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Resumen

La Hidromiel es una bebida tradicional que resulta de la fermentacion alcohélica
de miel de abeja por accidon de las levaduras del género Saccharomyces, sin
embargo cuando la produccion es de manera tradicional o artesanal existen varios
problemas en el proceso productivo, tal es el caso de la produccién en la Region
Apurimac, las bodegas productoras producen hidromiel con caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales variadas por accion propiamente de levaduras, y no
existe uniformidad en el producto final, ademas estos problemas estan asociados
usualmente a la incapacidad de las levaduras del genero saccharomyces a adaptarse
y fermentar en un mosto de miel de abeja; el objetivo principal de este trabajo es
obtener hidromiel por fermentacion alcohdlica de la miel de abeja con una cepa
nativa Saccharomyces sp y adicion de polen, las cepas aisladas del nicho de la miel
se sometieron 2 evaluacion morfologica, luego fisiologica, en la evaluacion

¢ fisiologica se g_:yaluaron fermentabilidad de azucares, tolerancia al metabisulfito,
),
tolerancia al etanol y pruebas de crecimiento en mosto de miel, posterior a la
seleccion y clasificacion se utilizo la cepa aislada con mejores caracteristicas
morfologicas y fisiologicas que mejor se adapten al mosto de miel, para obtener
hidromiel manejando dos factores de entrada y cada factor con dos niveles y son:
temperatura (20°C, 30°); adicion de polen (0,10%, 0,20%), asi mismo se evaluaron
la influencia de la temperatura y adicion del polen en la produccion de etanol,
acidez total, pH y caracteristicas sensoriales; se observo estadisticamente que la
temperatura seguido del polen tienen influencia significativa en la produccion de

etanol y pH, la muestra que tuvo mayor aceptabilidad fue hidromiel obtenida a

20°C con 0,10% de adicion de polen.
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Abstract

The Mead is a traditional drink that results from the alcoholic fermentation of
honey of bee for action of the yeasts of the kind Saccharomyces, however when
production is of traditional or craft way several problems in the productive process
exist, such is the case of the production in the Region Apurimac, the productive
warehouses produce hidromiel with physicochemical and sensorial characteristics
varied by action properly of yeasts, and uniformity in the final product does not exist,
besides these problems are correlated usually to the incapacity of the yeasts of the kind
saccharomyces to become adapted and to ferment in a must of honey of bee; the
principal objective of this work is to get mead for alcoholic fermentation from bee's
honey with a native yeast Saccharomyces sp and addition of pollen, the yeast isolated of
the niche of honey submitted to morphologic evaluation, next physiological, in the
physiological evaluation they evaluated to the ethanol and proofs of growth in must of
honey fermentability of sugars, tolerance to the meta-bisulfite, tolerance, posterior to the
selection and classification himself utilize the yeast native isolated with better
morphologic and physiological characteristics that better they become adapted to the
grape juice of honey, to obtain mead managing two entrance factors and each factor
with two levels: temperature ( 20° C, 30° C ); addition of pollen ( 0,10 %, 0,20 % ),
likewise they evaluated the influence of temperature and addition of the pollen in the
production of ethanol, total acidity, pH and sensorial characteristics, himself notice
statistically that significant influence in the production of ethanol and pH that had
bigger acceptability, the sign have the temperature followed of pollen he was mead once

pollen was gotten from to 20° C with 0.10 % of addition.
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1. INTRODUCCION

La Hidromiel es una bebida tradicional que resulta de la fermentacion alcoholica del
mosto de miel de abeja, la produccion de hidromiel es un proceso que conlleva varias
semanas y la buena fermentacién depende de varios factores, especialmente de la calidad de
miel, cepa de levadura, nutrientes que existen en el mosto de miel de abeja, la miel es un
producto natural compuesta principalmente por una mezcla de carbohidratos y otras
sustancias menores, acidos Organicos, proteinas, minerales y vitaminas, pero en buena medida
es predominante la fructuosa y la glucosa, estos dos azucares representan el 85 a 95% del total
de los carbohidratos de la miel, sin embargo la composicion de la miel de abeja es variada,
basicamente depende de la fuente floral, ademas, los factores externos juegan un rol
importante como las estaciones del afio, condiciones medioambientales.

La produccion de hidromiel es una actividad econdmica de importancia en los valles
interandinos de la region Apurimac, en especial la provincia de Andahuaylas de donde
proviene la mayor oferta regional de hidromiel. Sin embargo, los productores vienen
enfrentando problemas relacionados con la calidad del producto, reflejada en la poca
uniformidad del producto final dificultando el ingreso y posicionamiento del producto en el .
mercado. Este problema estd ligado basicamente a las condiciones de fermentacion
produciendo hidromiel coﬁ caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales poco uniformes.

La obtencion de hidromiel es un proceso biotecnoldgico que depende también de la
calidad de la materia prima y nutrientes adicionados en proporcion adecuada para la buena
supervivencia de levaduras, una simple dilucidon en cantidad igual de agua puede ser
suficiente para fermentar, por esta razon las mieles expuestas al aire himedo fermentan
espontaneamente, sin embargo si se quiere satisfacer las necesidades de las levaduras para una
buena fermentacidn es necesario saber las exigencias nutricionales, siendo su principal

alimento el azicar, minerales y nitrogeno.
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Por lo anteriormente descrito el presente trabajo de investigacion tiene como
Objetivo principal:
Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales aceptables en la obtencién de
hidromiel por fermentacién alcohdlica de la miel de abeja con una cepa nativa
Saccharomyces sp y adicién de polen.
Como objetivos especificos:
1. Caracterizar a nivel fisicoquimico la miel de abeja.
2. Aislar y caracterizar cepas de levaduras nativas Saccharomyces sp del nicho natural
de la miel de abeja.
3. Evaluar la influencia de la temperatura de fermentacion en las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales de la hidromiel.
4. Evaluar la influencia de adicion de polen en las caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales de la hidromiel.
Se plantea las siguientes hipétesis:
1. El uso de la cepa de levadura Saccharomyces sp en la obtencion de hidromiel
por fermentaciéon alcohodlica de la miel de abeja, produce hidromiel con

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales aceptables.

2. Los parametros tecnologicos de fermentacion en la obtencion de hidromiel,
temperatura y adicion de polen, influye en las caracteristicas sensoriales y

fisicoquimicas del producto.

Para el desarrollo de la investigacion se tomo como antecedentes bibliograficos de autores
nacionales ¢ internacionales:

Resurreccion, (1988) desarrolld la investigacion “Factibilidad técnica de elaboracion de
hidromiel” investigacion desarrollada en la Universidad Nacional Agraria La Molina — Lima

Perti, donde el autor manipula en la elaboracion de hidromiel factores como cepas de levadura



15

(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces uvarum, levadura
de pan, levadura de vino de las borras) donde resultd .ser el mejor que se adapto al mosto de
miel la levadura Saccharomyces ellipsoideus, ademas trabajo con el segundo factor que es el
pH (2.3;2.6;,2.9;3.25; 3.6; y 3.9) resultando ser el mejor 3.6, también se evaluo la adicion de
fosfato de acido de amonio, resultd6 ser mejor 0.2g por litro; se llegaron también a
conclusiones que el acido de amonio incrementa la velocidad de fermentacion en los primeros
dias.

Roldan (2010) realizdo la investigacion “Influence of pollen addition on mead
elaboration: Physicochemical and sensory characteristics”, realizado en el departamento
de ingenieria Quimica y tecnologia de alimentos en la Universidad de Cadiz — Espafia;
evaluo la concentracion de polen en la preparacion del mosto de miel, donde evalu6 10
g/litro y 50g/litro, resultaron que la adicién de polen tienen una influencia significativa
en la composicién de compuestos volatiles y en las caracteristicas sensoriales de la
hidromiel, las dosis adecuadas de polen fue determinada por las caracteristicas finales y
perfil sensorial de la hidromiel, concluye que 12g/hectolitro de polen es el mas
apropiado, el polen es buen activador de la fermentacién, pero a nivel industrial usar en
cantidad inferior.

Pérez (1996) desarrollo la investigacion “Obtencion de Hidromiel Utilizando Células
Inmovilizadas Saccharomyces cerevisiae ATCC 41267, evalu6 temperaturas de fermentacion
de 25 °C, 30 °Cy 35 °C, resultd mejor la fermentacion a 30 °C con un rendimiento de étanol
de 0.539. Ademas se evaluaron distintos pH 3, 3; 5, 4 y 4.5, resultando ser mejor pH de 4.
También se evalud distintos clarificantes como alginatos, clara de huevo y taninos enolégicos,

result6 ser mejor clarificante el tanino enologico en una concentracion 0.08 g/litro.
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2. MARCO TEORICO
2.1. MIEL DE ABEJAS

2.1.1. Definicion

Es la sustancia dulce producida por las abejas obreras (principalmente Apis
mellifera) a partir del néctar de las flores o de exudaciones de otras partes vivas de
las plantas, que las abejas recogen, transforman y combinan con sustancias
especificas y almacenan en los panales (ITINTEC, 1980), ademas la miel es un
fluido dulce y viscoso, recogido de los nectarios de las flores y transformado en
alimento por varias especies de insectos, especialmente por las abejas (Apis
melliferara), la miel es el néctar obtenido de las flores por las abejas obreras, que
luego es transformado en el buche o estomago y almacenado en los panales para

que sirva como alimento a las crias (Root, 1974)

2.1.2. Composicién quimica

En cuanto a la composiciéon de la miel de abeja no todas tienen la misma
composicion, estos dependen de la naturaleza de las diversas sustancias azucaradas
recogidas por las abejas, en general la miel operculada contiene 25% de agua, gran
proporcion de glucosas o azucares de fruta y pequefias cantidades de dextrina
(Layens, 2008), Con respecto a los grados Brix Pérez (1996) reporta 84°Brix a
20°C; ademas de presentar glicidos como la fructuosa, glucosa y otros azucares, la
miel de abeja presenta compuestos de actividad antioxidante, compuestos volatiles
del sabor propio de la miel, como los terpenos, fenoles, limonend que posiblemente
sea el origen las flores de los citricos; el promedio encontrado de siete muestras
analizadas son: humedad 21,3 g/100g, mientras tanto la fructuosa con 42,2 g/100g,
glucosa 31,11 g/100g, sacarosa con 1,185 g/100g y Hidroximetil Furfural 2064.7

mg/kg vy el total de poli fenoles 2300.44 mg/100g. (Jerkovic, et. al. 2010); ademas



0,6% de minerales (ceniza).

Tabla 01. Composicion general de la miel de abeja
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la ITINTEC (1980) establece que la miel de abeja natural deberd tener como

minimo 65% de azucares, como maximo 21% de humedad, como valor maximo

Principales componentes %
1.- Humedad 17,20
2.- Azucares
e Lebulosa (fructuosa)..................................... 38,19
e Dextrosa (glucosa). ..................................... 31,28
®  SACATOSA..... ..ot 01,31 79.59
o Maltosa.. ... 07,31
o OtroS azuCaAreS. ... .........oooiiiii il 01,50
Total deazucares.......................................... 79,59
3.- Acidos (Gluconico, Citrico, Malico, Succinico, Férmico, Acético, Butirico,
lactico, pirogluconico, y aminoacidos)
Total de acidos calculados:
e Acidoglucoénico.................... 0,57
e Proteinas (nitrogeno 0,0416x 6,25)............... 0,26
e Cenizas (minerales, potasio, sodio, calcio, sulfato, magnesio,
Fosfato, etc.).................. TR 0,17
Total de acidos, proteinas y cenizas 1,00
4.- Otros componentes
e Pigmentos (carotenos, clorofila, xantofila.
o Sustancias aromaticas y saborizantes (terpenos, aldehidos, alcoholes, | 2,21
esteres, etc.)
e Taninos
e Enzimas (invertasa, diastasas, oxidasa, catalasa, fosfatasa)
e Vitaminas (tiamina, riboflavina, vitamina k, acido folico)
TOTAL 100,0

Fuente: Prost (2006)
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2.1.3. Propiedades fisicas

La miel se caracteriza por el sabor y el color ademas por la rapidez del poder de
solidificacion formando cristales muy finos o gruesos, es asi que la miel de la flor
de naranjas, limén, mandarinas presentan un color blanco, se cristaliza muy lento
pero al cristalizarse es demasiada compacta, mientras que la miel de alfalfa posee
un color ambar claro con un olor bastante intenso y sabor fuerte raspa la garganta al
ingerir, la miel de eucalipto posee un color ambar claro sabor a eucalipto, se
cristaliza de manera rapida formando cristales gruesos y se disuelve con facilidad, y
la miel de girasol es de color amarillo intenso con una réapida cristalizacion, posee
alto porcentaje de glucosa, caracteristicas particulares de miel influirdn en la
elaboracion de la hidromiel asi como el sabor y color (Ricciardelli, 1989); también
la miel presenta una densidad comprendida entre 1,410 g/cc. v 1,435g/cc. Varian
considerablemente con su tenor de humedad (Prost, 2006); el resultado obtenido
por Resurreccion (1988) es 1,4225 g/cc. Mientras tanto ITINTEC (1980) reporta

una densidad minima a 20° C 1,37 g/cc., Pérez (1996) report6 1,42g/cc.

Color.- El color de la miel puede ser claro, ambar palido, ambar oscuro, por lo
general la miel mas clara es delicada o de sabor suave, inversamente la miel mas
oscura es de sabor fuerte y pronunciado, el color de las mieles dependeran

basicamente de la procedencia de los néctares, el tipo de planta (Root, 1974).

Acidez total.- Los acidos malico, citrico, se encuentran en mayoria de mieles,
también el acido formico dentro de ellos, en muy pequefia proporcion, encontraron

valores de 0,348% como maximo y 0,052% como minimo (Rinaldi, 1971), mientras
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tanto ITINTEC (1980) sefiala 4.00 como maximo, ademas Pérez (1996) reporto 3,4

expresado en meq/kg.

pH.- Varian corrientemente entre 3,6 y 4,2, en casos de extremos oscilan entre 3,2
y 4,9 (Rinaldi, 1971); mientras tanto Resurreccion (1988) sefiala que el pH

encontrado es de 3,93, ademas Pérez (1996) obtuvo un resultado de 4,18.

HMF (Hidroximetil Furfural).- El Hidroximetil Furfural se produce por
tratamientos térmicos de la miel, es el indicador del grado de frescura, en general
las mieles contienen entre valores de 40 mg/kg y 80 mg/kg, dependiendo del clima
de donde procede la miel, una vez depositada la miel en los panales ocurre un
envejecimiento natural (Prost, 2006) Mientras tanto Resurreccion (1988) sefiala un

valor de 40mg/kg de miel de abeja.

Indice diastasico.- La diastasa permite establecer el grado de frescura y
autenticidad de una miel, el empleo de enzimas ael tipo amilasas por parte de las
abejas durante el procesamiento del néctar, constituye pequefias concentraciones en
la miel, existen mieles hasta con 3,0 de indice de diastasa, segin la norma técnica
de ITINTEC (1980) establece que es la cantidad, en centimetros cubicos, de una
solucion de almidon al 1% hidrolizada en una hora por la enzima contenida en 01 g
de miel, al indice diastasico también se le conoce como actividad o poder

diastasico, ademas Resurreccion (1988) determino 8.0 de indice diastasico.

Componentes del sabor.- El sabor constituido por aceites esenciales, esteres como

el “metil antranilato” son volatiles, se elimina facilmente cuando se calienta la miel,
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los aceites esenciales componentes de la fragancia de las flores y de las plantas dan

a la miel el aroma y sabor (Root, 1974).

2.1.4. Levaduras y enzimas en polen y miel de abeja

El polen es considerado suplemento dietario ya que podria reemplazar los alimentos
ricos nutritivamente, posee las vitaminas que el ser humano necesita, presenta alto
contenido de aminoacidos esenciales hasta el 25% de su peso en proteina,
minerales, enzimas con actividad terapéutica, en la composicion del polen se
encuentra una alta cantidad de minerales, aminoacidos, vitaminas, hidratos de
carbono, grasas en pequefia proporcion, en cuanto a la composicion de minerales
destacan el calcio y hierro organico, son facil de absorcion y asimilacion para el
organismo, respecto a los aminoacidos el polen es uno de los pocos vegetales que
contienen los diez aminoacidos esenciales (Diaz, 2004), El polen almacenado en la
colmena contiene de 7 a 30 % de proteinas, grasas minerales, vitaminas y otros, es
la unica fuente natural de materia nitrogenada para las abejas, por tanto se utiliza en
la elaboracion de hidromiel (Prost, 20006).

El elevado contenido de azicar de la miel, es capaz de impedir el desarrollo y
crecimiento de levaduras, sin embargo existe levaduras que podrian sobrevivir en
altas concentraciones de azucares denominados azicar — tolerantes, tal es las
levaduras del genero “Zigosaccharomyces” y el que predomina en las mieles
almacenadas es “Z. richteri”, la causa principal de la alteracion de la miel son las
levaduras osmofilas, ademas existen enzimas sensibles al calor como las diastasas,
amilasas, invertasas, a 10°C podria conservarse por afios, mientras a 20°C solo de 2
a 5 afios, Las amilasas se encargan sobre la digestion del almidén se encuentran en

todas las mieles, mientras que las invertasas son responsables de la transformacion
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de la sacarosa del néctar que tbdavia no ha sido invertido, esta enzima no actia si
la miel a sido calentado puesto que el incremento de temperatura destruye su
accion, la invertasa se encuentra tanto en el organismo de las abejas como también
en la miel (Root, 1974).

La existencia de microorganismos en la miel de abeja esta relacionado con
factores como humedad y condiciones de temperatura, el polen es fuente portadora
de levaduras, los microorganismos en la miel pueden influenciar en la calidad o
seguridad de la miel, la presencia de microorganismos también esta relacionado con
la buenas practicas en la cosecha de la miel, ademas el contacto con el aire, polvo,
tierra, néctar que son fuentes que es dificil de controlar, generalmente se encuentran
en la miel de abeja levaduras osmotolerantes como Torulopsis spp, Saccharomyces,
Pichia spp, Rhodotorula spp, Schizosaccharomyces, Zigosaccharomyce, por debajo
de 100 colonias de formadoras por gramo (ufc/g)., y bacterias del genero Bacillo,
esporas de C. botulinum en niveles minimos, las bacterias no se reproducen en la
miel, pero si pueden sobrevivir en la miel en temperaturas frescas, la miel contiene
antimicrobianos como agua oxigenada que aminora la proliferacion de
microorganismos. Las levaduras pueden crecer bajo las condiciones acidicas y no
pueden estar inhibidas por sacarosa, son osmofilicos o azlcar tolerantes las que

pueden fermentar con facilidad la miel (Snowdon, 1996).

