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Resumen y Abstract Y

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar como la disposicion de las células de levadura
(libres o inmovilizadas) en el fermentador, el tipo de miel (floral o mielato) y la
temperatura manejada (25°C o 30 °C) influyen sobre las principales caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales en la produccion de hidromiel la cual es una bebida
alcohdlica tipo vino producida a partir de miel diluida en agua. La concentracion de
azucares, etanol, acidez total, volatil y glicerol se midieron durante el proceso. Se realizé
andlisis sensorial con un panel entrenado de 8 panelistas. El andlisis estadistico mostro
gue existe una mayor produccion de etanol en la fermentacion con miel floral en relaciéon
con miel de mielato (12.14% p/v vs 10.9% p/v respectivamente), al igual que con el uso
de levadura inmovilizada en Alginato de sodio. El rendimiento del proceso no presenté
diferencias significativas respecto al tipo de miel pero si respecto al tipo de célula siendo
mayor cuando se usaron células inmovilizadas en alginato con un valor promedio de
0.48 g de etanol/ gramo de glucosa. La productividad por su parte si depende de los tres
factores estudiados y de las interacciones entre ellos. El proceso de inmovilizacion en
alginato permitié la reutilizacién de las células de levadura durante 4 fermentaciones
continuas sin verse afectado su rendimiento. Los resultados del andlisis sensorial
coinciden con los resultados fisicoquimicos encontrados, obteniéndose en general un

producto aceptable en todos los tratamientos.

Palabras clave: Fermentacion alcohdlica, Saccharomyces cerevisiae, miel, hidromiel.



Evaluacién del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas \
para obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

Abstract

The aim of this study was to evaluate variables as the disposition of yeast cells (free or
immobilized) in the biofermenter, he kind of honey (floral or honeydew) and temperature
handled (25 ° C or 30 ° C) and determinate the influence of these in physicochemical and
sensory characteristics in the production of mead. A sensory analysis with one panel of 8
panelists trained was conducted. The concentration of sugars, ethanol, and total volatile
acidity was measured during the process. Statistical analysis showed more ethanol
production in the fermentation with floral honey in relation to honeydew honey (12.14% w
/v vs 10.9% w / v respectively). These differences were also found according to the
cellular condition; the alcohol production was greater when the fermentation was carried
out with immobilized cells. There were interactions between the kind of honey and the
disposition of the yeast (free or immobilized) as well as between the type of honey and
the temperature handled. Process performance did not show significant differences in the
kind of honey, but it was different respect to the substrate of immobilization, when the cell
was immobilized in alginate, process performance was major, with an average value of
0.48 g ethanol / g glucose. Productivity was dependent of the three factors studied and
the interactions between them. The process of immobilization in alginate allowed reusing
yeast cells into four continuous fermentations without affecting performance. The results

of sensory analysis matched with the physicochemical parameters studied.

Keywaords: alcoholic fermentation, Saccharomyces cerevisiae, honey, mead.
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Introduccioén

Colombia es un pais mega diverso, con vocacion agricola y con un alto potencial a nivel
agroindustrial. Las principales actividades agropecuarias del pais estan organizadas en
cadenas productivas que permiten un mayor control y apoyo para las familias
campesinas; dentro de estas, la cadena apicola es una de las mas recientemente
constituidas, caracterizada por la presencia de un gran nimero de apicultores que
generan diferentes productos con interés para el mercado nacional; sin embargo, es una
actividad con baja participaciéon frente a la produccion mundial y un limitado nivel de
trasformacion agroindustrial (Laverde et al. 2010). Estos aspectos han dado lugar a una

baja competitividad del sector y consecuentemente han dificultado su crecimiento.

La importancia de la actividad apicola y su desarrollo no solo radica en el aspecto
econdémico sino en un conjunto de beneficios ambientales, ya que las abejas son
responsables de un alto porcentaje en el proceso de polinizacion de los frutos, lo cual

representa un beneficio directo para la agricultura y la seguridad alimentaria del planeta.

Existen diferentes alternativas para diversificar el mercado de los productos apicolas en
el pais dando mayor ganancia al apicultor y contribuyendo al desarrollo de la
productividad y competitividad de la cadena; una de estas alternativas es la fabricaciéon
de un producto fermentado a partir de miel, conocido tradicionalmente como hidromiel el
cual tiene una buena aceptacion en los paises consumidores. En Colombia esta bebida
se realiza principalmente de manera artesanal por los apicultores, aplicando en muchos
casos un proceso de fermentacion espontdnea por parte de levaduras presentes en la
miel 'y sin un protocolo de elaboracién lo cual puede causar problemas de
contaminacién y baja uniformidad en el producto final. El Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia ha sido pionero en la
elaboracion de hidromiel bajo condiciones controladas de concentracion de miel, tipo de
levadura, fuente de nitrégeno y temperaturas de proceso, contando con gran experiencia

en este campo de investigacion.
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Tradicionalmente la levadura del género Saccharomyces ha sido utilizada en forma libre
en los procesos de fermentacion alcoholica; no obstante en los ultimos afios ha existido
un interés en el uso de células inmovilizadas. La inmovilizacion celular es una técnica
gue permite la fijacion de la levadura sobre un soporte sélido, reteniendo de esta manera
la levadura para facilitar su manejo y creando un microambiente al interior del soporte
con el objetivo de mejorar parametros de rendimiento o productividad y/o modificar la

produccién de ciertos metabolitos de interés.

En la industria alimentaria las células inmovilizadas, han sido utilizadas en la elaboracién
de vino, sidra, cerveza, destilados, alcohol de boca y la producciéon de nuevas bebidas
con diferentes soportes y técnicas de inmovilizacién que le confieren al producto final
cambios en sus caracteristicas organolépticas (Lee et al. 2012; Kourkoutas et al. 2004).
usandose también con microorganismos prebidticos y procesos de producciéon de

antibioticos, acidos organicos, enzimas y alcoholes (Park & Chang 2000).

El uso de células inmovilizadas en la fermentacién alcohélica ha sido uno de los
sistemas mas estudiados en investigacion (Ghorbani et al.,, 2011; Ramakrishna &
Prakasham, 2009; Watanabe et al., 2012). El efecto causado por el proceso de
inmovilizacion en la levadura esta relacionado con modificaciones en sus procesos
fisiologicos y metabdlicos. Los resultados del uso de células inmovilizadas en procesos
de fermentacion alcohdlica son diversos y estan muy relacionados con el medio y las

condiciones de fermentacion.

Respecto a la elaboracion de hidromiel las principales investigaciones se han realizado
usando células libres, mientras que los estudios con células inmovilizadas son escasos
desconociéndose muchos de los efectos que esta metodologia pueda tener en el

producto final.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar diferencias en el proceso fermentativo de una bebida alcohdlica tipo vino a partir
de miel, utilizando células de levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae) libres e

inmovilizadas.

Objetivos especificos

Evaluar diferentes soportes de inmovilizacion para células de levadura (Saccharomyces

cerevisiae).

Comparar el comportamiento del proceso fermentativo bajo diferentes condiciones

utilizando células libres e inmovilizadas.

Evaluar la reutilizacion de las células inmovilizadas en el proceso fermentativo de

acuerdo con la eficiencia del proceso y la calidad del producto.



1. Marco tedrico

La apicultura es la actividad dedicada a la cria de las abejas, las cuales son consideradas
agentes polinizadores por excelencia, ya que permiten la reproduccion de gran niamero
de especies vegetales y el aumento del volumen de produccién y calidad de algunos
frutos (Laverde et al. 2010). Es considerada una actividad econémica que representa
gran importancia principalmente en paises europeos, por lo que se han buscado diversos
métodos de transformacién de la materia prima obtenida de las abejas, que les permitan
diversificar su mercado (Gomes et al. 2013). Entre algunos de los productos derivados de
la apicultura se encuentran: la miel, el polen, los propdleos, la jalea real, la cera y la

apitoxina (Gomes et al. 2013; Laverde et al. 2010).

En el afio 2012, las cifras de comercializacion mostraron una exportacion mundial de
526.193 toneladas y una importaciéon de 518.414 toneladas, siendo Estados Unidos,
Alemania, Reino Unido y Japdn los principales compradores (TRADEMAP 2014). Segun
datos oficiales de la FAO, Colombia tuvo una produccion estimada para este mismo afio
de cerca de 2000 toneladas frente a mas de 450.000 reportadas por China; pais

considerado el mayor productor de miel (FAOSTAT 2012).

A pesar que la miel es conocida como un edulcorante natural que presenta excelentes
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y bioactivas de importancia en la
industria alimentaria (Ramalhosa et al. 2011) su comercializacién en muchos mercados
mundiales tiende a ser dificil, razén por la cual se vende a precios bajos ocasionando
pérdidas para el apicultor (Gomes et al. 2013). En el mercado nacional, la miel tiene
precios altos respecto a otros paises; sin embargo las mieles cristalizadas, vendidas en
Europa como mieles de calidad, en Colombia no son apreciadas, pues se asocian a
procesos de adulteracion con panela o azucar, desconociéndose el proceso natural de

cristalizacion y su potencial como resultado del alto contenido de azUcares.
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Aprovechar la alta concentracion de azucares fermentables para la obtencién de una
bebida alcohdlica elaborada tradicionalmente de forma artesanal y conocida como
hidromiel es una alternativa que puede ser viable en Colombia; sin embargo su proceso
de elaboracibn no se encuentra bien documentado por cuanto se requiere tener en

cuenta el proceso de elaboracion de vino de mesa para el desarrollo del producto.

1.1 Fermentacion alcohdlica

Los procesos fermentativos han sido parte fundamental en el desarrollo de las
comunidades, inicialmente estos se realizaban de forma espontanea aprovechando las
condiciones del medio y los microorganismos que se encontraban normalmente en los
alimentos o el ambiente; con el tiempo el hombre aplicé la fermentacién a la elaboracion
de una diversidad de productos que se utilizan cotidianamente. La elaboracion de
bebidas alcohdlicas con la ayuda de este proceso es quiza una de las mas aplicadas;
productos como vino, cerveza, sidra, champafa, han sido obtenidos durante siglos

conquistando los mercados mundiales.

La fermentacion alcohdlica es la transformacién anaerdbica de azlcares, principalmente
hexosas como la glucosa y la fructosa, en etanol y di6xido de carbono, asi como la
generacién de un gran numero de subproductos (Moreno Arribas & Polo 2005; Zamora
2009). Este proceso puede ser llevado a cabo por levaduras y también por bacterias
como Zymomonas mobilis (Zamora 2009). La reaccion simplificada se encuentra descrita

en la ecuacion 1-1:
Ce¢H1,06 —» 2CH;CH,OH + 2CO,
Hexosas etanol di6éxido de carbono

Ecuacién 1-1 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica implica diferentes procesos bioquimicos, quimicos y
fisicoquimicos que generan ademas del etanol, otros compuestos como: ésteres, glicerol,
acido succinico, diacetilo, acetoina y 2,3 butanodiol. Particularmente en la produccion del
vino, la generacion de algunos compuestos adicionales del jugo de uva, transformados
por el metabolismo de la levadura, también le confieren gran parte de las propiedades

organolépticas. Durante el proceso de elaboracion factores como: las altas
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concentraciones de azlcar, temperaturas extremas, la anaerobiosis extrema, la
deficiencia de nutrientes, la presencia de sustancias antimicrobianas y de acidos grasos
de cadena media, asi como el antagonismo entre microorganismos, pueden conducir a

una fermentacion alcohdlica inapropiada y lenta (Zamora 2009).

1.2 El proceso fermentativo en la fabricacion de vino

El proceso biolégico de la vinificacion es el resultado de una serie de transformaciones
bioguimicas generadas por la accion de diferentes enzimas, que provienen de diversos
microorganismos, especialmente de Saccharomyces cerevisiae, levadura responsable de

la principal parte del proceso de la fermentacién alcohdlica (Moreno Arribas & Polo 2005).

Esta levadura es uno de los microorganismos mas utilizados en la fermentacion debido a
gue resiste altas concentraciones de etanol, cercanas al 18% (Lin & Tanaka 2006).
Dentro de la produccion de bebidas alcohdlicas, es frecuente el uso de cepas
seleccionadas que otorgan ventajas como la de dominar sobre los hongos presentes
naturalmente, los cuales podrian dar lugar al deterioro o a la formacion de compuestos
no deseables en el producto fermentado, ademéas de mejorar la eficiencia del proceso y

la prediccién de las caracteristicas del producto final (Sarma et al. 2013).

Al igual que muchos microorganismos, Saccharomyces cerevisiae metaboliza la glucosa
por la via de Embden-Meyerhof (EM) (Lin & Tanaka 2006). Esta via esta involucrada en
la conversion de triosa fosfatos a piruvato ((Pronk et al. 1996). La mayor parte de las
cepas conocidas utilizan esta via generando etanol y didxido de carbono como productos
predominantes de la fermentacion, permitiendo la regeneracion de NAD" consumido por

la glicélisis (van Dijken & Scheffers 1986).

El éxito de la fermentacion alcohdlica depende del mantenimiento de la poblacién con
suficientes levaduras viables hasta que todo el azucar fermentable ha sido
completamente consumido (Moreno-Arribas & Polo 2010). Diferentes estudios sobre el
metabolismo, la fisiologia, la biologia y la genética de esta especie de levadura han
contribuido a mejorar el entendimiento de los diversos mecanismos involucrados en su
adaptacion al medio de fermentacion y consecuentemente al proceso de fermentacion
alcohdlica (Moreno Arribas & Polo 2005).
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1.2.1 Composicion del vino

La mayor parte de los componentes del vino proceden de su principal materia prima (la
uva) la cual influye notoriamente en el producto final siendo los siguientes los de mayor

importancia.

Agua: es el componente que se encuentra en mayor proporcién y actla como un
disolvente de los demés. Proviene del agua de la vendimia. Un exceso de agua en el
producto final dificulta su conservacion (Mercado 1995).

Alcohol etilico: es el segundo de los componentes cuantitativos del vino, su valor se
encuentra entre el 8 y el 18 % en vinificaciones normales. El alcohol etilico contribuye a
solubilizar muchos de los componentes restantes del vino y evita el desarrollo de otro tipo
de microorganismos (Mercado 1995).

Glicerol: es el tercer componente de los vinos. Tiene sabor ligeramente dulce y transmite
al vino: cuerpo, consistencia y suavidad. Corresponde a un alcohol trivalente C3Hs (OH)s.
en estado puro tiene aspecto liquido, espeso e incoloro, de sabor dulce y no venenoso.
(Alzate 1988).

Alcoholes superiores: los alcoholes superiores estan normalmente por debajo de su
limite de deteccién, pero son los precursores de algunos ésteres, que tienen un gran
impacto sensorial (Moreno-Arribas & Polo 2010). El amilico es el mas abundante, aunque

existen otros tales como el propilico y butilico (Mercado 1995).

Acidos: en el vino existe mayor proporcion de sustancias orgéanicas de caracter acido
gue en el mosto, estas sustancias se forman durante la fermentacion alcohdlica y en
algunos procesos sucesivos, encontrandose en forma de 4cidos libres o de sales acidas;
una correcta acidez influye en la estabilidad del color, el sabor y en la conservacion del
producto final (Mercado 1995). En el vino se distinguen los &cidos propios de la uva
(tartérico, mélico y citrico) y los que se generan en el proceso de la fermentacion (lactico,

succinico y acético).

Acido succinico: es uno de los acidos mas importantes en el vino; esta presente en
concentraciones entre 0,6 y 1,2 g/l y contribuye significativamente a la acidez

caracteristica del producto (Moreno-Arribas & Polo 2010).
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Acido acético: es el principal compuesto responsable de la acidez volétil en el vino. Su
presencia en altas concentraciones genera sabores y olores desagradables, por lo que el
control de este pardmetro es uno de los mas importantes en enologia. El acido acético
puede ser producido por la levadura, bacterias acido lacticas y bacterias del acido
acético. En condiciones adecuadas de fermentacion sélo Saccharomyces cerevisiae lo
produce en pequefias cantidades (0,1-0,3 g/l); sin embargo fermentaciones lentas

pueden incrementar su valor (Moreno-Arribas & Polo 2010).

En Colombia la normatividad para vinos de frutas (NTC 708) exige que se cumplan los

siguientes requisitos:

Tabla 1-1: Requisitos especificos de los vinos de fruta segin norma técnica colombiana NTC 708.

Valores
Requisitos Minimo Maximo
Contenido de alcohol o grados alcoholimétricos a 20°C 6 -
Acidez total expresada como acido tartarico en g/dm® 3.5 10
Acidez volatil expresada como acido acético en g/ dm® - 1.2
Metanol en mg/dm°® de alcohol anhidro - 1000

(Norma técnica colombiana — NTC 708)

1.2.2 Microorganismos utilizados en la fermentacion de vino

Los microorganismos mas utilizados como cultivos iniciadores en la fermentacion del vino
son la levadura Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion alcohélica y las bacterias
Leuconostoc oenos para la fermentacion malolactica (Cantarelli & Lanzarini 1989). Las
levaduras son hongos unicelulares que han sido utilizados en los procesos de
fermentacion. Saccharomyces cerevisiae es una especie de levadura especializada en la
metabolizacién de medios con un alto contenido de azlcar y pequefias cantidades de
compuestos nitrogenados. En el pasado, las levaduras nativas de la microbiota de la uva
fermentaban los mostos, hoy en dia la mayoria se inoculan con cepas de levadura

seleccionadas y conservadas en forma seca (Suarez-Lepe & Morata 2012).

Es importante para una buena fermentacion proporcionarle a la levadura las mejores

condiciones de crecimiento, incluyendo temperatura, pH, nutrientes, niveles adecuados
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de azlcar, una oportuna oxigenacién y eliminacién adecuada de CO.. La inoculacion con
un namero suficiente de colonias de levadura es muy importante. La fermentacion debe
comenzar de forma 6ptima a una temperatura cercana a 20 ‘C para que la levadura se
aclimate. Las temperaturas demasiado bajas podrian limitar el crecimiento de la levadura
y reducir la poblacion al igual que una temperatura demasiado alta puede matarla
(Jacobson 2006).

El nimero de células de levadura afiadido a un sustrato se conoce como tasa de
inoculacion. La fermentacion del mosto tiene una tasa de inoculacion recomendada de
10°-10" células/ml con una 6ptima poblacién de levadura en la fermentacién de 10°
células/ml; cuando la tasa de inoculacion es baja, la fermentacién puede terminar sin que
todo el azlcar se haya fermentado (Jacobson 2006). El crecimiento de la levadura tiene
un patron especifico que se divide en cuatro fases: 1. Fase de latencia o periodo de
tiempo en el que las células de levadura se acondicionan al pH, temperatura, y el
contenido de azucar del jugo o mosto; 2. Fase de crecimiento donde las células crecen
de forma exponencial; esta etapa puede durar varios dias con una caida significativa en
los niveles de azlcar,; durante esta fase el metabolismo se convierte en anaerdbico
debido al aumento de la concentracion de CO, 3. La fase estacionaria comprende el
periodo de tiempo en el que la levadura ha alcanzado su maximo crecimiento de la
poblacién y continda la fermentacion del azucar restante con una baja tasa de
reproduccion; esta fase puede durar entre uno y dos dias. La ultima fase (muerte celular),
sucede debido al agotamiento de los nutrientes y al aumento de concentracién de
productos y de subproductos, que actlan como sustancias toxicas para la levadura
(Jacobson 2006) .
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1.2.3 Adecuacioén del mosto para el proceso fermentativo

Los nutrientes adicionados al mosto en la fermentacién alcohdlica, se usan para evitar el
retraso en el proceso ya que su deficiencia puede causar serios problemas durante la
fermentacion. Con frecuencia el nitrégeno, las vitaminas, los minerales, entre otros, son
deficientes en los mostos destinados a la fermentacién, por esta razon el uso de
nutrientes comerciales es muy extendida en la industria vinicola (Cantarelli & Lanzarini
1989). Un activador estandar se compone de sales de amonio (fosfato diaménico) o
sulfato de amonio que resulta un forma muy eficiente para aumentar el rendimiento y la
productividad en la fermentacién. La dosis de nitrégeno aplicada debe ser seleccionada
cuidadosamente, teniendo en cuenta la concentracion inicial de nitrégeno Yy el contenido
alcohdlico potencial del mosto. La adicién de nitrégeno serd mas efectiva si se lleva a
cabo dos 0 mas veces y se combina con aireacion; es recomendable que la primera
dosis se afiada cuando se inicia la fermentacién, la segunda en el medio de la fase cuasi
estacionaria y finalmente la tercera al final de esta etapa (Casellas 2005; Moreno-Arribas
& Polo 2010).

e pH yacidez

La concentracién de iones de hidrégeno es un importante factor microambiental que
afecta el crecimiento celular y la produccion de metabolitos; en la produccién de etanol
un pH cercano a 4 es reportado como 6ptimo (Buzas et al. 1989). El vino presenta un pH
cercano a 3,6; el pH 6ptimo para las levaduras usadas en la vinificacidon se encuentra
alrededor de 4,5, valor alrededor del cual también crecen otro tipo de microorganismos
como las bacterias de putrefaccion. Entre menor sea el pH del medio, menor sera la tasa
de crecimiento de las levaduras; adicionalmente las bacterias acido lacticas presentes
en la fermentacion pueden trabajar a un pH entre 3,3y 3,6; La alta acidez del mosto (pH
alrededor de 3,0 y 3,5) inhibe el crecimiento de muchos microorganismos, ya que solo
crecen algunos microorganismos como las levaduras y las bacterias acido lacticas
(Cantarelli & Lanzarini 1989).

La mayoria de las bacterias tienen un pH 6ptimo cerca de 6,8 y puede crecer a valores

de pH que van desde 4 a 8; solo un estrecho espectro de bacterias pueden multiplicarse
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a pH menores a 4 o mayores que 8. Levaduras y mohos pueden crecer a pH menores
gue 2 (Cantarelli & Lanzarini 1989).

1.2.4 Etapas posteriores al proceso fermentativo del vino

Un mal manejo en las etapas posteriores a la fermentaciéon, puede ocasionar una
pérdida del producto final por contaminacién y alteracién de las caracteristicas propias

del vino. Los principales procesos que se deben tener en cuenta en esta etapa son:

Trasiego: en esta etapa se separa el materia insoluble que se deposita en el fondo del
contenedor del mosto, este material estd compuesto por levaduras muertas y desechos
producidas por las células en el proceso de fermentacién , que pueden contaminar el vino

con sabores y olores desagradables (Mercado 1995).

