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RESUMEN

La miel es muy reconocida por sus beneficios y propiedades, por otro lado, el
polen es considerado como un suplemento muy completo, rico en aminoacidos
y otros compuestos, sin embargo, estas materias primas no han sido explotadas
correctamente para su crecimiento e industrializacion ya que habido muy poca
dinamizacion en el sector apicola, lo que incurre en una escasa cartera de
productos a partir de miel y polen. Es por lo anterior que en la presente
investigacion se pretende obtener un producto estandarizado conocido como
vinagre, donde se utilizd miel de abeja (Apis Mellifera) como fuente de carbono
y polen como suplemento, dicho producto se llevo a cabo en dos etapas de
experimentacion. La primera etapa conocida como Fermentacion alcohdlica de
los azucares, propios de la miel y la segunda fermentacion acética, enfocada en
una fermentacién oxidativa del alcohol obtenido, mediante cultivo sumergido.
Previo a esto se realizo la caracterizacion fisicoquimica del sustrato miel y polen,
determinando condiciones adecuadas para la fermentacion alcohdlica y acética.
Se utilizé un disefio completamente al azar AXBxC considerando 2 niveles en
factores como Temperatura °C, 24- 30; °Brix 23-24 y cantidad de suplemento
0% -1.5% para las dos fermentaciones, con 8 tratamientos y 3 repeticiones dando
un total de 24 unidades experimentales. Ademas, se evalu6 el contenido de
antioxidantes y polifenoles del producto final por el método FRAP. Los datos
fueron analizados estadisticamente donde se midieron variables de tiempo (h) y
productividad (g/L.h) para la fermentacion alcohdlica y acética, dando como
mejor tratamiento T5 con: Temperatura 30 °C, °Brix 22 y polen 30g, ya que
permitid una velocidad de fermentacién adecuada principalmente para la
alcohdlica logrando que el proceso se lleve a cabo en tan solo 7 dias, con una
productividad alta de 0,41g/Lh. Ademaéas, de cumplir los requisitos
Fisicoquimicos establecidos por la norma ecuatoriana, el producto final logro

tener una concentracion alta y rica en antioxidantes y polifenoles totales.

Palabras claves: miel, polen, vinagre, fermentacién alcohodlica, fermentacién

acetica, temperatura, tiempo, productividad.



SUMMARY

Honey is well known for its benefits and properties, on the other hand, pollen is
considered a very complete supplement, rich in amino acids and other
compounds, however, these raw materials have not been properly exploited for
growth and industrialization since there was very little dynamism in the
beekeeping sector, which incurs in a scarce portfolio of products from honey and
pollen. It is for the above that in the present investigation it is intended to obtain
a standardized product known as vinegar, where bee honey (Apis Mellifera) was
extracted as a carbon source and pollen as a supplement, this product was carried
out in two stages of experimentation. The first stage known as alcoholic
fermentation of sugars, typical of honey and the second acetic fermentation,
focused on an oxidative fermentation of the alcohol obtained, through
submerged culture. Prior to this, the physicochemical characterization of the
honey and pollen substrate was carried out, determining the appropriate
conditions for alcoholic and acetic fermentation. A completely randomized
AXxBXC design was acquired considering 2 levels in factors such as Temperature
°C, 24-30: °Brix 23-24 and amount of supplement 0% -1.5% for the two
fermentations, with 8 treatments and 3 repetitions giving a total of 24
experimental units. In addition, the content of antioxidants and polyphenols of
the final product was evaluated by the FRAP method. The data were statistically
analyzed where variables of time (h) and productivity (g/L.h) were measured for
alcoholic and acetic fermentation, giving T5 as the best treatment with:
Temperature 30 °C, °Brix 22 and pollen 30g, since it allowed a suitable
fermentation speed mainly for alcohol, making the process complete in just 7
days, with a high productivity of 0.41g/Lh. In addition, meeting the
physicochemical requirements established by the Ecuadorian standard, the final
product managed to have a high concentration rich in antioxidants and total
polyphenols.

Keywords: honey, pollen, vinegar, alcoholic fermentation, acetic fermentation,

temperature, time, productivity.



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. PROBLEMA

Ecuador se cataloga como un pais privilegiado por su ventaja climatica apto
para la produccion de miel de abeja. Segin (LIDERES, 2018) menciona que
la productividad apicola alcanza, en promedio 10.2 kilogramos de miel por
colmena, generando alrededorde 161.36 t/afio, situandose la mayor cantidad
en la provincia de Pichincha con un 22.8%, (Vivas, 2015) siendo asi una de
las provincias de mayor produccién conformada por La Asociacion de

Apicultores de Pichincha (Adapi).

Sin embargo, dicha cantidad es baja debido a que el sector apicola nacional no
ha sido correctamente explotado para su crecimiento e industrializacion, asi
como también para la elaboracion de sus productos derivados, lo que ha
incurrido en un déficit en el mercado de dichos productos. Segun (Vivanco et
al., 2020) mencionan que todavia falta potencializar subproductos tales como
la apitoxina, polen, jalea real entre otros. Por otro lado, (Currian, 2021) sefiala
que otras de las problematicas se extienden a la baja promocion y publicidad al
consumo de miel, pero sobre todo escasos productos derivados a partir de

miel, lo que incurre en la elaboracion de los productos ordinarios y comunes



donde ya existe demasiada competencia. A esto se puede adicionar la falta de
regularizacion de la miel la cual es importada y en ocasiones hasta falsificada o
adulterada lo que afecta de manera negativa a la produccion apicola

ecuatoriana y asi al desinterés por emprender nuevos productos.

A lo anterior expuesto se suma la falta de investigacion de los procesos, la
inexperienciaen la utilizacion de tecnologias e importacion de estas que llegan
a tener altos impuestos,limitando la industria a tecnologias tradicionales que se
manifiesta en bajos rendimientos de la produccion, falta de competitividad a
nivel internacional lo que provoca la pérdida no solo de tiempo en trabajo si
no también, sumas cuantiosas de dinero y sobre todo evita que se pueda conocer

las caracteristicas beneficiosas de este importante producto.
1.2. JUSTIFICACION.

La miel es el producto estrella de la produccion apicola, que permite la
obtencion de una serie de subproductos de alto valor agregado tales como el
polen, cera, jalea real, entre otros, mismos que hacen rentable y exitosa esta
actividad (Ayora et al., 2019).

En la presente investigacion se propone obtener vinagre utilizando la miel de
abeja como fuente de carbono y como suplemento el polen. La miel y el polen
son considerados componentes importantes en sustratos para algunos procesos
de fermentacion y pudiera brindar valor nutricional al producto final. Por otro
lado, el vinagre es un producto muy valorado en el arte culinario en paises
como Estados Unidos y gran parte de Europa por sus caracteristicas

organolépticas y propiedades (Whitley, 2014)

El vinagre en general es considerado como un producto global, econémico y
de facil produccion con muchos usos Yy variaciones que cambian

considerablemente dependiendo del mercado (Solieri & Giudici, 2009).

Es por lo anterior que se busca proponer un proceso de produccién de vinagre
con base de miel y polen el cual tiene la finalidad de ampliar la cartera de
productos de la industria apicola para lograrlo introducir al mercado

ecuatoriano ya que segun (EI Comercio, 2018)la aceptacidn de este producto en



los mercados nacionales se encuentra en crecimiento especialmente en el

campo gastronoémico.

Hoy en dia la innovacion y el emprendimiento son pilares muy importantes
para el desarrollo econémico de un pais, permitiendo, generar fuentes de
empleo. Un nuevo producto como es el vinagre de miel y polen pretende
dinamizar el mercado de los productos apicolas y su agro industrializacion a
partir de materias primas 100% naturales,procedentes de la produccion apicola

ecuatoriana.



1.3. OBJETIVOS.

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar el proceso de produccion de vinagre a partir de miel de abeja

ApisMellifera.
1.3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar los componentes fisicoquimicos del sustrato (miel de abeja
y polen).

e Evaluar los parametros de operacion en la doble fermentacion:

temperatura, °Brixy cantidad de suplemento (polen).

¢ Establecer las caracteristicas antioxidantes presentes en el producto final.

1.4. HIPOTESIS
1.4.1. HIPOTESIS NULA (HO)

Los pardmetros de temperatura y suplemento (polen) influyen en laobtencion

de los compuestos fendlicos en el producto final.
1.4.2. HIPOTESIS ALTERNATIVA (Ha)

Los pardmetros de temperatura y suplemento (polen) no influyen en la

obtencion de los compuestos fendlicos en el producto final.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DE LA MIEL DE ABEJA.

Segun la FAO, 2019 el mercado mundial de la miel ha experimentado grandes
cambios en los ultimos afios ya que se ha vuelto mas sensible a las condiciones
de calidad e inocuidad del producto transado, es asi como los principales paises
productores de miel anivel mundial son China, Turquia, Argentina, Iran y

Estados Unidos.

Ademas, en relacion con la demanda mundial de miel, Estados Unidos, fue
considerado como el mayor comprador de miel con un 24.4%, Alemania con

el 12.9%, seguido de Japén, Francia, Reino Unido y China.

Por otro lado, en cuanto al produccion nacional de miel en el Ecuador segun
(Vivanco et al., 2020) al ser un pais privilegiado por su clima es considerado
como un lugar adecuadopara la dptima produccion de miel. Sin embargo, el
sector apicola nacional no ha obtenidola atencion necesaria para su crecimiento
e industrializacién. Esta desatencion por pate del gobierno no le ha permitido
su desarrollo total, Segun el Programa Nacional Agrocalidad, este sector no ha

sido correctamente explotado a pesar de contar con los recursos necesarios



para hacerlo, lo que ha provocado un déficit en el mercado con una demanda

insatisfecha de productos apicolas (MAG, 2018).

La miel ha sido utilizada en la antigiiedad por su valor nutritivo y medicinal,
sus beneficios se conocen hace miles de afos, por lo que su aprovechamiento
se remonta a tiempos prehistoricos, la primera referencia escrita aparece en
una tabla Sumeria y data del afio 2100-2000 A.C, donde la miel se usaba como
medicamento y como unguento (Currian, 2021).Los antepasados se nutrian de

la miel, recolectandola directamente de las colmenas silvestres o naturales.

La apicultura conocida como la técnica de criar y sacar provecho de las abejas,
es posterior y data del Neolitico, en los comienzos de la agricultura. La
civilizacion egipciaotorgo a la miel una gran importancia como alimento,

medicamento y bebida (hidromiel) (Cuevas et al., 2021).

Por otro lado, se considera a la miel como una fuente muy rica en azlcares
entre el 70- 80% (p/p), principalmente constituida por sacarosa, fructosa y
glucosa, proporciones quedependen del origen botanico del néctar recolectado
por las abejas. (Solieri & Giudici, 2009)

Cuando las abejas cosechan néctar, se almacena en sus estomagos de miel,
separados de su estdbmago normal. El néctar se mezcla con enzimas que
descomponen los azlcares masgrandes, como la sacarosa, en los azicares mas

pequefios, glucosa y fructosa (Encolmena, 2017).
2.1.1. Composicion quimica de la miel.

