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Resumen

El hidromiel es una bebida alcohdlica obtenida mediante fermentacion por levaduras de miel diluida.
La produccion de hidromiel es un proceso que consume mucho tiempo, debido principalmente al bajo
contenido de nitrogeno de la miel de abeja. Se evaluaron dos cantidades diferentes de L-arginina como fuente
nitrogenada para dos de los sustratos de fermentacion, sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los mostos e
hidromieles (grados Brix y densidad), asi como sobre las caracteristicas sensoriales del hidromiel obtenido en
el menor tiempo de fermentacion, en comparacion con el obtenido en el tiempo estandar. Las fermentaciones
fueron realizadas en un rango de 20 a 25 °C utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae (ex-bayanus).
El tiempo de fermentacion se redujo en los dos hidromieles con adicion de L-arginina (B: 1.05 gy C: 2.10 g)
a 12 dias y 21 dias, respectivamente, en comparacion con el A (0 g), 27 dias. La adicion de L-arginina
al hidromiel C no influy6 negativamente en el color, aroma y sabor de este, comparandolo con el A.
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Effect of L-arginine on the alcoholic fermentation
process of honey bee

Abstract

Mead is an alcoholic beverage obtained by fermentation by yeasts of dilute honey. Mead production
is a time-consuming process, mainly due to the low nitrogen content of honey. Two different amounts of
L-arginine were evaluated as a nitrogen source for two of the fermentation substrates on the physicochemical
characteristics of musts and meads (Brix degrees and density), as well as on the sensory characteristics of
the mead obtained in the shortest time of fermentation, compared to that obtained in the standard time. The
fermentations were performed in a range of 20 to 25 °C using Saccharomyces cerevisiae (ex-bayanus) yeast.
The fermentation time was reduced in the two meads with the addition of L-arginine (B: 1.05 g and C: 2.10
g) at 12 days and 21 days, respectively, compared to A (0 g), 27 days. The addition of L-arginine to mead C
did not negatively influence its color, aroma and flavor, comparing it with mead A.
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Introduccion

El sector agroindustrial de un pais requiere el aprovechamiento eficaz de sus recursos; en la
actualidad, la apicultura en Venezuela ha incursionado paulatinamente, debido al potencial de sus pro-
ductos y la importancia que el adecuado mantenimiento de la polinizacion representa para el sector
agricola. Sin embargo, el consumo de miel de abeja sigue siendo muy bajo.

Se conoce como hidromiel, a la bebida resultante de la fermentacion alcoholica de esta sustancia.
No obstante, su produccion es un proceso que suele tomar bastante tiempo, debido a la cantidad de
azucares presentes en la miel y por la deficiencia de nitrégeno en el medio fermentativo, del cual las
levaduras se nutren para poder transformar los azucares en etanol.
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De alli que el propoésito de esta investigacion fue determinar el efecto de la L-arginina sobre el
proceso de fermentacion alcohodlica de la miel de abeja, ya que, esta es precursora del 6xido nitrico, y
por ende, del nitrégeno que las levaduras necesitan.

El presente informe presenta una solucion para entusiastas en fermentacion que quisieran reducir
el tiempo de produccion. Ademas, se incentivaria al sector apicola del pais, y por ende, a los apicultores
a permanecer con la extraccion. Para lograr esto, se caracterizé fisicoquimicamente la miel, se estable-
cieron las proporciones de los compuestos de los sustratos de fermentacion y se determino el efecto de
la L-arginina sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los mostos ¢ hidromieles (grados Brix y den-
sidad) y sobre las caracteristicas sensoriales (color, aroma y sabor) del hidromiel obtenido en el menor
tiempo de fermentacion, comparandolo con el obtenido en el tiempo fermentativo estandar.

Parte Experimental

Para iniciar esta investigacion descriptiva, se procedio a caracterizar fisicoquimicamente la miel
de abeja, determinando su densidad, pH, indice de refraccion y grados Brix.

