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lovino Salas, Gianpaolo Andrés; Mufoz Lopez, Ana Daniela. EFECTO DE LA
L-ARGININA SOBRE EL PROCESO DE FERMENTACION ALCOHOLICA DE LA
MIEL DE ABEJA. Trabajo Especial de Grado para optar al titulo de: Ingeniero
Quimico. Universidad Rafael Urdaneta. Facultad de Ingenieria. Escuela de
Ingenieria Quimica. Maracaibo, Zulia, Venezuela (2019). 162p.

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como propadsito determlnar el efecto la adicion
de la L-arginina sobre el proceso de fermentamon al d& de abeja,
ac

es decir, en la producuon de hldromle Ion descriptiva y a
través de los dlsen experlmental y cuantitativo. Se
caracterizo f|S|cqu| Ia miel, determlnando su densidad, pH, indice de

refraccion y grados Brix. Posteriormente, se establecieron las proporciones de los
componentes (agua, miel, levadura y L-arginina) de los sustratos de fermentacion.
Se establecieron las condiciones iniciales de operacion para la produccion
artesanal de tres hidromieles, a partir de diluciones miel/agua de 28 °Bx, dos de
ellas con adicion de L-arginina (B: 1.05 g y C: 2.10 g, respectivamente). Las
fermentaciones fueron realizadas entre 20 y 25 °C, utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Mediante el seguimiento de °Bx y densidad de los
mostos, se determind el tiempo de fermentacion. Se compararon sensorialmente
los dos hidromieles cuyos tiempos fueron el menor (C) y el mayor (A),
respectivamente, mediante una prueba con 30 personas. La caracterizacion
fisicoquimica de la miel arroj6 valores promedios de: densidad, 1.43 g/mL; pH,
3.78; indice de refraccion, 1.49; y, grados Brix, 80.00°, comprobando asi su
pureza. El tiempo de fermentacién para el hidromiel A fue de: 27 dias, para el
B: 21 dias y para el C: 12 dias. Se comprobé que, la L-arginina ejercié un efecto
significativo en la reduccion del tiempo de fermentacién, ya que, los dos mostos
con adicién del aminoacido (B y C), correspondieron a los de mejor avance
fermentativo, especialmente el contenido de 2.10 g de L-arginina (C); ademas,
esta fuente nitrogenada no influyd negativamente sobre las caracteristicas
sensoriales (color, aroma y sabor) del hidromiel C, en comparacion con el A (0 g
de L-arginina), cuyo tiempo fermentativo fue el estandar.

Palabras claves: miel, hidromiel, fermentacion alcohdlica, nitrégeno, L-arginina.

Correos electrénicos:giovinol8@gmail.com / ana_dani98@hotmail.com



lovino Salas, Gianpaolo Andrés; Mufioz LOpez, Ana Daniela. EFFECT OF
L-ARGININE ON THE ALCOHOLIC FERMENTATION PROCESS OF HONEY
BEE. Special Degree Work for the title of: Chemical Engineer. Universidad Rafael
Urdaneta. Faculty of Engineering. School of Chemical Engineering. Maracaibo,
Zulia, Venezuela (2019). 162p.

ABSTRACT

The purpose of this research was to determine the effect of the ddition of
L-arginine on the alcoholic fermentation process of W{P{Q |s in the
production of mead, through a descrip % e designs: field,
documentary, exper @B{ﬁ \-q\é:} tive. The honey was characterized
physicochemically, @ ining its density, pH, refractive index and Brix
degrees. Subsequently, the proportions of the components (water, honey, yeast
and L-arginine) of the fermentation substrates were established. The initial
conditions of operation for the artisanal production of three meads were
established, from honey/water dilutions of 28 °Bx, two of them with addition of L-
arginine (B: 1.05 g and C: 2.10 g, respectively). The fermentations were carried out
between 20 and 25 °C, using Saccharomyces cerevisiae yeast. Through the follow-
up of °Bx and the density of the musts, the fermentation time was determined. The
two meads whose times were the lowest (C) and the highest (A), respectively,
were sensory compared by a test with 30 people. The physicochemical
characterization of the honey showed average values of: density, 1.43 g/mL; pH,
3.78; refractive index, 1.49; and, Brix degrees, 80.00°, thus proving its purity. The
fermentation time for mead A was: 27 days, for B: 21 days and for C: 12 days. It
was proved that, L-arginine exerted a significant effect in the reduction of the
fermentation time, since the two musts with addition of this amino acid (B and C),
corresponded to those of better fermentation advance, especially the must
contained of 2.10 g of L-arginine (C). In addition, this nitrogen source didn’t
negatively influence the sensory characteristics (color, aroma and taste) of the
mead C, compared to A (0 g of L-arginine), whose fermentation time was the
standard.

Keywords: honey, mead, alcoholic fermentation, nitrogen, L-arginine.

Emails: giovinol8@gmail.com / ana_dani98@hotmail.com



INTRODUCCION

El sector agroindustrial de un pais requiere el aprovechamiento eficaz de los
recursos con los que cuenta; en la actualidad, la apicultura en Venezuela ha
incursionado paulatinamente, debido al potencial de sus productos y la
importancia que el adecuado mantenimiento de la polinizacion representa para el
sector agricola del pais, lo cual ha impulsado el desarrollo de investigaciones
centradas en productos agricolas, especificamente en el sector i % donde la

miel extraida estd compuesta por g E@%R

glucosa), vitaminas, @‘E’TR € aminoacidos.

nte fructosa y

Sin embargo, a pesar de que la produccion es de calidad y cantidad, el consumo
de miel en el pais sigue siendo muy bajo, debido principalmente a la
desinformacion sobre las propiedades de esta sustancia, ya que esta es empleada
principalmente en remedios caseros y, en pocos casos, para endulzar alimentos,

ignorando su versatilidad.

Se conoce como hidromiel a la bebida fermentada a partir de miel, agua y
levaduras, reportada como una de las mas antiguas, anterior al vino v,
probablemente, precursora de la cerveza, cuyo consumo estuvo muy difundido
entre los pueblos de la antigiiedad. En la actualidad, el hidromiel es elaborado a
escala industrial con gran aceptacion y demanda en algunos paises del mundo;
cabe destacar que, en Venezuela esta bebida se elabora, vagamente, de manera

artesanal, destinandose casi exclusivamente al consumo familiar.

La produccion de hidromiel es un proceso que suele tomar bastante tiempo,
debido a la cantidad de azlcares presentes en la miel y por la deficiencia de
nitrogeno en el medio fermentativo, del cual las levaduras (silvestres o

comerciales) se nutren para poder transformar los azlcares en etanol.
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Con base en lo expuesto, se ha seleccionado la L-arginina (aminoacido) como
fuente nitrogenada del proceso, ya que esta es precursora del 6xido nitrico, y por
ende, del nitrdgeno que las levaduras necesitan para poder reproducirse
rapidamente. Por lo que, en este trabajo de grado, se propone como objetivo
determinar el efecto de la adicion de la L-arginina sobre el proceso de
fermentacion alcohdlica de la miel de abeja; y como parte de esta propuesta, se
hace necesario el cumplimiento de tres objetivos especificos, para poder dar

respuesta a este vacio de conocimiento.

De ser considerado el hldromlel con IE(%E%\{IP\Q:uyO tiempo de
fermentacion sea el ucto de buena calidad, en comparacion
con aquel cuyo tiempo fermentatlvo sea el estandar, mediante la muestra tomada
de la poblacion, se ofreceria una solucién para entusiastas en fermentacion que
quisieran reducir el tiempo de produccién; ademas, se incentivaria al sector
apicola del pais y, consecuentemente, a los apicultores, de lo cual resultaria un

aporte metodoldgico, econémico, social y cultural a Venezuela.

presente trabajo especial de grado, se encuentra estructurado en cuatro
capitulos. En el primero, se destaca la problematica a tratar, los objetivos de la
investigacion, la justificacion y las delimitaciones. En el segundo capitulo, se
describen los antecedentes de la investigacion (bases metodoldgicas); de igual

forma, se presenta el soporte tedrico (bases tedricas) y el sistema de variables.

El tercer capitulo contempla el tipo y disefio de la investigacion, las técnicas e
instrumentos de recoleccion de datos y las fases de la investigacion, donde se
describe detalladamente la metodologia utilizada para llevar a cabo los objetivos
especificos planteados. Por ultimo, el cuarto capitulo exhibe los analisis de los
resultados obtenidos en la realizacion de las fases, con la finalidad de dar
respuesta a la hipotesis de la investigacion. Adicionalmente, se presentan las

conclusiones y recomendaciones de la investigacion.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Este capitulo presenta el enfoque metodoldgico del trabajo de investigacion, en
donde se describen los elementos que dan origen al mismo. En este sentido, se
describe el planteamiento del problema, el objetivo general, los objetivos
especificos, la justificacion de la investigacion, la delimitacion espacial, temporal y

cientifica. Tales elementos constituyen el fundamentom llo de la

OERECHOS RESE

1.1. Planteamiento del problema

investigacion.

La miel es un alimento que ha estado disponible a través de toda la historia de la
evolucion humana, ya que es obtenida de manera natural. Es un producto rico en
fructosa, por lo que es considerada, a veces, un alimento poco saludable, sin
embargo, también es rica en antioxidantes y otras propiedades que la hacen mas
saludable que el azlcar, las cuales no deberian ser ignoradas tan facilmente ante

la mera mencion de la fructosa contenida. (Olivares, 2015).

Segun la Fundacién para el Desarrollo Apicola (Fundapi, 2015), se conoce que los
principales estados productores de miel se encuentran en Monagas, Cojedes,
Yaracuy, Carabobo y Lara. Pero un 80 % de la miel se obtiene en las sabanas del
estado Monagas. Cada colmena de un apicultor promedio, en Venezuela, produce
anualmente 40 kg de miel, aunque en el Oriente dicha produccion puede llegar
hasta 100 kg.

Sin embargo, la amplia distribucion de miel industrial y la baja cultura de consumo,

representan grandes inconvenientes para el avance de este sector, siendo la miel



18

un producto poco demandado por el consumidor venezolano, la cual, no responde

a la ley de oferta y demanda en cuanto a calidad y precio.

El consumo local de miel es muy bajo considerando la miel importada y la
produccién nacional de los apicultores, calculandose un consumo de 35
gramos/persona/afo. Adicionalmente, es uno de los productos agricolas que no

tiene precio establecido por el Estado. (Ministerio de Agricultura y Tierras, 2002).

A pesar de que el consumo de miel tiene cierta estacionalidad, con
preponderancia en el periodo diciembreal@sie@\/aﬁstQ as fiestas
navidefias y la Serﬁ m@ga echo de ser la época de mayor

cosecha, lamentablemente, sobre la miel existe gran desinformacion.

En Venezuela, la miel es usada principalmente, para preparar remedios caseros
contra la gripe y resfriados en forma de tés o infusiones, de alli que el consumo
per-cépita sea tan bajo. Por lo que, para mejorar la percepcién y comercializacion,
se requiere que los expendedores de este producto realicen una publicidad
adecuada, donde se expliquen las ventajas y bondades de la miel, entre las cuales
se encuentra la fermentacion alcohdlica de este producto. Ademas, Venezuela

cuenta con variedad y calidad, que vale la pena explorar por su gran versatilidad.

Debido a que la miel permite la captacion de mercados emergentes, que a través
de tratamientos de conservacion y transformacién generan nuevos productos
dando valor agregado y mejorando la rentabilidad de la cadena apicola, asimismo
ha conllevado a explorar nuevas bebidas, obtenidas de fuentes alternas a la uva,
donde el enfoque principal estd en el aprovechamiento de las propiedades

funcionales de otros compuestos naturales.

Al mismo tiempo, dicho enfoque impulsarda el desarrollo de investigaciones

centradas en productos agricolas de interés que marquen una diferencia



19

significativa en el mercado, donde el sector apicola tiene un gran potencial que no

se ha estudiado a profundidad.

El proceso de fermentacion alcohdlica es tan antiguo como la humanidad, y es
importante resaltar que, los fermentos varian segun el clima, la temperatura del
lugar donde se fermenta, la estacion del afio en que se esta fermentando y los

distintos ingredientes que se usan. (Baudar, 2018).

Blanco, Quicazan y Cuenca (2012), establecen que “el hidromiel es/gna bebida

alcohdlica tradicional derivada de la miel qu?\ gEﬂ\Hg\D
' iI0

n alcohdlica por levaduras de miel

de alcohol

Asimismo, conocido como el fermento més antiguo, el hidromiel variara segun la
composicién microbiana de los ingredientes y del ambiente inmediato en que se

encuentra.

Esta bebida alcohdlica a base de miel, presenta ventajas sobre otros tipos de
alcoholes como son la cerveza y el vino, por la sencillez de su elaboracion, ya que
Nno se necesitan numerosos instrumentos 0 equipos para la fermentacion; no se
necesita descomponer carbohidratos en azucares simples para que la levadura
pueda ingerir dicho azucar simple y convertirlo en alcohol, como es debido realizar
en el caso de la cerveza; y el uso de frutas es opcional, a diferencia de la

elaboracion de vino.

El hidromiel es tradicional en el consumo euroasiatico y actualmente despierta
gran interés en las agroindustrias, ya que, representa una potencial salida
comercial para la cadena apicola. Segun la Fundacion para la Innovacion Agraria
(2008), esta bebida representa en Europa Occidental un 10 % del consumo de
bebidas tipo vino y un 30 % en el consumo de Europa.
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En Latinoamérica, no tiene mayor reconocimiento o distribucion, sin embargo,
estudios chilenos han demostrado el potencial de esta bebida dentro del mercado

de exportacion de las bebidas alcohdlicas tipo vino. (Valdebenito et al., 2006).

En cuanto a la produccién de hidromiel, es un proceso que consume mucho

tiempo debido al bajo contenido de nitrogeno de la miel. (Blanco et al., 2012).

Henschke et al. (2011), establecen que “el contenido de nitrogeno de la miel es
aproximadamente de 0,04 %, lo cual limita la capacidad de formacion de

| _ | &
compuestos volatiles y no volatiles que RN/AQQ aroma. del
hidromiel.” (p.1). DERECHOS \3@%@

Segun Baudar (2018), en la fermentacion alcohdlica de la miel es necesario
emplear una fuente de levadura, la cual, ademéas de necesitar azucar, necesita
nutrientes (sean de una fuente natural o comercial), de lo contrario, las levaduras

pueden estresarse y agotarse antes de terminar de cumplir su funcion.

En el caso de la levadura comercial, sus nutrientes pueden ser: los &cidos, no
tanto como nutrientes sino para balancear el sabor y la acidez del hidromiel; y el
nitrégeno, el cual ayuda a la levadura a producir mas enzimas v,

consecuentemente, a reproducirse mas rapido.

La L-arginina, un aminoacido con importantes funciones fisiologicas, favorece la
sintesis de 6xido nitrico, y por ende, se asume como un precursor de nitrégeno. Es
una molécula producida en muchos tejidos a partir de la L-arginina, la cual se
encuentra en altas concentraciones en el endotelio, en donde el Oxido nitrico
funciona como agente antiaterogénico y antiagregante plaquetario. (Duarte,

Espinosa, Diaz y Sanchez, 2008).

La L-arginina no provoca poblaciones elevadas de levaduras, lo cual es un efecto

beneficioso para la fermentacion alcohdlica, ya que, poblaciones numerosas
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necesitan mayor cantidad de nutrientes (vitaminas, minerales, acidos grasos y
nitrdgeno), cuya demanda es dificil de mantener hasta el agotamiento de los

azucares. (Navascués, 2014).

Actualmente, no se conoce el efecto de la L-arginina sobre el proceso de
fermentacion alcohdlica, por esta razon y en lo que pretende ser la base de
trabajos futuros enfocados en el desarrollo de productos apicolas procesados que
puedan ser incluidos en nuevos mercados de distribucion, como son las bebidas
alcohdlicas o la industria alimenticia, esta investigacion tiene comej)gpésito dar
respuesta a la siguiente interrogante, %E%@RM”%\Q adicion de la
L-arginina sobre el pﬁ)ﬁ@&@\ﬁh@%

alcohdlica de la miel de abeja?.

1.2. Objetivos de la investigacion

Para alcanzar el propésito de este trabajo de investigacion, se proyectd un objetivo
general con los respectivos objetivos especificos, los cuales hacen referencia a las

metas que se alcanzaran en la investigacion.

1.2.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la adicibn de la L-arginina sobre el proceso de

fermentacién alcohdlica de la miel de abeja (produccién de hidromiel).

1.2.2. Objetivos especificos
1. Caracterizar fisicoquimicamente la miel de abeja.

2. Establecer las proporciones de los compuestos de los sustratos de

fermentacion.
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3. Determinar el efecto de la concentracion de la L-arginina sobre el proceso de

fermentacion alcohdlica de la miel de abeja.

1.3. Justificacion de la investigacion

Con el propésito de generar una propuesta viable que aporte al conocimiento, y a
la vez suministrar informacion de validez que sirva de base o complemento para

futuros proyectos de investigacion, mediante este trabajo se propone determinar el
efecto de la adicién de la L-arginina sobre el proceso @rp\@@ﬁalcohélica

de la miel de abeja, ya que no 6\@@1@:%%&3@0%@3 con el tema.
DERE

El sector apicola posee un rol fundamental en la economia del pais, ya que
contribuye al desarrollo socioeconémico al vincularse con otras actividades
productivas. Sin embargo, el consumo de miel de abeja continda siendo muy bajo,

al mismo tiempo que la produccion de bebidas alcohdlicas estd emergiendo.

El motivo principal para la realizacion de este trabajo de investigacion, se debe a
las numerosas propiedades que posee la miel; por lo que, se pretende seguir

ofreciendo alternativas para el consumo de la misma.

Asimismo, la fermentacién alcohdlica de la miel incentivara a los apicultores a
permanecer con la extraccion, al presentarse esta nueva opcion de
comercializacibn para su producto; y constituira una propuesta para la
industrializacion del hidromiel, al variar la dosificacidbn de L-arginina para fines
practicos, ya sea para la construccion de una planta piloto, y/o como posibilidad
novedosa que daria respuesta a la gran demanda en el mercado, especialmente,

para diversos actos sociales, ya sean culturales, politicos, familiares, entre otros.

Ademas, esta investigacion aportara una solucién para expertos o entusiastas en

fermentacion, que deseen producir hidromiel en un periodo de tiempo reducido,
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mediante la proporcion adecuada de L-arginina. Al mismo tiempo, se desea
motivar a las personas interesadas en el tema a emplear otras fuentes
nitrogenadas, y asi, continuar ofreciendo diversas opciones para la reduccion del

tiempo de fermentacion.

Por otro lado, durante la realizacion del presente trabajo especial de grado, se
desarrollard una nueva metodologia para llevar a cabo evaluaciones sensoriales
de productos, ya que, se implementard un test de preferencia compuesto por un
formato de evaluacion sensorial de caracter comparativo; el cua cgwstituiré la
base para futuras investigaciones \ctj\%egjiﬁeg@%}ﬂlﬁ)\ge determinados
productos. EC

DER

1.4. Delimitacion de la investigacion

En este apartado, se delimita el proyecto para atribuirle un enfoque concreto de
alcances, limites y las areas del saber que abarcard, con la finalidad de facilitar el

manejo de una situacion compleja y extensa.

1.4.1. Delimitacion espacial

El presente trabajo especial de grado se desarroll6 en dos localidades: el
Laboratorio de Quimica General de la Universidad Rafael Urdaneta (URU),
ubicada en la Vereda del Lago, Avenida 2 “El Milagro”, el cual cuenta con los
materiales y equipos necesarios para llevar a cabo los dos primeros objetivos

especificos de la investigacion.

En cuanto al tercero, se desarroll6 de manera artesanal en Montecelo, residencia
situada en la Avenida 3F con calle 67 “Cecilio Acosta”, la cual cuenta con la

infraestructura y los materiales necesarios para el cumplimiento de este ultimo
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objetivo especifico. Ambos lugares de trabajo se encuentran ubicados en

Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.

1.4.2. Delimitacion temporal

Este trabajo de investigacion se desarroll6 en un periodo de tiempo de ocho (8)
meses, comprendidos desde enero hasta septiembre del afio 2019, lograndose en

este lapso los objetivos planteados.

S
RVADO
1.4.3. Delimitacion ﬁeERECHOS RESE

El presente trabajo de investigacion se encuentra enmarcado en el area de
Ingenieria Quimica y se requirieron conocimientos de: quimica general,

fisicoquimica y tecnologia de los alimentos.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

Este capitulo contiene los antecedentes y bases tedricas que sustentan el
desarrollo de la investigacion, teniendo en cuenta cada uno de los aspectos
necesarios para la ejecucion de cada una de las fases que constituyen la

investigacion. Asimismo, se definen los conceptos basicos y se describen las

variables a utilizar en este estudio. ES ER\/ ADOS

2.1. Antecedentes d€la investigacion

En la revisién bibliografica y documental realizada, se encontraron diferentes
estudios que hacen referencia a la fermentacion alcohdlica de la miel, al efecto de
la adicion de fuentes nitrogenadas y a las generalidades de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, los cuales sirven de base para el estudio y el
desarrollo de los objetivos especificos del presente trabajo especial de grado.

Entre estas investigaciones estan las siguientes:

o Cheng, Du, Zhu, Guo y He (2016). Protective Effects of Arginine on
Saccharomyces cerevisiae Against Ethanol Stress. Articulo publicado en la revista
Scientific Reports, 10/08/2016, p. 1 - 12. CAS Key Laboratory of Microbial
Physiological and Metabolic Engineering, Institute of Microbiology, Chinese
Academy of Sciences, Beijing, China. University of Chinese Academy of Sciences,

Beijing, China.

Este trabajo de investigacion consistié en evaluar la relacion entre la arginina y la
respuesta de la levadura al estrés por etanol, a partir de la construccién de cepas

de levadura con diferentes niveles de contenido de arginina, donde se observaron



26

marcadas inhibiciones del etanol en el crecimiento celular, la expresién de genes
implicados en la biosintesis de arginina y la acumulacion intracelular de esta. Se
concluy6 que, la adicién extracelular de arginina disminuye el dafio producido por

el etanol a la levadura, en gran medida.

Las investigaciones realizadas en este trabajo aportaron informacién, tanto
conceptual como experimental, sobre el hecho de que la L-arginina mantiene la
integridad de la pared celular y la membrana del citoplasma, estabilizando la

morfologia y la funcion de las organelas, protegiendo asi las céIuIC3§ levadura

gue sufren dafos por el etanol presena%ewggﬁmw
o Blanco, Quicazan y Cuenca (2012). Efecto de algunas fuentes de nitrégeno
en la fermentacion alcohdlica de miel. Articulo publicado en la revista Vitae, vol.

19, No. 1, 10/01/2012, p. 234 - 236. Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

Evaluaron el sulfato de amonio, fosfato diacido de amonio, extracto de levadura y
polen en las fermentaciones a 25 °C empleando Saccharomyces cerevisiae.
Asimismo, se concluyé que el tiempo de fermentacién se redujo en los mostos con
adiciones de sulfato de amonio y extracto de levadura, en comparacion con el

mosto sin adicion de fuentes de nitrégeno.

El presente trabajo especial de grado, se fundament6 en las conclusiones de este
articulo, ya que el mismo aport6, a través de un enfoque conceptual y
experimental, conocimientos sobre el empleo de diversas fuentes nitrogenadas y
el efecto que estas ejercen en la reduccion del tiempo de la fermentacién etandlica
de la miel de abeja. Debido a esto, el incentivo de elaborar mostos con la adicion

de una fuente de nitrogeno.

o Howell (2011). Yeast nutrition and successful fermentations. Articulo
publicado en la revista Australian and New Zealand Grapegrower and Winemaker,
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namero 573, p. 101 - 102. Vintessential Laboratories, Universidad de Australia. Sur

de Australia.