2.1.5. Clasificacion de la miel de abeja
ITINTEC (1980) la miel de abeja clasifica por su origen, por su forma de obtencion

o elaboracion, por su estado fisico y por su color:
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Por su origen
» Miel de flores
» Miel de mielada
Por su elaboracion
> Miel de panal
» Miel centrifugada
» Miel prensada
Por su estado fisico
» Miel liquida
» Miel parcialmente cristalizada
» Miel licuada
> Miel batida
Por su color
» Miel blanca agua
Miel extra blanca
Miel blanca
Miel ambar extra clara
Miel ambar clara

Miel Aambar

YV Vv V VWV VvV V¥

Miel ambar oscuro

2.1.6. Usos
La miel es un alimento natural, un producto dietético y un medicamento incluso, en
cuanto a sus propiedades medicinales la miel permite luchar contra los trastornos

intestinales, las ulceras del estomago, el insomnio, los males de garganta, ciertas
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afecciones cardiacas, aumenta el contenido de hemoglobina en la sangre y el vigor
muscular; en los nifios facilita la retencién del calcio, activa la osificacién y la
salida de los dientes, es ligeramente laxante, ademas de usarse como alimento la
miel se usa en el campo farmacéutico, jarabes de miel, para diluir y conservar la
jalea real, en la fabricacion de hidromiel (Prost, 2006), también el uso de la miel
hoy en dia es muy diversificado, es mas consumido en su estado natural, es decir
como miel liquida, cristalizada o en panal, ademas es utilizado en la medicina, es
utilizado como ingredientes en las recetas para diversas comidas en los paises
industrializados como Europa, América del Norte, ademas utilizan para elaborar
cerveza, dulces, la miel es consumida algunas veces afiadiendo polen, también en
Africa utilizan como ingrediente de las comidas, para los productos asados al
horno, en la industria de cereales para el desayuno, en la preparacion de
mermeladas, en Italia utilizan con frutas enteras secas en miel como la pifia, los

higos (FAQ, 1996).

2.2. MICROBIOLOGIA DE LA FERMENTACION

2.2.1. Generalidades de las levaduras

Aunque el hombre ha fabricado bebidas fermentadas desde tiempos inmemoriales
el rol de las levaduras en la fermentacion alcoholica fue claramente establecida a
mediados del siglo XX, Charles Cagnard demostré que el proceso de fermentacion
puede ser detenido por tratamientos térmicos o con aditivos quimicos, y fue Luis
Pasteur quien acredito definitivamente la fermentacion alcohdlica por levaduras
(Ribéreau, 2003), taxonémicamente las levaduras son eucariotas unicelulares y se
producen por gemacion, las levaduras por su modo de reiaroduccic’)n se encuentran

dentro de los ascomicetos (Ribéreau, 2003), la pared celular constituido por
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glucanos que son insolubles en agua y las monoproteinas, tiene por funcién
asegurar la proteccion y alojar a enzimas como la invertasa o B -
fructofuranosidasa, que cataliza la hidrolisis de la sacarosa en glucosa y fructosa y
otras enzimas como melibiosa, trihalosa, aminopeptidasa, esterasa, la membrana
plasmatica es una barrera altamente selectiva que controla los intercambios entre
células vivas y el medio exterior, esta constituido por lipidos y proteinas, el
principal esterol es el ergosterol y otros como el zimosterol; por su sistema de
permeasas la membrana plasmatica controla los intercambios entre célula y medio,
ademas en el citoplasma existen sistemas de transportadores de los azucares,
existen dos tipos de transportadores, una es con alta afinidad a la glucosa, y otra
con una afinidad de 10 veces menor, el tenor de esteroles de las membranas
particularmente ergosterol, favorece la penetracion de la glucosa en la célula sobre
todo durante la fase estacionaria, dicho fenomeno explica la influencia
determinante de la aireacion durante la fase de multiplicacion, las organitas como el
citosol ubicada en la membrana plasmatica es una solucién tamponada de pH 5 a 6
que contiene enzimas, estas enzimas son de la glicolisis y la fermentacion
alcoholica (Ribéreau, 2003). La Microbiologia Enologica tiene su origen en los
estudios de Louis Pasteur, quien demostré que las levaduras eran las responsables
de las fermentaciones alcoholicas del mosto, desde entonces la Microbiologia de la
vinificacion ha sido extensamente estudiada y en consecuencia se ha revelado la
gran complejidad de la Ecologia de las fermentaciones, la fermentaciéon de los
mostos es un proceso en donde pueden intervenir diversas especies de levaduras,
las levaduras del vino son ascomicetos (Esporogenas) y deuteromycetes (no

esporogenas) (Regodon, 2003).
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Las levaduras que proceden de zonas donde se van ha utilizar son mas efectivas,
aunque existen levaduras comerciales para realizar las fermentaciones, las
levaduras locales seleccionadas conocidas como cultivos puros, se han utilizado
con excelentes resultados obteniéndose productos finales de calidad mas uniforme,
las levaduras de la zona son adaptadas a las condiciones climaticas de la zona,
adaptadas a la materia prima, responsables parcialmente de las caracteristicas
unicas de los vinos obtenidos; seleccionar la cepa de levadura para cada tipo de
fermentacion es una estrategia para garantizar una fermentacion correcta, asi como
para mejorar las caracteristicas del vino final (Mas, Torija, et al. 2006).

Las levaduras son microorganismos que transforman el azucar del mosto en
alcohol etilico y compuestos secundarios, por tanto son agentes bioldgicos de la
vinificacion, ademas las levaduras son responsables de las caracteristicas de sabor,
aromas en las bebidas fermentadas, conjuntamente con otros factores como la
temperatura, pH concentracion de sustrato en el mosto, estos factores también

afectan la produccion de etanol y otros alcoholes (Gastoni, 2005).

2.2.2. Caracteristicas fisiologicas que influyen en el crecimiento de levaduras
Los azucares son los mejores alimentos energéticos de las levaduras, los alimentos
nitrogenados utilizados varian desde compuestos tan simples como el amoniaco y
urea hasta aminoacidos y péptidos, las levaduras ademas necesitan de factores
suplementarios de crecimiento como vitaminas, minerales, presencia de oxigeno.
En cuanto a las caracteristicas fisiologicas, distintos tipos de levaduras difieran
considerablemente en su fisiologia, pero las de importancia industrial tienen

suficientes caracteres fisiologicos comunes lo que permite generalizaciones con tal

que se tengan presentes que existen excepciones.
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La temperatura de crecimiento de las levaduras, es en general semejante al de los
mohos, se desarrollan mejor a 25 °C — 30 °C. y un maximo de 35 — 47° C. algunos
tipos pueden crecer a temperatura de 0° C 0 inferiores, el crecimiento de la mayoria
de las levaduras, se ve favorecido, a un pH acido préximo a 4.0 a 4.5, no se
desarrollan bien en medio alcalino a menos que se hayan adaptado, crecen mejor en
condiciones aerobias, las fermentaciones pueden hacerlo mejor en condiciones

anaerobias (Mendoza, 1987; Muller, 1991).

2.2.3. Criterios técnicos de seleccion y clasificacion de levaduras
Para conseguir nuevos cultivos iniciadores que posean buenas caracteristicas
fermentativas, existen diversas técnicas encaminas a la seleccion y clasificacion de
levaduras enologicas, asi como la seleccion clonal, que consiste aislar cepas de una
amplia poblacion de cepas autdctonas y analizar a nivel de laboratorio. Antes de
seleccionar levaduras de una determinada zona, se tiene que hacer un estudio de
reconocimiento de flora autdctona, se confirma o no la presencia de levaduras que
llevan acabo la fermentacion alcoholica espontanea (Mas, Torija, et al. 2006).
Cuando se trata de seleccionar levaduras de una zona se tiene que tener ciertos
criterios basicos como las caracteristicas deseables y no deseables en la seleccion

de levaduras.
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Tabla 02. Caracteristicas deseables y no deseables en seleccion de levaduras

Caracteristicas deseables Caracteristicas no deseables

Alta tolerancia al etanol Produccién de SO,

Total degradacion de los azucares fermentables | Produccion de H,S

Resistencia al sulfito SO, Produccion de acidez volatil
Capacidad fermentativa a bajas temperaturas Produccion de acetaldehido y piruvato
Maxima reduccion de la fase de latencia Produccion de espuma

Capacidad fermentativa a altas presiones Produccién de poli fenoles oxidasa

Produccion de glicerol

Fuente: Mas ef al. (2006)
La clasificacion de las levaduras gracias al avance de la ciencia, desarroll6 nuevas
técnicas clasificatorias basadas en la biologia molecular, asi como el analisis de
secuencia de ADN ha permitido superar o reagrupar las especies de levaduras.
En la clasificacion de las levaduras, su morfologia es una de las caracteristicas a tener
en cuenta, lo son también su forma de reproduccion y caracteristicas bioquimicas como
el tipo de azucares que puede fermentar, el rendimiento en alcohol, productos
secundarios de la fermentacion, resistencia al anhidrido sulfuroso y capacidad para
asimilar distintas sustancias nitrogenadas (Mesas y Alegre, 1999).
Las levaduras son hongos unicelulares, la mayoria pertenece al genero de los
ascomicetos, normalmente son ovales, esféricas o casi cilindricas (Madigan, Martinco y
Parker).
Las levaduras pertenecen al rejno Fungi y dentro de ella a la division Eumicota, dentro
de esta division las levaduras se incluyen en 2 de las 5 subdivisiones de los Eumicetos,
la ascomytina representada por las levaduras capaces de producir ascosporas, llamadas

por ello esporégenas, los deuteromycotina representada por levaduras incapaces de
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formar esporas llamas por ello no espordgenas, los géneros de levaduras espordgenas,
englobados en la familia Saccharomycetacea, se distribuyen en tres subfamilias, las
levaduras no esporogenas constituyen las familia Cryptococcaceae, las levaduras
pueden ser clasificadas en sub especies y variedades que a menudo adquieren el rango

de especies tras nuevas revisiones taxonomicas (Mesas y Alegre, 1999).

2.2.4. Aislamiento e identificacion de levaduras

El aislamiento y recuento de levaduras se realiza en placas de Petri con medio rico
agarizado, se suelen identificar basandose fundamentalmente en caracteristicas
morfologicas y fisiologicas, metabolismo de algunos azucares y asimilacion de
diversos compuestos nitrogenados, el método propuesto por Krejer es la mas
utilizada, pero ya comienza a introducirse técnicas moleculares para identificar las

levaduras (Regodon, 2003).

2.2.5. Caracteristicas morfolégicas de levaduras

Las levaduras segun su genero y especie presentan diferentes formas, pudiendo ser
elipsoidales, elipticas esféricas y ovaladas; Las levaduras Saccharomyces
morfologicamente son esféricas o elipsoidales, con un diametro aproximado de
8um y las Saccharomyces cerevisiae presentan colonias de color crema, mantecosa,
lisa, circular y muy prominente, las Saccharomyces forman ascas tipicas en forma
de tétrada, son persistentes y usualmente contienen de 1 a 4 ascosporas, son las
levaduras fermentativas por excelencia, principalmente responsables de las
fermentaciones de los mostos y que producen en algunos casos (S. cerevisiea)
niveles de etanol superiores al 18% (v/v). algunas especies pueden crecer mediante

metabolismo oxidativo sobre la superficie del vino denominadas levaduras de flor,
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dando lugar a la produccion de acetaldehidos y otros compuestos secundarios

(Regodoén, 2003).

2.2.6. Caracteristicas fisiologicas de levaduras

2.2.6.1. Metabolismo de azucares por levaduras

El metabolismos de los azucares es un proceso bioquimico por la cual las
levaduras transforman los azucares del mosto en etanol y CO2 denominada
también fermentacion alcohdlica, para que exista un metabolismo de los
azucares por las levaduras, el mosto debe hallarse en condiciones de limitacion
de oxigeno, en condiciones de aerobiosis las levaduras se multiplican
abundantemente formando biomasa y se consigue 1 g de levaduras por cada4 g
de azicar consumido, en anaerobiosis las levaduras metabolizan los azucares
generando etanol, CO2 y energia, el metabolismo de azucares se realiza por un
mecanismo bioquimico, secuencia de reacciones enzimaticos, generando
ademas del etanol y CO2 productos secundarios que contribuyen en el sabor,

aroma de la bebida fermentada (Mesas y Alegre, 1999).

2.2.6.2. Tolerancia al etanol y metabisulfito

Las cepas de levaduras dependiendo de su genero y especie son tolerantes y
productoras de determinadas concentraciones de etanol, de igual manera
también son tolerantes al metabisulfito, en razon a ello las especies de mayor
relevancia enologica son las levaduras Saccharomyces Cerevisiae (8.
ellipsoideus) levadura que fermentan mayor parte de los azucares del mosto, su
poder alcohologeno es elevado (17°) y es bastante resistente al SO2 (250 mg/l);

mientras que Saccharomyces bayanus (S. oviformes). Resiste altas
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concentraciones de SO2 (250mg/1) su poder alcoholégeno es 18° , denominado
levadura de las etapas finales de la fermentacion; la Saccharomyces acidificans
(S. baillii) tiene poder alcohologeno de 10° su resistencia al SO2 es de 250 a
400 mg/l. le permite iniciar la fermentacién en mostos muy sulfatados,
comportandose como levadura de primera fase., la Torulospora rosei (S. rosei)
tiene un poder alcoholégeno de 8 a 14° se caracteriza por aparecer al principio
de la fermentacion alcohdlica y produce gran cantidad de compuestos
secundarios, mientras que Kloeckera apiculata, es la forma imperfecta o
haploide‘de Hanseniaspora uvarum, conjuntamente con S. cerevisiae son mas
frecuentemente encontrados en mostos, su poder alcoholoégeno esde 4a 5°y
también es su rendimiento en alcohol 21 a 22g de azlcar/ 1° de alcohol,
produce mucha acidez volatil, baja resistencia al sulfito, mientras que la
Candida stellata (Torulopsis stellata) tiene un poder alcohologeno de 10 a 11°
y se caracteriza por aparecer en uvas atacadas por podredumbre (Mesas y

Alegre, 1999).

2.3. FERMENTACION ALCOHOLICA
2.3.1. Generalidades
La fermentacion alcoholica es el proceso bioquimico por el cual las levaduras
transforman los azicares del mosto en etanol y CO2 Para que la fermentacion
alcohodlica tenga lugar, el mosto ha de hallarse en condiciones de limitacion de
oxigeno, En condiciones de anaerobiosis las levaduras se multiplican
abundantemente con un rendimiento en biomasa muy alto ya que se consigue 1 g de

levadura por cada 4 g de.azicares consumidos.
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En anaerobiosis las levaduras realizan la fermentacién alcoholica, es decir degradan
los aziicares de forma incompleta generando etanol, CO2 y energia. En estas
condiciones el rendimiento en biomasa es de tan solo 1 g de levadura por cada 100
g de azicares consumidos (Mesas y Alegre, 1999). La fermentacion siempre se ha
comparado con la ebullicién, su nombre tiene origen en la palabra latina “Fervere”
que significa “hervir”, mientras se produzca la fermentacién el liquido pierde su
sabor azucarado y se vuelve vinoso; Gay Lussac elaboro una formula matematica
de la reaccion:

Azicar (100%) = alcohol (51.34%) + gas carbonico (48.16%)
En realidad el fenémeno es mas complejo, Pasteur establecié que la ecuacion de
Gay Lussac es valida para el 90% de azucar transformado, el resto lo forman otras
sustancias: glicerol, acido succinico, acido acético, mas tarde se descubrieron otros
productos secundarios: acido lactico, butilenglicol, aldehido acético, acido piravico,
alcoholes superiores y un gran numero de sustancias diversas presentes en
cantidades minimas (Peynaud, 2003), Lavoisier (1787), después Gay Lussac (1820)
y Dumas (1840) identificaron los principales productos de la fermentacion
alcoholica (alcohol etilico, anhidrido carbonico, acido acético) representaron el
desdoblamiento de los azucares por la ecuacion quimica:

CsH1206 — 2C,HsOH + 2CO;

En una fermentacion alcohédlica 100 g. de azucares de uva dan los siguientes

resultados:
Alcohol etilico.......................... 484 g 661 cm3
Anbhidrido carbénico.................... 466 g
Glicerina......................cc 320 ¢.
Acido SUCCINICO. ... 0.60g.

