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I.- INTRODUCCION

1.1. Antecedentes e importancia

México es uno de los principales paises productores de miel. Actualmente se usa
la miel de abeja en la industria farmacéutica para la obtencién de algunos
medicamentos, en algunas operaciones quirdrgicas, mé&s recientemente con efectos
cicatrizantes ridpidos por efecto de las enzimas naturales de la miel, también se
usa en cosméticos para el cuidado de la piel. En tanto que en la industria
alimentaria su usoc ha sido tan bajo en la elaboraciém de galletas, reposteria,
confiteria y en algunos cereales; debido a su alto costo en relacién con otros

edulcorantes utilizados por estas industrias. (22)

El vino de miel m&s cominmente conocido como hidromiel es una de las bebidas mas
antiguas, se le llamaba "bebida de los dioses™ por atribuirsele a éste como uno
de los mejores vinos.

Esta bebida se elabora por =imple dilucién de la miel en agua con lo cual se
facilita la fermentacién por microorganismos, de los azucares, no se dio cuenta
sino hasta 1910 cuando se realizaron estudios de este fendémeno por primera vez
en Nussbaumer, Suiza de que eran levaduras azicar-tolerantes, las que provocaban
la fermentacién de la miel. (21)

Se han realizado experimentos hasta 1llegar a soclucionar algqunos problemas
surgidos durante los procesos de fermentacién, se ha comprobado que la adicién
de algunos minerales que son usados como alimento para el buen desarrollo de las
levaduras ya que la miel contiene algunos perc en bajas concentraciones,
agregados éstos a la diluciones de la miel asi como la adicién de zumo de

algunas frutas lograndose asi inoculos de levaduras propias de las frutas. (4)



El propésito de este trabajo fue el de aislar levaduras silvestres a partir de
frutas, clasificarlas y caracterizarlas, encontrar las condiciones Optimas de
crecimiento de pH y temperatura de las cepas y por uUltimo probar la produccién
de alcohol en el proceso de fermentacién utilizando como sustrato de miel de

abeja (Aphis mellifera) para la obtenciém de vino de miel o hidromiel.

1.2. Objetivos

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue probar diversas especies de
levaduras previamente caracterizadas en la inoculacién de éstas para la
produccién de vino de miel, y de esta manera poder recomendar nuevas especies
productoras de alcohol Gtiles en los proceso de vinificacién. Otro de 1los
objetivos del trabajo fue el encontrar las condiciones 6ptimas de crecimiento de
pH y temperatura de las levaduras aisladas para de esta manera conocer Y
aplicarse en los fines deseados,

Pramover también en nuestro pais la industrializacién de nuestra produccién para

obtener beneficios econémicos e industrializacién de la miel de abeja.



II REVISION DE LITERATURA

2.1. La miel

La miel es una materia dulce, viscosa y aromitica derivada del néctar de las
plantas por la recoleccién de las abejas, modificado por ellas para alimento en
un liquido denso y finalmente almacenado por ellas en sus panales; de reaccién
4cida, l1liquida en sus condiciones originales pero que frecuentemente llega a
cristalizar; se compone principalmente de dos azucares simples, dextrosa y
levulosa; ocasionalmentse contiene carbohidratos complejos, predominando
frecuentemente la levulosa Yy siempre gque no sSea modificada por las
manipulaciones del hombre contiene materias minerales, materiales colorantes
vegetaies e incluye granos de polen. (17)

Uno de los grandes problemas que aquejan al apicultor es la caida del precio de
la miel en nuestro pais y en algunos otros, la caida fue vertiginosa casi
vertical en relacién a los demas productos tanto de primera necesidad como
también los de lujo, es preciso dejar claro que el precio en grandes partidas no
el precio en frascos o envases en la tienda. (20)

La produccién y riqueza del néctar varia con la clase de plantas y hasta para la
misma planta con las condiciones en que se desarrolla, denominamos plantas
meliferas generalmente a aquellas que son de utilidad al apicultor por su buena
produccién de néctar, pero en rigor esta denominacién es algo equivoca ya que
los vegetales no secretan miel sino néctar. (18)

Debido a su contenido de azucares simples, la miel es una excelente fuente de
energia. Puede considerarse como un buen alimento tanto para nifios como para

adultos.



2.1.1. Composicién quimica de la miel

Por lo que respecta : al color, arocma y sabor, hay muchisimas variacicnes en las
mieles; esta circunstancia depende principalmente de 1las clases de flores
utilizadas por las abejas en la recolecciétn del néctar. Los distintos tipos de
mieles presentan caracteristicas distintas en su composicién fisica y en su
comportamiento quimico. Si bien la variacién en sabor y aroma constituyen en
ciertoc modo, una ventaja porque puede satisfacerse el gusto diverso de los
consumidores, la diferencia en el comportamiento quimico significa dificultades
en su seleccién, para obtener los resultados buscados en las distintas
aplicaciones industriales.