Hacen referencia a los problemas méas comunes, en lo que se refiere a la nutricion
de la levadura, al momento de realizar una fermentacion; asi como sus
caracteristicas generales, posibilidades de recuperacion y los principales factores

a tener en cuenta para su crecimiento y desarrollo.

La informacién obtenida a través de esta investigacidbn constitu d un aporte
conceptual sobre las levaduras en general SER\/M

requerimientos nutrl 'RE@M a la hora de incluir la levadura en el

mosto, ya sea desde azucares vitaminas, compuestos nitrogenados y la cantidad

acer de sus

de estos que son asimilables por la levadura; hasta el momento en que se deben

afadir dichos nutrientes, para que la fermentacion sea exitosa.

o Jiménez-Marti y Del Olmo (2007). Addition of ammonia or amino acids to a
nitrogen-depleted medium affects gene expression patterns in yeast cells during
alcoholic fermentation. Articulo publicado en la revista Federation of European
Microbiological Societies, 08/11/2007, p. 245 - 256. Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultat de Ciéencies Biologiques, Universitat de Valencia,

Burjassot, Valencia, Spain.

Compararon el efecto de la adicion de amoniaco y aminoacidos a las células de
levadura ubicadas en un medio deficiente de nitrdgeno, en condiciones de
vinificacién a nivel molecular. Los resultados indicaron que la adicién de amoniaco
da lugar a una mayor expresion de los genes involucrados en la biosintesis de
aminoacidos; mientras que, la adicion de aminoacidos prepara las células para la
biosintesis de proteinas, demostrando que la reprogramacién genética diferencial

se produce en las primeras horas después de la adicion.
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El aporte de esta investigacion se baso en clarificar ideas en cuanto a la seleccion
de la fuente nitrogenada para la fermentacioén alcohdlica. A través del panorama
conceptual y experimental presentado, los resultados indicaron que los
aminoacidos constituyen una opcion viable como precursores de nitrdgeno, razon
por la cual se selecciono la L-arginina; esto, debido a que, segun conclusiones de
esta investigacion, tanto el amoniaco como los aminoacidos, permiten a las
células de la levadura recuperarse de una situacion de nitrégeno limitado,

ayudando asi a reiniciar el crecimiento en el mosto.

2.2. Bases teéricasDEREC\—\OS

Segun Bavaresco (2006), las bases teéricas tienen que ver con las teorias que
brindan al investigador el apoyo inicial dentro del conocimiento del objeto de
estudio, es decir, cada problema posee algun referente teérico, lo que indica que
el investigador no puede hacer abstraccion por el desconocimiento, salvo que sus

estudios se soporten en investigaciones puras o bien exploratorias.

2.2.1. Bebidas alcohodlicas

Tienen su origen en el proceso de fermentacion alcohodlica. Todo liquido
azucarado sufre esta fermentacion de manera espontanea debido a la accion de
las levaduras que, en ausencia de aire, destruyen la glucosa y otros azucares

produciendo diéxido de carbono y etanol. (Carretero, 2012).

2.2.2. Fermentacion alcohdlica

En términos generales, la fermentacion se describe como un proceso de oxidacion
en el que la transformacién de moléculas complejas a moléculas simples, conlleva

a la generacién de un producto final organico, con liberacién de energia.
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A diferencia de los procesos de oxidacion comunes, donde el oxigeno o cualquier
compuesto inorganico oxidado es el que actia como aceptor final, la energia
quimica en la fermentacion deriva de un proceso quimico de fosforilacion, por el
que se da una transferencia de electrones que conduce a la generacion de un

compuesto organico oxidado. (Godoy, Herrera y Caicedo, 1987).

2.2.2.1. Conceptos basicos sobre fermentacion alcohdlica

Término que se refiere al vino antes de fermentar. Es la mezcla de los ingredientes

(agua y miel) antes de inocular.

. Inocular

La accién de cultivar y/o agregar levadura al mosto. También, se puede inocular

con un cultivo natural.

o Sedimentos, biomasa, posos

Levadura muerta acumulada en el fondo del recipiente. Sin embargo, puede
utilizarse para la cocina y de la misma manera, conservar en el vino, ya que

contiene vitaminas, complejo B, y demas nutrientes.

2.2.2.2. Procesos quimicos en la fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcoholica, es un proceso anaerobico realizado por levaduras y

algunas clases de bacterias, donde el sustrato celular, mono y disacaridos en su
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mayoria, son transformados principalmente en alcohol etilico y diéxido de carbono
con la generacion de equivalentes de reduccion de los compuestos Nicotinamida-
Adenina-Dinucleétido (abreviado NAD+ en su forma oxidada y NADH en su forma
reducida), Nicotinamida-Adenina-Dinucleotido-Fosfato (abreviado NADP+ 'y
NADHP) y enlaces de alta energia de fosfato, como el adenosin trifosfato o ATP.
(Nielsen, Villadsen y Lidén, 2003).

En la Figura 2.1 se puede observar que, la energia se sintetiza como ATP a partir
de un proceso de glicdlisis, al que sigue el metabolismo del EirB . De este

modo, la fermentacion complementa la %C%Q@RO\J
en ausencia de OXigﬂERECHO

producir energia

Los procesos catabdlicos inician luego de que los azlcares son transformados en
glucosa-6-fosfato (G6P) o fructosa-6-fosfato (F6P). A partir de alli, se desarrolla la

glucolisis y el metabolismo del piruvato.

La glucdlisis, contempla una serie de reacciones intermedias dentro la ruta

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y la via fosfato-pentosa (PP).

La teoria EMP (1934) explica los procesos de la fermentacion; considerando que
esta empieza con la reaccion entre los &cidos gliceraldehido-3-fosfato y
dihidroxiacetona-fosfato, los cuales producen simultaneamente acido fosfoglicérico

(2-fosfoglicerato) y acido a-glicerofosforico (3-fosfoglicerato).

En procesos aerobicos, el piruvato es oxidado dentro del ciclo de los acidos
tricarboxilicos o TCA; sin embargo, en procesos anaerobios, es la forma reducida
de la coenzima NAD la que se oxida, generando simultdneas reducciones del
piruvato a acetato, acido lactico o etanol, en el caso del metabolismo de la

fermentacion alcohdlica.
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Figura 2.1.Sistema de reacciones en la glucdlisis. (Nielsen et al., 2003).

La ruta EMP sigue la estequiometria dada por la ecuacion 2.1, mientras que, con
los precursores de metabolitos, ribosa-5-fosfato (R5P) y eritrosa-4-fosfato
formados en la ruta PP, no sélo se ajusta la ruta EMP sino que adicionalmente se
suplen los procesos anabdlicos de la célula con equivalentes de reduccién del tipo

NADHP.
2PIRUVATO + 2ATP + 2H,0 + 2NADH + 2H*—> GLUCOSA + 2ADP + 2P + 2NAD" (Ec. 2.1)
Donde:

ATP: Adenosin trifosfato NADH: Nicotinamida-Adenina-Dinucle6tido

ADP: Adenosin difosfato NAD": Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido
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En la Figura 2.2 se puede observar que, luego de la glicdlisis, en las levaduras, el
piruvato se descarboxila a aldehido para la generacion de etanol, sin la

intervenciéon de Acetil-CoA (acetil coenzima A).

COz
NADH NAD+

Pimvato_m;l:me Acetaldehido %% > Etanol
alod

descarboxilasa deshidrogenasa

acetaldehido
MNAD+ deshidrogenasa NAD(P)
-+

NADYR)
Acetil-cod

Figura 2.2. Metabolismo fermentativo en las levaduras. (Nielsen et al., 2003).

Sin embargo, del acetato presente en el citosol, es posible sintetizar Acetil-CoA
que se emplea como precursor de acidos grasos, y por la accién del complejo
enzimatico piruvato-deshidrogenasa el Acetil-CoA mitocondrial puede iniciar una
regeneracion del NAD con reduccion del piruvato a acido lactico y/o acético, lo que

se conoce como una fermentacion mixta (Figura 2.3).

MADH MAD+
Piruvato Jbl Acido lactico

actato
‘ deshidrogenasa

; C— MAD+ ~
Acido formico Wm TADH v COz
formatodiaza deshidrogenasa
Acetil-CoA .

fosfato acetildehido
acetil-transferas MADH deshidrogenasa
Acetil-P NAD+ Acetaldehido
ADP cetato alcohol| sMADH
ATP inasa deshidrogenas MAD+

Acido acético Etanol

Figura 2.3.Metabolismo fermentativo mixto. (Nielsen et al., 2003).
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El etanol es el producto principal del metabolismo fermentativo de las levaduras,
sin embargo, en presencia de oxigeno, ciertos anaerobios facultativos permiten
que el Acetil-CoA mitocondrial conduzca al piruvato a una fosforilacién oxidativa
dentro del ciclo de los &acidos tricarboxilicos, generandose asi metabolitos

secundarios.

2.2.3. Miel de abeja

Codex Alimentarius (2001, p. 1) est\;at\agesqua ESER\/ P\DOS

La miel es la SL@&%Q natural producida por abejas Apis mellifera
a partir del néctar de las plantas (miel de flor o miel de néctar), de las
secreciones de partes vivas de plantas o excreciones de insectos
Hemiptera succionadores de plantas (miel de mielada), que las abejas
recolectan, transforman y combinan con sustancias propias, depositan,
deshidratan, almacenan y dejan en el panal de miel para madurar.

Durante mucho tiempo en la historia de la humanidad, la miel ha sido una fuente
importante de carbohidratos por ser un edulcorante natural disponible en gran
medida. Ademas de sus propiedades nutricionales, es uno de los productos mas
conocidos en la antigua medicina tradicional, debido a su potencial terapéutico en
el tratamiento de enfermedades respiratorias y gastrointestinales, en la curacién
de heridas, quemaduras y como agente antimicrobiano. También, se emple6 en la
antigiedad como simbolo de diferentes actividades -culturales y religiosas.
(Crane, 1980).

Por otro lado, en cuanto a las propiedades funcionales atribuidas, se considera
tanto la actividad antioxidante como antibacterial, relacionadas con el contenido de
acidos y compuestos fendlicos asociados, asi como con el nivel de peréxido de
hidrogeno y componentes como lisozima, &cidos fendlicos y flavonoides,

respectivamente. (Weston, 2000).
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Estos dltimos compuestos, ofrecen una accion contra bacterias grampositivas y
gramnegativas, segun la respuesta antagonica que presenta la miel frente a la
actividad patdgena de agentes como: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus. (Willix, Molan y Harfoot, 1992).

2.2.3.1. Miel de abeja como sustrato de fermentacion

Segun Rodriguez (2005), es comun encontrar mieles fermentadas por accion

natural, proceso debido principalmente al incremerﬁ/ V?)\ lo cual,
ademas de acelerar la crista:'!ch\qu@i&aa ividad acuosa y la presion

osmoética propiciand lento de diferentes levaduras, que generalmente

conllevan a la produccion de alcohol y acidos organicos.

El descubrimiento de estas mieles fermentadas data desde hace mas de 7000
afos, segun reportes tanto en la civilizacion egipcia, china, irani, asi como persa e
india. En efecto, el vino de miel era una bebida considerada como el néctar de los
dioses, por emplearse solo en rituales y ceremonias por los efectos “magicos y

curativos” atribuidos.

2.2.3.2. Caracterizacion de la miel de abeja

Segun su origen botanico, la miel puede clasificarse como monofloral o
multifloral, si las abejas se alimentan predominantemente en un tipo de planta o en

varias especies botanicas, respectivamente.

La miel se compone principalmente de carbohidratos, menores cantidades de
agua y componentes menores como minerales, proteinas, vitaminas, lipidos,
acidos organicos, aminoacidos, compuestos fendlicos, enzimas Yy otros

fitoquimicos. Sin embargo, la composiciébn de la miel es bastante variable y
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depende de la fuente floral, el clima, las condiciones ambientales y estacionales,

asi como de las practicas de manejo y procesamiento.
o Carbohidratos

Representan alrededor del 95 — 99 % de la materia seca en la miel. La fructosa
(38.2 %, valor medio) y la glucosa (valor promedio de 31.3 %) son los principales
carbohidratos en la miel, seguidos de la sacarosa (valor promedio de 0.7 %).
Ademas, se han detectado otros 25 oligosacaridos, que incb% maltosa,

as de tetra y

isomaltosa, trehalosa; trisacaridos como raf%gﬁe@%&\;q
pentasacaridos, entrﬁgRECHOS

Segun el Codex Alimentarius (2001), la concentracion minima de azUcares
reductores, glucosa y fructosa es del 60 % p/p. La proporcién de fructosa a
glucosa es altamente dependiente de la fuente de néctar y generalmente es de
1.2:1 (fructosa:glucosa). La concentracion de estos azucares influye en el dulzor y
la textura de la miel, ya que, la fructosa es mas dulce que la glucosa y las mieles
con proporciones mas altas de fructosa/glucosa permanecen liquidas durante
periodos mas prolongados, debido a que, la glucosa es menos soluble en agua

que la fructosa.
o Azucares o grados Brix

En términos composicionales, la miel se identifica como una solucién
sobresaturada de azucares (sélidos solubles), los cuales constituyen alrededor del
80 - 90 % de la composicion total, siendo fructosa y glucosa los azlcares
predominantes. Sin embargo, la relacion en la que se encuentran en la miel,

depende del origen floral y geogréfico. (Persano y Piro, 2004).

En cuanto al contenido de disacaridos, como sacarosa y maltosa, el de mayor

preponderancia es la sacarosa, ya que, representa un 5 - 10 % p/p; incluyéndose,
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a su vez, carbohidratos como turanosa, isomaltosa, maltulosa y maltosa, en
donde, un alto contenido de este ultimo puede indicar adulteracion por jarabe de

azucar o almidén hidrolizado. (Codex Alimentarius, 2001).
o Humedad

Segun White (1975), este factor esta en un rango 17 a 20 % de la composicion

total de la miel. Esta propiedad, a su vez, afecta la composicion restante,

comprendida por componentes minoritarios tales como minerales,~vitaminas,

fenoles y acidos; donde estos ultimos, a peSﬁ(ﬁg@@\iﬁA&Ds@o el 0,5 % de

la composicion de ﬁg‘g{@@\d\a@ﬁnames en la clasificacion por origen
re

boténico, en su aporte a las propiedades funcionales de la miel y en la estabilidad

frente a microorganismos y/o reacciones quimicas.
o Nitrégeno

El nitrégeno total en la miel, procedente del material vegetal y de las propias
abejas, es bajo, su contenido medio es de 0.04 % la composicién de la miel, con

valores extremos entre 0 y 0.13 %, que varian en funcién del tipo de esta.

Dicho aporte de nitrégeno se distribuye principalmente en aminoéacidos, péptidos,
proteinas y derivados de adicion de acidos nucleicos. El contenido de aminoacidos
corresponde a aproximadamente 10 g/kg. Sin embargo, la composicion de
aminodacidos de la miel es altamente variable dependiendo de su origen, por lo que
el perfil de aminoacidos es un buen indicador del origen botanico y geografico de

la miel.

La prolina es el principal aminoacido en la miel, que corresponde a valores entre el
50 % y el 85 % del total de aminoacidos libres. El contenido de prolina debe estar
por encima de 200 mg/kg. Los valores por debajo de 180 mg/kg indican una

posible adulteracion de la miel por adicion de azlcar.



37

Ademas de la prolina, se han identificado otros 26 aminoacidos en la miel: acido
glutdmico, acido aspartico, glutamina, histidina, glicina, arginina, triptéfano y

cisteina, entre otros.

El contenido de proteinas es relativamente bajo, aproximadamente de 2 a 4 g/kg.
Las proteinas en la miel son principalmente enzimas: invertasa, diastasa, glucosa
oxidasa, catalasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa. Algunas enzimas surgen durante

el proceso de maduracion de la miel.

Las enzimas, diastasa e invertasa, son mpﬁ? E\RVADQC%dad de la
miel, ya que se uUh@ rescura de la misma. La diastasa
cataliza la hidrolisis del almldon en disacaridos y monosacaridos y es

relativamente estable al calor y al almacenamiento.

La invertasa, cataliza la hidrélisis de la sacarosa a glucosa y fructosa. El peréxido
de hidrégeno, el contenido de agua y el factor antibacteriano encontrado en la miel
estan regulados por las enzimas glucosa oxidasa y catalasa. Por lo tanto, la
actividad enzimatica puede indicar la exposicion al calor durante el procesamiento

y almacenamiento de la miel. (White, 1975).
o Microorganismos

Aunque la miel presenta una actividad antibacterial catalogada muchas veces
como medicinal, debido a la alta concentracibn de sélidos que controla el
crecimiento bacteriano, presenta un contenido apreciable de microorganismos
proveniente de la misma contaminacion de las abejas y por la influencia de
factores externos durante la extraccion y el almacenamiento. (Finola, Lasagno y
Marioli, 2007).

Dentro de la flora microbiana presente en la miel se encuentran bacterias del

género Bacillus, tanto en estado esporulado como vegetativo, que, en general, no
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tienen efectos negativos sobre la miel, aunque pueden detectarse en algunos

casos especies como Bacilluslarvae y alvei.

La presencia de hongos y mohos por su parte, esta asociada al contenido
intestinal de las abejas y del ambiente, reconociéndose entre ellos géneros como

Aspergillus, Chaetomium, Penicillium, Peyronelia y Mucor. (Gilliam y Prest, 1978).

Segun Salamanca et al. (2001), de la misma forma, existe la posibilidad de

contaminacion a partir de hongos del tipo Acosphaeraapis, ademas § la accién
de Acosphaeramajor \/ ADO
' RESER

Las levaduras, son Qlﬁpo osmofilo, pertenecientes al género Saccharomyces,
siendo la mas frecuentes Saccharomyces bisporus variedad Mellis,
Saccharomyces rouxii, y Saccharomyces bailii variedad osmophilus. Esta flora es
introducida por la abeja en la colmena, con el néctar, polen o mielato, o por las
mismas abejas durante las operaciones de limpieza, al vehicularlos sobre o dentro
de su organismo; por lo cual, se ha establecido por parte de Mercosur un limite

maximo de 102 UFC/g para el conteo de hongos y levaduras. (Finola et al., 2007).
. Agua

Se presenta en un rango entre el 15 % y el 20 %, con un valor promedio del
17.2 %. EIl contenido de agua de la miel depende de varios factores como las
condiciones climéticas, grado de madurez de la colmena, tratamientos aplicados
durante la recoleccibn y almacenamiento de néctar y miel. Ademas, este

pardmetro influird en sus propiedades fisicas, como la viscosidad.

La miel con un alto contenido de agua generalmente presenta problemas de
conservacion y almacenamiento porque aumenta la probabilidad de fermentacion
del producto. De hecho, el bajo contenido de agua contribuye a la estabilidad de la

miel, evitando la fermentacién y la cristalizacion durante el almacenamiento.
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° Minerales

Provienen del suelo y las plantas y estan presentes en pequefias cantidades que
van desde el 0.04 %, en las mieles transparentes, hasta el 0.2 %, en algunas
mieles oscuras. Ademas, se pueden agregar otros elementos durante los procesos

de centrifugacion y almacenamiento.

El potasio es el mineral principal, con un promedio de aproximadamente un tercio
del total, seguido de calcio, sodio, fésforo, magnesio, hierro, mangﬁ o y cobre.

Los oligoelementos como aluminio, yodo cI %R\ln{}\@i
también se encuentrﬁgﬁg\ﬁ@@\ﬁgﬁ pero en cantidades menores.

entre otros,

La composicion mineral depende del entorno, la ubicacion geografica y las
especies boténicas. De hecho, las mieles de flores ligeras comunmente tienen un

contenido mineral mas bajo que las mieles oscuras.
. Acidos organicos

Comprenden acido gluconico, resultante de la oxidacion de la glucosa por la
glucosa oxidasa, seguido de concentraciones menores por los acidos piravico,
malico, citrico, succinico y fumarico. Estos acidos representan el 0.5 % de la
materia seca, la acidez y el sabor caracteristico de la miel.

La acidez de la miel también depende de la especie botanica y del tiempo de
cosecha. La presencia de levaduras osmobfilas adaptadas a altas presiones
osmoéticas, como las altas concentraciones de azlcar, suelen ser responsables del
aumento de la acidez. Por lo tanto, una baja acidez, por debajo del limite maximo
de 50 mmol/kg indica la ausencia de fermentacion no deseada.

La mayoria de las mieles son &cidas, con un pH que varia de 3.4 a 6.1 y un valor

promedio de 3.8. Sin embargo, este pardmetro no esta directamente relacionado
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con la acidez libre debido a la capacidad amortiguadora de la miel, que depende

de los fosfatos, carbonatos y otros minerales de la miel.
o Vitaminas

El contenido de vitaminas en la miel es bajo y varia con el origen floral. La mayoria
son vitaminas solubles en agua debido a la naturaleza acuosa de la miel y un bajo

porcentaje de lipidos.

Las vitaminas C (acido ascorbico), B4 (tiaminaéér'gﬂ\qﬁ&a@i%oxina), Bs
(niacina), Bs (éCidOQ ﬁE@HQfﬁéqw ona) se han reportado, siendo el
acido ascorbico la*Vvitamina principal que se encuentra en la miel, con

concentraciones que oscilan entre 22 y 25 mg/kg.
o Compuestos fendlicos

La miel contiene una diversidad de compuestos fendlicos como constituyentes
secundarios, como son los flavonoides, los acidos fendlicos y los derivados del

acido fendlico.

Los principales polifenoles son los flavonoides, en concentraciones que pueden
variar entre 0.6 y 4.6 g/kg, y se encuentran principalmente en la miel producida en

condiciones secas y de alta temperatura.

Los &cidos fendlicos se encuentran en concentraciones que oscilan entre 0.01 y

10 mg/kg, siendo los mas predominantes los acidos galicos y p-cumaricos.

El contenido fendlico de la miel esta altamente relacionado con sus propiedades

bioactivas, a saber, las actividades antioxidantes y antimicrobianas.
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o Compuestos volétiles

Se derivan de la fuente botanica o del néctar, del proceso de transformacion
llevado a cabo por las abejas, del calentamiento o manejo durante el

procesamiento y almacenamiento, o de la contaminacion microbiana y ambiental.

Los compuestos aromaticos estan presentes en concentraciones muy bajas,

principalmente como mezclas complejas de componentes volatiles con diferente

VADOS
De hecho, se han ide@ﬁ@@ﬂ@&ﬁ%&éﬁs volatiles en diferentes

mieles, incluidos hiarocarburos, aldehidos, alcoholes, cetonas, acidos, ésteres,

funcionalidad y peso molecular relativamente bajo.

derivados del benceno, furanos, piranos, norisoprenoides, terpenos y compuestos

de azufre.

Por lo general, las mieles monoflorales poseen perfiles de aroma altamente
individuales en comparacion con los multiflorales. El perfil volatil representa una
huella quimica de la miel monofloral porque la naturaleza y la cantidad de

compuestos volatiles estan relacionados con la fuente floral.

Asimismo, la determinacion de compuestos volatiles se ha utlizado para

diferenciar las mieles segun el origen botanico y el origen geografico.