La miel estd compuesta mayormente por los azlcares glucosa y fructosa los

componentesmayoritarios reportados se encuentran en la Tabla 1



Tabla 1: Composicion quimica de la miel.

Componente % (VIv)

Glucosa 31.0

Fructosa 38.2
Sacarosa 1.5
Maltosa 7.2
Carbohidratos trisacaridos 4.2

Humedad/Agua 17.1
Vitaminas, minerales y enzimas 0.5

Fuente: (Encolmena, 2017)

2.1.2. Tipos de miel.

Existe una gran variedad o clases de miel, segin la procedencia de la flor o

arbusto y recoleccion.

Monofloral: predominio del néctar de una especie. Las mas usuales son de
castafio, romero, tomillo, brezo, naranjo o azahar, tilo, acacia, eucalipto,

lavanda o cantueso, zarzamora, alfalfa, etcétera.

Multifloral (mil flores): del néctar de varias especies vegetales diferentes, y en

proporciones muy variables.

De lasierra o de montafia, y del desierto (varadulce, mezquite, gatun), que son

tipos especiales de mil flores (Prior, 1981).



2.1.3. Requisitos fisicos y quimicos en miel

Se puede describir la calidad de la miel de muchas maneras, pero existen unos

criterios de calidad que son aplicables a todas las mieles segun la Norma INEN:

La miel debe presentar un color, aroma u olor caracteristicos de su
origenbotanico. La miel no debe contener ningun ingrediente adicional,
ni aditivos alimentarios, conforme con NTE INEN-CODEX 192.

La miel no debe contener ningn material extrafio o sabor, aroma u olor
objetables que hayan sido absorbidos durante su procesamiento y

almacenamiento.

La miel de abejas de Apis mellifera no debe fermentar o producir

efervescencia.

No se debe utilizar tratamientos quimicos o bioquimicos para modificar

la cristalizacion /composicién de la miel (INEN 1572, 2016).

2.1.3. Valor nutritivo de la miel.

La miel al ser compuesta principalmente por hidratos de carbono como glucosa

y fructosase considera como un alimento energético de calidad.

La presencia de fructosa aporta energia a largo plazo, la que al ser
digerida es acumulada en el higado en forma de glucdgeno, siendo
liberada al organismo en la medida que se requiere, favoreciendo el

funcionamiento del pancreas y protegiendo el higado.

La miel contiene, aproximadamente un 20% menos de calorias y con

mayor poderedulcorante que el azicar de mesa.

A lo largo de la historia, ha sido usada como desinfectante, debido a la
presenciade perdxido de hidrogeno producido por la enzima glucosa-
oxidasa y antioxidantes fenolicos que inhiben un amplio rango de

bacterias Gram positivasy Gram negativas (Lobos & Currian, 2021).



2.1.4. Propiedades organolépticas de la miel de abeja.

Entre las propiedades organolépticas principales de la miel se encuentra el
color, olor y sabor, mismos que son caracteristicas de la planta de la cual

procede.

El color es uno de los primeros atributos percibidos, y la propiedad optica de
mayor variabilidad. En apicultura, el color, es una de las propiedades sensoriales

atribuidas a lacalidad, origen, propiedades funcionales, entre otras.
Algunos estudios atribuyen el color a diversos factores como:

e Buenas condiciones de envejecimiento: ya que un inadecuado

almacenamiento afecta a la intensidad del color en la miel.

¢ Origen botanico, ya que altos contenidos de compuestos fendlicos y

antioxidantes contribuyen una miel mas oscura (Lobos & Currian, 2021).

A continuacion, en la Figura 1 se, indica la clasificacion de la miel respecto de
su color, La escala de colores mm Pfund es universal de la USDA

(Departamento de Agricultura de Estados Unidos) y permite clasificar las

mieles.
” " AMBAR - | o
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Figura 1: Escala de color de miel por el método de Pfund.
Fuente: Boletin INIA 2021

La miel tiene un sinfin de propiedades terapéuticas que la convierten en un

remedio natural muy eficaz frente a diversas afecciones.

A continuacion, se presentan algunas de las propiedades terapéuticas mas

relevantes:

Tonificante: La miel aporta azicares simples, ademas de sustancias con
alto valorbiologico como antioxidantes, flavonoides, carotenoides, fenoles,

enzimas, etc.



Bactericida, antiséptico y cicatrizante: La miel posee un gran poder antibiotico
y cicatrizante, por lo que ha sido utilizada desde tiempos remotos en el

tratamiento de heridas.

Mineralizarte: La miel mejora la absorcion de otros nutrientes, como es el caso

del calcioo del hierro.

Prebidtica: La miel puede ser considerada como alimento prebidtico por su
contenido enoligosacaridos, azucares de cadena media presentes en la misma,
como la melecitosa, la maltotriosa y la rafinosa, que parecen estimular el
crecimiento y la actividad de especiesde bifidobacterias que habitan en el colon
humano y que forman parte de la microflora intestinal saludable (Encolmena,
2017).

2.2. El poleny su composicion.

El polen de abeja es considerado como parte en la dieta de los seres humanos,

el cual presenta propiedades nutricionales y beneficios para la salud.

Este producto presenta en su composicion nutricional proteinas, lipidos,
azUcares, fibras,sales minerales, aminoacidos y vitaminas (S. Carpes et al.,
2007).

2.2.1. Composicion nutricional del polen de abeja.
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Tabla 2: Composicién de polen apicola % (p/p).

Componente % (p/p)
Hidratos de Carbono 13-55
Proteinas 10-40
Lipidos 1-10
Fibra bruta 0.3-2
Cenizas 2-6

Fuente:(Pascoal et al., 2014)

Tabla 3: Aminoacidos presentados como % de proteina en crudo.

Aminoécido Cantidad % (p/p)
Lisina 7.7
Isoleucina 7.0
Valina 6.9
Prolina 6.21
Fenilalanina 5.94
Arginina 5.35
Alanina 5.38
Treonina 53
Serina 4.95
Glicina 481

Tirosina 3.69



Metionina 1.17

Leucina 9.06
Histidina Menos de 1.0
Cistina Menos de 1.0
Ac. Glutamico 12.18

Ac. Aspartico 12.57

Fuente: Direccién de industria alimentaria como se cité en (Mendoza, 2014).

2.2.2 El polen en la fermentacion alcoholica.

El polen es conocido como un activador nutriente natural en la fermentacion
alcohodlica. Segun (Amores, 2018) “Afirma que este suplemento presenta
mejores y completas funcionalidades permitiendo aumentar la cantidad de
Nitrégeno Funcional Asimilable (NFA) en los mostos, mejorando asi la
cinética fermentativa, como la produccién de biomasa viable”. Por otro lado
(Roldan et al., 2011) mencionan que el polen de abeja enlos hidromiel o
aguamiel mejora la calidad sensorial (aromaética y gustativa) al tiempo que
evita las desviaciones metabdlicas de las levaduras durante la fermentacion

alcoholica.
2.2.3. Cantidad de polen e la fermentacion alcohdlica.

Segun estudios realizados indican que la adicion de polen conlleva un aumento
significativo de los niveles de nitrégeno asimilable en mostos blancos, sin
embargo, no se indican cambios significativos en la densidad, salvo para dosis
mas altas entre (10 y 20 g/L), donde hay una cierta aportacion de azucar, en el

caso de estudios preliminares con hidromiel.

De la misma manera, aquellos vinos los cuales presentan polen tienen mayor

capacidad para el incremento en las poblaciones de levaduras y no produce
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ningun tipo de alteracion en los parametros fisicos y quimicos, color de los vinos
finales por lo que presentan mejor aceptacion y caracteristicas organolépticas
(Amores, 2018)

2.2.4. Caracteristicas funcionales del polen de abeja.

Debido a su composicion nutricional el polen se utiliza como suplemento en
otros alimentos. Presenta actividad antioxidante, misma que es reconocida por
la captacion deradicales libres y la inhibicion de la peroxidacion lipidica. Dicha
actividad estd ligada a la presencia de vitaminas C, E, B carotenos y
compuestos fendlicos. Ademas, laspropiedades terapéuticas y los efectos
protectores del polen estan relacionadas con el contenido de polifenoles, los
cuales son los compuestos principales que determinan la actividad antioxidante
del polen de abejas (Aloisi & Ruppel, 2014).

2.3. VINAGRE
2.3.1. Definicién

El vinagre es uno de los condimentos mas usados en la cocina ya que
proporciona a los alimentos un sabor y un aroma particular. También se viene
usando antiguamente, tanto en la cocina como en la industria alimentaria, como
excelente conservante ya que impidela proliferacién de microorganismos,

aumentando asi la vida Gtil del alimento (Zudaire, 2003)

Segun (INEN 2296, 2013) “El vinagre es el producto liquido, apto para el
consumo humano, proveniente de la doble fermentacion alcoholica y acética

de productos alimenticios que contienen azucares y/o sustancias amilaceas”.
2.3.2. Tipos de vinagres.

Existe una extensa diversidad de materias primas de origen agricola que se
emplean parala obtencion de vinagres. En los paises mediterraneos la principal
materia prima empleadaes el vino; en otros paises donde no se cultiva la vid, se
dice que optan por la utilizacion de otras materias primas como frutas, sidra

malta, alcohol de vino, de caerles de melazasde suero de leche, miel o de arroz
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(Cerezo, 2008).

Segun (INEN 2296, 2013) los vinagres se pueden clasificar en:

Vinagre de vino: por fermentacion acética de vino
Vinagre de frutas: obtenido a partir de frutas o bayas.
Vinagre de sidra: a partir de sidra o sus piquetas.

Vinagre de alcohol: por la fermentacion acética del alcohol destilado

de origenagrario.

Vinagre de malta: elaborado sin destilacion intermedia por el
procedimiento dedoble fermentacion alcohdlica y acética a partir de
cebada malteada.

Vinagre de miel de abejas: Obtenido a partir de la miel.
Vinagre del suero de leche: obtenido a partir del suero de leche.

Anguilula del vinagre (Turbatrix aceti o Anguillula aceti). Son pequefios
nematodos dorados causantes de la fermentacion acética, que se
encuentran en elvinagre no pasteurizado, se lo conoce como madre del

vinagre.

2.3.3. Caracterizacion del vinagre.

La caracterizacion de un vinagre se basa principalmente en criterios de calidad.

Su finalidad es la proteccion de los consumidores, frente a la comercializacion

de productoscon baja calidad. Para dicha caracterizacion es necesario la

utilizacion de materiales principales como sustrato fermentativo y procesos de

acetificacion.

El primer requisito que debe cumplir el vinagre es poseer la concentracion de

acido acético para lo cual se realiza un andlisis de aminoacidos por

cromatografia gaseosa- espectrometria de masas logrando asi diferencias entre

vinagre fermentado y sintético (Cerezo, 2008).
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2.3.4. Produccion y usos.

Se considera que la produccion de vinagre es una industria pequefia en los
paises industrializados, mientras que, en paises en desarrollo, donde la
tecnologia de conservacion de alimentos es limitada, el vinagre es un agente
de preservacion importante, razon por la cual existe un gran potencial para esta
industria. Se dice gque casila mayoria de los vinagres son de origen vegetal con

excepcion de los que se producen apartir del suero de leche y miel.