La cos-nposicién quimica de la miel es muy variada segin los distintos tipos.
Especialmente debe considerarse la wvariacién del porcentaje de humedad que
muchas veces depende de que se haya cosechado oportunamente. La miel esta
suficientemente madura cuando ha sido operculada en los panales por las abejas y
mejor si después de operculada ha permanecido algin tiempo en la colmena. La
gravedad especifica de una sustancia es la relacién que existe entre su peso y
el peso del mismo volumen de agua. Un decimetro cubico de agua o sea un litro,
pesa 1,000 gramos; un litro de miel debe pesar, 1,412.9% g y esta es la gravedad
especifica sefialada como aceptable para las mieles de grados A,B y fijada como
norma por la Administracién de Drogas y Alimentos puros de 1los Estados

Unidos. (18)



El cuadro 1 nos muestra en términos generales, cuales son los componentes de la
miel de abeja.
Cuadro 1

ANALIEIS QUIMICO DE LA MIEL

LevuloSa ...cccvccarcacsnnansacanss esss 21,00 %
GlucOSA ...cucesccssacnans ¢ d e R .. 34.00 %
Sacarosa ........ GETE Bl momen: B S E B eenmeas 1.90 %
Dextrina ......... s WTRTA W R § R &N ¥ saes 1.80 %
CONAZAS wu wwiw ¢ wivie wiwis wiale » Wi & ¥ © SR & ST & 8 .18 &
Proteinas....coosve-=. tesmsmmsasnasasaa .30 §
Nitrégeno ........ e wimse siete m Wi acee - eieinie .04 ¢
Acido .. .iecevacicaas Sim & Fm w mm il BEE @ .10 &
Humedad ......... TR W W A T @ e e e e . 17.00 §
Otros materiales .......cccccasas se==. 3.68 §
(21)

La dextrosa y levulosa son los principales azicares de la miel, sin embargo sen
Europa, Estados Unidos y Japén han encontrado por lo menos 12 azicares mas, a
saber maltosa, isomaltosa, turanosa, maltulosa, nigerosa, kojibiosa, leucrosa,
melezitosa, erlosa, kestosa, rafinosa, dextrantriosa. La mayor parte de los
azticares probablemente no se hayan en el néctar, sino que se originan debido ya
sea a la accién enzimatica, durante la maduracién de la miel © por accién
quimica durante el almacenamiento en la mezcla concentrada. (18)

Los &cidos aunque casi insignificantes desde el punto de vista del peso tienen
un efecto pronunciado en el sabor. Son también de la excelente resistencia de
la miel hacia los microorganismos, lo= principales &cidos de la miel son el

&cido glucénico, citrico, malico, férmico, acético, butirico, laéctico, excalico,



succinico, tartérico, maleico, piroclutanico, pirtvico, alfa-ketoblutarico y
glicolico. (9)

La presencia de proteinas hace que la miel tenga una tensién superficial mas
baja, lo que produce una marcada tendencia a formar espuma y nata y estimula la
formacién y retencién de pequefias burbujas de aire. Los aminodcidos mAs ccmunes
son la prolina, 4cido gluténico, alanina, fenilalanina, tirosina, leucina, e

isoleucina. (21)

2.1.2. Propiedades de la miel

La miel por su alto contenido en azlicares simples resulta ser un endulzante
facil de digerir por lo que representa ser excepcional en la alimentacién de
ancianos e infantes en los cuales el sistema digestivo funciona un tanto mas
lento.

A) .-Actividad antibacteriana de la miel. Alguna vez se creyé que, puesto que la
leche puede ser productora de algunas enfermedades, la miel podria igualmente
serlo. Hace algunos afios se traté de corroborar esta idea agregandc nueve
bacterias patdSgenas comunes a la miel, todas murieron en unas cuantas horas o
dias. La miel no es un medioc conveniente para las bacterias por dos razones: es
bastante &4cida y contiene bastante azicar para que puedan desarrollarse las
bacterias.

B) .-Valores alimenticios de la miel. Como alimento carbohidratado, 1la miel
resulta sumamente apetitosa y agradable al paladar. Sus sabores caracteristicos
no pueden encontrarse en ninguna otra parte. Sus azicares son en gran medida,

los aziucares simples de facil digestion similares a los de muchas frutas . (18)



2.1.3. Uscs de la miel

La miel tiene prActicamente poco uso como edulcorante por su elevado costo en
relacién a otros endulzantes limitandose mucho su wusc en la industria
alimentaria empleandose en pequefla escala en yogur con cereales, pastelerias y
confiteria; en la industria farmacéutico o medicina también tiene uso la miel de

abeja pero un tanto limitados. (14)

2.2. Levaduras

El hombre viene sirviendose de las levaduras desde hace muchos siglos para
fermentar zumos de frutas, para esponjar el pan y para hacer sabrosos y
nutritivos ciertos alimentos. Las levaduras esta&n muy difundidas en la
naturaleza, se encuentran en las frutas, 1los granos y otros materiales

nutritivos que contienen azidcar, asi como en el mismo suelo. (20)

2.2.1. Morfologia de las levaduras

a) forma )

Las levaduras presentan formas muy variadas desde las esféricas. ovoides y
elipsoidales, la forma aunque variada es caracteristica para clasificarlas.
b) Tamabo

También el tamafio varia muchc en las levaduras, pero puede medir entre 1 a 5

micras de ancho por 5 a 30 micras o més de longitud.



2.2.2. Reproduccién de las levaduras

a) Gemacidn

La reproduccién més comin en las levaduras es la gemacidén, proceso asexual en el
cual la célula progenitora emite un conducto tubular desde la vacuola nuclear
hacia un punto periférico préoximo a la misma. La célula madura puede producir
por gemacién durante el curso de su wvida un promedio de 24 generaciones de

células hijas.

b) Esporulacida

Reproduccién sexual de las levaduras "verdaderas"™. El asca contiene las esporas
de la célula y por lo general contiens de una a cuatro esporas pero aveces su
namero es de ocho o mas. Las esporas se producen por divisiétn sucesiva del
micleo; cada nicleo asi formado se rodea de material citoplasmitico, y después

por la pared celular.

c) Fisiém binaria
La fisién binaria, tipo de reproduccién vegetativa o asexual en el cual las
levaduras aumentan de tamafic o se alargan, el micleo se divide y se originan dos

nuevas células semejantes.

d) Gemaciém y Fisién combinadas
Esta modalidad de reproduccién de las levaduras se denomina gemiparidad y es

intermedia entre la gemacién y la fisién binaria que se ha descrito antes.