Las diferencias entre las fuentes geogréficas se pueden atribuir a las condiciones
climaticas y a la flora circundante; sin embargo, los compuestos volatiles parecen
contribuir mas a la diferenciacion de la miel segun su origen botanico que a su

pais de origen.

° Color

Constituye un criterio de clasificacion util para las mieles monoflorales, porque
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estéa relacionado con el contenido de fendlicos, flavonoides y minerales.

El contenido mineral influye en el color y el sabor; las mieles con mayor cantidad

de minerales tienen color mas oscuro y sabor mas fuerte.

El color de la miel también depende del procesamiento, la temperatura y/o el
tiempo de almacenamiento y puede variar desde agua blanca, extrablanca, ambar

extraclaro, ambar claro, ambar, al ambar oscuro.

Sin embargo, es importante determinar que ? erddPo@Qﬁ’ aumenta
e

durante el aImacenamE @\a\@%a s de Maillard, la caramelizacion

de la fructosa y las rQ lones con compuestos polifendlicos.

° Densidad

La densidad de la miel debe estar comprendida entre 1.41 y 1.44 g/mL. (Suescun
y Vit, 2006).

. Indice de refraccion

Permite determinar de manera rapida y precisa la humedad de la miel; en el caso
de las mieles, el contenido de agua estd en funcién inversa a su indice de
refraccion. El valor promedio de agua en la miel de 17.2 % corresponde a un valor
de indice de refraccion de 1.49. (Crane, 1975).

2.2.4. Hidromiel

La miel, debido a su alta osmolaridad resulta un medio inapropiado para el
crecimiento de microorganismos, pero al incrementar su actividad acuosa, pueden

alcanzarse valores propicios para el crecimiento de levaduras, generandose
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fermentaciones espontaneas que se asocian al deterioro en la calidad de la miel,

puesto que se modifican su sabor, aroma y apariencia. (White, 1975).

Sin embargo, si este proceso se hace de forma controlada empleando levaduras
especializadas para la fermentacion alcohdlica, no representa un deterioro en la
calidad de la miel, por el contrario, significa el desarrollo de un producto que afiade

valor a toda la cadena apicola.

Se identifica el hidromiel tradicional como una bebida que contier§ un grado

alcohdlico, en volumen, de 8 % - 18 %; resul?ﬁ%ﬁﬂ\kﬁe@c@a cohdlica de
la miel de abeja. (Meﬂéﬁ@@\ﬂ\gél ).

Es una bebida popular en Europa Oriental (Polonia, Eslovenia) y en los Estados
Bélticos; también, se consume ampliamente en Inglaterra, Alemania v,
especialmente, en los paises africanos, por ejemplo, Etiopia y Sudafrica. En
Portugal, el hidromiel, también conocido como aguamiel, todavia se produce en

casa segun los procedimientos tradicionales y empiricos.

Esta bebida alcohdlica es reconocida como la mas antigua consumida por los
humanos, tal vez incluso antes del vino y se considera la precursora de la cerveza.
Tiene una larga herencia de uso por mas de 5000 afios, aunque la evidencia

arqueoldgica disponible para su produccion se remonta al afio 7000 a.C.

El primer lote de hidromiel probablemente ocurrid6 cuando llovié en un recipiente
abierto de miel y la levadura silvestre hizo el resto. En el norte de China se han
encontrado vasijas de ceramica que contienen mezclas de hidromiel, arroz y otras
frutas con compuestos organicos de fermentacién. La primera descripcion

conocida se encontré en el Rigveda y se remonta de 1700 a 1100 a.C.

En los dltimos afios, ha habido un gran aumento en la demanda, después de que
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la bebida se puso de moda en los Estados Unidos. La American Mead Makers
Association, una organizacion dedicada a promover el hidromiel y reunir a sus
fabricantes, enumera a casi 240 cerveceros de aguamiel en los Estados Unidos y
40 en el resto del mundo.

2.2.4.1. Consideraciones en la produccion de hidromiel

Se inicia con el aseguramiento de un medio de crecimiento adecuado para la
levadura de fermentacion, que no represente estrésgkgHRD@&a presion
osmatica o baja concentracid ﬁ@@l ; ntrolando su flora natural
de manera que n %mpetencia con las levaduras de fermentacion.

(Bertello, 2001).
. Esterilizacion

Primero, se deben limpiar los materiales y equipos a emplear en la fermentacion,
es decir, asegurarse de que se encuentren libres de polvo, residuos, etc., para
posteriormente esterilizar de manera efectiva. Se suele emplear Star San
(esterilizante de base acida utilizado en la industria cervecera), soluciones de agua

y alcohol u otro producto quimico.
o Fermentacion primaria o fermentacion tumultuosa

En funcién de los diferentes procesos desarrollados en cada region, se define al
sustrato inicial como una dilucion de miel en agua. Se emplean diluciones con
contenidos de solidos (azucares) de 21 a 29 °Bx, dependiendo del dulzor de la

miel y del porcentaje final de etanol deseado.

Después de la dilucion, se puede agregar una mezcla de nutrientes, nitrogeno,

minerales y factores de crecimiento, si es necesario, para estimular el crecimiento
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y la fermentacioén de la levadura. También se puede hacer el ajuste de la acidez

para obtener un mejor equilibrio entre la dulzura y la acidez.

De la misma forma, se puede ajustar el pH alrededor de un valor de 3.8, lo cual se
hace adicionando &cidos como citrico, malico o tartarico; aunque la miel suele no
tener inconvenientes, puesto que su intervalo de pH va de 3.5 hasta 4.2. (Sroka,

Tuszynski y Tadeusz, 2007).

Luego de acondicionar el mosto, debe esterilizarse de modo que se_asegure un

medio inocuo para el correcto funmonamen? g@MrA,DaQasteurizacién
es uno de los métoﬁng{EC}h&) I'c

con el objetivo de TControlar o inactivar la mayoria de los microorganismos

ontrario, se utilizan otras técnicas

silvestres, incluidas la ebullicibn del mosto o la adicibn de metabisulfito de

potasio y didxido de azufre.

Posteriormente, se inocula con cepas seleccionadas que suelen ser del
géneroSaccharomyces, mas especificamente, la S. cerevisiae de colecciones de
cultivos o levaduras secas activas disponibles en el mercado, las cuales se
adicionan cuando la temperatura del sustrato estd alrededor de los 30 °C.
(Navratil, Sturdik y Gemeiner, 2001).

Con el mosto acondicionado, se debe realizar una agitacién suave para incorporar
oxigeno a la preparacion, asi como para homogeneizarla. Posteriormente, se
espera una transformacion de los azucares de la miel en alcohol etilico y didéxido
de carbono por medio de la adicién de la levadura.

Finalmente se debe tapar con una valvula de fermentacion (también llamada
trampa de aire) para proteger al mosto de alguna contaminacion externa, ademas
de permitir la eliminacion del gas carboénico (CO,), el cual genera presion dentro

del recipiente de fermentacion.
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Esta etapa, muchas veces llamada fermentacién tumultuosa (debido a que se
forma una espuma sobre el liquido pareciendo que estuviera en ebullicion), puede
durar de 10 — 25 dias. La duracion dependera del tipo de miel, los nutrientes
afadidos al mosto de la miel, el tamafio del in6culo y las condiciones de

fermentacion.

La fermentacion se realiza a temperaturas que oscilan entre 20 - 25 °C en un
lugar alejado de laluz solar y se controla diariamente para reducir el riesgo de
detencién prematura. Esto se realiza hasta llegar a una densidad Cﬁgﬂe donde

se da por finalizada la primera fermentaci@ ESER\/ A
ERECHO OSR

Durante las primeras 36 horas suele apreciarse un crecimiento exponencial que se
estabiliza hasta alcanzar una concentracion de hasta 14 -16 % de etanol, el cual,
no presenta mayor variacion luego de 180 horas (aproximadamente una semana).
(Ilha et al., 2000).

La fermentacion debe controlarse adecuadamente puesto que la composicién de
la miel puede modificar comportamientos del metabolismo de las levaduras, donde
se pueden generar cambios en el desarrollo de la acidez o la produccion de
subproductos como ésteres, que cambian la calidad organoléptica y alteran el

proceso de fermentacién en general. (O'Connor y Cox, 1991).
o Primer trasiego o trasvase

Una vez finalizada la fermentacion tumultuosa, donde se alcanzé un adecuado
rendimiento en el proceso (densidad constante) y una concentracion superior a los
8 - 10 % v/v de etanol, se detiene la fermentacion y se deben separar los
sedimentos que precipitaron durante el proceso. Estos sedimentos estan

constituidos por levaduras muertas y materia organica que, si no se separan
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rapidamente, comienzan a ceder aromas desagradables al liquido y aportan

turbidez. A esta operacion de separacion de los solidos se denomina: trasiego.

Durante la ejecucion del primer trasiego, el hidromiel cristalino se debe extraer por
la parte superior del recipiente, cuidando de no succionar los sedimentos que se

encuentran debajo, con la manguera extractora o sifon.

Los sedimentos extraidos pueden colocarse en otro recipiente para que se
compacten y obtener el liquido remanente para aumentar el rendimiento. Estos
nunca deben mezclarse al hidromiel trase a«ﬁEsER\/ ADO

. Fermentacion 'secundaria o maduracion

Una vez realizada la separacion de los sélidos, se contindia con la fermentacion
del liquido, pero ésta transcurre de una manera mas lenta, ya que la cantidad de
azucar remanente es muy poca Yy la cantidad de levaduras disminuye debido al

trasiego.

En esta etapa es donde se mejoran los aromas y las caracteristicas organolépticas
del hidromiel, debido a la separacion de los sedimentos que se producen durante

la fermentacion primaria.

Una vez transcurrido el tiempo necesario para que decante la turbidez restante
(restos de proteinas y levaduras), que es aproximadamente 10 — 15 dias, se

puede efectuar un segundo trasiego.
o Segundo trasiego

Consiste en separar el hidromiel de los sedimentos finos precipitados, constituidos

por los soélidos remanentes del primer trasiego. Se debe realizar extrayendo el
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hidromiel por la parte superior del recipiente cuidando de no arrastrar los

sedimentos, éstos se desechan.
. Clarificacion

Si el liquido resultante quedara turbio, es necesario realizar este proceso para
asegurarse la obtencién de un producto clarificado (menor cantidad de biomasa
posible). Las particulas que quedan en suspension, requieren el uso de
coagulantes que las ayuden a precipitar. Los clarificantes mas em¢le§ios son la

bentonita de sodio (0.3 g/L), clara de hue\ﬁ@g@Rﬁ\/&Q

sulfitado (SO, a 6 % \ERE@ es estabilizan el producto final para que

procesos de

este no se descomponga. (Pereira, Dias, Andrade, Ramalhosa y Estevinho, 2009).

Una vez agregado el clarificante, se agita suavemente para que todas las
particulas suspendidas en el hidromiel entren en contacto con €l y se deja reposar
de 7 a 10 dias en un lugar fresco y alejado de la luz. Una vez obtenidos los solidos

en el fondo del recipiente, se puede realizar un dltimo trasiego.

o Tercer trasiego (opcional)

Este proceso es opcional, ya que también puede prolongarse la fermentacion
secundaria y realizar una clarificacion previamente al segundo trasiego. De esta

manera, el productor garantiza solamente dos trasiegos durante todo el proceso.

o Embotellamiento y refrigeracion

Para el embotellado deben utilizarse botellas que soporten presion y el paso del
tiempo sin influir negativamente en el producto final: botellas para cerveza,
champéan o sidra. El grosor de su cristal soportara perfectamente la presion de

posibles periodos de fermentacion tardios o incluso la realizacion de una
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fermentacién mayor, ademas de que la parcial opacidad de su cristal es ideal para

conservar mejor el producto sin alteraciones por exceso de luminosidad.

Si se quiere evitar un hidromiel gaseado y espumoso, se pueden afadir unos

7 — 8 g de dextrosa (azucar) por cada litro obtenido.

Una vez trasvasada la bebida a las botellas definitivas estas se deben cerrar con

corchos, los cuales aseguraran total hermeticidad de la botella. Posteriormente,

las botellas se deben refrigerar al menos por un par de dias. OS

Este proceso de refri eEﬁE@e\e@%p%%wtan en lo posible, que restos de
u

la actividad de la ra continlen trabajando y acaben por avinagrar el

producto, ya que a temperaturas altas, la levadura queda inactiva.
o Envejecimiento

No existen registros que indiquen cuanto tiempo debe conservarse el hidromiel en
Optimas condiciones de consumo, generalmente, la produccion casera se

consume pronto y no suele almacenarse mucho tiempo, tal vino joven.

El envejecimiento es importante en la produccién de hidromiel, en particular para
el desarrollo de compuestos aromaticos favorables, que generalmente pasan de

un sabor aspero, acido y desagradable, a una bebida suave con un buen aroma.

La duracion del envejecimiento puede ser de meses o afios, dependiendo del tipo
de hidromiel. En general, hidromieles mas ligeros estaran listos mas pronto,
mientras que los dulces y aquellos con mayor contenido de alcohol necesitaran

mas tiempo para desarrollarse por completo (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Produccion de hidromiel. (Pereira, Oliveira, Mendes-Ferreira, Estevinho
y Mendes-Faia, 2017).

Levadura —

SERVADOS

A pesar de las excelentes propiedades de la miel, la produccién de hidromiel
puede conllevar a varios problemas, como la detencién de la fermentacién, lenta o
prematura, la falta de uniformidad del producto final y la produccion de sabores

desagradables a las levaduras.

Muchos factores pueden estar relacionados con estos problemas, como la
variedad de miel, la composicibn media (contenido de vitaminas, minerales y
nitrogeno), la levadura fermentativa y las condiciones de fermentacion

(temperatura y pH).

La miel clara, en comparacion con la oscura, tiene una deficiencia en la cantidad
de compuestos de nitrdgeno y en el contenido de minerales que deben
complementarse mediante suplementacion, teniendo en cuenta los requisitos de la

levadura.
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En cuanto a los componentes del sustrato de fermentacion, es necesario

considerar los siguientes aspectos:
o Levaduras

Son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y
color. Son consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son

ovaladas, pero también pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica.

Las levaduras son mas grandes que las bﬁtgﬁR\\ﬁM@% diametro
maximo de entre cuatrogg’gE@\f@éro%cen por fisién binaria o gemaciéon y

algunas pueden ser orficas o bifasicas y crecen como micelio bajo condiciones

ambientales especiales (Pérez, 2007).

Las levaduras han sido utilizadas desde la antigiedad, actualmente se conocen
cepas diferentes y especificas para la elaboracion de cervezas, pan y vino, pero
los fundamentos cientificos de su cultivo y uso en grandes cantidades fueron
descubiertos por el microbidlogo francés Louis Pasteur en el siglo XIX.
(Hernandez, Maza y Lozano, 2003).

Los constituyentes macromoleculares de las levaduras incluyen proteinas,
glicoproteinas, polisacéaridos, polifosfatos, lipidos y &cidos nucleicos.
(Walker, 1998).

La mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3 y 10, pero les resulta

favorable un medio ligeramente acido con un pH entre 4.5 a 6.5.

En la fermentacién alcohdlica, participan diferentes especies de levaduras, y cabe
destacar que, la vida de las levaduras en los liquidos es distinta a la de los mohos,
ya que, mientras estos ultimos viven en la superficie, las levaduras crecen en la

masa del liquido, emergiendo a la superficie y creando una pelicula llamada velo.
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Segun Anon (2005), las levaduras mas estudiadas en el mundo son cepas
provenientes de las especies: Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis y
Candida utilis. Estas especies son consideradas aptas para el consumo humano o
GRAS (por las siglas en inglés de Generally Recognized As Safe).

Hérnandez (1999), establece que “la levadura Saccharomyces cerevisiae, es la
especie de mayor uso en la industria vinicola, su nombre deriva del vocablo

Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza).” (p. 74).

Es una levadura heterotrofa, que obtiene la @EgERr\/ A@g%cosa y tiene
una elevada capamd@@‘!@@\r\@l ol, 2003)

Se describe normalmente como un anaerobio facultativo, de modo que crece tanto
en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, es capaz de emplear un amplio
rango de sustratos entre mono, di y oligosacéaridos, asi como etanol, acetato,
glicerol y hasta lactatos; siendo la glucosa su fuente de carbén preferida, la cual
metaboliza a etanol mediante la ruta EMP y el metabolismo anaerdbico del

piruvato. (Dickinson y Scweiser, 2003).

La levadura Saccharomyces cerevisiae presenta un requerimiento energético en
condiciones anaerobias de 0.036 g de célula/g de sustrato-hora y de 0.022 en

condiciones aérobicas.

En funcién de la cepa empleada, se tiene un contenido residual de azucar de 10 -
56 g/L, lo que influencia el tiempo de fermentacion, el cual va de 119 a 170 horas,
de manera que las condiciones de proceso deben ajustarse adecuadamente para

obtener los mejores rendimientos de produccién. (Sablayrolles, 2009).

El conjunto de la comunidad cientifica reconoce actualmente siete especies en el
género Saccharomyces. Dos de ellas intervienen estrictamente en fermentaciones

alcoholicas, se trata de S. cerevisiae y S. bayanus.
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Segun Benito (2013), dentro de esta ultima se distinguen dos variedades: Uvarum
y Bayanus. La variedad Bayanus se asocia a la industria cervecera, mientras que

la Uvarum se encuentra exclusivamente en enologia.

La S. cerevisiae bayanus (también conocida como ex-bayanus) resulté ser la
seleccionada por su alto poder alcoholigeno (14 — 18 %) y su capacidad de
reiniciar de  fermentaciones  alcohdlicas en  condiciones  criticas.
(Lamothe-Abiet, 2007).

Asimismo, esta cepa es ideal para la bég@Ré\/IﬁiD@Ié secos Yy
espumantes, debidbaépze@&‘&r:@ﬁ% entativas en una amplia gama de
a

condiciones. De iguai manera, su neutralidad aroméatica hace que sea igualmente

empleada para la fermentacion de vinos base.
Los factores a tener en cuenta para el crecimiento y desarrollo de la levadura son:

> Presiébn osmotica: La nutricion de la levadura es un proceso puramente
osmotico, es importante evitar medios hiperténicos o hipoténicos para evitar la
plasmoptisis y plasmalisis. El estrés osmotico puede causar una disminucién en el
volumen celular, afecta ademés, la velocidad de fermentacién, asi como la
viabilidad celular. (Seo, 2005).

> Temperatura: Las altas temperaturas ocasionan una disminucion de la
biomasa, producto de un descenso en el contenido de proteinas, RNA, DNA y
aminoacidos libres e induce a la rigidez de la membrana celular. Temperaturas
muy bajas provocan un estado de latencia en la célula, deteniendo su desarrollo.
(Tomasso, 2004).

> Desecacién: Es uno de los principales agentes que inhiben las actividades y

desarrollo de los microorganismos.
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> Luz: En general, la luz es perjudicial para los microorganismos que carecen
de clorofila, o cualquier otro pigmento que les permita usar la energia de las

radiaciones en el proceso de fotosintesis.

> pH: El pH 6ptimo en el cual se desarrollan mejor los microorganismos, esta
entre 4.5 y 6.5. Las levaduras tienen la ventaja de soportar, medios mas acidos,
gue otros microorganismos, lo que es aprovechado en los procesos industriales

para mantener el medio controlado de bacterias que puedan competir por el

S
RVADO
> Alcohol: El efﬁﬁ{%@b\‘é&%él%%g% combinacion de inhibicion

del crecimiento y dis

sustrato. (Lee y Janson, 1996).

inucién de la viabilidad, puede actuar como inhibidor de la
fermentacién a partir de un 8 %. Sin embargo, no es recomendable terminar la

fermentacion con un grado alcohdlico muy elevado. (Rieguel y Kent, 2003).

° Nutrientes

La adicion de nutrientes provee un ambiente propicio a la levadura para que se
obtengan los mejores rendimientos en la fermentacion. La asimilacién de nitrégeno
y la demanda de oxigeno son factores importantes que influencian no sélo el

rendimiento del proceso sino la expresion de las caracteristicas sensoriales.

En funcion de los nutrientes incluidos o ausentes del medio de fermentacion, se
hacen aportes importantes en la proteccion de las células a factores de estrés, lo
que influye directamente en la tasa de crecimiento, la degradacion de sustrato y
los cambios sobre el producto final. (Sablayrolles, Dubois, Manginot, y
Barre, 1996).

Se consideran problemas de fermentacion la deficiencia de nitrégeno, minerales y

otros factores de crecimiento. La correccidn de estas deficiencias nutricionales
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puede reducir la sensibilidad al estrés de la levadura, mejorando el rendimiento de

la fermentacion.

Las vitaminas, cuya concentracion no suele ser limitante, son requeridas por las

células de la levadura para muchas reacciones enziméaticas.

Los minerales son necesarios como cofactores para vias metabolicas que influyen

en la tasa de conversion de azucar.

Sin embargo, la deficiencia de nitrégeno es la Eigi%RadsABQf&nentacién
atascada o lenta, p ﬁue @e%a recimiento de la levadura, la tasa
de fermentacion de | aduray Ia duracion de la fermentacion.

La concentraciéon de nitrdgeno también regula la formacién de subproductos, como
acido sulfhidrico, acidos grasos, alcoholes superiores y ésteres, entre otros, que

afectan las propiedades quimicas y sensoriales de la bebida alcohdlica.

En la fermentacion alcohdlica, S. cerevisiae normalmente requiere un minimo de
267 mg/L expresado como nitrégeno, para la fermentacion completa de un mosto
que contiene 200 g/L de hexosas (glucosa mas fructosa), en un tiempo

industrialmente razonable.

A pesar de esto, existen diferencias en la demanda de nitrégeno segun la cepa de
levadura industrial, la calidad de la fuente de nitrdgeno o la concentracién de

azucar en el mosto.

De hecho, la suplementacion de las deficiencias de nitrogeno con la adicion de
DAP (fosfato diamonico) constituye una practica bastante comun en la produccion
de hidromiel. En otros casos, las deficiencias nutricionales de la miel se deben

complementar en forma de nutrientes comerciales.
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> Nitrégeno: La mayoria de los aminoacidos sirven como fuente de nitrdgeno,
aungue no todos se asimilen igual. Generalmente se adicionan sales de amonio y
mezclas de aminoécidos; donde la glicina es el mas efectivo y la metionina la

menos efectiva. (Bely y Barre, 1990).

El proceso de asimilacion del nitrdgeno inicia en la conversiéon del amoniaco a
glutamato, por la deshidrogenasa presente. Seguido de esto, parte del glutamato

es convertido en glutamina, que representa una fuente importante de nitrégeno

OS
ESERVAD
Otro factor a consid E@\é‘\w@ﬁit%eno son los tiempos de adicion ya

que, si se considerafn desde la inoculacion, el nutriente es metabolizado y usado

celular. (Cooper, 1982).

para el crecimiento mismo de las levaduras, mientras que, si es empleado al
comienzo de la fase estacionaria, sera usado como reactivador de las levaduras
existentes, puesto que la presencia de amonio se asocia a la activacion de la
fosfofructoquinasa, enzima primordial en el inicio de la glucélisis. (Cramer,
Vlassides y Block, 2002).

La L-arginina es un aminoacido que posee varias funcionesmetabdlicas,
como la participacién en el transporte, transformacion, excrecion de nitrégeno, la
sintesis de urea y como sustrato en la sintesis de creatina y Oxido nitrico. Se
encuentra en una gran variedad de alimentos ricos en proteinas, tanto de origen

animal como vegetal. (Salinas, 2014).