Se considera al vinagre balsdmico un producto el cual posee varios usos, entre

los mas conocidos tenemos:

e Utilizado especialmente como aderezos, en platos fuertes y hasta en los

postres; lo que lo vuelve una pieza esencial en la cocina.
e Se utiliza como alifio todo tipo de carnes al carbén.

e Al tener un contenido de acido acético se caracteriza como un

compuesto bactericida.

Segun investigaciones cientificas anuncian que el vinagre ayuda la absorcion de

minerales principalmente el calcio (OKIDIARIO, 2017).
2.4, FERMENTACION ALCOHOLICA.

La fermentacion alcohdlica es considerada como una biorreaccion que permite
degradar desde fuentes de carbono hasta aminoacidos que son utilizadas por las
levaduras como (Saccharomyces cerevisiae). Dicha fermentacidn se genera por
un proceso bioldgico de fermentacion en plena ausencia de aire, originado por
la actividad de algunos microorganismos que procesan los hidratos de carbono
como glucosa, fructosa, sacarosa,el almidon etc. Para tener como productos

finales un alcohol en forma de etanol (Cruz, Hurtado, Teran, & Tomas, 2012).

La reaccion quimica que ocurre en la fermentacion alcohdlica es:
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1)

Cs H1» Og — 2C, Hs OH + 2CO»

Sacarosa Alcohol etilico Diéxido de Carbono

Ecuacion 1: Reacciéon quimica en la fermentacién alcohdlica.

2.4.1. Factores para controlar durante la fermentacion alcoholica.
o Temperatura

Segin (Gomez et al., 1997)“La temperatura influye principalmente en la
velocidad de fermentacidon y en las caracteristicas del producto final. Sin
embargo, (M. Lopez, 2007)menciona “Un aumento de temperatura excesivo
conlleva a la produccién de menos etanol y compuestos secundarios lo que
afectan a la calidad como aromas y propiedades organolépticas del producto
final. Por ello la autora menciona “Una temperatura de 24 a 27°C en miel poco
coloreada como la de trébol, puede lograr fermentaciones sin agitacion hasta
alcanzar un 12 a 13% de etanol.”

Ademas, para un buen desarrollo de la fermentacidn alcohdlica, la temperatura
debe mantenerse a valores préximos a la temperatura optima (25 °C)
permitiendo obtener hidromieles con aromas mas intensos y armoniosos,
mientras tanto (lglesias et al., 2014) mencionan que para la cepa de S.
cerevisiae, se obtienen tasas de fermentacion mas altas a temperaturas entre 20
y 30 °C, mientras que temperaturas inferiores a 15 °C se asocian con

disminuciones significativas en el rendimiento fermentativo.
e pH

Como el pH es un factor determinante en la velocidad de fermentacion, se ha
podido establecer que valores entre 3.7 y 4.6 son ideales para este proceso. La
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utilizacion de sistemas reguladores como el &cido citrico (citrato de sodio)

puede regular el pH en este intervalo (Gomez et al., 1997).
e Azucares

Los azUcares se caracterizan por ser sustancias carbonadas, los mismos que
tiene influencia sobre el alcohol que se tendra en el producto final. Para el caso
de produccion de vinos se usa azucar para llegar a un correcto

acondicionamiento de 22-23 °Brix.

Sin embargo, segun (M. LoOpez, 2007) menciona “La velocidad de
fermentacion al estar influenciada con concentracion de azUcares iniciales muy
altos (superior 200 g/lI) disminuiran la velocidad de fermentacion y a
concentraciones de azUcares en torno a los600 g/l no es posible la fermentacion

del medio”.
e Concentracion de miel.

Para las diferentes concentraciones se conoce que la miel generalmente
contiene entre un 65-75% en peso de azucares reductores (Velasques &
Goetchel, 2019).Es por ello que ladilucién debe efectuarse hasta alcanzar 12 a
30% de estos carbohidratos. A partir de estassoluciones se puede obtener un
contenido de 10 a 16% de etanol.

Segun (lglesias et al., 2014)La proporcion en que se diluye la miel determina
el tipo de hidromiel que se obtiene: la mas finaa 1:0.5 (miel: agua) y las demas
variantes a 1:1, 1:2y 1:3. Las mezclas que contienen las mayores
concentraciones de azucar (tipos 1:0.5 y1:1) se obtienen afiadiendo miel de
manera sucesiva, para evitar detener la fermentacion por presiones osmoticas

excesivas.
2.5. FERMENTACION ACETICA.

Considerada como segunda fermentacion, de la cual se obtendrd como
producto final vinagre, donde en las soluciones diluidas de etanol se llevara a
cabo la oxidacion mediante bacterias acéticas y oxigeno disuelto para

posteriormente ser transformadas en acido acético y agua.
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Segin (M. Lépez, 2007)“Menciona que la fermentacion acética es la
fermentacion bacteriana por Acetobacter, un género de bacterias aerobias, que
transforma el alcohol en &cido acético. Dichas bacterias son microorganismos
vivos que al igual que las levaduras,son sensibles a las condiciones del medio y
requieren ciertos nutrientes para su adecuadodesarrollo (Cerezo, 2008).

La reaccion que tiene lugar es:

Acetobacter Aceti (2)

C: Hs OH + O: _ CH; COOH + H20

Ecuacion 2: Reaccion quimica en la fermentacion acética.
2.5.1. Las bacterias acido-acéticas (baa) en la produccién de vinagre.

A pesar de los intentos de estandarizar el proceso de acetificacion para la
elaboracion devinagres, todavia, no hay disponible en el mercado un cultivo
iniciador de bacterias del acido acético. La falta de arrancadores puede causar
varios problemas en la produccion de vinagre y, consecuentemente, pérdidas
econdmicas. Contar con un cultivo starter fiablepodria acelerar el comienzo de la
oxidacion, asi como también, disminuir los problemas de contaminacion y los

tiempos de proceso (Gerard, 2015).
2.5.2. Métodos de acetificacion.

Las bacterias acéticas son las responsables de la fermentacion acética. El aporte
de oxigeno del que disponga determina la velocidad de acetificacion”. A

continuacion, dos métodos fundamentales en la elaboracion de vinagre:
2.5.2.1. Acetificacion con cultivo superficial.

Las bacterias acéticas se encuentran situadas en la superficie del liquido a
acetificar o bien fijadas a soportes tales como virutas. El crecimiento del cultivo
se restringe a una zona reducida del volumen a acetificar con lo cual la velocidad

de acetificacion es lenta,la produccion de escaso volumen y el coste més elevado.
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La lentitud de la acetificacion ocasiona un proceso de envejecimiento simultaneo
que favorece el desarrollo de propiedades sensoriales muy apreciadas (Cerezo,
2008).

2.5.2.2. Acetificacién con cultivo sumergido.

Las bacterias acéticas estan sumergidas libremente en el seno del liquido a
fermentar, enel que constantemente se introduce aire, en condiciones que
permitan la maxima transferencia posible desde la fase gaseosa a la fase liquida.
Asi se obtienen de forma rapida la mayoria de los vinagres que existen en el

mercado y cuyo coste de produccién es menor.

Una de las caracteristicas mas importantes de los biorreactores utilizados en
estos procesos es el sistema de aireacion. Este consta de una turbina que aspira
el aire desde elexterior y lo libera en los orificios radiales, en forma de finas
burbujas. La mezcla de aire-liquido es empujada hacia arriba y desviada por los
deflectores. Toda la masa se mantiene en un estado constante de agitacion para
evitar la formacidn de zonas de baja tension de oxigeno, que son desfavorables
para la actividad metabolica de BAA (Gullo et al., 2014).

2.5.3. Factores que influyen en la produccion de vinagre.

e Temperatura: las bacterias acéticas son viables en 28-33 °C, sin embargo,
la velocidad de fermentacion varia en funcion de la temperatura. Segun
(Balconi, 2016)menciona que la temperatura de 6ptima de fermentacién es
de 30 °C ya quepor encima de los 35 °C la actividad decrece rapidamente

y entorno a los 45 °C mueren.

e Oxigeno Disuelto: debido a que las bacterias como tal requieren oxigeno
para susupervivencia. La falta de oxigeno por tiempos cortos (3-5 min)
puede ser un riesgo y paralizar la acetificacion. Por otro lado, el un exceso
contenido de oxigeno provocard la sobre oxidacion y arrastre de los

componentes volatiles.

e Ciclos de carga y descarga: los acetificadores operan en régimen

semicontinuo realizando ciclos de carga y descarga, logrando asi que las
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bacterias acéticas impidan que se metabolice el acido acético formado,

transformandolo en COzy agua.

e Concentracion de etanol: Segun (Gerard, 2015) menciona “altas
concentraciones de etanol puede provocar un decrecimiento de BAA y
valores superiores a 50 g/L influyen de forma negativa en la velocidad de
acetificacion y por el contrario valores bajos ocasionan efectos sobre la
viabilidad celular dependiendo de la acidez del medio.

Por otro lado (M. Ldpez, 2007) menciona que el etanol debe estar en
concentraciones adecuadas para favorecer el crecimiento microbiano. Por lo que
el autor menciona que a concentraciones per encima de 40 g/L el crecimiento

microbiano se inhibe de manera considerable.
2.6. COMPUESTOS FENOLICOS EN EL VINAGRE.

Se encuentran en alimentos como vegetales, frutas, chocolates, té, café, vino y
vinagre en diferentes concentraciones. Los mostos de vino y vinagre son una rica
fuente en flavonoides y otros fenoles en la dieta humana incrementando la
capacidad antioxidante, disminuyendo asi la oxidacion de proteinas ente otros
beneficios (Rivera, 2013).

2.6.1. Antioxidantes.

Estos compuestos se encuentran presentes principalmente en especies vegetales

tales como plantas, frutas, verduras y en diferentes tipos de bebidas.

Se dice que el organismo humano posee antioxidantes enddégenos mediados por
varias enzimas como la catalasa sin embargo este mecanismo de defensa en
algunas ocasiones no es suficiente por lo que es necesario la ingestion de

antioxidantes exogenos mediantela alimentacion o en forma de suplementos.

Las plantas son fuente de compuestos con actividad antioxidante que podrian
contribuir a la proteccion del organismo frente a enfermedades degenerativas

como el cancer y otras (Echavarria et al., 2012).
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2.6.2. Antioxidantes en el vinagre.

La transformacion del mosto en vino y posteriormente en vinagre es un proceso
que se genera principalmente por levaduras y bacterias juntamente con la gran
cantidad de metabolitossecundarios asociados a los diferentes tipos de mieles,
se hacen responsables de la actividad antioxidante del producto final como

compuestos fenolicos.

Estos compuestos se encuentran presentes en las plantas de las cuales las abejas
han tomado el néctar para elaborar la miel. En algunos casos, estos pueden
estar ligados a otros ingredientes que pueden haber sido introducidos en los
mostos como frutas y extractos de hierbas aromaticas (Kahoun et al., 2008).La
gran cantidad de metabolitos secundarios asociados a los diferentes tipos de
mieles, se hacen responsables de la actividad antioxidante del producto final

como compuestos fendlicos.