2.2.3. Fisiologia de las levaduras

La formacién de algunos productos como alcohol, #&cidos, esteres, glicerina y
aldehidos es de importancia practica en microbiologia.

Las levaduras crecen dentro de un amplio intervalo de temperatura, de 0 a 47
°C; sin embargo algunas no crecen por encima de los 15 °C, el 6ptimo para la
mayor parte es de 20 a 30 °C, las variedades patégenas crecen bien entre los 30
y 37 °C. La tolerancia &cida varia segin la especie o la raza entre un pH de

2.2. y 8.0

2.2.4. lLeavaduras patSgenas

Existen algunas especies que pueden causar enfermedades en plantas y animales,
la mas importante en vegetales es Nematospora coryli. La causa mads comin en
enfermedades por levaduras en el hombre es la Candida albicans, que produce con
frecuencia infeccicnes de la piel, ufias y mucosa, el Criptoccus neoformnas,

causa una infeccién sistemica grave que afecta el cerebro y meninges. (20)

2.3. Hidromiel

El hidromiel e= wvino de miel, hecho cuando la miel es diluida y puesta a
fermentar. El hidromiel es la primer bebida alcholica hecha por el hombre.
Antiguamente los hombres en Europa y Africa, no contaban con azlcar y
relativamente pocas frutas. La miel no solamente fue de primordial importancia
como endulzante, pero si fue de las pocas cosas de las cuales se pudo hacer una
bebida alcholica, el hidromiel.

Otras denominaciones para el vino de miel o hidromiel son mead y mele. (19)



2.3.1.- Elaboracién del hidromiel

Existen muchas técnicas para la elaboracién en cuanto a la adicién de zumo de
frutas, especiado o adicién de especias, enriquecimiento con minerales, etc.
pero todos los métodos se basan en el mismo principio, en el cual las levaduras
atacan el azidcar resultando dioxido de carbono y alcohol.

La miel diluida en agua y colocada en un sitioc a determinada temperatura
adicionando previamente nutrientes fdtiles para las levaduras para un mejor
crecimiento, desarrollc y por consecuencia una mayor formacién de producto
(alcohol), el proceso de la fermentaciétm dura aproximadamente 3 semanas bajo

condiciones de buen manejo. (3)

2.3.2.- Efecto del pH y temperatura

El jugo de frutas y los vinos son soluciones &cidas, tienen un rango de pH de 3
a 4, la acidez poseé un efecto selectivo, el pH bajo, propicia la fermentacién
malolactica; por lo que es importante manejar rangos de acidez en procesos de
vinificacién bajos.

En tanto a la temperatura se sabe que a mayores temperaturas superiores a 25 °C,
la transformacién seré4 mas répida pero aunado a ello se producen sabores no muy
dese@ables; por lo tanto las temperaturas 6ptimas para la fermentacién se situan
entre 20 y 25 °C a sabiendas que la transformacién es lenta a 15 °C y 30 °C y

ademés puede ser impedida a los 30 °C. (7)

10



2.3.3. Accidn de las levaduras.

lLas levaduras osmofilicas llamadas asi porque viven en soluciones con alta
presién osmotica, tales como la miel, no crecen en soluciones de 30% de azucar;
por lo que es necesaric diluir la miel en agua para facilitar su accién
reduciendo hasta 19% de azucar la miel aproximadamente.

En los diversos medios existen levaduras tutiles y levaduras perjudiciales;
Saccharomyces oviformis es capaz de alcanzar un alto grado de alcohol,
Saccharomyces rosei no alcanza cantidades apreciables de acidez wvolatil,

Saccharomyces pobe tiene la propiedad de hacer desaparecer el Aacido malico y

desacidificar el mosto.

La Candida mycoderma acompafiada de Pichia sp hacen florecer los vinos, éstas se

encuentran en gran cantidad en bodega de vinos. (13)

11



IIT MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizé en la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn, en las instalaciones del Laboratorio de Bromatologia y
Fitopologia; asi como en o1 Laboratorio de Microbiologia de suelos de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas.

La duracién aproximada del trabajo fue de 10 meses iniciandose en septiembre de
1991 y concluyendo en junio de 1952.

Como objetivo principal de este trabajo fue el aislar diversas especies de
levaduras silvestres, obtenidas de diversas frutas; identificacién de género y
especie, condiciones 6ptimas de pH y temperatura para su crecimiento y pruebas
para fermentacién de miel de abeja para la obtencién de vino de miel.

Parte del material y equipo empleado en @l desarrollo de esta investigacién fue:
matraces erlenmeyer de 250 ml, vasos de precipitado, matraces modificados
(materiales erlenmeyer de 500 ml provistos de tubo de ensayo) cubre objetos,
tubos de ensayo con y sin rosca, asa bacterioldgica, tubo hueco de vidrio pyrex,
manguera, tapones de hule, galones de vidrio oscuro, termémetros, potenciémetro,
espectofotémetro, sequoia ajustado a 600 nm, refractémetro manual, incubadora,
estufa, autoclave, balanzas granatorias y analiticas, microscopios autoclave,
densimetro, alcoholimetro, medio de cultivo selectivos, aceite mineral,
reactivos diversos (Se especifica en el contexto), frutas diversas, levadura

comercial para pan y cerveza.