Pasterizacion: es el proceso de someter el mosto a un calentamiento durante un cierto
periodo de tiempo, seguido inmediatamente por un periodo de enfriamiento, con el fin de
inactivar el crecimiento de las levaduras. Se debe tener en cuenta que temperaturas
elevadas pueden alterar la composicion del vino y que posterior a esta etapa se debe
mantener las condiciones de higiene para evitar que el producto se contamine con

microorganismos ambientales.

Clarificacion y filtracion: consiste en la adicion al mosto ya fermentado, de una
sustancia capaz de coagular y flocular las particulas en suspension y algunos gérmenes
patdgenos arrastrandolos al fondo del recipiente, dando limpidez, brillo y trasparencia
(Mercado 1995). Los tratamientos de filtracion van desde una filtracion gruesa hasta
tratamientos que permiten la esterilizacion por el tamafio de poro utilizado. En ocasiones
los procesos de clarificacion y filtracion pueden ocasionar pérdidas de algunos aromas,
atribuido a la unién de compuestos aromaticos a macromoléculas (Varnam & Sutherland
1994).

En los procesos de elaboracion de hidromiel la bentonita y la gelatina en
concentraciones comprendidas entre 0.3 y 0.4 g/l han sido utilizadas en el proceso de
clarificacion (Acosta 2012; Lee et al. 2012; Roldan et al. 2011).
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1.3 Inmovilizacion celular

El proceso de inmovilizacién es la técnica utilizada para la fijacién fisica o quimica de
enzimas, células, organelos o proteinas sobre un soporte sélido, o retenido por una
membrana, de modo que se aumenta su estabilidad y se haga posible su uso continuo. la
inmovilizacion tiene una amplia gama de aplicaciones en la industria biotecnoldgica,
farmacéutica, ambiental y alimentaria presentando algunas ventajas sobre las células
libres (Barik 2014).

En la industria alimentaria las células inmovilizadas, han sido utilizadas en la elaboraciéon
de vino, sidra, cerveza, destilados, alcohol de boca y la produccion de nuevas bebidas
con diferentes soportes y técnicas de inmovilizacién que le confieren al producto final
cambios en sus caracteristicas organolépticas (Lee et al. 2012; Kourkoutas et al. 2004).
La inmovilizacién se ha usado también con microorganismos prebiéticos y procesos de

produccion de antibiéticos, &cidos organicos, enzimas y alcoholes (Park & Chang 2000).

El uso de células inmovilizadas en los procesos industriales ofrece humerosas ventajas
en contraste con las células libres tales como: una reduccién en el costo de
procesamiento bioldgico, debido a la facilidad de reutilizacién celular; una menor
posibilidad de contaminacion, mantenimiento de wuna alta densidad celular y una
reduccion de los costos de procesos de separacion de sustratos y purificacion (Barik
2014; Park & Chang 2000; Ramakrishna & Prakasham 2009)

Las ventajas asociadas al proceso de inmovilizacion no solo se relacionan con su
facilidad de manejo, sino a la generacion de un microambiente alrededor de las esferas
gue genera condiciones distintas para el microorganismo, ocasionando cambios en su
actividad metabdlica diferentes a los que se presentan en un proceso de fermentacion
con ceélulas suspendidas o libres. En la tabla siguiente se resumen caracteristicas
encontradas en distintos sistemas de inmovilizacion principalmente con levadura de la

especie Saccaharomyces cerevisiae.

Tabla 1-2: Efecto del proceso de inmovilizacion en distintos microorganismos

Caracteristica observada microorganismo Sistema de inmovilizacién
Incremento a la tolerancia de etanol Saccharomyces k-carragenina
cerevisiae

Incremento a la tolerancia de Saccharomyces silano polihidroxilado
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solventes organicos cerevisiae

Incremento a la tolerancia de nitrilos y Saccharomyces Alginato de bario
amidas cerevisiae

Proteccion contra sustancias Saccharomyces Alginato de calcio
inhibitorias cerevisiae

Retencién de una elevada actividad Saccharomyces Alginato de calcio
metabolica durante largos periodos de cerevisiae

fermentacion

Incremento en la produccion de Saccharomyces Alginato de calcio

etanol. cerevisiae

Incremento en la produccion de etanol Saccharomyces k-carragenina
bayanus

Incremento en produccién de Penicillium k —carragenina

penicilina chrysogenum
Cambios en la produccion de Fusarium alginato, carragenina
metabolitos secundarios moniliforme Poliuretano

Adaptado de: Fermentation Microbiology and Biotechnology Third Edition: (E.M.T. et al.
2012)

1.3.1 Métodos de inmovilizacion

Diferentes métodos de inmovilizaciobn se aplican a enzimas, organelos celulares,
microorganismos, células animales y vegetales; con el fin de encerrar el biocatalizador en
un espacio definido de tal manera que conserven sus actividades y pueden ser
reutilizadas varias veces durante un largo periodo de tiempo (Peinado et al. 2006). El
proceso de inmovilizacion puede darse de dos formas: 1) por métodos quimicos, que
dependen de la formacién de un enlace covalente, de la fijaciéon a una matriz insoluble e
inerte con un reactivo multifuncional , o de la incorporacién a la formacion de un polimero
(co-polimerizacion) o 2) mediante metodos fisicos, ya sea por adsorcion sobre una
matriz insoluble o por atrampamiento dentro de geles, fibras o microcapsulas
(Mammarella 2001).
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Los metodos de inmovilizacion fisicos mas estudiados se describen a continuacion:

Atrapamiento a una superficie: corresponde a la union o adsorcion en las superficies
de soportes solidos siendo este uno de los métodos de inmovilizacibn méas simples
(Barik, 2014; Pilkington et al., 1998). Este procedimiento aprovecha la capacidad que
muchos microorganismos poseen de adherirse a un gran nimero de superficies en la

naturaleza (Kourkoutas et al. 2004).

En este tipo de inmovilizacion, las células pueden unirse a una gran variedad de
materiales usados como soporte. Este proceso puede darse usando agentes de union
como Oxidos metdlicos o glutaraldehido; sin embargo este tipo de agentes no son
recomendados en la fabricacion de bebidas o en la produccién de etanol ya que pueden
ser perjudiciales o contaminantes; se prefiere un proceso de adhesion natural ya que es
un método simple, pero al no existir una barrera entre las células y la solucién se puede

dar facilmente un desprendimiento de las células (Verbelen et al., 2006).

Atrapamiento dentro de matrices porosas: es un método irreversible donde una matriz
semipermeable, permite el intercambio entre el medio interior y exterior (Pilkington et al.
1998; Barik 2014). Este tipo de atrapamiento se puede dar de dos maneras: en la primera
las células se dejan dentro de una matriz de caracteristica porosa preformada esperando
gue cuando las células se reproduzcan se atrapen dentro de la matriz al obstaculizarse
entre ellas mismas (Verbelen et al. 2006). Una segunda forma consiste en crear una
matriz porosa alrededor de las células mediante hidrogeles poliméricos naturales y
sintéticos como alginato de calcio, kappa-carragenina o agar (Lozinsky et al., 1997,
Jiménez et al., 2011; Pereira et al., 2014; King & Zall, 1983). Estas perlas poliméricas son

por lo general esféricas con diametros que van de 0,3 a 3 mm.

Con este tipo de atrapamiento se puede obtener altas cargas de biomasa, sin embargo
un atrapamiento en gel ha tenido poco uso en la fermentacion industria dadas las
limitaciones a la difusién de nutrientes y metabolitos debido a la matriz de gel y la alta
densidad celular en las perlas y la inestabilidad fisica del gel y la no regeneracion de las
perlas, lo que puede generar altos costos en este tipo de inmovilizacion (Verbelen et al.
2006); no obstante es una de las técnicas de inmovilizacion mas utilizadas usédndose
polimeros como carbohidratos, proteinas o productos sintéticos organicos e inorganicos.

Cuando se utilizan carbohidratos como matriz de inmovilizacion, los dos tipos de
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polisacaridos mas frecuentemente utilizados son: la celulosa junto con sus derivados y
los geles (agar, alginato, carragenina y la pectina extraida de frutas). Polisacaridos como
agar, alginato y carragenina tienen caracteristicas importantes como simular las
condiciones fisicas encontradas en las células microbianas y conferir estabilidad para
células y enzimas; sin embargo, el agar es inestable a altas temperaturas y el alginato de
calcio es inestable en presencia de agentes quimicos como sales de potasio; la celulosa
por su parte no es soluble en agua pero es soluble en solventes organicos polares
(Phillips & Poon, 1988).

Los polisacaridos como el alginato y la carragenina, producen soluciones de alta
viscosidad y permiten la formaciéon de geles. Cuando se encuentran en solucion, las
cadenas lineales de polisacaridos se encuentran en forma desordenada, mientras que
con la adicién de un cation forman una matriz con una estructura especifica, debido a las
interacciones entre cadenas y el catibn (puentes de hidrégeno, interacciones entre

dipolos, idnicas y de solvatacion) (Mammarella 2001).

Atrapamiento detras de una barrera: en este tipo de atrapamiento las células son
atrapadas en microcapsulas o en filtros de membrana microporosa. Este método es
usado cuando se requiere un producto elaborado libre de células o cuando los productos
de alto peso molecular necesitan ser separados del efluente; sin embargo se presentan
problemas de trasferencia de masa y ensuciamiento de la membrana ocasionado por el
crecimiento de las células; este tipo de inmovilizaciébn es atractivo en términos de

productividad, pero tiene una baja relacion costo/beneficio (Verbelen et al., 2006).

Atrapamiento por floculacién: las células microbianas tienden a formar agregados de
forma natural, condicion que también se puede denominar como inmovilizacion. Muchos
procesos industriales importantes ocurren durante el metabolismo secundario por parte
de pellets de microorganismos. Estos agregados microbianos se pueden encontrar en la
elaboracion del vino y de la cerveza, en donde las células de levadura floculan al final de
la fermentacion; el cultivo de algas y de células animales y vegetales también puede

sufrir este fendmeno. (E.M.T. et al. 2012).

La levadura Saccharomyces cerevisiae, tiene la capacidad natural de adherirse a

superficies inertes, asi como otras células por el proceso de floculacién (Verbelen et al.,
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2006) Para muchas aplicaciones industriales en las que esta levadura se utiliza, por
ejemplo, la produccion de cerveza, vino o alcohol, el comportamiento de floculacién es
sin duda una de las caracteristicas mas importantes de una buena cepa de produccion.
La floculacién es un proceso muy complejo que depende de la expresion de genes
especificos, influenciado por el estado nutricional de la célula o condiciones de estrés.
Durante los procesos de fermentacion industrial, la floculacion se ve afectada por
numerosos parametros tales como las condiciones de nutrientes, oxigeno disuelto, pH,
temperatura de fermentacion, manipulacion de la levadura y condiciones de
almacenamiento; en teoria, el uso racional de estos parametros ofrece la posibilidad de
obtener el control sobre el proceso de floculacion; sin embargo, la floculacion es un
fendmeno especifico de una cepa, por lo que es dificil predecir su comportamiento
(Verstrepen et al., 2003).

1.3.2 Matrices porosas usadas en procesos de inmovilizacion

Cuando se trabaja con células inmovilizadas es importante la eleccién del material de
soporte y el procedimiento a seguir para la inmovilizacién. Las caracteristicas de un
soporte ideal son: una gran superficie por unidad de volumen y alta permeabilidad para
productos y sustratos, grupos funcionales para la inmovilizacién, elevado caracter
hidrofilico, insolubilidad en agua, estabilidad quimica y térmica, resistencia mecanica,
resistencia al ataque microbiano, posibilidad de regeneracion, no toxico, de bajo precio y

compatible con el biocatalizador (Mammarella 2001; Wijffels 2001).

Cada tipo de material utilizado para la inmovilizacion presenta propiedades Unicas que
se veran reflejadas en las caracteristicas de las esferas formadas, tales como su
resistencia a la deformacion o las propiedades de transferencia de masa interna
esenciales para operaciones de modelamiento, disefio y escalado de procesos (Wijffels,
2001). Las condiciones de solubilidad, biodegradabilidad y difusividad deben ser

evaluadas al igual que los costos que generan cada tipo de inmovilizacion.

Entre los polisacaridos mas usados comUnmente para la inmovilizacion celular se
encuentran: alginato, pectato, carragenina, agar, y quitosano. Algunas caracteristicas

importantes de estos compuestos se describen a continuacion.
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Alginato: es un polisacérido de origen natural extraido de diversas especies de algas
pardas (Phaeophyceae), incluyendo Ascophyllum, Laminaria, Lessonia, Ecklonia,
Durvillaea y Macrocystis y también de bacterias como Pseudomonas y Azotobacter
(Barik, 2014). Este polimero tiene gran uso en la industria de la biotecnologia y ha sido
utilizado con éxito durante muchos afios en la industria de alimentos y bebidas como un
agente espesante, gelificante y como estabilizador coloidal. Este biopolimero también
tiene varias propiedades Unicas que le han permitido ser usado como una matriz para el
atrapamiento de una variedad de proteinas y células (Gombotz & Wee, 2012). Entre las
principales propiedades del alginato se encuentran: permitir un proceso de
encapsulacion a temperatura ambiente, presentar una alta porosidad del gel que permite
altas velocidades de difusién de macromoléculas, capacidad de controlar esta porosidad
con procedimientos de revestimiento simples y la biodegradacion del sistema bajo
condiciones fisiolégicas normales (Gombotz & Wee 2012).

Quimicamente los alginatos son una familia de polisacéaridos lineales no ramificados que
contienen cantidades variables de acidos D-manuronico y L-gulurénico. La estructura
guimica puede variar ampliamente en la composicién y secuencia y estan dispuestos en
un patron de bloques a lo largo de la cadena. Estas regiones homopoliméricas de
bloques de &cido B-D-manurénico y bloques de acido a-L-gulurénico se intercalan para
formar la estructura acido B-D-manurénico acido a-L-gulurdnico, la composicion y la
extension de las secuencias, asi como el peso molecular determinan las propiedades

fisicas de los alginatos (Gombotz & Wee, 2012).

COOH H

o o

H H H COOH
o_|]. o,
. )
OH on /S H OH oHu? 1
H H H H
acido B-D-manurénico acido a-L-aulurénico

llustracion 1-1: Unidades monoméricas del acido alginico

La capacidad del alginato para gelificar y su proceso relativamente sencillo han

permitido inmovilizar proteinas y células al ser incorporados en esta matriz con retenciéon
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de la actividad biologica. Mediante la seleccion de este tipo de biopolimero y de
revestimiento, se puede controlar el tamafio de poro asi como la velocidad de

degradacién y de liberacion (Gombotz & Wee 2012).

El alginato gelifica como alginato de calcio en un medio rico en calcio; estos iones
incrementan la resistencia del gel hasta un valor méximo a partir del cual un aumento en
su concentracion no ejerce mas influencia en la resistencia de la esfera (Mammarella
2001).

Pectato: las pectinas son polisacaridos contenidos en plantas con diversas aplicaciones
en la industria de alimentos; una de sus principales propiedades es su capacidad para la
formacion de geles en presencia de iones de calcio, formando una red tridimensional con

capacidad de retener agua y proporcionar soporte mecanico.

Al igual que con el alginato, el pectato es un medio de inmovilizacién simple que
proporciona condiciones suaves Yy fisiolégicas para el atrapamiento de células. En
comparacion con los geles de alginato los geles de pectato de calcio son menos
sensibles a iones y agentes quimicos que destruyen las perlas, con una constante de
estabilidad mayor en casi un orden de magnitud al alginato (Gemeiner et al., 1996;
Mimmo et al., 2005).

Carragenina: la carragenina es un hidrocoloide formado por unidades alternas de D-
galactosa y 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG) unido por enlaces glucosidicos a-1,3 y 3-1,4;
La carragenina se clasifica en varios tipos tales como A, K, 1, €, 4, que contiene entre 22%

a 35% de un grupo sulfato.(Necas & Bartosikova, 2013).

llustracion 1-2: Estructura carragenina Fuente: (Necas & Bartosikova, 2013).

Los geles de kappa carragenina se caracterizan por ser firmes y rigidos, mientras que

los producidos con iota son inconsistentes y flacidos; si bien la lambda carragenina no
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gelifica en agua, interactia fuertemente con las proteinas para estabilizar un amplio
rango de productos lacteos; gracias a su propiedad de gelificar esta matriz se puede

utilizar en los procesos de inmovilizacién. (Wijffels, 2001).

Quimicamente cuando se combina un polielectrolito (como carragenano) con un ion uni
o0 multivalente de la carga opuesta, puede formar un hidrogel que se puede degradar y
finalmente desintegrar y disolver manteniéndose unidos por medio de redes moleculares
ylo fuerzas secundarias (ibnica, enlaces de hidrégeno o fuerzas hidrofébicas); todas
estas interacciones son reversibles, y pueden romperse mediante cambios en las
condiciones fisicas, tales como fuerza idnica, pH, temperatura, aplicacion de estrés, o la

adicion de solutos especificos (Sankalia et al., 2006).

El cloruro de potasio es una de las principales sales usadas para inducir la gelificacion y
ha sido usado por distintos autores en concentraciones cercanas a 0,3 M; sin embargo
en algunos casos la carragenina se disuelve en soluciéon salina para mejorar la
solubilidad en agua fria (Imeson, 1997). El proceso de inmovilizaciébn con carragenina
puede verse afectado por la necesidad de manejar el polimero a una temperatura
relativamente alta ( 45 °C) que podria ocasionar dafios en la estructura de las células a
inmovilizar (Wijffels, 2001).

1.3.3 La produccion de alcohol por células inmovilizadas

El uso de células inmovilizadas en la fermentacion alcohdlica ha sido uno de los
sistemas mas evaluados en investigaciéon (Ghorbani et al., 2011; Ramakrishna &
Prakasham, 2009; Watanabe et al., 2012). Este tipo de células a nivel industrial
presentan ventajas tales como la facilidad de reutilizar el biocatalizador durante tiempos
prolongados en fermentaciones por lotes y reduccion de contaminacion microbiana
(Kourkoutas et al., 2004).

El efecto causado por el proceso de inmovilizacion en la levadura esta relacionado con
modificaciones en sus procesos fisioldgicos y metabdlicos. Un estudio de la expresion
genética, que expresa la levadura Saccharomyces cerevisiae al encontrarse inmovilizada
durante el proceso de fermentacién de cerveza, demostr6 que este proceso afecta

varias propiedades fisioldgicas celulares, indicando que si bien  ciertos genes
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relacionados con el estrés se activan en las células inmovilizadas por la escasez de
nutrientes y el estrés osmético, marcadores genéticos relacionados muestran que las
células inmovilizadas acumulan solo un 26 % del compuesto trehalosa (relacionado con
el estrés celular) en comparacién con las células libres lo cual es una ventaja para el
proceso de inmovilizacién (Shen et al. 2003). Igualmente se ha demostrado el efecto
positivo de la inmovilizacion celular al ampliar el intervalo de pH en el que las levaduras
pueden metabolizar los azlcares para la produccion de etanol, en comparacién con las

células libres (Buzas et al., 1989).

Los resultados del uso de células inmovilizadas en procesos de fermentacion alcohdlica
son diversos y estan relacionados con el medio y las condiciones de fermentacion,

relacionandose a continuacion algunos estudios de interés:

Yu et al 2007 estudiaron la inmovilizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae en
bagazo de sorgo para la produccién de etanol donde se reporta un aumento en la
productividad en mas del 100% con respecto al mismo proceso con células libres. Una
concentracion de etanol de méas del 11% con respecto a células libres usando melaza
como sustrato también ha sido reportada, lograndose usar las levaduras en cinco ciclos
consecutivos (Rattanapan et al., 2007). Najafpour et al 2004 por su parte, reportan un

mejoramiento en el parametro de rendimiento al utilizar células inmovilizadas.

Estas células también han sido usadas para la produccion de la cerveza, donde
exhibieron una alta actividad de fermentacién en pruebas de laboratorio y a escala piloto
(Bezbradica et al., 2007). También se ha estudiado la influencia de la inmovilizacién de la
levadura en la fermentacion y la reduccién de aldehidos durante la produccion de la

cerveza sin alcohol (va lersel et al., 2000).

Respecto a la produccién de vino existen investigaciones encaminadas al uso de células
inmovilizadas para su elaboracion. Kourkoutas et al. 2003 reportan el uso de trozos de
membrillo como soporte para la levadura Saccharomyces cerevisiae, mostrando
estabilidad operacional sin detectarse disminucién en su actividad, incluso trabajando a
bajas temperaturas. También se han usado pellets de gluten, los cuales mostraron
mejores resultados en comparacion con el uso de células libres a bajas temperaturas

(lconomopoulou et al., 2002). lgualmente uvas pasas secas fueron utilizadas para crear
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un biocatalizador usado en la elaboracién de vino blanco el cual era adecuado para
trabajar a una temperatura ambiente (15 — 25 °C) logrando ademas una buena

estabilidad operativa (mas de 4 meses continuos) (Tsakiris et al., 2004).

1.4 La miel como materia prima para la fermentacion
alcohodlica

La miel es la sustancia natural producida por las abejas a partir del néctar de flores o
sustancias azucaradas de plantas; este material recolectado por ellas es transformado
en miel en sus panales tras un complejo proceso de maduracion (ICMSF 2015).

Cuando la miel es producida a partir de flores se puede clasificar en monofloral si el
producto final procede totalmente o en su mayoria de una sola planta, conservando
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microscépicas propias de esta; o
denominandose multifloral cuando procede de varias especies vegetales. La miel
también puede ser producida a partir de excreciones de insectos succionadores de
plantas o de secreciones de partes vivas de las plantas a la cual se la denomina miel de

mielada o mielato. (Ministerio de la Proteccién Social 2010).

1.4.1 Composicion quimica de la miel

Respecto a la composicion quimica de la miel esta es una mezcla de diferentes
compuestos, incluyendo fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa, proteinas, aminoacidos,
compuestos fendlicos, acidos organicos, pigmentos, vitaminas y minerales, que varia de
acuerdo a la flora colectada, la dinAmica enzimatica y procesamiento de la fuente
botanica por parte las abejas y a las condiciones ambientales, de cosecha, envasado y

almacenamiento (Gamboa 2014).

Carbohidratos: los carbohidratos son el componente principal en la miel, y dependiendo
de su origen (néctar de flores o mielato) existen diferencias entre ellas. La miel de
mielato presenta mayores concentraciones de las azucares predominantes (fructosa,
glucosa, sacarosa y maltosa) asi como de otros compuestos indeterminados que hacen

de esta una matriz mas compleja que la miel floral (Valbuena 1992).

