentes al de vino.
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Teniendo en cuenta estos valores de referencia, el vinagre tipo balsamico de arandanos se obtuvo
mediante la mezcla de vinagre de ardndanos con mosto concentrado de arandanos y miel de eucaliptus
(Figura 4). A efectos de obtener un producto con una acidez total de aproximadamente 60 g/L y una
concentracion de azucares de 240-250 g/L, se realiz6 un balance de materia con la composicion de cada
componente.

Figura 4. Esquema de obtencion de vinagre balsamico de arandanos.

Como ya se ha mencionado, los vinagres balsamicos (VB) se maduran durante 2 meses a mas de 3
afos, por lo que para los vinagres balsamicos de arandanos se planificé una etapa de maduracién o en-
vejecimiento de 180 dias en barrica de roble francés, a temperatura y humedad ambiente.

Mientras que el sistema tradicional de envejecimiento se realizaba en una serie de barriles que no se
llenaban por completo y en los que el orificio existente en la parte superior sélo se cubria con un lienzo,
Giudici y sus colaboradores (2015) no recomiendan esta practica debido a que el orificio superior per-
mite la liberacion de moléculas sensorialmente activas de baja presion de vapor y grandes cantidades
de compuestos volatiles ademas de agua, lo que disminuye el rendimiento del producto. Ademas, estos
orificios son una potencial via de entrada de insectos al vinagre. Por este motivo, el barril se mantuvo
cerrado con tapén de madera durante todo el periodo.

Evaluacion de la calidad fisicoquimica y sensorial

A efectos de caracterizar este nuevo producto “vinagre balsamico de arandanos”, se determinaron las
propiedades fisicoquimicas exigidas para vinagres en el Codigo Alimentario Argentino. De esta manera,
se realizaron las siguientes determinaciones analiticas:

- Acidez total: método definido previamente.

- Acidez fija: se basa en la evaporacién a sequedad, repetidas veces, de una muestra de vinagre pre-
viamente filtrado, AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

- Acidez volatil: se define convencionalmente como la diferencia entre los valores de acidez total y
fija de vinagre, AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

- Soélidos solubles: método definido previamente.

- pH: método definido previamente.

- Densidad: método definido previamente.
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- Extracto seco: el método oficial se basa en la evaporacién de la muestra de vinagre en bafio de
agua en ebullicién y posterior desecacién en estufa a 100-105°C durante 2 a 5 horas. El resultado
se expresd como % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18" Ed., Official Method 930.35).

- Cenizas totales: la técnica incluye sucesivas evaporaciones, incineracién a 500 - 550 °C y redisolu-
ciones repetidas durante tres veces del residuo de evaporacién proveniente de un volumen de vi-
nagre. El resultado se expreso6 en % (p/v) de vinagre (AOAC, 2005, 18t Ed., Official Method 930.35).

- Concentracién de etanol: método definido previamente.

- Fenoles totales (FT): método definido previamente.

- Antocianinas totales (AT): método definido previamente.

El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante analisis de varianza y, cuando fue nece-
sario (p<0,05), se aplico el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. En todos
los casos se utilizd un nivel de confianza del 95 %. Se utilizd el programa Statgraphics Centurion XV
Corporate.

La caracterizacion sensorial de los vinagres balsamicos madurados en los diferentes sistemas se rea-
liz6 mediante los ensayos CATA (check-all-that-apply) y de aceptabilidad global. Los datos fueron anali-
zados con el programa estadistico FactoMineR (Lé & Husson 2008; Lé et al., 2008) y SPSS Statistics 17.0.
Para determinar si existen diferencias significativas en la aceptabilidad de los consumidores, se realizd
un analisis de la varianza (ANOVA) sobre las puntuaciones globales, considerando a los consumidores y
las muestras como una fuente fija de variacién. Se calcularon las medias y las diferencias significativas
mediante el test LSD de Fisher (a=0,05).

Para el estudio CATA, en primer lugar, se determiné el nimero de consumidores que eligieron cada
término para cada una de las muestras evaluadas. Para encontrar diferencias globales entre las mues-
tras se utilizo el test Chi-cuadrado y para evaluar diferencias en cada uno de los términos, el test Q de
Cochran (Manoukian, 1986). EL mapa sensorial de las muestras y las relaciones entre términos se deter-
mino utilizando un Analisis Multiple de Correspondencia (MCA) (Meyners et al,, 2013).