Dichas determinaciones se realizaron con el fin de verificar la pureza de la miel, ya que, esta es
una propiedad fundamental para éxito de la fermentacion alcohoélica de la misma, empleando la obser-
vacion directa como principal herramienta durante los ensayos.

Después de la caracterizacion fisicoquimica, se procedio a establecer las proporciones de los
compuestos de los sustratos de fermentacion, en este caso: miel, agua, levadura y L-arginina, a través
de una previa revision bibliografica acerca de las cantidades empleadas anteriormente; y, con base en
la concentracion final de nitrogeno en los mostos, se realizaron los calculos pertinentes para hallar las
cantidades de L-arginina. Una vez establecidas las proporciones, se procedio a determinar el efecto de
la concentracion de la L-arginina sobre el proceso de fermentacion alcohdlica de la miel de abeja.

En primer lugar, se procedid a esterilizar todos los materiales y recipientes con jabon liquido,
agua caliente y una solucion agua/alcohol. Luego, se realiz6 la inoculacion de la levadura Saccharomy-
ces cerevisiae (ex-bayanus), segln las especificaciones del fabricante. Paralelamente, se prepararon los
tres mostos con el agua y la miel. Después, se adiciono la levadura a los mostos y las dos cantidades de
L-arginina a dos de ellos (B y C), dejando uno sin adicion de esta (A).

De igual manera, se acondicionaron los botellones de vidrio contenidos de los sustratos de fer-
mentacion, colocandoles tres corchos de goma a cada uno para insertar en ellos las trampas de aire. Se
ubicaron en un lugar oscuro y en un rango de temperaturas de 20 — 25 °C.

Para determinar el efecto de la adicion de L-arginina sobre las caracteristicas fisicoquimicas,
cada tres dias se realizaron mediciones de grados Brix y densidad a cada hidromiel, con apoyo en el
hidrometro Chefast, tomando como dia cero (0) al dia que se prepararon los fermentos. Al hacerse cons-
tantes los valores de dichas caracteristicas fisicoquimicas, la fermentacion primaria culmind y se realizo
un trasvase, con ayuda del sifon, para eliminar la biomasa depositada en el fondo de los botellones y
se procedié a realizar la Gltima medicion de densidad para determinar el grado alcohdlico final de cada
hidromiel.

Una vez realizado el primer trasvase, se continu6 con la fermentacion del liquido, denominada en
este punto como maduracion, para dejar decantar la turbidez de los hidromieles por 15 dias mas. Luego,
se realizd un segundo trasvase y se afiadi6 gelatina sin sabor, previamente hidratada, para inducir el pro-
ceso de clarificacion, el cual tomo siete dias. Al obtener los solidos en el fondo, se realizo la filtracion,
por medio de un colador de acero inoxidable.

Finalmente, los hidromieles clarificados y filtrados, se vertieron directamente en botellas de vino
de 0.70 litros, las cuales se refrigeraron hasta su posterior consumo.

Para comparar las caracteristicas sensoriales (color, aroma y sabor) del hidromiel obtenido en el
menor y mayor tiempo de fermentacion, respectivamente, se calculd el tamafio de la muestra correspon-
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diente a la poblacion de la parroquia Altagracia (ubicacion de la sede donde se llevo a cabo la prueba
sensorial), y se aplico el test de preferencia a los degustadores.

Finalmente, los datos obtenidos de ambas muestras (correspondientes a los dos hidromieles com-
parados), se ingresaron en el programa Microsoft Office Excel, para realizar el analisis estadistico.

Analisis y Discusion

Para verificar la pureza de la miel de abeja, se caracterizo fisicoquimicamente la misma; con el fin
de proporcionar resultados precisos durante los experimentos, ya que, la miel cruda (pura) es elemento
fundamental para el éxito de estos. En la determinacion de la densidad, debido a que esta no fue medida
directamente, se siguieron una serie de pasos y se realizaron los debidos calculos analiticos, mediante

recoleccion de datos, los cuales fueron tomados de la balanza analitica digital Ohaus y registrados en
la Tabla 1.