> Oxigeno: Pese a que la produccion de etanol se desarrolla dentro del
proceso anaerbbico, la presencia de oxigeno permite el mantenimiento de la

viabilidad celular al final de la fermentacion.

La adicion de oxigeno mejora la sintesis de biomasa, de modo que se incremente

la tasa de fermentacion, ya que es un factor importante en la sintesis de los lipidos
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constituyentes de la membrana celular y que influencian la velocidad general de la

reaccion. (Rosenfeld, Beauvoit, Blondin y Salmon, 2003).

Se emplea en promedio una concentracién de 5 a 10 mg/L, hacia el final de la fase
de crecimiento, donde resulta ser de mayor aprovechamiento para las levaduras.
Puesto que, una temprana adicion puede afectar las concentraciones de alcoholes
y ésteres, donde adicionalmente el desarrollo de procesos oxidativos puede

afectar negativamente el producto, por descenso en el rendimiento y deterioro del

S
RVADO
De este modo, contr Rﬂ@ﬁ@@oﬁaﬁﬂ%&e la fase de crecimiento de

las levaduras, es posible combinar los efectos del nitrégeno y oxigeno para

aroma. (Sablayrolles et al., 1996).

mejorar el rendimiento y velocidad de la reaccion.

> Vitaminas: en cuanto a las vitaminas, suelen emplearse mezclas que
incluyen biotina, tiamina, inositol y acido pantoténico, esenciales para el desarrollo
metabdlico de la célula. Se ha encontrado que cuando se tienen bajos niveles de
tiamina y elevadas concentraciones de nitrégeno se genera un detenimiento de la

fermentacién. (Sablayrolles, 2009).

Del mismo modo, la ausencia de procesos de la via metabdlica de la tiamina se
asocia al incremento de sulfuro de hidrégeno dentro de la fermentacién. (Bartra,

Casado, Carro y Campama, 2010).

2.2.4.2. Aspectos fisicoquimicos

Existen diferentes aspectos a considerar en el analisis de hidromiel, por un lado en
funcién de los ingredientes empleados, ya que, se ha encontrado que el color de la
miel influye, no sélo en el contenido de fenoles totales que se relaciona con la

actividad antioxidante atribuida, sino que, ademas, implica un mayor contenido de
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fuentes nutricionales a las levaduras, dado que el aporte dado por el polen es

mayor e implica mejores contenidos de nitrogeno. (Pereira et al., 2009).

Otro factor de importancia relacionado con el acondicionamiento del sustrato,
radica en el control tanto de la concentracion de azucares como de la acidez del
medio, puesto que la concentracion de azucares es un factor determinante en la
productividad y rendimiento de las levaduras, de alli que generalmente se manejen

diluciones de 29 °Bx, como maximo.

Se ha demostrado que, frente al estrés o§ g‘EeFQe\dJAmQ)nversmn de
acetaldehido a etanﬁ R@e ,I on
[

reduce la sintesis d cerol.

hacia acido acético, que a su vez

Adicional al control de azucares en el medio, el control en la acidez es también
importante, ya que, la generacion de acido aceético y succinico, influye en la
disminucién de la velocidad de fermentacién, debido a que, su caracter antiséptico

modifica el funcionamiento de las levaduras.

Por otro lado, en lo que refiere a los compuestos volatiles del producto, se
identifica en primer lugar, que en los compuestos predominantes de la miel se
encuentra naturalmente benzaldehido, que durante la fermentacion forma
1,3-butanodiol y 2,3-butanodiol, cuya concentracién no varia sustancialmente a lo

largo del proceso.

El fenilalcohol (2-fenil-etanol) que contribuye con el aroma final del producto, se
genera en la fermentacion y durante el envejecimiento, debido a la desaminacion

oxidativa de la fenilalanina. (Ilha, Bertoldi, Acassio y Corumba, 2008).

En cuanto a los ésteres, el citrato de etilo se presenta en elevado contenido, aun
mayor que en el vino, debido probablemente a la concentracion de acido citrico
presente en las mieles. (Zoecklein, Fugelsang, Gump y Nury, 2001).
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Adicionalmente, la miel presenta naturalmente derivados furanicos de la
descomposicion de monosacaridos en medio acido, cuya concentracion se
incrementa progresivamente con el almacenamiento y la exposicion a tratamientos
térmicos, que modifican en cierta medida, el perfil aroméatico del producto

fermentado. (Mufioz, Copaja, Speisky, Pefia y Montenegro, 2007).

Las lactonas generalmente son aportadas por la madera de los barriles de
afiejamiento y determinan el aroma final del producto, ya que, dependiendo de su
concentracion pueden otorgar aroma a madera 0 coco; Yy, a gvez, este

envejecimiento en barricas aporta ge%%@yi%grg Cortes vy
Botero, 2010). DERECHO

2.2.4.3. Panorama general

Como se ha mencionado, Europa y Asia representan el area central en el
comercio y difusion de hidromiel, y por ende, han desarrollado elaborados
procesos, asi como diferentes investigaciones, para el mejoramiento del proceso
tradicional de manera que se estandarice la calidad final, se eliminen los
inconvenientes asociados a la respuesta de las levaduras frente al estrés por
osmolaridad y deficiencia de nutrientes, y se disminuyan los tiempos de

produccion incrementando la productividad y rendimiento.

En la actualidad, se realizan estudios con cepas nativas, donde se centran
esfuerzos en el aislamiento de levaduras propias de la miel, para evaluar su

productividad frente a cepas comerciales. (llha et al., 2008).

Adicional a los estudios con levaduras nativas, se identifican estudios
desarrollados en la republica eslovaca, donde se proponen mecanismos de
produccion para disminuir el tiempo de reaccion y estandarizar la calidad final,

implementando para ello una inmovilizacion de levaduras en geles de pectato de
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calcio, de modo que, ademas de reducirse los costos generales del proceso, se ha
desarrollado un sistema de dos columnas empacadas que trabajan en continuo a
30 °C por 60 horas y obtienen un hidromiel de 16 % v/v etanol.
(Navrétil et al., 2001).

El avance en la investigacion y desarrollo de procesos tecnificados para la
produccion de hidromiel, muestran la importancia que esta bebida tiene en

Europa.

En paises africanos, su producmon y dlstrlﬁﬁgﬁﬂ\qugportame en

Etiopia, por eJempIoD
basada en levaduras nativas de Ia miel.

ajo el nombre de “tej” u “ogol”,

En otros paises, como Lituania, el vino de miel fue certificado dentro de la
legislacion de alimentos de 1969; por lo cual, se tiene un gran numero de
variedades en funcion del origen botanico, geografico y estacional de la miel, asi

como la dilucion y tiempo de afiejamiento empleado.

En América, solo en parte de Canada y Norteamérica se reconoce esta bebida y
se promueve por medio del Festival internacional de hidromiel y el “Real Ale
Festival” donde se incluye una categoria para hidromiel y cidra, aprovechando que
el mercado norteamericano en consumo de vinos organicos, representa US $ 15,4

billones anuales, segun report6 el portal Noticias Apicolas (2010).

Segun Vidal (1983), en Latinoamérica, debido a la falta de cultura de consumo y
poca comercializacion del producto se limitan las posibilidades de abrir un
mercado en este aspecto y el reconocimiento del mismo es muy bajo. Sin
embargo, se avanza paulatinamente en investigaciones enfocadas en las

condiciones de fermentacion.
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De modo que, en América Latina sélo hasta ahora se contemplan los primeros
estudios de fermentacién de la miel; siendo realmente Chile quien ha dado los
primeros pasos en este proceso, con el estudio de mercado del producto y su
investigacion del desarrollo para el establecimiento de una planta productora con
miras a competir en el mercado exterior, aprovechando la diferenciacion botanica

gue proveen las mieles de las especies de abejas y ecosistemas latinos.

2.2.5. Aroma del hidromiel

EéR\IADOS
El perfil de aroma es una (Jja\s_\@@eRtEaﬁ s tipicas de un producto

alimenticio, tanto po ] organoléptica como por su autenticidad. El aroma
de aguamiel tiene aportes de miel, levadura inoculada y procesos tecnologicos.

(Pereira, Oliveira, Mendes-Ferreira, Estevinho y Mendes-Faia, 2015).

2.2.5.1. Derivados volétiles de la miel

El aroma a miel es muy complejo e involucra varios compuestos volatiles, sin
embargo, no todos tienen un impacto significativo en el aroma. En general, el
impacto de un compuesto dado depende de la medida en que la concentracion

supera su umbral de olor.

Es importante indicar que pueden producirse algunas interacciones sinérgicas y/o
antagonicas entre varios componentes, y por lo tanto, incluso los compuestos
presentes en bajas concentraciones pueden contribuir al aroma de miel.

(Kaskoniene y Venskutonis, 2010).

Los mismos compuestos volatiles identificados en varias muestras de miel pueden
caracterizarse por una amplia gama de descriptores de aroma, por ejemplo, desde

amargo o rancio a dulce y floral. (Manyi-Loh, Ndip y Clarke, 2011).



62

2.2.5.2. Derivados volatiles de la levadura

Segun Vilanova y Oliveira (2012), durante la fermentacion alcohdlica, las
levaduras producen un rango de compuestos con fuerte importancia sensorial para

la calidad del producto final.

Como resultado de la actividad metabdlica de las levaduras, estos representan
cuantitativamente la mayoria de los compuestos volatiles en los vinos; por lo tanto,

estos microorganismos desempefian un papel importante en el _desarrollo del

aroma del vino. ECHOS RESER\/ ADO

En la produccion OD%E\%Ies, los compuestos se ven afectados por varios
factores, incluida la cepa de levadura, el estado celular (libre o inmovilizado) y el
tamafo del in6culo, asi como por las condiciones de fermentacion. (Wintersteen,
Andrae y Engeseth, 2005).

El tipo de miel y la composicién del mosto de miel también modulan la formacién

de compuestos volatiles. (Roldan, Muiswinkel, Lasanta y Caro, 2011).
Los compuestos volatiles producidos por las levaduras son:
o Alcoholes

Segun Ugliano y Henschke (2009), son metabolitos secundarios de la levadura y,
desde un punto de vista cuantitativo, son el grupo mas importante de compuestos
volatiles producidos por la levadura durante la fermentacion alcohdlica de

azucares, inclusive en la produccion de hidromiel.

Entre los alcoholes se incluyen: 2-metil-1-propanol (isobutanol), 2-metil-1-butanol,
3-metil-1-butanol (isoamiloalcohol) y 2-feniletanol (con agradable aroma a rosa),

entre otros.
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El alcohol mas predominante es el 3-metil-1-butanol, en concentraciones que
oscilan entre 90 y 350 mg/L. Otros alcoholes secundarios predominantes
presentes en el hidromiel son 2-metil-1-butanol, 2-metil-1-propanol, 1-propanol y
2-feniletanol.

Generalmente, las concentraciones de alcoholes en hidromiel estan por debajo de
300 mg/L, ya que, concentraciones por encima de 400 mg/L, pueden tener un
impacto negativo en el aroma y el sabor, lo que da como resultado un fuerte olor y

sabor picante. (Mendes-Ferreira et al., 2010).

. Esteres DEREC

Se derivan de una reaccion entre los acidos grasos organicos o volatiles y el
etanol (ésteres etilicos), o entre el &cido acético y los alcoholes superiores
(acetatos), siendo los principales responsables de la fruta del vino y las bebidas

fermentadas. (Ugliano y Henschke, 2009).

El acetato de etilo es cuantitativamente el éster mas importante encontrado en el

hidromiel, con un umbral de olor de 12.3 mg/L. (Escudero et al., 2004).

Otros ésteres encontrados, aunque en pequefias cantidades, son acetato de
isoamilo, acetato de 2-feniletilo, butirato de etilo, hexanoato de etilo y octanoato de
etilo. Estos ésteres tienen aromas florales y afrutados. (Bartowsky vy
Pretorius, 2009).

La produccién de éster por levaduras aumenta con la concentracion de nitrégeno,
con la adicion de nutrientes al mosto de la miel, como el polen, y en hidromiel
fermentado con células de levadura inmovilizadas. (Pereira, Oliveira,

Mendes-Ferreira, Estevinho y Mendes-Faia, 2014).
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. Acidos grasos volatiles

Incluyen una mezcla de acidos grasos de cadena lineal, resultantes de la
oxidacion B de acidos grasos, generalmente denominada cadena corta (C2-C4),
cadena media (C6-C10), de cadena larga (C12-C18), y un grupo de acidos grasos
de cadena ramificada, del metabolismo de los aminoacidos. (Ugliano y Henschke,
2009).

El &cido acético es cuantitativa y sensorialmente el &cido gra olatil méas
importante producido durante la fermentacitﬁ@@@@\éh@n ndo mas del
90 % de la acidez VOE%‘EQIECHOS

El &cido acético en concentraciones desviadas imparte un carécter similar al
vinagre y se vuelve objetable en concentraciones de 0.7 a 1.1 g/L, la
concentracion Optima esta entre 0.2 y 0.7 g/L. (Swiegers, Bartowsky, Henschke y
Pretorius, 2005).

En general, el acido octanoico es el principal acido graso en el hidromiel, seguido

de &cidos hexanoicos y decanoicos.
o Compuestos carbonilos

Segun Nykanen (1986), las levaduras producen diversos compuestos carbonilicos
a partir del metabolismo del azucar, siendo el acetaldehido cuantitativamente el
mas importante, constituyendo mas del 90 % del total de aldehidos en vinos y

otras bebidas alcohdlicas fermentadas.

Este compuesto se ha encontrado en hidromieles producidos por S. cerevisiae a
concentraciones que oscilan entre 5 y 30 mg/L. Ademas, la concentracion de este
compuesto esta relacionada con la composicion del mosto, aumentando con la

adiciéon de polen y nitrégeno. (Pereira et al., 2015).
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. Fenoles voléatiles

Los fenoles volatiles tienen un umbral de deteccion relativamente bajo y, por lo
tanto, se detectan facilmente debido a su olor farmacéutico. Los fenoles volétiles
mas importantes son los etilfenoles: 4-etilguaiacol y 4-etilfenol; y los vinilfenoles:

4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol.

2.2.6. Variedades de hidromiel

ADOS
Dependiendo de la proporcion ; @Se R&eﬁh&ﬁe a1l O 5,11, 1:2 0 1:3
(miel:agua), se O@ER e

terminologia similar a la utilizada en el vino, los estilos de hidromiel se clasifican

ntes tipos de hidromiel. Empleando una

como secos, semidulces o dulces, segun su concentracion final de azucar.
(Morales, Alcarde y Angelis, 2013).

Para realzar su caracter y complejidad, una variedad de frutas, verduras, hierbas o
especias (jengibre, cardamomo, clavo, tomillo, romero, laurel, salvia, perejil,
hinojo, canela, nuez moscada, limén o naranja, entre otros) pueden afadirse,

durante o después de la fermentacion. (McConnell y Schramm, 1995).

Segun American Mead Makers Association (2001), existen diferentes estilos o
variedades de hidromiel, los cuales dependen de las tradiciones locales y de las

recetas especificas empleadas.

2.2.6.1. Melomel

Contiene una fruta o una mezcla de ellas, que contribuyen con sabores acidos
sutiles a sabores de frutas intensos y reconocibles al instante. En funcién de la

fruta empleada, el hidromiel puede tomar otra denominacion.



66
2.2.6.2. Cyser

Producido cuando se fermenta con una mezcla de miel y jugo de manzana o cidra,
sin agua adicional. Esta bebida tiene un caracter distintivo de manzana con un

pronunciado aroma a miel, dulce y similar a un jerez.

2.2.6.3. Pyment

Es una bebida fermentada con una mezcla de jugo de uva y,mi S'nezcla de

vino de uva e hidromiel desputﬁ@%@&%e un caracter distintivo

del vino de uva que @E@Rf& en la acidez, el tanino y otras caracteristicas de

la uva, pero el caracter de la miel equilibra los sabores afrutados.

2.2.6.4. Metheglin

Elaborado con hierbas y/o especias, como lavanda, vainilla o jazmin.

2.2.6.5. Braggot o bracket

Bebida fermentada con cereales germinados, tales como la cebada malteada y
lGpulo. Constituye un tipo de cerveza caracterizada por un aroma a miel y malta,

con un ligero sabor amargo debido al lupulo.

2.2.6.6. Rodomel
Elaborado con miel y pétalos de rosa.

De la misma forma, pueden fermentarse hidromieles con verduras como el ajo y

usarlos para cocinar; asi como también se puede producir una bebida gaseosa
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con altas cantidades de dioxido de carbono, como resultado de una segunda

fermentacion natural, ya sea en botella o en tanques. (Baudar, 2018).

2.2.7. Evaluacioéon sensorial del hidromiel

Basada principalmente en los atributos del aroma y sabor, el analisis sensorial es
indispensable para la evaluacion de las caracteristicas del alimento y para

identificar los contribuyentes sensoriales o de calidad. (Vilanova, Genisheva, Masa

y Oliveira, 2010). 108 RESER\/ /\DOS

Los compuestos voI@ER%eﬁan un papel clave en la determinacién de la
calidad de las bebidas, ya que son los principales contribuyentes al aroma y

produce un efecto sobre las caracteristicas sensoriales.

Segun Smyth y Cozzolino (2013), se emplean dos tipos de metodologias para
evaluar la calidad de los alimentos y las bebidas: la identificacion y cuantificacion
de compuestos de aroma, como técnica de analisis objetivo; y/o métodos de
comunicacion basados en la evaluacion humana de las caracteristicas de calidad

de los alimentos.

En general, las caracteristicas sensoriales mas importantes de las bebidas son el
olor, el sabor y, en menor medida, el color; por lo que, su evaluacién deberia ser
realizada por un panel de expertos o consumidores. (Robinson, Boss, Heymann,

Soloman y Trengove, 2011).

Algunos de los atributos de aroma propuestos han sido floral, afrutado, dulce,
ceroso, resina, madera, citrico, acido, picante, caramelo, balsamico, herbéaceo,

café, chocolate, rancio, quimico y fermentado, entre otros.
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Los atributos: acido, dulce, astringente, fruta madura, caramelo tostado, picante y

amaderado, se han seleccionado para la caracterizacion del sabor.

Sin embargo, la percepcién sensorial es variable dentro de los individuos, el
contexto de la experiencia del consumidor y la composicion quimica del producto.

Por lo que, Roldan (2004), determiné un hidromiel de control para que los
fermentadores compararan su producto con este estandar, describiéndose asi, el

aroma del hidromiel de control como floral (asociado con 2-feniletapol) y &cido

similar al vinagre (presencia de écidg ﬁlﬁt@@@\&A&&QﬂCO, acetato
| O

de etilo). DERECH

2.2.8. Productos derivados del hidromiel

llha, Torres, Porto y Meinert (2000), establecen que “la miel se produce
practicamente en todo el mundo, el 90 % de la cual se consume como miel de
mesa y el 10 % se distribuye entre las industrias alimentarias, cosméticas y

farmacéuticas.” (p. 232).

A partir de la fermentacion alcohdlica de la miel, se pueden elaborar productos de
alta demanda como el vinagre, al realizar la fermentacién acética de hidromiel,
obteniéndose valores aproximados de 5 L de vinagre de miel con 90 g/L de &cido

acético, utilizando 1 kg de miel de abeja como materia prima.

Asimismo, en la pradera Makana Meadery ubicada en Sudafrica, se encuentra otro
producto derivado de esta fermentacion alcohodlica, como es la mostaza de
hidromiel, elaborada mediante la mezcla de mostaza negra de grano entero con

mostaza amarilla recién molida, vid de hidromiel, miel y sal.
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2.3. Sistema de variables

A continuacion, se presentan las variables utilizadas en el presente trabajo
especial de grado, asi como también las definiciones que se aplican segun la
metodologia empleada.

2.3.1. Definicién nominal

Determinacion del efecto de la adicion de la L-arginina ;s k@@@oceso de
fermentacion alcohdlica de la mﬂ@gb@E&EeBﬁleé\ la produccion de
hidromiel. DEREC

2.3.2. Definicion conceptual

Segun Alvarez (2008), la definicion conceptual consiste en la definicion de la
variable de estudio, la cual hace referencia a los objetivos de la investigacion y se
encuentra estrechamente relacionada con el cuerpo teérico, en el cual esta

contenida las hipotesis en cuestion.

2.3.2.1. L-arginina

Abreviada como Arg o R, de férmula molecular CeH14N4O2, es uno de los
20 aminoacidos que se encuentran formando parte de las proteinas. Se encuentra
involucrada en muchas de las actividades de las glandulas endocrinas. Su cadena

lateral esta formada por un grupo guanidino. (Barbul, 1986).

Por lo general, el organismo produce la cantidad total de L-arginina que necesita,
ya que esta se encuentra en la mayoria de los alimentos ricos en proteinas

(pescados, carnes, etc). Como suplemento, la L-arginina se puede ingerir de forma


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndulas_de_secreci%C3%B3n_interna
https://es.wikipedia.org/wiki/Guanidina
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oral o aplicar de manera tépica. Debido a que funciona como un vasodilatador
(dilata los vasos sanguineos), también se puede consumir para tratar afecciones

cardiovasculares y la disfuncion eréctil. (Mayo Clinic Foundation, 2018).

2.3.2.2. Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldégico de fermentacion en plena
ausencia de oxigeno, originado por la actividad de algunos microorganismos que
procesan los hidratos de carbono para obtener com &n alcohol
en forma de etanol, d|0X|d ﬂ@%nﬁb&agg

ATP que consumen os microorganismos en su metabolismo celular

gas y unas moléculas de

energético anaerobico.

El etanol resultante de la fermentacion alcohdlica, se emplea en la elaboracién de
algunas bebidas alcohodlicas como el vino, la cerveza, la sidra, el cava, etc.
(Garcia, 2015).

2.3.2.3. Miel de abeja

Sustancia espesa, pegajosay muy dulce que elaboran las abejas con el néctar de
las flores y que depositan después en las celdillas de los panales o en huecos
naturales; se emplea en la alimentacion por su alto valor nutritivo. (Gran

Diccionario de la Lengua Espafiola, 2016).

2.3.2.4. Hidromiel

Es una bebida fermentada a base de miel y agua, reportada desde la antigtiedad.
Los griegos le daban por nombre “melikraton” y los romanos lo llamaban “agua

mulsum”. Popularmente, se le otorgd el nombre de “bebida de los dioses”.
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El hidromiel posee minerales, proteinas, vitaminas, antitoxicos y azucares que lo
hacen beneficioso para el cuerpo. Ademas, es una de las bebidas probioticas mas
antiguas, ya que contiene bacterias y levaduras. Algunas de sus propiedades son:
aumenta la inmunidad (sistema inmunoldgico), combate infecciones y desintoxica

el cuerpo. (Mendes-Ferreira et al., 2010).

2.3.3. Definicion operacional

Para llevar a cabo el objetivo general planteado ée ﬂ@@%ividad se
aliz

caracterizé f|S|cqu|m|cameé ando mediciones de:

densidad (g/mL, hall@&R&

y el volumen del cilindro graduado), pH, indice de refraccion y grados Brix

s de calculos analiticos, mediante la masa de miel

(mediante los solidos solubles).

Posteriormente, se procedié a establecer las proporciones de los compuestos de
los sustratos de fermentacion: agua (L), miel (L), levadura (g/L de mosto), y

L-arginina (g/L de mosto).

Se llevé a cabo el proceso de fermentacion alcohdlica de la miel de abeja para
poder determinar el efecto de la concentracion de la L-arginina (adicionada a dos
de los mostos), sobre las caracteristicas fisicoquimicas: densidad (g/mL) y grados
Brix (sélidos solubles), en funcion del tiempo. Ademas, se determiné el grado de

alcohol (% v/v) en los tres hidromieles finales.