Levaduras y otros. ..., 130g.
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La descomposicion de azicar en alcohol y gas carbénico es una reaccion
exotérmica; una molécula de glucosa (180 g.) al quemarse completamente produce
679 calorias (Bremond, 1966), la produccion de etanol es directamente
proporcional a la velocidad de consumo de azucares fermentecibles totales
(Gastoni, 2005).

dP =-YpdSt

dP dt
2.3.2. Ciclo bioquimico del proceso de fermentacion
Cuando el proceso de fermentacion se lleva acabo por levaduras, sigue el ciclo de
Embden - Meyerhof, liberando durante el proceso dos moléculas de ATP por mol
de glucosa consumida; dicho ciclo comprende las siguientes reacciones: La
primeras etapas de la fermentacién consisten en la fosforilacion de las hexosas por
medio de una enzima hexoquinasa, esta enzima con ayuda de la fosfoglucomutasa y
la fosfoglucoisomerasa, produce cuatro azucares fosforilados; glucosa — 6 — fosfato,
glucosa — 1 — fosfato, fructosa - 6 — fosfato y fructosa -1,6- difosfato.
La ultima hexosa fosforilada citada ha adquirido del ATP la cantidad de energia
para su fision en dos triosas, esta fision es producida por la aldosa, estableciéndose
un equilibrio entre las dos triosas. Si la fermentacion prosigue sin interferencias
internas, el equilibrio se desplaza hacia el 3-fosfogliceraldehido porque esta
constantemente oxidandose a acido — 3- fosfoglicerico.
Esta oxidacidon es catalizada por una deshidrogenasa que contiene DPN
(Difosfopiridin Nucleétido como grupo prostético). Otra molécula de fosfato se une
en ese instante al acido glicérico y es transferida de nuevo al ADP.
Fosfogliceromutasa, a acido 2 fosfoglicerico y pierde una molécula de agua,

quedando convertido en acido fosfoenolpirivico que pierde su molécula de acido
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fosforico, transfiriéndola al ADP, con la que se forma una molécula de ATP que
vuelve a entrar en el ciclo. En la proxima etapa se descarboxila la forma ceto del
acido pirivico, perdiendo una molécula de CO2, etapa que es catalizado por la
carboxilasa, enzima cuyo grupo prostético esta constituido por la fosfotiamina
(Tiamina Fosforilada, vitamina B1)

La descarboxilacion deja evidentemente como residuo acetaldehido, que es

deshidrogenada por el ADP a alcohol etilico (Murray, 1988)

2.3.3. Factores que afectan el proceso de fermentacion
En la fermentacion alcohdlica existen factores ya sea fisico o quimico que inciden
en la fermentacion, actuando sobre el desarrollo de las levaduras ya sea de manera

positiva o negativa, los mas relevantes son:

La temperatura.- A mayor temperatura la fermentacion alcohdlica transcurre mas
rapidamente, sin embargo es menos pura, se produce menos etanol y mas cantidad
de compuestos secundarios que a menudo no conllevan mejoras en la calidad del
vino. Por otro lado las levaduras se desarrollan mejor alrededor de los 30°C, por
encima de 35°C la actividad decrece rapidamente y a los 45°C mueren. Por debajo

de 10°C, las levaduras silvestres son inactivas (Mesas y Alegre, 1999).

El oxigeno.- Aunque la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico las
levaduras mantienen una leve respiracion utilizando para ello el oxigeno combinado
a moléculas del mosto. En caso de carencia de este oxigeno pueden requerirse
remontados del mosto con aireacion para evitar la parada de fermentacion

alcoholica (Mesas y Alegre, 1999).
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Los nutrientes.- Por un lado estan los azucares, que son fuente de carbono y de
energia para las levaduras, deben encontrarse en concentracion superior a 20 g/L
para que la fermentacion alcoholica transcurra a su velocidad maxima. Por otro
estan las sustancias nitrogenadas, las sales y los factores de crecimiento (vitaminas)
que normalmente se hallan en el mosto en concentracion suficiente para el
desarrollo de las levaduras. Sin embargo en casos de vendimias atacadas de
podredumbre en las que los mohos han consumido parte de estos nutrientes, puede
ser necesario adicionar al mosto complejos vitaminicos y sales de amonio (Mesas y
Alegre, 1999).

También los aminoacidos cumplen un papel importante en cuanto al sabor aroma
y el gusto de las bebidas, las concentraciones de aminoacidos en las bebidas varian
ampliamente, los aminoacidos puede ser un indicador de la calidad de materias

primas (Culbertson, Duncan, 2006).

Los compuestos quimicos de accion negativa.- Por un lado la acumulacién de los
propios productos de la fermentacion alcohdlica pueden ralentizar. Por otro lado,
€s0s mismos compuestos junto a otros presentes en el mosto de forma natural
(taninos) o artificial (pesticidas, SO2, etc.) pueden actuar como inhibidores del

crecimiento de las levaduras (Mesas y Alegre, 1999).

Aminoacidos.- Los aminoacidos juegan un papel importante en la calidad de las
bebidas fermentadas como el vino y cerveza, altos niveles de aminoacidos pueden
hacer que las bebidas resulten ser inadecuadas para su consumo, concentraciones
elevadas de aminoacido favorecerian en la formacién de toéxicos en las bebidas,

(Culbertson, Duncan, 2006).
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Los nutrientes son elementos esenciales en el desarrollo de las levaduras, para la

multiplicacidn y para la fermentacion.

El oxigeno.- La fermentacion no puede prescindir del oxigeno, cuyo papel en
importante en la multiplicacion de las levaduras, ademas juega un papel importante
en la sintesis de los esteroles y de acidos grasos insaturados de largas cadenas
carbonadas, las aireaciones son una herramienta poderosa para efectuar una buena
fermentacion, las aireaciones no presentan ningun riesgo de oxidaciones para los

componentes del vino porque el medio es muy reductor (Peynaud, 2003).

Nitrogeno.- Las levaduras necesitan nitrogeno asimilable, constituido de nitrogeno
amoniacal y diversos aminoacidos, se deben enriquecer los diversos mostos que
contienen menos de 50 mg/lt. de nitrogeno amoniacal, se utiliza para fines de

correccion el sulfato de amonio (Peynaud, 2003).

Las vitaminas.- Las levaduras necesitan vitaminas habitualmente presentes en

cantidades suficientes en el mosto (Peynaud, 2003).

Las acideces elevadas.- A menudo se menciona como favorables para el buen
desarrollo de las fermentaciones alcohdlicas pero no tiene efecto positivo directo,

porque las levaduras fermentan mejor a pH elevado (Peynaud, 2003).
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2.4. HIDROMIEL

2.4.1. Definicion

La hidromiel es una bebida alcoholica obtenida de la fermentacion del mosto de
miel, con la adicion de nutrientes, pudiendo alcanzar de 9 % hasta 18% (v/v) de
etanol (Sroka et al. 2006; Roldan ef a/.2010), la hidromiel es vino de miel de abeja,
o néctar de los dioses es la mas antigua de las bebidas alcoholizadas, requiere
basicamente de miel, agua y levaduras (fermento) ademas de mucha limpieza y un
poco de experiencia (Lorenzen, 1981), La hidromiel, es producto de la combinacion
de la miel y agua y por accion de las levaduras se observara la produccion de gas,
la fermentacion no tardara en iniciarse, siendo preciso examinar a los tres o cuatro
dias los fermentadores no haga saltar los tapones o rompa aquellas, una vez pasada
los 10 dias, se procede a pasar el liquido por un tamiz vertiéndole en un barril que
debe quedar casi lleno, el cual se colocara en donde la temperatura sea poco
variable es decir constante entre 25 y 30 °C, los efectos fermentecibles vinosos no
se haran esperar largo tiempo y continuaran por periodo de un mes. Terminado la
fermentacion observada que el liquido se ha hecho vinoso, el barril se lleva a otro
sitio para conservarlo durante un afio, en cuyo tiempo se convierte en una especie
de vino muy agradable (Alberti, 2005); En Francia y en particular en el norte, se
conoce bajo el nombre de hidromiel una bebida espirituosa que no tiene ninguna de
las cualidades propias que distinguen el vino de miel, se ha dado gran numero de
formulaciones para la fabricacion de la hidromiel, la fuerza alcoholica de un buen
hidromiel es ser muy fuerte en alcohol, es decir marcar 15 a 17 °, en efecto los
hidromieles fuertes tienen la ventaja de conservarse indefinidamente; al envejecer,
puede rivalizar con los mejores vinos y son los mas apreciados por los catadores,

los hidromieles flojos no tienen estas cualidades, mientras que los hidromieles



37

fuertes pueden usarse incluso como bebida corriente, mezclando con suficiente
cantidad de agua; un buen hidromiel que ha envejecido lo bastante, no conserva
sabor alguno que recuerde la miel (Layens et. A/ 2008), cuando se produce
hidromiel en una forma casera, los productores de la hidromiel encuentran varios
problemas, como la falta de uniformidad en el producto final, fermentaciones
atrasadas y la produccion de sabores desagradables por levaduras, las levaduras del
genero Saccharomyces aisladas de la miel de abeja es apropiado para la produccion
de hidromieles, sin embargo es de importancia las caracteristicas de la miel y los
suplementos utilizados como nutrientes en la formulacién del mosto, La hidromiel
bebida tradicional podria contener de 9% hasta 18% (v/v) de etanol, la buena
fermentaciéon y la calidad de la hidromiel depende de la calidad de la miel,
levadura, los nutrientes, el control de pH, el color y sabor de la hidromiel esta en

funcion del color y la composicion de la miel (Pereira, et. al. 2009).

2.4.2. Miel a utilizar
La miel Clara u oscura, recién recogida o afieja, no importa de que miel proceda la
hidromiel, es mas, hay poca relacion entre la calidad de la miel y la hidromiel que
se obtendra (Prost, 2006), mientras tanto Resurreccion (1988) afirma que se debe
utilizar mieles mas dulces, aromaticas y de color mas claro, mieles que no hayan
sufrido calentamiento previo, siendo aconsejable emplear mieles recién extraidos,
estas recomendaciones tienen por objeto que la hidromiel tenga un color ambar
palido y que represente excelente aroma.

La miel de abeja es una materia prima caracterizada por un punto bajo de acidez,
para asegurar el pH optimo en la fermentacion de hidromiel, se adiciona el acido

citrico, acido tartarico, los 4acidos orgéanicos forman parte del sub producto de la
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fermentacion del etanol, los cambios en la concentracion de 4cidos organicos
puedan dar lugar una parada en la fermentacion alcohdlica, entre los acido
organicos se encuentran el octanoico, decanoico y el acido acético que pude detener
in‘cluso el desarrollo de las levaduras , ademas se observa un incremento rapido en
la acidez al inicio de la fermentacion, mientras tanto se observa la caida de pH, los
hidromieles cuanto mas tiempo se tienen en fermentacion la calidad sera mejor,
frecuentemente el contenido de etanol adecuado no es alcanzado en el tiempo
apropiado; la fermentacion del mosto de miel es dificil por el alto contenido de
azucar de la miel y la presion osmotica resultante; la acidez en la primera semana
de la fermentacion se incremento hasta 4,5 g/l. y es causado por la sintesis de acido
acético, acido succinico, y el pH en el proceso de la fermentacion reduce hasta 3.0y
3,2 que se queda practicamente inalterado hasta el final de la fermentacion, la caida
rapida del pH tiene buenas consecuencias, detiene el desarrollo de micro flora.

(Sroka et al. 2006).

2.4.3. Levaduras

La fermentacion del mosto se hara con levaduras vinicas; para prepararlas se
procede de la siguiente forma, por cada 100 litros de hidromiel a preparar,
procarese 5 kg de uva blancas y maduras estrujadas, las uvas en un recipiente se
estrujan luego se extrae el jugo, luego se cuela en un lienzo y se agrega en el mosto
(Root, 1974), mientras tanto Lorenzen (1981) afirma que, segin la levadura que se
emplee en la elaboracion de hidromiel, va ha producir diferencias en el producto
final, en la preparacion de hidromiel es sugerido la levaduras de champagne.
Existen levaduras buenas y levaduras malas, las malas se debe eliminar, las

levaduras malas generalmente salvajes, dan una fermentacion desagradables, estos
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son las Zorulas, aparte de dar muy poco etanol, la hidromiel que fermenta
espontaneamente, gracias a las levaduras provenientes del polen fermentan mal

(Caillas, 1979).

2.4.4. Técnica de elaboracion

En un fermentador de 100 litros realizar la mezcla de 25 litros de miel que equivale
a 37 kilogramos aprox. y 74 litros de agua, el fermentador no se llenara por
completo, debido a que la primera fermentacion podria rebasar el fermentador, en el
fermentador colocar los nutrientes, colocar el acido tartarico en proporcion de 50g.
que sirve para activar la fermentacion, ademas adicionar 50g. de polen, el polen
debera estar bien triturado y diluido en un poco de mosto sacado del fermentador, €l
polen sirve para dar a la fermentacion fuerza y elementos nutritivos, son elementos
basicos para la fermentacidn, la fermentacion habra concluidos cuando ya no se
escucha las crepitaciones de la fermentacion (Layens ef. A/ 2008). Ademas para la
fabricacion de hidromiel no es tan necesario de que color sea la miel clara o oscura,
existe poca relacion en cuanto la calidad de la hidromiel y calidad de la miel (Prost.
2006), La primera etapa es preparar el MOSTO de tal manera que las levaduras
encuentren un medio apropiado para su vida; La segunda etapa es lograr que estas
levaduras realicen la transformacion de los azucares de la miel en alcohol etilico y
CO2. Fendémeno este, muy complejo por cierto, que se conoce como fermentacion;
La tercera etapa es que lo obtenido de esa fermentacion se transforme en un

producto sano, agradable, y de conservable en el tiempo (Bertello, 2001).



40

2.4.5. Envases de fermentacion

Para efectuar la fermentacion se debe emplear un barril o bordelesa de 100 6 200
litros de capacidad, la capacidad del recipiente se debe calcular de acuerdo con la
cantidad de hidromiel a elaborar y teniendo en cuenta que se llenara de mosto hasta
sus nueve decimas partes, el casco o barril que se utiliza para la fermentacion, debe
estar perfectamente limpio e higienizado, con agua limpia debera estar lleno dos a
tres dias antes de iniciar la fermentacion para que hinche la madera y no exista

perdidas posteriores (Root, 1974).

2.4.6. Preparacion de inoculo
Es preferible activar las levaduras para iniciar la fermentacion, se trata de colocar
en un medio mas favorable para su desarrollo, este medio no es otro que una
solucion de agua endulzada esterilizada, para lo cual se hace un pie de cuba con los
siguientes ingredientes:

o Agua . 2 litros

e Miel 1600 g

e Acido tartarico :4,0g.

e Sales nutritivas :4,0g
Hacer hervir cinco minutos, dejar enfriar hasta 25 °C a 30° C. e introducir la dosis
de levadura seleccionadas, la fermentacion se establece en general, dentro de 48 h.,
al tercer dia, se inocula en la pipa que contiene la totalidad del mosto estéril o
pasteurizado (Caillas, 1979)

El caldo extracto de levadura, para la activacion de levaduras esta compuesto por

los siguientes ingredientes:
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e Extracto de levaduras en polvo : 5 gramos

e Glucosa : 20 gramos

¢ Agua destilada - 01 litro
Luego de la disolucion de los componentes, la mezcla esterilizar a 121° C por 21
min. Agregar asépticamente al litro  esterilizado y enfriado a 50° C
aproximadamente, 100 ml. de una solucion acuosa al 0,1% de oxitetraciclina, bajo
la forma de terramicina, reciente mente preparada y esterilizada por filtracion, dejar
enfriar a 25° C e introducir las levaduras seleccionadas, la fermentacion se establece
en 24 horas (Mossel, 1967).
El inoculo es la masa microbiana obtenida por cultivos en las mejores condiciones,
en las que el operador busca en primer termino el aumento de crecimiento, su
velocidad y vivencia microbiana; en la preparacion del inoculo se requiere disponer
de cepas puras, seleccionadas y probadas, capaces de rendir un alto porcentaje de
producto final (Pérez, 1979), mientras tanto la adicién de levaduras alcohodlicas 6
pie de cuba en el mosto, es siempre util en la vinificacion, tanto en la operacion se
hace a partir de levaduras indigenas como, aun mejor si se hace con levaduras puras

seleccionadas y en plena actividad (Bremond, 1966).

2.4.7. Preparacion del mosto

Segun el grado alcohélico deseado en la hidromiel, se diluira la miel, teniendo en
cuenta que un grado alcoholico es producido por alrededor de 20gr. de azicar por
litro de mosto (Prost. 2006); en cuanto al rendimiento para producir un grado
alcohodlico es producido por 17 a 18 g. de azicar por litro (Mesas; Alegre, 1999).

Si se desea preparar hidromiel con 12 % vol. partiendo con una miel de 75% de

azacar, debemos preparar un mosto que contenga por litro: (Prost. 2006).
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20x 12x 100 = 320g. De miel
75
Si un litro de mosto contiene 400g. de miel con el 70% de azhcar, la hidromiel

obtenido de este mosto tendra:

400 x 70 = 14% vol.
20 100

Entonces se procede con lo siguiente:

- Afiadir 750g. de agua a 250g de miel para obtener un hidromiel de 9,5% vol.

- Disolver 350 g. de miel en 650g. de agua para tener una bebida de 13% vol.

En cuanto a la cantidad apropiado de miel esta entre 25 — 30 kg y la cantidad
suficiente de agua para completar a 100 litros. Como dato podemos manifestar que
25 kg de miel y 83 litros de agua, proporcionan 100 litros de hidromiel seco, con
una graduacion alcoholica de 10 a 11% vol.

La mezcla de 40 kg. de miel y 72 litros de agua proporcionan unos 100 litros de
hidromiel abocado a dulce.

El mejor modo de preparar la mezcla de agua y miel consiste en calentar el agua en
un recipiente, agregando la miel al agua caliente agitando para facilitar la
disolucion y separar la espuma formada (Prost, 2006), mezclamos perfectamente,
Asegurar que no exista restos de abejas en la miel, si las hay las retiramos con
cuidado con el colador. Comenzamos a dar calor hasta que esta mezcla hierva, y asi
la mantenemos por 15 minutos (sin dejar de remover), y retiramos con el colador la
espuma que se forma (son proteinas desnaturalizadas que adoptan el aspecto de
merengue), una temperatura cercana a los 20 °C debemos agregar el acido tartarico
disuelto en un poco de agua, el fosfato diamoénico y las levaduras (Bertello, 2001).
En la mezcla de agua y miel no se encuentran alimentos en cantidad suficiente para

las levaduras, por lo que se recomienda agregar al mosto las sales nutritivas como
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pueden ser fosfato de amonio o bitartrato neutro de amonio, acido tartarico
(Resurreccion, 1988).

Afiadiendo a una vendimia de 10 a 20 g. de fosfato de amonio por hectolitro, casi
siempre aumentan las colonias de las levaduras y se acelera la fermentacion. En los
mostos ricos, esta adicion permitié que la fermentacion alcance un grado de alcohol

mas elevado (Peynaud, 2003).

2.4.8. Tratamiento térmico al mosto

El mosto preparado y corregido, se procede a hervir por espacio de 8 a 10 min
después del hervor se retira del fuego y se repone al agua perdida, este hecho se
realiza por dos razones: primero para esterilizar el liquido y segundo para facilitar
la precipitacion de proteinas de la miel, para que la hidromiel aclare mas
rapidamente concluida la fermentacion, ademdas la pasterizacion del mosto se
realiza con la finalidad de matar los gérmenes o microorganismos que puedan

existir (Resurreccion, 1988).