Tabla 1. Datos para la determinacion de las masas de miel de abeja

Muestra Masa del cilindro graduado | Masa del cilindro graduado
(miel) vacio (g) + muestra (g)

27.29 41.41
2 27.67 41.95

30.62 44.98

Posterior a la determinacion de las masas de los cilindros graduados vacios y las masas de los
cilindros contenidos de las muestras (Tabla 1), por diferencia, se determinaron las tres masas de miel,
las cuales se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Masas de miel de abeja

Muestra Masa de la miel
(miel) 63)

1 14.12

2 14.28

3 14.36

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

Posterior a la determinacion de las masas de miel (Tabla 2), se hall6 la densidad de las muestras,
cuyos valores se registran en la Tabla 3.

Tabla 3. Densidad de 1a miel de abeja

Muestra Densidad
(miel) (g/mL)

1 1.41

2 1.43

3 1.44
Promedio 1.43

De acuerdo con la literatura, la densidad de la miel pura varia entre 1.39 a 1.44 g/mL [1], rango
entre el cual se encuentra el 1.43 g/mL expresado en la Tabla 3.

El pH de cada muestra de miel, fue medido directamente mediante el pHmetro digital Oaklon a
23 °C'y 1 atm de presion; los datos fueron recolectados en la Tabla 4.
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Tabla 4. pH de la miel de abeja

Muestra (miel) | pH

1 3.77
2 3.78
3 3.78
Promedio 3.78

En correspondencia con la literatura, el valor del pH promedio (3.78) expresado en la Tabla 4, se
encuentra dentro del rango debido de pH para mieles puras, especificamente de 3.4 a 6.1 con un valor
promedio de 3.80 [2].

Los valores correspondientes a los indices de refraccion y grados Brix, fueron medidos a través
del refractometro manual ABBE Bausch & Lomb. De la misma manera, los datos tomados fueron re-
gistrados en la Tabla 5 y Tabla 6, respectivamente.

Tabla 5. indice de refraccién de la miel de abeja

Muestra (miel) | indice de refraccién
1 1.49
2 1.49
3 1.49
Promedio 1.49

El valor promedio de indice de refraccion (1.49) reportado en la Tabla 5, responde al valor que
debe poseer la miel para un promedio de 17.2 % de agua (cantidad de agua estrictamente requerida por
la miel, en su estado de pureza), el cual corresponde a un indice de refraccion aproximado de 1.49 [3].

Los valores correspondientes a los grados Brix de la miel de abeja, se registraron en la Tabla 6.

Tabla 6. Grados Brix de 1a miel de abeja

Muestra (miel) | °Bx

1 80.20
2 79.80
3 80.00
Promedio 80.00

El valor promedio de grados Brix determinado (80.00°) se observa en la Tabla 6, el cual concuer-
da con la literatura, ya que, la miel debe estar conformada por una solucion sobresaturada de azicares
(solidos solubles), representando estos un rango entre 80 — 90 % de su composicion total [4]. Ademas,
el promedio general de azucares de la miel esta alrededor del 80 %, repartido entre un 38 % y 32 % de
fructosa y glucosa, respectivamente [5].

Posterior a la caracterizacion fisicoquimica de la miel, se procedi6 a determinar las proporciones
de los compuestos de los sustratos de fermentacion. La dilucion de miel en agua comiinmente empleada
es 1:3 [6], por lo que, se tomd esta relacion como referencia para desarrollar los ensayos. Para 4 litros
de mosto base y una produccion final de hidromiel de aproximadamente 3 litros (por botellon de vidrio
de 5 litros), la proporcion miel/agua establecida para la parte experimental de la presente investigacion
fue 1:3 litros, es decir, 1 litro de miel de abeja por 3 litros de agua mineral.

Con respecto a la determinacion de la cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae (ex-ba-
yanus), marca LALVIN EC-1118, se emple6 la cantidad sugerida de 5 gramos para un volumen de
mosto base de 4 litros [6]. En este caso, cada paquete estaba contenido de 5 gramos de levadura (puede
variar segun el fabricante), por lo que se utiliz6 completo por cada botellon.