Por ultimo, se determind el efecto de la L-arginina sobre las caracteristicas
sensoriales: color, aroma y sabor (mediante la escala de Likert), aplicando un test
de preferencia a un panel de degustadores, los cuales compararon el hidromiel
obtenido en el menor tiempo de fermentacién (contenido de L-arginina), con el

hidromiel de control (sin la adicion de la fuente nitrogenada).
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Objetivo general: Determinar el efecto de la adicion de la L-arginina sobre el proceso de
fermentacion alcohdlica de la miel de abeja (produccién de hidromiel)

Objetivos
especificos

Variable

Sub-variables

Indicadores

1. Caracterizar
fisicoquimicamente
la miel de abeja

2. Establecer las
proporciones de
los compuestos de
los sustratos de
fermentacion

DEREC

3. Determinar el
efecto de la
concentracion de la
L-arginina sobre el
proceso de
fermentacion
alcohdlica de la
miel de abeja

L-arginina

Caracteristicas

fisicoquimicas

de la miel de
abeja

Densidad (g/mL)
Masa de la miel de abeja (g)
Volumen del cilindro graduado(mL)

H

indice de refraccion
C ﬁ QBQ( AD)Q ébles)

CHOS RE

Cantidades de los
componentes de

los tres sustratos
de fermentacion

Volumen de agua (L)
Volumen de miel (L)
Cantidad de levadura (g/L de mosto)

Cantidad de L-arginina (g/L de mosto)

Caracteristicas
fisicoquimicas de
los tres productos

resultantes

°Bx (sélidos solubles)
Densidad (g/mL)

Alcohol (% v/iv)

Caracteristicas
sensoriales de
dos de los
hidromieles
finales

Comparacion de las
caracteristicas sensoriales del
hidromiel obtenido en el menor

tiempo de fermentaciéon (contenido
de L-arginina), con respecto al
obtenido en el tiempo fermentativo
estandar (sin adicion de la fuente
nitrogenada)

Color (escala de Likert)
Aroma (escala de Likert)

Sabor (escala de Likert)




CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo, se exponen el tipo y los disefios de investigacion
aplicados en la realizacion del trabajo, asi como también, los métodos de
recoleccion de datos para obtener la informacioén sobre cada una de las variables

de estudio. La metodologia consta de la descripcion y el analisis de los métodos
que se emplearan en el estudio de la investigacion; E& g\@se centra
0S,

mas en el proceso de inves é &C\_\mn aunque estos ultimos

dependen de ella.

3.1. Tipo de investigacion
Segun Ander-Egg (1992, p. 57):

La investigacion es un proceso reflexivo, sistematico, controlado y
critico que tiene por finalidad descubrir o interpretar los hechos y
fendmenos, relaciones y leyes de un determinado ambito de la realidad;
una busqueda de hechos, un camino para conocer la realidad, un
procedimiento para conocer verdades parciales, o mejor, para descubrir
no falsedades parciales.

Cervo y Bervian (1989), definen la investigacién como “una actividad encaminada
a la solucién de problemas. Su objetivo consiste en hallar respuestas a preguntas

mediante el empleo de procesos cientificos.” (p. 41).

Para Sabino (2002), la investigacion puede definirse como “un esfuerzo que se

emprende para resolver un problema, claro esta, un problema de conocimiento.”
(p. 34).
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Asimismo, cuando se va a resolver un problema de forma cientifica, es
conveniente tener conocimiento detallado de los posibles tipos de investigacion
gue se pueden seguir. Este conocimiento hace posible evitar equivocaciones en la
eleccion del método adecuado para un procedimiento especifico. Cabe destacar
que, los tipos de investigacion dificilmente se presentan puros; generalmente, se
combinan entre si y obedecen sistematicamente a la aplicacion de la

investigacion. (Tamayo, 2003).

De acuerdo a Hernandez, Fernandez y Baptista (2006), los estuds%scnptlvos

“‘miden, evallan o recolectan datos o%@@R\L
dimensionesocomp@E@E(f}\ﬂQn a investigar”. (p. 117).

0s, aspectos,

La investigacion descriptiva, tiene como fin primordial describir algunas
caracteristicas fundamentales de conjuntos homogéneos de fenbmenos, utilizando
criterios sistematicos que permitan poner en manifiesto su estructura o
comportamiento. De esta forma, se pueden obtener datos que caracterizarian la
realidad estudiada. (Sabino, 1992).

Se entiende por investigacion descriptiva, aquella que comprende la descripcién,
registro, andlisis e interpretaciéon de la naturaleza actual, y la composicion o
proceso de los fendmenos. El enfoque se hace sobre conclusiones dominantes o
sobre grupo de personas, grupo o cosas, se conduce o funciona en presente.
(Tamayo, 2003).

Por otra parte, Arias (2012), sefiala que la investigacion descriptiva consiste en la
caracterizacion de un hecho, fenébmeno, individuo o grupo, con el fin de establecer
Su estructura o comportamiento. Los resultados de este tipo de investigacién se
ubican en un nivel intermedio en cuanto a la profundidad de los conocimientos se

refiere.

Arias (2006) establece que, “los estudios descriptivos miden de forma
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independiente las variables y aun cuando no se formulen hipétesis, tales variables

aparecen enunciadas en los objetivos de investigacion.” (p. 25).

Segun Mir6 (1944), “el objetivo de la investigacion descriptiva consiste en llegar a
conocer las situaciones, costumbres y actitudes predominantes a través de la

descripcion exacta de las actividades, objetos, procesos y personas”. (p. 37).

En base a lo descrito anteriormente, se puede considerar que segun su proposito,
la presente investigacion es de caracter descriptivo, debido a que esta_se orientd a
recolectar la informacion real, arrojada por e\é @R‘férﬁ&a@on alcohdlica
de la miel de abeja, @E ro

para las levaduras; y su caracteristica fundamental fue la de presentar una

genada (L-arginina) como nutriente

interpretacion correcta.

En primera instancia, se caracterizé la miel de abeja, a través de la determinacion
de la densidad, pH, indice de refraccion y °Bx. Posteriormente, se establecieron
las cantidades de los compuestos de los tres sustratos de fermentacion, asi como
las condiciones del proceso, respectivamente. Asimismo, se determind el efecto
de la concentracion de la L-arginina sobre el proceso de fermentacion alcohdlica
de la miel, mediante la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas (°Bx,
densidad y grado alcohdlico) de los tres hidromieles, y de las caracteristicas

sensoriales (color, aroma y sabor) de dos de ellos.

3.2. Disefio de la investigacion

De acuerdo con las caracteristicas de una investigacion de tipo descriptivo, se
hace necesario elegir un disefio capaz de ajustarse a la necesidad de describir el

fenébmeno en estudio.

El disefio se refiere al plan o estrategia concebidos para responder a las preguntas
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de investigacion y ayuda a sefialar al investigador lo que debe hacer para alcanzar

el objetivo de estudio. (Hernandez et al., 2006).

Para Arias (2006), “el disefio de investigacion es la estrategia general que adopta

el investigador para responder al problema planteado”. (p. 26).

Segun Balestrini (2006), “el disefio de investigacion es un plan global de
investigacion que integra, de un modo coherente y adecuadamente correcto,
técnicas de recogida de datos a utilizar, analisis previstos y ObjetIVOS g 131).

Asimismo, de acuerdo E E@\é\tﬁésaeR%estlgamon se seleccionaron los
tipos de disefio qu a requiri6 para su desarrollo. Para el presente trabajo

especial de grado, se emplearon los siguientes:

3.2.1. Disefio no experimental
Palella y Martins (2010, p. 87), establecen que:

El disefio no experimental es el que se realiza sin manipular en forma
deliberada alguna variable. ElI investigador no  sustituye
intencionalmente las variables independientes. Se observan los hechos
tal y como se presentan en su contexto real, en un tiempo determinado
0 no, para luego analizarlos. Por lo tanto, en este disefio no se
construye una situacion especifica sino que se observan las que
existen.

Una investigacion no experimental es un tipo de pesquisa que no extrae sus
conclusiones definitivas, o sus datos de trabajo, a través de una serie de acciones
y reacciones reproducibles en un ambiente controlado para obtener resultados
interpretables, es decir, a través de experimentos. No por ello, claro esta, deja de
ser una investigacion seria, documentada y rigurosa en sus métodos.
(Raffino, 2018).
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El primer objetivo especifico de esta investigacion es de caracter no experimental,
ya que, en la caracterizacion de la miel no se manipularon deliberadamente las
variables a interpretar, sino que se observaron los fendmenos de interés en su

ambiente natural, para luego describirlos y analizarlos.

3.2.2. Disefio de campo

Segun Arias (2012), la investigacion de campo es aquella que consiste en la
recoleccion de todos los datos directamente de los sg t\/lp\@t@&(‘)s o de la
realidad donde ocurren los h @@ R&\%

variables alguna, es @&Rﬁ

condiciones existentes. De alli su caracter de investigacion no experimental.

sin manipular o controlar

estigador obtiene la informacion pero no altera las

En una investigacion de campo también se emplean datos secundarios, sobre
todo los provenientes de fuentes bibliogréficas, a partir de los cuales se elabora el
marco tedrico. No obstante, son los datos primarios obtenidos a través del disefio
de campo, los esenciales para el logro de los objetivos y la solucion del problema

planteado.

Para Sabino (2002), la investigacion de campo corresponde a un tipo de disefio de
investigacion basada en informaciones obtenidas directamente de la realidad,
permitiéndole al investigador cerciorarse de las condiciones reales en que se han

conseguido los datos.

Ramirez (2010), establece que la investigacion de campo puede ser extensiva,
cuando se realiza en muestras y en poblaciones enteras (censos); e intensiva,
cuando se concentra en casos particulares, sin la posibilidad de generalizar los

resultados.

El primer objetivo especifico cuenta, ademas, con un disefio de campo; ya que, se
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caracterizaron tres muestras de miel de abeja, mediante la recoleccién de los
datos directamente de la realidad donde ocurrieron los hechos, en este caso, en el
laboratorio, con equipos como la balanza analitica digital y el refractometro
manual, sin manipular o controlar las variables, debido a que eso ocasionaria la

pérdida del ambiente de naturalidad en el cual se manifestaban.

3.2.3. Disefo documental

Segun Baena (1985), la investigacion documental eSéF A@@f&msste en
la seleccion y compilacion de A ‘qt@@nR e
documentos y mat@ iograficos, bibliotecas, bibliotecas de periédicos,

la lectura y critica de

centros de documentacion e informacion.

Por su parte, Garza (1988) sefiala que la investigacion documental se caracteriza
por el uso predominante de registros graficos y sonoros como fuentes de

informacion, registros en forma manuscrita e impresos.

La investigacion documental es aquella que se realiza a través de la consulta de
documentos (libros, revistas, periddicos, memorias, anuarios, etc.). Un tipo
especifico de investigacién documental es la investigacion secundaria, dentro de
la cual se incluye la investigacion bibliogréfica y toda la tipologia de revisiones
existentes (revisiones narrativas, revision de evidencias, meta-andlisis,

meta-sintesis). (Guerrero, Montoya y Hueso, 2014).

Asimismo, Chavez (1994) expresa que “los estudios documentales son aquellos
que se realizan sobre la base de documentos o revision bibliografica. Esta
investigacion se efectia en funcibn de documentos escritos, NnumMeEricos,

estadisticos, archivos oficiales, privados y prensa”. (p. 133).

El segundo objetivo especifico consta de un disefio de investigacion documental;
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esto debido a que, se establecieron las cantidades de miel, agua y levadura

sugeridas por la literatura, en este caso, un libro de texto.

En cuanto a la cantidad de L-arginina, con el fin de obtener una determinada
concentracion final de nitrégeno en los mostos (sugerida por un articulo cientifico),
y mediante los conocimientos adquiridos, se establecieron dos cantidades
diferentes de este aminoacido (una para cada mosto); de forma que, se pudiese
determinar, al final de la investigacién, cual de las dos cantidades adicionadas

resulté ser la mas adecuada.

3.2.4. Disefio exper

La investigacion experimental se ha ideado con el propdsito de determinar, con la
mayor confiabilidad posible, la relacion causa-efecto, para lo cual uno o mas
grupos se exponen a los estimulos experimentales, y los comportamientos
resultantes se comparan con los comportamientos de u otros grupos, llamados de

control, que no reciben tratamiento o estimulo experimental. (Tamayo, 2003).

Segun Palella y Martins (2010), el disefio experimental es aquel segun el cual el
investigador manipula una variable experimental no comprobada, bajo condiciones
estrictamente controladas. Su objetivo es describir de qué modo y por qué causa
se produce o puede producirse un fendmeno. Busca predecir el futuro, elaborar
pronésticos que una vez confirmados, se convierten en leyes y generalizaciones
tendentes a incrementar el cumulo de conocimientos pedagogicos y el

mejoramiento de la accion educativa.

Los experimentos son estudios de intervencion, porque el investigador genera una
situacion para tratar de explicar como afecta a quienes participan en ella, en

comparacion a quienes no lo hacen. (Creswell, 2005).
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Los experimentos, tratamientos, estimulos, influencias o intervenciones
(denominadas variables independientes), se utilizan cuando el investigador
pretende establecer el posible efecto de una causa que se manipula en una
situaciéon de control, es decir, para observar los efectos de las variables
independientes sobre otras caracteristicas o variables dependientes. (Hernandez
et al., 2006).

Para el tercer y ultimo objetivo especifico, se considera el disefio experimental, ya
que el mismo implic6 una situacién controlada, en la cual sg manipulé
intencionalmente la variable independien (ﬁ%&%t\l%@ a cantidad (en
gramos) de L-argiﬁE@EGAﬁ\l "o medir las consecuencias de esa
manipulacion sobre una o mas variables dependientes (efectos), como lo son: el
tiempo de fermentacién, grados Brix, densidad, grado alcohdlico, color, aroma y

sabor de los tres hidromieles.

En base a las variables independientes y dependientes del proceso, se definen
como las variables controladas o intervinientes, las constituidas por: el volumen de
agua, volumen de miel, cantidad de levadura, rango de temperatura, luz, presién

osmotica, desecacion, oxigeno, vitaminas y minerales de los fermentos.

Asimismo, un experimento puede servir para estudiar, por medio de dichas
intervenciones controladas, el comportamiento de una determinada variable
(fendbmeno). En este caso, se disefid un experimento destinado a determinar el
efecto de la concentracion de una fuente nitrogenada, como lo es la L-arginina
(precursora del 6xido nitrico), sobre el proceso de fermentacién alcohdlica de la

miel de abeja.

3.2.5. Disefio cuantitativo

La metodologia cuantitativa de acuerdo con Tamayo (2009), consiste en el
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contraste de teorias ya existentes a partir de una serie de hipoétesis surgidas de la
misma, siendo necesario obtener una muestra, ya sea en forma aleatoria o

discriminada, pero representativa de una poblacion o fendmeno objeto de estudio.

La investigacion cuantitativa, es la que tiene como objetivo principal la
cuantificacion de los datos arrojados por el método de recoleccion de datos
empleado. Para ello, usa el analisis estadistico. La cuantificacion permite hacer
generalizaciones teniendo en cuenta los resultados extraidos de una muestra.

Este tipo de investigacion generalmente se emplea en las ciencias ﬁgnaturales.
(Robles, 2019). S RESER\/ AD

Ademas, el tercer objetivo especifico abarca también el enfoque cuantitativo,
puesto que, las variables controladas fueron fijadas desde el principio (antes de
realizar algun experimento); de igual manera, se dio respuesta a la hipotesis

principal de la investigacion, a través de determinadas pruebas.

3.3. Técnicas de recoleccién de datos

Tamayo (2009), indica que la recoleccién de los datos dependera del tipo de
investigacion y del problema planteado. Esta puede efectuarse de diversas
maneras, desde una ficha bibliografica, mediante observaciones y entrevistas,
utilizando cuestionarios 0 encuestas, hasta desarrollando una investigacién solo

para este fin.

Arias (2006), define las técnicas de recoleccion de datos como “el conjunto de
procedimientos y métodos que se utilizan durante el proceso de investigacion, con
el propdsito de conseguir la informacion pertinente a los objetivos formulados en

una investigacion.” (p. 376).

La seleccion de técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, implica


https://www.monografias.com/trabajos12/recoldat/recoldat.shtml
https://www.monografias.com/trabajos11/metods/metods.shtml
https://www.monografias.com/trabajos16/objetivos-educacion/objetivos-educacion.shtml
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determinar por cudles medios o procedimientos el investigador obtendra la
informacion necesaria para alcanzar los objetivos de la investigacion.
(Hurtado, 2000).

Segun Bavaresco (2008), las técnicas consisten en la observacién y recoleccién

de los datos por iniciativa propia, en la fuente primaria de investigacion.

En el presente trabajo especial de grado, se emplearon las siguientes técnicas de

recolecciéon de datos:

3.3.1. Observacion @EIRE

Segun Arias (2006), la observacion directa es una técnica que consiste en
visualizar o captar mediante la vista, de forma sistematica, cualquier hecho,
fendbmeno o situacion que se produzca en la naturaleza o en la sociedad, en
funcion de los objetivos de investigacion preestablecidos. En la observacion
directa, el investigador pasa a formar parte de la comunidad o medio donde se

desarrolla el estudio.

Segun Tamayo (2003), “es aquella en la cual el investigador puede observar y

recoger datos mediante su propia observacion.” (p. 193).

De acuerdo a Méndez (2001), la observacion directa es el proceso mediante el
cual se perciben deliberadamente ciertos rasgos existentes en la realidad, por
medio de un esquema conceptual previo, y con base en ciertos propdésitos

definidos generalmente por una conjetura que se quiere investigar.

Para la presente investigacion, se empled como técnica de recoleccion de datos la
observacion directa, ya que, se registr0 el comportamiento de las distintas

variables durante el proceso de fermentacion alcohdlica de la miel de abeja,
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mediante su visualizacion y el empleo de diferentes instrumentos, asi como
equipos de laboratorio, para determinar el efecto de las mismas durante los

experimentos.

3.3.2. Interaccion personal

Segun Pérez y Gardey (2008), una relacion interpersonal es una interaccion

reciproca entre dos 0 mas personas. Se trata de relaciones sociales que, como

tales, se encuentran reguladas por las leyes e instituciéwm@@&' social.
cHOS RE>
Las técnicas emple@ﬁag— obtencién de la informacion requerida por el

investigador, mediante interaccidn con personas externas, pueden ser: entrevistas,

encuestas, cuestionarios, test, analisis de casos, entre otros. (Ander-Egg, 1997).

El test de preferencia, el cual se vale de pruebas hedodnicas, permite predecir el
comportamiento de los consumidores frente a un producto, por lo que, es esencial
para el desarrollo de uno nuevo o para mejorar la calidad de uno ya existente.
(Korkman, 1998).

El test en cuestién, también llamado test de consumidores, intenta cuantificar la
preferencia de los sujetos por el producto, midiendo cuando gusta o disgusta, es

decir, el grado de aceptacion y de satisfaccion.

Segun Hurtado (2000), la escala de Likert consiste en “un conjunto de items
presentados en forma de afirmaciones o juicios, referidos al evento o situacion

actual acerca del cual se quiere medir la actitud.” (p. 479).

La escala de Likert es una escala psicométrica, utilizada en la investigacion de
mercados para la comprension de las opiniones y actitudes de un consumidor

hacia una marca, producto o mercado. Permite conocer el grado de conformidad
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de una persona hacia determinada oracion afirmativa o negativa. (Muguira, 2018).

En base a lo descrito anteriormente, se puede concluir que esta investigacion es
de caracter interactivo, ya que, se disefié un test de preferencia basado en la
escala de Likert, para su posterior uso frente a un panel de jueces o degustadores.
El test, comprendido de una escala de cinco puntos entre las respuestas “muy
superior” y “muy inferior”, se emple6 para obtener informaciones de alto nivel de

credibilidad que sirvan de base al presente trabajo especial de grado.

El test fue disefiado por los |nvestlgadorﬁEgER%AmpopC|ones de
respuestas a fin de E@\U\Q a'y sabor del hidromiel cuyo tiempo de
fermentacion fue el menor (debido a la adicion de L-arginina), con respecto al
obtenido en el tiempo fermentativo estdndar (debido a la ausencia de la fuente
nitrogenada). Se establecieron las respectivas comparaciones entre ambos, para
verificar si, ademas de reducirse el tiempo de fermentacion en gran medida, las
propiedades organolépticas del hidromiel obtenido en el menor tiempo, mejoraron

0 empeoraron por la adicion del aminoacido y la rapida fermentacion.

3.4. Instrumentos de recoleccién de datos

Segun Sabino (2002), los instrumentos son los medios materiales que se emplean
para recoger y almacenar la informacién tales como fichas, formatos de
cuestionarios, guias, guias de entrevista, listas de cotejo, escala de actitudes u

opiniones, entre otras.

Para Arias (1999), “los instrumentos son los medios materiales que se emplean

para recoger y almacenar la informacién.” (p. 53).

Los instrumentos principales que se utilizan en la recopilacion de datos,

independientemente de la modalidad investigativa o paradigma que se adopte, son
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los siguientes: observacion, recopilacion o investigacion documental, entrevista,

cuestionario y encuestas. (Cerda, 2005).

Un instrumento de recoleccion de datos, es cualquier recurso que utilice el
investigador para acercarse a los fendmenos y extraer de ellos informacién. De
este modo, el instrumento logra sintetizar toda la labor previa de la investigacion,
resume los aportes del marco tedrico al seleccionar datos que corresponden a los

indicadores y, por lo tanto, a las variables o conceptos utilizados. (Castro, 2013).

Los criterios de seleccion de los mstrumentoﬁ rg@@l&o{ AD&QS expresan y
reflejan las directric (‘IQEGM co

sefaladas en el sistema teorlco (variables, indicadores e hipoétesis) para el caso

tedrico, particularmente aquellas

del paradigma empirico-analitico y las fundamentaciones teoricas incluidas en este

sistema.

Durante el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron como instrumentos de
recoleccion de datos y procesamiento de los mismos: tablas, para registrar los
resultados de la caracterizacion fisicoquimica de la miel, asi como los datos
arrojados por el hidrébmetro, con respecto al seguimiento de los grados Brix y la

densidad de los fermentos; y un test, para comparar dos de los hidromieles finales.

La razén por la cual se reportaron resultados para tres muestras de miel en las
tablas, es porque se realizaron las pruebas por triplicado (con diferentes
muestras), para obtener resultados mas precisos. Los instrumentos de recoleccion
de datos, presentados a continuacion, estan estructurados de manera que los

datos expresados en ellos tengan un uso posterior.

3.4.1. Determinacion de la densidad de la miel de abeja

Los parametros correspondientes para la determinacion de las densidades de las
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tres muestras de miel de abeja a 23 °C y a presion atmosférica (ambas

condiciones de operacion constantes), se registraron en la tabla descrita a

continuacion.

Tabla 3.1. Datos para la determinacion de las masas de miel de abeja

S

A

N
| 94

Masa del Masa del
Muestra cilindro cilindro
(miel) graduado graduado

vacio (9) + muestra (g)

1
DEC

2 L
ERECHY®
| ==

En la Tabla 3.1, se expresaron los datos experimentales de los parametros

necesarios para calcular la masa (en gramos) de la miel de abeja contenida en el

cilindro graduado, esto, mediante el uso de la balanza analitica digital Ohaus.