Obtencion de crema de vinagre tipo balsamica de arandanos (5° etapa)

La crema de vinagre tipo balsamico (CBA) se obtuvo de la mezcla de vinagre tipo balsdmico con mos-
to concentrado de arandanos, este Ultimo responsable de la textura del producto (Figura 5). Tal como
se realiz6 para la preparacion del vinagre balsamico, también se emple6 un balance de materia. Puesto
que el mosto concentrado presentaba una acidez total de 32,42 g/L, se decidié preparar la CBA con 40
g/L de acidez total.

Figura 5. Esquema de obtencion de crema balsamica de arandanos.

En forma conjunta con los vinagres balsamicos, se realiz6 la caracterizacién sensorial de la crema
balsamica de arandanos.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°12 | AfoXl | 2021 | 78



DaviesCristina, etal. | Obtencion devinagre tipo balsamicoy crema balsamica a partir de vinos de arandanos

Sintesis de resultados

Obtencion de sustrato alcohélico (vino) de ardndanos

Los parametros fisicoquimicos determinados en los arandanos utilizados como materia prima se
detallan en la tabla 2. En funcién de estos resultados, puesto que el jugo de arandanos no posee la
concentracion adecuada de azlcares para lograr la graduacién alcohélica deseada (12% v/v), se debio
adicionar una fuente externa de azlcares teniendo en cuenta la siguiente relacion:

Grado alcohélico probable = (AzGcares-1) / 17
La relacién anterior surge de considerar que, en promedio, las levaduras necesitan 17 g de azlcar

para producir 1° de alcohol. Como no todos los aztcares son fermentables, al contenido de azlicares
totales se le resta 1 que corresponde a los infermentables (Aleixandre, 1999).

Tabla 2. Valores medios y desviacién estandar de los parametros fisicoquimicos de arandanos

Solidos Solubles (°Brix) 11,1£0,2
Azlcares reductores (% p/v) 10,20+0,64
pH 2,8410,04
Acidez total (% p/v) 0,86:0,11
Densidad (g/L) 1,052910,0034
Antocianinas totales (mg cianidina-3-glucésido/1000 g) 1419,39+1,49
Fenoles totales (mg equivalentes de acido galico/100 g) 381,7310,03

A partir del jugo de arandanos se elaboraron tres mostos con el agregado de miel de eucaliptus
(MME), miel de pradera (MMP) y sacarosa comercial (MS) respectivamente hasta alcanzar 24+1°Brix.
Posteriormente se caracterizé cada uno segun los siguientes parametros: sélidos solubles, azlcares re-
ductores totales, pH, acidez total, materia seca y cenizas (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de los diferentes mostos.

MMP MME MS
Solidos solubles (°Brix) 23,7101 23,8101 23,810,1
Azicares reductores totales (% p/v) 24,09+0,5 26,50+0,4 21,01+0,5
pH 3,4910,02 3,5710,02 3,44+0,01
Acidez total (% p/v) 0,90+0,08 0,90+0,06 1,03+0,02
Materia Seca (%) 3,8910,21 3,9410,23 1,8310,16
Cenizas (%) 0,2210,04 0,2810,03 0,2110,02

MME: mosto de arandanos con miel de eucaliptus, MMP: mosto de ardndanos con miel de pradera y MS: mosto de
arandanos con sacarosa comercial.

El avance de la fermentacién se controlé durante 23 dias, luego de que se observé que los sélidos

solubles permanecieron estables durante 7 dias. En esta instancia, la concentracion de etanol para el
producto obtenido a partir de mosto preparado con miel de pradera (MMP) fue de 11,97 % v/v, para el
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preparado con miel de eucaliptus (MME), 13,19 % v/v y finalmente para el preparado con azlcar comer-
cial (MS), 15,56 % v/v. Por lo tanto, de acuerdo a este parametro se puede concluir que cualquiera de
estos productos puede ser usado para la acetificacion.