Estos compuestos se encuentran presentes en las plantas de los cuales las abejas
han tomado el néctar para elaborar la miel. En algunos casos, estos pueden
estar ligados a otros ingredientes que pueden haber sido introducidos en los

mostos como frutas y extractos de hierbas aromaticas.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS.

3.1. CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO.

La presente investigacion y experimentacion se llevo a cabo en la provincia de
Imbabura,cantén Ibarra. Especificamente en los laboratorios de la Universidad
Técnica del Norte, perteneciente a la carrera de Agroindustrias, Unidades Edu-
Productivas area de Biotecnologia misma que cuenta con las siguientes

condiciones climaéticas:

Tabla 4:Condiciones Geograficas del area de experimentacion.

Condiciones climatolégicas Descripcion
Provincia Imbabura
Canton Ibarra
Parroquia El Sagrario
Altitud 2256 m.s.n.m
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Humedad relativa promedio 89.2%
Temperatura 16.3 °C

Pluviosidad 623 mm Afo

Fuente:(INHAMI, 2020)

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS.

Para el desarrollo de la fase experimental se utilizaron los siguientes materiales

expuestosen la Tabla 5:

Tabla 5: Materiales, Insumos y Equipos utilizados.

Materia prima e

) Materiales y Equipos Reactivos
insumos
Miel Balanza Solucion NaOH
ie
Papel indicador de pH Fenolftaleina

Levadura Probeta Solucion Buffer
Comercial D47. Bureta Alcohol
Acetobacter aceti Pipeta Agua destilada

Polen de abeja Pinza de doble nuez

Soporte universal

Jarra de medida
Envases de vidrio
Mangueras

Agitador

Potenciometro

Equipo de fermentacion
alcohdlica y acética

Alcoholimetro

Refractometro
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Compresor de aire

3.3. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA.

3.3.1. Caracterizacion de los componentes fisicoquimicos del sustrato (miel
de abeja y polen).

La miel y polen seleccionado para la elaboracion de vinagre a partir de miel de
abeja (Apis mellifera) se obtuvo de la ciudad de Tabacundo, canton Pedro
Moncayo, parroquia Guallaro Chico. En el sitio existe variedad de plantas nativas,
talescomo aguacate, tomillo, trébol y una gran predominancia de eucalipto,
donde las abejas realizan sus labores de recoleccion de néctar y polen para

posteriormente convertirlas en miel.

Por tal motivo la miel y polen que se utiliz6 fue de tipo multifloral con alta
predominacion de eucalipto. En la Tabla 6 se detallan las condiciones climéticas

que cuenta dicho lugar:

Tabla 6: Localizacion de la materia prima.

Condiciones Descripcion
Climatoldgicas

Provincia Pichincha
Canton Pedro Moncayo
Parroquia Tabacundo
Altitud 2877 msnm
Humedad relativa promedio 90%
Temperatura 14.1°C
Precipitacion 550.3 mm/afio
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Presion 1013.88 mbar

Fuente:(INHAMI, 2020)

La miel y polen se conservo a una temperatura de 20 °C para los respectivos
andlisis, esto con la finalidad de mantener presentes sus caracteristicas
organolépticas y evitar la prontacristalizacion y posible degradacion. En la Tabla
7 se muestra la metodologia usada para la determinacion de acidez total, pH,
contenido de azUcares, humedad; ademas de la composicién de polifenoles y
capacidad antioxidante. Mientras que en la Tabla 8 se muestra la metodologia
utilizada para el contenido de proteinas, humedad, antioxidantes y polifenoles

presentes en el polen.

Tabla 7: Variables y métodos utilizados en la caracterizacion fisicoquimica de miel.

de abeja.
Variables Unidad Norma
Humedad % NTE INEN 1632 (AOAC-
969.38)
Acidez Total meq/Kg NTE INEN 1634 (AOAC
962.19)
Contenido de azlcares °Brix NTE INEN 1633
pH -- NTE INEN 1572
Antioxidantes um Trolox/g FRAP (Oyaizu,1986)
Polifenoles totales Mg Ac. Gélico Official Methods of

Analysis AOAC

Tabla 8: Analisis fisicoquimicos para el polen de abeja.

Anélisis Unidad Norma

Humedad % Salvadorefia AOAC 17
EDICION, 2003

Proteina % Cadigo alimentario
argentino.
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Antioxidantes  um Trolox/g FRAP (Oyaizu,1986)

Polifenoles Mg Ac. Galicolg Official Methods of
totales Analysis AOAC

3.1.2. Evaluacion de parametros de operacion en la doble fermentacion:

temperatura, °Brix y cantidad de suplemento (Polen).

La evaluacion de los pardmetros de fermentacion del vinagre a partir de miel de
abeja (Apis mellifera) se realizé mediante un disefio experimentalutilizando el

programa Desing Expert que consistio en:
Disefio: DCA AxBxC

Tratamientos: 8

Repeticiones: 3

Unidades Experimentales: 24

3.3.2. Proceso de fermentacion.

Se realizd la fase experimental bajo la consideracion de (Acosta, 2012) y (Gomez
et al., 1997) donde sefialan que el proceso de fermentacion tanto alcohdlica como
acetica requieren ser verificados mediante factores tales como (Temperatura y
°Brix ) adicional a esto (Amores, 2018) menciona la adicion de un suplemento
o0 nutriente como el polen que ademas de ser un activador nutriente natural en la
fermentacion, conlleva un aumento significativo de los niveles de nitrogeno,
mejorando asi la cinética y el rendimiento en el proceso fermentacion. A
continuacion, en la Tabla 9 se muestra los parametros utilizados para la

fermentacion tanto alcohdlica como acética de la bebida:
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Tabla 9: Tratamientos para la elaboracion de vinagre de miel.

Factor A Factor B Factor C
Tratamientos Temperatura (°C) °Brix Suplemento
(Polen)
T1 Al Bl C1
T2 Al Bl C2
T3 Al B2 C1
T4 Al B2 C2
TS5 A2 Bl C1
T6 A2 Bl C2
T7 A2 B2 C1
T8 A2 B2 C2

Factor A: Temperatura de fermentacion alcohdlica y acética.

Al: 24 °C

A2:30°C

Factor B:

B1: 22

B2: 23

°Brix

Factor C: Cantidad de Suplemento (Polen)
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Cl: 0%

C2:1.5%

3.3.2.1 Variables dependientes.

Las variables dependientes utilizadas para la elaboracion de vinagre de miel se
rigieron en base a las normas Internacionales AOAC y Codex 162-1987, que

se describe en la Tabla 10.

Tabla 10: Variables medidas durante el proceso fermentativo.

VARIABLES UNIDAD NORMA
Alcohol % AOAC 930.35
pH -- AOC 981.12
Fermentacion
alcoholica 'y S6lid
acética ofidos °Brix CODEX 162-1987
solubles
Fermentacion ACider Total
- (Acido % AOAC 930.35
acética .
Acético)

3.3.2.2. Andlisis estadistico ADEVA

Se llevd a cabo un ADEVA con la finalidad de que la presente investigacién
cumpla con los supuestos planteados, en la Tabla 11 se determiné la influencia
de los factores y su interaccion (Temperatura, °Brix y cantidad de suplemento

polen) frente a las variables dependientes.
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Tabla 11: Andlisis de Varianza

FV GL
TOTAL 23
Tratamientos 7
Temperatura de fermentacion 1
(Factor A)
°Brix (Factor B) 1
Suplemento polen (Factor C) 1
Interaccion AxB 1
Interaccion AxC 1
Interaccion BxC 1
Interaccion AxBxC 1
Error experimental 16

3.3.3. Establecimiento de las caracteristicas antioxidantes presentes en el
productofinal.

El contenido de polifenoles totales PFT presentes en el vinagre se determind
mediante un ensayo donde se emple0 el reactivo conocido como Folin-Ciolcalteu
(F-C), con la finalidad de medir la capacidad que tienen los polifenoles
(Panagiotis, H. Tsarouhas loannis, 2011). Por otro lado, para la capacidad

antioxidante se llevd a cabo el método reduccion de ion férrico FRAP. A
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continuacion, en la Tabla 12 se muestra la metodologia utilizada:

Tabla 12: Andlisis de Antioxidantes y Polifenoles para vinagre de miel.

Anadlisis Unidad Método

Antioxidantes um Trolox/g FRAP
(Oyaizu,1986)

Polifenoles totales Mg Ac. Gélico/g Official Methods of
Analysis AOAC

3.4. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO.

El proceso de obtencion de vinagre a partir de miel de abeja (Apis mellifera) se
dividio en dos etapas de fermentacion. La primera etapa fermentacion alcohodlica
donde intervinieron levaduras de tipo S, sereviciae y la segunda fermentacion
acética donde se inocularon bacterias aceticas. El volumen de fermentacion fue
de 3 litros para cada unidad experimental donde se controlaron las variables de
temperatura (°C), °Brix y pH cada 4 dias hasta llegar al porcentaje de alcohol y
acidez total requerida. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado en la Figura 2

se presenta el diagrama de proceso:
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Miel de abeja
79,5 °Brix

Polen de abeja
Levadura D47

°Brix 22y 23
Miel de abeja + Agua

Relacion 1:3

°T: 66°C
t: 15min

1
1
1

Mosto concentrado

Levadura
Lalvin D47: 5g
Polen de abeja:30g

°T: 40°C
t: 20min

°T:24y30°C
— t: 7 a 13 dias
%Alcohol: 8 a 9% v/iv

Pasteurizacion °T=60°C

- t=15min

Vinagre iniciador
Relacién 1:3

°T:24y30°C
t: 20 a 30 dias
°Brix=6
pH=2.6

°T: 80
t=5min

Sedimentos
e impurezas
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Figura 2: Diagrama de proceso vinagre de miel.

Descripcion del proceso.

La miel multifloral y polen seleccionado para la elaboracion de vinagre a partir
de miel de abeja (Apis mellifera) se obtuvo de la ciudad de Tabacundo, canton
Pedro Moncayo, parroquia Guallaro Chico. Con caracteristicas fisicoquimicas
como contenido de azucares 79.5 °Brix, Acidez 37.25; pH: 4.13 y humedad
18.60 % (bh).

Recepcidn de Materia Prima. Condiciones de m/p

Consisti6 en la identificacion y adquisicion de materias primas e insumos que se
utilizaronpara la elaboracién de vinagre a partir de miel de abeja y estos fueron:

miel de abeja, levadura, polen y vinagre iniciador.

Figura 3: Materia prima utilizada en el proceso.

A) Miel de abeja, B) Levadura LALVIN D47, C) Polen de abeja, D) Vinagre iniciador
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Acondicionamiento del mosto.

Se procedi6 al acondicionamiento del mosto en funcion a la concentracion de
azUcares en el sustrato, la dilucion de agua/miel se llevo a cabo tomando como
referencia (Acosta, 2012) con una concentracion de azlcares 1:3 por lo que se
tomo dicho valor como referencia para un total de 3 L de mosto teniendo asi

dicho valor para el desarrollode la primera etapa.

Es por lo anterior que se prepar6 una dilucién de 1:3 para posteriormente fijar el
nivel degrados °Brix que fue de 23. Tomando lo anterior como base, se decidio

trabajar en un rango de concentracion de 22 y 23 °Brix.