Para determinar las dos cantidades de L-arginina empleadas en dos de los sustratos de fermenta-
cion y debido a que no existen antecedentes de esta fuente nitrogenada en el proceso de fermentacion
alcoholica de la miel, se realizaron una serie de calculos tomando como punto de partida 50 mgN/L de
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concentracion final deseada en los mostos [7], y con base en los pesos moleculares del nitrégeno y de la
L-arginina, se determinaron las cantidades de este aminoacido tolerables por las levaduras.

Como primera proporcion se establecio 0.53 g de L-arginina/L. de mosto (2.10 g de L-ar-
ginina/4 L de mosto). Asimismo, para determinar la segunda cantidad a emplear, se tomé un valor por
debajo del anteriormente establecido (2.10 g), especificamente la mitad (1.05 g/4 L de mosto), diferen-
ciandose asi la segunda cantidad empleada como 0.26 g de L-arginina/L de mosto.

Los datos tomados a través del hidrometro, durante el seguimiento cada tres dias de los grados
Brix, fueron registrados en la Tabla 7 y representados graficamente en la Figura 1.

Tabla 7. Grados Brix de los mostos e hidromieles

Muestra | A B C
Dia °Bx ’°Bx °Bx
0 28.00 28.00 28.00
3 23.70 19.20 17.00
6 19.20 14.70 7.50
9 14.70 10.00 5.10
12 12.30 7.50 2.50
15 10.00 5.10 2.50
18 7.50 5.10 ---
21 5.10 2.50 ---
24 5.10 2.50 -
27 2.50 ---
30 2.50 ---

De la Tabla 7, se aprecia el descenso del contenido inicial de grados Brix de los mostos a
través del monitoreo de este durante la fermentacion primaria, detectandose un rapido descen-
so inicial, el cual fue variando en funcion de los hidromieles. Se observé un comportamiento
similar al obtenido por otros autores [8], donde la transformacion de azticares en etanol produjo
una disminucion en los solidos solubles. Asimismo, fermentacion alcanza su etapa final alre-
dedor de un nivel de 4 °Bx [9].

30 -
s 20
m e H (dromiel A
= 10 . .

w=Hidromiel B
0 ssgemH idro miel C
0 3 6 9121518212427 30
Tiempo (dias)

Figura 1. Cambio de °Bx de los mostos, durante la fermentacion

En la Figura 1, se observa que el comportamiento de las tres rectas es decreciente. Este compor-
tamiento responde a lo establecido por la literatura [7], y es debido a que, en la fermentacion alcohdlica
de la miel es necesaria la transformacion de los azlicares presentes, lo cual provoca una disminucion en
el nivel de solidos solubles y el aumento del grado alcohdlico.
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De la misma forma, se realizaron mediciones de densidad, cada tres dias, con apoyo en el hidro-
metro; los valores se registraron en la Tabla 8 y se representaron en la Figura 2.

Tabla 8. Densidades de los mostos e hidromieles

Muestra | A B C

Dia p (g/mL) p (g/mL) p (g/mL)
0 1.12 1.12 1.12
3 1.10 1.08 1.07
6 1.08 1.06 1.03
9 1.06 1.04 1.02
12 1.05 1.03 1.01
15 1.04 1.02 1.01
18 1.03 1.02 -—-
21 1.02 1.01 -
24 1.02 1.01 -—-
27 1.01 - -
30 1.01 - -—-

De la Tabla 8, se observa que el valor de la densidades de los mostos, 1.12 g/mL (dia 0), cumple
con ser mas denso que el agua (0.99713 g/mL), y menos denso que la miel (1.43 g/mL). Asimismo, la
transformacion de los azucares en etanol durante la fase estacionaria, produjo una disminucion en las
densidades de los mostos al transcurrir los dias de la fermentacion primaria.