A efectos de seleccionar el sustrato alcohélico destinado a acetificar en funcién de las preferencias
de los consumidores, se desarrollé una evaluacién sensorial de los vinos elaborados. Setenta y siete
consumidores (43 de género masculino y 34 de género femenino) de edades comprendidas entre 21y 63
afos, fueron convocados para la evaluaciéon de las muestras. Indicaron la aceptacion global del produc-
to utilizando una escala hedénica no estructurada de 9 puntos y ademas, expresaron los términos que
mejor caracterizaban al producto de una lista compuesta de 34 atributos sensoriales.

El analisis de la varianza (test LSD de Fisher) indic6 que existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas (0=0,05), p-valor=0,0485, entre las cuatro muestras (Tabla 4).

Tabla 4. Valores promedios y desviacion estandar para la aceptabilidad global en cuatro muestras de vinos de

arandanos.
Muestra Valores medios de la aceptabilidad
1 541+2,12°
2 5,652,082
3 6,2741,61%
4 5,73+1,96°

Letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Si bien todos los vinos superaron el punto de indiferencia (5) en la escala hedoénica (No me gusta, ni
me disgusta), sélo el vino obtenido a partir de mosto con miel de eucaliptus (muestra 3) present6 una
aceptabilidad superior a 6. Del analisis, ademas se pudo observar que los vinos de mayor aceptabilidad
fueron los obtenidos a partir de mostos adicionados de miel.

Como se observa en la Tabla 5, las dos primeras dimensiones explican el 91,92 % de la variabilidad
de los datos considerandose las mismas para el analisis.

Tabla 5. Autovalores y porcentaje de varianza de los tres primeros ejes.

Valores propios | %varianza % acumulado
Dim.1 10,17 76,60 76,60
Dim.2 20,03 15,32 91,92
Dim.3 30,01 8,07 100,00

Para comprender mejor la conformacién de cada una de las dimensiones se analizé el peso que
cada variable tiene sobre cada uno de los ejes (Figura 6). Asi por ejemplo, en la primera dimension los
términos de mayor peso fueron: Dulce (20,3 %), Amarronado (16,6 %), Miel (8,5 %) y Amargo (7,9 %); en la
segunda dimensidn los términos que mejor caracterizaron a los vinos son: Miel (13,5 %), Suave (11,3 %),
Amarronado (12,0 %) y Amargo (7,3 %).
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Figura 6. Mapa sensorial de las muestras y las relaciones entre términos.

La ubicacion de cada uno de los vinos y los atributos que mejor los caracterizan se pueden anali-
zar observando el grafico obtenido como resultado del analisis de correspondencia. Se puede observar
que el vino 2 (mosto con mezcla de mieles de eucaliptus + pradera) queda representado en la primera
dimensién por los atributos café, dulce, caramelo, amarronado, tabaco. El vino (3) (mosto con miel de
eucaliptus) estéd mejor representado en la segunda dimensién por los términos suave, equilibrado, miel,
frutas pasa y tropical. Los vinos (1) (mosto con agregado de sacarosa) y (4) (mosto con miel de pradera)
fueron percibidos como rojo brillante, limpios y secos.

En funcion de este andlisis, se utilizd el sustrato alcohélico adicionado con miel de eucaliptus para
la elaboracién de vinagre.

Acetificacion del sustrato alcohdlico de arandanos
Los resultados experimentales obtenidos en los ensayos de acetificacion con alimentacion de sustra-
to se observan en la Figura 7. Las flechas indican los puntos finales de cada alimentacion descargada.

Figura 7. Acetificacion de sustrato alcohélico de arandanos en sistema sumergido con alimentacién programada.
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La acidez maxima alcanzada result6 de 81,81y 86,63 g acido acético/L y en ambos casos se alcanzé
antes del Ultimo agregado de sustrato. A partir de este momento, la acidez total disminuy6 por efecto de
la dilucién, sin embargo, el posterior aumento esperado por la oxidacién del sustrato fue practicamente
imperceptible en un caso y nulo en el otro. Este comportamiento se verificé durante las siguientes 33-39
horas y luego se decidi6 detener el proceso. La determinacion del etanol remanente arrojo los siguientes
valores: 0,6011y 0,2142 % v/v, respectivamente, lo que indica la presencia de etanol ain sin metabolizar.
Considerando la acidez inicial del sustrato alcohélico (0,94 % p/v) y su concentracién media de etanol
(9.2 % v/v), se determin6 el rendimiento GK (R_,) en cada sistema: 83,6 y 84,3 % v/v respectivamente. En
ambos ensayos se observé inhibicion del crecimiento microbiano puesto que como se ha mencionado,
aun hay sustrato oxidable en el medio.