Los monosacaridos glucosa y fructosa se encuentran en promedio entre el 38% y 31 %

de la miel respectivamente siendo estos los azucares mas predominantes; sin embargo
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existen mas de 20 di y oligosacéaridos con predominio de la maltosa; la composiciéon de
disacaridos depende en gran parte del origen de los que proceda la miel (Belitz et al.
2009).

Agua: el agua es el segundo componente en importancia después de los
carbohidratos, en la miel esta debe ser inferior a 20 %; Una miel con mayor contenido de
agua es facilmente susceptible a la fermentacion por levaduras osmofilicas, siendo poco
comun a concentraciones inferiores a 17,1 %, mientras que entre 17,1 y el 20 % el
proceso de fermentacion depende de brotes de las levaduras osmofilicas (Belitz et al.
2009).

Los &cidos: el acido organico principal en la miel es el &cido glucénico, que resulta de la
actividad de la enzima glucosa-oxidasa. Su concentracion depende principalmente del
tiempo transcurrido entre la recoleccion de néctar por las abejas y la formacion de miel
en la colmena. Otros &cidos presentes en proporciones mas pequefias son: acético,
butirico , lactico , citrico ,succinico , férmico , maleico , mélico y oxalico (Belitz et al.
2009).

1.4.2 Potencial antimicrobiano de la miel

Cuatro factores contribuyen mayormente a la seguridad y estabilidad microbiolégica de
la miel: la baja actividad de agua, un bajo pH, presencia de peroxido de hidrégeno y
otras sustancias antimicrobianas presentes en la miel.. La baja actividad de agua otorga
propiedades higroscépicas que permiten a partir del principio de osmosis extraer el agua
de las células bacterianas y provocar su muerte; Igualmente el pH acido de la miel que se
puede encontrar entre 3.2 y 4.5 es lo suficientemente bajo para ser inhibitorio a agentes

patdgenos ya que su pH 6ptimo se encuentra entre 7.2 y 7.4. (Gupta et al. 2014).

La produccion de perdxido de hidrogeno producto de la oxidacion enzimética de la
glucosa confiere a la miel propiedades microbicidas, este proceso se produce mejor en
mieles no maduras o diluidas presentandose muy lentamente en mieles con poco
contenido de agua; el peréxido rapidamente se descompone en agua mas oxigeno
permaneciendo en la miel en concentraciones estables bajo ciertas condiciones de
temperatura y concentraciones de azlcar que permiten inhibir el crecimiento de los

microorganismos asegurando la proteccion de la miel (Valbuena 1992). A otros
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productos quimicos detectados en la miel tales como pinocembrina, terpenos, alcohol
bencilico, 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoico (acido siringico), metil 3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzoato de metilo, acido 3,4,5-trimetoxibenzoico, 2-hidroxi-acido 3-
fenilpropionico, acido 2-hidroxibenzoico y 1,4-dihidroxibenceno se les atribuye parte de

la actividad antimicrobiana de la miel (Gupta et al. 2014).

1.5 Hidromiel

El hidromiel es una bebida alcohdlica tradicional conocida desde la antigledad. Se
obtiene por la fermentacion de miel diluida mediante el uso de levaduras y algunas clases
de bacterias. Para algunos paises productores de miel, la elaboracién de hidromiel se
plantea como una alternativa cuando existe un exceso de produccion; sin embargo, la
mayoria de las veces no se produce de una forma estandarizada, sino empirica y manual
(Gomes et al. 2011). La fermentacion y maduracién requiere un periodo prolongado y las
caracteristicas del producto final son variables (Gomes et al. 2013; Iglesias et al. 2014;
Ramalhosa et al. 2011; Roldan et al. 2011). La miel de la que procede esta bebida influye
en las caracteristicas del producto fermentado, considerando la complejidad de azlcares,
minerales, enzimas, vitaminas, acidos organicos, acidos fendlicos, flavonoides y otros

componentes bioactivos presentes (Srimeena et al. 2013).

La produccion de hidromiel se enfrenta a varios problemas, entre ellos el retrasos o
detenimiento de la fermentacion y la generacion de sabores desagradables asociados
con la respuesta a condiciones de estrés durante el crecimiento de la levadura, causados
por una alta concentracion de azlcar del mosto, alta presiébn osmdética del medio, la
procedencia de la miel, la temperatura, el pH, la composicién del medio (contenido de
vitaminas y nitrégeno) y el tipo de levadura utilizada; Igualmente la contaminacion del
mosto por otro tipo de microorganismos puede cambiar su calidad organoléptica y
ocasionar poca uniformidad en el producto final, factores que han llevado a reducir la
produccion de hidromiel a lo largo de los afios y ser reemplazado por otro tipo de bebidas
(Gomes et al., 2013; Pereira et al., 2013; Ramalhosa et al., 2011). Se han realizado una
serie de investigaciones encaminadas a mejorar estas problematicas, enfocandose en
estudios con diferentes cepas de levadura, adecuaciones del mosto y métodos para su

higienizacion.
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En Colombia la produccion de hidromiel es empirica, sus principales productores son los
mismos apicultores quienes intentan diversificar su mercado; sin embargo en muchos de
los casos no escapan de los inconvenientes mencionados anteriormente. Dada la casi
nula produccién de este tipo de bebida no existe una legislacién para este producto lo

cual dificulta atin mas su comercializacion.

La Universidad Nacional de Colombia ha sido una de las instituciones pioneras en
generar investigacion cientifica encaminada a entender el proceso de fermentacién
alcoholica de miel en Colombia. Acosta (2012) desarrollé un estudio para determinar las
condiciones de fermentacién adecuadas segun la productividad y rendimiento de etanol
generado; donde se demostré que con una dilucion de miel de 17°Brix y el uso de fosfato
de amonio monobasico se obtienen los mejores resultados para grado alcohdlico,
rendimiento y productividad. En el mismo afio Blanco et. al (2012) evaluaron la adicion de
diferentes fuentes de nitrégeno al mosto y determinaron que el uso de sulfato de amonio
y extracto de levadura mejoran los tiempos de fermentacion. Igualmente Hernandez
(2014) al evaluar diferentes condiciones de proceso, encontrdé los mejores resultados
usando: una concentracion de 24 °Brix, una temperatura de 30 °C, polen como fuente de
nitrégeno y la pasteurizacion como método de higienizacion. En el mismo afio, se reporta
un estudio comparativo para condiciones de pH y polen como fuente de nitrégeno,

obteniéndose los mejores resultados cuando el pH no era ajustado en la fermentacion.

Por otra parte, la inclusion de hierbas aromaticas en la fermentacion de hidromiel también
ha sido estudiada. Cuenca et al. (2014) evaluaron el efecto de la utilizaciéon de diferentes
especias: clavo, aji y una mezcla de las dos bajo las mismas condiciones. Todas las
fermentaciones realizadas presentaron un comportamiento estadisticamente diferente a
lo largo del tiempo para todas las variables evaluadas. Blanco (2014) us6 agraz en el
proceso de fermentacion y reporta que el uso de fosfato di-amonio presenta ventajas en
cuanto a un menor tiempo de fermentacion en relacion al uso polen como fuente de
nitrégeno. Un afio después el mismo autor reporta el uso de hierbabuena, limonaria y
canela, manteniéndose los tiempos de fermentacion y presentdndose un incremento en
los grados alcohdlicos al igual que en ciertos compuestos fendélicos (Blanco et al. 2015).
Por otra parte, ademéas de los estudios con miel de Apis mellifera, se han realizado
estudios con abejas nativas (abejas sin aguijon) encontrandose resultados satisfactorios

en la produccion de hidromiel (Blanco & Cuenca 2014).
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1.5.1 Condiciones de proceso en la elaboracion de hidromiel

El proceso de elaboracion de hidromiel requiere al igual que otro tipo de fermentaciones
alcohdlicas, del establecimiento de condiciones adecuadas relacionadas especialmente
con el tipo de microorganismo, las caracteristicas del mosto o sustrato de fermentacion,
higienizacion, adecuacion de pH y contenido de nutrientes requeridos por el
microorganismo y del mantenimiento de condiciones ambientales, tales como la
temperatura y ausencia de oxigeno. Si bien el proceso de fermentacion alcohdlica de
miel es similar a la elaboraciéon de una bebida tipo vino, existen diferencias entre ellas
gue obligan a estudiar por separado las condiciones necesarias para la obtenciéon de un

producto de calidad y econémicamente viable.

Las condiciones iniciales del mosto influyen notoriamente en el producto final. En la tabla
1-3 se reportan las principales caracteristicas y condiciones de manejo del mosto usadas
en el proceso de elaboracién, asi como el tipo de microorganismo utilizado y los tiempos

promedio de fermentacion.

Dentro de estas condiciones el control de pH es un factor importante para el desarrollo de
la fermentacion y dado que la miel tiene un pH naturalmente bajo este puede caer hasta
un punto que limita la actividad de la levadura la cual presenta un pH 6ptimo cercano a 4
(Ramalhosa et al., 2011), por lo que la aplicacién de un buffer que mantenga el pH entre

3,7 y 4,0 puede ser recomendable (McConnell & Schramm, 1995).

Con respecto al tipo de miel que se utiliza para la fabricacion de hidromiel, esta puede
influir en el producto final asi como lo hacen los suplementos afiadidos (Pereira et al.,
2009). Prasad et al. (2013) reportan diferencias significativas en cuanto acidez titulable,
azucares totales y reductores al evaluar el proceso fermentativo usando tres tipos de

miel: floral, eucalipto y girasol.



Tabla 1-3: Condiciones del mosto, tipo de microorganismo utilizado y tiempo de fermentacion reportados en literatura para la elaboracion de hidromiel.

Concentracién

. Célula utilizada para su Fuente de Método de i pH del
de sélidos ) » °C o o Dias )
inoculacion nitrégeno Higienizacion mosto Referencia
solubles
Fosfato de
] Saccharomyces cerevisiae amonio Metabisulfito de
17 ° Brix 25 ) . NR 3.8 (Acosta 2012)
bayanus monobasico. sodio (100pm)
(0.4g/L)
Nutriente
20, )
o comercial. o
Saccharomyces cerevisiae 25,30 Dioxido de azufre (Gomes et al.
395 g/L o (90- 60 - 120 NR NR
bayanus PB2002 (30 g/hL) Optimo o (8 g/hL) 2013)
g/hL 6ptimo 88
24
g/'L)
Cepa aislada de miel (30 g/hL) Enovit
Cepa comercial recomendada: (85y100g/hL Di6xido de azufre
395 g/L . 24 a 29 ] 13 35 (Gomes 2010)
levadura Fermol ® Reims recomienda 60 (8 g/hL)
Champagne g/hL)
37 g /100 ml Saccharomyces a5 (Mendes-
(miel/lagua) 22 ° cerevisiae UCD522. 22 NR 65 °C por 10 min NR 4'72 Ferreira et al.
Brix (105 UFC/mL) ' 2010)
y o o (Marian
Relacién 1:3 Saccharomyces cerevisiae C11- | Optima: ] ] )
) Vitamom ultra 120 °C por 20 min NR NR Navratil et al.
(miel: agua) 3 30
2001)
(B7% w/v) Saccharomyces cerevisiae Lalvin 25 Fosfato 65° C por 10 min NR 3.71 (Pereira et al.
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23 ° Brix QA23,Saccharomyces cerevisiae diaménico 2014)
Lalvin (267 mg/L)
ICV D47 (108 UFC / mL)
siete cepas de Saccharomyces o (Pereira et al.
o i 27 NR Dioxido de azufre 8-13 NR
cerevisiae (105 células / mL) 2009)
Saccharomyces cerevisiae Lalvin )
Fosfato (Pereira et al.
B87% w/v) QA23 y Saccharomyces o 65° C por 10
) o . 22 diamonico ) NR 3.7 2013)
23 ° Brix cerevisiae Lalvin ICV D47. minutos.
(277 mg /L)
(108 UFC / mL)
o Polen: (10, 20, Metabisulfito de .
] Saccharomyces cerevisiae, ) (Roldan et al.
20 - 22 ° Brix 25 30,40y50¢g/ potasio NR 3.6
ENSIS-LE5 (15 g/ hL) 2011)
L) (50 mg/ L)
Saccharomyces cerevisiae raza Fosfato (Sroka &
Relacién 1: 2 (v/ v) Johannisberg-Riesling (JR) 20a 22 | diamédnico (0,49 60 °C 10 min 30 NR Tuszynski
(0,5g/L) /L) 2007)
60 °C por 10
) o minutos + (Wintersteen
21° Brix (Saccharomyces cerevisiae) 22 NR o 30 NR
Metabisulfito de et al. 2005)
sodio (100 ppm)
Urea (0,3%)
(Mangmang et
) ] fosfato de
30° Brix Levadura Angel yellow rice 20 NR 20 3.9 al. 2012)

amonio terciario
(0,1%)
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Saccharomyces cerevisiae 3.01- (Caridi et al.
1:3 . 25 NR NR 25-30
sensu stricto 3.39 1999)
Saccharomyces cerevisiae: Sal de amonio
. 20, 25 (Gomes et al.
Fermol® Reims Champagne y (60,90y 120
30 2011)
ICV® D47 g/hL)
fosfato
24-32, diamonico 4-6
o o (Zhang et al.
optimo (90-150g / hL (6ptimo
- 2014)
28 Optimo 150 g/ 6.5)

hL)

NR: Dato no reportado
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1.5.2 Azlucares fermentables para la elaboracion de hidromiel

El hidromiel se produce usando una solucion diluida de miel como fuente de carbono
para las levaduras, obtenida mediante la adicién de una cantidad adecuada de agua o
zumo de fruta. De acuerdo con el tipo de solucion que se utilice para diluir la miel, el
producto resultante se puede nombrar de diferentes maneras: Pyments, cysers,
melomels, y metheglin, en los cuales incluye la adicion de uvas, manzanas, otras frutas y
especias, respectivamente (Ramalhosa et al. 2011). El producto resultante se ve
influenciado por el tipo de miel utilizada, ademés se ha observado que la fermentacion se
favorece en mieles oscuras debido a su mayor contenido de micronutrientes en relacion

con las mieles de colores claros (Gupta & Sharma 2009).

La miel puede ser diluida en distintas proporciones miel: agua o miel: jugo de fruta, por
ejemplo, 1:0.5; 1:1; 1:2 y 1:3 (Caridi et al. 1999; Ramalhosa et al. 2011); esto implica,
diferentes concentraciones iniciales de azUcares (°Brix) para el mosto, que han sido
reportados por diferentes investigadores: 12 ° Brix (Roldan et al., 2011), 18 °Brix (Qureshi
& Tamhane, 1985), 23 ° Brix (Pereira et al., 2014), 19 a 21 ° Brix, 30 ° Brix (Mangmang et
al., 2012) 22 ° Brix (Xiao-man et al., 2009), 395 g/l (Gomes et al., 2013) y 375 g/l (Barrios
et al., 2010) . En general la concentracion de azulcares iniciales en el mosto debe permitir
el desarrollo adecuado de la fermentacién, donde un valor alto podria inhibir el
crecimiento de la levadura; igualmente el valor inicial trabajado estara relacionado

directamente con la concentracién final de etanol que se desee obtener.

1.5.3 Fuente de nitrégeno

Al igual que los compuestos de carbono asimilables por la levadura durante la
fermentacion, los compuestos de nitrégeno son de gran importancia y esenciales para su
crecimiento y metabolismo; sin embargo, dado que la miel es una fuente pobre de
nitrégeno, sus fermentaciones son notoriamente lentas. La adicion de nutrientes para la
levadura es relevante para promover una rapida y completa fermentacion (Gomes et al.,
2010; McConnell & Schramm, 1995). Igualmente, los bajos niveles de minerales
presentes en la miel y por ende en el mosto, esenciales para la multiplicacién de la
levadura, afectan negativamente a la evolucion del proceso (Kempka & Mantovani,
2013).
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Debido a la gran importancia que presenta el nitrogeno en el proceso fermentativo para la
industria vinicola, fuentes como las sales de amonio o extracto de levadura son usados
comunmente para completar las deficiencias presentes en el mosto. La dosis
recomendada de nitrégeno se encuentra en 190 mg de nitrdgeno por litro, la cual debe

ser preferiblemente adicionada al inicio de la fermentacion (Bely et al., 2003).

Roldan et al. (2011) evalué el uso de polen como fuente de nitrégeno durante el proceso
fermentativo, encontrando mejoras en el rendimiento y la eficiencia de la fermentacion,
incrementando estos parametros por encima de un 7% y 10% respectivamente respecto
al control (sin fuente de nitr6geno); ademas de un aumento en los contenidos volatiles de
los lotes producidos y un mejor perfil sensorial con una dosis 6ptima de 30 g/hl. Kempka
& Mantovani (2013) logro una disminucién del tiempo de fermentacion de 168 a 72 horas
con el uso de polen. Blanco et al. (2012) evalu6 el uso de sulfato de amonio, fosfato
diacido de amonio, extracto de levadura y polen apicola encontrando que en las
fermentaciones realizadas a 25°C usando Saccharomyces cerevisiae, el tiempo de
fermentacion se redujo en los mostos donde se habia adicionado sulfato de amonio y

extracto de levadura, en comparacion al mosto sin adicion de fuentes de nitrégeno.

1.5.4 Higienizacion del mosto

Ademas de la adicién de nutrientes, el mosto debe someterse a tratamientos fisicos y/o
guimicos para evitar el crecimiento de microorganismos indeseables. Entre los métodos
de higienizacion mas comunmente utilizados estan: la ebulliciébn (Pereira et al. 2014;
Ramalhosa et al. 2011; Ukpabi 2006), el uso de sales de metabisulfito de sodio o potasio
(Pereira et al. 2009; Qureshi & Tamhane 1985), dioxido de azufre (0,08%) con y sin pre-
tratamiento térmico (encontrandose mejores resultados sensoriales en el mosto con pre-
tratamiento) (Ukpabi, 2006), di6éxido de azufre (8 g/hl) (Gomes et al. 2013), adicién de
metabisulfito de potasio (50 mg/L), la pasteurizacion (Morales & Angelis 2013; Qureshi &
Tamhane 1986; Roldan et al. 2011; Ukpabi 2006) y la ultrafiltracion (Ramalhosa et al.
2011).

La pasteurizacion se reporta como uno de los métodos mas recomendado, es mas
seguro, mas rapido, requiere menos equipos que otros métodos y ofrece una mejor

relacion entre el saneamiento y pérdida de compuestos del aroma; una desventaja es
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gue las proteinas no se retiran y el hidromiel higienizado de esta forma puede requerir

clarificacién (McConnell & Schramm 1995).

1.5.5 Inoculacion de la levadura

En un proceso fermentativo, se recomienda una tasa de inoculacién de 10%-107 células
de levadura/ml, la éptima poblacién de la levadura a la altura de la fermentacién es de
10® células de levadura/ml; con una tasa de inoculacién baja no se llega a la poblacion
Optima deseada y el proceso termina sin que todo el azUcar se fermente; mientras que
una tasa de inoculacién inicial mas alta acelera la fermentacién, pero también aumenta el
costo del proceso (Jacobson 2006). En la mayoria de los casos reportados para hidromiel
el medio de crecimiento se inocula con una poblacién inicial entre 10° y 10® unidades
formadoras de colonia (UFC)/ml con o sin agitacién a una temperatura entre 22°C y 25°C
y un tiempo de fermentacion entre 8 y 20 dias (Chen et al. 2013; Gomes et al. 2013;
Qureshi & Tamhane 1986; Wintersteen et al. 2005). Se han estudiado también multiples
inoculaciones con diferentes cepas de levadura, demostrandose que este método
favorece el desarrollo de algunos compuestos aromaticos tales como 2-
metiltetrahidrotiofe-3-ona, 1-propanol y acetato de 2-metilbutilo en el producto final;
permitiendo la elaboracion de un hidromiel con una calidad aceptable (Chen et al. 2013).

1.5.6 Microorganismos utilizados en la produccién de hidromiel

Al igual que otro tipo de bebidas alcohdlicas como el vino o la cerveza, en la produccién
de hidromiel para lograr el proceso fermentativo de una forma uniforme se requiere del
uso de microorganismos especificos que transformen los azlcares en alcohol, proceso
gue originalmente se realizaba aprovechando la flora microbiana del medio natural bajo
condiciones ambientales; sin embargo, debido a los altos contenidos de azlcar presentes
en la miel (Kamal & Klein 2011) y su bajo contenido de nutrientes, la fermentacion tiende
a ser lenta si se da por condiciones naturales, requiriendo la adicibn de cepas de
levadura, asi como la adecuacion de pH y temperatura. Las levaduras que se utilizan en
la produccion de hidromiel son generalmente cepas de Saccharomyces cerevisiae

usadas en la industria vinicola.

La seleccion de la cepa de levadura es importante, ya que influye en la eficiencia de la

conversion de azlcar en alcohol y en las caracteristicas sensoriales del producto final. A
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razon de que los mostos para la fabricacion de hidromiel, a diferencia del mosto de uva
usado para la fabricacioén de vinos, presentan diferentes composiciones en relacion con
su contenido de azlcar y su concentracion de nitrégeno, las cepas de levadura para la
fabricacién de vino no son necesariamente adecuadas para su produccion; sin embargo

han sido las mas utilizadas en la fabricacién de hidromiel (Ramalhosa et al. 2011).

Entre las cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas en investigaciones con hidromiel
se encuentran: Lalvin QA23, Lalvin D47 (Gomes et al. 2013; Roldan et al. 2011), C11-3
escogida por su tolerancia a etanol (Marian Navrétil et al. 2001), BRL-7 usada por su
capacidad de producir alcohol en altas concentraciones (Qureshi & Tamhane 1986),
PB2002 (Gomes et al. 2013), UCD522 (Mendes-Ferreira et al. 2010) y levaduras usadas
en la fabricacion de champafa (Wintersteen et al. 2005). En Colombia, se han evaluado
diferentes tipos de levadura en el proceso de fermentacién y se ha encontrado mejores
resultados con la Levadura Saccharomyces cerevisiae, raza fisiolégica bayanus (Uvaferm
BC) (Acosta 2012). En otros paises se ha usado otro tipo de levaduras como cepa de
Hansenula anomala, la cual presenta alta produccién y tolerancia a etanol, asi como
cepas comerciales usadas en panificacion (Ukpabi, 2006). Cepas de Saccharomyces
sensus stricto también fueron evaluadas en cuanto a su capacidad para fermentar mosto
de miel (Caridi et al. 1999).