3.1. Aislamiento

En la obtenciétn de las levaduras silvestres, se macerré la fruta de la cual
fueron aisladas, usandose durazno (Prunus persica) y melén (Cucumis melo), el
jugo obtenido fue recoclectado en un matraz al cual se le adiciond un 20% de
azicar como fuente de energia para asegurar un crecimiento exitoso de las
levaduras, se dejé en fermentacién durante 2 semanas y se tomé .1 ml de cada
muestra para inocularse en tubos durham con ymb (extracto de malta 3 g.,
extracto de levadura 3 g, peptona 5 g, glucosa 10 g, agua destilada 1000 ml),
adicionando 2 mg/lt. de penicilina, 3 % v/v de etanol a un pH de 4.5, después
Sse incubbé a 25 °C por 24 hr y de los tubos que presentaron mejor produccién de
gas se realizaron resiembras a cajas petri con YMA (extracto de malta 3 g,
extracto de levadura 3 g, peptona 5 g, glucosa 10 g, agar-agar 23 g, agua
destilada 1000 ml), se ajusté el pH a 4.5. y se incub6 a 25 °C por 24 hr. De
las colonias observadas a simple vista las cuales tenian caracteristicas
morfolégicas de las levaduras se efectuaron resiembras por estria en 3 planos,

hasta obtener colonias puras.

3.2. Identificacidm

Para identificar las levaduras obtenidas se basé en los trabajos de Lodder et al

(1970), cultivadas en el medio de cultivo YMA.
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3.2.1. Caracteristica morfolégicas

Be realizaron tincicnes simples y observaciones bajo microscopio con el fin de

clasificar y reconocer en base a su morfologia.

3.2.2. Caracteristicas del cultivo microbiano

a) Formaciém de pelicula en medio liquido.
La siembra de cada una de las cepas, se realiza en medio liquido (YMB) contenido
en tubos con rosca e incubadoras a 25 °C durante 24 hr para observar formacién
de pelicula en el medio.

b) Formacién de sedimento en medio liquido
En esta prueba se realizaron los mismos pasos que la antericer.

c) Formacién de anillo
Para observar si forman anillo o no, se realizé también siembra en YMB igual que

las dos anteriores.

3.2.3. Caracteristicas reproductivas

a) Formacién de pseudomicelio
Diversos medios de cultivo se emplearon para asegurar la formacién de esta
estructura si son conformadas las cepas, empleando entre ellos el agar-jugo de
tomate (VB) recomendado por Lodder et al (1970), el cual esta formado por 250 ml
de jugo Campbell's (previamente filtrado), 3.75 g de carbohidrato de calcio y
23 g de agar-agar por cada 1000 ml de agua y el medio de cultivo YMA, sembrando
cada una de las cepas en placas de Delmateus e incubando durante 5 dias para

posteriormente realizar la observacién.
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b) Formacién de Ascosporas
De igual manera se prepararon diferentes medios de cultivo formadores de ascas;
entre ellos el VB, acetatc de sodio recomendadc por salle (1942) que est4
constitﬁido por 5 g de acetato de sodio, 10 g de cloruro de calcio, 23 g de
agar-agar y 1000 ml de agua destilada, Gorodkowa recomendado por Lodder et al
(1970), el cual obtiene 10 g extracto de carne, 5 g de cloruro de sodio, 25 g de
glucosa, 23 g de agar-agar y 1000 ml de agua destilada, Mc Clary's recomendado
por Salle 1543 conteniendo 0.25 g, 1.8 g de cloruro de potasio 8.2 g de acetato
de sodio, 1 g de glucosa, 23 g de agar-agar y 1000 ml de agua, Corn-meal-agar
por cada 1000 ml de agua destilada. Las cepas fueron sembradas por estria en 3
planos en cada uno de los medios y posteriormente pasadas a incubacién a 35 °C
por 21 dias tiempo razonable para la formacién de ascosporas, después la

visibilidad de las esporas en el microscopio.

3.2.4. Caracteristicas Fisiolégicas

3.2.4.1. Fermentacién de aztcares

En la realizaci6on de esta prueba se eligié un medio basal al cual se le afiadié
azul de bromotimol para que cambie a un verde tenue en pH de 7.5 ml del medio
fueron adicionados 2 tubos durham previamente esterilizados afiadiendose 1 ml
esterilizado por filtracién de 5% del azGcar en prueba, posteriormente se
inoculé con la cepa de estudio e incubandose a 25 °C por 12 dias para observar

la produccion de gas (Wickerham et al 1943).
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3.2.4.2. Asimilacién de compuestos de carbono

El mismo procedimiento fue utilizado para la prueba de asimilacién de compuestos
de carbonc en un medio basal diferente, fueron adicionado= los compuestos de
carbono que se describen mé&s adelante, el tiempo de incubacién fue de 10 dias a
25 °C, dando resultado positivo aquellas cepas que presentaron crecimiento en
este tiempo (Beijerinck 1889).
La composicién de los medios basales es la siguiente:

a) Fermentacién de azGocares
Fosfato el medio basal para esta prueba fue 0.1 g de fosfato de amonio y 1000 ml
de agua destilada.

b) Asimilacion de compuestos de carbono
El medio basal para la asimilacién de compuestos de carbono esté constituido por
0.1 g de fosfato monopotasico, 0.5 g de sulfato de magnesio, 0.5 g de sulfato de
amonio, 5.0 mg de A&cido aspartico, 5.0 mg de asparagina, 5.0 mg de riboflavina y

1000 ml de agua destilada.