A pesar de que las bacterias acéticas (BAA) toleran concentraciones de acido acético que son perju-
diciales para la mayoria de los microorganismos, se encuentran variaciones significativas entre algunos
géneros. Komagataeibacter spp. ha mostrado una mayor resistencia que Acetobacter spp. debido a que
tienen diferentes mecanismos de adaptacion frente al &cido acético (Andrés-Barrao & Barja, 2017). Aun-
que A. pasteurianus evaluada en varios estudios fue aislada de vinagres industriales con acidez mayor a
6 % p/v, su tolerancia al acido fue menor. Numerosos estudios refieren a A. pasteurianus en vinagres de
baja acidez y no hay evidencia de formar parte de la microflora habitual de vinagres de elevada acidez
(Wu et al,, 2010; Gullo et al,, 2014; Giudici et al., 2017).

Como ya se ha mencionado, una forma de expresar los limites de la resistencia al etanol y acido acé-
tico de las BAA es utilizando el término “concentracion total”, expresada en % p/v. Gullo et al. (2014), au-
tores que compilaron numerosa informacién acerca de los maximos valores de concentracion total que
toleran varias especies de BAA en vinagres producidos en diferentes sistemas (estaticos y sumergidos).
De acuerdo con esta informacién A. pasteurianus presenté una resistencia de 8 % lo que coincide con
los resultados obtenidos en este trabajo: para los sistemas estaticos, 8,73 % y 8,51 % y para los sistemas
sumergidos, 8,81 % y 8,88%. Por este motivo y considerando ademas que la bacteria utilizada fue aislada
a partir de arandanos de la region, los vinagres producidos en estas experiencias alcanzaran valores de
acidez total apenas superiores a 80 g acido acético/L.

Obtencion de vinagre tipo balsamico de arandanos

Considerando que se disponia de 4,15 L de vinagre y 2 L de mosto concentrado, a partir de un balance
de materia se calcul¢ la cantidad necesaria de miel para obtener un VB con 60 g/L de acidez total (A) y
con una concentracion de sélidos solubles (SS,) de aproximadamente 25°Bx (aprox. 250 g/L):

Vinagre de ardndanos:

Acidez total (A ): 81,50 g acido acético/L.
Sélidos solubles (SS ): 8,7°Bx.

Volumen (V ): 4,15 L.

Mosto concentrado de arandanos:
Acidez total (A ): 32,42 g acido acético/L.
Sélidos solubles (SS ): 47,2°Bx.

Volumen (V): 2 L.

Miel:

Acidez total (A ): 2,25 g acido acético/L.
Sélidos solubles (SS, ): 80,5°Bx.
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Balance de materia para obtener vinagre balsdmico con acidez total = 60 g/L.

De acuerdo con este calculo se agregaron 0,59 L de miel para llegar a una acidez final de 60 g/L en el
vinagre balsamico. Puesto que la miel también aporta so6lidos solubles, a continuacion, se calculdé cémo
se modifica este valor en el producto final:

Balance de materia para obtener vinagre balsamico con concentracién de sélidos solubles = 25 °Bx.

Puesto que esta concentracion de sélidos solubles es similar a la que se pretendia llegar, el vinagre
balsamico se obtuvo mediante la mezcla de 4,15 L de vinagre de arandanos + 2,0 L mosto concentrado
+ 0,59 L de miel de eucaliptus. Luego de la mezcla se verificaron experimentalmente los parametros de
acidez total y sélidos solubles: 59,15 g acido acético/L y 26,65 °Bx respectivamente.

Evaluacioén de la calidad fisicoquimica del vinagre balsémico de ardndanos

En funcién de los parametros utilizados como referencia, se observa que los VB se encuadran dentro
de la reglamentacion argentina y espafiola mencionados en el marco metodolégico. Esto se cumple
tanto al inicio como al final del periodo de maduracién de 180 dias (tabla 6).