3.4.2. Determinacion del pH de la miel de abeja

Para determinar el pH correspondiente a cada muestra de miel, a 23 °C y a

presion atmosférica, se empled el pHmetro digital Oaklon.

Tabla 3.2. pH de la miel de abeja

Muestra
(miel)

pH

1

2

3
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La Tabla 3.2, se utiliz6 para registrar los datos que permitieron conocer otra

propiedad importante, para determinar la pureza de la miel, como lo es el pH.

3.4.3. Determinacion del indice de refraccién de la miel de abeja

Tabla 3.3. indice de refraccion de la miel de abeja

Muestra indice de
(miel) refraccion

REEHO RESER
E 3

ADOS

La Tabla 3.3, se empled para registrar los valores de los indices de refraccion de

las tres muestras de miel, reportados por el refractometro manual ABBE

Bausch & Lomb.

3.4.4. Determinacion de los grados Brix de la miel de abeja

Tabla 3.4. Grados Brix de la miel de abeja

Muestra °Bx
(miel)

1
2
3

El contenido de sdlidos solubles (azucares) fue seguido mediante grados Brix,
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empleando el refractdmetro manual; motivo por el cual, se implementé la tabla 3.4,

ya que en ella se registraron los datos recolectados, en funcién de esta propiedad.

3.4.5. Seguimiento de los grados Brix

Tabla 3.5. Grados Brix de los mostos e hidromieles
Muestra A B C
Dia °Bx OBx OBx

— e\ [\ OS
oS RESETTE
1) )

OO |w|O

15
18
21
24
27
30

La Tabla 3.5, se utilizé para registrar en ella los datos correspondientes al
seguimiento de los grados Brix, en funcién del tiempo (en dias), tanto en los
mostos iniciales (después de haber realizado la dilucién de la miel en el agua
mineral), como en los tres hidromieles, durante el proceso de fermentacion

primaria.

Las mediciones se realizaron cada tres dias, con el fin de asegurar un medio
adecuado para el crecimiento y reproduccién de las levaduras, y para verificar
que, los solidos solubles disminuyeran en funcion del tiempo, aumentando el

grado alcohdalico.



Donde:

Muestra A: es el hidromiel con 0 g de L-arginina (hidromiel de control).

Muestra B: es el hidromiel con 1.05 g de L-arginina.

Muestra C: es el hidromiel con 2.10 g de L-arginina.

3.4.6. Seguimiento de la densidad

Tablﬁ @E@h’e‘s@e$

QESERVADO>

0S mostos e hidromieles

Dia

Muestra

B

C

p (g/mL)

p (g/mL)

p (g/mL)

OoO|w|o

15

18

21

24

27

30
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En la Tabla 3.6, se reportaron los valores correspondientes a las densidades de

los mostos e hidromieles, cada tres dias.

Las mediciones se hicieron con el fin de comprobar la influencia de la

fermentaciéon alcohdlica sobre las densidades de los fermentos, cuyos valores,

segun la literatura, deben disminuir en funcién del tiempo.
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3.4.7. Comparacién sensorial de los hidromieles

Para la comparacion de las caracteristicas sensoriales del hidromiel cuya cantidad
de L-arginina resultd ser la mas adecuada, es decir, cuya fermentacion alcohdlica
fue la mas rapida, con respecto al hidromiel de control (hidromiel A, 0 g de L-
arginina), se empled un test de preferencia como instrumento de recoleccion de
datos, mediante el cual se compard el color, aroma y sabor de estos dos

hidromieles (ver Anexo 1).

El test empleado para la comparacion sens%\ WM(PFD QS profesores
de metodologia de IQ Edloy\‘r\ e
0

en Maracaibo, Est Zulia, Venezuela; de forma que, las modificaciones

rsidad Rafael Urdaneta, localizada

realizadas en el instrumento fueron sugeridas y aprobadas por cada uno de ellos.

3.5. Poblacion y muestra

Las estadisticas de por si no tienen sentido si no se consideran o se relacionan
dentro del contexto en el que se trabajan, por lo que, se hace necesario entender
los conceptos de poblacion y muestra, para comprender mejor su significado en la

investigacion educativa y social que se lleva a cabo.

3.5.1. Poblacion

Lépez (2004), establece que la poblacion es el conjunto total de individuos, objetos
o medidas que poseen algunas caracteristicas comunes observables en un lugar y
en un momento determinado. De la poblacion a estudiar, deben tenerse en cuenta

las siguientes caracteristicas:

Homogeneidad, que todos los miembros de la poblacion posean las mismas

caracteristicas, segun las variables que se vayan a considerar en la investigacion.
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Tiempo, se refiere al periodo de tiempo donde se ubica la poblacién de interés. Se

hace necesario determinar si el estudio es del momento presente o del pasado.

Espacio, se refiere al lugar donde se ubica la poblacién de interés. Un estudio no
puede ser demasiado abarcador, por falta de tiempo y recursos se debe limitar a

un area o comunidad en especifico.

Cantidad, se refiere al tamafio de la poblacion, lo cual determina o afecta al

tamafio de la muestra que se vaya a seleccionar. Ademas, la falta_de-recursos y
tiempo también limitan la extensién de Iagb&cggE\Rwa@\Do

CcHO
QR

En la presente inve cion, la poblacion estudiada estuvo constituida por los
habitantes de la parroquia Altagracia, localizada en el municipio Miranda, Estado

Zulia, Venezuela.

3.5.2. Muestra

Lépez (2004), concluye que la muestra es un subconjunto fielmente representativo
de la poblacion. Existen diferentes tipos de muestreo, el seleccionado dependera
de la calidad y de cuan representativo se quiere que sea el estudio de la
poblacion.

Segun Mata (1997), el muestreo es el método utilizado para seleccionar los
componentes de la muestra del total de la poblacién. Consiste en un conjunto de
reglas, procedimientos y criterios, mediante los cuales, se selecciona un conjunto
de elementos de una poblacion que representen lo que sucede en toda su

extension.

El muestreo es indispensable para el investigador, ya que, es imposible entrevistar

a todos los miembros de una poblacién, ya sea por problemas de tiempo y
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recursos, asi como por esfuerzo. Al seleccionar una muestra se estudia una parte
0 un subconjunto de la poblacion, pero la misma debe ser lo suficientemente

representativa de ésta, para que luego pueda generalizarse con seguridad.
Los tipos de muestreo se dividen en dos grupos: probabilistico y no probabilistico.

De acuerdo a Pineda, De Alvarado y De Canales (1994), en el muestreo no
probabilistico todas las unidades que componen la poblacion no tienen la misma
posibilidad de ser seleccionadas. También es conocido como m§streo por
conveniencia, ya que no es aleatorio, ?CE R\(IP\QQesconoce la

probabilidad de selﬁ
cuatro tipos de muestr

mento de la poblacion. Existen
€0 no probabilistico: por cuotas, opinatico o intencional,

casual o accidental y bola de nieve.

En el muestreo intencional el investigador decide, segun los objetivos y de
acuerdo a su percepcion, los elementos que integraran la muestra, considerando

aguellas unidades supuestamente tipicas de la poblacién que se desea conocer.

Por lo general, el investigador suele preocuparse constantemente por el tamafo
de la muestra, el cual ésta determinado por el nivel de precision requerido por el
error de muestreo aceptable o dispuesto a tolerar; pero por regla, se debe usar
una muestra tan grande como sea posible, de acuerdo a los recursos que haya
disponibles, ya que, mientras mas grande y representativa sea la muestra, menor

sera el error de muestreo.

Se conoce como error de muestreo a la diferencia entre el valor obtenido en la
muestra (estadistico) y el correspondiente en la poblacion (parametro). Dicho
error, sOlo aplica cuando se somete una parte de la poblacion a prueba. Por lo
general, se establece el valor del error previamente, de manera que este se pueda

controlar.
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Al conocer el tamarfio estimado de la poblacién, la férmula a aplicarse para calcular

el tamafo de la muestra, segun Arias (2012), es:

N><Z02><p><q
n:
e2 x (N-1) +Zc® xp x q

(Ec. 3.1)

Donde:

n: tamafo de la muestra a evaluar

VADOS
N: nimero de individg%ﬁ@@H@S RESER

Zc: intervalo de confianza requerido para el experimento
p: probabilidad de éxito

g: probabilidad de fracaso

e: error maximo admisible

El tipo de muestreo seleccionado para esta investigacion fue el muestreo no
probabilistico, opinatico; ya que, la muestra fue tomada de la poblacién
intencionalmente y estuvo constituida por representantes de los sexos masculino y
femenino, cuyas edades comprenden desde los 18 hasta los 55 afios, los cuales,
dieron respuesta al test de preferencia para determinar el efecto de la L-arginina
sobre las caracteristicas sensoriales del hidromiel obtenido en el menor tiempo de

fermentacion, en comparacion con el obtenido en el tiempo estandar.

3.6. Fases de la investigacion

Para legitimar y llevar a cabo el presente trabajo especial de grado, se requiri6 la
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indagacion de diversas referencias bibliograficas tales como: guias, revistas,
articulos, tesis, publicaciones de internet, manuales, libros, entre otros. Esta
investigacion consta de tres fases, las cuales se explican detalladamente a
continuacion, asi como el procedimiento aplicado para obtener cada uno de los

resultados.

3.6.1. Fase I: Caracterizacion fisicoquimica de la miel de abeja

Para comprobar la pureza de la miel (requisito esencia Aa@@%dto de la

fermentacién alcohdlica), se W@@ R S propiedades para, mas
adelante, verificar |O&EI obtenidos con los reportados por la literatura.

Cada uno de los procedimientos explicados a continuacion, se realizaron por
triplicado con tres muestras de miel de abeja provenientes de distintas botellas (las
cuales formaban parte del volumen total de miel a emplear durante los
experimentos), respectivamente. Dichas botellas, se seleccionaron al azar con el
fin de obtener valores mas exactos de densidad, pH, indice de refraccion y

grados Brix.

3.6.1.1. Determinacién de la densidad

Entre los materiales y equipos empleados para determinar la densidad de las

mieles, se encuentran:
o Miel de abeja cruda, 10 mL (por cada procedimiento).
o Cilindro graduado de 10 mL.

o Balanza analitica digital, marca Ohaus (ver Anexo 3).
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El procedimiento llevado a cabo consto de:

> En primera instancia, se esterilizaron todos los materiales a utilizar durante

la realizacion de este primer objetivo especifico, con agua y desinfectante.

> Se peso el cilindro graduado vacio en la balanza, para saber la masa neta

de este.
> Seguidamente, se vertieron 10 mL de la muestra de miel en el cilindro.

DOS
> Luego, se procDedE\eiﬁe:‘;l*@&o Bagugc%ngés\llaﬁl\uestra de miel.

> Se restaron ambos valores (masa del cilindro vacio menos masa del cilindro

mas la muestra de miel), para de esta forma, obtener la masa de miel en gramos.

> Posteriormente, se dividié la masa de miel (g) entre el volumen del cilindro
graduado (10 mL) para determinar asi la densidad de la muestra en (g/mL) y

reportarla en las tablas.

3.6.1.2. Determinacion del pH

Los materiales y equipos necesarios para determinar el pH de las muestras de

miel, fueron:

o Miel de abeja cruda, 25 mL (por cada procedimiento).
o Vaso de precipitado de 150 mL.

o pHmetro digital, marca Oaklon (ver Anexo 4).

Para la determinacion del pH se utilizo el siguiente procedimiento:
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> Se vertieron 25 mL de miel de abeja en el vaso de precipitado.
> El vaso se colocé debajo del electrodo del pHmetro.

> Se procedio6 a introducir el electrodo en la muestra de miel contenida en el

vaso de precipitado.

> Se ley6 el valor de pH de miel reportado a través de la pantalla del

pHmetro, para su posterior registro.

DOS
ESERVA
3.6.1.3. Determinac@w@ﬂﬁlgé\agr%%cﬁﬁn

Para la determinacion de esta propiedad de la miel, se emplearon los siguientes

materiales y equipos:

o Miel de abeja cruda, una gota (por cada procedimiento).
o Gotero.
o Refractometro manual, marca ABBE Bausch & Lomb (ver Anexo 5).

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

> Se limpi6é el prisma del refractbmetro manual, mediante un algodéon con

alcohol.

> Se colocd, mediante la ayuda del gotero, una gota de miel entre las dos
mitades del prisma del refractbmetro y se leyo6 la escala de indice de refraccion

mediante el ocular. Se registré el valor.
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3.6.1.4. Determinacion de los grados Brix

Al igual que para la determinacion del indice de refraccion, los grados Brix se

determinaron mediante el empleo de los siguientes materiales y equipos:
o Miel de abeja cruda, una gota (por cada procedimiento).

° Gotero.

. Refractémetro manual, marca ABBE Bau fchc‘LQb‘/ ADOS
cHoS RE

De la misma forma,Q%’Ec{eEﬁé a determinar los grados Brix de las muestras de
miel de abeja:

> Se colocd, mediante la ayuda del gotero, una gota de miel entre las dos

mitades del prisma del refractometro.

> Se leyd la escala correspondiente al porcentaje de sélidos solubles
(propiedad equivalente a los grados Brix) mediante el ocular del refractometro, y

se registro el valor.

3.6.2. Fase IlI: Establecimiento de las proporciones de los compuestos de los

sustratos de fermentacién

En primer lugar, se fij6 como produccion 3 litros de hidromiel a partir de 4 litros de
mosto base, en funcion de la disponibilidad de los botellones donde fermentar. En
base a esa produccion y, luego de haber realizado las correspondientes revisiones
bibliograficas, se realizaron los calculos analiticos pertinentes para hallar el
volumen de agua, miel, levadura y L-arginina. Cabe destacar que, se evalud la

dilucion de la miel en el agua mineral y se trabajé en funcién de la concentracién
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de azUcares en el sustrato.

Los volumenes de agua y miel fueron medidos por medio de un envase cilindrico
de 1 500 mL y otro cilindro graduado de 250 mL; mientras que, la levadura fue
medida de acuerdo a los gramos que contenia cada paquete.

Por otro lado, para medir las cantidades de L-arginina en polvo, se utilizé un
recipiente de plastico y la balanza analitica digital; de forma que, la masa del
recipiente fue llevada a 0 en la balanza para que esta pesara unicamege el polvo;
posteriormente, se adicioné la L-arginina ha gaERﬁ/M seados. Este

procedimiento se reﬁ@?{@@q\'ﬁgﬁra cada cantidad, respectivamente.

3.6.3. Fase lll: Determinacion del efecto de la concentracion de la L-arginina

sobre el proceso de fermentacién alcohélica de la miel de abeja

Para llevar a cabo el proceso de fermentacién alcohdlica de la miel de abeja,
adicionando L-arginina a dos de los tres sustratos de fermentacion, se emplearon

los siguientes materiales y equipos:
. 3 botellones de vidrio de 5 L.
o 9 botellas de vidrio de 1 L.

. 10 botellas de vino de 0.70 L.
. Agua mineral Minalba, 15 L.
o Miel cruda, 3 L (ver Anexo 8).

o Levadura Saccharomyces cerevisiae (ex-bayanus), marca LALVIN
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EC-1118, 15 g (ver Anexo 9).

o L-arginina en polvo, marca Nutricost, 3 g (ver Anexo 10).
o Gelatina en polvo sin sabor, marca Yelight, 9 g.

o 5 cajas de gasas asépticas, marca Eben.

o 3 corchos de goma (stoppers).

VADOS
. 12 trampas de Dalﬁﬁrgﬁ)r\os RESER

o Jabén liquido, 5 L.

. Alcohol etilico, 5 L.

. Envase cilindrico de 1 500 mL.

o Cilindro graduado de 250 mL, marca Pyrex (ver Anexo 2).
o 3 ollas pequeiias, de metal.

o 3 recipientes de ceramica.

J Sifén.

o Colador de acero inoxidable.

o Embudo de plastico.

o Hidrémetro, marca Chefast (ver Anexo 6).
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J Termometro.
Para el desarrollo de esta fase, se realiz0 el siguiente procedimiento:
> Esterilizacion

o En primera instancia, se procedi6 a desinfectar y esterilizar todos los
materiales y recipientes (botellones de vidrio, corchos, trampas de aire, cilindro

graduado y el hidrémetro) con jabon liquido, el cual se distribuyé E;nto por el

interior como por el exterior de los materiales (@E@\ﬁ forma que
no quedara superficie SEFEE@\—\OS ﬁ@
D

o Después de eliminar los restos de jabon, se empled una solucion de agua y

alcohol, efectuando el mismo procedimiento realizado con el jabon liquido.

o Por altimo, se empled agua caliente previamente hervida, y se distribuy6 de

igual forma que el jabon liquido y la solucién agua/alcohol.

Nota: la realizacion de este procedimiento es requerida para inactivar la flora del
medio, disminuir la competencia de levaduras nativas y controlar la contaminacion

de los productos.
> Inoculacién

La dosis de levadura y la rehidratacion se hicieron segun las especificaciones del

fabricante (ver Anexo 9).

o Un volumen de 50 mL de agua (medido con el cilindro graduado de

250 mL), se calent6 en una olla pequefia de metal, en la hornilla.

o Al alcanzar 35 °C (temperatura medida con el termometro), se vertid el agua
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en un recipiente de ceramica.

o Se adicion6 la cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae
(ex-bayanus) establecida en el objetivo 2, al agua contenida en el recipiente de

ceramica.
o Se agito el recipiente hasta disolver la levadura en el agua.
o Se dej6 reposar la solucion por 30 minutos, antes de verterla en el mosto,

para rehidratar la |ev<':10|ur‘3"F{E CHOS RESER\/ ADO

Nota: este procedimigtg se realizo tres (3) veces, simultdneamente.
> Preparacion de los mostos

o Paralelamente al reposo de la levadura, se agreg6 el volumen de agua

mineral determinado previamente (objetivo 2) en cada botell6n de vidrio de 5 L.

o Al agua se le adicion6 el volumen de miel de abeja cruda determinada
(objetivo 2), en cada botellén (ver Anexo 11).

o Se agitaron los tres botellones de vidrio para mezclar el agua y la miel, y de
esta manera, crear una solucion uniforme y homogénea de sustratos de

fermentacion (ver Anexo 12).
> Estabilizacion de grados Brix (concentracion inicial de azucares)

o Se tomaron muestras de 190 mL de los mostos contenidos en los
botellones de vidrio, para medir, con el hidrometro, el nivel de °Bx que

determinarian el porcentaje potencial de alcohol de cada uno de los tres mostos.
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o El nivel de grados Brix se monitore6 a medida que se adicionaba el agua,
hasta alcanzar la concentracion deseada de 28 °Bx en los mostos.

> Adicién de la levadura

o Una vez hidratadas las levaduras, se adicionaron los tres in6culos
contenidos en los recipientes de cerdmica a los tres mostos, respectivamente,

controlando que la diferencia de temperatura entre el mosto y el indculo fuera

inferior a 10 °C. ADOS
RV
> Ajuste de nutrrﬁlgﬁ@@w\ﬂ@ Saghﬁg E

o Primero, se aparté un mosto para tomarlo como el hidromiel de control, es

decir, el hidromiel sin la adicién de fuente nitrogenada.

o Seguidamente, a los dos mostos restantes se les adicionaron las

cantidades determinadas de L-arginina en el objetivo 2, respectivamente.

Nota: la adicion de este aminoacido se realiz6 para asegurar el aporte de
nitrégeno al mosto, y de este modo, no s6lo promover un proceso con el minimo
contenido de componentes quimicos, sino, ademas, para aprovechar al maximo
las propiedades de la miel y no incrementar costos por gastos en materia prima

adicional.
> Acondicionamiento de los botellones de vidrio

o Posteriormente, se sellaron los tres botellones con tres corchos de goma

perforados en el centro, respectivamente.

o En el orifico perforado se introdujeron las tres trampas de aire, una para

cada botellén (ver Anexo 13).
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o A las trampas de aire se les adicion6 agua mineral hasta el nivel indicado
por la palabra: MAX. De esta forma, se impidié el paso de oxigeno hacia el interior
del botelldon (ya que la fermentacion alcohdlica es anaerébica), y a su vez, se
permitio la salida del CO, producido por las levaduras dentro del botellén. De

forma que, el burbujeo de las trampas de aire indicaba proceso fermentativo.

o Por altimo, se ubicaron los botellones en un lugar oscuro y en un rango de

temperaturas de 20 - 25 °C.

Nota: la preparacion de la receta de hidro @M&g%é de mosto
base, en un botellonﬁeﬂﬁﬁ\f\ i;

aproximadamente 5 % de espacio libre dentro del botellébn, de manera que este

liz6 con eI fin de que el liquido tuviese

pudiese respirar y pudiese proveerse el espacio suficiente para que la capa de
CO, producida durante la fermentacion, protegiera al liquido de cualquier

posibilidad de oxidacién o contaminacion.

> Fermentacion primaria y seguimiento de las caracteristicas fisicoquimicas
(°Bx y densidad)
o Cada tres dias, durante el proceso de fermentacion primaria (ver Anexo 14),

se retird el corcho de goma (junto a la trampa de aire), de manera que se abrieran

los botellones.

o Después de abrirlos, se introdujo un sifén en los botellones para succionar
pequefios volimenes de los sustratos de fermentacion. Luego, estos fueron

colocados en el cilindro graduado de 250 mL.

o Al tener las muestras de los sustratos, extraidas por el sifon, en el cilindro
graduado, se introdujo el hidrometro en este para realizar las respectivas

mediciones de grados Brix y densidad (ver Anexo 15).
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o Se midié la densidad de las muestras con el hidrometro, y mediante la

escala suministrada por el fabricante (ver Anexo 7), se determinaron los °Brix.

. Posterior a la caracterizacion de las muestras, estas fueron introducidas de

nuevo en sus respectivos botellones.

Nota: se tom6 como dia cero (0) el dia en que se prepararon los fermentos, y se
continuaron las mediciones cada tres dias a la misma hora (1:00 pm), hasta que
cada fermentacion primaria llegd a su fin, es decir, cuando los es de las
caracteristicas fisicoquimicas (°Bx y densidaﬁg@@ﬂ”ﬁt@n@

del tiempo. DERECHOS

s, en funcion

> Parada de la fermentacién primaria y realizacién del primer trasvase

o El procedimiento general para frenar el proceso fermentativo primario,
consistié en destapar los botellones y trasvasar (utilizando el sifon) el contenido de
estos a botellas de vidrio de 1 litro, para eliminar la biomasa localizada en el fondo

de los botellones (ver Anexo 16).

o Las nuevas botellas (1 L) se llenaron hasta el tope.
> Determinacion del grado alcohélico
. Posterior al primer trasvase, se introdujo el hidrémetro dentro de las botellas

de 1 L para realizar la dltima medicién de densidad en los tres hidromieles

resultantes.

o Luego de realizar las respectivas mediciones, se les coloco una trampa de
aire casera a cada una de las botellas, para proceder con el proceso de

maduracion.
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> Fermentacion secundaria o maduracion

o Una vez realizada la separacion de los sedimentos (primer trasvase o
trasiego), se continud con la fermentacién del liquido, denominada en este punto
como fermentacion secundaria (ver Anexo 17), la cual se llevé a cabo en las

botellas de 1 L, razon por la cual se les colocaron las trampas de aire previamente.

o Asimismo, las botellas fueron colocadas en un lugar alejado de la luz solar y

0OS
ERVAD
. Se dejo decarBréRrE@H@r% p%%%as Mas.

en un rango de temperaturas de 20 — 25 °C.