Con el objetivo de estudiar cepas diferentes a las tradicionalmente usadas en la
fermentacion, Pereira et al., (2009) evalué la capacidad de Saccharomyces cerevisiae
aislada de miel, asi como una cepa de laboratorio y una cepa de vino comercial no
encontrandose diferencias en los productos obtenidos. . El aislamiento de levaduras
también fue realizado desde Ogol, el cual corresponde al nombre dado a un vino de miel
etiope; estas levaduras fueron comparadas en la elaboracion de hidromiel con cepas
comerciales (Saccharomyces cerevisiae W4 y Saccharomyces cerevisiae K7) (Teramoto
et al. 2005). Un estudio similar fue reportado por Ying et al. (2013), quienes aislaron
cepas de miel natural y las evaluaron mediante pruebas de tolerancia y rendimiento de
alcohol. El uso de cepas mixtas también ha sido utilizado generando un producto con

bajo contenido de alcohol (Zhou et al. 1993).
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1.5.7 Caracteristicas fisicoquimicas del producto final

El tipo de miel, las caracteristicas del medio y los microorganismos utilizados, asi como
las condiciones de adecuacién del mosto influyen sobre el rendimiento, la productividad y
las caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas durante la fabricacion de hidromiel.
Existen ciertos pardmetros indispensables que se deben medir en una bebida tipo vino,
los cuales normalmente estan regulados por normatividad en cada pais siendo los

principalmente evaluados el grado alcohdlico, la acidez volatil y la acidez total.

En la tabla 1-4 se describen de manera resumida diferentes resultados obtenidos en
investigaciones con hidromiel para los pardmetros de grado alcohdlico, pH, acidez total y
volatil.

Tabla 1-4: Caracteristicas fisicoquimicas de hidromiel en los parametros de grado alcohdlico, pH, acidez
total y volatil reportados en literatura.

Acidez total
Etanol % H g/L Acidez volatil (g /L) Referencias
(VIv) P (4cido (4cido acético)
tartérico)
10 3.2 4.2 0.5 (Acosta 2012)
10.20 NR NR 0.54 (Gomes et al. 2013)
10.7-11.4 3.27- 3.67 31a77 0.5120.84 (Mendes-Ferreira et
al. 2010)
10.87 3.6 -3.67 6.58 a 6.96 0.34a0.43 (Pereira et al. 2014)
12.2 -13.2 0.3 (Pereira et al. 2009)
10.03 - 10.33 3.66-3.7 6.68 - 7.76 0.25-1.38 (Pereira et al. 2013)
9.04 - 12.39 2.95 - 4.05 3.15-4.87 0.43-1.3 (Roldan et al. 2011)
0.6-115 2.74-3.23 1.9-3.89 0.32-0.91 (Wintersteen et al.
2005)
6-8 NR NR NR (Senyan et al. 2010)
11.92-13.26 NR 3.17-7 0.75-0.79 (Smogr%'fg)" aetal.
7.2-135 3.01-3.39 1.29 a 3.06 0.8-2.4 (Caridi et al. 1999)

NR: no reporta

1.5.8 Caracteristicas sensoriales

Las caracteristicas sensoriales del producto final estan influenciadas por diferentes
factores; entre ellos el tipo de miel que se use en el proceso fermentativo ya que una miel

contaminada afecta notoriamente al producto final (Caridi et al. 1999). El uso de especias
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y jugos de fruta afiadidos otorgan caracteristicas sensoriales y mejoran los contenidos de
compuestos fendlicos (Kahoun et al. 2008; Katoh & Koguchi 2011). Lee et al. (2012)
evaluaron la produccion de hidromiel con diferentes mieles (miel de acacia, miel de
castafio, miel de citricos y miel de flores) obteniendo un producto con diferentes
concentraciones finales de etanol y encontrdndose diferencias con respecto a sus
propiedades sensoriales. Un estudio similar realizado por Vidrih & Hribar (2007)
evaluaron los componentes volatiles en hidromieles con tres variedades de miel
(castanos, tilos y mielada), donde se encontraron mas alcoholes superiores ( n-propanol,
iso-butanol, alcohol iso-amilo) y acetato de etilo en hidromiel de castafia en comparacion

con los otros dos tipos de miel.

Mendes- Ferreira et al. (2010) muestran en su investigacion que la calidad sensorial del
producto final se ve influenciado por el tipo de levadura y el tipo de miel. Teramoto et al.
(2005) compararon el producto resultante de la fermentacién de miel usando tres tipos
de levadura, incluida una aislada de una bebida fermentada local, demostrando tras
analizar sus componentes aromaticos por cromatografia de gases, que éstas eran
relativamente similares entre si; sin embargo, algunos compuestos fueron diferentes

entre las tres muestras evaluadas.

Smogrovicova et al. (2012), en su investigacion respecto al perfil aromético de
hidromieles procedentes de Eslovaquia y sur de Africa reporta las concentraciones de los
principales compuestos volatiles encontrados tales como: ésteres sintetizados durante la
fermentacion como resultado de la actividad de la levadura que aporta varios aromas
florales; el acetato de etilo, un compuesto responsable de un agradable aroma afrutado,
predominando en el perfil volatil tanto en la hidromiel eslovaca como en lotes
sudafricanos, con valores entre 16 y 60 mg/Il. Igualmente se reporta una concentracion de
acetato de metilo entre 0,68 y 1,82 mg/L y de otros ésteres tales como acetato de
isobutilo, acetato de amilo, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo vy
succinato de dietilo, estos ultimos no presentaron diferencias significativas entre el
hidromiel eslovaco y los lotes de Sudafrica; respecto a la concentracion de polifenoles los
valores reportados se encontraron entre 177,8 mg/l y 241,4 mg/l (equivalentes de acido

gélico).
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1.5.9 Uso de células inmovilizadas en la produccién de hidromiel

En la busqueda de mejorar el proceso de elaboraciéon de hidromiel, también se ha
planteado el uso de células inmovilizadas, con el fin de evaluar su efecto en el producto
obtenido. Navratil et al. (2001) reportan el uso gel de pectato de calcio con el cual
obtuvo una tasa de produccion de etanol de 5.7 g/L-h. Qureshi & Tamhane (1985)
usando esferas de alginato de calcio reportan un mejoramiento en la produccién de
etanol pasando de 0,09 g /h a pH 4,5 usando células libres a 4,09 g/h a pH 5,5 con el uso
de células inmovilizadas, trabajando estas Ultimas a una temperatura 6ptima de 35°C,
estos mismos autores en el afio 2007 lograron una concentracion de etanol de 70 g/L y
una productividad de 23.1 g/L-h bajo operacion continua durante 110 dias con la misma

matriz de inmovilizacion.

Recientemente, Pereira et al. (2014) compararon la inmovilizacion de células de levadura
sobre una sola capa de alginato de calcio y de doble capa de alginato - quitosano para la
elaboracion de hidromiel; no encontrdndose diferencias entre ellas pero lograndose
identificar una mayor concentracion de compuestos indeseables en los productos de
fermentacion con células inmovilizadas en esta matriz. Otro estudio reportado por Sroka
et al. (2013) reporta que la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae sobre bayas de
uva aumenta la concentracion de etanol en lotes jovenes, y que la inmovilizacién de
microorganismos por adhesion elimina el problema de la resistencia a la difusion, que se

produce durante la inmovilizaciéon de microorganismos en geles.

Los estudios en Colombia respecto al uso de esta tecnologia en elaboracién de hidromiel
son escasos solo reportandose el estudio realizado por Rodriguez et al. (2014) donde en
la produccién de hidromiel con agraz no se reportaron diferencias en la produccién de

etanol respecto al uso de células libres.



2. Metodologia

Este trabajo se desarroll6 en la planta piloto de vegetales y en el laboratorio de control de
calidad del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota.

2.1 Materias primas

2.1.1 Miel y Mielato

Como materia prima se adquiri6 miel y mielato en apiarios del municipio de San Mateo,
Boyaca. Antes de su uso en el proceso fermentativo, se realizaron pruebas para la
determinacion de su calidad fisicoquimica y se verificd el cumplimiento de la resolucién
Colombiana 1057 (Ministerio de la Proteccién Social 2010) y de la Norma Técnica
Colombiana NTC 1273 (ICONTEC 2009). La miel fue almacenada en recipientes
plasticos de primer uso en un lugar fresco, seco y protegido de la luz. Los métodos para

los andlisis realizados se explican a continuacion:

Humedad: su determinacion se realizo utilizando el método 969.38 de la AOAC (AOAC

2012), se utilizé un refractobmetro de mesa tipo Abbé.

Azlcares reductores: para su determinacion se utilizé el método 920.183 de la AOAC.
(AOAC 2012).

Sacarosa aparente: se realizd segin el método de la AOAC 920.184 (AOAC 2012).

pH y acidez libre: se disolvieron 10 g de miel en 75 ml de agua libre de didxido de
carbono en un vaso de precipitados de 250 ml, esta solucion se titul6 con NaOH 0.1 M a
pH 8.30. Los resultados fueron expresados en meqg/kg (Bogdanov 2009). Para la
determinacion del pH se sumergio el electrodo de un pH-metro (Mettler Toledo T70 suiza)

en la solucion y se registré su pH.
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Hidroximetilfurfural (HMF): la determinacion se realizé por absorbancia en el rango UV
visible a una longitud de onda de 284 nm y 336 nm, para ello se utilizd un
espectrofotbmetro Jasco V530 usando como blanco una muestra con bisulfito de sodio al
0.2 % (Bogdanov 2009).

indice de diastasa y solidos solubles: se realizaron segin los métodos armonizados

de la comision internacional de miel (Bogdanov, 2009).

Recuento de mohos y levaduras: Se tomo6 una alicuota de 1 ml, de una serie de
diluciones consecutivas realizadas previamente, las cuales se depositaron en cajas Petri
estériles y se adicionaron 15 ml de agar OGY (oxitetraciclina glucosa extracto de
levadura) manteniéndose a 45 °C durante un tiempo de 7 dias. Se realizé el recuento de

las UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilucién (Holguin Hernandez et al. 1998).

2.1.2 Levadura

Se utilizé levadura Saccharomyces cerevisiae raza fisiolégica bayanus, usada en
procesos de fermentacion para la obtencién de bebidas alcohdlicas tipo vino, distribuida

por la casa comercial interenzimas de Colombia.

2.1.3 Carragenina

Se utiliz6 Kappa-carragenina distribuida por la empresa CIMPA S.A.S.

2.1.4 Alginato

Se utiliz6 alginato de sodio distribuido por la empresa Chemicol LTDA.
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2.2 Evaluacion de soportes para la inmovilizacion de
levadura.

2.2.1 Inmovilizacion de levadura en alginato de sodio

Para la formacion de las esferas se prepar6 una solucién de alginato de sodio al 3% m/v
a la cual se le adicioné la suspension de levaduras activada previamente en relacion 1/1
consiguiendo una mezcla al 1,5% m/v de alginato de sodio. La activacion de la levadura
se realizé en el 5% del mosto a utilizar usando 0,5 g/l de levadura a una temperatura de
37°C durante 30 minutos.

La mezcla anteriormente descrita se hizo gotear con ayuda de una bomba peristaltica
sobre una solucion esterilizada de cloruro de calcio 0.05 M para obtener las esferas con
las células inmovilizadas, las cuales se dejaron en refrigeracion durante 24 horas con el
fin de que adquirieran consistencia y mayor estabilidad. Posteriormente, las esferas se
lavaron con agua destilada y se adicionaron a los ensayos correspondientes. El protocolo
de inmovilizacion anteriormente mencionado se siguié segun la metodologia reportada
por Davila et al. (2014).

2.2.2 Inmovilizacién de levadura en carragenina

Dado que al usar las concentraciones de carragenina y cloruro de potasio reportados en
literatura no se lograron condiciones que permitan un buen proceso de formacién de la
esfera fue necesario realizar ajustes variando la concentracion de carragenina y de
cloruro de potasio. Se prepararon mezclas de carragenina—mosto de miel hasta alcanzar
concentraciones de 2 y 3% de carragenina usandose para todos los casos una solucion
madre de carragenina al 4 % p/v. La mezcla se deposité en una jeringa de 50 mililitros y
se hizo gotear sobre soluciones estériles de cloruro de potasio a diferentes
concentraciones (2, 8, 12, 16 p/v) a 4 °C para inducir la formacién del gel. Las esferas se
dejaron en refrigeracion durante 24 horas con el fin de que adquieran consistencia y

mayor estabilidad. EI método de inmovilizacion fue el reportado Rodriguez et al (2014).

El volumen de la mezcla de carragenina-mosto correspondié al 10 % del volumen final

del mosto de fermentacion. Se utiliz6 0.5 g/L de levadura la cual se activd en el
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porcentaje de mosto de la mezcla carragenina-mosto anteriormente descrita. La

activacion se realiz6é a una temperatura de 37 °C durante 30 minutos.

Se realiz6 un analisis de dureza, adhesividad y elasticidad usando un texturometro TA-
XT2 (Stable Micro Systems). Para este analisis solo se utilizaron las esferas con
concentracion de 3% de carragenina, debido a una alta fragilidad que presentaron las
esferas con 2% de carragenina. 15 esferas fueron puestas en la base del texturometro
(TA.XT plus, Texture Analyser) y fueron prensadas por una sonda cilindrica de 31 mm a
una velocidad de 0,5 mm/s siguiendo la metodologia usada por Flores et al (2014) con

algunas modificaciones.

Para evaluar el comportamiento de las esferas bajo las condiciones de proceso se realiz6
el procedimiento de inmovilizacion anteriormente descrito y se inoculo la levadura
inmovilizada en el mosto a 25 y 30 °C. En esta etapa se determind visualmente la
estabilidad de las esferas en el medio de fermentacién, definiendo este parametro como
la capacidad de las mismas para no alterar su forma durante el proceso. Para esta parte
de la experimentacion se realizé el procedimiento de inmovilizacibn anteriormente

descrito y se evalué su comportamiento durante un periodo de 15 dias.

Se escogieron los parametros de dureza de la esfera y elasticidad, asi como las
condiciones de estabilidad en el mosto de fermentacibn para escoger la mejor
concentracion de la mezcla carragenina—mosto a utilizarse en las siguientes etapas de la

investigacion.

2.2.3 Caracterizacion de las esferas

Las esferas de alginato y carragenina fueron caracterizadas en cuanto a su tamafio y
densidad. El tamafio se determind mediante la medicion de su diametro con la ayuda de
un calibrador, la densidad de las esferas se determiné midiendo el volumen de liquido
desplazado por una masa conocida de estas y para el peso por esfera se utilizd una
balanza analitica. En total se midieron 10 esferas por tratamiento y se registré el

promedio de las medidas realizadas.



40 Evaluacién del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas
para obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

2.3 Comparacion del proceso fermentativo de miel
usando células libres e inmovilizadas.

2.3.1 Disefio experimental

Para la comparacién del proceso de fermentacion se aplicé un disefio factorial (3x2x2)
evaluando el efecto del tipo de célula (células libres, células inmovilizadas en alginato y
células inmovilizadas en carragenina, tipo de miel (miel floral y miel de mielato) y la
temperatura de fermentacion (25°C y 30°C). Los valores de temperatura fueron
escogidos segun lo reportado por otras investigaciones (Acosta 2012; Gomes et al. 2013;
M Navratil et al. 2001; Hernandez 2015). Estas temperaturas son favorables a las
condiciones ambientales presentes en el municipio de San Mateo Boyaca de donde
proceden las mieles para esta investigacion y donde se busca industrializar la
produccion de hidromiel.

Las variables dependientes (s6lidos solubles, etanol, pH, acidez total, acidez volatil,
glicerol) fueron evaluadas durante y/o posterior al proceso fermentativo.

2.3.2 Métodos analiticos y procedimientos para seguimiento de la
fermentacion

El seguimiento de la fermentacion se realizé inicialmente por medicion del consumo de

solidos solubles teniendo un estimado del fin del proceso cuando los valores

permanecen constantes en el tiempo. Durante la fermentacion se recolectaron muestras

periddicas en frascos ambar de 25 ml para la determinacion de acidez volatil y pH,

azucares y etanol. Las muestras fueron centrifugadas y congeladas a -30 °C para

posteriores analisis.

Los procedimientos de los métodos anteriormente mencionados se enumeran a

continuacion:

Solidos solubles: se realizé utilizando un refractdbmetro marca SinoTech Referencia SG-

100/ATC. Los valores reportados fueron corregidos a una temperatura de 20°C.

pH: se determind segun el método 960.19 de la AOAC (AOAC 2012).



Capitulo 2: Metodologia 41

Acidez total: se tomaron 10 ml de hidromiel disuelta en agua destilada libre de CO, a 20
°C; se tituld con NaOH 0.1 N hasta pH 8.2 usando el método AOAC 945.08 (AOAC
2012). Los resultados se expresaron en gramos de 4cido tartarico por litro. Si bien este
acido no es el predominante se usa en esta investigacion para comparar los resultados
con la Norma Técnica Colombiana para vino de mesa usada en Colombia, asi como para
realizar un comparacion con los resultados en investigaciones con hidromiel donde su

valor es reportado de esta manera.

Acidez volatil: su determinacion se realizé por la destilacion de 110 ml de hidromiel y la
titulacion con hidroxido de sodio 0.1 N siguiendo la metodologia de la NTC 5114 con
modificaciones en el volumen de muestra (ICONTEC 2003). La acidez volatil del
hidromiel se expresé en gramos de acido acético por litro.

Azulcares, etanol y glicerol: la determinacion se realiz6 usando cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) segun norma AOAC 977.20 con algunas modificaciones, para
ello se utilizé un equipo de cromatografia marca JASCO 2000 y una columna Sugar-Pak |
(300 x 6.5 mm de didmetro interno, marca Waters) usando como fase mévil agua
desionizada y desgasificada y un detector de indice de refraccion (IR). Las condiciones
de operacion fueron: flujo de fase mdévil: 0,5 ml/min; temperatura del horno: 80°C;
temperatura del detector: 40°C y volumen de inyeccion de muestra: 20uL, los resultados
fueron expresados en % p/v. (AOAC 2012)

.Rendimiento y productividad: para el célculo de rendimiento en el proceso se tuvo en
cuenta la relaciéon entre la cantidad de etanol producido y el sustrato consumido. La
cantidad de azucares consumidos se obtuvo midiendo la concentracién de azucares de
las muestras iniciales y finales. El rendimiento en la produccién de etanol se basé en la

segun la relacién estequiometria:
CeH1205 = 2CH3CH,0OH + CO,

La productividad se evalu6 segun la cantidad de etanol producida por unidad de volumen
de hidromiel y por unidad de tiempo. El calculo se realiz6 a partir de la concentracion de
alcohol del hidromiel y la densidad del etanol a 20°C (789 g/L), ademas del tiempo

consumido por el proceso de fermentacion.



42 Evaluacién del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas
para obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

2.3.3 Procedimientos para la elaboracién de hidromiel

Preparacion del mosto de fermentacion

La miel o el mielato fueron diluidos en agua hasta una concentracién de 24° Brix
(Hernandez 2015); posteriormente se agregd polen como fuente de nitrégeno en una
relaciéon de 4g/L (Blanco & Cuenca 2014). Esta mezcla fue sometida a un proceso de
pasteurizacién a 65°C durante 20 minutos y a un proceso de enfriamiento rapido para
lograr la disminucién de la flora natural presente en la mezcla. Todos los recipientes y

utensilios utilizados fueron previamente esterilizados.

Activacion de la levadura de trabajo

Se realiz6 segun las recomendaciones establecidas por la casa matriz. Para la
fermentacion con células libres se utiliz6 un 10 % del mosto total y se adicion6 la
levadura en una relacion de 0,5 g/L de mosto manteniendo una temperatura de 35 °C
durante 30 minutos (Blanco et al. 2012). La activacién de la levadura para el proceso de
inmovilizacion en alginato y carragenina se realizé en las mismas condiciones de tiempo
y temperatura usadas en células libres. El porcentaje de mosto en que se activo la

levadura se manej6 segun lo reportado en la metodologia de inmovilizacion.

Inoculacion del mosto y etapa de fermentacion

El mosto previamente pasteurizado fue depositado en frascos de vidrio estériles provistos
de tapas con adaptaciones de mangueras de silicona, una de las cuales permitia la salida
de CO, del sistema a través de un filtro de 0,45 mm dispuesto en la terminacién de la
misma y la otra permitia la recoleccion de las muestras necesarias. Los frascos fueron
guardados en refrigeracibn a la espera de su inoculaciébn con células libres o
inmovilizadas (Acosta 2012). El proceso de inoculacion se realizdé en un ambiente estéril

depositando la levadura previamente activada en la totalidad del mosto.
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Finalizacion de la fermentacion

Terminado el proceso de fermentacion, el producto obtenido fue trasegado con el fin de
separar los sedimentos presentes y pasterizado a 65 ° C durante 20 min. El proceso de
clarificacién se realizé en la botella donde fue trasegado aplicando 3 g/l de bentonita,
dejandose en reposo durante 7 dias. Posteriormente el liquido fue nuevamente trasegado

para retirar la bentonita para su posterior almacenamiento.

2.3.4 Evaluacion sensorial

Se realiz6 un andlisis sensorial de los hidromieles obtenidos mediante una cata
descriptiva. Se pidié a 8 panelistas entrenados que evaluaran los siguientes descriptores
gue representan las principales caracteristicas organolépticas en una bebida alcohdlica
tipo vino (Alonso et al. 2007):

Evaluacién visual: limpidez, matiz o tono, intensidad de color, lagrimas o piernas y

fluidez.

Evaluacién olfativa: intensidad de olor, intensidad de aroma, defectos de olor y aroma,

persistencia global.

Intensidad gustativa: intensidad del sabor dulce, salado, amargo y alcohol, astringencia,
presencia de aristas, cuerpo y equilibrio. EI parametro cuerpo y equilibrio hace referencia
a una evaluacion global que el panelista realiza al producto en los parametros gustativos.

El formato de evaluacion utilizado se puede observar en el anexo A.

2.3.5 Analisis estadistico

Para el analisis de un factor se utiliz6 un ANOVA simple y en los casos donde intervienen
mas de un factor se utilizo6 ANOVA multifactorial con un nivel de confianza del 95 %. El
andlisis de medias se realizd utilizando el procedimiento de diferencias minimas
significativas (LSD) de Fisher.  El analisis estadistico para las pruebas sensoriales se
realiz6 usando Kruskal Wallis (prueba no paramétrica). Para determinar cuéles medianas
son significativamente diferentes unas de otras se analizaron las muesca de mediana de

las gréficas correspondientes a cajas y bigotes.
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Se realiz6 un andlisis de componentes principales con el fin de relacionar las variables

estudiadas asi como de observar agrupamiento entre clases.