1,15
1.1
1.05 s H idromiel A

e
1 TTﬁ w=Hidromiel B
0.95

s H idromiel C
0 6 12 18 24 30

Tiempo (dias)

(gfmL)

Densidad

Figura 2. Cambio de la densidad de los mostos, durante la fermentacion

De la Figura 2, se puede observar que el comportamiento es semejante al de los grados Brix
(Figura 1), donde las tres rectas correspondientes a las densidades de cada hidromiel, son decrecientes.
Este comportamiento, concuerda con lo establecido por la literatura [7], y se debe a que, durante la
fase inicial de la fermentacion primaria, se produjo etanol en gran medida, el cual es menos denso que
el mosto.

De manera general, se observo que el mayor cambio de las variables de seguimiento (grados Brix
y densidad) se obtuvo en la primera semana. En cuanto al tiempo de fermentacion, medido en dias, que
requirid cada hidromiel para culminar sus respectivas fermentaciones primarias, estuvo en funcion de
la cantidad de L-arginina adicionada a los sustratos.

Para una concentracion inicial de 28 °Bx y una concentracion final de nitrogeno de 50 mg/L
en los mostos, el tiempo de fermentacion es reducido a 12 dias para el hidromiel C, debido a la adicion
de 2.10 gramos de L-arginina a este sustrato, lo cual origin6 una poblacion mayor de levaduras que
transformarian los azlcares en etanol, de manera mas rapida.
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El hidromiel B, const6 de 21 dias para culminar, es decir, nueve dias después del hidromiel C.
Esto se debe a que a este sustrato se adiciono6 1.05 gramos de L-arginina, cantidad que no fue suficiente
para acelerar por completo el proceso de fermentacion.

Por otro lado, el hidromiel A (hidromiel de control, 0 gramos de L-arginina) tard6 27 dias para
culminar su periodo de fermentacidn primaria, ya que, a este sustrato no fue adicionada fuente nitroge-
nada alguna que serviria de nutriente para las levaduras, por lo que, tomd el tiempo que tardaria en fer-
mentar un hidromiel estandar. Se puede afirmar que, con respecto al menor tiempo de fermentacion (lo
cual se traduce en menores costos de produccion), el hidromiel C fue el que arrojo mejores resultados,
ya que fue el producto cuya fermentacion fue mas rapida y lo constituye como el hidromiel mas eficien-
te (contenido de la cantidad mas adecuada de L-arginina, en funcion del tiempo de fermentacion), en
comparacion con el hidromiel B, ya que este tardo 9 dias mas que el C para culminar su fermentacioén
primaria.

En cuanto al contenido de etanol, no se encontraron diferencias entre los hidromieles, ya que los
tres alcanzaron el mismo grado de alcohol; esto se debe a que cada uno de ellos se estabilizo en 1.12 g/
mL de densidad el dia de la preparacion de los mostos, para que los tres estuviesen en las mismas con-
diciones. De igual forma, estos culminaron sus fermentaciones primarias con 1.01 g/mL de densidad,
valor constante en los tres hidromieles.

La normatividad establece el valor de 6 % v/v como contenido minimo de alcohol, para conside-
rar una bebida tipo vino. Ademas, para el caso del hidromiel, se ha demostrado que el valor promedio
final de alcohol esta alrededor de 10 % v/v [10]. En esta oportunidad, se obtuvo un grado alcohoélico de
14.18 % v/v.

Para la comparacion sensorial de los hidromieles A 'y C, se tomd como poblacion a la parroquia
Altagracia, municipio Miranda, Zulia, Venezuela. Se entreg6 el test a 30 personas, 15 hombres y 15
mujeres, cuyas edades fueron distribuidas equitativamente entre los rangos: 18 — 25 afios, 26 — 35 afios
y 36 - 55 afios. El instrumento requirié marcar con una X una de las cinco categorias presentadas, las
cuales se incrementaban del 1 (menor) al 5 (mayor), cuya escala de intervalo fue: 1 = muy inferior, 2 =
inferior, 3 = igual, 4 = superior y 5 = muy superior.