2.4.9. Fermentacion y aditivo quimico

La fermentacion se iniciara dentro de las 36 horas posteriores al agregado del
fermento, dejamos fermentar durante 24 horas luego se agrega 10 gramos de
metabisulfito de potasio, bien pulverizado, por cada 100 litros de mosto. Para
agregar el metabisulfito conviene disolver en agua tibia, al dia siguiente conviene
airear el mosto removiendo con ayuda de una paleta limpia, luego se activara la
fermentacion que ha sido un poco apagada por el agregado del metabisulfito, luego
se observara la fermentacion tumultuosa al cabo de unos dias, luego ya se observa

la fermentacion lenta o complementaria, cuando empieza la fermentacion lenta
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conviene hermetizar bien el fermentador, la fermentacién debe terminar en tres
semanas 0 un mes como maximo, la rapidez de la fermentacién aumenta con la
temperatura, la fermentacion es mucho mas rapida a 30 °C mas que a 20 °C, las
levaduras transforman el 10% mas de azucares en el mismo tiempo, por encima de
los 30 ° C. se detiene 1a fermentacion debido al agotamiento de las levaduras, estas

fatigan a altas temperaturas (Resurreccion, 1988).

2.4.10. Clarificado

Concluida la fermentacion, ¢l trasiego se hard a recipientes bien limpios y
azufrados, se puede agregar tanino blanco enologico, a razén de 15 gramos por 100
litros de hidromiel, el tanino tiene por objeto facilitar la clarificacion y
conservacion del producto, a los 20 dias de haber agregado el tanino enolégico,
realizamos el trasiego para retirar las levaduras y sedimentos, el trasiego puede
hacerse directamente a otro fermentador (Resurreccion, 1988).

Cuando la hidromiel ha terminado la fermentacion lo mejor es esperar que se
clarifique por si misma, pues no adquiere cualidad mas que envejecimiento, la
hidromiel se clarifica mejor en invierno que en verano, la hidromiel una vez
terminado la fermentacion puede transcurrir largo tiempo, incluso meses dependera
su clarificacion de la naturaleza de las mieles, no existe procedimiento de
fabricacion determinada para que la hidromiel tenga cualidades que le da la edad,
pues es inttil apresurarse a envasarlo; un hidromiel joven es inferior a un buen vino
nuevo, mientras que un hidromiel afiejo es comparable con un buen vino aficjo

(Layens er AL 2008).
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2.4.11. Envejecimiento

En el proceso de envejecimiento, conviene efectuar una clarificacion, agregamos
tanino enologico 15 g/100 litros de hidromiel, pasado los 20 dias efectuar un
trasiego, a los 5 6 6 meses la hidromiel estara listo para su consumo, para efectuar
el afiejamiento es necesario algunos afios; es provocada por la accidn del oxigeno
sobre el alcohol y los esteres contenidos en la hidromiel, en una pipa de roble, el
afiejamiento es mucho mas rapido, ya que el oxigeno del aire puede penetrar mas
facilmente que sobre la superficie de un fermentador hermético (Peynaud, 2003).
Los vinos al envejecer sufren una serie de transformaciones muy profundas, el
Bougquet y el sabor del vino se modifican profundamente, desaparece el aroma del
vino joven, el bouquet se vuelve mas intenso, mas fino y mas agradable. Los vinos
que se obtienen pasados dos afios de conservacion en el fermentador o en botella,
no tienen nada en comin con el vino joven, con frecuencia grosero y astringente.
En el premier caso el vino envejece a un alto potencial de oxidacion, a un alto nivel
oxidativa, en el segundo caso ocurre una oxido reduccion bajo, la disolucion con el
oxigeno ocurre de tres maneras distintos, a traves de la madera si el fermentador es
de barrica de madera, por la superficie del vino y durante las operaciones de
trasiego, el oxigeno disuelto no se combina directamente con las sustancias
reductoras del vino, solo puede hacerlo con la intervencioén de ciertos cuerpos
catalizadores, las sales férricas son principalmente las que actian como activadores
del oxigeno; en ausencia del hierro y del cobre, el oxigeno del aire no es activo, es
incapaz de combinarse con muchas sustancias reductoras del vino, la formacién de
“esteres” se ha considerado como muy importante en el fenémeno de
envejecimiento, los esteres se forman por accion de los acidos sobre los alcoholes;

los esteres de los vinos tienen tres origenes diferentes: una minima es parte
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constitutiva de la uva, otra se debe a la fermentacién de las levaduras y una tercera
parte proviene de la reaccion quimica de los 4acidos del vino con el alcohol
formado; después de la fermentacion alcanza 2 a 3 meq de esteres por litro, después

de 2 a 3 afios alcanza 6 a 9 meq. (Peynaud, 2003).

2.4.12, Envasado

Puede envasarse en botellas de unos 200 a 500 cm® Con tapa de corona; un rotulo
vistoso se prestara muy bien para dar buena presentacion al producto; el colocar la
hidromiel en botellas se remarca los cuidados de limpieza en que se debe levar
acabo esta operacion, botellas limpias, bien lavadas y enjuagadas tapones nuevos,
previamente ebullidos de forma cilindrica preferible, un buen taponado no es
siempre suficiente para que una botella se conserve largos afios, es prudente sellarlo

sobre el taponado con el corcho (Resurreccion, 1988).

2.4.13. Analisis sensorial

La evaluaciéon sensorial se ocupa de la cuantificacion y medicion de las
caracteristicas de un producto, las cuales son percibidas por los sentidos del ser
humano, entre las caracteristicas se puede mencionar apariencia, olor, sabor,
textura, sonido, ademas analisis sensorial se define como una disciplina usada para
medir, analizar e interpretar reacciones producidas por las caracteristicas de los
alimentos y como son percibidas por los Organos de la vista, gusto, tacto y oido,
también podria producir resultados cualitativos como cuantitativos de los
alimentos, (Espinoza, 2004); la cata es la practica de prueba de vinos y se conoce
como la degustacion, andlisis sensorial y analisis organoléptico, pero el analisis
sensorial y organoléptico pretenden ser apoyo de la ciencia enologica, en la cata de
vinos se evalta el sabor del vino, el color dependiendo de la procedencia o el tipo
de uva, el color, los vinos tienen una base incolora y otra amarilla, la incolora al

paso del tiempo tiende a amarillo a dorada (Ruiz, 1997).
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Las propiedades sensoriales son los atributos de los alimentos que se detectan
por medio de los sentidos, como el color que es la propiedad de la percepcion de la
luz de una cierta longitud de onda de luz reflejada; el olor es la percepcion por
medio de la nariz de sustancias volatiles liberados en los alimentos, las pruebas para
la evaluacion del olor deben ser rapidas, también no deben presentarse demasiadas
muestras al juez en una misma sesion; el aroma es la propiedad en la percepcion de
las sustancias olorosas o aromaticas de un alimento luego de haberse puesto en la
boca, el aroma es el componente del sabor de los alimentos, el sabor es el atributo
que combina tres propiedades, el olor, el aroma y el gusto, el sabor es la suma de
los tres caracteristicas; la seleccion y entrenamiento de los jueces que tomaran parte
en pruebas de evaluacion sensorial, el numero de jueces necesarios para que una
prueba sensorial sea valida depende del tipo de juez que vaya ser empleada,
pudiendo ser un minimo de 7 y como maximo 15 jueces entrenados; ademas los
criterios principales para escoger a los jueces son: la habilidad, la disponibilidad, el

interés, y el desempefio. (Anzaldaa, 1994).

Las pruebas descriptivas trata de definir las propiedades del alimento y medirlas
de la manera mas objetiva, se evalta la magnitud o intensidad de los atributos del
alimento, pudiendo esta prueba proporcionar mucho mas informacion acerca del

producto (Anzaldia, 1994).

3. PARTE EXPERIMENTAL
El presente trabajo de investigacién se llevo acabo en los laboratorios de
Biotecnologia, microbiologia y quimica de la Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de

Apurimac, entre los meses de Setiembre del 2008 hasta Junio del 2009.

Para llevar acabo el experimento se utiliz6 una cepa de levadura nativa
seleccionada y clasificada (Saccharomyces sp.) resultado del aislamiento del nicho
natural de la miel de Abeja; para la seleccion de cepas de levaduras nativas

aisladas de nicho de la miel se tomaron muestras de miel de abeja para llevar a una
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fermentacion espontanea, luego se considerd necesario realizar un estudio de
identificacion basado en técnicas morfologicas y fisiologicas; cabe mencionar que
los estudios realizados son elementales y no permite identificar la especie a la que

corresponden.

3.1. MATERIALES Y EQUIPOS
3.1.1. Materia prima
Se utilizo miel de abeja, del apicultor Gilbert Bravo Hurtado, centro apicola
ubicado a 2870 msnm en la localidad de Pichirhua, de la provincia de Abancay, de

la region de Apurimac.

3.1.2. Levaduras

Se utilizo las cepas de levaduras aisladas en el laboratorio de biotecnologia
Agroindustrial, las cepas se obtuvieron de la fermentacion espontanea de la miel de
abeja, para su utilizacion fue previamente seleccionadas, caracterizadas y evaluadas
en cuanto a su adaptacion y metabolizacion de azcares del mosto de la miel de

abeja.

3.1.3. Reactivos

Los reactivos quimicos utilizados en el proceso fueron, acido citrico, acido
clorhidrico en distintas concentraciones, y demds reactivos necesarios para el
control o analisis quimico.

Los reactivos microbiologicos utilizados son: extracto de levadura, glucosa.

Fructuosa, sacarosa, lactosa, maltosa, galactosa, medios de cultivo (YGC),
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Se utilizo caldo extracto de levadura como medio de cultivo, ademas se utilizo agar

YGC.

3.1.5. Aditivos

Se utilizo en la seleccion y clasificacion de levaduras nativas aisladas,

especificamente en la tolerancia al metabisulfito, acido acético y demas pruebas de

tolerancia y son: metabisulfito de sodio, acido acético, etanol y otros.

3.1.6. Equipos

o

Se utilizo los siguientes equipos:
Refractometro portatil de 0 — 45%.
Potencidometro

Microscopio Revelatium — 3, USA,
Equipo de destilacton

Estufa de incubacion

Autoclave

Balanza de precision

Mufla

Bidones de vidrio (da majuanas de 4 1t.)

Diversos equipos de laboratorio
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Materia prima

3.2.1.1. Composicion fisicoquimica de la miel de abeja

Se realizaron los siguientes analisis quimicos en laboratorio de quimica.

(o}

o

Determinacion de azucares reductores, (AOAC 920.183).

Determinacion de humedad, Segin la norma técnica peruana NTP
209.171 del INDECOPI (1999).

Determinacion de cenizas, segin Norma Técnica 209.175, publicada por
ITINTEC, 1980.

pH, se us6 el potencidometro.

Determinacion de Acidez total, segin (AOAC 962.19).

Determinacion de acidez total, segin la norma técnica 209. 174
publicado por ITINTEC, 1980.

Determinacion de Hidroximetil Furfural (HMF), segun el método
cualitativo de Bianchi (Garcia y Chirinos, 2003)

Determinacion del Indice diastasico, segun el método de Bianchi (Garcia

y Chirinos, 2003).

3.2.2. Aislamiento e identificacion de levaduras

Para el aislamiento e identificacion de levaduras del nicho natural de la miel de

abeja, se realizo una fermentacion espontanea de la miel de abeja enriquecida con

polen, se tomo 50,00 g. de miel de abeja y 1.00 gramo de polen, se preparo el mosto

ajustandose a 15° Brix y 5.6 de pH. el mosto se coloco en un matraz de 250 ml.

Para realizar una fermentacidn espontéanea (sin adiciéon de levaduras) por un periodo

de tiempo de 4 dias donde se observo presencia de levaduras.
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3.2.2.1. Aislamiento de levaduras
Se tomé 5 ml de muestra de la fermentacion espontéﬁea y se llevo a un tubo de
ensayo, luego se adiciono 10 ml de solucién Rauling y posteriormente se dejo
en reposo a 20 °C, durante 24 horas. El principio del uso de la solucion Rauling
se basa en la actividad isotonica que produce la solucion frente a la pared
celular de bacterias.
Pasado las 24 horas se realizaron diluciones de 107, 10% y 10 en agua
peptonada estéril al 1% a partir de la muestra que contiene soluciéon Rauling.
De las diluciones se tomaron asépticamente 0,5 ml y se sembré en profundidad
en agar Saboreaud al cual se le adicion6 300 mg/L de metabisulfito de sodio, a
pH 3.5 como agente inhibidor de levaduras no Saccharomyces. Luego se llevo
a incubacion durante 48 horas, a 26°C £2°C.
Las colonias crecidas en agar se resembraron en tubos con agar inclinado de
igual composicion, con la diferencia que en esta operacion el pH se ajust6 a
5,6. Luego de ello, los tubos se incubaron durante 48 horas a 26°C +2°C.
Composicion quimica para 100 ml de solucion Rauling

o Peptona 050g

o Na(Cl 085¢g

o Na;HPO, 12H,O 090 g

o KH,PO4 0.15¢g

o Agua destilada 100 ml

o pH 7.6
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3.2.2.2. Mantenimiento de levaduras
Las cepas aisladas en agar inclinado se conservaron a 6°C con la finalidad de
disminuir la variabilidad genética. De igual modo cada cepa se resembré en

agar nuevo de igual composicion cada 3 meses.

3.2.2.3. ldentificaciéon de levaduras

La identificacion de géneros de levadura nativa se realizdO mediante
microscopia y estudio fisiologico. Para la determinacién morfolégica se utilizo
un microscopio Optico Revelatium 3, USA. se observo a una resolucion de 10X
y 40X para determinar el color, apariencia y la forma de las colonias, Asi
mismo, en los ensayos de fisiologia se utilizaron los azucares (fructosa,

glucosa, maltosa, galactosa, sacarosa y almidon).

3.2.2.3.1. Estudio morfolégico

Las colonias aisladas se observaron directamente en el miCroscopio a una
resolucion de 40X, asi se determinaron el color, textura y la forma de las
colonias desarrolladas sobre agar Sabouraud. Para la observacion de
células de levadura al microscopio se preparé en portaobjetos una
suspension celular a partir de las colonias aisladas y se cubrié con
portaobjetos y se llevo a flamear, quedando listo para la observacion al
microscopio a la misma resolucion; se observo la forma y color de las

»

células como herramienta para la identificacion de géneros de levaduras.
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3.2.2.3.2. Estudio fisiolégico

El estudio fisiologico se realizo cultivando las cepas aisladas en un medio
de cultivo liquido con 2 % w/v de fuente de carbono, 1% w/v de peptona,
0.5% w/v de extracto de levadura ajustando el pH a 5,6. Se utilizo la
técnica de fermentacion en tubos de ensayo conteniendo tubos Durham,
para ello se tomo una azada de cada colonia crecida en agar Saboraud y
se inoculo directamente en los tubos de ensayo, luego se llevo a
incubacién por 48 horas a 29°C + 1°C, realizando el control de

produccién de CO; y pelicula a las 24 horas y 48 horas.

En esta etapa del aislamiento se realizaron pruebas de tolerancia al etanol
y acido acético se realizdé con la finalidad de determinar la capacidad
fermentativa de las cepas de levadura aisladas en presencia de acido
acético y etanol, metabolitos que normalmente producen durante la

fermentacion alcoholica desarrollados por las levaduras saccharomyces.

Tolerancia al etanol.- La tolerancia de las cepas aisladas al etanol
exdgeno a distintas concentraciones se desarrolld para evaluar su
capacidad fermentativa. Se utilizo la técnica de cultivo en tubos de
ensayo conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2 %w/v de
fuente de carbono, 1% w/v de peptona, 0.5% w/v de extracto de levadura
ajustando el pH a 5.6, al cual se le afiadi6 etanol a 97% v/v hasta alcanzar
concentraciones en los tubos de 6,0% v/v; 8,0% v/v; 12% v/v; 14% v/v;
16% v/v, respectivamente. Se evalu6 a una temperatura de 29°C £1°C y
se realizo el control de los resultados a las 24 horas y 48 horas, siendo 48

horas el tiempo total.
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Tolerancia al acido acético.- La tolerancia de las cepas aisladas al 4cido
acético se realiz6 para evaluar su capacidad fermentativa en medio de
acido acético, se utilizo la técnica de cultivo en tubos de ensayo
conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2% w/v de fuente de
carbono, 1% w/v de peptona, 0.5% w/v de extracto de levadura ajustando
el pH a 5.6, agregando acido acético 98% v/v, hasta alcanzar
concentraciones de 100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L., 400 mg/L y 500
mg/L respectivamente, la fermentacion se realizé a 29°C £1°C durante 48
horas, los resultados se tomaron a los 24 horas y 48 horas.

Estudio produccion de etanol.- Para determinar el volumen de etanol
que las cepas seleccionadas son capaces de producir, se utilizo mosto de
miel como medio de fermentacion. El mosto de miel se preparo
conteniendo 22 °Brix de solidos totales. Las fermentaciones se
realizaron a 29°C por un periodo de 16 dias, y el pH del medio se ajusto
a 5,6. Las fermentaciones se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250
ml conteniendo 200 ml de medio de fermentacion estéril, a los matraces
se acondicionaron gargantas de cisne conteniendo glicerol para asegurar
la esterilidad del medio, las evaluaciones de produccion de etanol se
realizaron a los 5 dias, a los 10 dias y a los 16 dias, la concentracion de

etanol producido se determin6 mediante la técnica de picnometria.

Sedimentacion y formacion de espuma.- Siendo la sedimentacion y la
formacion de espuma factores a medir dentro de la seleccion de levaduras
vinicas, se evaluo la capacidad de sedimentacion rapida y formacion de

poca espuma, el estudio se efectud conjuntamente con la produccion de
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etanol, bajo las mismas condiciones y especificaciones, la sedimentacion
y formacion de espuma se evalud visualmente durante el proceso de

fermentacion de la hidromiel en matraces.