3.3. Detemminacién de condiciones Sptimas de orecimiento.

El determinar las condiciones éptimas de crecimiento de las levaduras aisladas
tanto de temperatura como del pH nos sirvié para calcular los tiempos de
generacién de las mismas, empleandose en ambos casos los matraces modificados y
realizando lecturas de absorbancia en intervalos de tiempo en el
espectofotémetro. Los inoculos fueron preparados desde un dia anterior en tubos
con rosca conteniendo como medio de cultivo el YMB e incubandose a 25 °c

durante 24 hr. (16}
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3.3.1. Optimizacién del pH

El primer parémetro determinado fue el pH 6ptimo por considerarse este 6ptimo el
que seria ajustado al determinarse la temperatura ¢ptima, se prepararon los
matraces previamente esterilizados, cada uno con 8 ml de YMB a diferentes pH's
3.5, 4.0, 4.5, 5.6, 5.5, 6.0, 6.5, e inoculando con 2 ml del cultivo en
estudio, cada matraz con su respectivo duplicadec para hacer més representativo
el resultado, se incubaron a una temperatura de 30 °C, se emplearon tiempo de

lectura o medicién de 30 min, durante 6 1/2 hr aproximadamente.

3.3.2. coptimizacibén de la temperatura

Una vez conocido el pH 6ptimo de cada cepa se ajust6d a éste el medio de cultivo

antes de ser inoculado asegurando con ello la no interaccién del pH en el

craecimiento, las temperaturas que sSe probaron fueron 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30

°c, 35 °C, 40 °C, 45 °C, de igual forma que el proceso anterior.
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Se empleé la siguiente férmula para determinar los tiempos de generacién de cada

cepa:

K= -|ani_|mag

tg (tf-to) (0.301)

K=Es la constante de crecimiento (No. de duplicaciones por minuto)

tg= Constante de la velocidad de crecimiento instanténeo (tiempo de generaciémn o
duplicacién)

Af= Es la lectura de absorbancia final del intervalo

Ao= Es la lectura de absorbancia inicial del intervalo

(tf-to)= E= la diferencia de tiempo entre las dos lecturas

Smith y Brock 1989

3.4. Elaboracién del vino

BEs preciso esterilizar el material y sustrato antes de ser adicionado el inoculo
para tener plena seguridad que las levaduras inoculadas serin 1las tGnicas
responsables de la fermentacién de tal forma que los galones empleados como
fermentadores, asi como las vAlvulas de escape de CO2 y el mosto fueron

esterilizados y pasteurizados previamente.
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3.4.1. Preparacién del inoculo

Las cepas aisladas e identificadas fueron activadas en medio YMB e incubadas a
30 °C por 24 hr, posteriormente se tomaron 20 ml de este inoculo para ser
transferido a matraces también con medio liquido de 300 ml e incubandose también
por 24 hr a 30 °C, una vez transcurrido este tiempo el inoculo quedé listo para
ser usado en el mosto.

Para el caso del uso de las levaduras comerciales, por tratarse de cultivo
liofilizados unicamente fueron diluidos previamente en agua estéril para
reactivarlos y posteriormente se siguié el mismo procedimiento para la siembra

en medio liquido (YMA).

3.4.2. Preparacién del substrato

Primeramente se mezcld la miel con el agua hasta diluir completamente y
calentando la mezcla a 60 °C, durante 15 minutos a fin de precipitar la
proteina y destruir los microorganismos presentes, una vez enfriada se adicioné
fosfato de amonio, urea y crémor téartaro, cabe mencionar que la mezcla se
preparé en base a 1.6 k de miel por cada 4.5 1 de agua y 4 g de cada uno de los
nutrientes antes mencionados, posteriormente se ajusté el pH de la solucién a

4.5 con una mezcla de &cido tértarico y acido citrico. (19)
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3.4.3. Fermentacién

Después de envasd en galones provistos con vélvulas acondicicnadas para la
fermentacidén y colocados para controlar la temperatura, se dejaron en reposo

durante 21 dias hasta terminar la fermentacién (fig. No. 1,Pag 21).

3.4.4. Obtencién del wvino

Una vez terminada la fermentacién se colocd en refrigeracién, realizando
previamente un trasiego y filtrado del producto con el fin de precipitar y
purificar el producto, nuevamente se realizé un trasiego para mejorar 1la

limpidez del vino.

3.4.5. Andlisis del vino

Al producto terminado se le realizaron algunos analisis de evaluacién como
medicién del contenido de alcohol (Ver fig. 2,Pag. 22), acidez total, pH, grados
brix y algunas pruebas sensoriales como aroma, color, limpidez, amargor, dulzor

y astringencia.

3.5. Conservacién de las levaduras

Los métodos empleados para la conservacién de las levaduras son los denominados

de corto tiempo Gherna, et al 1984. Los cultivos de las cepas deben de

mantenerse integramente puros minimamente durante su investigacién.
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Fig.1 Fermentador rustico provisto de
valvula de seguridad.
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Fig . 2 Medicién grados de alcohol
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3.5.1. Subcultives

Se emplearon transferencias periédicas a medios frescos en tubos de YMA
inclinado y almacenados de 3 a 5 °C, para su conservacién. La transferencia

se realizd mentalmente.

3.5.2. Inmersién en aceite mineral

Se esterilizé el aceite mineral grade medicinal con gravedad especifica entre
0.865 a 0.890 en horno a 170 °C durante 2 h. Por otro lado se preparé el medio
de cultivo en tubos con YMA inclinado y se sembré el cultivo hasta obtener el
crecimiento, enseguida fue adicionado el aceite mineral previamente esterilizado
2 °C arriba del extremo superior del medioc para prevenir la actividad
metabolismo de las levaduras, asi como la deshidratacién y contaminacién del

medio.