A B

Figura 4: A) Miel diluida en agua, B) Medicién de °Brix con refractometro

Pasteurizacion.

Una vez acondicionado el mosto se procedio a la pasteurizacion, a temperatura
de 66 °C por 15 min con la finalidad de eliminar todo tipo de microorganismo
presente en la miel, los cuales eviten la actividad de levaduras durante la

fermentacidn alcoholica (Williamson, 2018).
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Figura 5: Pasteurizacion de mosto

Activacién e inoculacion.

Se utilizé levadura de tipo LALVIN D47 en cantidad de 5 g y se activo segun
las especificaciones del fabricante(LALLEMAND, 2021) en 250 ml de mosto a
40 °C se adicionaron 1% (m/v) de levadura, se disolvid y se dejo reposar por 20
min., se procedida inocular el mosto (3 L) con la adicién de 30 g de polen de

abeja para los tratamientos con suplemento, los pasos se encuentran en la figura
6.

Figura 6: A) Activacién de levadura LALVIN D47, B) Inoculacion del mosto, C)Adicion de
polen de abeja.
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Fermentacion alcohdlica.

Esta etapa se llevo a cabo con control de temperatura y se realizaron mediciones
cada 48horas, hasta alcanzar 8 a 9% (v/v) de alcohol, segin cada tratamiento el

acondicionamiento de los tratamientos se presenta en la figura 7.

Figura 7: Etapa de fermentacién alcohdlica.

Inactivacion de las levaduras.

Una vez alcanzado el porciento de alcohol fijado se procedié a pasteurizar el
mosto alcohdlico tomando como referencia a (Zorokiain, 2020) la cual utiliza
una temperatura de 60 °C por 15 min, con la finalidad inactivar los
microorganismos presentes, eliminando la mayor cantidad de sulfitos presentes

y dar paso a la segunda etapa de fermentacion.
Fermentacion acética.

Una vez pasteurizado se procedio a realizar la inoculacién de vinagre iniciador
marca Supreme vinegar, en el mosto en relacion 1:3 (500 ml de vinagre iniciador
en 2500 ml demosto para acetificacion), segun las recomendaciones del autor.
Este proceso se llevé a cabo también por el método de cultivo sumergido y
constante suministro de aire al interior del mosto, en condiciones que permitieron

transferencia de oxigeno de la fase gaseosa ala fase liquida. En la Figura 8 se
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muestra el proceso.

Figura 8: Fermentacion acética.

A) Vinagre iniciador, B) acetificacion por burbujeo (cultivo sumergido)

Almacenamiento.

El producto obtenido se almacen6 a temperatura ambiente alejado del calor y

resguardado de la luz solar, con el objetivo de una mejor conservacion.

Figura 9: Producto Final

A) Llenado, B) Almacenamiento del producto final
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA MIEL DE ABEJA

Los andlisis fisicoquimicos realizados a la miel de abeja son la etapa de iniciacion
para determinar la calidad de la materia prima para ser utilizados en el proceso de
elaboracionde vinagre, todos los datos reportados presentaron una distribucién

normal.

En la Tabla 13 y 14 se muestran los resultados obtenidos de la miel de abeja y polen

propuestos para este estudio.

Tabla 13: Caracteristicas fisicoquimicas de miel de abeja.

Requisitos Segun NTE INEN

Variables fisicoquimicas Miel

Min Max
Humedad (%bh) 18.60+0.28 ” 20.00
Acidez (meg/kg) 37.25£0.35 ” 50.00
Ciont_enldo de azUcares 79.5+ 0.35 65.00 -
(°Brix)
pH 4.13+0.09 3.50 550
7.70 57.44

- : (um Trolox/100g)
Antioxidantes 41.3 (Quino & Alvarado, 2017)
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Polifenoles Totales (M Ac
Galico/100g) 67.50 , 175.30
63 (Z. Lopez, 2021)

4.1.1. Humedad.

Una de las caracteristicas fisicoquimicas méas importantes en la miel, es la humedad
tal como menciona (Escuredo et al., 2013) que dicho parametro determina
propiedades, como la viscosidad, cristalizacion, ademéas del sabor, color, aroma,
solubilizacion y conservacion. Es por lo anterior que se llevo a cabo el anélisis de
humedad en base humeda (%bh) para miel multifloral el cual registr6, un
comportamiento homogéneo de 18.60 + 0.28% bh. Dicha miel contiene valores
inferiores al 20% bh, establecida como limite méximo segun la Norma INEN 1572
(2016).

(Gomez, 2020) Menciona que estos parametros son catalogados como criterios de
calidad que permitan evaluar la estabilidad y resistencia al deterioro de la miel ademas
son indicativos de que la miel ha completado su proceso de maduracion, ya que
valores mayores (20%) de humedad en la miel puede llegar a fermentar y alterar

algunas caracteristicas.

Por otro lado (Bogdanov, 2011) menciona aquellas mieles con bajo contenido de
humedad (<15%) son altamente propensas a la cristalizacion. Sin embargo, dichos
parametros se relacionan con la botanica y origen geogréafico del néctar,
condiciones climaticas, temporada de cosecha, manipulacion por parte de los
apicultores, condicionesde procesamiento/almacenamiento. Por lo anterior la miel
multifloral tomada en estudio se encuentra apta para ser utilizada en posteriores

procesos.
4.1.2. Acidez.

Para este parametro los resultados obtenidos indican que el promedio para la miel
multifloral es de 37.25+ 0.35 meqg/kg lo que indica un comportamiento homogéneo
con un CV= 0.95, logrando un valor por debajo de 40 meg/kg, limite maximo
establecido dentro de los rangos segun la norma INEN 1572 (2016).

Al tener un valor por debajo del aceptable segin (Periago et al., 2016) indican la
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ausencia de fermentaciones por crecimiento de levaduras osmofilas, las cuales
pueden proceder del suelo. Por otro lado (Acosta, 2012) menciona que este rango
de acidez es un valor propio en la miel fresca que no muestra desarrollo de procesos
fermentativos y puede desarrollar aceptable calidad sensorial. Ademas (Zadamela,
2008) menciona que la acidez protege a la miel de los ataques microbianos y

contribuye a otorgarle aromas, aunque nosea notable en el sabor.
4.1.3. Contenido de Azucares (°Brix).

En cuanto al anélisis de azUcares (°Brix) segun (Periago et al., 2016) mencionan que
esteparametro define el indice de madurez de la miel, asi como la composicién
nutricional yla autenticidad del producto, determinando la no adicidn de azucares o

jarabes deazucares.

Por lo anterior, se realizo el contenido de azucares, el cual reportd un promedio para

la miel multifloral de 79.55 +0.35 mostrando un comportamiento homogéneo.

Segun (Zadamela, 2008) menciona que los dos azUcares predominantes en la miel
son la fructosa y glucosa que representan del 85 al 95% del total, el cual segun el
Codex Alimentarius (Commission, 2001) dicho valor no debe encontrarse por

debajo de 60/ 100% y sacarosa no mas de 5% (m/m).

Sin embargo (Velasquez-Ruiz et al., 2016) menciona que valores que sobrepasa el
80% de azucares podrian indicar una adulteracion con endulzantes provenientes de
cafia de azucaro una alimentacion artificial prolongada de las abejas con sacarosa

donde este disacaridono alcanza a desdoblarse en glucosa y fructosa.

Teniendo en cuenta lo anterior, el valor obtenido en este estudio al encontrarse
dentro delrango establecido por dichos autores representa una miel de calidad, ya
gue se encuentraen el rango establecido, 80% de azlcares, la cual se considera una

miel apta para ser utilizada.
4.1.4. pH

El valor promedio obtenido para el pH en la miel multifloral fue de 4.07, lo que
significaque se encuentra dentro los valores limites establecidos por la norma 1572
(INEN 1572, 2016).
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(Gémez et al., 1997) menciona que el pH es considerado como un factor
determinante en la velocidad de fermentacion por lo que se ha establecido que
valores entre 3.7 y 4.6 son ideales para este proceso. Por otro lado (Periago et al.,
2016) enfatiza en sus estudios realizados, que los valores normales de la miel
oscilan entre 3.2 y 4.5, de tal manera queesta acidez permita inhibir el crecimiento
de microorganismos principalmente de bacterias patégenas y conservar la miel.
Teniendo en cuenta lo anterior el valor obtenidode pH es adecuado para ser usado

en procesos posteriores.
4.1.5. Capacidad Antioxidante y Polifenoles en miel de abeja.

La Capacidad Antioxidante en miel de abeja se llevd a cabo por el método FRAP
el cual report6 47.3 umTrolox/100 g, valores similares a los obtenidos por (Quino
& Alvarado, 2017) que van de 7.70 a 57.44 um ET/100 g y valores que van por
debajo a los obtenidospor (Z. L6opez, 2021).

Lo anterior se manifiesta segun (Parra et al., 2009) en que la capacidad antioxidante
varia dependiendo de la fuente floral de la miel, el contenido de metabolitos
secundarios de laplanta como polifenoles y actividades enzimaticas. Ademas, que se
han encontrado varios componentes dentro de la miel que juegan un papel
significativo en la capacidad antioxidante.

Por otro lado, en cuanto a la cantidad de polifenoles se report6 un contenido de 63
mg Ac. Galico/100g, valores levemente inferiores a que va de 67.50 a 175.30 mg
Ac. Gélico/100g en muestras de diferentes tipos de mieles. Dicha autora menciona
que lo anterior radica principalmente en el origen botanico, el lugar geogréaficode

donde proceden las mieles, ademas de la coloracion de la miel (Z. Lépez, 2021).

En ese contexto la miel analizada al ser proveniente de un area con especies nativas
y exéticas como el eucalipto y al presentar un color &mbar claro, incidio en un
contenido bajo de antioxidante y polifenoles tal como menciona (Currian, 2021)
que altos contenidos de compuestos fendlicos y antioxidantes estan asociados a
mieles mas oscuras y por el contrario bajo contenido en estos compuestos son

caracteristicos de mieles claras.
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4.1.6. Caracterizacion Fisicoquimica del polen de abeja.

Segun (Albores et al., 2021) mencionan que la composicion Fisico-quimica en
polen tiene implicacion en su calidad, valor nutricional, terapéutico vy
antimicrobiano. Es porlo anterior que en la Tabla 14 se indican los siguientes

analisis en polen:

Tabla 14: Caracteristicas fisicoquimicas de polen de abeja.

Variables .. .
.. P - Requisitos segin Norma
fisicoquimicas en Mediciones ~ .
Salvadorefia y Argentina
polen.
Min Max
Humedad (%) 14.06 . 30 SA
i 0,
Proteina (bs %) 32.34 15 28 AR
Capacidad
Antioxidante (um .
Trolox/L) 307.49 151 536 (Currian, 2021)
i (Aloisi &
Polifenoles Totales (Mg »g g 50.5 163 Ruppel, 2014)

Ac. Galico/g)

Norma Salvadorefia: SA; Norma Argentina: AR

4.1.7. Humedad.

El contenido de humedad se llevd a cabo en polen fresco, segun la norma
Salvadorefia NSO 65.38.01:05 esta no debe exceder un méaximo del 30% de
humedad, por lo que se obtuvo un porcentaje promedio de 14.06 %, logrando asi
mantenerse dentro del rango establecido.(LIull, 2016) menciona que el polen fresco
con un contenido de 20 a 30 g de agua por cada 100 g puede ser un medio de cultivo
ideal para la proliferacion de microorganismosy al mismo tiempo perder su calidad.
Para evitar cualquier deterioro y conservar su calidad una vez cosechado debe ser
sometido a un buen almacenamiento y luego de dos dias debera ser ingresado al

congelador.