3.2.2.4. Estudio de fermentabilidad en mosto de miel

Para la seleccion definitiva de cepas de levaduras nativas aisladas la cepa de
levadura nativa, se sometié a evaluacion controlando el poder fermentativo en
mosto de miel de abeja principalmente la reduccion de los grados Brix del
mosto de miel, ademas se evaludé el comportamiento del pH, se realizo el
estudio de fermentabilidad en mosto de miel para ver la cepa de levadura

aislada con mejores caracteristicas de fermentabilidad en mosto de miel.

3.2.3. Preparacion del inoculo

El inoculo para la fermentacion se cultivd en mosto de miel como medio de
sustrato diluyendo la concentracion de azicar hasta 2% w/v y ajustando el pH a 5,6.
el mosto a utilizar se preparo en matraces, conteniendo 200.0ml cada uno, se realizod
un tratamiento térmico en autoclave a 121.0°C por periodo de tiempo de 15 min.
Para asegurar la esterilidad del medio de cultivo; posteriormerite se dejo enfriar
hasta que el mosto tenga una temperatura de 25 a 30 °C aprox. Luego se procede a
la siembra de levaduras cerca a la flama, 7 azadas de cepas de levadura para cada
matraz, la propagacion del cultivo se llevo a cabo en un agitador orbital a 100 rpm a
29°C durante 48 horas; la cantidad de inoculo utilizado para realizar la

fermentacion fue de 2,5% v/v con respecto al volumen de fermentacion.
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3.2.4. Preparacion del mosto

El fermentador se lleno de mosto las tres cuartas partes de su capacidad, dejando un
especio libre para la espuma que se puede formar durante la fermentacion
alcoholica, se preparo 28 litros de mosto, para lo cual se realizo el siguiente calculo.
Considerando los datos de la revision bibliografica, 20 gramos de azicar
consumido proporciona 1,0 grado Gay Lussac de alcohol en un litro, Se planteo
preparar un Hidromiel con 13° G.L. a partir de una miel con contenido de 70,8 %
azucares reductores.

20.0g. x 13 % x 100 = 367,23 g. /L.
70,8%

Por consiguiente, como se requiere 28 litros de mosto sera:

367,23 g. /L x28L =10,282 Kg. de miel
El volumen de agua a afiadir a esta cantidad de miel, conociendo la densidad de la
miel de abeja, es el siguiente valor:

10,282 kg de miel / 1,4225 kg. / L = 7,228 litros de miel.
Luego: 28 litros de mosto - 7,228 litros de rrﬁel. = 20,772 litros de agua.

Se afiadira 20,772 litros de agua sobre los 10,282 kg de miel.
Pesamos 10,282 Kg. de miel de abeja y depositamos en un recipiente higienizado,
se agrega 20,772 litros de agua para homogenizar la miel y para mezclar
componentes nutritivos como el fosfato de amonio, se homogeniza todos los
ingredientes del mosto, asegurandose de que la miel este bien diluida y los insumos.
Se realizd el tratamiento térmico en cocina de gas a 85 °C. temperatura de
ebullicion por periodo de tiempo de 10,0 min. El tratamiento térmico se realizo en
batch de 14 litros considerando el mismo tiempo de pasteurizado para todos los

batch. El mosto contenia 0,10% de polen, el segundo batch contenia 0,20% de
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polen, de esta manera se acomoda para facilitar los tratamiento en la fermentacion
en dos bloques con dos concentraciones de polen 0,10% y 0,20% como medio
nutritivo a dos temperatura 20°C y 30 ° C.

El mosto pasteurizado se trasvasa a los fermentadores higienizados 3,5 litros cada
uno, los fermentadores estuvieron provistos de tapones y sus manguerillas
respectivas, posteriormente se dejo en reposo para enfriar hasta una temperatura

aprox. De 25 °C en el mosto.

3.2.5. Inoculacién y fermentacion

Una vez que el mosto adquiri6 la temperatura deseada, se inoculo en condiciones
estériles cerca a flama, se realizo la operacion con pipetas esterilizadas el volumen
de inoculo fue 2,5% del volumen total del mosto.

El proceso de fermentacion se llevo acabo en un fermentador artesanal, bidones de
vidrio (damajuanas) provistos de manguerillas para toma de muestra y trampa de
CO02, a las 24 horas iniciada la fermentacion se adicion6 0,10 g. de metabisulfito de
sodio pulverizado por cada litro de mosto.

La fermentacién se llevo acabo a medio ambiente 20 °C promedio y en ambiente
controlado de 30 °C. la cepa levadura Saccharomyces sp. Con dos concentraciones
de polen como fuente de nutriente, resultando 8 tratamientos en total.

Se realizo controles cada 48 horas los parametros de solidos solubles y pH, se
considero la toma de muestra desde el momento de la inoculacion de levaduras.
3.2.6. Clarificacion

Concluida la fermentacion, el clarificado se realizo a través de 2 trasiegos, se
realizo a recipientes higienizados utilizando un sifén y por gravedad, el primer

trasiego se realizo para retirar el sedimento, el segundo trasiego se realizo a los 20
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dias pasados del primer trasegado se realizo el segundo trasegado cuando la
hidromiel se mostré limpido, formando una capa reducida de sedimento en la base
del fermentador, no se utilizo clarificante en vista que Layens (2008) afirma que es

mejor esperar que clarifique la hidromiel por si misma.

3.2.7. Envasado
El envasado se realizo en forma artesanal en botellas de vidrio de 750 ml de
capacidad higienizados previamente, las botellas con contenido de hidromiel se

encorcharon manualmente con corchos conicos higienizados previamente.

3.2.8. Evaluacion de Ia calidad de la hidromiel
Al finalizar el proceso de elaboracion de la hidromiel, luego de la fermentacion,

clarificado, se evalu6 la calidad fisicoquimica y sensorial de la hidromiel.

Evaluacion fisicoquimica.- El control fisicoquimico de la hidromiel se realizo
transcurrido 2 meses iniciada la elaboracion de la hidromiel, se efectuaron
evaluaciones de porcentaje de etanol producido, acidez total, pH por la técnica de

potenciometria.

Evaluacion sensorial.- Para evaluar la calidad sensorial de la hidromiel se realizo a
través de la prueba descriptiva cuantitativa, para los atributos de intensidad de color
amarillo palido, intensidad de aroma, sabor agrio, sabor a levadura, sabor
alcoholico, sabor a miel, sabor a polen y aceptabilidad general; los paneles de

juzgamiento estuvieron conformados por jueces semi entrenados. Para la seleccion
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de los jueces se tomo en cuenta edad, sexo, es necesario mencionar que la
evaluacion sensorial se hizo con la finalidad de evaluar la aceptabilidad de la
hidromiel, los jueces fueron entrenados en cuanto a evaluacion sensorial de vinos y
bebidas alcohdlicas con clases teodricas y practicas, se selecciond a los jueces,
quedando una terna que pueden diferenciar con facilidad los atributos sensoriales
de la hidromiel, se utilizaron cartillas de respuesta para recolectar las puntuaciones

obtenidas por cada juez.

Disefio experimental.- En el presente estudio el disefio experimental utilizado fue

. . n . . . .
el disefio factorial N = 2" ; se manejaron dos variables independientes; temperatura

con dos niveles (20°C, 30°C) y concentracion de polen con dos niveles (0.10%,
0.20% w/v), las variables dependientes son: etanol (%), Acidez total (meq/Kg.) y
pH; se realizo una optimizacion de temperatura y adicion de polen como fuente de
sustrato para la levadura nativa, el numero de tratamiento utilizado es N = 2° = 4
tratamientos efectuados por duplicado, la ecuacion modelo para la optimizacion
es:V.j, =a+ BT, +B,P +p,,I,P +¢,j,, donde a =5% de error y 95% limite de

confianza.

Analisis estadistico.- El analisis estadistico se realizo para ver las significancias
estadisticas de la produccion de Etanol, acidez total y pH en la hidromiel; el P-valor
calculado se comprueba con la media al cuadrado contra una estimacién del error
experimental, el procesamiento estadistico se realiz6 al 95% del nivel de confianza
y con 5% de error experimental, el analisis se realizO con el paquete estadistico

STATGRAPHICS Plus Version 5.1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Composicion fisicoquimica de la miel de abeja
La composicidén fisicoquimica de la miel de abeja se evalud antes del uso en la
fermentacion alcohdlica, la muestra de miel de abeja procedié del distrito Pichirhua —
Provincia Abancay y Region Apurimac, posterior al analisis fisicoquimico se utilizo la
miel de abeja como materia prima para el proceso de obtencion de la hidromiel con una

cepa de levadura aislada.

Azucares reductores.- El resultado promedio obtenido de la muestras de miel fue:
70,79 £ 0,098 %, segun ITINTEC (1980), norma 209.168 establece un minimo de 65%,
mientras tanto Prost (2006) sefiala 79.59%,; ademas Jerkovic et. al. (2010) en el estudio
de “contribucién y caracterizacidon de la miel: composicion de aroma, mercado de la
miel, compuestos y actividad antioxidante”, reportd 74.495% de azucares, el resultado
obtenido se encuentra dentro de lo reportado por la ITINTEC, ademas el resultado se
encuentra por debajo del resultado hallado por Prost (2006) y Jerkovic et. al. (2010); se
afirma del resultado obtenido, que los azucares reductores que la materia prima posee es
un porcentaje adecuado como nutrientes para las levaduras en el proceso de
fermentacion alcohélica en la obtencion de la hidromiel.

Humedad.- El valor obtenido es 17,53 & 0,081 %, Jerkovic et al. (2010) reporta 21.3%,
mientras tanto la ITINTEC (1980) establece un valor como méaximo 21%; Prost (2006)
reporta 17,20% de humedad, el resultado obtenido se encuentra por debajo del valor
establecido por la ITINTEC, ademas se encuentra por debajo del valor hallado por Prost
(2006), pero el valor encontrado por Jerkovic et. al. (2010) es superior incluso al valor
establecido como maximo por la ITINTEC; se asevera del resultado que la humedad

esta en funcion de los soOlidos solubles, ademas indica el grado de madurez y
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concentracion de carbohidratos en la miel, puesto que resultado obtenido esta dentro de
los valores hallados por otros autores y es adecuado para el uso en la obtencidén de

hidromiel.

Ceniza.- La ITINTEC (1980) reporta un maximo de 0,6%, mientras tanto Prost (2006)
reporta 0,17%; en la investigacion se hallo 0,45 + 0,031 % valor cercano al establecido
por la ITINTEC (1980) y por encima del valor hallado por Prost (2006) publicado en su
libro “Apicultura: conocimiento de la abeja, manejo de la colmena”, el resultado
obtenido es alto en comparacion de los resultados obtenidos por los autores sefialados,
la diferencia es basicamente debido al contenido de minerales de la miel, que esta en

relacion a la procedencia de la miel y la flora melifera.

Solidos solubles totales.- se determindé a través del indice de refraccion a una
temperatura promedio de 20°C. Que correspondio6 a 80,83 + 0,289 °Brix. Mientras tanto
Pérez (1996) reporta un valor de 84° Brix, el contenido de solidos solubles totales esta

en funcién de la madurez de la miel de abeja.

pH.- el valor obtenido es 4,32 £ 0,100, valor cercano al valor obtenido por Pérez (1996)
4,18, mientras tanto Resurreccion (1988) reporta 3,96 en el estudio “Factibilidad
Técnica de Elaboracion de Hidromiel”, también Rinaldi (1971) sefiala que podria estar
entre los valores de 3,2 y4,9; el valor encontrado en la investigacion se encuentra dentro

de los valores reportados por otros investigadores.
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Acidez total.- Rinaldi (1971) reporta valores entre 0,348 y 0,052, mientras tanto Pérez
(1996) reporta un valor de 0,196. En el presente analisis se determiné 0,15 + 0,009,
valor cercano al valor obtenido por Pérez (1996) y esta por debajo del valor establecido
como maximo por ITINTEC (1980) pH de 4 como maximo, ademas del resultado
obtenido se deduce que la variacion de la acidez total es por consecuencia de los
factores, como el origen de la flora melifera, estacion del afio y factores

medioambientales.

indice diastasico.- El indice diastasico es conocido también como poder diastasico, se
hallo un indice diastasico de 4,53 + 0,076, sin embargo la ITINTEC (1980) reporta
como indice diastasico de 3, y Resurreccion (1988) afirma en el estudio “Factibilidad
Técnica de Elaboracion de Hidromiel” hallo un indice diastasico de 8, el valor hallado
se encuentra por encima del valor reportado por la ITINTEC y por debajo del resultado
de Resurreccion, ITINTEC (1980) afirma que el indice diastasico permite establecer el

grado de frescura y autenticidad de la miel de abeja.

Hidroximetil furfural.- Prost (2006) afirma que podria estar entre los valores de
40mg/Kg y 80mg/Kg. dependiendo del clima donde se produce, mientras tanto
Resurreccion (1988) encontré un HMF de 40mg/Kg. el valor obtenido en la presenta
investigacion es 38,30 + 0,854 mg/1000g. de miel de abeja, valor cercano al obtenido
por Resurreccion (1988); se asevera que Prost (2006) en su libro “Apicultura:
conocimiento de la abeja, manejo de la colmena” afirma que la miel una vez depositada
en el panal ocurre un envejecimiento natural, ademas el HMF se produce por

tratamientos térmicos de la miel.
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Densidad.- A 20°C segun la ITINTEC (1980) reporta como minimo 1,37 g/cc, mientras
tanto prost (2006) reporta 1,410 y 1,435, el valor obtenido fue 1,42 + 0,016 g/cc.,
coincidiendo con el reporte de (Resurreccion, 1988) que reportd 1,420 g/cc., ademas el

valor encontrado se ubica por encimas del establecido por la ITINTEC (1980).

. Tabla 03. Caracteristicas a nivel fisicoquimico de la miel de abeja

Principales componentes

Azucares reductores 70,79 + 0,098 %

Humedad 17,53 = 0,081 %

Ceniza 0,45+0,031 %

Solidos solubles totales 80,83 + 0,289 °brix.

pH 4,32 +0,100

Acidez total 0,15 £ 0,009 %
Indice diastasico 4,53 + 0,076

Hidroximetil furfural 38,30 + 0,854 mg/kg.

Densidad 1,42 + 0,016 g/cc.

Fuente: Elaboracion propia

4.2. Aislamiento e identificacion de levaduras nativas

La Tabla 03 muestra las cepas de levadura aisladas de la miel de abeja, se aislaron tres
cepas de levadura y se codificaron cada una respectivamente, para su identificacion y

posterior seleccion y clasificacion, como se sefiala a continuacion.

Tabla 04. Cepas de levaduras aisladas del nicho de 1a miel

i Cepas Género Simbolo
Cepa A Saccharomyces sp. S.sp. BA-IA-2009-1
CepaB Saccharomyces sp. S.sp. BA-IA-2009-11
] Cepa C Saccharomyces sp. S.sp. BA-1A-2009-111

Fuente: Elaboracién propia.
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4.2.1. Estudio morfolégice
Las colonias que se aislaron presentaron: color de la colonia blanquecina,
apariencia brillante, de forma circular con bordes irregulares y sin anillos, las cepas
de levaduras presentan formas circulares, color cremas, ademas (Madigan,
Martinco y Parker) sefialan que las levaduras del genero ascomicetos normalmente
son ovales o casi cilindricas, mientras tanto Regodon (2003) sefiala que las
levaduras del genero Saccharomyces morfologicamente son esféricas o elipsoidales
y presentan color crema mantecoso, sus colonias son lisas, circulares y muy
prominentes, del estudio morfologico se asevera que las cepas de levadura aisladas

del nicho natural de la miel son del genero Saccharomyces.

Figura 02. Colonia de levaduras de la dilucion 107



65

4.2.2. Estudio fisiolégico
4.2.2.1. Tolerancia al metabisulfito de sodio (Na,S,0s)
La Tabla 04 muestra la tolerancia al metabisulfito de las cepas de levaduras
aisladas del nicho natural de la miel de abeja, sé evaluo a través de
puntuaciones con aspas (*) y mas (+) de acuerdo a la intensidad, observando
la formacion de film y produccién de CO2 en la fermentacion en tubos

durhan.

Tabla 05. Evaluacion de la tolerancia al metabisulfito de sodio

300 0
Concentracion 200 ppm ppm 400 ppm .
Cepa pH.3 | pH.3.5 | pH.4 |pH. 3 |pH3.5| pH. 4 | pH. 3 | pH3.5 p4‘
24 hr. C,OZ ' - - - - - R
A Film. + + + - - - - - -
C02 x % Rk Ak & - * %% - - .

48 hr. .
Film. + ++ +++ - + + - - -
CO2 - * Cox - - - - R

4 hr.

B 24 hr Film. * + + - - _ _ A 3
COZ &k k%% FE X _ _ _ _ _ _

48 hr. -
Film. | ++ +H+ ++ - - - - - -
cO2 - - - - - - - - -
. 24 hr. i - - - - - ] - - :
CO2 - - - - - - - - _
48 hr. Film. - - - . i N B i :

Produccion de CO;,: Intenso: *** Moderado: **, Débil: *.
Formacion de film sobre la superficie del medio: intenso: +++, Moderado:
++, Débil: +.
En la Tabla 04 se puede observar de acuerdo a los resultados obtenidos que,
La cepa C, no es tolerante al metabisulﬁté, tampoco tiene indicios de
fermentacion por tanto no se considera en estudios posteriores, se considera que
es una levadura no Saccharomyces., mientras tanto la cepa A tiene tolerancia al

metabisulfito hasta 300ppm a los 48 horas, Mesas y Alegre (1999) sefiala que las
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levaduras del concentraciones de

genero Saccharomyces toleran altas
metabisulfito, encontrandose tolerancia de metabisulfito hasta 250mg/l; ademas
Mas, Torija, et al. (2006) afirma que es una caracteristica deseable la resistencia
del sulfito, mientras tanto la cepa B presenta caracteristicas similares a la cepa A

en cuanto a la tolerancia al metabisulfito, sin embargo la produccién de CO2 y la

formacion de film se ve de manera reducida que la cepa A.

4.2.2.2. Fermentabilidad de azucares

La Tabla 05 muestra la capacidad fermentativa de azucares por las levaduras
aisladas del nicho natural de la miel de abeja, se evalud a través de
puntuaciones con aspas (*) y mas (+) de acuerdo a la iﬁtensidad, observando
la formacion de film y produccién de CO2 en la fermentacion en tubos
durhan, la capacidad fermentativa se realizé en azucares como la fructosa,
glucosa, galactosa, sacarosa y almidon, las evaluaciones se realizaron a los
24 horas y 48 horas.