Nota: la fermentacion secundaria ocurre de manera mas lenta, ya que la cantidad
de azUcar remanente es muy poca Yy la cantidad de levaduras disminuye debido al
trasvase. En este punto, no es necesario dejar 5 % de espacio libre dentro de la

botella, ya que no hay posibilidades de oxidacion.

> Parada de la fermentacidén secundaria y realizacién del segundo trasvase

o Posterior a los 15 dias de la fermentacion secundaria, se destaparon las
botellas de 1 L y se separaron, nuevamente, los hidromieles de los sedimentos
finos precipitados (constituidos por los solidos remanentes del primer trasvase),

con apoyo en el sifon y en las botellas de 1 L.

> Clarificacion

o Paralelo a la realizacion segundo trasvase, se hidrataron 9 g de gelatina sin
sabor en polvo con 30 mL de agua mineral caliente/g de gelatina, en los

recipientes de ceramica, individualmente.

o Se dejaron reposar las soluciones gelatina/agua, hasta que estas estuvieran
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a temperatura ambiente.

o Se adicion6 el volumen de solucién gelatina/agua correspondiente a las 9
botellas de vidrio de 1 L.

o Una vez agregado el clarificante (gelatina sin sabor en polvo) en cada
botella, se agitd suavemente cada una de ellas para que todas las particulas

suspendidas en los hidromieles entraran en contacto con él.

. A cada botella se le colocé su res%ﬁg@ﬁﬂé\ldé\ag/sse dejaron
reposar en la neveraﬁw@}k\os

Nota: este procedimiento es necesario para que las particulas que quedan en

suspension, mediante el uso de coagulantes, precipiten.

> Parada de la clarificacion, realizacion de la filtracion y embotellamiento de
los hidromieles

. Una vez obtenidos los sélidos en el fondo del recipiente, se realiz6 el dltimo

trasvase a manera de filtracion, por medio de un colador de acero inoxidable.

o El colador se cubri6 con gasas para asegurar que todas las particulas,

incluyendo las méas pequefias, fuesen retenidas.

o Finalmente, el contenido de cada botella de vidrio de 1 L (en este punto,
hidromieles clarificados y filtrados) se vertié directamente en botellas de vino de

0.70 L, cada una (ver Anexo 18).

o Las botellas se introdujeron en la nevera y se mantuvieron en refrigeracion,

hasta su posterior consumo.
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> Envejecimiento

o Debido al factor tiempo, las pruebas sensoriales y a que la produccion fue
artesanal, los hidromieles se almacenaron durante dos meses (ver Anexo 21).

El proceso descrito anteriormente, fue realizado, en su totalidad, tres veces, para
descartar la presencia de factores aleatorios en los resultados obtenidos en cada
ensayo. Sin embargo, los tres ensayos arrojaron los mismos resultados numéricos

y consecuentemente, la calidad de los productos se mantuvo invarie&eS

VAD
HOS RESER
3.6.3.1. DeterminacRgego de la concentraciéon de la L-arginina sobre

las caracteristicas fisicoquimicas de los productos resultantes, en funcion

del tiempo

Para determinar el efecto de la fuente nitrogenada sobre las caracteristicas
fisicoquimicas, se realizd el seguimiento cada tres dias de grados Brix y densidad
(de acuerdo al procedimiento anteriormente explicado), y se determind el grado

alcohdlico final.

El contenido etandlico se determind a partir de la medicién inicial de densidad
(dia 0) en los tres mostos y la medicién final de densidad de cada hidromiel (la
cual varia en funcion del producto). Este calculo se realizé mediante la formula
suministrada por el hidrémetro marca Chefast, para determinar el grado alcohdlico
de los hidromieles.

po_ pf

% alcohol = m

x100  (Ec.3.2)

Donde:

P, densidad inicial (medicion realizada en el dia 0)
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P, densidad final (medicion realizada en el ultimo dia de fermentacion primaria,

correspondiente a cada hidromiel)

Se determind, ademds, el tiempo de fermentacion correspondiente a cada
hidromiel, tomando como dia inicial al dia en que se prepararon los fermentos v,
como ultimo dia de fermentacion, al dia en que los valores medidos de °Bx y
densidad comenzaron a ser constantes. Cabe destacar que, el ultimo dia de

fermentacion varié en funciéon del hidromiel en cuestion.

SERYADO

Ion de la L-arginina sobre

3.6.3.2. Determinacion del é @80%&1
las caracteristicas es del hidromiel obtenido en el menor tiempo de
fermentacién, comparando con el obtenido sin la adicién de la fuente

nitrogenada (tiempo fermentativo estandar)

Para comparar las caracteristicas sensoriales (color, aroma y sabor) de dos de los
tres hidromieles obtenidos, primeramente, se utilizé la Ecuaciéon 3.1 para el calculo
del tamafio de la muestra correspondiente a la poblacion de la parroquia
Altagracia (ubicacion de la sede donde se llevé a cabo la prueba sensorial),
empleando un error maximo admisible del 15 %, un intervalo de confianza de 90 %

(1.64), y una probabilidad de éxito y de fracaso de 50 %, respectivamente.

Posteriormente, fue aplicado el test de preferencia (ver Anexo 1), el cual se llevé a
cabo en las instalaciones de INDESCA (ubicada en el Complejo Petroquimico Ana
Maria Campos). La muestra de la poblacién, const6 de 30 personas

(degustadores) para formar parte del test (ver Anexo 20).

Los degustadores pasaron de tres en tres al comedor de la empresa (donde se
realizo la prueba), el cual es un espacio grande con alta iluminacion y ventilacion.

Luego, se les explicé el formato de comparacién sensorial, de manera detallada.
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Posteriormente, se les facilitd, a cada degustador, dos vasos pequefios de plastico
(transparentes) contenidos de volimenes de aproximadamente 10 mL de las
muestras de los dos hidromieles, respectivamente; los cuales, eran servidos de
dos botellas de 500 mL de vidrio transparente, para mejor visualizacion y

apreciacion de los aspectos fisicos de los dos hidromieles (ver Anexo 19).

Se les entregaron los formatos de comparacion y, de la misma forma, se les
facilitaron boligrafos, paquetes pequefios de granos de café para neutralizar el
olfato entre muestras durante la comparacién del aroma, y pe ueCSSvasos con
agua potable para el enjuagado entre mt§st E@@R\@é acion del sabor.
Por ultimo, los degﬁE@E@

hidromieles, para dar respuesta a los formatos de comparacion provistos.

a observar, a oler y a degustar los

Los datos obtenidos de ambas muestras (correspondientes a los dos hidromieles
comparados), se ingresaron en el programa Microsoft Office Excel, para poder
realizar el analisis estadistico, en base al promedio aritmético, a la moda y al
porcentaje obtenido de cada una de las cinco opciones de respuestas o
categorias, en funcion de las tres caracteristicas sensoriales comparadas, para de

esta forma, obtener las conclusiones respectivas.



CAPITULO IV
ANALISIS DE LOSRESULTADOS

En este capitulo se presentan y discuten los resultados de la investigacién, los
cuales fueron obtenidos en cada fase de la misma para lograr el objetivo general
planteado. La interpretacion de los resultados mostrados a continuacion, permite
la determinacion del efecto de la L-arginina sobre el proceso de fermentacion

alcohdlica de la miel de abeja.

4.1. Caracterizar fisPoquimicamente la miel de abeja

Para verificar la pureza de la miel de abeja, se caracterizo fisicoquimicamente la
misma,; con el fin de proporcionar resultados precisos durante los experimentos, ya

que, la miel cruda (o pura) es elemento fundamental para el éxito de estos.

4.1.1. Determinacion de la densidad

Debido a que la densidad no fue medida directamente, para su determinacién se
siguieron una serie de pasos y se realizaron los debidos célculos analiticos,

mediante recoleccion de datos, los cuales fueron registrados en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Datos para la determinacion de las masas de miel de abeja

Masa del Masa del
Muestra cilindro cilindro
(miel) graduado vacio graduado
(9) + muestra (g)
1 27.29 41.41
2 27.67 41.95
3 30.62 44.98
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Se puede observar que, en la Tabla 4.1 se expresaron los datos experimentales
correspondientes a los parametros necesarios para calcular las tres masas de

miel, contenidas en los cilindros graduados.

En primer lugar, las masas de miel fueron halladas mediante el peso de los
cilindros vacios. Posteriormente, se pesaron los cilindros contenidos de las
muestras de miel de abeja, respectivamente; y por ultimo, al restar estos dos

valores, se hallo la masa (en gramos) de miel contenida en el cilindro.

El procedimiento previamente descrito, fue [ﬁﬁg@@ﬁ(ﬁ@k@géa balanza
analitica digital OhaLﬁERECHOS

Posterior a la determinacion de las masas de los cilindros graduados vacios y las
masas de los cilindros contenidos de las muestras, por diferencia, se determinaron

las tres masas de miel, las cuales se pueden observar en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Masas de miel de abeja

Muestra Masa de
(miel) la miel
(@)
1 14.12
2 14.28
3 14.36

Nota: el volumen de los tres cilindros graduados empleados fue de 10 mL; el cual,

permanecio constante.

Los parametros correspondientes para la determinacion de la densidad de la miel
a 23 °C y 1 atm, se registraron en la tabla anterior (Tabla 4.2), mediante los datos
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recolectados de las diferentes masas (g) de miel correspondientes a las tres
muestras y el volumen (mL) del cilindro graduado; cuyo cociente, representa la

densidad (g/mL) de la miel de abeja empleada, registrada en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Densidad de la miel de abeja

Muestra Densidad
(miel) (9/mL)
1 1.41

0S
=RECHO$ RESERVAY
D

3 1.44

Promedio 1.43

En la presente Tabla 4.3, se registraron las densidades de las tres muestras de

miel expresadas en g/mL.

El calculo de la densidad promedio se realizé para tener un valor mas exacto de la
densidad de la miel de abeja empleada en los experimentos, y de esta manera,

comprobar su pureza, descartando posibilidades de adulterado.

Segun la literatura citada anteriormente (Suescun y Vit, 2006), la densidad de la
miel pura varia entre 1.39 a 1.44 g/mL, rango entre el cual se encuentra el 1.43

g/mL determinado y expresado en la Tabla 4.3.

4.1.2. Determinacion del pH

El pH de cada muestra de miel, fue medido directamente mediante el pHmetro

digital Oaklon y las condiciones de operacion en las que se realizaron dichas
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mediciones fueron 23 °C y 1 atm de presién; los datos fueron recolectados en la

Tabla 4.4, expuesta a continuacion.

Tabla 4.4. pH de la miel de abeja

Muestra pH
(miel)
1 3.77

2 3.78 | 1 DQS
0% RESE

Promedio 3.78

La Tabla 4.4, se utiliz6 para registrar los datos tomados directamente del pHmetro.
De esta manera, se conocieron los valores de pH de las muestras y asi se pudo
comprobar una vez mas, por medio de esta propiedad, la pureza de la miel de

abeja.

De acuerdo con la literatura (Finola et al., 2007), el valor del pH promedio (3.78) se
encuentra dentro del rango debido de pH para mieles puras, especificamente de

3.4 a 6.1 con un valor promedio de 3.80.

4.1.3. Determinacion del indice de refraccién

Los valores correspondientes a los indices de refraccidon para cada una de las tres
muestras de miel, fueron medidos directamente a través del refractometro manual

ABBE Bausch & Lomb, respectivamente.

Cabe destacar que, este procedimiento fue llevado a cabo a 23 °C y a presién
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atmosférica. De la misma manera, los datos tomados fueron registrados en
la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. indice de refraccion de la miel de abeja

Muestra indice de
(miel) refracciéon
1 1.49

2 149 _ <
0% REGERYO®

Promedio 1.49

Los tres indices de refraccion para cada muestra de miel y el promedio de dichos
valores fueron reportados en la Tabla 4.5.

El valor promedio de indice de refraccion reportado (1.49), responde al valor que,
segun Crane (1975), debe poseer la miel para un promedio de 17.2 % de agua
(cantidad de agua estrictamente requerida por la miel, en su estado de pureza), el
cual corresponde a un indice de refraccién aproximado de 1.49.

4.1.4. Determinacion de los grados Brix

Se entiende por grados Brix (simbolo °Bx), la unidad de cantidad utilizada para la
determinacion del cociente total de materia seca (generalmente azlcares),
disuelta en un liquido. La escala Brix se utiliza en el sector de alimentos para
medir la cantidad de azUcares en zumos de fruta, vino o bebidas suaves, y en la

industria azucarera. (Boulton, Singleton, Bisson y Kunkee, 1996).
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En esta oportunidad, se realiz6 la medicion de los grados Brix de la miel de abeja
para determinar la cantidad de sdlidos solubles (azucares) que esta contenia,
mediante el uso del refractbmetro manual ABBE Bausch & Lomb a 23 °C y a
presion atmosférica. Asimismo, cada dato recolectado fue registrado en la
Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Grados Brix de la miel de abeja

Muestra °Bx
(miel) 1 RESE\D\\\! DOS

—\‘\:’\_:QELC\’\O‘D 80.20

2 79.80

3 80.00

Promedio 80.00

En la tabla 4.6, se registraron los datos correspondientes al contenido de °Bx de
las muestras de miel y su respectivo valor promedio; a través del cual, se puede
verificar, nuevamente, la pureza de la miel de abeja empleada, ya que, el valor
determinado (80.00 % de sélidos solubles) se encuentra dentro del rango debido

establecido por los siguientes autores:

Segun Persano y Piro (2004), la miel debe estar conformada por una solucién
sobresaturada de azucares (sélidos solubles), representando estos un rango entre

80 — 90 % de su composicion total.

Ademas, Cotte (2003) establece que el promedio general de azucares de la miel
esta alrededor del 80 %, repartido entre un 38 % y 32 % de fructosa y glucosa,

respectivamente.
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4.2. Establecer las proporciones de los compuestos de los sustratos de

fermentacion

Posterior a la caracterizacion fisicoquimica de la miel, se procedié a determinar las
proporciones de los compuestos de los tres sustratos de fermentacioén: volumen de

agua, volumen de miel, cantidad de levadura y cantidad de L-arginina.

4.2.1. Determinacion de la proporcion miel/agua

DOS
Williamson (2017), expresa en é{ ge R&%&&\(/ﬁss caseros que, la
e

dilucién de miel en @1 nte empleada es 1:3, por lo que, se tomd esta

relacion como referencia para desarrollar los ensayos.

Para 4 litros de mosto base y una produccion final de hidromiel de
aproximadamente 3 litros (por botellbn de vidrio de 5 litros), la proporcién
miel/agua establecida para la parte experimental de la presente investigacion fue

1:3 litros, es decir, 1 litro de miel de abeja por 3 litros de agua mineral.

4.2.2. Determinacion de la cantidad de levadura

Con respecto a la determinacion de la cantidad de levadura S.c (ex-bayanus),
marca LALVIN EC-1118, se empleé la cantidad sugerida por Williamson (2017): 5
gramos para un volumen de mosto base de 4 litros. En este caso, cada paquete
estaba contenido de 5 gramos de levadura (puede variar segun el fabricante), por

lo que se utilizd6 completo por cada botellon de vidrio de 5 litros (ver Anexo 2).

La eleccion de la levadura Saccharomyces cerevisiae (ex-bayanus) se realizo en
funcién de los productos finales deseados; ya que, este hibrido de levadura,

especialmente la cepa 1118, es ideal para hidromieles secos y espumantes,
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ademas de que es capaz de reactivar fermentaciones estancadas, en caso de que

sea necesario.

4.2.3. Determinacion de la cantidad de L-arginina

Para determinar las dos cantidades de L-arginina a ser empleadas en dos de los
sustratos de fermentacion, respectivamente, y debido a que no existen

antecedentes de esta fuente nitrogenada en el proceso de fermentacion alcoholica
de la miel de abeja, se realizaron una serie de célctﬁoﬁvﬁ@@ﬁ’ punto de
partida 50 mgN/L de concen;r@ﬁ@@dR&r% deseada en los mostos

(cantidad final de ni erida por Blanco et al., 2012), y con base en los
pesos moleculares del nitrégeno y de la L-arginina, se determinaron las cantidades

de este aminoacido tolerables por las levaduras.

Como primera proporcion de fuente nitrogenada, se estableci6 0.53 g de

L-arginina/L de mosto, es decir, 2.10 g de L-arginina/4 L de mosto.

Asimismo, para determinar la segunda cantidad a emplear, se tomd un valor por
debajo del anteriormente establecido (2.10 g), especificamente la mitad (1.05 g/4 L
de mosto), diferenciandose asi la segunda cantidad empleada como 0.26 g de

L-arginina/L de mosto (ver Apéndice A).

4.3. Determinar el efecto de la concentracion de la L-arginina sobre el

proceso de fermentacion alcohdlica de la miel de abeja

Los aspectos que se presentan a continuacion, se determinaron con el fin de
comprobar el efecto de la L-arginina en las reacciones quimicas que intervienen

en el proceso de fermentacién alcohdlica de la miel de abeja.
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4.3.1. Determinacion del efecto de la concentracion de la L-arginina sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de los productos resultantes, en funcién del

tiempo

Seguidamente a la preparaciéon de los mostos, fueron medidos, mediante el
hidrometro, los grados Brix y las densidades de los mismos (dia 0). Posterior a la
inoculacion, la adicion de L-arginina a dos de los sustratos y al acondicionamiento
de los botellones de vidrio, cada tres dias fueron medidas las mismas

caracteristicas fisicoquimicas (°Bx y densidad) en los tres hidromiel65
VAD
oS RESER
4.3.1.1. Seguimientaaggra(;os Brix

Esta propiedad fue seguida en un intervalo de tiempo constante (cada tres dias, a
la misma hora), para verificar que, los azlcares que contenia la miel en primera
instancia, fueran transformandose en etanol a lo largo del tiempo, por medio del
desempefio de las levaduras; de modo que, los datos tomados mediante el
hidrometro Chefast, fueron registrados en la Tabla 4.7 y representados

graficamente en la Figura 4.1.

Tabla 4.7. Grados Brix de los mostos e hidromieles

Muestra A B C
Dia O°Bx °Bx O°Bx
0 28.00 28.00 28.00
3 23.70 19.20 17.00
6 19.20 14.70 7.50
9 14.70 10.00 5.10
12 12.30 7.50 2.50
15 10.00 5.10 2.50
18 7.50 5.10
21 5.10 2.50
24 5.10 2.50
27 2.50
30 2.50
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De la tabla 4.7, se aprecia el descenso del contenido inicial de °Bx de los mostos
a través del monitoreo de este durante la fermentacion primaria, detectandose un

rapido descenso inicial, el cual fue variando en funcién de los hidromieles.

Se observé un comportamiento similar al obtenido por Vidrih y Hribar (2007),
donde la transformacién de azucares en etanol produjo una disminucion en los
soélidos solubles. A su vez, Queris (2010) indica que la fermentacién alcanza su

etapa final alrededor de un nivel de 4 °Bx.

F A DOC
30 RESER\I
25
20
éé 15 A esp=mHidromiel A
10 W==Hidromiel B
e Hidromiel C

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo (dias) - 7Y

Figura 4.1. Cambio de °Bx de los mostos, durante la fermentacion

En primera instancia, se puede observar en la Figura 4.1 que el comportamiento
de las tres rectas, correspondientes a los grados Brix de cada hidromiel, es
decreciente. Este comportamiento responde a lo establecido por Blanco et al.
(2012), y es debido a que, en la fermentacién alcoholica de la miel es necesaria la
transformaciéon de los azucares presentes, lo cual provoca una disminucion en el

nivel de solidos solubles, y el aumento del grado alcohdlico.

El hidromiel C (2.10 g de L-arginina), presentd una tasa de descenso inicial de
aproximadamente 11 °Bx los primeros seis dias, luego el descenso fue mas leve,
con una tasa de 2.50 °Bx, estabilizandose en ese valor alrededor del dia 12 del

proceso, y se mantuvo constante durante tres dias mas (hasta el dia 15),
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indicando asi el final de la primera fermentacion.

El nivel de grados Brix del hidromiel B (1.05 g de L-arginina), fluctu6é presentando
una tasa de descenso de 8.80° durante los primeros tres dias, la cual descendio
aproximadamente 4.6° hasta el dia 9. De forma que, el nivel de grados Brix se
redujo a 5.10° para el dia 15, valor que se hizo constante hasta alrededores del

dia 18 y luego descendi6 a 2.50°, hasta estabilizarse en el dia 21.

El comportamiento del hidromiel B, es una muestra de la inhibicién gl sustrato
existente en este ensayo, donde la lev uEgE@VBeQQI ar

capacidad de trans @RE@H&%S lo cual le hizo tener una fase de

toda su

adaptacion un poco mas larga, en comparaciéon con el C.

Por otro lado, el hidromiel A (0 g de L-arginina), mostré un corto periodo inicial de
adaptaciéon hasta alrededor del dia 9, con una tasa de descenso de 4.40 °Bx. A
partir de ese dia, el descenso en el nivel de sdlidos solubles fue muy leve,
presentandose un constante y significativo descenso en la concentracion de
azucares, donde el nivel de grados Brix descendié en una tasa de 2.4° por dia,

hasta estabilizarse el contenido de sdlidos en 2.50° para el dia 27.

Asimismo, el comportamiento del hidromiel A se asocia a la alta demanda de
nutrientes de este sustrato, por parte del crecimiento exponencial experimentado
por las levaduras en ese periodo. De acuerdo a Nielsen et al. (2003), la
estabilizacion en la variacion de este pardmetro hasta el final de la primera
fermentacion, se asocia al momento final del ciclo de las levaduras, en el cual

cesa su actividad de transformacion de azUcares.

4.3.1.2. Seguimiento de la densidad

Esta caracteristica fue medida, de forma constante, cada tres dias, con el fin de
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comprobar que mientras mas alcohol esté presente en el sustrato de fermentacion,
este debe disminuir su densidad, conforme vayan convirtiéndose los azucares. Los
datos, medidos a través del hidrbmetro, se registraron en la Tabla 4.8 y se

representaron graficamente en la Figura 4.2.

Tabla 4.8. Densidades de los mostos e hidromieles

Muestra A B C
Dia p (g/mL) p (g/mL) p (g/mL)
0 1.12 1.12 1.1
3 1.10 1.08- — b\ /A1
6 1.08 ., < Rimso—"" " 1.03
9 N\E 6T 104 1.02
12 Y7 105 1.03 1.01
15 1.04 1.02 1.01
18 1.03 1.02
21 1.02 1.01
24 1.02 1.01
27 1.01
30 1.01

De la Tabla 4.8, se observa que el valor de la densidades iniciales de los mostos,
1.12 g/mL (dia 0), cumple con ser mas denso que el agua (0.99713 g/mL), y

menos denso que la miel (1.43 g/mL).

Asimismo, la transformacion de los azlUcares en etanol durante la fase
estacionaria, produjo una disminucion en las densidades de los mostos durante los

dias de fermentacion primaria.

Para el hidromiel C (2.10 g de L-arginina), el descenso fue rapido, disminuyendo
en una tasa de 0.05 g/mL para el tercer dia de fermentacién; 0.04 g/mL para el
sexto dia y posteriormente, 0.01 g/mL hasta obtener 1.01 g/mL de densidad

constante, para alrededores del dia doce.
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Por otra parte, el hidromiel B (1.05 g de L-arginina), presentd una tasa descenso
inicial de 0.04 g/mL para el tercer dia de fermentacidn primaria, siendo esta la tasa
méaxima que alcanzo. Luego, esta disminuyé 0.02 g/mL hasta el noveno dia; y por
altimo, logré una tasa de descenso constante de 0.01 g/mL, hasta disminuir la
densidad al valor de 1.01 g/mL, en el dia 21.