3.5.3. Secado
a) 8Buelo

Este método es 6Gtil en microorganismos formados de esporas, se estaerilizé el
suelo contenido en frascos por otro lado se activé la cepa de interés en YMB Yy
mezcladores en leche descremada dilulida al 20% previamente esterilizada a 76
°C durante 20 m, de esta solucién en los microorganismos y sus esporas se
humedecié ligeramente el suelo y posteriormente fue llevado a un desecador donde
permanecié entre 5 y 10 dias a fin de eliminar el exceso de humedad,
posteriormente se se8ll6 con tapones de hule estériles para ser conservados on

refrigeracién.
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b) Papel
El mismo procedimiento que para suelo fue el empleado para el papel, en este
caso se utilizé papel filtro cortado en pequefios cuadros antes de ser

esterilizado para su posterior inoculacién. (10)
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IV RESULTADOS

4.1.- Aislamiento

Se seleccionaron las colonias que crecieron exitosamente en el YMA inoculado con
los jugos de frutas, en funcién de caracteristicas morfolégicas, asi como
también se observé un color cremoso y en algunos casos la superficie rugosa de
cuyas células presentaron formas variadas siendo estas: esféricas, elipsocidales
y elongadas, sin duda por la edad las mismas.

Tomando de estas células cultivos puros, utilizando para esto resiembras en tres

planos para purificar dichos cultivos.

4.2.- Identificacién

4.2.1. Caracteristicas sorfolégicas

Se presentd variedad de forma, tanto en las colonias como en las células dentro
de las mismas muestras; por lo que se aislaron aquellas que presentaron mejor
crecimiento. Se emplearon denocminaciones para facilitar el trabajo, a la cepa
representativa del zumo del meldén se le denominé MiI, y a la levadura
representativa del zumo del durazno se le denominé D1. La tabla 1 (Ver Pag. 26},
muestra caracteristicas morfolégicas, fisioclégicas y de reproduccién para cada
cepa, tanto de cultivo como de las células. Los resultados nos indican que las

especies aisladas coinciden con las levaduras del género Saccharomyces spp.



Tabia No. 1 Caracterfsticas morfol6gicas de cultivo y
reproduccién de diversas cepas.

D1 M1 PRUEBA REALIZADA
Caracter(sticas morfoiégicas
Cr Cr Caracteristicas de la colonia
0 C Carateristicas de las celulas
Caracterfsticas del cultivo
- + Formacién de pelicula en medio llquido
-+ + Formacién de sedimento en medio lfquido
- - Formacién de anillo en medio liquido
Caracteristicas de reproduccién
+ - Formacién de pseudomicelio
+ (1-4) | + (1-4) |Formaci6n de ascoporas

+ Positivo + (1—4) De una a cuatro
- Negatfivo Cr Cremosa
o Ovoides C Cilindricas
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4.2.2.~ Caracteristicas del cultivo

Las caracteristicas del cultive como lo fue el crecimiento en medio liquido
(YMA), se hizo presente con las variantes descritas en la tabla 1, para el caso
de la cepa del durazno se notaron colonias cremosas con células ovales, en tanto
que para la cepa del melén se notaron también células cremosas con células
cilindricas. No se observé presencia de anillo para el caso de las dos cepa$s

analizadas.

4.2.3. Caracteristicas reproductivas

En ambos casos se observé bajo el microscopio el tipo de reproduccién asexual
por gemacién caracteristica del género Saccharomyces sp, en tanto la produccién
o formacién de pseudomicelio se noté Unicamente en la cepa del durazno (Dl) y
ausente en la cepa de melén (Ml). Las ascosporas se hicieron notar en ambos

casos encontrandose de 1 hasta 4 de forma esférica por cada asca.

4.2.4.- Caracteristicas fisioldgicas

4.2.4.1. Fermentacién de aztcares

Se emplaron los azlcares descritos en la tabla 2 y 3 (Ver Pag. 28), para
observar la fermentacién por las levaduras., Esta tabla muestra la fermentacién
de la glucosa, galactosa, sucrosa, maltosa, celobiosa, trealosa, lactosa
melobiosa, rafinosa, inulina; la fermentacién de estos azicares se observa

manifiesta en la tabla 2 Donde se observa que para D1 fue positiva la
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Tabla No. 2

Fermentaci6n de carbohidratos en durazno (D1) y mel6n (M1)

o
[t

Fermentacién del azucar

Glecosa

Galactosa

Sucrosa

Maitosa

Celobiosa

Trealosa

Lactosa

Melobiosa

Rafinosa

LI+ [+ [ [+ ]+ [+ | B

L |+ |+ |+ ]|+]+]|+

Inulina

Tabla No.3 Asimilacién de compuestos de carbono en durazno (D1) y melén (M1)

Glucosa

Galactosa

Sucrosa

||+ (+ ]|+

Maltosa

Celobiosa

+

Tréalosa

Lactosa

Melobiosa

-+

Rafinosa

NE B N S W S S oy

Manitol

Rammosa

Inulins

Xilosa

Arabinosa

Inositol

+ Positivo
— Negativo
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fermentacion de glucosa, galactosa, sucrosa, maltosa, trealosa, melobiosa,
rafinosa y negativa la fermentacion de celobiosa, lactosa e inulina, en tanto
que para M1l se presento positiva la fermentacién de glucosa, galactosa, sucrosa,
trealosa y rafinosa y no presentandeo fermentacién de maltosa, celobiosa,lactosa,

melobiosa e inulina
4.2.4.2 - Asimilacion de compuestos de carbono

La tabla 3, muestra la asimilacién de los compuestos de carbono, en funcion de
su crecimiento se utilizaron los compuestos: glucosa, galactosa, sucrosa,
mgltosa, celobicsa, trealosa, lactosa, melobicsa, rafinosa, ramnosa y manitol; y
cuya asimilacién de estos compuestos se describe en la tabla 3 (Ver Pag. 28).
Donde se¢ observa positiva la asimilacion para D1 de glucosa, galactosa, sucrosa,
maltosa trealosa, melobiosa y rafinosa y no asimilando a la celobiosa, lactosa,
manitcl, ramnosa, 4inulina, xilosa, arabinosa e inositecl. Para M1l presento
positiva la prueba de asimilacién de compuestos de carbono de glucosa,
galactosa, sucrosa, trealosa y rafinosa, y negativa para la maltosacelobiosa,
lactosa, melobiosa, manitol, ramnosa, inulina, xilosa, arabinosa e inositol: por
lo cual se concluye con las pruebas bioquimicas de fermentacédn y asimilacién de
compuestos de carbono ¥y se. encuentra segin Lodder que Dl =e trata de