Tabla 06. Capacidad fermentativa de azicares por levaduras aisladas

Cepa A Cepa B
Cepa ., | Formacién .. | Formacion
Formacion Formacion
de CO2 de film de CO2 de film
Fuente de carbono © (pelicula) (pelicula)
24 hr. | #%=* +++ el +++
Fructosa A3 e | wen T . v
Gl 24 hr. | ** ++ ki k +++
ucosa 48 hr. | **= +++ fx% +++
Malt 24 hr. | - - - -
altosa TYYREL " - -
24 br. | - - - -
Galact
alactosa Bh - - g .
S 24 hr. | *%* +++ * +
acarosa A8 hr | wew T s T
24 hr. | - - - -
Almidd
midén A3 he |- - - -
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Produccion de CO;: Intenso: *** Moderado: **, Débil: *.

Formacién de film sobre la superficie del medio: intenso: +++, Moderado:

++, Débil: +.
Fructosa Glucosa Maltosa Sacarosa
[ l -~ ] . ) ‘ € -

i

: S$4

Figura 03. Fermentabilidad en azucares por cepas aisladas

La cepa A y B presentan caracteristicas similares en la fermentacion de azucares,
como fructuosa y glucosa, observandose una formacion de CO2 y formacion
film intenso a las 24 horas y 48 horas, esta similitud nos conlleva asemejar
ambas levaduras, ademas Mesas y Alegre (1999) sefiala que una fermentacion
alcoholica se observa con la produccion de CO2 y produccion de compuestos
secundarios y es caracteristico de levaduras del genero Saccharomyces.; también
Mas, Torija et al. (2006) afirma que es una caracteristica deseable la

degradacion total de los azucares fermentables en el mosto por las levaduras.

4.2.2.3. Tolerancia al etanol
La Tabla 06 muestra la tolerancia al etanol por las levaduras aisladas del
nicho natural de la miel de abeja, las concentraciones de etanol fueron 6.0%,

8.0%, 12%, 14% y 16% se evalud a través de puntuaciones con aspas (*) y
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mas (+) de acuerdo a la intensidad, observando la formaciéon de film y

produccion de CO2 en la fermentacion en tubos durhan, las evaluaciones se

realizaron a los 24 horas y 48 horas.

Tabla 07. Evaluacion de tolerancia al etanol por cepas aisladas

Levadura Cepa A Cepa B
Formacidon | Formaciéon | Formacion | Formacion
Concentracion de CO, de film de CO, de film
de etanol (pelicula) (pelicula)
24 hr. *k 5k _ %% _
60% 48 hI' %k 4+ % kok 4+
ok _ * ok _
8.0 % 24 hr.
48 hr, | *** ++ * +
24 hr. - - -
12 %
° 48hr. | * - - -
24hr. |- - - -
14 %
° 48 hr. - - -
24 hr. - - - -
16 %
° 48 hr. - - - -

Produccion de CO;: Intenso: *** Moderado: **, Débil: *.

Formacion de film sobre la superficie del medio: intenso: +++, Moderado:

++, Débil: +.

La cepa B tuvo una tolerancia moderado a 8% de etanol a los 48 horas, mientras

tanto, la cepa A toleré 12 % de etanol a los 48 horas, mostrando una produccion

de CO2 débil y a las 48 horas con 8% de etanol muestra una formacion de film

intenso, ademas Mesas y Alegre (1999) sefiala que las levaduras del genero

Saccharomyces toleran altas concentraciones de etanol, pudiendo tolerar hasta

17 % los del genero Saccharomyces cerevisiae, 'y los del genero Saccharomyces

bayanus tiene poder alcohologeno de 18%; también Mas, Torija et al. (2006)

afirma que es una caracteristica muy buena la alta tolerancia al etanol por las

cepas de levaduras.
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La Tabla 07 muestra la tolerancia al acido acético por las levaduras aisladas

del nicho natural de la miel de abeja, las concentraciones de acido acético

fueron: 100ppm, 200ppm, 300ppm, 400ppm, 500ppm, se evalud a través de

puntuaciones con aspas (*) y mas (+) de acuerdo a la intensidad, observando

la formacion de film y produccion de CO2 en la fermentacion en tubos

durhan, las evaluaciones se realizaron a los 24 horas y 48 horas.

Tabla 08. Evaluacion de tolerancia al acido acético por cepas aisladas

Levaduras Cepa A Cepa B
) Formaci6 | Formacion de | Formaciéon | Formacion de
Concentracion )
_ ) nde CO, | film (pelicula) de CO, film (pelicula)
de &cido acético
24 hrs. *oAk ++ *okF T+
100ppm
48 hI'S. Hk ok 4+ dkk 44+
24 hrs. ook ++ ek -+
200ppm
48 hrs. ok +++ e +++
24 hrs. * + ok +++
300ppm
48 hrs. Ak ++ ook ++
24 hrs. - - * +
400ppm
48 hrs. * + ok ++
o 24 hrs. - - - -
500ppm
PP 48 hrs. - - -

Produccidén de CO,: Intenso: *** Moderado: **, Débil: *.

Formacion de film sobre la superficie del medio: intenso: +++, Moderado:

++, Débil: +.
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Figura 04. Tolerancia al acido acético por cepas aisladas

Resistencia al acido acético a los 48 hr. A 100, 200 y 300 ppm.
La cepa B, tiene una tolerancia intensa a 100ppm, 200ppm y 300ppm a los 24 y
48 horas, de igual manera la formacién de film se observa intenso hasta 24 horas
a 300ppm de acido acético, mientras tanto la cepa A muestra una tolerancia
relativa, mostrando tolerancia moderada a 300ppm y 48 horas, ademas Mas,
Torija, et. al. (2006) afirma que la produccion de acido acético por las levaduras
es una caracteristica no deseable en la fermentacion alcoholica, como también la

produccién de acidez volatil.

4.2.2.5. Produccion de etanol
La Tabla 08 muestra la capacidad de produccion de etanol por las cepas de
levaduras A y B aisladas del nicho natural de la miel de abeja, las
concentraciones de etanol se determinaron a los 5 dias, 10 dias y 16 dias de

fermentacion.
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Tabla 09. Evaluacion de produccion de etanol por cepas aisladas.

Cepa de Levaduras | Produccion de etanol (%)

Tiempo Cepa A Cepa B
Dia 5 4,53+0,771 | 3,31+0,315
Dia 10 6,840,404 | 526+0,275
Dia 16

8,22+0,220 | 7,51+0210

Fuente: Elaboracion propia
De la produccion de etanol en 16 dias se observa que la cepa A aislada
del nicho natural de la miel es buen productor de etanol, produciendo 8,2% de
etanol en 16 dias, el medio o mosto estuvo en condiciones Optimas para la
supervivencia de las cepas; Mas, Torija et. al. (2006) sefiala que es una buena
caracteristica en la fermentacion alcoholica la total degradacion de los azucares
fermentables, como también la capacidad fermentativa a bajas temperatura y

altas presiones.

4.2.2.6. Sedimentaciéon y produccion de espuma
La Tabla 09 muestra la capacidad de sedimentacion y formacion de espuma
por las cepas de levaduras A y B aisladas del nicho natural de la miel de
abeja, las evaluaciones se efectuaron a través de puntuaciones con aspa (*) y
mas (+), de acuerdo a la intensidad, observando la sedimentacién muy
turbio, algo de turbidez y sin turbidez, mientras tanto la produccion de
espuma se evalu6 observando una formacion de espuma intenso, moderado y

débil en el proceso de fermentacion.



Tabla 10. Sedimentaciéon y formaciéon de espuma por cepas aisladas.
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Levaduras Cepa A Cepa B
Diasde ) Sedimentacion | F. Espuma | Sedimentacion | F. Espuma
fermentacion
4 dia - +++ - A+
6 dia - +++ - -+
7S dia - ++ - S+
8 dia - ++ - ++

e
10 dia skkok + kK ook +
pn
ﬂ dia kkk _ gk ok +
14 dia o - *oxk -
16 dia * - *x -
m
Sedimentacidén: muy turbio: ***  algo de turbio: **, sin turbidez: *.

Formaciéon de

Débil: +.

espuma sobre la superficie: intenso: +++, Moderado:

Se observo que a los 16 dias la cepa A tiene una sedimentacion mas apropiada

que la cepa B, también en cuanto a la formacion de espuma se observo que la

cepa A posee poca formacion de espuma; Mas, Torija et. al. (2006) sefiala que es

una caracteristica no deseable en la fermentacion alcohélica la produccion

espuma.

Teniendo como resultados de los estudios morfologicos y fisiologicos de

de

las

cepas de levadura aisladas del nicho natural de la miel de abeja, se tiene la cepa

A de genero Saccharomyces sp. Con simbolo S. sp. BA-IA-2009-1, con mejores

caracteristicas fisiologicas para la metabolizacion de los azucares presentes en la

miel de abeja, se obtendra la hidromiel utilizando la cepa A Saccharomyces sp.

(S. sp. BA-IA-2009-1).
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4.2.3.Obtencion de hidromiel con cepa seleccionada (8. sp. BA-IA-2009-1).
4.2.3.1. Controles iniciales al mosto
Se preparo y se corrigio 28 litros de mosto con las siguientes caracteristicas:

Sélidos solubles totales : 23.0° Brix.

Acidez total - 0.0440 meq. de acido sulfurico/Kg.
pH inicial :3.80
PH ajustado 1420

4.2.3.2. Variacion de los grados Brix y pH durante la fermentacion
La Tabla 10 muestra la variacion de los grados Brix y el pH durante la
fermentacion alcohodlica de la hidromiel, la fermentacion alcoholica se llevo
acabo durante 16 dias y las evaluaciones de ° Brix y pH se efectuaron cada 2

dias.

Tabla 11. Variacion de ° Brix y pH durante la fermentaciéon de hidromiel

Tiempo Fermentacion a 20°C Fermentacion a 30°C
(dias) ° Brix pH ° Brix pH
0 23,00 420 23,00 420
2 22,00 3,50 20,00 3,60
4 20,50 2,95 17,50 2,85
6 19,00 2,92 15,40 2,92
8 17,00 2,90 13,30 2,95
10 16,50 2,93 12,00 2,80
12 15,50 2,95 11,20 2,50
14 14,50 2,95 11,00 2,00
16 14,00 3,18 10,50 2,10
18 13,50 3,06 10,00 3,24
20 12,00 3,10 9,50 3,12
22 11,80 3,16 9,00 3,14
24 11,50 3,17 8,20 3,16
26 11,00 3,17 7,30 3,20

Fuente: Elaboracion propia
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06. Variacion de grados Brix y pH con respecto al tiempo, a 30 °C.

La fermentacion alcoholica se realizo con la cepa A Saccharomyces sp. (S. sp.
BA-TIA-2009-1), levadura aislada del nicho natural de la miel de abeja, la

fermentacion estuvo sujeto a un factor de temperatura con dos niveles (20°C y
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30°C), el segundo factor fue adicion de polen también con dos niveles (0,10 % y
0,20%).

En la Figura 05 se muestra un descenso de los grados Brix de manera
lenta, llegando a un maximo de 11 ° Brix en 26 dias a 20 °C, ademas el
comportamiento del pH no muestra mucha variabilidad, obteniéndose a los 16
dias un valor de 3.17, mientras tanto a los 14 dias tuvo una reduccion hasta 14 de
pH, el comportamiento del pH en los primero dias de la fermentacion se reduce,
luego incrementa considerablemente; la reduccion brusca del pH en una primera
etapa de la fermentacion es debido que las levaduras consumen los azucares y
existen alta concentracion de acidos organicos, mientras tanto cuando el pH
incrementa es debido a la reduccion de los acidos organicos en el mosto.

Ademas En la Figura 06 se observa un descenso acelerado de los grados
Brix, obteniéndose a los 26 dias de fermentacion un valor de 7.30 inferior a la
fermentacion a 20 °C, Mesas y Alegre (1999) explica que la temperatura es un
factor importante en la fermentacion, a mayor temperatura la fermentacién
alcohdlica transcurre rapidamente, ademés las levaduras a 30°C se desarrollan
muy rapido;, mientras tanto el comportamiento del pH es muy variable, se
observa un descenso acelerado llegando al dia 14 con 2, y luego se muestra un

ascenso hasta llegar a 3.20 de pH a los 16 dias.

4.2.3.3. Controles al producto final
La Tabla 12 muestra el analisis fisicoquimico realizado al hidromiel, los
analisis realizados fueron porcentaje de etanol, acidez total, y pH; el analisis

fisicoquimico al hidromiel se efectué concluida el proceso de fermentacion.
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Tabla 12. Analisis fisicoquimico al hidromiel

Variables del Proceso Variables de Respuestas
Temperatura Polen Etanol | Acidez (meq.
(°C) (%) (%) acido sulf./Kg) pH
20,0 0,10 10,1 0,27 3,1
30,0 0,20 11,9 0,249 3,22
30,0 0,10 10,3 0,243 3,19
20,0 0,20 10,4 0,306 3,17
20,0 0,10 10,2 0,31 32
30,0 0,20 12,8 0,264 3,29
30,0 0,10 11,3 0,234 3,22
20,0 0,20 11,9 0,264 3,17

La fermentacion alcoholica se realizo con una cepa de levadura aislada del nicho
natural de la miel de abeja con codigo (S. sp. BA-IA-2009-I); la fermentacion se
realizo con dos variables independientes cada una con dos niveles: temperatura
(20°C y 30°C), y adicion de polen (0,10 %y 0,20%).

Del cuadro se asevera que la fermentacion a 30 ° C se desarrolla rapidamente,
produciendo hasta 12.8% de etanol con una concentracién de 0,20% de polen
como nutrientes para las levaduras a 30°C, mientras tanto a una temperatura
ambiente de 20 °C con concentracion de 0,10% de polen produjo 10, 1% de
etanol; Mesas y Alegre (1999) afirma también que a temperaturas elevadas la
fermentacion alcohdlica es acelerada, (Culbertson, Duncan 2006, Mesas y
Alegre, 1999) afirman, los nutrientes en el mosto influyen en la produccion de
etanol y compuestos secundarios, aseveran también que las sustancias

nitrogenadas son factores determinantes para el desarrollo de las levaduras.
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4.2.3.4. Analisis estadistico

La cepa de levadura (A) aislada de la miel de abeja resulto ser el mejor, se
adapto mejor al mosto de miel de abeja, ademas fermentd mejor el mosto de la
miel, se realiz6 una optimizacion de temperatura y adicion de polen como fuente
de sustrato para las levadura nativa, para ello se trabajéo con dos factores de
entrada (temperatura y adicion de polen) con dos niveles cada uno (20° C, 30° C
y 0.10%, 0.20%), los factores a medir del producto son % de etanol, Acidez, pH,

Color, Olor, Sabor y aceptabilidad general.

El numero de tratamientos estuvo sujeto a un disefio factorial de N = kn; el

numero de variables son dos entonces se tiene N = 22 = 4 tratamientos, los
tratamientos se efectuaron por duplicado, la ecuacidn modelo para la
optimizacion es:Y, j, =a+ B, 7, + f,P, + B, ,T,P, +¢,j,, donde o =5% de error
y 95% limite de confianza, los datos se analizaron con STATGRAPHICS Plus

Version 5.1.

Tabla 13. Analisis de varianza para etanol

Andlisis de la Varianza para Etanol

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:Temperatura 1,71125 1 1,71125 10,19 0,049%¢6
B:Polen 3,25125 1 3,25125 19,36 0,0218
AB 0,15125 1 0,15125 0,90 0,412¢6
bloques 1,53125 1 1,53125 9,12 0,0568
Error Total 0,50375 3 0,167917

Total (corr.) 7,14875 7

R-cuadrado = 92,9533 por ciento
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 87,6683 por ciento
Error Estandar de Est. = 0,409776

Error absoluto de la media = 0,19375
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Los efectos, temperatura y la adicion de polen tienen los p-valores inferiores a
0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de nivel
de confianza, sin embargo la interaccion de la temperatura y el polen no tienen
influencia significativa en el etanol.

La ecuacion modelo matematico es:

Etanol = 8,95 + 0,01*Temperatura - 1,0*Polen + 0,55*Temperatura*Polen
Ademas los parametros optimizados para Etanol es: 30°C de temperatura y
0.20% de adicién de polen, para la produccion de un valor optimo de 12,35 % de

etanol.

B:Polen

A:Temperatura

AB

0 1 2 3 4 5
Efectos estandarizados

Figura 07. Grafico de Pareto para Etanol
De la figura 07. Del grafico de Pareto para etanol se asevera que el factor temperatura se
encuentra cerca a la linea de limite 6ptimo, indica que la temperatura tiene influencia
significativa en la produccion de etanol, mientras tanto la concentracion de polen tiene

minima influencia significativa en la produccion de etanol.

Tabla 14. Analisis de varianza para Acidez

Anédlisis de la Varianza para Acidez

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:Temperatura 0,0032 1 0,0032 5,24 0,1061
B:Polen 0,0000845 1 0,0000845 0,14 0,7347
AB 0,0002645 1 0,0002645 0,43 00,5576
bloques 0,000002 1 0,000002 0,00 0,9580
Error Total 0,001833 3 0,000611

Total (corr.) 0,005384 7
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R-cuadrado = 65,9547 por ciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 40,4207 por ciento

Error Estandar de Est. = 0,0247184

Error absoluto de la media = 0,01325

En este analisis, ninguno de los efectos tienen los p-valores inferiores a 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de nivel de
confianza, la temperatura y la adicion de polen no tienen influencia significativa
en la Acidez.

La ecuacion modelo matematico es:

Acidez = 0,444 - 0,00745* Temperatura - 0,51*Polen + 0,023*Temperatura*Polen
Los parametros optimizados para Acidez son: 20°C de temperatura y 0.10% de

adicion de polen, para obtener un valor optimo de 0,29 de acidez.