Por otro lado, segin (Mesa, 2015) menciona que un polen sometido a un secado

extremocon menos del 3% de humedad, tiende a sufrir posibles decoloraciones y
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desarrollo de reacciones quimicas como Maillard y oxidacion lipidica las cuales
generan olores desagradables y rancidez en el producto.

4.1.8. Proteina.

El contenido de proteina en polen tuvo un promedio de 32.34% lo que significa que
sobrepasa el rango segun el articulo 785 del cddigo alimentario argentino, ya que
establece como minimo un 15% y como maximo un 28% de proteina en el polen.
Sin embargo en el estudio de (Feas et al., 2012) se encontrd un porcentaje de polen
que oscila de 10% y 40%, por lo que el autor menciona que todo depende del origen

boténico y geografico del polen recolectado.

Por otro lado (Aloisi & Ruppel, 2014) menciona que niveles de proteina cruda
inferioresa 20% no satisfacen los requerimientos de la colonia, siendo ideales
niveles superiores a23%. Ademas, que la abeja utiliza especies con diversos
porcentajes de proteina, y no solo aquellas ricas en esa sustancia, asegurando, de
esta manera, una dieta variada y equilibrada, satisfactoria para su desarrollo, debido

a que cada tipo polinico poseen una composicion nutricional particular.

Por lo anterior, el polen analizado se establece adecuado para ser utilizado ya que
proviene de una zona geografica donde hay la existencia de variedad de plantas
nativas y exdéticas como el eucalipto, apto para ser utilizado como complemento

alimenticio.
4.1.9. Polifenoles y capacidad antioxidante.

El contenido de polifenoles reportados en polen seco fue de 29.86 mg. Ac galico/g
superando a (S. Carpes et al., 2007) donde se obtuvieron resultados inferiores.
Dicho autor menciona que estudios de polifenoles totales en polen recolectado por
nativos de laregién de Viena en Austria, muestran caracteristicas de polifenoles con
algunas variaciones debido a su origen botanico. Por otro lado (Aloisi & Ruppel,
2014) en su estudio reportd un maximo en polifenoles de 163 mg Ac/g, cantidad
que supera el resultado obtenido, sin embargo, (S. T. Carpes, 2008) menciona que
lo anterior dependede la presencia de otros posibles compuestos fendlicos como los

acidos fendlicos.
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En cuanto a la capacidad antioxidante (Albores et al., 2021) menciona en su estudio
de polen agregado, a las variables fisicoquimicas en conjunto con la capacidad
antioxidante,fenoles, flavonoides y acidez libre que tienen incidencia en ejercer

mayor accion inhibitoria en el crecimiento micelial.

Ademaés (Currian, 2021) menciona al polen como una sustancia nutraceutica por el
contenido compuestos fenolicos y actividad antioxidante ya que en varios estudios
se han encontrado diferentes grados de antioxidantes correspondientes al origen
botanico del polen, donde utilizaron el indice de capacidad de absorciéon de
radicales de oxigeno y cuyos valores oscilaron en 151 um/g a 536 um/g. Lo anterior
justifica el resultado obtenido en cuanto a capacidad antioxidante en polen seco, el
cual report6 de 307.49 um/g lo que significa que se encuentra en el rango adecuado
a ser considerado como un componente nutraceutico y un potencial antioxidante el

cual puede ser implementado enla alimentacion humana.

4.2. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE FERMENTACION EN LA
PRODUCCION DE VINAGRE A PARTIR DE MIEL DE ABEJA (Apis

mellifera).

El proceso se llevo a cabo en dos etapas. La primera etapa conocida como
Fermentacion alcoholica donde se determinaron parametros que permiten
desarrollar una adecuada fermentacién y productividad para el proceso, posterior o
segunda etapa conocida como fermentacion acética, que consiste en la
transformacion del alcohol producido en &cido acético por la accion de

microorganismaos.

En el desarrollo de la fase experimental tanto para la primera etapa (fermentacion
alcohdlica), como la segunda (fermentacion acética) se controlaron principalmente
factores de Temperatura y contenido de azlcares (°Brix). A continuacion, se

presentan y analizan los resultados obtenidos.
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4.2.1. Andlisis de la fermentacion alcohdlica.

Durante el proceso de fermentacion alcoholica se analizaron cada una de las
variables y sus interacciones, teniendo como punto final de esta etapa 8% (v/v) de
alcohol, comenzando por ANOVA para la variable respuesta tiempo en la
fermentacion alcoholica, los resultados se encuentran en la Tabla 15.

Tabla 15: Analisis de varianza del tiempo en la fermentacion alcohdlica.

Fuente de Suma de gL Cuadrados = _valor
Variacion Cuadrados Medios b
Temperatura < *ok
(Factor A) 6981.98 1 6981.98 2.257E+05 0.0001
Brix (Factor < o
B) 1.90 1 1.90 61.36 0.0001
Suplemento < o
(Factor C) 67559.18 1 67559.18 2.184E+06 0.0001
Interaccion < *k
AXC 1968.38 1 1968.38 63624.27 0.0001
Interaccion 0.08 1 0.08 337 0.848
BxC
Residuos 0.3600 16 0.0225

*Significativo; ** Altamente significativo

Se determind que el modelo es altamente significativo para los Factores A
(Temperatura),Factor B (°Brix), Factor C (Suplemento polen) y para la interaccion
AXC (Temperatura- Suplemento). Ademas, se pudo observar que no existe

significancia de los datos en la interaccién BxC (Brix- Suplemento polen).

En cuanto a la interaccién AXC (Temperatura — Suplemento polen) se trabaj6 con
dos niveles de temperaturas y dos cantidades de polen, lo que causo la variabilidad
en cuantoa los tiempos de fermentacion, es asi como se pudo observar que la
temperatura mas alta y polen influy6é en la velocidad de fermentacién lo que
permitio que el proceso se lleve acabo en menor tiempo, como se puede observar

en la Figura 10.
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Figura 10: Interaccion Temperatura -Suplemento en funcion del tiempo
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De acuerdo con el resultado anterior se tuvo como mejor tratamiento A2C2
(Temperatura30 °C- Suplemento 30 g) al manejar estos valores permitieron, un
aumento de la velocidad de fermentacion logrando obtener una fermentacién
alcohdlica en tan solo 7 dias. Sin embargo, también se pudo observar que para el
tratamiento A2C1 (Temperatura 30 °C - Sin suplemento) la fermentacion se torné
mas lenta, lo que se entiende que, al no agregar polen al mosto, esto retrase la

fermentacion y se tarde hasta el triple de tiempo.

Como menciona (Gomez et al., 1997) la temperatura influye principalmente en la
velocidad de fermentacion y ademas en las caracteristicas del producto final, lo que
se entiende que temperaturas cercanas a 30 °C acelera la fermentacion alcoholica.
Por otro lado (Amores, 2018)“Afirma que el polen se considera como un
suplemento el cual presenta mejores ycompletas funcionalidades permitiendo
aumentar la cantidad de Nitrégeno Funcional Asimilable (NFA) en los mostos,

mejorando asi la cinética fermentativa. Lo anterior nosdemuestra la gran influencia
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de polen y temperatura, en el mosto para un mejor tiempo de fermentacion. Por otro
lado, se identificd que la interaccion BxC (°Brix — Suplemento polen) no es

significativa, en la Figura 11.

Figura 11: Interaccion Brix-Suplemento en funcién del tiempo de fermentacion.
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Los resultados reflejan que los datos son muy cercanos entre el grupo de tratamientos
conrespecto al Brix, por lo que se identific una diferencia minima, ademas a esto
se suma que los azUcares al ser sustancias carbonadas poseen mas influencia sobre
el alcohol quese tendra como producto final de la fermentacion. Sin embargo,
también se pudo observarque las cantidades del suplemento (polen) influyeron en
cuanto al tiempo de fermentacidnya que se identificé que en el grupo B2C2 logro

un tiempo de fermentacion de 9 dias (211.28 h).
4.2.2. Andlisis de la productividad en la fermentacion alcoholica.

La productividad se evalu6 en relacién con la cantidad teérica de etanol esperada
segun la cantidad de azUcares presentes en cada tratamiento. Esta productividad se
establecié como gramos de etanol por litro de mosto (L) y el tiempo del proceso

(h), expresado como: g/L.h el ANOVA se presenta en la Tabla 16.
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Tabla 16: Analisis de varianza de la productividad en la fermentacion alcohdlica.
Fuente de Suma de Cuadrados

variacion Cuadrados GL Medios F p-valor
Temperatura 00081 1 00081  66.35 0.0001 ok
(Factor A)
Brix (Factor B) 0.0017 1 0.0017 13.71 10,0018 *x
Suplemento < o
(Factor C) 0.1176 1 0.1176 967.435 0.0001
Interaccién AxB 0.0003 1 0.0003 2.19 0.1569 *x

-, < **

Interaccion AxC 0.0131 1 0.0131 107.48 0.0001
Interacciéon BxC 0.0000 1 0.0000 0.0000 1.0000
Residuos 0.0016 16 0.0001

*Significativo, **Altamente significativo

Se determind que existe una alta significancia de los datos para Factor A
(Temperatura), Factor B (°Brix), Factor C (Suplemento polen) y para las
Interacciones AxB (Temperatura- Brix) y AXC (Temperatura- Suplemento polen).

En cuanto al estudio de productividad la interaccion AxB correspondiente a los
factores de (Temperatura- °Brix) presentaron velocidades bajas para el grupo de
tratamientos A1B2 (24 °C y 23 °Brix), presentando una velocidad de produccion de
0.24g/L.h como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12: Interaccion Temperatura -Brix en funcién de la productividad.
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Lo anterior se manifiesta segin (Riegel & Kent, 2003) debido a una excesiva
concentracion de hidratos de carbono en forma de monosacaridos y disacaridos, que
puede disminuir la actividad bacteriana. Ademas, que concentraciones limite
dependen del tipo de azucar, asi como de la levadura responsable de la
fermentacion. En este caso,la concentracion de azlcares al ser de 23 °Brix y
temperatura de 24 °C se manifestd en un retardo de la fermentacién alcoholica.
(Collado, 2001) manifiesta que temperaturas de30 °C son adecuadas para mejorar la
velocidad del proceso fermentativo siendo también mayor la proporcion de
productos secundarios. Por el contrario, temperaturas menores solo se refleja en un
mayor grado alcohdlico. Por otro lado, la interaccion AXC correspondiente a
(Temperatura- Suplemento polen), evidencio que el tratamiento A2C2 (30 °C - 30
g), alcanzd valores de velocidad de produccion mas altos con un promedio de 0.41
g/L.h. Lo anterior puede ser debido al contenido de Nitrégeno Funcional Asimilable

(NFA) en el polen, el cual ayudé al transporte de azlcares durante la fermentacion.
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Tal como menciona (Lallemand, 2015) que el contenido de NFA es el que mas
influye en la velocidad de fermentacion, impactando tanto en la biomasa de la
levadura al comienzo de la fermentacion como en las cinéticas de transporte de

azUcar durante la fermentacion.