En la seccion de anexos se encuentra relacionados los soportes del analisis estadistico.
Estos andlisis se realizaron con ayuda del paquete estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI (16.1.03)

2.4 Reutilizacion de células en nuevas fermentaciones

Terminada la primera fermentacion, el producto obtenido fue trasegado y las células
inmovilizadas fueron lavadas con agua destilada y reutilizadas en nuevas fermentaciones
realizandose en cada una de ellas seguimiento de los parametros de rendimiento y
productividad (Kourkoutas et al. 2003; Puig et al. 2010). Los procedimientos, condiciones
de fermentacién y métodos de andlisis para su seguimiento fueron los mismos usados

previamente en esta investigacion.

Para la reutilizacion de las esferas en nuevas fermentaciones, se determind primero la
densidad celular al final del proceso de la primera fermentacion colocando una esfera en
un tubo de microcentrifuga que contenia 1,5 ml de buffer citrato 0,1 M a pH 4,8 y se
incubd por 15 minutos a temperatura ambiente para solubilizar la matriz. Esta mezcla se
agito vigorosamente hasta obtener una solucién homogénea. Posteriormente se realizo el
conteo de células en una camara de Neubauer. (Jiménez et al. 2011). Para el conteo
celular se mezclé un mililitro de la matriz solubilizada con un mililitro de azul de metileno.
El uso de azul de metileno colorea la pared celular de las células muertas lo que permite

calcular la viabilidad de la levadura presente (Vairo 1961).

Se aplic6 un ANOVA simple con un nivel de confianza del 95 % para evaluar diferencias
entre los tratamientos. El analisis de medias se realizé utilizando el procedimiento de

diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher.



3. Resultados y discusién

3.1 Caracterizacion de materia prima

A continuacién se presenta una caracterizacion fisicoquimica de la miel y el mielato que

fueron empleados como materia prima.

3.1.1 Analisis fisicoquimico

Las mieles evaluadas cumplieron con lo establecido en la norma NTC 1273 y la
resolucion 1057 de 2010. Las mieles de mielato presentaron un contenido de humedad
superior a la miel floral al igual que una mayor acidez libre asi como una menor
concentracion de azucares reductores. En la tabla 3-1, se registran los resultados
fisicoquimicos obtenidos para las mieles utilizadas.

Tabla 3-1: Andlisis fisicoquimico para miel floral y miel de mielato.

Anélisis Miel Mielato Valor de referencia

(Ministerio de la

Proteccidn Social
2010)

Contenido de humedad % m/m 17.7 20.9 < 20 para mieles de

origen tropical

Azlcares reductores % m/m 76.9 66.4 = 45 (miel de mielato)
= 60 (miel floral)

Sacarosa aparente % m/m 4.1 7.1 < 10 para mieles de

origen tropical

Acidez libre meq /1000 g 31.3 45.2 <50
Contenido de hidroximetilfurfural 5.6 4.7 <40
(mg/kg) < 60 para mieles de

origen tropical
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indice de diastasa (Escala shade) 25.7 25 >8

Sdlidos insolubles en agua (% m/m) 0.08 0.06 < 0.1 para miel
diferente a la prensada

< 05 para miel

prensada

3.1.2 Anélisis microbiolégicos

La materia prima (miel y mielato) cumplié con los pardmetros microbiol6gicos de calidad
establecidos por la norma NTC 1273 vy la resolucién 1057 de 2010. Los resultados se

encuentran en la tabla 3-2.

Tabla 3-2: Andlisis microbiologico de miel floral y miel mielato.

yyAnélisis Resultado Resultado miel Valor de referencia
miel floral mielato (Ministerio de la Proteccion
Social 2010)
Recuento de mohos y Menor a 10 Menor a 100 10 -100

levaduras ufc/g o ml

Recuento de esporas Menor a 10 Menor a 10 10-100

Clostridium sulfito

reductor ufc/g o ml

3.2 Evaluacion de soportes parainmovilizacion

3.2.1 Seleccidon de condiciones de inmovilizacion en esferas de
carragenina

En la tabla 3-3 se muestran los resultados obtenidos en analisis de dureza, adhesividad y
elasticidad realizada para las esferas con 3% p/v de carragenina; esta mediciéon no se
realizd para las esferas fabricadas con 2% p/v de carragenina debido a la fragilidad
mostrada durante su manipulacién lo cual impedia su mediciébn. Se presentaron
diferencias significativas para las variables de dureza, (p<0.05), con un aumento en este

pardmetro a mayor concentracion de solucién de cloruro de potasio que favorece su
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estabilidad evitando su deformacion y posibilitando una mayor retencion de la levadura
en el interior del gel. Una mayor concentracion de iones de potasio aumenta el nUmero
de redes moleculares en el gel formado. Las concentraciones de sal de potasio utilizadas
en este estudio fueron mayores que las reportadas en otras investigaciones: 2.2 %
p/v (King & R. Zall 1983) y 5.2 % p/v (Sankalia et al. 2006) lo cual podria atribuirse a
qgue el tipo de carragenina utilizada no presenta la calidad esperada requiriéndose una
mayor concentracion de iones de potasio para lograr la formacion del gel. Las esferas
formadas a partir de las mezclas que contenian 2 y 3 % de solucidon de carragenina
presentaron formas irregulares cuando se pusieron en contacto con la solucion de
cloruro de potasio al 2 % p/v. Para el resto de soluciones de cloruro de potasio utilizadas
estas presentaron formas mas uniformes; sin embargo, en ninguno de los casos fueron
totalmente esféricas.

Tabla 3-3: Resultados de TPA en esferas de carragenina al 3% p/v con diferentes soluciones de cloruro de
potasio (8, 12y 16 %).

KCI Dureza g-f) Adhesividad Elasticidad
(Yp/v) (9/s)
16 351+13.9° -11.4+1.1° 0.89+0.02 @
12 310+1.3° -10.9+2.6 % 0.86+0.03 ©
8 265+6.1 ° -14.6+¢1.9° 0.84+0.02 °

Letras distintas en la misma columna representan diferencias significativas (p < 0.05).

El andlisis visual realizado a la estabilidad de las esferas en el medio de fermentacion
durante un periodo de 15 dias mostré que a mayor concentracion de la sal de potasio
y carragenina, la esfera formada presentaba mejores caracteristicas de forma y
resistencia a la deformacién. Los resultados de este andlisis pueden observarse en la
tabla 3-4 donde a una concentracion de carragenina al 3 % p/v y de sal de cloruro de
potasio al 16 % p/v las esferas formadas presentan una mejor estabilidad, este resultado
es ocasionado por un mayor nimero de interacciones entre la carragenina y la sal de
potasio utilizada. Se observé un incremento de su tamafio pasadas 24 horas de contacto
con el medio, lo cual se atribuye el hinchamiento presentado debido a la emisiéon de CO,
generado en la esfera o0 a la capacidad del gel de hidratarse con el agua contenida en el
medio. La mayoria de las esferas formadas a partir de soluciébn de 2 % p/v de

carragenina se deformaron a las pocas horas de estar en contacto con el medio.
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Tabla 3-4: Efecto del medio de fermentacioén en la estabilidad de las esferas

% Carragenina (25 ° C) % Carragenina (30 ° C)
KCl 2% 8% 16% 2% 8% 16%
2% baja baja Media baja Baja Media
3% baja Baja Media- Alta baja Baja Media Alta

King (2003) sefiala que en los procesos de inmovilizacién las altas concentraciones de
CO, generadas dentro de las esferas producto del proceso de fermentacién pueden
ocasionar cambios en la rigidez de la esfera causando su deformacién (King, 1983). El
proceso de deformacion también puede ser ocasionado por efecto del pH del medio al
realizarse una hidrolisis de los enlaces glucosidicos (Necas & Bartosikova 2013).

Imeson (1997) reporta que factores como bajo pH (<3.5) en presencia de temperatura
puede ocasionar la inestabilidad del gel, raz6n por la cual algunas esferas se
destruyen durante la fermentacién o pierden la forma geométrica inicial). La disminucion
del pH a lo largo del proceso de fermentacion causa que las esferas, estables al inicio de

la fermentacién sean fragiles con el tiempo y se destruyan con facilidad.

Se escogid la concentraciéon de 3% de carragenina y 16% de cloruro de potasio para
continuar con el proceso de fermentacion por presentar las mejores caracteristicas en los

pardmetros de forma, estabilidad en el medio de fermentacién y mayor grado de dureza.

3.2.2 Caracterizacion de esferas de alginato y carragenina

En la tabla 3-5, se describen las caracteristicas de las esferas estudiadas para los
parametros de densidad, diametro y peso unitario por esfera, igualmente en la tabla 3-5
se reportan los resultados obtenidos del conteo celular realizado en camara de Neubauer
y el porcentaje de viabilidad encontrada al finalizar la primera fermentacion. En todos los
experimentos (células libres e inmovilizadas) se utilizé una cantidad de levadura inicial de

0.5 g/l de levadura con una concentracion promedio de 3.5 x 10 ° ufc.

Tabla 3-5: Caracterizacion de las esferas de alginato y carragenina usadas para la inmovilizacion.

Inmovilizante Densidad (g/l) Diametro (mm) Peso (g)
Carragenina 1.055 + 0.320 39+0.1 0.07+0.00
Alginato 1.14+0.10 23+0.2 0.05+0.01
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Tabla 3-6: Conteo de células de levadura inmovilizadas en diferentes matrices.

Matriz de inmovilizacion Recuento (ufc/ml) Viabilidad (%)
Miel carragenina 25 °C 1.24x10 95
Miel carragenina 30 °C 1.32x10 ' 93
Miel alginato 30 °C 1.36 x 10’ 91
Miel alginato 25 °C 2.89x10" 97
Mielato carragenina 25 °C 1.94x10 ' 94
Mielato carragenina 30 °C 1.71x10 ' 96
Mielato alginato 25°C 2.10x 10’ 93
Mielato alginato 30 °C 1.45x 10 ' 91

El recuento de células de levadura inmovilizada en esferas de alginato y carragenina se
encontré dentro de los valores reportados por otros investigadores como adecuados
para el proceso de fermentacién, los cuales se encontraban entre 10° y 10® UFC/m
(Gomes et al. 2010; Mendes-Ferreira et al. 2010; Pereira et al. 2009).

El andlisis estadistico mostré que el tipo de célula y temperatura influyen en el recuento
de unidades formadoras de colonia encontradas al final de la primera fermentacion;
presentando un valor mayor en las esferas inmovilizadas con alginato y a una
temperatura de 25°C. También se observé una interaccion entre el tipo de miel y el tipo
de célula presentandose valores mas altos usando miel floral y células inmovilizadas en

alginato.

Para el caso de la viabilidad no se encontraron diferencias entre los experimentos

evaluados, con valores superiores al 90 % de células viables.

3.3 Seguimiento del proceso fermentativo

3.3.1 Comportamiento de los sdlidos solubles

Dado que en el mosto de fermentaciobn la mayor parte de los sélidos solubles
corresponden a los azucares presentes en la miel, el seguimiento de los grados brix en
el tiempo permite evaluar el proceso de fermentacion y establecer el momento en el que
este se detiene. Este parametro ha sido usado frecuentemente en el seguimiento de
fermentacion alcohdlica de miel en numerosas investigaciones (Acosta 2012; Hernandez

2015; Blanco et al. 2014; Davila et al. 2014) asi como también ha sido utilizado
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eficientemente para determinar el fin del proceso en la fermentacién de vino de frutas
(Oliveira et al. 2011).

Las figuras 3-1 y 3-2 representan el consumo de los sdlidos solubles durante el proceso
de fermentacion a partir de miel y de mielato. Se observa un comportamiento tipico
caracterizado por una disminucién dréstica en los primeros dias de fermentacién, seguido
de una reduccion en la velocidad de consumo para terminar con un periodo donde existe
una minima disminucion con una tendencia a mantener un valor constante. El tiempo en
el cual se presenta un valor estable en el parAmetro de solidos solubles se establecié

como final del proceso de fermentacion.

El andlisis estadistico presentado en el anexo B muestra que el tipo de miel, tipo de
célula (libre o inmovilizada) y la temperatura asi como las interacciones entre estos tres
factores influyen en el valor final para solidos solubles (p <0.05). Respecto al tipo de
miel, la miel floral registré6 una disminucion hasta estabilizarse en un valor medio de 9.7
grados Brix en comparaciéon con la miel de mielato donde el valor se detuvo en 11.8
grados Brix; evidenciandose una mayor dificultad para la levadura al metabolizar los
azucares de la miel de mielato. Respecto a la forma en que se encuentra la levadura
(libre o inmovilizada) el mayor consumo de azucares se dio en la fermentacién con
levadura inmovilizada en alginato, seguido de carragenina y finalmente con el uso de
células libres con valores promedio de 9.65, 10.33 y 11.97 ° Brix respectivamente
pudiéndose entender que el microambiente generado en la inmovilizacion permite a las

levaduras un mayor consumo de azucares del medio.

El analisis de interacciones muestra que se logra un mayor disminucién de solidos
solubles cuando se usa miel floral en combinacién con células de levadura inmovilizadas

en alginato, seguido de las células inmovilizadas en carragenina y células libres.

Para un andlisis estadistico de la fermentacién Gnicamente con miel floral existen
diferencias significativas en la concentracion final de sélidos solubles (°Brix) segun el tipo
de célula utilizado (p <0.05) y no segun la temperatura. Respecto al tipo de célula
utilizada la fermentacion con células inmovilizadas en alginato presento los valores mas
bajos respecto a la disminucion de solidos solubles (8.6 Brix) en comparacion con las
células libres e inmovilizadas en carragenina (11.65 y 9 °brix respectivamente). El

andlisis de interaccion entre la condicion en que se encuentra la célula y temperatura



51 Evaluacion del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas para
obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

muestra que cuando se usan células inmovilizadas en alginato y una temperatura de 30

°C se percibié la mayor disminucién de solidos solubles.

El tiempo de finalizacion de la fermentacion por su parte presenta diferencias respecto a
la forma en que se encuentre la célula (libre o inmovilizada) y no respecto a la
temperatura manejada. Respecto al tipo de célula utilizada la fermentacién con esferas
de carragenina presento los tiempos mas altos (17 dias) en el proceso de fermentacién
en comparacién con la realizada con células libres o células inmovilizadas en alginato

(12.5 dias) sin que existiera un mayor consumo de azucares.

La interaccibn usando células inmovilizadas en alginato o células libres con una
temperatura de 30 °C presenté los mejores resultados con un menor tiempo en el

proceso de fermentacion.

Figura 3-1: Disminucién de solidos solubles en la fermentacion de miel usando células libres e inmovilizadas
en alginato y carragenina.
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La figura 3-2, muestra la disminucion de la concentracion de sdlidos solubles (°Brix) en
la fermentacion con mielato. El andlisis estadistico mostr6 diferencias significativas
respecto a la condicién en la que se encuentra la levadura (libre o inmovilizada) y

respecto a la temperatura (p <0.05). Segun la forma en que se encuentra la célula se
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observaron diferencias significativas entre las tres condiciones manejadas, observandose
una mayor disminucion de solidos solubles en las fermentaciones con esferas de alginato
(10.7 Brix) en relacion a la realizada con esferas de carragenina (11.6 Brix) y células
libres (12.3 Brix) condicion similar a la encontrada en la fermentacion con miel floral. Para
el caso de la temperatura cuando se trabaja a 25 °C se presenta una mayor disminucién
(11.33 Brix) respecto a la temperatura de 30 °C (11.78 Brix).

Respecto al tiempo final de fermentacién, este se vio afectado segun la forma en que se
encontraba la célula (libre o inmovilizada) y respecto a la temperatura. El tiempo mas
alto se regqistro para la fermentacion con células en carragenina (10.5 dias), seguido de la
fermentacion con levadura inmovilizada en alginato (9.75 dias) e inmovilizadas en células
libres (8.5). Segun la temperatura manejada un tiempo mas largo de fermentacién (10.66
dias) se alcanzo con la temperatura mas baja evaluada (25°C).

Figura 3-2: Contenido de sélidos solubles durante la fermentacion de mielato usando células libres e
inmovilizadas en alginato y carragenina.
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Los valores para solidos solubles alcanzados al final de la fermentacién usando miel
floral fueron similares a los reportados en otras investigaciones (Davila et al. 2014;
Acosta 2012); en fermentaciones con miel de mielato se reportan tiempos similares a
los aqui reportados (Kempka & Mantovani 2013). Un mayor consumo de azucares
usando células inmovlizadas de Saccharomyces cerevisiae en cascara de naranja
respecto a células libres fue reportado por Plessas et al (2007), para este caso los
tiempos de fermentacion fueron mayores en celulas libres que en inmovilizadas caso
contrario a lo ocurrido en esta investigacion donde el tiempo establecido como final de la

fermetnacion fue menor en celulas libres.

Un detenimiento mas rapido en el proceso de fermentaciéon con mielato puede deberse
a una acidez libre mas alta en relacién a la miel floral y también a una mayor capacidad
antimicrobiana que pueda afectar el crecimiento o metabolismo de la levadura (Simova
et al. 2012; Escuredo et al. 2013). Caracteristicas tales como alta concentracion de
azucares superiores y materiales indeterminados, también puede contribuir a este
fenébmeno (Fattori 2004).

3.3.2 Evaluacion de acidez total

Las figuras 3-3 y 3-4 presentan los valores de acidez total en el tiempo, a lo largo del
proceso de elaboracion de hidromiel con miel floral y miel de mielato. Se evidencia que
esta caracteristica, se encuentra dentro de los limites establecidos por la norma para
vinos tipo mesa segln la NTC 708, con excepcion de las fermentaciones usando miel
floral y células inmovilizadas en carragenina a 25°C y miel de mielato con células
inmovilizadas en carragenina a 30 °C donde el valor se encontré por debajo del limite

inferior permitido.
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Figura 3-3: Resultados de acidez total (g/L de acido tartarico) para fermentacion con miel usando células
libres e inmovilizadas.
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Figura 3-4: Resultados de acidez total (g/L de &cido tartarico) para fermentacion con mielato usando células
libres e inmovilizadas
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Sroka & Tuszynski, (2007) muestran en su investigaciéon que el aumento en la acidez es
causada por un incremento en el acido acético y el acido succinico que son sintetizados
por la levadura. El resto de &cidos que contribuyen a la acidez total provienen

principalmente del mosto de fermentacion.

El andlisis estadistico presente en el anexo C, muestra que el valor final de la acidez
total no esté influenciado por el tipo de miel manejado o la temperatura pero si segin la
forma en que se encuentra la levadura (libre o inmovilizada), presentandose una menor
concentracion en las fermentaciones donde se utilizan células inmovilizadas en
carragenina (p <0.05). Igualmente se presentan interacciones entre los factores
estudiados encontrandose que la fermentacién donde se usé células inmovilizadas en
alginato y miel floral, se present6 la mayor acidez en el producto final; por el contrario
este valor fue menor para la combinacién entre las células inmovilizadas en carragenina
y este mismo tipo de miel. Para la interaccién tipo de miel- temperatura se encontrd una
menor acidez usando miel floral a 25 °C en cambio la mayor acidez se dio usando miel

de miélalo a esta misma temperatura.

Un analisis por separado para cada tipo de miel, indica que en la fermentacién de miel
floral tanto el tipo de célula como la temperatura presentan diferencias significativas
(p<0.05) para el parametro estudiado. Segun el tipo de célula existe un valor mayor, al
usar células inmovilizadas en alginato (4.18 g/L de &cido tartarico) con relacion a los
resultados para la fermentacion con células en carragenina (3.45 g/L de acido tartarico)

o libres (3.58 g/L de &cido tartarico).

En la fermentacion con miel de mielato existieron diferencias segun el tipo de célula
utilizado, siendo esta significativamente mayor en la fermentacién con células libres (4.13
g/L de acido tartarico) en comparaciéon con el valor final obtenido para fermentacién con
células inmovilizadas en alginato (3.61 g/L de &cido tartarico) y carragenina (3.67 g/L de
acido tartarico). El tipo de temperatura o la interaccién entre los dos factores evaluados

no presentaron diferencias para el parametro estudiado.
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El comportamiento tan variable que se da entre los experimentos puede explicarse por la
generacién de distintos microambientes segun la condicién en que se encuentra la célula,
afectando el comportamiento fisiolégico de la misma por el grado de estrés al que se
encuentra sometida con lo cual se ocasiona la menor o mayor generacién de ciertos

compuestos responsables de la acidez.

Los valores de acidez para los hidromieles a partir de miel floral y miel de mielato fueron
similares a los reportados en otras investigaciones (Acosta 2012; Mendes-Ferreira et al.
2010; Roldan et al. 2011; émogroviéové et al. 2012). En estudios de fermentacion de miel
con células inmovilizadas no se registré diferencias respecto a células libres para este
parametro (Pereira et al. 2014). Para el proceso de produccién de vino de uva si se
reporta un menor valor al usarse células inmovilizadas en alginato de calcio (Oliveira et
al. 2011).

3.3.3 Seguimiento de pH

Las gréficas 3-5 y 3-6 representan los valores de pH a lo largo del proceso fermentativo.
La evaluacion del pH muestra una disminucién de este parametro a lo largo del tiempo, lo
cual concuerda con el incremento en la acidez total mostrado anteriormente. El andlisis
estadistico (anexo D), indica que los tres factores evaluados (tipo de miel, temperatura y
forma en que se encuentra la célula) asi como la interaccion entre factores influyen en el
valor de pH (p <0.05).

Segun el tipo de miel los valores méas altos para este parametro se encuentran usando
miel de mielato (pH 3.89) en comparacion con miel floral ( pH 3.62) lo cual concuerda con
los resultados encontrados para el parametro acidez total. Respecto a la forma en que se
encuentra la célula, el pH fue mayor con células inmovilizadas en carragenina (valor
promedio 3.82) en comparacién con la fermentacién con células libres (3.75) o
inmovilizadas en alginato (3.7). Una menor temperatura también registro un mayor valor

de pH para los experimentos realizados.

Respecto a las interacciones se encontré que al usar miel de mielato con células
inmovilizadas en carragenina se alcanzaron los mayores valores en la variable pH, por el
contrario los menores valores se registran para la combinacion de miel floral con
levadura inmovilizada en alginato. Para la interaccion tipo de miel y temperatura el

mayor valor de pH se alcanza con miel de mielato y temperatura de 25 °C. Para la
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interaccion tipo de célula y temperatura el mayor valor de pH se reporta usando células

inmovilizadas en carragenina y una temperatura de 30 °C.

El andlisis estadistico para cada tipo de miel muestra que en el caso de la miel floral el
tipo de célula y la temperatura influyen en el valor final de pH. Los mayores valores en el
pH final de la fermentacion se dieron en el proceso con células inmovilizadas en

carragenina y en el que se manejé una temperatura de 25°C. .