A:Temperatura j-
AB
B:Polen )
o 1 2 3 4

Efectos estandarizados

Figura 08. Grafico de Pareto para Acidez
De la Figura 08. Grafico de Parcto para Acidez se asevera que ninguno de los factores se
encuentran cercanos a la linea de limite optimo, la temperatura como la concentracion de polen

en el mosto de miel de abeja no influyen significativamente en la acidez final de la hidromiel.
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Tabla 15. Andlisis de varianza para pH

Analisis de la Varianza para pH

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F~-Ratio P-vValor
A:Temperatura 0,0098 1 0,0098 10,14 0,0499
B:Polen 0,00245 1 0,00245 2,53 0,2096
AB 0,00045 1 0,00045 0,47 0,5440
blogues 0,005 1 0,005 5,17 0,1075
Error Total 0,0029 3 0,000966667

R-cuadrado = 85,9223 por ciento
R-cuadrado (ajustado para g1.) = 75,3641 por ciento
Error Estandar de Est. = 0,0310913

Error absoluto de la media = 0,0175

En el Analisis de varianza para pH, uno de los efectos tienen los p-
valores inferiores a 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero
al 95,0% de nivel de confianza, la temperatura tienen influencia significativa en
el pH.

La ecuacion modelo matematico es:
pH = 3,08 + 0,0025*Temperatura - 0,4*Polen + 0,03*Temperatura*Polen
Los parametros optimizados para pH son: 30°C de temperatura y 0.20% de

adicion de polen, para obtener un valor optimo de 3.255 de pH.
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Figura 09. Grafico de Pareto para pH

En la Figura 09. Grafico de Parcto para pH se muestra que el factor temperatura se
encuentra cercano a la linea de limite Optimo, se asevera que la temperatura tiene

influencia significativa en el pH de la hidromiel.

Del resultado de los analisis estadisticos se asevera, que en la produccion
de etanol estadisticamente la temperatura tiene influencia significativa, sin
embargo en la acidez de la hidromiel se observa poco afectado por la
temperatura, no tiene influencia significativa, ademas se asevera, en la variable
de respuesta del pH de la hidromiel la temperatura tiene influencia significativa

en mayor consideracion que el polen.
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Tabla 16. Influencia de la temperatura y polen en las caracteristicas

sensoriales de la hidromiel producido con (Saccharomyces sp.)

Atributos sensoriales

Muestras /puntuaciones

2

2

M432 | M648 | M345 | M891
Color Amarillo Palido 15,9 18,6 17,8 20,9
Intensidad de Aroma 16,8 18,3 23,4 21,7
Sabor Agrio 14,6 13,3 21,1 16,3
Sabor a Levadura . 13,1 14,7 14,5 14,2
Sabor Alcohodlico 18,0 18,0 233 23,4
Sabor a Miel 20,1 20,9 19,1 21,7
Sabor a Polen 13,7 15,8 14,0 18,2
Aceptabilidad General 27,3 25,1 17,4 25,5

2

Fuente: Elaboracion propia



83

Color Amarillo

Aceptabilidad _ .. Intensidad de

General Aroma
—M432
w—M648
Sabor a Polen & Sabor Agrio
—~M345
—M891
Sabor a Miel = 2Sabor a Levadura

Sabor Alcoholico

Figura 10. Efecto de temperatura y polen en el anilisis sensorial de la hidromiel
La temperatura y la adicion de polen tuvieron una influencia en la evaluacién
sensorial de la hidromiel, la muestfa (M432) tuvo mayor aceptabilidad, ademéas dicha
muestra es preponderante en el sabor a miel y reducido sabor agrio, levadura y
alcohdlico, la muestra con mejores caracteristicas y aceptabilidad, se fermento a 20°C y
con 0,10% de adicién de polen; la muestra que tuvo aceptabilidad luego de (M432) fue

la muestra (M648), esta muestra se fermento a 20°C y con 0.20% de adicion de polen.
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Figura 11. Media de la intensidad del color amarillo

La figura muestra la media de la intensidad de color amarillo, la muestra 891 tiene
intensidad de color amarillo preponderante en comparacion del resto de las muestras, la

muestra 891 se prepard con una concentracion de 0,20% de adicion de polen, y se

fermento a 30 °C.
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Figura 12. media de la intensidad de aroma / bouquet
La figura indica que la muestra 345 tiene una media de intensidad elevada en
comparacion a otras muestras, dicha muestra se prepar6 con 0,10% de adicion de polen

como fuente de nutrientes para las levaduras y fue fermentado a 30°C.
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Figura 13. media de la intensidad de sabor agrio
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La figura 13 indica que la muestra 345 es preponderante en el sabor agrio, dicha
muestra se obtuvo con 0,10% de adicion de polen como fuente de nutrientes para las

levaduras y fue fermentado a 30°C
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Figura 14. media de la intensidad de sabor a levadura
En la figura se demuestra que el codigo 345 indica media elevada en sabor a levadura,
en comparacion a otras muestras, la muestra 345 se obtuvo con 0,10% de adicion de

polen como fuente de nutrientes para las levaduras y fue fermentado a 30°C
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Media de Sabor Alcoholico
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Figura 15. media de la intensidad de sabor alcohdlico
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La figura 15 se demuestra que el codigo 345 tiene intensidad de sabor alcohdlico mayor

ue otras muestras, dicha muestra se obtuvo con 0,10% de adicidon de polen y fue
q p y

fermentado a 30°C

Media de Sabor a Miel

el SRR

2464 .

L “1 g T
345 432 [ Bat

Codigo de Muestra

Figura 16. media de la intensidad de sabor a miel de abeja

En la figura se observa que la muestra con codigo 891 es preponderante en el sabor a

miel de abeja, el cual se obtuvo con una concentracion de 0,20% de adicion de polen, y

se fermento a 30 °C.
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Figura 17. media de la intensidad de sabor a polen
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En la figura 17 se observa que la muestra 891 obtenido con una concentracion de 0,20%
de adicion de polen, y se fermentado a 30 °C tiene mayor intensidad de sabor, en

comparacioén de otras muestras.

280

2409

Media de Aceptabiiidad General

2ood

1o

7 i - - T T
345 43 5438 g9t
Codigo de Muestra

Figura 18. media de la intensidad de aceptabilidad general
La figura muestra que el codigo 432 posee mayor aceptabilidad que el resto de las
muestras, dicha muestra se obtuvo con una concentracion de 0,10% de adicion de polen

y fue fermentada a 20°C.
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CONCLUSIONES
Se encontrd que los resultados del anélisis fisicoquimico de la miel de abeja se
encuentran dentro de los margenes recomendados por la norma ITINTEC (1980)
y CODEX ALIMENTARIOS, siendo los azucares reductores 70,79 + 0,098 %, la
humedad 17,53 + 0,081 %, ceniza 0,45 + 0,031 % y un indice diastasico de 4,53 +

0,076.

Realizado el analisis fisicoquimico de la hidromiel obtenida, se encontrd valores
dentro de los estandares recomendados por la norma ITINTEC (1985) de la
elaboracion de los vinos, siendo etanol entre los valores que oscilan de 10 a 12,8

% de etanol, y la acidez se encuentra 0,31% como maximo.

La temperatura de fermentacion para la obtenciéon de hidromiel a 30° C. influye
significativamente en la producciéon de etanol y pH, siendo el valor de etanol

maximo alcanzado 12,8 % y pH maximo de 3,29.

La concentracion de 0,20% de polen en la obtencion de hidromiel por
fermentacion alcoholica de la miel de abeja influye significativamente en la

produccion de etanol, produciendo un 6ptimo de 12,35%.

Del analisis sensorial se desprende que: para obtener una hidromiel de
caracteristicas de un color amarillo palido intenso debe elaborarse con una
concentracion de 0,20% de adicion de polen y fermentar a 30 °C, mientras tanto
para obtener hidromiel con aroma intenso elaborar con 0,10% de adicion de polen
y fermentar a 30°C, para obtener hidromiel con reducido tenor en sabor agrio

fermentar con una concentracion de 0,20% de polen y fermentar a 20°C.
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RECOMENDACIONES
. Realizar la identificacion de la especie de la cepa de levadura aislada del nicho
natural de la miel de abeja, puesto que tiene resultados Optimos en la

fermentacion del mosto de miel.

Realizar aislamiento de varias cepas de levadura del nicho natural y evaluar la
fermentabilidad y adaptacion en mosto de miel de abeja para la produccion de

hidromiel.

Realizar la comparacién de fermentabilidad de la levadura nativa aislada, en
mosto de miel de abeja, con otras levaduras comerciales como la Saccharomyces

cerevisiae

. Utilizar productos naturales en la obtencion de hidromiel, como el polen,
clarificado natural, de esta manera reducir el uso de aditivos quimicos y producir

hidromiel con caracteristicas fisicoquimico y sensorial aceptable.

Realizar la optimizacion del proceso productivo encontrado en este trabajo de

investigacion.
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ANEXOS

ANEXO 01. ANALISIS ESTADISTICO DEL HIDROMIEL

Tabla 17. Efectos estimados para Etanol

promedio = 11,1125 +/- 0,144878
A:Temperatura = 0,925 +/- 0,289756
B:Polen = 1,275 +/- 0,289756
= 0,275 +/- 0,289756
= 0,875 +/- 0,289756

Los errores estandar estan basados en un error total con 3 g.l.
Esta tabla muestra cada uno de los efectos estimados e interacciones. También se
muestra el error normal de cada uno de los efectos, el cual mide su error de muestreo.
Trazar las estimaciones.

Tabla 18. Coeficiente de regresion para Etanol

constante = 8,95
A:Temperatura = 0,01
B:Polen = -1,0
AB = (0,55

Etanol = 8,95 + 0,01*Temperatura - 1,0*Polen + 0,55*Temperatura*Polen

Tabla 19. Resultados de la Estimacion para Etanol

Observados Ajustados Inf. 95,0% CL Sup. 95,(

Fila Valor Valor para la Media para la M
1 11,9 11,9125 10,8815 12,

2 10,4 10,7125 9,68152 11,

3 10,3 10,3625 9,33152 11,

4 10,1 9,7125 8,68152 10,

5 12,8 12,7875 11,7565 13,

6 11,9 11,5875 10,5565 12,

7 11,3 11,2375 10,2065 12,

8 10,2 10,5875 9,55652 11,

La matriz de correlaciéon muestra la magnitud de la confusion entre los efectos. Un

perfecto disefio ortogonal mostrara una matriz.



Tabla 20. Respuesta Optimizada

Valor Optimo = 12,35

95

Factor Inferior Mayor Optimo
" Temperatura 20,0 30,0 30,0
Polen 0,1 0,2 0,2

Esta tabla muestra la combinacion de niveles de factores que maximizar Etanol.

Tabla 21. Efectos estimados para Acidez

promedio = 0,2675 +/-
A:Temperatura = -0,04 +/-
B:Polen = 0,0065 +/-
AB = 00,0115 +/-
blogque = 0,001 +/-

0,00873928
0,0174786
0,0174786
0,0174786
0,0174786

basados en un error total con 3 g.l.

Los errores estéandar estéan

Esta tabla muestra cada uno de los efectos estimados e interacciones.

Tabla 22. Coeficiente de regresion para Acidez

constante = 0,444
A:Temperatura = -0,00745
B:Polen = -0,51
AB = 0,023

Acidez = 0,444 - 0,00745*Temperatura - 0,51*Pole
0,023*Temperatura*Polen

Tabla 23. Resultados de la Estimacion para Acidez

Fila Valor

Valor

Inf. 95,0% CL
para la Media

0,19381
0,22231
0,17581
0,22731
0,19481
0,22331
0,17681
0,22831
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Tabla 24. Respuesta Optimizada

Valor Optimo = 0,29

Factor Inferior Mayor Optimo
Temperatura 20,0 30,0 20,0
Polen 0,1 0,2 0,1

Esta tabla muestra la combinacion de niveles de factores que maximiza Acidez.

Tabla 25. Efectos estimados para pH

promedio = 3,195 +/- 0,0109924
A:Temperatura = 0,07 +/- 0,0219848
B:Polen = 0,035 +/- 0,0219848
AB = 0,015 +/- 0,0219848
bloque = 0,05 +/- 0,021984s8

Los errores estadndar estidn basados en un error total con 3 g.l.

Tabla 26. Coeficiente de regresion para pH

constante = 3,08
A:Temperatura = 0,0025
B:Polen = ~0,4
AB = 0,03

pH = 3,08 + 0,0025*Temperatura - 0,4*Polen + 0,03*Temperatura*Polen

Tabla 27. Resultados de la Estimacion para pH

Observados Ajustados Inf. 95,0% CL Sup. 95,0% CL

Fila Valor Valor para la Media para la Media
1 3,22 3,23 3,15178 3,30822

2 3,17 3,145 3,06678 3,22322

3 3,19 3,18 3,10178 3,25822

4 3,1 3,125 3,04678 3,20322

5 3,29 3,28 3,20178 3,35822

6 3,17 3,185 3,11678 3,27322

7 3,22 3,23 3,15178 3,30822

8 3,2 3,175 3,09678 3,25322

Valor Optimo = 3,255

Factor Inferior Mayor Optii
Temperatura 20,0 30,0 30,0
Polen 0,1 0,2 0,2



ANEXO 02. ANALISIS ESTADISTICO PARA LA EVALUACION SENSORIAL

Tabla 29. Anova de un factor para atributos sensoriales

97

Descriptivos
Intervalo de conftanza
L . Vari
Media Des,v1‘a01on Error tipico }—B2I2 .la mednaal’ 95% Minimo {Maximo arlanza enire
tipica Limite Limite componentes
inferior superior
345 B 9 2,0833 ,79057 ,26352 1,4756 2,6910 1,00 3,75
432 9 1,8056 ,70465 ,23488 1,2639 2,3472 ,75 3,00
Int idad Col 648 9 2,0833 1,03078 ,34359 1,2910 2,8757 ,25 3,50
ntensidac ~olor - g91 9 2,3056 ,98249 32750 1,5504 3,0608 1,00 3,50
Amarillo Palido
Total 36 2,0694 ,86728 ,14455 1,7760 2,3629 )25 3,75
Efectos fijos ,88731 ,14789 1,7682 2,3707
Modelo )
Efectos aleatorios 14789*% 1,5988" 2,5401° -,04556
345 9 2,5000 ,81009 ,27003 1,8773 3,1227 1,50 3,25
432 9 1,8889 ,89365 ,29788 1,2020 2,5758 ,75 3,50
. 648 9 2,0556 ,76830 25610 1,4650 2,6461 1,25 3,25
Intensidad de
891 9 2,4167 ,88388 ,29463 1,7373 3,0961 1,25 4,25
Aroma/ Bouquet
Total 36 2,2153 ,84336 ,14056 1,9299 2,5006 ,75 4,25
Modelo Efectos fijos ,84059 ,14010 1,9299 2,5006
Efectos aleatorios ,14539 1,7526 2,6780 ,00604
345 9 2,3611 1,27544 42515 1,3807 3,3415 ,50 4,50
432 9 1,63 89 ,58778 ,19593 1,1871 2,0907 ,75 2,75
648 9 1,5556 , 77840 ,25947 ,9572] 2,1539 25 2,75
Sabor Agrio 891 9 1,8333 ,78062 ,26021 1,2333 2,4334 1,00 3,25
Total 36 1,8472 ,91080 ,15180 1,5391 2,1554 25 4,50
Model Efectos fijos ,89268 ,14878 1,5442 2,1503
0
e Efectos aleatorios ,18091 1,2715 2,4230 ,04237
345 9 1,6667 ,90139 30046 9738 2,3595 ,50 3,00
432 9 1,5000 ,96825 ,3227S ,7557 2,2443 ,25 3,00
648 9 1,6389 ,79167 ,26389 1,0304 2,2474 ,50 3,25
Sabora Levadura 891 9 1,5833 ,87500 ,29167 ,9107 2,2559 ,50 2,50
Total 36 1,5972 ,84995 14166 1,3096 1,8848 25 3,25
Efectos fijos ,88634 ,14772 1,2963 1,8981
Modelo .
Efectos aleatorios 14772° 1,1271% 2,0673° -,08189
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345 9 2,6667 1,06800 ,35600 1,8457 3,4876 1,50 4 .00
432 9 2,0000 1,01550 ,33850 1,2194 2,7806 J75 4,00
648 9 2,0278 97183 ,32394 1,2808 2,7748 25 325
Sabor Alcoholico 891 9 2,6111 ,71928 23976 2,0582 3,1640 1,75 4,00
Total 36 2,3264 96514 ,16086 1,9998 2,6529 25 400
Efectos fijos 95311 , 15885 2,0028 2.,6500
Modelo )
Efectos aleatorios ,18087 1,7508 2.,9020 ,02992
345 9 2,1111 1,03162 ,34387 1,3181 2,9041 1,25 4 .00
432 9 2,2500 ,69597 23199 1,7150 2,7850 1,25 3,50
648 9 2.3889 96105 32035 1,6502 3,1276 1,00 3,75
Sabor a Miel 891 9 24444 80795 26932 18234 3,0655 1,25 3,50
Total 36 2,2986 ,85528 ,14255 2,0092 2.,5880 1,00 4,00
Efectos fijos ,88388 ,14731 1,9985 2,5987
Modelo .
Efectos aleatorios ,14731° 1,8298" 2,7674° -,06449
345 9 1,6111 87599 29200 9378 2,2845 ,00 225
432 9 1,5556 ,99041 33014 ,7943 2,3168 ,50 3,00
648 9 1,7778 ,97983 ,32661 1,0246 2,5309 25 3,50
Sabor a Polen 891 9 2,0833 ,85696 28565 1,4246 2.,7420 ,50 3,25
Total 36 1,7569 91121 ,15187 1,4486 2.,0653 ,00 3,50
Efectos fijos 92773 ,15462 1,4420 2,0719
Modelo .
Efectos aleatorios ,15462° 1,2649° 2,2490° -,03937
345 9 1,9722 ,60524 20175 1,5070 2,4375 1,25 3,00
432 9 2,9722 1,06393 ,35464 2,1544 3,7900 J75 4,00
Aceptabilidad 648 9 2,8056 1,16443 ,38814 1,9105 3,7006 1,25 4 .50
Gzzrall 891 9 2,8333 81009 27003 22106 34560 175|400
Total 36 2,6458 ,98084 ,16347 2,3140 2.9777 75 450
Efectos fijos 93681 15613 2,3278 2,9639
Modelo
Efectos aleatorios 22748 1,9219 3,3698 ,10947

a. Advertencia: La varianza entre componentes es negativa. Ha sido reemplazada por 0,0 al calcular esta medida para los efectos aleatorios.