Una vez mas se pudo constatar que la influencia de suplemento (polen) al ser un
nutrimento activador, asi como una adecuada temperatura en los mostos logra
desarrollar una mejor fermentacion, permitiendo obtener una buena velocidad de
produccién. Ademas, que, a la hora de elegir un nutriente, la calidad es tan
importante como la cantidad puesto que solo los nutrientes orgéanicos
proporcionaran esos factores de crecimiento 6ptimo, ademas de nitrégeno, y tienen

un mejor equilibrio nutricional. En la Figura 13 se muestra la interaccion AxC.

Figura 13: Interaccion Temperatura-Suplemento en funcion de la productividad.
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Ademas, se puede evidenciar la cercania de los datos entre los grupos A2C1y A1C1,
peroen especial una gran diferencia existente de productividad en los grupos de

tratamientos A2C1 (Temperatura 30 °C — Suplemento polen 0 g) ya que aun
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teniendo una temperaturade 30 °C apenas logra llegar a la mitad de productividad
del grupo A2C2 tomando un promedio de 0.22 g/L.h. Esto debido a la falta de
suplemento como es el polen, que una vez adecuado en el mosto proporciona

mejores condiciones de fermentacion.

4.2.3. Andlisis de la productividad en la fermentacién acética (segunda

etapa).

Una vez analizada la etapa de fermentacion alcohdlica, se procedio a estabilizar e
inocular con bacterias de tipo (Acetobacter aceti) para comenzar la etapa de

fermentacion acética.

Tabla 17: Andlisis de varianza para la productividad en la fermentacién acética.

Fuente de Sumade G  Cuadrados F- -value
Variacion Cuadrados L Medios value P

Model 0.0019 7 0.0003 939 00001 **
A-Temperatura 0.0000 1 0.0000 05714  0.4607
B-Brix 0.0001 1 0.0001 229  0.1501
C-Suplemento 0.0017 1 0.0017 5714 <0.0001 **
fé‘r?ngemperat“ra' 0.0001 1 0.0001 229 01501

AXC (Temperatura- 597 0.0001 229 01501
Suplemento)

BxC (*Brix- 0.0000 1 0.0000 05714  0.4607
Suplemento)

ABC 0.0000 1 0.0000 05714  0.4607

Residuos 0.0005 16 0.0000

Significativo **
En la Tabla 17 ANOVA, se encontrd que existe significancia de los datos para el
factor C (Suplemento), y la no significancia para la interaccién AxB (Temperatura-

°Brix) y la interaccion BxC (Brix -Suplemento) para esta etapa.

Lo anterior refleja la influencia de suplemento polen en la segunda fermentacion tal
comose observa en la Figura 14 donde se encuentra el andlisis de productividad en

la fermentacion acética para el factor C (Suplemento).
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Figura 14: Factor Suplemento en funcion de la productividad.
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Se puede observar que aquellos tratamientos que no incluyeron polen tuvieron un
aumento significativo en cuanto a productividad, logrando un rango de 0.10 a 0.11
g/L.h en 20 dias de fermentacion, lo que promovid la obtencién de &cido acético en

menor tiempo.

Segin (Rivera, 2013) menciona que los compuestos fendlicos sobre los
microorganismos presentan algunos efectos no muy claros ya que algunos
estimulan el crecimiento y actividad de las bacterias, otros tienen efectos
inhibitorios. Es asi como algunos acidos fendlicos tienen una influencia negativa
sobre el crecimiento y supervivencia de bacterias, disminuyendo su tasa de

crecimiento y la concentracion final.

Por lo anterior se cree que el polen y la miel al tener un contenido alto de
polifenoles, durante el proceso de fermentacidn acética, no dieron paso a la total
produccién de acido acético, evitando que dichas bacterias oxiden el etanol y que
conviertan éste en acetaldehido y luego en acido acético, retardando el tiempo para

Ilegar a la concentracion final en la segunda fermentacion.

Es asi como el contenido de polen para este caso influyé de manera negativa durante

el proceso de acetificacion, obteniendo una productividad de tan solo 0.08 a 0.09
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g/L.h haciendo que tarde més el tiempo de fermentacion acética.

Por otro lado, en la Figura 15 la interaccion AxC (Temperatura- Suplemento)
reportd para el grupo A2C1 una productividad de 0.11 g/L.h

Figura 15: Interaccion de Temperatura-Suplemento en funcion de la productividad.
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Aunque el polen no tuvo mayor influencia en la fermentacion se puede observar
que la temperatura fue un factor importante que destacd, para mejorar la
productividad en fermentacion acética, especialmente aquellos tratamientos del
grupo A2C1, tal como menciona (Cerezo, 2008) las bacterias acéticas son viables a
temperaturas 28- 33 °C ya que la velocidad de fermentacion varia en funcion de la
temperatura. Sin embargo, temperaturas comprendidas dentro del intervalo de 30 -
31 °C son consideradas como temperatura 6ptima. Por otro lado, con respecto al
contenido de polen una vez mas se puede observar que los tratamientos que
contenian polen se retardaron mas tiempo en la fermentacion acética disminuyendo

la velocidad de produccion en 0.08 g/L.
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4.3.ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS EN VINAGRE DE MIEL.
4.3.1. Andlisis de Antioxidantes.

Uno de los aspectos importantes que se menciona en el contenido del vinagre son
su capacidad antioxidante y polifenoles los cuales tienen sobradas investigaciones
de su beneficio para la salud humana, por lo que se evalud su contenido en el producto
obtenido.El ANOVA se presenta en la Tabla 18.

Tabla 18: Analisis de varianza de capacidad antioxidante en vinagre de miel.

Fuente de Suma de Cuadrados F-

variacion cuadrados GL medios valor p-valor
Temperatura 13538.45 1 1353845  0.9981 0.3318 ns
(Factor A)
Brix (Factor B) 2603.75 1 2603.75 0.1920 0.6668 ns
Suplemento < -
(Factor C) 9.143E+05 1 9.143E+05 67.40 0.0001
Interaccién AxB 12474.34 1 12474.34 0.9196 0.3510 ns
Interaccion AxC 1.053E+05 1 1.053E+05 1.77 0.0127 **
Interacciéon BxC 5357.48 1 5357.48 0.3950 0.5381 ns

Residuos 2.295E+05 16 14344.56

Significativo **

No significativo ns
Existe significancia de datos para el factor C (Suplemento) y la interaccion AxC

(Temperatura- Suplemento), para la capacidad antioxidante.

En la Figura 18 se puede observar que en la interaccion AXC (Temperatura —
Suplemento) donde existe una alta capacidad antioxidante para el grupo de
tratamientos A2C2 reportando 962.29 um Trolox/L.
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Figura 16: Interaccion Temperatura -Suplemento en funcion de Capacidad Antioxidante.
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Al realizar el proceso de acetificacion se utilizé la metodologia por cultivo
sumergido misma que se manejé a temperatura de 30 °C y 30 g de polen lo que
permitio obtener unproducto con elevado contenido de antioxidantes. Lo anterior
se debe principalmente al contenido de antioxidantes y polifenoles presentes en las
materias primas como fue la miel y el polen reportados en la Tabla 12 y 13. Sin
embargo, (Rivera, 2013) considera que no todos los polifenoles presentan la misma
capacidad antioxidante, por lo que manifiesta que es la calidad y no la cantidad de
polifenoles la que determinara la capacidad antioxidante de un vinagre. Ademas,
que varia dependiendo del tipo de vinagre, la metodologia utilizada y la materia
prima utilizada durante la elaboracion (Carbo et al., 2006).

Por otro lado, en la Figura 17 se pudo observar que no existe significancia de los

datosen cuanto tratamiento AxB (Temperatura- Brix).
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Figura 17: Interaccion Temperatura-Brix en funcion de la Capacidad Antioxidante.
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Los factores analizados solo se manifestaron en apoyo al proceso de acetificacion,
pero mas no, para el aporte de antioxidantes, esto debido a que la capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles de un producto se asocia mas con las
materias primas tal como menciona (Raimil, 2012) la capacidad antioxidante del
vinagre dependera en gran manera de la materia prima utilizada y de la calidad de

polifenoles presentes en ésta.

También se analizé el contenido de polifenoles para conocer el valor en el producto

final y su relacién con las variables analizadas, en la Tabla 19 el ANOVA.
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4.3.2. Andlisis de Polifenoles.

Tabla 19: Andlisis de varianza polifenoles en vinagre de miel.

Fuente de Suma de GL Suma de E-valor _valor
variacion Cuadrados Cuadrados P
Temperatura 4905.19 1 4905.19 6.69 0.0199 **
(Factor A)
Brix (Factor B) 184.43 1 184.43 0.2516 0.6228
Suplemento < *x
(Factor C) 32543.73 1 32543.73 44.40 0.0001
Interaccion 228.97 1 228.97 0.3124  0.5839
AxB
Interaccion 4613.99 1 4613.99 6.30 0.0232 **
AxC
Interaccion 6.75 1 6.75 0.0092  0.9247
BxC
Interaccion
AxBXC 8.34 1 8.34 0.0114 0.9164
Residuos 11726.74 16 732.92

Significativo **
Existe significancia de los datos para el factor C Temperatura y la interaccion AxC

en cuanto al contenido de polifenoles.

Al igual que la actividad antioxidante los resultados reportan un alto contenido de
polifenoles para el grupo de tratamiento A2C2 (Temperatura 30 °C y Suplemento
30 g) como se puede observar en la Figura 18 reportando una cantidad de 238.14
mg Ac. galico/L.
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Figura 18: Interaccion Temperatura-Suplemento en funcion de Polifenoles Totales.
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Por otro lado (Rivera, 2013) reportd en su estudio una concentracion de fenoles
totales presentes en el vino blanco de 271.96 mg/L, valor que se asemeja a los
resultados obtenidos de este estudio, lo anterior se da debido a que los compuestos
fendlicos pueden ser modificados por procesos oxidativos, como es el proceso de
acetificacion. Sinembargo, existen evidencias claras de como también las bacterias

acéticas pueden modificar los compuestos fendlicos (Testafaye et al., 2003).

Ademas, la cantidad que va de la mano con el contenido de antioxidantes presentes
en elvinagre, Segun (Rivera, 2013) esta correlacionada con el contenido de
polifenoles presentes en la materia prima, como es el caso del polen y miel
utilizados para la obtencion de vinagre. A esto agrega (Zapata Vahos et al., 2020)
que los compuestos fendlicos como los acidos fendlicos y las antocianinas expresan
una alta actividad antioxidante y una disminucion de estos compuestos bioactivos
explica la caida de la actividad antioxidante. En la Figura 19 se muestra dicha

correlacion entre capacidad antioxidante y polifenoles obtenidos en este estudio.
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Figura 19:Correlacién Capacidad Antioxidante -Polifenoles totales en vinagre de miel.
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Se puede asegurar como se habia expuesto anteriormente que existe una correlacién
directa entre estas dos variables, valores similares se encontraron en (Raimil, 2012)
donde los estudios en vinagre de manzana reportaron valores alrededor de 771,6
umTrolox/kg en actividad antioxidante y maximos de 283,3 mg Ac, galico’kg en
cuanto a polifenoles, dichos resultados son catalogados como beneficiosos para
salud humana lo que se puede decir que el producto obtenido cumple con los valores

para ser consumido.