La densidad inicial del hidromiel A (O g de L-arginina), descendié constantemente
en una tasa de 0.02 g/mL (tasa maxima alcanzada) hasta el dia 9; luego, esta se
redujo a 0.01 g/mL, valor que se mantuvo constante hasta dénal de la

gSERVAD

fermentacion en el dia 27.

=
=
a1

=

Densidad (g/mL)
7‘ q
‘
274

e Hidromiel C

m\ et Hidromiel A
\ﬁ‘ w==Hidromiel B

o
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o
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Tiempo (dias) - L
A

Figura 4.2. Cambio de la densidad de los mostos, durante la fermentacion

De la Figura 4.2, se puede observar que el comportamiento es semejante al de los
grados Brix (Figura 4.1), donde las tres rectas correspondientes a las densidades
de cada hidromiel, son decrecientes. Este comportamiento, concuerda con lo
establecido por la literatura (Blanco et al., 2012), y es debido a que, durante la
fase inicial de la fermentacion primaria, se produjo etanol en gran medida, el cual

es menos denso que el mosto (dia 0).

A su vez, los resultados correspondientes al descenso de la densidad inicial del
hidromiel C fueron los mas satisfactorios, ya que, el tiempo de fermentacion de

este fue disminuido en gran parte, en comparacion con el A (hidromiel de control).
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En cuanto al hidromiel B, a pesar de que en los primeros doce dias de
fermentacion primaria hubo un descenso brusco en la cantidad de etanol, y por
ende, una disminucién en su densidad inicial, debido a que la cantidad de
L-arginina adicionada a este hidromiel no fue la suficiente para acelerar por
completo el proceso, este sufrio un agotamiento de nutrientes, en comparacion
con los requeridos por la levadura; lo cual se refleja en la grafica, al no obtener un

descenso significativo de la densidad, con respecto a los otros dos hidromieles.

Por otro lado, el hidromiel A, presenté una disminucién leve y coEigte la cual
ocasiond que su proceso fermentativo fueé ﬁ@%@R\/A

De manera general, Se pudo observar que, el mayor cambio de las variables de
seguimiento (°Bx y densidad) se obtuvo en la primera semana. En cuanto al
tiempo de fermentacién, medido en dias, que requirié cada hidromiel para culminar
sus respectivas fermentaciones primarias, estuvo en funciéon de la cantidad de

nutrientes (L-arginina) adicionados a los sustratos de fermentacion.

Para una concentracion inicial de 28 °Bx y una concentracion final de nitrégeno de
50 mg/L en los mostos, el tiempo de fermentacion es reducido a 12 dias para el
hidromiel C, debido a la adicion de 2.10 gramos de L-arginina a este sustrato, lo
cual origind una poblacion mayor de levaduras que transformarian los azucares en

etanol, de manera mas rapida.

El hidromiel B, constd de 21 dias para culminar, es decir, nueve dias después del
hidromiel C. Esto se debe a que a este sustrato se agregd 1.05 gramos de
L-arginina, cantidad que no fue suficiente para acelerar por completo el proceso de

fermentacion.

Por otro lado, el hidromiel A (hidromiel de control, O gramos de L-arginina) tardo 27
dias para culminar su periodo de fermentacion primaria, ya que, a este sustrato no

fue adicionada fuente nitrogenada alguna que serviria de nutriente para las
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levaduras, por lo que, tomé el tiempo que tardaria en fermentar un hidromiel

estandar (agua, miel y levadura).

Se puede afirmar que, con respecto al menor tiempo de fermentacién (lo cual se
traduce en menores costos de produccion), el hidromiel C fue el que arrojé
mejores resultados, ya que fue el producto cuya fermentacion fue mas rapida y lo
constituye como el hidromiel mas eficiente (contenido de la cantidad mas
adecuada de L-arginina, en funcién del tiempo de fermentacion), en comparacién

con el hidromiel B, ya que este tardé 9 dias mas que el C‘_Saégjlminar su
fermentacion primaria. RESER\/A
£CHOS
DER

4.3.1.3. Determinacion del grado alcohdlico

La evaluacion del contenido alcohdlico presente en los productos, es un pardmetro
de importancia en la seleccion del proceso. Por un lado, esta en directa relacion
con el nivel de produccion, que se refleja en el contenido de etanol final, ademas,
se relaciona con la calidad del producto final, ya que, la presencia y concentracion

de determinadas especies influye en la aceptabilidad tanto sensorial, como legal.

La normatividad establece el valor de 6 % v/v como contenido minimo de alcohol,
para considerar una bebida tipo vino. Ademas, para el caso del hidromiel,
diferentes estudios como el de Mendes-Ferreira et al. (2010), han demostrado que
el valor promedio final de alcohol esta alrededor de 10 % v/v. En esta oportunidad,

se obtuvo un grado alcohdlico de 14.18 % v/v (ver Apéndice B).

En cuanto al contenido de etanol, no se encontraron diferencias entre los
hidromieles, ya que los tres alcanzaron el mismo grado de alcohol; esto se debe a
gue cada uno de ellos se estabiliz6 en 1.12 g/mL de densidad el dia de la
preparacion de los mostos, para que los tres estuviesen en las mismas

condiciones. De igual forma, estos culminaron sus fermentaciones primarias con
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1.01 g/mL de densidad, valor constante en los tres hidromieles.

Al introducir ambos valores en la Ecuacion 3.2 (proporcionada por el hidrometro

Chefast), arrojan el mismo contenido de alcohol para los hidromieles A, By C.

Sin embargo, los sustratos con adicion de L-arginina aumentaron la concentracién
de solutos en el medio (por el incremento en la concentracion de nitrogeno), lo
cual hizo su fermentacién mas rapida, diferenciandose por la cantidad de fuente

nitrogenada adicionada, pero asumiendo un grado alcohdlico igual. S

VADO
cpoS RESER
4.3.2. DeterminaciéD)E_BeEt- e la concentracion de la L-arginina sobre las

caracteristicas sensoriales del hidromiel obtenido en el menor tiempo de
fermentacién, comparando con el obtenido sin la adicion de la fuente

nitrogenada (tiempo fermentativo estandar)

Para la comparacion sensorial de los hidromieles Ay C, se tomd como poblacion a
la parroquia Altagracia, localizada en el municipio Miranda, Estado Zulia,
Venezuela. Segun el Instituto Nacional de Estadistica (I.N.E), dicha parroquia

poseia una poblacién de 55 377 habitantes para el afio 2012.

Se entreg6 el test a 30 personas (ver célculo de la muestra en Apéndice C), 15
hombres y 15 mujeres, cuyas edades fueron distribuidas equitativamente entre los
rangos: 18 — 25 afios, 26 — 35 afios y 36 - 55 afios, 10 personas (de ambos

sexos), para cada rango, respectivamente.

Se ley6 el contenido y se explicd, nuevamente, la informacion que se deseaba
extraer: la comparacion entre las caracteristicas sensoriales del hidromiel cuyo
tiempo de fermentacién fue el menor (C, 2.10 g L-arginina) y el hidromiel de

control, cuyo tiempo fermentativo fue el estandar (A, 0 g de L-arginina).



126

Luego, se aplico el instrumento de acuerdo a los preparativos establecidos
previamente y se convino también que cualquier comentario, fuera de los
esperados en las preguntas, se registraran al final para luego analizar posibles

aportes no contemplados.

Del test se obtuvieron puntuaciones correspondientes a la comparacion de las
caracteristicas sensoriales de ambos hidromieles. El instrumento requirid marcar
con una X la eleccion de una de las cinco categorias presentadas, las cuales se
incrementaban del 1 (menor) al 5 (mayor), cuya escala de i lo fue la

siguiente: 1 = muy inferior, 2 = |nfer|or3 gﬁegﬁg}»’& muy superior.
RECH

Posteriormente, se gresaron los datos obtenidos por el test en el programa
Microsoft Excel. Se calcularon los promedios aritméticos, las modas y los
porcentajes obtenidos en cada categoria, en funcion de las tres caracteristicas

sensoriales comparadas.

Los resultados de los promedios y modas correspondientes a las tres
caracteristicas comparadas, en forma general (sexo masculino, sexo femenino y
considerando todas las puntuaciones en cada categoria), se encuentran

expuestos en la Tabla 4.9, presentada a continuacion.

Tabla 4.9. Promedios aritméticos y modas para los hidromieles Ay C,

de manera general

Color Aroma Sabor
Promedio 3.47 3.73 4.03
Moda 4 5 5

De la Tabla 4.9 se observa que, en cuanto a color, el hidromiel C se encuentra
dentro del rango correspondiente a las categorias: igual — superior (comparado

con el A), con un promedio aritmético de 3.47. De la misma forma ocurrié con el
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aroma, con un promedio de 3.73, valor decimal correspondiente al intervalo entre
la puntuacion namero 3 (igual) y la namero 4 (superior). Con respecto al sabor, se
obtuvo un promedio de 4.03, lo que significa que los degustadores sintieron que el
hidromiel C es superior al hidromiel A.

Los valores de las modas fueron: 4 para el color, y 5 para el aroma y el sabor,
calificando al hidromiel C como un producto entre superior y muy superior al A, al
tener una puntuacion de 5 como el valor més repetido entre sus resultados. Por lo
que, se concluye que el hidromiel C, a pesar de que fermenté en e or tiempo
(12 dias), esto no influyé6 negativam %%\le%@as sensoriales,
constituyéndolo comﬁEiREGe %e

rior, al hidromiel de control (27 dias).

La distribuciéon general de las puntuaciones obtenidas en las cinco categorias u
opciones de respuestas, en funcién de las tres caracteristicas evaluadas (color,
aroma y sabor de los hidromieles A y C), se encuentra plasmada en las siguientes
figuras. En primer lugar, la Figura 4.3 representa graficamente las puntuaciones

resultantes de la comparacién del color.

Color

130 3% 17% ® Muy superior
H Superior

M lgual
 Inferior

i Muy inferior

Figura 4.3. Porcentajes obtenidos en cada categoria, con respecto al color

De la Figura 4.3, se observa que la puntuacion predominante en el color fue la
namero 5 (superior), indicando que el hidromiel C era superior al A, a simple vista,

con el 34 % de elecciones.
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Seguidamente, se encuentra la puntuacion namero 3 (igual) con una diferencia de
la primera en un punto, indicando que los hidromieles eran iguales o similares con
un porcentaje de 33 %. Luego, esta la puntuacion de 5 (muy superior) con 17 %,
seguida de la puntuacion 2 (inferior) con 13 % y, por ultimo, con 3 %, la puntuacién

de 1 (muy inferior).

Ahora bien, la representacion gréfica de las puntuaciones del aroma para el

hidromiel C, con respecto al A, mediante la Figura 4.4.

® Muy superior
® Superior

i Igual
 Inferior

i Muy inferior

Figura 4.4. Porcentajes obtenidos en cada categoria, con respecto al aroma

En la Figura 4.4 se muestra la distribucién, en porcentajes, de las puntuaciones
correspondientes a las cinco categorias presentadas en el test para el aroma. La
puntuacion predominante, con 40 %, fue la nimero 5 (muy superior), lo que
significa que la mayoria de los degustadores percibieron el aroma del hidromiel C
como muy superior, en comparacion con el aroma del A. Seguidamente, se
encuentra la puntuacion nimero 4 (superior), con 23 %, indicando, de igual forma,

gue el aroma del hidromiel C fue superior, con respecto al A.

Luego, una pequefa parte de la muestra de la poblacién puntu6é el aroma del
hidromiel C con el numero 2 (inferior), constituyendo el 17 % de las puntuaciones.
Igualmente, el 13 % sefial6é que los aromas eran similares, con el numero 3. Por
altimo, el 7 % de las puntuaciones correspondieron al nUmero 1 (muy inferior),

indicando que el aroma del hidromiel C fue muy inferior que el del A.
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La Figura 4.5 representa graficamente las puntuaciones, en cuanto al sabor.

Sabor
14% 0% ® Muy superior
® Superior
i Igual
® Inferior

& Muy inferior

Figura 4.5. Porcentajes obtenidos en cada categorlaRcW ’&ﬂ@g sabor
De la Figura 4.5, @EBCEgbt\rvar gue el sabor obtuvo una puntuacion

predominante de 5 (muy superior), con el 43 %. Asimismo, se obtuvo un 30 %
correspondiente a la puntuacion niumero 4 (superior), indicando que el sabor del
hidromiel C fue superior al del A. Seguidamente, se encuentra la puntuacién
namero 2 (inferior) con el 14 %. Luego, esta la puntuacion numero 3, con el 13 %,

indicando igualdad de los sabores.

Cabe destacar que, la puntuacién numero 1 obtuvo 0 %, indicando que el
hidromiel C no fue muy inferior que el A, en cuanto al sabor; por lo que, se puede
afirmar que esta propiedad organoléptica no es afectada significativamente por la

rapida fermentacion debido a la adicion de 2.10 g de L-arginina al hidromiel C.

Con respecto a la comparacién sensorial realizada por los integrantes del sexo
masculino, se realizaron los calculos de los promedios y modas, cuyos resultados

se registraron en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Promedios aritméticos y modas para los hidromieles Ay C,

del sexo masculino

Color Aroma Sabor
Promedio 3.13 3.80 4.27
Moda 3 5 5
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En el caso del sexo masculino (Tabla 4.10), las puntuaciones otorgadas para el
color estuvieron dentro de las categorias 3 y 4, con un promedio de 3.13,
indicando que en cuanto a la apariencia, ambos hidromieles eran iguales o

similares, con una desviacion de superioridad de 0.13 puntos.

El aroma también se ubico entre las categorias 3 y 4, con un promedio de 3.80,
identificando al hidromiel C como igual — superior que el A, en cuanto al impacto
del aroma a alcohol. El sabor del hidromiel C fue calificado como superior — muy
superior que el A, con un promedio de 4.27 (entre las categ\/ml’lzifé

R
Para las modas, se ﬁtg%@\o\@%&%%&ciones de 5, para el aroma
y el sabor. De la misma forma, los hombres colocaron repetitivamente la

puntuacion de 3 para el color.

Cabe destacar que, del sexo masculino fueron distribuidos, en cuanto a edades,
de la siguiente forma: 10 hombres entre el rango de 18 — 25 afios, 10 entre
26 — 35 afos y 10 entre 36 — 55 afos.

Por ultimo, mediante las calificaciones del sexo femenino del hidromiel C, en
comparacion con el A, se hicieron los céalculos pertinentes, nuevamente, de los
promedios aritméticos y modas, cuyos resultados estan expuestos en la
Tabla 4.11.

Tabla 4.11. Promedios aritméticos y modas para los hidromieles Ay C,

del sexo femenino

Color Aroma Sabor
Promedio 3.80 3.67 3.80
Moda 4 5 5

En la tabla 4.11 se reflejan las percepciones de las mujeres, indicando un
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promedio de 3.80 para el color, valor que difiere del de los hombres en 0.67
puntos por encima, y calificando al hidromiel C como igual — superior que el A. En
cuanto al aroma, se obtuvo 3.67, diferenciandose de la calificacion de los hombres
en 0.13 por debajo y calificando al hidromiel C como igual — superior. Para el
sabor se obtuvo un promedio de 3.80, valor por debajo del establecido por los
hombres con 0.47 puntos de diferencia. Se concluye que, la mayor diferencia entre

el sexo masculino y femenino se obtuvo en cuanto a la percepcion del color.

Asimismo, el puntaje mas repetido para el aroma y sabor fue de 5 s, al igual

que los hombres. Para el color, la moggeﬁegl&&wkhpgs alto que el
del sexo masculino. DERECH

El sexo femenino fue distribuido en cuanto a edades, de la misma forma que el
masculino, es decir, 10 mujeres entre el rango de 18 — 25 afios, 10 entre 26 — 35

afios y 10 entre 36 — 55 afos de edad.



CONCLUSIONES

. Se verificé la pureza de la miel de abeja al comparar los resultados
obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica con los valores establecidos por la

literatura, encontrandose estos en correspondencia.

o La adicién de la L-arginina a dos de los mostos permitié reducir el tiempo de
fermentacién en 6 dias para el hidromiel B (1.05 g de L- arw RB@% dias para

el C (2.10 g), con respecto al A (0 g{)—\ S RES
DEREC

o Se observaron pendientes decrecientes y pronunciadas correspondientes al
seguimiento de los grados Brix y densidad, evidencidndose asi una abundancia de

nutrientes en los sustratos, durante los primeros 7 dias de fermentacion.

o El grado alcohdlico final fue de 14.18 % v/v en los tres hidromieles, obtenido

a partir de la elaboracion de mostos con diluciones de miel en agua de 28 °Bx.

. Las caracteristicas sensoriales de los hidromieles no fueron afectadas
negativamente por la reduccién de sus tiempos de fermentacion, debido a la

adicién de la L-arginina a sus respectivos sustratos.



RECOMENDACIONES
o Utilizar distintas proporciones de miel/agua para el mosto de fermentacion.

o Determinar el efecto de multiples cepas de levaduras en la fermentacion

alcohdlica de la miel de abeja.

o Comprobar el impacto de cantidades diferentes de\l_ﬁ&gﬂ\ﬂr@@ el tiempo

_ERECHOS RESEY

o Emplear otros aminoacidos como fuentes de nitrégeno para el sustrato de

de fermentacion.

fermentacion.

o Evaluar el efecto del proceso de envejecimiento sobre las caracteristicas

sensoriales del hidromiel.

o Probar otros clarificantes en la eliminacion de las particulas en suspension

de los hidromieles.

o Filtrar con otros mecanismos mas eficientes, para una mejor retencién de

sélidos y homogeneizacion de los productos finales.
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ANEXOS
Anexo 1. Test de preferencia

Comparacion de los hidromieles, segun el publico consumidor
Por favor, marque con una X el rango de edad y el sexo que lo representan:

Edad:18 — 25 afios: Sexo: M:

26 — 35 afios: SE
36— 55 aﬁosD_E_RECHOS RE

A continuacion, se le presentaran dos muestras (A y C) correspondientes a una
bebida resultante de la fermentacién alcohdlica de la miel de abeja, llamada
hidromiel.

Posterior a la degustacion de las muestras A y C, por favor, indique con una X su
opinion del hidromiel C con respecto al hidromiel A, considerando las siguientes
caracteristicas: color, aroma y sabor, empleando una escala de cinco puntos
donde “muy superior’ corresponde a la puntacion maxima y “muy inferior”
corresponde a la puntuacion mas baja posible.

Las tres caracteristicas evaluadas se normalizaron en funcion de los atributos de
un vino blanco, el cual sirve de referencia para el hidromiel. Se pretende comparar
ambos productos a través de cada una de ellas, por lo que, se desea extraer la
siguiente informacion:

COLOR

Si considera que la muestra C tiene una mejor apariencia que la A, en cuanto a la
claridad del hidromiel, coloque una puntuacién alta (muy superior o0 superior,
segun su criterio). De lo contrario, si considera que el hidromiel C presenta una
gran cantidad de particulas en suspension (turbidez), a diferencia del hidromiel A,
coloque una puntuacion baja (inferior o muy inferior).

Si considera que ambas muestras lucen de forma semejante, marque con una X la
casilla correspondiente a la opcidn “igual”.
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AROMA

Si considera que el aroma a alcohol de la muestra C es méas intenso que la A,
marque una puntuacion alta (muy superior o superior). De lo contrario, coloque
una puntuacion baja (inferior o muy inferior).

Si considera que ambas muestras presentan aromas similares, marque con una X
la casilla correspondiente a la opcidn “igual”.

SABOR

Si considera que el dulzor de la muestra C es menor que el de la A, coloque una
puntuacion alta (muy superior o superior). De lo contrario, si considera que el
dulzor de la muestra C es mayor al de la A, coloque una puntuacion baja (inferior o

muy inferior). SER\/ ADO
Si considera que ambam@\ar\a@l%n%%res similares, marque con una X

la casilla correspond pcion “igual”.

Por favor, tdbmese el tiempo de dar respuesta al siguiente test, de acuerdo a
las instrucciones previamente descritas.

C-A Color Aroma Sabor

Muy superior

Superior

Igual

Inferior

Muy inferior
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Anexo 2. Cilindro graduado de 250 mL, marca Pyrex

OS
SERVAD
Anexo 3. Balanza arﬂ@ﬂ&@r\‘ég&%h&E
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Anexo 5. Refractdmetro manual, marca ABBE Bausch & Lomb

Anexo 6. Hidrometro, marca Chefast

DEREC

Anexo 7. Escala del hidrobmetro

CONVERSION
TABLE -
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Anexo 8. Miel de abeja

Anexo 9. Levadura anRECHOS

romyces cerevisiae (ex-bayanus), marca LALVIN

40°- 43°C
104°- 109°F

KEEP REFRIGERATED
CONSERVER AU REFRIGERATEUR
MANTENER REFRIGERADO
, imported by
Lallemand Australia Pty Ltd
23 ¥
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Anexo 10. L-arginina en polvo, marca Nutricost

Anexo 12. Sustratos de fermentacion
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Anexo 14. Fermentacion primaria
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Anexo 15. Medicion de grados Brix y densidad

DERECHO

Anexo 16. Biomasa

Anexo 17. Fermentacion secundaria




Anexo 18. Hidromieles clarificados y filtrados

g RES

Anexo 19. Muestras @@E@Qﬂs Ay C facilitadas a los degustadores

Anexo 20. Degustadores durante la comparacion sensorial
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APENDICES
Apéndice 1. Obtencién de los gramos de L-arginina

50 mg N " 1 mmol CSH14N402 " 1 mmol C6H14N402 " 174.2 mg C6H14N402
L mosto 14.007 mg N 4 mmoles N 1 mmol CgH414N4O5

1.3514 g indculo S.c
L de mosto _ 525.2148 mg de CGH14N402 A@Q&)

0.4 ginoculo Sc Ldem SER
L de mOStéERECHC)é ﬁtE

=2 100.8592 mg = 2.10 g de CgH4N,O5en 4 L de mosto

=0.53 g de CgH14N4O, / L de mosto (cantidad maxima permisible)

Donde:

N: nitr6geno

50 mgN/L: concentracion final de nitrégeno deseada en los mostos

CgH14N4O5: férmula molecular de la L-arginina

14.007 mg N: masa de nitrégeno contenida en 1 mmol de L-arginina

4 mmol N: nimero de mmoles de nitrégeno en 1 mmol de L-arginina

174.2 mg/mmol: masa molar de la L-arginina

S.c: levadura Saccharomyces cerevisiae (ex-bayanus)
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Apéndice 2. Determinacion del grado alcohdlico de los hidromieles

- 1.12-1.01
Po Pt 100 =—2< 1 4 100=14.18 % v/v

(0] = —
% alcohol = 58 0.776

Donde:
P, densidad inicial (medicion realizada en el dia 0)

P, densidad final (medicion realizada en el ultimo dla& fm@lﬁp primaria,

correspondiente a cada hldrogﬁ\,\os RESE
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Apéndice 3. Tamarfio de la muestra de la poblacion

N x Zc? x p x g 55 377 x 1.64% x0.50 x0.50
n — —
e2x (N-1) +Zc? xpxq 0.15% x(55 377-1)+1.64% x0.50 x0.50

n=29.87 personas = 30 personas
Donde:

n: tamafo de la muestra a evaluar ER\/ ADOS

s RES
N: nimero de individD&BaEp(%ggn)

Zc: intervalo de confianza requerido para el experimento
p: probabilidad de éxito
g: probabilidad de fracaso

e: error maximo admisible