Figura 3-5: Resultados de pH para fermentacion con miel usando células libres e inmovilizadas.
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Para el caso de la fermentacion con miel de mielato el analisis estadistico indica que el
producto donde se utilizaron células inmovilizadas en alginato presentd el menor valor de
pH (3.81) y para el caso de las interacciones entre los pardmetros estudiados el mayor
valor de pH se alcanz6 usando células inmovilizadas en carragenina y una temperatura
de 30 °C.
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Sroka & Tuszynski (2007) manifiestan que el descenso en el nivel de pH durante la
fermentacion es causado principalmente por la sintesis de acidos tales como acético y

succinico.

Figura 3-6: Resultados de pH para mielato.
4.60
4.40 L‘\*f\
4.20
:g_ 4.00 M

p

3.80
3.60
3.40 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (Dias)
—&— Libres 25 °C —=— Libres 30 °C —+— Alginato 25 °C
—e— Carragenina 25 °C ——<«— Carragenian 30 °C Alginato 30 °C

La variacion en el pH entre el inicio y el final de la fermentacién fue mas notoria en la
fermentacion con miel floral en comparacion con la miel de mielato. Los valores
reportados para hidromiel en este parametro son muy variables en las investigaciones
realizadas (Gomes et al. 2013; Mendes-Ferreira et al. 2010; Pereira et al. 2014; Caridi et
al. 1999). Un menor pH a lo largo de fermentacion es benéfico para el hidromiel ya que
evita el desarrollo de una microflora contaminante pero puede ser el causante de detener
la fermentacion antes del consumo total de los azlcares (Sroka & Tuszynski 2007). En
esta, al igual que en otras investigaciones, se observa que el valor de pH decrece
drasticamente en la primera semana y luego se mantiene constante hasta el final de la
fermentacion. Los valores de pH tienden a ser mas estables y cercanos a un valor
Optimo para la levadura (pH 4) en la fermentacién con miel de mielato; en todos los casos
se puede observar como los distintos ambientes en que se encuentra la levadura influye

en el comportamiento que presenta el pH en el tiempo. En la mayoria de los casos las
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fermentaciones con células inmovilizadas en carragenina tienden a estar mas cercanas a

un pH oéptimo.

3.3.4 Determinacion de acidez volatil

Las concentraciones de acido acético en todas las muestras evaluadas se encontraron
dentro de los limites establecidos por la normatividad nacional para vinos de mesa segun
la Norma técnica Colombiana NTC 708. Los resultados para este parametro estan
registrados en las tablas 3-7 y 3-8. El analisis estadistico mostrado en el anexo E, indica
gue de los tres factores evaluados solo el tipo de miel presenta diferencias significativas
respecto al valor final (p<0.05), siendo este mayor para fermentacion con miel de mielato

(0.39 g/L de &cido acético) en comparacion con miel floral (0.22 g/L de acido acético).

La interaccién presente entre el tipo de miel y el tipo de célula utilizado muestra una
menor acidez volatil usando miel floral y células libres, en cambio usando el mismo tipo
de célula pero con miel de mielato se presenta la mas alta concentracion de acido acético
en el producto final. Lo anterior es causado por la diferencia existente respecto a los
compuestos acidos presentes en los dos tipos de miel utilizados, siendo estos mayores

en la miel de mielato.

Tabla 3-7: Determinacién de acidez volatil (g/L de 4cido acético) para hidromiel a partir de miel.

Células inmovilizadas
Células Libres i i
Alginato Carragenina
25°C 30°C 25°C 30°C 25°C 30°C
0.17 +0.04 0.26 + 0.01 0.23 +0.04 0.24 +0.01 0.23 +0.02 0.22 +0.01

Tabla 3-8: Determinacion de acidez volatil (g/L de acido acético) para hidromiel a partir de mielato.

Células inmovilizadas
Células Libres
Alginato Carragenina
25°C 30°C 25°C 30°C 25°C 30°C
0.48 £ 0.00 0.45 £ 0.02 0.36 £ 0.09 0.39+0.01 0.33+0.03 0.33+£0.03
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Un analisis por separado para cada tipo de miel muestra que en el caso de la miel floral
ninguno de los factores evaluados afecta significativamente el valor de la acidez volatil;
sin embargo cuando se trabaja con miel de mielato el valor se ve afectado segun la forma
como se encuentra la célula (libre o inmovilizada) siendo este mayor en células libres
(0.46 g/L de acido acético) en comparacion cuando se utilizé células inmovilizadas en

carragenina.

3.3.5 Evaluacioéon de la concentracién de etanol

En las figuras 3.7 y 3.8 se reportan las diferentes concentraciones de etanol obtenidas en
los experimentos realizados con miel floral y miel de mielato. El andlisis estadistico
(Anexo F) mostré diferencias significativas (p<0.05) para las variables: tipo de miel y
tipo de célula asi como entre las interacciones tipo de miel- tipo de célula y tipo de célula
- temperatura. Para el tipo de miel se encontré una mayor concentracion de etanol en
fermentacion con miel floral en relacion con miel de mielato (12.14% v/v vs 10.9% v/v
respectivamente). Igualmente segun el tipo de célula utilizada la fermentacién con
células inmovilizadas en alginato presentd el valor mas alto para etanol (12.26 % v/v)
siendo este significativamente mayor respecto al valor promedio reportado con los otros
dos tipos de célula. La temperatura no represent6 diferencias entre los tratamientos. Para
la interaccion tipo de miel-tipo de célula el mayor valor en etanol se da de la interaccién
usando miel floral y células inmovilizadas en alginato y para la interaccion tipo de célula -

temperatura entre miel floraly 30 °C.

Los factores estudiados (tipo de célula y temperatura) también fueron analizados por
separado para cada tipo de miel. La fermentacién con miel floral presenté diferencias
significativas segun la forma en que se encontraba la levadura siendo el valor para la
variable respuesta etanol mayor (p <0.05) usando células inmovilizadas en alginato
(13.2 % v/v) e inmovilizadas en carragenina (12.67% v/v) en comparacion con células
libres donde la concentracién promedio de etanol fue 10.55 % v/v. Segun la temperatura
manejada no se encontraron diferencias entre los tratamientos ni entre las interacciones
entre los factores estudiados. Igualmente en la fermentacion con miel de mielato se
encontraron diferencias en la concentracion final de etanol respecto a la forma en que se
encontraba la levadura mas no respecto a las dos temperaturas manejadas; se
encontraron valores significativamente mas bajos en la fermentacion usando células

inmovilizadas en carragenina (10.06 %v/v) en comparacion con las otras dos formas
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utilizadas (11.33 v/v para células inmovilizadas en alginato y para la fermentacién con
células libres). La temperatura manejada no fue influyente en esta caracteristica al
evaluarse como factor independiente; sin embargo la interaccion entre estas dos
variables (forma en que se encuentra la levadura y la temperatura) muestra una mayor
concentracion de etanol usando células libres a una temperatura de 30°C en cambio la
concentracion mas baja se da usando células inmovilizadas en carragenina a la misma
temperatura.

Figura 3-7: Seguimiento a la produccion de etanol en fermentacion con miel
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Figura 3-8: Seguimiento a la produccion de etanol en fermentacion con mielato
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3.3.6 Rendimiento y productividad

Las tablas 3-9 y 3-10, muestran los resultados de rendimiento y productividad de los
experimentos realizados. Los datos aqui reportados corresponden a los valores
encontrados al final del proceso de fermentacion de cada uno de los experimentos. El
tiempo de fermentacion final se estableci6 cuando el valor de los soélidos solubles

mantuvo un valor constante en el tiempo.

El andlisis estadistico mostrado en el (Anexo H) para la variable rendimiento indica que
de los tres factores evaluados solo existieron diferencias segin la forma en que se
encontraba la célula, siendo significativamente mayor en las fermentaciones con células
inmovilizadas en alginato (0.48 g etanol/ g de azlcar) en comparacién a los valores
obtenidos cuando se trabajé con células libres (0.41 g etanol/ g de azlcar) o
inmovilizadas en carragenina (0.42 g etanol/ g de azlcar).

En la interaccion presente entre el tipo de célula y temperatura el mejor rendimiento se
da a 30 °C usando células inmovilizadas en alginato. En cambio en la interaccion entre
tipo de miel y tipo de célula los mayores rendimientos se alcanzan usando miel floral y

células inmovilizadas en alginato.
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Un andlisis estadistico por separado para cada tipo de miel muestra que en la
fermentacion con miel floral este pardmetro es significativamente menor (0.39 g etanol /g
de azlcar) cuando se usan células libres en relacion al uso de células inmovilizadas en

alginato o carragenina (0.49 y 0.46 g etanol /g de azUcar).

Igualmente para el caso de la fermentacion con miel de mielato el tipo de célula presento
diferencias significativas en la variable respuesta rendimiento, encontrandose que segun
el tipo de célula utilizado, esta fue menor cuando la levadura se encontraba inmovilizada
en carragenina (0.39 g etanol/ g de azlcar) en comparacién con las inmovilizadas en

alginato (0.47 g etanol/ g de azucar).

Para el caso de la productividad (Anexo 1) los tres factores estudiados presentaron
diferencias significativas: la productividad en fermentaciones con miel floral (0.36 g*L)/h)
fue menor que al usar miel de mielato (0.48 g*L)/h) dado al mayor nUmero de dias que
tardo la fermentacion usando miel floral; igualmente los largos tiempos de fermentacion
causaron que el valor para productividad en la fermentacion con células inmovilizadas en
carragenina (0.35 g*L)/h) fuera menor en comparacion con las fermentaciones con
células libres (0.45 (g*L)/h) o inmovilizadas en alginato (0.47 g*L)/h). Para el caso de la

temperatura una mayor productividad se alcanz6 a 30°C (0.46 g*L)/h).

Segun la interaccién tipo de miel - tipo de célula la mayor productividad se da usando
células libres a 30 °C. Para la interaccién tipo de miel- temperatura este valor es mas
alto con miel de mielato a 30 °C y para la interaccién tipo de célula temperatura la mejor

condiciéon se da usando células inmovilizadas en alginato a 30 °C.

Segun un analisis estadistico teniendo en cuenta las fermentaciones con  miel floral
existieron diferencias segun el tipo de célula donde los mejores resultados se
presentaron usando células inmovilizadas en alginato (0.44 g*L)/h) seguido de células

libres (0.35 g*L)/h) y células inmovilizadas en carragenina (0.31 g*L)/h).

Respecto a la productividad alcanzada en la fermentacion con miel de mielato tanto el
tipo de célula como la temperatura presentaron diferencias significativas encontrdndose
una menor productividad en la fermentacion con células inmovilizadas en carragenina
(0.4 g*L)/h) en contraste con la fermentacion con levadura inmovilizada en alginato (0.5

g*L)/h) o células libres (0.56 g*L)/h). Para el caso de las dos temperaturas manejadas
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cuando la fermentacion se realizé a 30 °C  se alcanz6 un mayor valor de productividad

(0.54 g*L)/h) en comparacién a la fermentacién con 25 °C (0.43 g*L)/h).

En la interaccion presente entre el tipo de miel y la temperatura se mostrd que la mayor

productividad se alcanza realizando una fermentacién con células libres a 30 °C.

Tabla 3-9: Evaluacién de rendimiento y productividad en fermentacién con miel usando células libres y

células inmovilizadas.

Tratamiento Etanol Glicerol Dias Rendimiento Productividad

% (p/v) %(p/v) (g etanol /g (g9/L-h)

Miel libres 25 °C 8.15 0.1 0.72+0.03 | 13 0.36 +0.01 0.33 10
Miel libres 30 °C 8.51 +0.37 0.63+0.07 | 12 0.43 0 0.37 £0.02

Miel alginato 25°C 10.59 +0 0.77 £0.01 | 13 0.48 £0.01 0.43 0
Miel alginato 30 °C 10.24 +0.56 0.75+0.03 | 12 0.5+0.04 0.45 +£0.02
Miel Carragenina 25 °C 9.9 1+0.2 0.62 +0.07 | 16 0.48 +0.01 0.33 +0.01
Miel Carragenina 30°C 10.09 +£0.22 0.7 +0.08 | 18 0.44 +0.03 0.3+0.01

Tabla 3-10: Evaluacion de rendimiento y productividad en fermentacién con mielato usando células libres y

células inmovilizadas.

. Etanol Glicerol . Rendimiento Productividad
Tratamiento Dias
% (p/v) (Y%p/v) (g etanol/g azucar) (g/L-h)
Mielato libres 25 °C 8.4 £0.13 0.68 +0 9 0.41 £0.02 0.49 £0.01
Mielato libres 30 °C 9.48 +0.29 | 0.77 +0.01 8 0.45 0 0.63 £0.02
Mielato Alginato 25 °C 9.4 £0.03 0.61 £0.01 12 0.46 0 0.41 0
Mielalto Alginato 30 °C | 8.49 +0.15 | 0.69 +0.01 7.5 0.49 0 0.6 +0.05
Mielato carragenina 25 | 8.17 #0.52 | 0.62 +0.08 11 0.39 £0.05 0.39 £0.02
Mielato Carragenina 30 7.71 10 0.68 £0.01 10 0.38 +0 0.41+0

Los resultados anteriores muestran que el proceso de inmovilizacién influye notoriamente

en el proceso fermentativo, sin embargo cada matriz afecta de una forma distinta los

parametros de rendimiento y productividad del proceso.

Respecto a la concentracion de glicerol ninguno de los tres factores evaluados present6

una diferencia significativa. Solo se presentan diferencias cuando se analiza por

separado las fermentaciones con mielato donde se evidencia que las fermentaciones

llevadas a cabo a 30 °C presentaban una mayor concentracion de glicerol (0.71 g/l) en

comparacion con la fermentacion realizada a 25°C (0.64 g/l). (Ver anexo J)
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Tabla 3-11: Azucares consumidos durante el proceso de fermentacion

Glucosa Glucosa Fructosa Fructosa Azucares
inicial (% p/v) | final (% p/v) | inicial (% final (% consumidos
p/v) p/v) (% piv)

Miel libres 25 °C 11.13 +0.04 0.22 £0.03 12.5 +0.51 0.91 £+0.31 | 22.49 +0.27
Miel libres 30 °C 10.49 +0.69 0.27 0 10.62 +1.46 | 0.92 +0.05 | 19.91 +0.82
Miel alginato 25°C 9.65 +0.22 0.9+0.6 13.86 +0.08 | 0.53 £+0.22 | 22.08 £0.52
Miel alginato 30 °C 10 +0.2 00 11 +0.3 0.64 £+0.02 | 20.36 £0.52
Miel Carragenina 25°C | 11 +0.1 0.41 0 12 +0 1.87 +0.13 | 20.73 +0.12
Miel Carragenina 30°C | 11.5 +0.71 0.23 +0.14 12.4 +0.6 0.78 £0.08 | 22.9+1.1
Mielato libres 25 °C 10.5+0.4 0.13 0 11.29 +0.33 | 1.05+0.04 | 20.61 +0.77
Mielato libres 30 °C 9.86 +0.05 0+0 11.2 +0.3 0.17 £+0.06 | 20.89 +0.41
Mielato Alginato 25 °C 10.3 +0.23 0.21 +0.07 11.02 +0.2 0.75+0.41 | 20.37 £0.08
Mielalto Alginato 30 °C | 10.2 +0.19 0.94 +0.02 10.71+0.32 | 2.75+0.4 17.22 +0.13
L\/(I:ielato carragenina25 | 9.8 +0.7 0.6 +0.4 12.3+0.6 0.57 +0.2 20.93#1.1
tljvlcielato Carragenina 30 | 9.27 +0.22 1.39 £0.39 12.5 +0.32 0.2 +0.03 20.19 +0.13

3.4 Andlisis de componentes principales

Se aplicé un andlisis de componentes principales a las variables estudiadas, el cual
muestra que los dos primeros componentes reportados en la tabla 3-12 explican el 72.9
% de la varianza. Los resultados del andlisis pueden observarse en la figura 3-9
encontrdndose relacion en la mayoria de las variables estudiadas, por ejemplo un
mayor valor en solidos solubles finales “Grados Brix” que indica un menor consumo de
azucares, esta inversamente relacionado con la produccion de etanol; la variable “dias”
por su parte que hace referencia al tiempo necesario para finalizar la fermentacién es
inversamente proporcional a la variable “productividad”, igualmente la concentracién de

etanol encontrada esta directamente relacionada con la variable “rendimiento”.

Respecto a las muestras evaluadas no existi6 una agrupacion entre las mismas. La
fermentacion usando miel en células inmovilizadas en alginato a 25°C (1A25) presenta
una alta produccién de etanol y un mayor rendimiento, para las fermentaciones con
mielato en células libres a 25°C (2L25), mielato con células inmovilizadas en carragenina
a 30 °C (2C30) y mielato con células inmovilizadas en carragenina a 25°C (2C25) la
produccion de etanol fue baja, resultado que concuerda con una baja disminucion de

solidos solubles respecto a su valor inicial.
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Tabla 3-12: Analisis de Componentes Principales

Componente |Eigenvalor |Porcentaje de |Porcentaje
NUmero varianza Acumulado
1 3.92076 43.564 43.564

2 2.64481 29.387 72.951

3 0.968442 10.760 83.711

4 0.714162 7.935 91.646

5 0.513807 5.709 97.355

6 0.133062 1.478 98.834

7 0.091319 1.015 99.848

8 0.0107484 |0.119 99.968

9 0.00289028 |(0.032 100.000

Figura 3-9: Andlisis de componentes principales para las variables estudiadas en la elaboracion de hidromiel

Bigrafica
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Componente 1

Tipo de miel: 1 (miel floral) 2 (miel de mielato); tipo de célula: L (células libres) A (alginato) C (carragenina)
temperatura: 25 °C (25) 30 °C (30)

3.5 Analisis sensorial

La tabla 3-13 muestra el andlisis sensorial realizado a los productos elaborados respecto
a las caracteristicas gustativas, se observa que el hidromiel elaborado a partir de mielato
presentd un menor grado alcohdlico, menor tonalidad &cida y mayor tonalidad dulce
respecto al fabricado a partir de miel; sin embargo segun el andlisis estadistico no se

presentaron diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05).
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La mayor intensidad de alcohol fue percibida en la fermentacién resultante a partir de
miel con células inmovilizadas en alginato a 30°C, células inmovilizadas en carragenina a
30°C e inmovilizadas en alginato 25°C. Las menores concentraciones de alcohol fueron
percibidas en fermentaciones con miel de mielato y células libres a 30 °C, miel de mielato
y células inmovilizadas en carragenina 30°C y miel de mielato con células inmovilizadas
en alginato a 30°C. Las apreciaciones indicadas por los panelistas concuerdan con las
concentraciones observadas en los andlisis fisicoquimicos donde se evidencia que segun
el tipo de miel (floral o mielato) o la condicion en que se encuentre la célula existen

diferencias en la produccion de alcohol.

Tabla 3-13: Andlisis sensorial de los hidromieles elaborados (valores expresados en valor de mediana).

Cuerpoy
muestra Dulce Acido Alcohol | Amargo

equilibrio
Miel alginato 25 2.56 4.00 5.22 1.44 4.00
Miel alginato 30 2.71 4.57 5.29 1.43 3.71
Miel carragenina 25 2.50 4.00 4.88 1.50 3.63
Miel carragenina 30 2.63 4.13 5.25 2.25 2.88
Miel libres 25 3.13 4.00 4.88 2.00 3.88
Miel libres 30 3.13 4.00 4.63 1.63 3.75
Mielato alginato 25 2.56 3.33 4.67 1.44 3.67
Mielato alginato 30 3.00 3.75 4.25 1.50 3.50
Mielato carragenina 25 2.60 3.50 4.60 1.40 3.30
Mielato carragenina 30 3.00 3.10 4.00 1.40 2.50
Mielato libres 25 3.50 3.50 4.50 1.25 4.13
Mielato libres 30 4.00 2.88 3.88 1.38 2.88

valor P= 0.607433 | 0.173283 | 0.287885 | 0.764468 0.194811

Segun las apreciaciones de los panelistas los hidromieles elaborados usando células
inmovilizadas en carragenina presentan los valores mas bajos principalmente en el
parametro de cuerpo y equilibrio, este parametro es uno de los mas importantes para

definir la calidad del producto debido a que relaciona el equilibrio entre los demas
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factores evaluados, por lo que una mala puntuacién castiga fuertemente la apreciacion

de calidad.

Los resultados del andlisis sensorial gustativo se pueden entender mas facilmente en los
diagramas de arafia presentados en las figuras 3-11 y 3-12 donde se observa que la
fermentacion con miel floral presenta mayor tonalidad alcohdlica y menor tonalidad dulce
en comparaciéon con la fermentacion con miel de mielato. El sabor amargo fue el menos

percibido en todas las muestras evaluadas.

Figura 3-10: Andlisis sensorial del hidromiel obtenido a partir de miel con células libres e inmovilizadas

== Miel alginato 25 °C
C

uerpo y —8—Miel alginato 30 °C
equilibrio

== Miel carragenina 25 °C

== Miel carragenina 30 °C
== Miel libres 25°C
=0—Miel libres 30 °C

Figura 3-11: Andlisis sensorial del hidromiel obtenido a partir de mielato con células libres e inmovilizadas

=& Mielato alginato 25°C

Cuerpoy == Mielato alginato 30 °C

equilibrio == Mielato carragenina 25 °C
== ielato carragenina 30 °C
== Mielato libres 25 °C

=@ Mielato libres 30 °C

Andlisis sensorial de parametros visuales
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La tabla 3-14 muestra la evaluacién estadistica de distintos parametros visuales realizada
por el panel entrenado. Segun los resultados reportados se presentaron diferencias
significativas para el parametro limpidez. El andlisis de muescas sobre la mediana
indicado en la figura 3-12 muestra que los hidromieles con una mejor evaluacién en el
pardmetro limpidez corresponden a los elaborados con miel floral e inmovilizada en su
mayoria en esferas de alginato, por otra parte cuando se utiliza levadura inmovilizada

en carragenina la evaluacion tiende a ser mas baja.