Tabla 6. Parametros fisicoquimicos de vinagres tipo balsamico de arandanos sin maduracién y madurados 180 dias.

VB sin maduracion VB madurado en
barril deroble (B)
Acidez total (g/L) 59,15+0,05° 67,5540,05°
Acidez fija (g/L) 11,35£0,10° 15,6140,13°
Acidez volatil (g/L) 47,80+0,10° 51,94+0,10°
pH 2,74+0,022 2,62+0,01°
Extracto seco (% p/v) 19,90+0,02° 30,94+0,34°
Cenizastotales (% p/v) 0,470,012 0914017
Densidad (a15°C, g/mL) 1,0947+0,0021° 1,1320+0,0019"
Solidos solubles (°Bx) 26,630,217 32,770,06°
Etanolresidual (% v/v) 0,3011+0,0023° 0,4957+0,0259"
Antocianinastot;{lgs (mgcianidina-3- 284.25+19,12: 613+0,27"
glucosido/L)
Fenoles totales (mg GAE/100 mL) 288,7243,79° 404,37+2,24

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las medias de cada parametro en

una misma fila.
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Los valores medios de acidez total, acidez fija, acidez volatil y concentracion de etanol residual au-
mentaron al finalizar la maduracion. También se registré un incremento de 23 % en los sélidos solubles
(32,77°Bx). Esta situacién puede relacionarse con el hecho de que la madera actia como un filtro mo-
lecular en el que las moléculas pequefias como la del agua pasan selectivamente a través de los poros,
mientras que las mas grandes, como en este caso alcoholes y acido acético, son retenidas. Esto da como
resultado un aumento en la concentracién de los solutos (Giudici et al,, 2009; Solieri et al.,, 2012; Giudici
et al,, 2015). Por otro lado, la elevada concentracion de azlcar en el medio resultaria inhibitoria para
que las bacterias acéticas presentes pudieran formar acido acético por oxidacién del etanol remanente
(Verzelloni et al., 2010).

El pH final del VB madurado fue de 2,62+0,01. Este valor resulté menor a 3,8, propuesto como limite a
partir del cual se considera como indicador de inferior calidad para los Vinagres Balsamicos Tradicional
de Modena (Falcone et al, 2011).

La concentracion de antocianinas totales (AT) disminuy6 97,8 % al cabo de 180 dias, registrandose
un valor final de 6,13+0,27 mg cianidina-3-glucésido/L. Este comportamiento se atribuyé al incremento
de la cinética de degradacion de estos compuestos con la temperatura y el tiempo de almacenamiento
(Hernandez-Herrero & Frutos, 2011; Syamaladevi et al,, 2012; Zapata, 2014; Davies et al,, 2016), como asi
también a reacciones de polimerizacion (Cerezo et al, 2010). Ademas, se debe resaltar que se produjo
una reduccion del 20 % del volumen inicial en el barril, como resultado de la evaporacion y absorcién
de producto en la madera de roble. De esta manera, el valor final de AT es el resultado del proceso de
concentracion por evaporaciéon de agua como asi también de la oxidacién provocada por la difusion de
aire a través de los poros de la madera.

Los fenoles totales (FT) presentaron un incremento de 40,06 % en el vinagre madurado. Entre las
causas que lo justifican se pueden mencionar la concentracion del vinagre debida a la evaporacion, la
extracciéon de compuestos de la madera y la formacion de nuevos compuestos poliméricos. Particular-
mente en este Gltimo caso, reacciones de condensacion que involucran flavonoides y taninos, como asi
también entre flavonoides y aldehidos se ven favorecidas tanto por el pH acido como por la reduccion
del contenido de agua (Verzelloni et al,, 2010; Duran Guerrero et al,, 2011; Solieri et al,, 2012).

Los valores de extracto seco aumentaron 55,5 % durante la etapa de maduraciéon. Ademas de las
reacciones de condensacion, también deben considerarse la evaporacion de agua a través de los poros
del barril y la extraccién de componentes de la madera (Tesfaye et al, 2002). Las determinaciones de
densidad resultaron analogas en su comportamiento respecto de la materia seca.