Saccaromyces uvarum en tanto que Ml corresponde a Saccaromyces exigus
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4.3.- Determinacién de las condicicnes Sptimas

4.3.1. Optimizacién del pH

En la figura No. 3, (pag. 31 ), se muestra la curva de crecimiento de
Saccharomyces uvarum, obtenida a partir del zumo de durazno, la cual nos muestra
un mejor crecimiento a un pH de 4.5, sin embargo la diferencia en minima a 1la
de los otros pH probadcs.

La figura No. 4, (pag. 32 ), presenta las curvas de crecimiento a diferentes
pH's evaluados para la cepa de Saccharomyces exigus, aislada del zumo de meldn,

esta figura muestra resultados similares a la anterior.

4.3.2. - Optimizacién de temperatura

Enseguida se detalla las diferentes temperaturas a las que fue evaluado el
crecimiento de la levadura de Saccharomyces uvarum, obtenida del zumo de durazno
(ver figura No. 5, pag. 33 ), la cual nos muestra que el crecimiento fue mejor a
30 °cC.

El crecimiento se dio de igual forma con buenos resultados a 30 °C para el caso
de la levadura de Saccharomyces exigus obtenida del zumo del melén (Ver Fig. 6

Pag. 34)
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Curva de Crecimiento a Diferente pH
— Saccharumyces uvarum -
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Curva de Crecimiento a Diferente pH
— Saccharomyces exigus —

0,7
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0,5
0,4}
0,3"
02
0,1
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Absorbancia
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Curva de Crecimiento a Diferente Temp.
— Saccharomyces uvarum —
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Curva de Crecimiento a Diferente Temp.
~ Sacchoromyces exigus —
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4.4.- Elaboracidn del vino

4.4.1. - Preparacién del inoculo

Para la preparacién del inoculo, ésta se realizé seqin la metodologia del Dr.

Morse, sin alguna modificacion relevante.

4.4.2.- Preparacion dal sustrato

Es importante mencionar que las mieles extaidas de las diferentes flores wvarian
en cuanto a sus caracteristicas fisicas y quimicas lo cual repercute en el sabor
final del vino principalmente en el sabor segin Morse s recomendable las mieles
de sabor suave para los procesos de vinificacion y para este estudio se empleé
la miel de abeja obtenida del néctar de las flores del mezquite por considerarse

una de las mieles mas suaves.

4.4.3.~ Fermentacidn

El término de fermentacién se alcanzé cuando la valwvula (tubo con agua}, dejé de
burbujear, lo cual se presentd entre los 20 y los 21 dias cesando completamente
el burbujeoc o desprendimiento de CO2; presentandose intensc burbujeo a partir
del Zo. dia de inoculado= los sustratos.

Se prepararon galones con sus respectivas repeticiones a fin de evitar pérdidas
por posibles contaminaciones, estos galones fueron provistos de valvulas de

seguridad para evitar la contaminacién y observar el término de la fermentacién.
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4.4.4.- Obtencién del vino

Al término de las fermentaciones se noté ligeramente turbio el contenido, por lo
cual fue necesario filtrar y refrigerar para precipitar y poder realizar

trasiego para eliminar los sedimentcs formados.

4.4.5. Andlisis del vino

El contenido de alcohol, acidez total, pH, grados brix, y densidad se exponen en
la tabla 4 (pag. 37). En cuanto a la produccién de alcohol se observa superiores
la produccién para las levaduras comerciales y en termino medio las levaduras
aisladas, la densidad se mantuvo uniforme, la acidez total se observo
ligeramente superior para el caso de las dos levaduras aisladas en tanto que
para las comerciales se vié mas baja y en cuanto la medicién de los grados brix
se observé mas azdcar en las dos levaduras aisladas y marcadamente mas baja la
concentracién en W1 como era de esperarse debido a su mAs alta conversion en

alcohol.

En cuanto al anédlisis sensorial o cata del vino de evaluaron con 10 panelistas

para observar aroma, color, limpidez, amargor, dulzor, y astringencia lo que

nos dio los resultados expuestos en la tabla 5, (pag. 37), evaluados del 1 al 5.
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Tabla 4 ANALISIS DE HIDROMIEL INOCULADAS CON DIVERSAS

ESPECIES DE LEVADURAS
Inoculo Alcohol Densidad Acidez total Grados Brix (°B)
M1 3,50 0,99 2,30 20,00
D1 4,00 0,99 2,70 18,00
W1 9,00 1,00 1,50 6,80
C1 8,50 1,00 1,70 10,50
Pl 8,50 1,00 1,70 10,80
Testigo 2,50 - 2,50 20,05
M1= Ceps de melén W1= Levedurs pers vino P1= Levadurs pars pan
Di= Cepa de durezno Cl= Levadurs pars cerveza
Tabhk § ANALISIS DE LA CATA DEL VINO DE MIEL
INOCULADO CON DIVERSAS ESPECIES DE LEVADURAS
Inoculo Aroma Cuerpo Limpidez | Dulsor | Amargor| Astringencia
M1 2 3 2 5 2 2
D1 3 2 2 4 2 1
w1 4 4 4 3 2 1
C1 3 4 4 3 1 1
P1 3 3 4 3 1 1
Testigo 2 3 2 5 5 S
(1)= Nads
(2)= Bajo
(3)= Medio
(4)= Bueno