Tabla 3-14: Analisis sensorial de parametros visuales

muestra Limpidez Matiz o tono Intensidad de Lagrimas
color
1 A25 4.00 2.00 2.00 3.00
1 A30 3.50 1.50 2.00 2.00
1C25 2.50 1.50 2.00 3.00
1 C30 2.00 1.50 2.00 2.00
1125 3.00 2.00 2.00 3.00
1130 2.00 2.00 2.00 2.50
2 A25 3.00 3.00 3.00 3.00
2 A30 4.00 3.00 3.00 3.00
2C25 1.00 3.00 2.00 3.00
2C30 1.50 3.00 3.00 3.00
2L 25 4.00 2.00 3.00 2.50
2L30 1.50 3.00 3.00 2.00
valor P= 1.19E-07 8.01E-08 0.324374 0.310095

Figura 3-12: Grafico de cajas y bigotes para variable limpidez
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Para el parametro matiz o tono también se presentaron diferencias entre los
experimentos. El andlisis de la grafica de muescas de mediana de la figura 3-13 indica
gue estas diferencias se dan entre los dos tipos de miel utilizada, alcanzandose una
valoracion mas alta en las fermentaciones con mieles de mielato. Lo anterior se debe
principalmente a que las mieles de mielato por su composicion tienen una tendencia a
ser mas oscuras que las mieles florales. Un andlisis por separado para cada tipo de miel

no mostro diferencias significativas entre los tratamientos.

Figura 3-13: Grafico de cajas y bigotes para variable matiz

Gréfico Cajay Bigotes
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Respecto a la Intensidad de color y la formacion de lagrimas y piernas, segun la
evaluacién del panel, tampoco se encontraron diferencias entre los hidromieles
evaluados. Los resultados en este Ultimo parametro concuerdan con los encontrados en
el analisis fisicoquimico referente a la evaluacion de concentracion de glicerol donde

tampoco se encontrd diferencias entre los tratamientos.

La representacion gréfica para el analisis visual de las muestras evaluadas se puede

observar en las figuras 3.14 y 3.15
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Figura 3-14: Evaluacion sensorial de parametros visuales en fermentacion con Miel
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Figura 3-15: Evaluacion sensorial de parametros visuales en fermentacién con mielato
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Andlisis sensorial de parametros olfativos

Los pardmetros evaluados de intensidad de olor, aroma y persistencia global son

presentados en la tabla 3-15. El andlisis estadistico no presenté diferencias significativas

entre los 12 hidromieles evaluados.

Tabla 3-15: Analisis sensorial de parametros olfativos

muestra | intensidad | intensidad | persistencia
olor aroma global

1 A25 4.00 4.00 4.00
1A30 4.50 4.00 3.00
1C25 5.00 3.00 3.00
1C30 5.00 4.00 3.50
1125 4.00 3.00 4.00
1130 4.50 3.00 3.50
2 A25 3.00 3.00 3.00
2 A30 3.50 3.50 3.50
2C25 4.00 3.00 3.00
2C30 4.00 2.50 2.00
2L 25 4.00 4.00 4.00
2130 3.50 3.00 4.00

0.722831 0.396442 0.193663

Figura 3-16: Evaluacion sensorial olfativa de la fermentacion alcohdlica de miel

persistencia global
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Figura 3-17: Evaluacion sensorial olfativa de la fermentacion alcohélica de mielato
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3.6 Reutilizacion de células

Las esferas inmovilizadas en alginato se reutilizaron en cuatro fermentaciones sucesivas
por lotes como se puede ver en la Tabla 3-17, sin encontrarse diferencias significativas
en las variables estudiadas. Las esferas en carragenina no se lograron reutilizar debido a
gue éstas (aparentemente estables en el mosto de fermentacién) se deformaron al

intentar separarlas del producto fermentado tras la primera fermentacion.

Para el caso de las células inmovilizadas en alginato resultados similares son reportados
evaludndose el comportamiento durante fermentaciones repetidas conservando la
capacidad de produccion de etanol por parte de las levaduras (lconomopoulou et al.,
2002; Peinado et al., 2006; Tsakiris et al., 2004). Segun estudios realizados con células
inmovilizadas, la reutilizacion de las células en nuevas fermentaciones puede favorecer
el proceso, ya que las células no tienen que adaptarse al mosto, por lo que la etapa lag o
de adaptacién se reduce (Caicedo, 1996). En este caso los tiempos de fermentacion no
se vieron notablemente favorecidos, salvo en la fermentacion de miel con células
inmovilizadas en esferas de alginato, lo que coincide con lo reportado por Puig et al.
(2010) donde reporta un menor tiempo de fermentacion en la primera respecto a las

fermentaciones siguientes.

Kourkoutas et al. (2003) usando celulas inmovilizadas en la fermentacion de vino

demostraron estabilidad en fermentaciones por lotes repetidas en parametros tales como
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concnetracion de etanol, acidez total y volatil y tiempo de fermetnacion, lo cual tambien

coincide con lo encontrado en esta investigacion.
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Tabla 3-16: Evaluacion fisicoquimica de las fermentaciones sucesivas con células inmovilizadas en alginato.

Miel alginato 25°C

Numero de Tiempo Etanol (p/v) Acidez | Acidez Gii | (V) Rendimiento Productividad
anol (p/v icerol (p/v
fermentacion (Dias) P total volatil P (g etanol/g azlcar) (g/L-h)
1 20° 12.95+0.83 ° 417°% | 0.23° 0.61+0.01° 0.48+0.08 ° 0.27+#0.02°
2 17° 12.12+0° 3.82° 0.19° 0.66+0° 0.48+0 0.3x0 °®
3 20° 13.2410° 403°% | 0.17° 0.69+0° 0.49+0.08 ° 0.28%0 ®
4 12° 11.761.55 ° 400°% | 0.21° 0.59+0.25° 0.520.05 * 0.41#0.05 °
Miel alginato 30°C
Numero de Tiempo Etanol (p/v) Acidez | Acidez Gli | (o) Rendimiento Productividad
anol (p/v icerol (p/v
fermentacion (Dias) P total volatil P (g etanol/g azucar) (g/L-h)
1 112 12.98+0.72 * 415% | 0.24 ° 0.83+0.06 ° 0.5+0.03 * 0.49+0.03 °
2 13° 11.57+0.22 # 3.98°% | 019 * | 0.780.01 ° 0.45+0.01 *° 0.374#0.01°
3 13° 12.8+0 @ 4017 | 025 ° 0.89+0 ° 0.5+0° 0.41#0°
4 16° 12.52+0 ° 3.8° 0.23 ° 0.86%0 *° 0.48+0° 0.33#0 ©
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Mielato Alginato 25 °C

., . . . . L . Rendimiento Productividad
Numero de fermentacion | Tiempo (Dias) | Etanol (p/v) | Acidez total | Acidez volatil | Glicerol (p/v) (g etanol/g azicar) (g/L-h)
1 10 ® 10.62+1.32 a 3.60°% 0.36 ® 0.61+0.01° 0.40 +0.08 * 0.4440.06 °
2 14 ° 8.86+1.22° 3.72° 0.34° 0.62+0° 0.46+0.06 ° 0.2610.04 ©
3 11 ¢ 11.11+0.28° 39°% 0.32° 0.62+0° 0.46+0.01 ° 0.42+0.01
4 15 © 10.23+0.81° 3.63° 0.38 ® 0610 ° 0.43+0.03 ° 0.28+0.02 **
Mielato Alginato 30 °C
Numero de Tiempo Etanol Acidez Acidez Glicerol Rendimiento Productividad
fermentacion (Dias) (p/v) total volatil (p/v) (g etanol/g azlcar) (g/L-h)
1 72 10.95+0° 3.63° 0.39 @ 0.69 ? 0.49+0° 0.650°
2 7° 8.78+0.47° 3722 0.42°2 0.54 ° 0.44+0.02 ° 0.52+0.03 "
3 78 9.690° 3672 0.37°2 0.68 2 0.49:0° 0.58+0°
4 11° 9.95+0° 3652 0.38°2 0.45 2 0.5+0° 0.3840 °




4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El uso de carragenina como matriz de inmovilizacién en el proceso de elaboracion de
hidromiel fue evaluado por primera vez en esta investigacion. Las mejores condiciones
para el proceso de inmovilizacion se dieron usando una concentracion de 3% de
carragenina en cloruro de potasio al 16%; bajo estas condiciones las esferas formadas
presentaron las mejores caracteristicas en cuando a dureza (3.51 g-f) y elasticidad (0.89)
logrando mantenerse estables en el mosto de fermentacién con un incremento tras las
primeras horas de estar en contacto con el mosto. La viabilidad de levadura encontrada
al finalizar la primera fermentacion fue superior al 90% con un recuento de 10 * ufc/ml.
Una alta fragilidad de las esferas impidi6 que estas sean reutilizadas en nuevas

fermentaciones.

La inmovilizacion de levadura en esferas de alginato es un proceso sencillo y de facil
manejo. La concentracion utilizada de 1,5 % m/v de alginato de sodio y 0.05 M permitio la
formacion de geles de buena dureza y estabilidad durante el proceso de fermentacion.
Una buena concentracion de células (10 7 ufc/ml) una buena viabilidad (mayor al 90%)
y una alta estabilidad mostrada por parte de las esferas tras terminada la primera

fermentacion permitié su reutilizacion nuevas fermentaciones.

Los tres factores evaluados en esta investigacion (tipo de miel, tipo de célula y
temperatura) al igual que la interaccion entre estos influyen notoriamente en la mayoria

de los parametros evaluados en la elaboracién de hidromiel.

La concentracion de etanol se ve influenciada por tipo de miel, el tipo de célula y la
interaccion tipo de miel — tipo de célula y tipo de célula-temperatura. Las mayores
concentraciones de etanol se dieron en miel floral (12.14 %v/v) y células inmovilizadas
en alginato (12.26 %v/v). Para las dos interacciones presentes la combinacion de miel

floral, células inmovilizadas en alginato y/o una temperatura de 30 °C presentan los
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mejores resultados. La inmovilizacion en esferas de carragenina es favorable en la
fermentacion con miel floral mas no en la fermentacion con miel de mielato donde se

obtuvo las concentraciones mas bajas de etanol.

La acidez total, parametro importante en este tipo de bebidas se vio influenciada por el
tipo de célula utilizado y la interaccién tipo de miel- tipo de célula y tipo de miel
temperatura. La fermentacion con levadura inmovilizada en carragenina reporta la menor
concentracion para este parametro (3.56 g/L de &cido tartarico) valor muy cercano al
minimo permitido para bebida alcohdlica tipo vino (segun legislacién colombiana). Segun
las interacciones dadas la menor concentracion se dan usando miel floral y células

inmovilizadas en carragenina o miel floral y una temperatura de 25°C.

El rendimiento en el proceso de fermentacion estuvo influenciado por el tipo de célula
utilizado y la interaccion entre factores. Los mejores resultados se alcanzaron en los
procesos con células inmovilizadas en alginato (0.48 g etanol/ g de azucar) no existiendo
diferencias entre los otros dos tipos de células. Para el caso de las interacciones
presentes los mayores rendimientos se alcanzan usando miel floral y células en alginato

0 este mismo tipo de células con una temperatura de 30°C.

La productividad fue influenciada por todos los factores evaluados (tipo de miel, tipo de
célula y temperatura) asi como la interaccion entre ellos. Los valores mas altos en
productividad se alcanzan usando miel de mielato (0.48 g/L-h), células inmovilizadas en
alginato (0.47 g/L-h) y temperatura de 30°C (0.46 g/L-h). Para el caso de tipo de célula,
las levaduras inmovilizadas en carragenina presentaron el valor mas bajo para este
parametro. Las interacciones entre factores relacionadas con una mayor productividad
serian: miel floral — células libres, miel de mielato -30°C vy células en alginato a 30 °C. La
existencia de una mayor productividad en miel de mielato se debe a un tiempo menor de

fermentacion.

El andlisis sensorial realizado con un panel entrenado pudo corroborar que el hidromiel
elaborado a partir de mielato presenté un menor grado alcohdlico, menor tonalidad &cida
y mayor tonalidad dulce respecto al fabricado a partir de miel; sin embargo no se
presentaron diferencias significativas entre las muestra. La mayor intensidad de alcohol
fue percibida en la fermentacion resultante a partir de miel floral con células inmovilizadas
en alginato a 30°C, células inmovilizadas en carragenina a 30°C e inmovilizadas en

alginato a 25°C. Estos resultados coinciden con los andlisis fisicoquimicos realizados a
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los productos terminados. Dada la tendencia a la desintegracién que presentaron las
esferas de carragenina las evaluaciones de turbidez para los hidromieles con esta matriz
fueron desfavorables, caso contrario ocurre con el uso de levadura inmovilizada en
alginato donde el valor de turbidez fue mas bajo con respecto a las demas muestras

evaluadas.

Las células de levadura inmovilizadas en esferas de alginato lograron ser reutilizadas en
cuatro oportunidades en fermentaciones por lotes no encontrandose diferencias entre
cada fermentacion para las variables estudiadas (etanol, acidez total y acidez volatil,

rendimiento y productividad)

4.2 Recomendaciones

Se recomienda completar el estudio realizado apoyandose con microscopia electronica
gue permitan evaluar la inmovilizacion de la levadura en la matriz de alginato o

carragenina.

Se recomienda para estudios posteriores, evaluar el comportamiento de la levadura
inmovilizada bajo diferentes condiciones de estrés que permitan entender mejor el

comportamiento de las levaduras inmovilizadas.

Se recomienda evaluar el efecto del diametro de la esfera en los pardmetros de

rendimiento y productividad de la fermentacion.
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Anexo A: Formato para evaluacion sensorial aplicada a hidromieles.
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F

PROSPERIDAD ,
COLCIENCIAS L I PARA TODOS 4 ST

i

CALIDAD: I IS LADAD BN LA PRODUCCEH DE HIDRTHEEL.

¢ Indencidad ds aromas Coenplalldad de aroma
O O Oa O O O OO0

«  Dubsoion de olor y Arcma; SeeCcionar uno O vanos:

Lo

[T ]
Herbdoeo
Concihn
e ]
Pegamenio
Crrdadn
Geranin
Husyos: podnidos
L kzrs.
Sufunoss
Cocdo
Ciro

falalalalalalalslalslsls

+ Pomristencia giobal: Seecclonar la persistencia global de la musstma.
Cri O Oan Oa D O OF

%. Ewvaluaoldn gusiatbea.

« Indencidad dsl cabor Selscoionar un nivedl

=il Lo

(X e _p ] 2

Pobenbe= 0

Ivencldad del dulos Irdsncidad dsl doido

O O 004 05 O 7 O O Qe 040 O G0
Inencidad de alachol Irdsncidad &= amargs

D DOy Qi 04 O 0= 07 Oi 0Oy Ge 04 0% O O

o el Selaroiong un mlvel

Eacn 2
EamlzEcn 0
Duice 0



Anexos

83

ot
e i i

CALIDAD E INGCLEDAD EN LA PRODUCCHON DE HIDROMIEL.
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Muchas gracias por su caboracion.
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Anexo B: Analisis estadisticos para disminucién de grados Brix

Andlisis de Varianza para Grados Brix - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razé6n-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de miel 19.6204 1 19.6204 376.71 0
B:Tipo de célula 22,8258 2 11.4129 219.13 0
C:Temperatura 0.700417 1 0.700417 13.45 0.0032
INTERACCIONES

AB 4.35583 2 2.17792 41.82 0
AC 0.0704167 1 0.0704167 1.35 0.2675
BC 0.235833 2 0.117917 2.26 0.1465
ABC 0.905833 2 0.452917 8.7 0.0046
RESIDUOS 0.625 12 0.0520833

TOTAL (CORREGIDO) 49.3396 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Mililtiple Rangos para Grados Brix por Tipo de miel

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de miel Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 12 9.75 0.0658808 X
2 12 11.5583 0.0658808 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb = -1.80833 0.202999

*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miiltiple Rangos para Grados Brix por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 8 9.65 0.0806872 X
3 8 10.3375 0.0806872 X
1 8 11.975 0.0806872 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb  * 2.325 0.248622

Ol-mar * 1.6375 0.248622
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02-mar  * -0.6875 0.248622
*indica una diferencia significativa.
Pruebas de Miltiple Rangos para Grados Brix por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje LSD
Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 12 10.4833 0.0658808 X
2 12 10.825 0.0658808 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb  * -0.341667 0.202999
*indica una diferencia significativa.
Grafico de Interacciones
125 — Tipo de célula
L —— 1
r / —— 2
F — 3
115 C —
E w5 .
s ¥
osf -
85 .
1 2
Tino de miel
Gréfico de Interacciones
12 — Temperatura
—— 1
116 2

Grados Brix
[
1)
@

-

Tipo de miel

Gréfico de Interacciones

~

Grados Brix
=
S
©
T

Tipo de célula

Temperatura
—— 1

2

Estadistica para solidos solubles en fermentacién con miel floral



86

obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

Evaluacion del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas para

Andlisis de Varianza para Grados Brix - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de célula
B:Temperatura
INTERACCIONES

AB

RESIDUOS

TOTAL

(CORREGIDO)

Suma de Cuadrados

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Gl Cuadrado Medio Raz6n-  Valor-P
F
21.98 2 10.99 219.8 0
0.163333 1 0.163333 3.27 0.1207
0.686667 2 0.343333 6.87 0.0281
0.3 6 0.05
23.13 11

Pruebas de Miultiple Rangos para Grados Brix por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos
3
Contraste Sig.
O0l-feb  *
0l-mar *
02-mar  *

Media LS
8.6

11.65

Diferencia
3.05
2.65
-0.4

Sigma LS
0.111803
0.111803
0.111803

+/- Limites
0.386892
0.386892
0.386892

Grupos Homogéneos
X

X

X

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miltiple Rangos para Grados Brix por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos

Contraste Sig.
01-feb

*indica una diferencia significativa.

Media LS
9.63333
9.86667

Diferencia
-0.233333

Sigma LS
0.0912871
0.0912871

+/- Limites
0.315896

Grupos Homogéneos
X
X

INTERACCIONES
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Grados Brix
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Estadistica para solidos solubles en fermentacién con miel de mielato

Andlisis de Varianza para Grados Brix - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de célula
B:Temperatura
INTERACCIONES

AB

RESIDUOS

TOTAL

(CORREGIDO)

Suma de Cuadrados

Gl  Cuadrado Medio Raz6n-  Valor-P
F
5.20167 2 2.60083 48.02 0.0002
0.6075 1 0.6075 11.22 0.0154
0.455 2 0.2275 4.2 0.0723
0.325 6 0.0541667
6.58917 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para Grados Brix por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos
2
3
1
Contraste Sig.
0l-feb  *
Ol-mar *
02-mar *

*indica una diferencia significativa.

Media LS
10.7
11.675
12.3

Diferencia
1.6
0.625
-0.975

Sigma LS
0.116369
0.116369
0.116369

+/- Limites
0.40269
0.40269
0.40269

Grupos Homogéneos
X

X

X
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Pruebas de Miiltiple Rangos para Grados Brix por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 6 11.3333 0.0950146 X
2 6 11.7833 0.0950146 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
O0l-feb = -0.45 0.328795

*indica una diferencia significativa.

Interacciones
Gréfico de Interacciones
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Anexo C: Analisis estadisticos para Acidez total
Anélisis de Varianza para Acidez (g acido tartarico
/L) - Suma de Cuadrados Tipo llI
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de miel 0.0287042 1 0.0287042 1.05 0.3252
B:Tipo de célula 0.524758 2 0.262379 9.62 0.0032
C:Temperatura 0.0210042 1 0.0210042 0.77 0.3974
INTERACCIONES
AB 1.32826 2 0.664129 24.35 0.0001
AC 0.262504 1 0.262504 9.63 0.0091
BC 0.121758 2 0.0608792 2.23 0.1499
ABC 0.357058 2 0.178529 6.55 0.012
RESIDUOS 0.32725 12 0.0272708
TOTAL (CORREGIDO) 2.9713 23
Todas las razones-F se basan en el cuadrado
medio del error residual
Pruebas de Miltiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Tipo de miel
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de miel Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

1 12 3.73833 0.0476715 X

2 12 3.8075 0.0476715 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

01-feb -0.0691667 0.146891

*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Mililtiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula

Casos

Media LS Sigma LS
3.565 0.0583854 X
3.8575 0.0583854 X
8 3.89625 0.0583854 X

Grupos Homogéneos
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Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb -0.03875 0.179904
Ol-mar * 0.2925 0.179904
02-mar  * 0.33125 0.179904

*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miltiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 12 3.74333 0.0476715 X
1 12 3.8025 0.0476715 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb 0.0591667 0.146891

*indica una diferencia significativa.

INTERACCIONES
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Andlisis de Varianza para Acidez (g acido tartarico /L)

- Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 1.20167 2 0.600833 93.39 0

B:Temperatura 0.0675 1 0.0675 10.49 0.0177

INTERACCIONES

AB 0.0366 2 0.0183 2.84 0.1352

RESIDUOS 0.0386 6 0.00643333

TOTAL (CORREGIDO) 1.34437 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Pruebas de Mililtiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos
3
1
2
Contraste Sig.
0l-feb =
0l-mar
02-mar  *

*indica una diferencia significativa.

Media LS
3.455
3.58
4.18

Diferencia
-0.6
0.125
0.725

Sigma LS
0.040104
0.040104
0.040104

+/- Limites
0.138779
0.138779
0.138779

Grupos Homogéneos
X
X
X

Pruebas de Miltiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos
1
2
Contraste Sig.
0l-feb  *

*indica una diferencia significativa.

Media LS
3.66333
3.81333

Diferencia
-0.15

Sigma LS
0.0327448
0.0327448

+/- Limites
0.113312

Grupos Homogéneos
X
X

INTERACCIONES
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Grafico de Interacciones

. a3 3 j‘rjmzeratura
33k B
' Tipo de céula ’
Estadistica para Acidez total en fermentacién con miel de mielato
Andlisis de Varianza para Acidez (g acido tartarico /L)
- Suma de Cuadrados Tipo IlI
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de célula 0.65135 2 0.325675 6.77 0.029
B:Temperatura 0.216008 1 0.216008 4.49 0.0784
INTERACCIONES
AB 0.442217 2 0.221108 4.6 0.0616
RESIDUOS 0.28865 6  0.0481083
TOTAL (CORREGIDO) 1.59823 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Pruebas de Mdltiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS
2 6 3.67333 0.0895436
1 6 3.94167 0.0895436

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb 0.268333 0.309862

*indica una diferencia significativa.