Las cenizas también experimentaron un importante incremento (92,14 %). Se han informado incre-
mentos de hasta 10 veces en el contenido de hierro en Vinagre Balsamico de Médena, por lo que se infi-
rié que resulta muy probable que metales de transicion como cobre y hierro jueguen un rol fundamental
como catalizadores redox durante la etapa de envejecimiento (Cocchi et al.,, 2004; Massino et al., 2008).

Obtencién de crema de vinagre tipo balsamica de arandanos

Se realizé un balance de materia para determinar el volumen de vinagre balsamico necesario para
lograr una crema balsamica con 40 g/L de acidez total, considerando que se disponia de 2 L de mosto
concentrado. La composicién de cada componente se detalla a continuacion:

Vinagre balsamico de arandanos:

Acidez total (A ,): 59,15 g acido acético/L.

Sélidos solubles (SS,): 26,65 °Bx.

Mosto concentrado de ardndanos:

Acidez total (A ): 34,21 g acido acético/L.
Sélidos solubles (SS): 50,0 °Bx.
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Volumen (V): 2 L.
Crema balsamica:
Acidez total (Acr): 40 g acido acético/L.

Balance de materia para obtener crema balsdmica con acidez total = 40 g/L.

De acuerdo con este calculo 0,60 L de vinagre balsamico se mezclaron con 2 L de mosto concentrado
para llegar a una acidez final de 40 g/L. En funcién de este resultado, a continuacion, se calculé cémo se
modificarian los sélidos solubles en el producto final:

Balance de materia para sélidos solubles en la crema balsdmica:

De esta manera, se mezclaron 2,0 L mosto concentrado + 0,60 L de vinagre balsamico y luego se
determinaron experimentalmente los parametros de acidez total y sélidos solubles: 43,87 g acido acé-
tico/L y 46,9 °Bx respectivamente.

Caracterizacion sensorial del vinagre tipo bals@émico y crema balsamica de ardndanos

Noventa y siete (97) consumidores, 51 de género femenino y 46 de género masculino, de edades
comprendidas entre 18 y 72 afos, fueron convocados para la evaluacién de las muestras. Primeramente,
debieron marcar la aceptacién global del producto utilizando una escala hedénica no estructurada de
9 puntos y luego, indicar los términos que mejor caracterizaban al producto de una lista compuesta de
24 atributos sensoriales. Los atributos sensoriales utilizados fueron seleccionados a criterio e interés del
equipo de trabajo.

El analisis de varianza para el ensayo de aceptabilidad global indicé que existen diferencias estadis-
ticamente significativas (0=0,05) entre el vinagre balsamico y la crema balsdmica de arandanos (Tabla
7). Si bien el vinagre balsamico superé el punto de indiferencia (5) en la escala hedénica, la crema balsa-
mica resultdé de mayor aceptabilidad por parte de los consumidores, con un valor superior a 7.
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Tabla 7. Valores medios y desviacion estandar para la aceptabilidad global en muestras de vinagre balsamico (VB)
y crema balsamica de arandanos (CBA).

Muestra Valores medios de la aceptabilidad
VB 5,9541,99°
CBA 7,48+2,04°

Letras diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

En funcién del ensayo CATA se pudo determinar que el vinagre balsamico madurado en barrica de
roble esta representado por los términos amarronado, viscoso, acido, madera, alcohélico y con aroma
agrio. Por otro lado, la crema balsdmica de ardndanos se asocié a los siguientes descriptores: arandanos,
dulce, caramelo, rojo brillante. Ademas, el 90,4 % de los panelistas afirmé que comprarian la crema bal-
samica y 68,3 %, el vinagre balsamico madurado en barrica de roble.

Conclusiones

Si bien el proceso de obtencion de vinagres balsamicos provoca una reduccién en las concentracio-
nes de los principales compuestos antioxidantes, el agregado de mosto concentrado y la maduracién
en contacto con roble, permitié mejorar su calidad nutricional. La aplicacién de metodologias basadas
en la percepcion del consumidor permitié lograr una primera caracterizacién sensorial del vinagre bal-
samico de arandanos y de la crema balsamica de arandanos. Los productos evaluados presentaron una
alta aceptabilidad, por lo que, en este contexto podrian ser considerados un importante condimento con
caracteristicas regionales que contribuiria a incrementar la ingesta de antioxidantes totales durante una
comida.
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