La distribucion general de las puntuaciones obtenidas en las cinco categorias u opciones de res-
puestas, en funcion de las tres caracteristicas evaluadas (color, aroma y sabor de los hidromieles Ay C),
se encuentra plasmada en las Figuras 3, 4 y 5. En primer lugar, la Figura 3 representa graficamente las
puntuaciones resultantes de la comparacion del color.

Color
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Figura 3. Porcentajes obtenidos en cada categoria, con respecto al color

De la Figura 3, se observa que la puntuacion predominante en el color fue la numero 5 (superior),
indicando que el hidromiel C era superior al A, a simple vista, con el 34 % de elecciones.

Seguidamente, la puntuacion niamero 3 (igual), con una diferencia de la primera en un punto,
indicando que los hidromieles eran iguales con un porcentaje de 33 %. Luego, esta la puntuacion de
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5 (muy superior) con 17 %, seguida de la puntuacion 2 (inferior) con 13 % y, por ultimo, con 3 %, la
puntuacion de 1 (muy inferior).

Aroma

1% ® Muy supenor
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Figura 4. Porcentajes obtenidos en cada categoria, con respecto al aroma

En la Figura 4 se muestra la distribucion, en porcentajes, de las puntuaciones correspondientes
a las cinco categorias presentadas en el test para el aroma. La puntuacion predominante, con 40 %, fue
la nimero 5 (muy superior), lo que significa que la mayoria de los degustadores percibieron el aroma
del hidromiel C como muy superior, en comparacion con el aroma del A. Seguidamente, se encuentra
la puntuacion namero 4 (superior), con 23 %, indicando, de igual forma, que el aroma del hidromiel C
fue superior, con respecto al A.

Una pequefia parte de la muestra de la poblacion puntu6 el aroma del hidromiel C con el nimero
2 (inferior), constituyendo el 17 % de las puntuaciones. Igualmente, el 13 % sefald que los aromas eran
similares, con el nimero 3. Por ultimo, el 7 % de las puntuaciones correspondieron al nimero 1 (muy
inferior), indicando que el aroma del hidromiel C fue muy inferior que el del A.

Sabor
14% 0% i Muy supenor
E Supenor

i [zual
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Figura 5. Porcentajes obtenidos en cada categoria, con respecto al sabor

De la Figura 5, se observo que el sabor obtuvo una puntuacion predominante de 5 (muy supe-
rior), con el 43 %. Asimismo, se obtuvo un 30 % correspondiente a la puntuacién nimero 4 (superior),
indicando que el sabor del hidromiel C fue superior al del A. Seguidamente, se encuentra la puntuacion
numero 2 (inferior) con el 14 %. Luego, esta la puntuacion ntimero 3, con el 13 %, indicando igualdad
de los sabores.

Cabe destacar que, la puntuacion numero 1 obtuvo 0 %, indicando que el hidromiel C no fue muy
inferior que el A, en cuanto al sabor; por lo que, se puede afirmar que esta propiedad organoléptica no es
afectada significativamente por la rapida fermentacion debida a la adicion de 2.10 gramos de L-arginina
al hidromiel C.
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Conclusiones
Se verifico la pureza de la miel de abeja al comparar los resultados obtenidos en la caracterizacion
fisicoquimica con los valores establecidos por la literatura, encontrandose estos en correspondencia.

La adicion de la L-arginina a dos de los mostos permitid reducir el tiempo de fermentacion en 6
dias para el hidromiel B (1.05 g de L-arginina) y en 15 dias para el C (2.10 g), con respecto al A (0 g).

Se evidencié una abundancia de nutrientes en los sustratos, durante los primeros sicte dias de
fermentacion, viéndose reflejado este comportamiento en una pendiente decreciente y 3pronunciada en
los grados Brix y densidad.

El grado alcoholico final fue de 14.18 % v/v en los tres hidromieles, obtenido a partir de la ela-
boracion de mostos con diluciones de miel en agua de 28 °Bx.
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