(5)= Fuerte
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El aroma se notd en terminos generales entre medio y medianamente pronunciado
con muy bajo para el caso de Ml, en cuanto al cuerpo del vino se noto bueno
para WL y Cl en tanto para el resto de las muestras se mantuve entre bajo ¥y
medio, la limpidez fue buena unicamente para las levaduras comerciales y baja
para las aisladas, el dulzor se observé medio para las levaduras comerciales y
algo fuerte para las aisladas, el amargor se notd en terminos generales entre
bajo y nada, tnicamente para el testigo fue muy pronunciado y en cuanto a la
astringencia que es un de los defectos de los vinos se observé practicamente
nula unicamente para el caso del testigo si se dejé sentir.

Para las pruebas de fermentacién se utilizaron algunas levaduras conocidas como
fue el caso de Wickerhamia sp.(Wl), levaduras comerciales para pan (Pl) ¥y
levadura para cerveza (Cl); también se utilizé un testigo al cual no se le

adicioné ninguna levadura dejéndolo fermentar en forma natural.

4.5.- Conservacién de las levaduras

4.5.1.-Subcultivos

Este método de conservacién se empleo durante el desarrollo del experimento
tnicamente ya gque exXisten riesgos de contaminacién y alteraciétn y ademis o1
manejo constante de las levaduras puede provocar alteraciones de la cepa; por lo

que durante el trabajo se utilizé este método.

4.5.2 . - Inmersién en aceite mineral

El método de inmersién en aceite mineral se utilizé también a través del
experimento a efecto de tenerlo en reserva para posibles pérdidas o

contaminacién de las cepas en estudio, mismas que se dejaron en el cepario de la
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FAUANL para posteriores transferencias, ya que este método también es

considerado como un método de conservacién a corto plazo.

4.5.3.~- Becado

Tanto el secado en suelo como en papel se guardé para las levaduras
indentificadas, considerando gque este método de comservacién las permanece
viables e inalterables durante 1 o 2 afios, razén por la que se decidid conservar

las cepas por este método.
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V CONCLUSIONES

Del presente trabajo podemos concluir que es posible fermentar la miel de abeja
para la obtencién del vino de buena calidad diversificando la produccién de
otros vinos en las industrias vinicolas en México.

La temperatura es un factor decisivo en la produccién de sabores desagradables
en los vinos; por lo que se debe controlar estrictamente para evitar sabores
astringentes en los vinos, para este caso se acondicioné un cuarto en el cual se
pudo controlar baja la temperatura asi como la penetracion de luz que tambien
afecta en el color del vino.

La mezcla de levaduras en un proceso de fermentacién aumenta la produccién de
alcohol en el producto terminado, tal efectoc se mostré cuando se emplearon las
mezclas de levaduras comerciales obteniendo de éstas un mejor rendimiento de
alcohol durante la fermentacién, sin embargo el hecho de trabajar con levaduras
comerciales no identifidas puede provocar fermentacicnes indeseables y las
levaduras plenamente identificadas pueden ser controladas con mayor facilidad
sSus procesos.

Es muy importante controlar los factores que afectan el aroma y sabor del vino

Ya que en gran medida depende de esto la calidad del wvino.
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VIRECOMENDACIONES

El sequimiento de otras variantes en la fermentacion para la obtencion del vino
de miel puede modificar los resultados obtenidos es importante realizar algunas
variables con fines comparativos a fin de mejorar el producto final.

Es importante en cuanto a la conservacién de las cepas pasarlas a metodos de
conservacién a largo plazo como el liofilizado por ser éste unc de los mas
efiscientes y mantenerlas inalterables por mas tiempo para tener a estas cepas
viables para estudios posteriores.

Se recomienda segun la experiencia adquirida en esta investigacién aislar mas
levaduras silvestres y caracterizarlas, probar la produccién de alcohol para
cada una de ellas y seleccionar las que mayor produccién de alcohol tengan,
hacer mezclas de éstas para ser inoculadas a la miel de abeja ya que los
resultados obtenidos en cuanto a la produccién de alcohol fueron relativamente
bajos y ademas la miel es un sustrato muy rico en azlicares quedandoc gran

cantidad de éstos sin desdoblar a alcohol.



VII RESUMEN

Se realizé el aisalmiento y caracterizaciém de las 1levaduras silvestres
obtenidas de durazno y de melon empleandose como caldo nutritivo el YMA
presentandose buen crecimiento de levaduras, las levaduras caracterizadas e
identificadas pertenecen al genero Saccharomyces sp. lo cual indica que las
levaduras pertenecientes a este generc son las mas abundantes en las frutas
analizadas.

Con fines comparativos de produccién de alcohol empleando como sustrato la miel
de abeja diluida y fortificada con minerales para la obtencion de vino de miel
se emplearon levaduras liofilizadas para la produccién de vino, pan y cerveza
las cuales observadas bajo el microscopio presentaron formas muy variadas de las
colonias y células de lo que se dedujo que se trataba de mezclas de wvarias
especies; sin embargo éstas fueron las que mejor produccién de alcohol tuvieron.
El vino obtenido en general puede apreciarse de sabor dulce lo cual indica que
el proceso de fermentacién de los azlcares quedé inconcluso, existiendo aun

azdcares residuales.
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