Tabla 30. Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

gll gl2 Sig.
Levene

Intensidad Color
Amarillo Palido 99 3 32 408
Intensidad de 116 3 39 950
Aroma/ Bouquet ’
Sabor Agrio 2,935 3 32 ,048
Sabor a Levadura 377 3 32 770
Sabor Alcoholico ,661 3 32 ,582
Sabor a Miel 954 3 32 ,426
Sabor a Polen ,119 3 32 9438
Aceptabilidad 1,395 3 32 262

2

99



Tabla 31. Anova de atributos sensoriales

Media

Suma de cuadrados gl n F Sig.
cuadratica
Tl I I R B B
Amarillo Palido ’ ’
Total 26,326 35
. Inter-grupos 2,283 3 ,761 1,077 373
T:ans;‘}agod;quet Intra-grupos 22,611 32 707
Total 24,894 35
Inter-grupos 3,535 3 1,178 1,479 239
Sabor Agrio Intra-gfupos 25,500 32 ,797
Total 29,035 35
Inter -grupos 146 3 ,049 ,062 ,980
Sabor a Levadura Intra-grupos 25,139 32 ,786
Total 25,285 35
Inter-grupos 3,533 3 1,178 1,296 ,293
Sabor Alcoholico Intra-grupos 29,069 32 ,908
Total 32,602 33
Inter-grupos ,602 3 ,201 ,257 ,856
Sabor a Miel Intra-grupos 25,000 32 ,781
Total 25,602 35
Inter-grupos 1,519 3 506 ,588 ,627
Sabora Polen Intra-grupos 27,542 32 ,861
Total 29,061 35
. Inter-grupos 5,589 3 1,863 2,123 117
ézzgzt{lhdad Intra-grupos 28,083 32 878
Total 33,672 33
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Tabla 32. prueba post hoc

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

101

Intervalo de confianza al

dvejzllcjlliante (D) Cédigo de Muestra (J) Cédigo de Muestra ?;ie;fazc(l?-f)e Error tipico Sig. Limite uE Limite
inferior superior
432 27778 41828 ,910 -,8555 14111
345 648 00000 41828 1,000 -1,1333 1,1333
891 -22222 41828 ,951 -1,3555 9111
345 -,27778 41828 ,910 -1,4111 ,8555
432 648 -,277178 41828 ,910 -1,4111 ,8555
Intensidad Color 891 -,50000 41828 ,634 -1,6333 ,6333
Amarillo Palido 345 ,00000 41828 1,000 -1,1333 1,1333
648 432 27778 41828 ,910 -.8555 1,4111
891 -,22222 ,41828 ,951 -1,3555 9111
345 22222 41828 ,951 -9111 1,3555
891 432 ,50000 ,41828 ,634 -,6333 1,6333
648 ,22222 ,41828 ,951 -9111 1,3555
432 61111 , 39626 ,425 -,4625 1,6847
345 648 44444 39626 ,679 -,6292 1,5181
891 ,08333 ,39626 ,997 -,9903 1,1569
345 -61111 , 39626 ,425 -1,6847 4625
432 648 -, 16667 ,39626 ,975 -1,2403 ,9069
Intensidad de 891 -,52778 ,39626 ,5350 -1,6014 ,5458
Aroma / Bouquet 345 - 44444 39626 ,679 -1,5181 6292
648 432 ,16667 ,39626 ,975 -,9069 1,2403
891 -,36111 ,39626 ,799 -1,4347 L7125
345 -,08333 ,39626 ,997 -1,1569 ,9903
891 432 52778 ,39626 ,550 -,5458 1,6014
648 36111 , 39626 ,799 -, 7125 1,4347
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432 72222 42081 332 _4179 18624

345 648 80556 42081 242 - 3346 1,9457

891 52778 42081 598 -6124 1,6679

345 72222 42081 332| -1.8624 3179

432 648 08333 42081 997|  -1,0568 1,2235

: 891 -19444 42081 967|  -13346 9457
Sabor Agrio 345 -80556 42081 242 -1.9457 3346
648 432 08333 42081 997| 12235 1,0568

891 -27778 42081 o1l -1.4179 8624

345 -52778 42081 598]  -1.6679 6124

891 432 19444 42081 967 -9457 1,3346

648 27778 42081 911 - 8624 1,4179

432 16667 41782 978 -9654 1,2987

345 648 02778 41782 1,000 -1,1043 1,1598

891 08333 41782 997|  -1,0487 12154

345 -16667 41782 978|  -1.2987 9654

432 648 -,13889 41782 ,987|  -1,2709 9931

891 08333 41782 997| 412154 1,0487

Sabor a Levadura 345 -02778 41782 1,000  -1,1598 1,1043
648 432 13889 41782 987 -9931 1,2709

891 05556 41782 999 -1,0765 1,1876

345 -08333 41782 997| 12154 1,0487

891 432 08333 41782 997\ -1,0487 12154

648 -05556 41782 999! _1.1876 1,0765
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432 66667 44930 459 25507 1.8840

345 648 63889 44930 495 5784 1,8562

891 05556 44930 999! .1,1618 12729

345 -66667 44930 459 1.8840 5507

432 648 -02778 44930 1,000  -1.2451 1,1895

. 891 _61111 44930 533]  -1,8284 6062
Sabor Aleoholico 345 -63889 44930 495 11,8562 5784
648 432 02778 44930 1,000 -1,1895 1,2451

891 58333 44930 571 -1.8007 6340

345 -05556 44930 999]  -1.2729 11618

891 432 61111 44930 533 -6062 1,8284

648 58333 44930 571 - 6340 1,8007

432 - 13889 41667 987] 12678 9900

345 648 _27778 41667 909 14067 8511

891 -33333 41667 854! 14622 7956

345 13889 41667 987 ~9900 1,2678

432 648 13889 41667 987| 12678 9900

, 891 - 19444 41667 966|  -13233 9345
Sabor a Miel 345 27778 41667 1909 - 8511 1,4067
648 432 13889 41667 1987 9900 12678

891 -05556 41667 999|  .1,1845 1,0733

345 33333 41667 854 - 7956 1,4622

891 432 19444 41667 966 - 9345 13233

648 05556 41667 999  .1,0733 1,1845
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432 105556 43733 1999 11,1293 12405

345 648 16667 43733 ,981 13516 1,0182

891 - 47222 43733 ,704 -1,6571 7127

345 -03556 43733 ,999] 12405 1,1293

432 648 222222 43733 ,957| 41,4071 9627

891 -52778 43733 627|  -1,7127 6571

Sabor a Polen 345 16667 43733 981 -1,0182 1,3516
648 432 22222 43733 957 -9627 14071

891 -30556 43733 897|  -1.4905 8793

345 47222 43733 704 _7127 1,6571

891 432 52778 43733 ,627 -6571 1,7127

648 30556 43733 ,897 -,8793 1,4905

432 -1,00000 44161 128 2,1965 1965

345 648 -,83333 44161 ,254 22,0298 3632

891 -86111 44161 ,228 2,0576 3354

345 1,00000 44161 128 1965 2,1965

432 648 16667 44161 ,981 -1,0298 13632

Aceptabilidad 891 13889 44161 ,989|  -1,0576 1,3354
General 345 83333 44161 ,254 -3632 2,0298
648 432 16667 44161 ,981 -1,3632 1,0298

891 02778 44161 1,000] 12243 1,1687

345 86111 44161 228 - 3354 2,0576

891 432 -, 13889 44161 989 -13354 1,0576

648 02778 44161 1,000 -1,1687 1,2243
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Tabla 33. Subconjuntos homogéneos de atributos sensoriales

Intensidad Color Amarillo Palido Intensidad de Aroma /Bouquet

HSD de Tukey®

HSD de Tukey”

Cédigo de Muestra

Subconjunto
para alfa = 0.05

1

Codigo de Muestra

Subconjunto
para alfa = 0.05

1

432 9 1,8056 432 9 1,8889
345 9 2,0833 648 9 2,0556
648 9 2,0833 891 9 2,4167
891 9 2,3056 345 9 2,5000
Sig. ,634 Sig. 425
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos. homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9.000. a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9.000.
Sabor Agrio Sabora Levadura
HSD de Tukey® HSD de Tukey"
Subconjunto Subconjunto
Cédigo de Muestra para alfa= 0.05 Codigo de Muestra para alfa= 0.05
1 1
648 9 1,5556 432 9 1,5000
432 9 1,6389 891 9 1,5833
891 9 1,8333 648 9 1,6389
345 9 2,3611 345 9 1,6667
Sig. 242 Sig. 978

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9.000.

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa ¢l tamafio muestral de la media armdnica = 9.000,



HSD de Tukey®

Sabor Alcoholico

HSD de Tukey®

Sabor a Miel
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Cédigo de Muestra

Subconjunto
para alfa= 0.05

1

Subconjunto
Codigo de Muestra N para alfa= 0.05
1
432 9 2,0000
648 9 2,0278
891 9 2,6111
345 9 2,6667
Sig. 459
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9.000.
Sabor a Polen
HSD de Tukey”
Subconjunto
Codigo de Muestra N para alfa= 0.05
1
432 9 1,5556
345 9 1,6111
648 9 1,7778
891 9 2,0833
Sig. ,627

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogén eos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 9.000.

345 9 2,1111
432 9 2,2500
648 9 2,3889
891 9 2,444 4
Sig. 854
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 9.000.
Aceptabilidad General
HSD de Tukeya
Subconjunto
Codigo de Muestra para alfa= 0.05
1
345 9 1,9722
648 9 2,8056
891 9 2,8333
432 9 29722
Sig. ,128

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 9.000.
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ANEXO 03. DIAGRAMA DE BLOQUES PARA ELABORACION DE

HIDROMIEL

MIEL (10,282 kg=7.228 L)

. -
g A .._,»": L
} _ M\L

Preparado del mosta 221t

Pastenrizacion del mosto {10 min.) |85.0°C

s1F

Correccion del mosto

‘ 030% Polen ” p

Adicion de nutrientes

Cepa Saccharomyces sp

~
W
Adicion de Inoculo

s

Fermentacion

1;‘1 f

Descube v clarificado

W
Envasado
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ANEXO 04. NORMA TECNICA NACIONAL DE VINOS (ITINTEC, 1985)

1.- caracteristicas organolépticas

Color : de acuerdo a su clase

Aspecto : limpido al momento de liberarse al consumo
Olor - caracteristicas de su clase

Sabor : caracteristicas de su clase

2.- requisitos fisicoquimicos

Titulo alcohdlico minimo en % vol.

A 200 —200C. 10,3
Titulo alcohélico minimo en % vol.

A 15 — 150C . 10,0
Con excepcidn a los vinos generosos (4,4):

Vinos espumantes naturales (4,5)

Vinos espumantes gasificados (4,6)
Vinos aperitivos 4,7
Acidez acética volatil expresada en meq. /l. maxima........................ 30,0
Acidez acética volatil expresada en g/l. de acido acético maximo......... 1,8

Cloruros, expresado como cloruro de sodio g/l. maximo..................... 1,0
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ANEXO 05. DETERMINACION DE AZUCARES: (AOAC 920.183)

En un beaker de 100 ml. Se pesa analiticamente 26 g. de muestra, se aflade 50ml de
agua desionizada y se disuelve la muestra, se coloca en una fiola de 100 ml dando varia
lavadas al vaso, para recuperar lo posible de la muestra, se agrega 5 ml de crema
alimina y enrazar hasta volumen, invertir 20 veces, esperar a que clarifique y filtrar.
(Solucion A).

Determinacioén de azucares reductores

Se toma 7ml. (dependiendo de la muestra) de la solucién A y se lleva a una fiola de
- 500ml, se enraza y se invierte 20 veces, esta es la solucion titulante. En un matraz de
250ml, se agrega Sml de fehling A y 5 ml de Fehling B, se mezcla y se agrega 7ml de
agua desionizada, con una pastilla de agitacion, se agregan 15 ml de la solucion
azucarada y se llevan a ebullicion por 1'40™, se agregan 3 gotas de azul de metileno y
se continua con la titulacion hasta que el color vire a rojo ladrillo. Se toma el gasto (x).
Luego se repite la operacion en otro matraz de 250 ml, 5ml de Fehling A + 5ml de
Fehling B + (25 — x) ml de agua desionizada + (x- 1,5) ml de solucion azucarada, llevar
a ebullicion por 1'40™, se agrega tres gotas de azul de metileno y se continua titulando
gota a gota hasta viraje a rojo ladrillo (y).

%AR = factor * D * 100/ (y*m)

D = dilucién

m = peso de la muestra.
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ANEXO 06. DETERMINACION DE HUMEDAD DE LA MIEL

Segiin la norma técnica peruana NTP 209.171 del INDECOPI (1999).

Para medir el contenido de humedad de la miel se utiliza el método indirecto, por
refractometria, para ello se utiliza el refractometro de humedad 12 — 30 %, a una

temperatura de 20° C. se coloca una gota de miel liquida sobre la prisma del

refractometro limpio y seco, leer inmediatamente.
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ANEXO 07. DETERMINACION DE ACIDEZ DE MIEL: (NTP 209.174: 1999)
Pesar 10 g. de miel en un matraz de 250 ml, disolver con 75 ml. De agua desionizada,
agregar 3 a 4 gotas de fenoltaleina. Titular con NaOH 0,1N hasta que torne un color
ligero rosado, debe tener una persistencia de 10 . Si se utiliza pHmetro titular hasta pH
8.3.

A=10v

A = Acidez titulable

V = Gasto.

DETERMINACION DE ACIDEZ DE LA MIEL: (AOAC 962.19)

En un matras de de 250 ml. Pesar 10g. de miel + 75 ml. De agua desionizada, disolver y
utilizar un agitador magnético, de lo contrario disolver la muestra en un beaker de 250
ml. Y agitar con una bagueta, tomar la lectura del pH, titular con solucion 0,05N de
NaOH (5ml/min.) hasta pH 8,5, inmediatamente se afiade 10 ml. de exceso, a
continuacion se titula con HCI1 0,05N hasta pH 8,3.

Se reemplaza en la formula:

A= ((V+10) * N - VIN1) * 1000/m
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ANEXO 08. DETERMINACION DE INDICE DE DIASTASA: (METODO
BIANCHI)
El método Bianchi consiste en poner en contacto una solucién de miel con almiddn,
favoreciendo su hidroélisis, la cual se determina con el empleo de yodo que reacciona
con el remanente no hidrolizado.
Procedimiento:
o Pesar 2 g. de miel y mezclar con un buffer de pH 5,3 en un vaso precipitado 20
ml.
e Tomar 1 ml de la mezcla y agregar al primero de nueve tubos de ensayo que
contienen 1 ml NaCl 1% cada uno.
e Extraer 1 ml del primer tubo y afiadir al segundo tubo, repetir la operacion hasta
el noveno tubo, desechar 1 ml del noveno tubo. El décimo tubo es de testigo.
e Agregar a cada tubo 1 ml de solucion de almidon 0.05% e incubar a 37°C por
30min.
e Enfriar rapidamente y afiadir a cada tubo solucion de yodo.
e Determinar el tubo con dilucién mayor que permanece incoloro.

¢ Determinacion del indice de diastasa segun la siguiente tabla:

TUBO N° | DILUCION
1 Vs

2 Va

3 1/8

4 1/16

5 1/32

6 1/64

7 1/128

8 1/256

9 1/512

10 TESTIGO

Los valores normales para miel deben oscilar entre 64 y 128 U.D., cantidades inferiores

corresponden a mieles viejas, calentadas, mal procesadas o adulteradas.
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ANEXO 09. DETERMINACION DE HIDROXIMETILFURFURAL (HMF):
(Método Bianchi)
La obtencion de miel por parte de las abejas y su almacenaje en los panales conlleva al
comienzo del proceso natural de envejecimiento de la miel, la determinacion de HMF
nos indica el grado de frescura de la miel y los tratamientos térmicos que esta ha
sufrido.
Procedimiento:
e Pesar 2g de muestra (miel) y mezclar con 7ml de éter etilico en un vaso
prectpitado de 50 ml.
e Mezclar intensamente durante 5 minutos, para luego trasvasar a tubo de ensayo.
e Adicionar al tubo de ensayo 2 ml de solucion acida resorcinol 1%.
e Dejar en reposo en un lugar oscuro, por tiempo de 10min.
e Mezclar y esperar 20 segundos y observar la estabilizacion de color

e Comparar con la tabla de colores Bianchi
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ANEXO 10. EVALUACION SENSORIAL DE LA HIDROMIEL
PRUEBA DESCRIPTIVA CUANTITATIVA PARA HIDROMIEL

Nombres y Apellidos: ......................................................... Fecha: .../..../.../
Codigo Muestra: ..................

Instrucciones: Ud. recibira 8 muestras de HIDROMIEL rotulados, Con los descriptores
sensoriales generados, mida LA INTENSIDAD de los respectivos caracteres sensoriales
de la hidromiel, marcando con una linea vertical sobre la escala lineal mostrada, NO
OLVIDE ENJUAGAR SU BOCA ENTRE CADA MUESTRA, la evaluacion debe

ser realizada entre intervalos de 1 minuto entre cada muestra.

Intensidad Color Amarillo Nact':ia ! 2 3 ¥ Muiho
Intensidad de Aroma/ Bouquet Natlia : : ’ ! Muzszho
Sabor Agrio Nanda 1 : ? ! Muiho

Sabor a levadura Nanda ! 2 3 ¥ Muiho

Sabor Alcohélico Nauda : 2 ’ * Muxszho

Sabor a Miel Nanda : : : * Muzho

Sabor a Polen Naﬂda : 2 ] ¥ Muiho

Aceptabilidad Ne?da : 2 ’ 4 Muiho

Comentarios y Sugerencias:
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ANEXO 11. PANEL FOTOGRAFICO EN DESARROLLO DE LA TESIS

/e

raulihg en matraz  Flameado de tubos de ensayo en repique de cepas

o

et

Siembrade cepas aisladas ] Fermentabilidad Polen a utilizar en la hidrdmiel