Grupos Homogéneos
X
X
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Pruebas de Miltiple Rangos para Acidez (g acido tartarico /L) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula

Contraste
01-feb
0l-mar

02-mar

Casos Media LS

4 3.6125
3.675
4 4.135

N

Sig. Diferencia

* 0.5225

* 0.46
-0.0625

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS
0.109668 X
0.109668 X

0.109668 X

+/- Limites
0.379502
0.379502
0.379502

Grupos Homogéneos

Interacciones

Gréfico de Interacciones
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38|

36

Acidez (g acido tartarico /L)
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Anexo D: Andlisis estadisticos para pH

Anélisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tipo de miel 0.442817 1 0.442817 366.47 0.0000
B:Tipo de célula 0.0571583 2 0.0285792 23.65 0.0001
C:Temperatura 0.0294 1 0.0294 24.33 0.0003
INTERACCIONES
AB 0.0250583 2 0.0125292 10.37 0.0024
AC 0.00806667 1 0.00806667 6.68 0.0239
BC 0.023275 2 0.0116375 9.63 0.0032
ABC 0.0409083 2 0.0204542 16.93 0.0003
RESIDUOS 0.0145 12 0.00120833
TOTAL (CORREGIDO) 0.641183 23
Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Tipo de miel
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de miel Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 12 3.62333 0.0100347 X
2 12 3.895 0.0100347 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb = -0.271667 0.0309199

Pruebas de Mililtiple Rangos para pH por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula

Contraste

Casos
2 8
1 8
3 8
Sig.
Ol-feb *

Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
3.70375 0.0122899 X
3.75125 0.0122899 X
3.8225 0.0122899 X
Diferencia +/- Limites
0.0475 0.037869
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Ol-mar * -0.07125 0.037869
02-mar * -0.11875 0.037869
Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje LSD
Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 12 3.72417 0.0100347 X
1 12 3.79417 0.0100347 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb = 0.07 0.0309199

INTERACCIONES

Grafico de Interacciones.
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Anadlisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.0412667
B:Temperatura 0.0341333
INTERACCIONES

AB 0.00246667
RESIDUOS 0.0102

Gl

Cuadrado Medio

F

0.0206333
0.0341333

0.00123333
0.0017

Razén-  Valor-P

12.14
20.08

0.73

0.0078
0.0042

0.5222
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TOTAL
(CORREGIDO)

0.0880667 11

Pruebas de Miltiple Rangos para pH por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 6 3.57 0.0168325 X
1 6 3.67667 0.0168325 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
O0l-feb  * 0.106667 0.0582483
Pruebas de Miuiltiple Rangos para pH por Tipo de célula
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 4 3.57 0.0206155 X
2 4 3.595 0.0206155 X
3 3.705 0.0206155 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb -0.025 0.0713393
0l-mar * -0.135 0.0713393
02-mar  * -0.11 0.0713393

INTERACCIONES

Grafico de Interacciones
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Tipo 1l

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.04095 2 0.020475 28.57 0.0009

B:Temperatura 0.00333333 1 0.00333333 4.65 0.0744

INTERACCIONES

AB 0.0617167 2 0.0308583 43.06 0.0003

RESIDUOS 0.0043 6 0.00071667

TOTAL (CORREGIDO) 0.1103 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Pruebas de Miuiltiple Rangos para pH por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS

2 4 3.8125 0.0133853 X

1 4 3.9325 0.0133853 X

3 4 3.94 0.0133853 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb  * 0.12 0.0463194
0l-mar -0.0075 0.0463194
02-mar * -0.1275 0.0463194

*indica una diferencia significativa.

Grupos Homogéneos

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS
2 6 3.87833
1 6 3.91167
Contraste Sig. Diferencia
01-feb 0.0333333

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS
0.0109291
0.0109291

+/- Limites
0.0378196

Grupos Homogéneos

X
X
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Anexo E: Andlisis estadistico para acidez volatil

Anélisis de Varianza para Acidez volatil - Suma de

Cuadrados Tipo llI

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de miel
B:Tipo de célula
C:Temperatura
INTERACCIONES
AB

AC

BC

ABC

RESIDUOS

TOTAL (CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Suma de Gl

Cuadrados
0.168337 1
0.014475 2
0.00120417 1
0.021475 2
0.0009375 1
0.00660833 2
0.000975 2
0.02725 12
0.241262 23

Cuadrado
Medio

0.168337
0.0072375
0.00120417

0.0107375
0.0009375
0.00330417
0.0004875
0.00227083

Razon-F

74.13
3.19
0.53

4.73
0.41
1.46
0.21

Valor-P

0
0.0776
0.4805

0.0306
0.5326
0.2718
0.8098

Pruebas de Mltiple Rangos para Acidez volatil por Tipo de miel

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de miel Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 12 0.225 0.0137563 | X
2 12 0.3925 0.0137563 | X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb | * -0.1675 0.0423875

* indica una diferencia significativa.
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INTERACCIONES

Grafico de Interacciones

Acidez volatil
o
@
&
I

— Tipo de célula
—— 1

e 2
—— 3

Tipo de miel

Andlisis estadistico para acidez volatil en fermentaciéon con miel

Andlisis de Varianza para Acidez volatil - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.0008
B:Temperatura 0.00213333
INTERACCIONES

AB 0.00606667
RESIDUOS 0.0081
TOTAL (CORREGIDO) 0.0171

Gl Cuadrado Medio
2 0.0004
1 0.00213333
2 0.00303333
0.00135
11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Analisis estadistico para fermentacion con mielato

Andlisis de Varianza para Acidez volatil - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Fuente Suma de Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.03515
B:Temperatura 8.3333E-06
INTERACCIONES

AB 0.00151667
RESIDUOS 0.01915
TOTAL (CORREGIDO) 0.055825

Gl Cuadrado Medio
0.017575
1 8.3333E-06
2 0.00075833
6 0.00319167
11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Raz6n-
F Valor-P
0.3 0.7538
1.58 0.2554
2.25 0.1869
Razén-
F Valor-P
5.51 0.0439
0 0.9609
0.24 0.7956

Pruebas de Multiple Rangos para Acidez volatil por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD
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Tipo de célula

Contraste
01-feb
01-mar

02-mar

Casos

Sig.

Media LS
0.335
0.3775
0.465

Diferencia
0.0875
0.13
0.0425

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS
0.0282474
0.0282474
0.0282474

+/- Limites
0.0977492
0.0977492
0.0977492

Grupos Homogéneos
X

XX

X
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Anexo F: Analisis estadisticos para concentracion de etanol

Andlisis de Varianza para Etanol % (v/v) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de miel 9.11557 1 9.11557 36.14 0.0001
B:Tipo de célula 7.32513 2 3.66257 14.52 0.0006
C:Temperatura 0.00165004 1 0.00165004 0.01 0.9369
INTERACCIONES
AB 12.615 2 6.30749 25.01 0.0001
AC 0.062322 1 0.062322 0.25 0.6281
BC 3.01035 2 1.50518 5.97 0.0159
ABC 0.926262 2 0.463131 1.84 0.2015
RESIDUOS 3.02663 12 0.252219
TOTAL (CORREGIDO) 36.0829 23
Todas las razones-F se basan en el cuadrado
medio del error residual
Pruebas de Mlltiple Rangos para Etanol % (v/v) por Tipo de miel

Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de miel Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

2 12 10.9101 0.144977 X

1 12 12.1427 0.144977 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Ol-feb * 1.23258 0.446719
Pruebas de Mililtiple Rangos para Etanol % (v/v) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de célula Casos MedialLS Sigma LS Grupos Homogéneos

1 8 10.9438 0.17756 x

3 8 11.3669 0.17756  x

2 8 12.2685 0.17756 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Ol-feb * -1.32475 0.547117

0l-mar -0.423125 0.547117
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02-mar  * 0.901625 0.547117
Pruebas de Multiple Rangos para Etanol % (v/v) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD
Temperatura Casos MedialS Sigma LS Grupos Homogéneos

2 12 11.5181 0.144977 X

1 12 11.5347 0.144977 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

01-feb 0.0165833 0.446719

Interacciones

oF \ ~ E

5 AN

12 \\\\ —— 2

L N
Estadistica paraetanol en fermentacion con miel floral
Analisis de Varianza para Etanol % (v/v) - Suma de Cuadrados Tipo IlI
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tipo de célula 15.6373 2 7.81863 26.38 0.0011
B:Temperatura 0.0218453 1 0.0218453 0.07 0.7951
INTERACCIONES
AB 0.454961 0.22748 0.77 0.5049
RESIDUOS 1.77847 6 0.296412
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TOTAL (CORREGIDO) 17.8925

11

Pruebas de Multiple Rangos para Etanol % (v/v) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos
4
4
2
Contraste Sig.
0l-feb  *
Ol-mar *
02-mar

Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
10.5575 0.272219 X
12.6705 0.272219 X
13.2 0.272219 X
Diferencia +/- Limites
-2.6425 0.942003
-2.113 0.942003
0.5295 0.942003

Estadistica para etanol en fermentacién con miel de mielato

Andlisis de Varianza para Etanol % (v/v) - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 4.30286
B:Temperatura 0.0421267
INTERACCIONES

AB 3.48165
RESIDUOS 1.24816
TOTAL (CORREGIDO) 9.07479

Gl  Cuadrado Medio Razon-  Valor-
F P
2 2.15143 10.34 0.0114
1 0.0421267 0.2 0.6685
2 1.74083 8.37 0.0184
6 0.208026
11

Pruebas de Mdltiple Rangos para Etanol % (v/v) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
3 10.0632 0.228049 X
1 11.33 0.228049 X
2 11.337 0.228049 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb -0.007 0.789157
Ol-mar * 1.26675 0.789157
02-mar * 1.27375 0.789157
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INTERACCIONES

Grafico de Interacciones

121 = Temperatura
— 1

17 |- 2

Etanol % (vAv)

2
Tipo de célula
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Anexo G: Andlisis estadistico para la variable tiempo

Andlisis de Varianza para Dias - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de miel 117.042 1 117.042
B:Tipo de célula 47.5833 2 23.7917
C:Temperatura 7.04167 1 7.04167
INTERACCIONES

AB 14.5833 2 7.29167
AC 7.04167 1 7.04167
BC 10.5833 2 5.29167
ABC 3.58333 2 1.79167
RESIDUOS 05 12 0.0416667
TOTAL 207.958 23

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Raz6n-

2809
571
169

175
169
127

43

Valor-P

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

Pruebas de Mdltiple Rangos para Dias por Tipo de miel

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de miel Casos  Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 12 9.58333 0.0589256 X
12 14 0.0589256 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb = 4.41667 0.181568
*indica una diferencia significativa.
Pruebas de Mdltiple Rangos para Dias por Tipo de célula
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de célula Casos MedialLS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 8 10.5 0.0721688 X
2 8 11.125 0.0721688 X
3 8 13.75 0.0721688 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
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01-feb = -0.625 0.222375
Ol-mar * -3.25 0.222375
02-mar  * -2.625 0.222375

*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miultiple Rangos para Dias por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 12 11.25 0.0589256 X
1 12 12.3333 0.0589256 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb = 1.08333 0.181568

*indica una diferencia significativa.

INTERACCIONES

Grafico de Interacciones

184 F = Tipodecélula
1

2
-4 —— 3

Dias

Tipo de miel

Grafico de Interacciones

Temperatura
—— 1

—— 2

Dias

=
e = ¢ $
RARANERRR AR RARRSRRRRR RS

Tipo de miel



108 Evaluacién del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas
para obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

Grafico de Interacciones

Temperatura
—e— 1

2

117

10.7

Dias
LA L B R R L

9.7

Tipo de célula

Estadistica para tiempo en fermentacién con miel floral

Andlisis de Varianza para Dias - Suma de Cuadrados
Tipo Il

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 54 2 27

B:Temperatura 0 1 0

INTERACCIONES

AB

RESIDUOS 0 6

TOTAL (CORREGIDO) 60 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Pruebas de Miltiple Rangos para Dias

por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD
Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 4 12.5 0 X
12.5 0 X
3 4 17 0 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb 0
Ol-mar * -4.5
02-mar  * -4.5

*indica una diferencia significativa.
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Pruebas de Mililtiple Rangos para Dias por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 6 14 0 X
1 6 14 0 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
01-feb 0 0

*indica una diferencia significativa.

INTERACIONES

Gréfico de Interacciones

Dias
=
@

I

—e 1

w2

Tipo de célula

Estadistica para tiempo en fermentacién con miel de mielato

Temperatura

Andlisis de Varianza para Dias - Suma de Cuadrados

Tipo Il

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 8.16667 2 4.08333 49 0.0002

B:Temperatura 14.0833 1 14.0833 169 0

INTERACCIONES

AB 8.16667 2 4.08333 49 0.0002

RESIDUOS 0.5 6  0.0833333

TOTAL (CORREGIDO) 30.9167 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado

medio del error residual

Pruebas de Mdltiple Rangos para Dias

por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD
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Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 8.5 0.144338 X
2 9.75 0.144338 X
10.5 0.144338 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Ol-feb * -1.25 0.499475
Ol-mar * -2 0.499475
02-mar * -0.75 0.499475

*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miuiltiple Rangos para Dias por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS
2 6 8.5 0.117851
1 6 10.6667 0.117851

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb = 2.16667 0.40782

*indica una diferencia significativa.

Grupos Homogéneos
X
X

INTERACCIONES

Gréfico de Interacciones

Dias

- Temperatura
1 -

2

s
o |
w

Tipo de célula
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Anexo H: Estadistica para la variable rendimiento

Andlisis de Varianza para Rendimiento (g etanol/g azucar) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de miel 0.00150417 0.00150417 171 0.2154

B:Tipo de célula 0.0229333 2 0.0114667 13.04 0.001

C:Temperatura 0.00220417 1 0.00220417 251 0.1393

INTERACCIONES

AB 0.0121333 2 0.00606667 6.9 0.0101

AC 0.0000375 1 0.0000375 0.04 0.8398

BC 0.00743333 2 0.00371667 4.23 0.0408

ABC 0.0007 2 0.00035 0.4 0.6801

RESIDUOS 0.01055 12 0.00087917

TOTAL (CORREGIDO) 0.0574958 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Mililtiple Rangos para Rendimiento (g etanol/g azucar) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS
8 0.41375
8 0.42375
2 8 0.48375

Contraste Sig. Diferencia
01-feb  * -0.07
0l-mar -0.01
02-mar  * 0.06

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS

+/- Limites

0.0104831
0.0104831
0.0104831

0.0323018
0.0323018
0.0323018

Grupos Homogéneos
X
X
X
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Gréfico de Interacciones

05
0.48 \
0.46
0.44

0.42

04

Rendimeinto (g etanol/g azucar)

B L R R B R

0.38

Tipo de célula
e 1
2

—— 3

[P IFATATS TSI AVSArS AT |

Tipo de miel

Rendimiento para miel floral

Analisis de Varianza para Rendimiento (g etanol/g azucar) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razén-F
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.0188667 2 0.00943333 10.11
B:Temperatura 0.00083333 1 0.00083333 0.89
INTERACCIONES

AB 0.00606667 2 0.00303333 3.25
RESIDUOS 0.0056 6 0.00093333

TOTAL (CORREGIDO)

0.0313667 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Valor-P

0.012
0.3812

0.1106

Pruebas de Mdltiple Rangos para Rendimiento (g etanol/g azucar) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS Sigma LS
1 4 0.395 0.0152753
3 4 0.46 0.0152753
2 4 0.49 0.0152753
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb  * -0.095 0.0528595
Ol-mar * -0.065 0.0528595
02-mar 0.03 0.0528595

*indica una diferencia significativa.

Grupos Homogéneos
X
X
X

Rendimiento para miel de mielato
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Andlisis de Varianza para Rendimiento (g etanol/g azucar) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.0162 2 0.0081 9.82 0.0128
B:Temperatura 0.00140833 0.00140833 1.71 0.2392
INTERACCIONES

AB 0.00206667 2 0.00103333 1.25 0.3511
RESIDUOS 0.00495 0.000825

TOTAL (CORREGIDO) 0.024625 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para Rendimiento (g etanol/g azucar) por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS
0.3875
0.4325
0.4775

Contraste Sig. Diferencia
01-feb -0.045
01-mar 0.045
02-mar  * 0.09

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS
0.0143614
0.0143614
0.0143614

+/- Limites
0.0496971
0.0496971
0.0496971

Grupos Homogéneos
X

XX

X
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Anexo |: Andlisis estadistico para variable productividad

Andlisis de Varianza para Productividad (g*L)/h - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de miel
B:Tipo de célula
C:Temperatura
INTERACCIONES

AB

AC

BC

ABC

RESIDUOS

TOTAL (CORREGIDO)

Suma de Cuadrados

0.0876042
0.0643
0.0234375

0.0234333
0.0145042
0.0151
0.00373333
0.00855
0.240663

Gl Cuadrado Medio

[N

2
1
2
2
12
23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Razén-F
0.0876042 122.95
0.03215 45,12
0.0234375 32.89
0.0117167 16.44
0.0145042 20.36
0.00755 10.6
0.00186667 2.62
0.0007125

Valor-P

0.0001

0.0004
0.0007
0.0022
0.1137

Pruebas de Multiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Tipo de miel

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de miel Casos
1 12
2 12
Contraste Sig.
0l-feb =

*indica una diferencia significativa.

Media LS

0.368333
0.489167

Diferencia

Sigma LS

+/- Limites

-0.120833

Grupos Homogéneos

0.00770552 X
0.00770552 X

0.0237431

Pruebas de Multiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos
3 8
1 8
2 8
Contraste Sig.
01-feb
Ol-mar *

02-mar *

Media LS
0.35625
0.45625
0.47375

Diferencia
-0.0175
0.1
0.1175

Sigma LS
0.00943729
0.00943729
0.00943729

+/- Limites
0.0290793
0.0290793
0.0290793

Grupos Homogéneos
X
X
X
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*indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS
1 12 0.3975
2 12 0.46
Contraste Sig. Diferencia
0l-feb  * -0.0625

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS
0.00770552
0.00770552

+/- Limites

0.0237431

Grupos Homogéneos
X
X

Pruebas de Multiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS
1 12 0.3975
2 12 0.46
Contraste Sig. Diferencia
0l-feb  * -0.0625

*indica una diferencia significativa.

Sigma LS

Grupos Homogéneos

0.00770552 X

0.00770552

+/- Limites

0.0237431

X

Gréafico de Interacciones

Productividad (g*L)/h
°
I
&
T

Tipo de miel

Tipo de célula
——1

—— 2

—— 3
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Grafico de Interacciones
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Gréfico de Interacciones

Productividad (g*L)h

— Temperatura
1

e 2

Productividad para miel floral

2
Tipo de célula

Analisis de Varianza para Productividad (g*L)/h - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente
EFECTOS PRINCIPALES

Suma de Cuadrados

A:Tipo de célula 0.0366167
B:Temperatura 0.00053333
INTERACCIONES

AB 0.00301667
RESIDUOS 0.0018
TOTAL (CORREGIDO) 0.0419667

Gl Cuadrado Medio Razoén-F
2 0.0183083 61.03
1 0.00053333 1.78
2 0.00150833 5.03
6 0.0003
11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Valor-P

0.0001
0.2308

0.0522

Pruebas de Mdltiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula Casos Media LS
3 4 0.31
1 4 0.3525
2 4 0.4425

Contraste Sig. Diferencia
0l-feb = -0.09

Sigma LS Grupos Homogéneos
0.00866025 X
0.00866025 X
0.00866025 X

+/- Limites
0.0299685
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Ol-mar * 0.0425 0.0299685
02-mar  * 0.1325 0.0299685
*indica una diferencia significativa.
Grafico de Interacciones
047 3 Temperatra
0.44 i 2
5 |
0.29 B
! Tipo de célula :
Productividad para mielato
Analisis de Varianza para Productividad (g*L)/h - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de célula 0.0511167 2 0.0255583 22.72 0.0016
B:Temperatura 0.0374083 1 0.0374083 33.25 0.0012
INTERACCIONES
AB 0.0158167 2 0.00790833 7.03 0.0268
RESIDUOS 0.00675 6 0.001125

TOTAL (CORREGIDO)

0.111092 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Tipo de célula

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tipo de célula

Contraste

01-feb
0l-mar
02-mar

*indica una diferencia significativa.

Casos

Sig.

Media LS
0.4025
0.505
0.56

Diferencia
0.055
0.1575
0.1025

Sigma LS
0.0167705
0.0167705
0.0167705

+/- Limites
0.0580338
0.0580338
0.0580338

Grupos Homogéneos

X
X
X
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Pruebas de Mililtiple Rangos para Productividad (g*L)/h por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
6 0.433333 0.0136931 X
2 6 0.545 0.0136931 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb = -0.111667 0.0473844

*indica una diferencia significativa.
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Anexo J: Analisis estadisticos para variable glicerol

Anélisis de Varianza para Glicerol (% p/v) - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de miel 0.00260417 1 0.00260417 0.62 0.4443
B:Tipo de célula 0.0125083 2 0.00625417 1.49 0.2593
C:Temperatura 0.00570417 1 0.00570417 1.36 0.2634
INTERACCIONES

AB 0.0267583 2 0.0133792 3.18 0.0725
AC 0.0108375 1 0.0108375 2.58 0.1306
BC 0.00565833 2 0.00282917 0.67 0.5258
RESIDUOS 0.058825 14 0.00420179

TOTAL (CORREGIDO) 0.122896 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Glicerol para miel

Andlisis de Varianza para Glicerol (% p/v) - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.02375 2 0.011875 2.04 0.2103
B:Temperatura 0.00040833 1 0.00040833 0.07 0.7998
INTERACCIONES

AB 0.0154167 2 0.00770833 1.33 0.3332
RESIDUOS 0.03485 6 0.00580833

TOTAL (CORREGIDO) 0.074425 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Glicerol para mielato

Analisis de Varianza para Glicerol (% p/v) - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de célula 0.0155167 2 0.00775833 3.35 0.1055
B:Temperatura 0.0161333 1 0.0161333 6.96 0.0386
INTERACCIONES

AB 0.00031667 2 0.00015833 0.07 0.9347
RESIDUOS 0.0139 6 0.00231667

TOTAL (CORREGIDO) 0.0458667 11
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Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miltiple Rangos para Glicerol (% p/v) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje LSD

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 6 0.64 0.0196497 X
2 6 0.713333 0.0196497 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0l-feb  * -0.0733333 0.0679971

* indica una diferencia significativa.
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Anexo K: Registro fotografico

Esferas de carragenina 2 %y 2 % KCI

Esfera de carragenina 3% y 16 % KCI

Montaje mosto de mielato con células inmovilizadas en alginato
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Levadura inmovilizada en esferas de alginato (final del proceso)

\
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Fermentacién de miel de mielato con células inmovilizadas en alginato

Proceso de fermentacién con miel floral




124 Evaluacion del proceso fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas
para obtener una bebida alcohdlica tipo vino a partir de miel.

Hidromiel elaborado con miel de mielato

Hidromiel elaborada con miel floral

"frn e
_A. -

Registro fotografico panel sensorial
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Inmovilizacion en esferas de carragenina en camara de flujo laminar
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