Tal como menciona (Natera, 2018) la importancia del contenido de polifenoles del
producto radica en que aumenta su poder antioxidante y le confiere mayores
propiedades saludables relacionadas con la prevencion de enfermedades

degenerativas, cardiovasculares, cancer y arterioesclerosis.
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4.4.Analisis fisicoquimico y organoléptico en vinagre de miel para cada

tratamiento.

Segun (Cerezo, 2008) La diversidad de vinagres en el mercado y el incremento de
sudemanda requiere su caracterizacion para establecer parametros de control de
calidad. En la Tabla 20 se indican los resultados obtenidos de los mejores

tratamientos.

Tabla 20:Caracteristicas de los mejores tratamientos en vinagre de miel.

Parametros Resultados Requisitos Método de
analizados de vinagre ensayo
T1 T2 T5 T6 T7 | Min. | Max.
Grado
Alcohdlico 1 1 1 1 1.6 -- 1,0 | AOAC 930.35
°GL
Sélidos
Solubles 6 6 5 6.3 6 013 | -- CODEX 162-
(°Brix) 1987
pH 2.5 2.5 2.8 2.7 3 2.3 | 2.8 | AOAC930.35
Acidez (como
acido acético) 4.6 4.7 4 4.3 3.5 4 6 | AOAC 930.35
%
Polifenoles Official
Totales (mg. Methods of
Ac. galico/L) 156.2 | 107.9 | 205 |103.8| 216 -- -- Analysis
AOAC

Antioxidantes FRAP
(umTrolox/L) |582.8 | 308.5 | 821.8 | 255.6 | 753.7 | -- -- | (Oyaizu,1986)

Se pudo observar en cuanto a analisis fisicoquimicos de vinagre, que los
tratamientos que se encontraron dentro del rango segln la NTE INEN 2232: 2003
fueron T1, T2, T5y T6. Sin embargo, en cuanto a Capacidad antioxidantes y
Polifenoles en vinagre de miel,los mejores resultados obtenidos fueron para los
tratamientos T5 con 821,8 pum Trolox/Ly 205 mg. Ac galico/L y T7 con y 753.7
umTrolox/kg y 216,9 mg.Ac. galico/L.
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En base a lo anterior se define como mejor tratamiento a T5 ya que cumple con los
requisitos fisicoquimicos establecidos por la norma ecuatoriana, ademas de poseer
un contenido alto y rico en antioxidantes y polifenoles totales. Es asi como el vinagre
de miely polen se constituye como un componente ideal para la dieta humana,
abundante en compuestos fenolicos, tal como menciona (Margaoan et al., 2010),
“El interés por los compuestos fendlicos ha aumentado debido a los antioxidantes
y libres actividades de barrido radical.” Los estudios epidemiol6gicos han
demostrado una correlacion entre un mayor consumo de antioxidantes fendlicos y

un riesgo reducido de enfermedad cardiovascular y ciertos tipos de cancer.

Ademas (Whitley, 2014) menciona que “el vinagre de miel es muy valorado por su
agradable sabor y su valor en la medicina alternativa, también por ser una adicion
sabrosa para ensaladas y otras preparaciones alimenticias y sobre todo sus

poderosos beneficios para la salud especialmente para el sistema inmunolégico.”
4.4.1. Anélisis sensorial por atributos de vinagre de miel.

A continuacién, en la Tabla 21 se muestra el analisis sensorial de los mejores

tratamientosen vinagre de miel.

Tabla 21: Analisis sensorial por atributos de vinagre de miel.

Atributos T5 T6 T8
Color 6.60+£0.13¢ 4.55 £0.31 bdef 5.45 £ (.31 def
Aroma 5.05+0.152% 4.5 £0.142b 5.55 £0.29¢b
Sabor 5.05+ (0.3(Qabed 5.95 +0.404 4.70 +(0.33abed
Acidez 5.95+0.21f 7.30+0.43 ¢ 6.90 £0.26

Aceptabilidad

general 6.65 + 0.30¢ 6.80 +0.39° 6.20 £0.26¢

Se puede observar que los tratamientos que mas sobresalieron con respecto a los
atributos fueron: T5, T6 y T8, por un lado, el tratamiento T5 se catalogé como el
mejor en cuanto a color, presentando diferencias significativas de los demas

tratamientos.

Segun (Salazar& Diaz, 2016) se da principalmente a la utilizacion de polen en el
mosto el cual al poseer carotenoides proporciond una coloracion diferente de
aquellos tratamientos los cuales no tuvieron polen. Mientras tanto, T8 sobresalid en

cuanto a aroma principalmente por sus ligeras notas olfativas. Sin embargo, el mejor
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tratamiento que tuvo mejor aceptacion por los panelistas fue T6 logrando un color,
olor, sabor dulce ligero y acidez agradable. Ademas, dicho tratamiento cumple con
las caracteristicas establecidas por la NTE INEN2232: 2003.

En la Figura 20 mediante un grafico arafia, se observa cada uno de los atributos,
representados por diferentes colores segun los resultados de catacion en vinagre de
miel.

Figura 20: Andlisis sensorial por atributos en vinagre de miel.

Analisis sensorial por atributos del producto final.

T — T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Color
8,00

Aceptabilidad General Olor

Acidez Sabor

La evaluacion sensorial especificamente para los atributos de color y sabor
sobresalieronprincipalmente para el tratamiento T5 (color celeste), siendo uno de
los mejores puntuados, generando un color y sabor agradables propios de la miel y

polen lo que llevoa tener mejor aceptabilidad por los degustadores.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1. Conclusiones.

La miel y polen son materias primas aptas para ser utilizadas como
componentes en sustratos, tanto para mostos alcohdlicos como acéticos ya

que contienen elementos necesarios para el metabolismo celular.

Los estandares definidos para el proceso de produccion de vinagre de miel,
de acuerdo con el mejor tratamiento en la investigacion son: temperatura de
30 °C, 22 °Brix y 30g polen ya que logran fermentaciones alcoholicas mas

rapidas con valores altos de productividad en menor tiempo.

El polen no solo es un componente importante para el desarrollo de
fermentaciones, si no que aporta cantidades significativas de polifenoles
antioxidantes y aminoacidos, obteniéndose un producto con caracteristicas

unicas de dichos componentes.

Se acepta la hipotesis alternativa donde la temperatura y especificamente el
polende abeja influyen en la obtencion de compuestos fendlicos del

producto final.
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5.2.Recomendaciones.

¢ Realizar analisis nutracelticos en el producto final ya que al contener
sustratos como miel y polen este presenta compuestos fendlicos, lo que
confiere una gran cantidad de beneficios y propiedades para la salud

humana.

e Analizar la factibilidad técnico-econémica a escala piloto.
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ANEXOS
Anexol. Norma INEN para elaboracion de vinagre.

5. REQUISITOS
5.1 Requisitos especificos

6§.1.1 Elvinagre debe tener:

a) Aspecto: limpido

b) Color: uniforme, y si es de vino, caracteristico del vino de procedencia.
c) Olor caracteristico

d) Sabor: caracteristico del producto.

e) Si el vinagre es de alcohol, el color varia de incoloro a amarillento

5§12 El vinagre no debe contener anguilula del vinagre o materias y sedimentos en suspension;

ademas debe estar exento de la turbiedad causada por microorganismos (madre del vinagre).
6.1.3 Elvinagre debe cumplir con los requisitos indicados en la tabla 1.

TABLA 1. Requisitos del vinagre

Requisito Min. Max. Método de ensayo
Acidez total, (como acido acético), % 4 6 AOAC 930.35
Acidez fija, (como acido acético), % -- 0.3 AOAC 930.35
Acidez volatil, (como acido acético), % 3.7 -- AOAC 930.35
Alcohol etilico a 20 °C, % -- 1.0 AOAC 930.35
pHa20°C 23 28 AOAC 981.12
Numero de oxidacion con permanganato 3 -- AOAC 944.10
Cenizas totales, en vinagres diferentes a los de 1 5 AOAC 930.35 (D)
alcohol, g/l
Extracto seco, g/l 1,2 AOAC 930.35 (C)
Metanol, g/l 0.5 AOAC 958.04
% expresado como fraccion de masa
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Anexo 2: Requisitos fisico y quimicos para la miel de abejas.

TABLA 1. Requisitos fisicos y quimicos para la miel de abejas

Valor Métodos de
Requisitos Unidades Minimo Maximo ensayo
Contenido de 02 R 20 NTE INEN
humedad 1632
Contenido de azd(cares 65 NTE INEN
reductores (suma de %" - 1633
fructosa mas glucosa)”
Contenido de sacarosa o8 2 5 NTE INEN
aparente 1633
0,1 (mlel distinta
Contenido de sélidos ala prensada) NTESL';EN
insolubles en agua . 0,5 (miel
prensada)
NTE INEN

Acidez libre mea’kg - 50 1634

. NTE INEN
Acialoeln : 3 8 1638
Contenido de NTE INEN
hidroximetilfurfural mg/kg - 40 1637
Contenido de cenizas %" . 05 Sl
Conductividad eléctrica mS/cm - 0.8 ANEXO A

“Corresponde a la fraccidn de masa expresada en porcenise.
¥ La relacion fructosa/glucosa debe ser mayor a 1 para Apis melifera, determinada con & método de NTE INEN

1833

“La actividad de diastasa es calculada como el nimero de diastasa (unidad de Schade o unidad de Gothe), & cual
se define como la cantidad de enaima contenida en un gramo de muestra, ia cusl hidroiiza 0,01 g de almiddn en una

hora.
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Anexo 3: Informe Analisis de polifenoles y antioxidantes en vinagre de miel.

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS
Panarmercana Sur Km. 1. CutuglaguaTifs. 2600691.3007 134, Fax 3007134

Casila postal 17.01-340

=

INFORME DE ENSAYO No: 21-0128

**NOMBRE PETICIONARIO: Sta. Jhenifer Morales *INSTITUCION: Particular
**DIRECCION: Ibarrallmbabura *ATENCION: Sta. Jhenlfer Morales
FECHA DE EMISION: 1310712021 FECHA DE RECEPCION.: 23/06/2021
FECHA DE ANALISIS: Del 23 de Junio al 12 de jullo de 2021 HORA DE RECEPCION: 13H30
ANALISIS SOLICITADO Polifenoles, capacidad anticxdante
ANALISIS Polifencles Capacidad Antioxidante
METODO MO-LEAIA1S MO-LSAIA1E “IDENTIFICACION
METODO REF. Cros. E y Maringo G. (1382/1573) FRAP
UNIDAD mg.Ac. Galicoll pm TrolowL
21-0778 15641 560,86 T11
210779 141,24 518,00 T2
21-0780 170,55 669,43 T13
21-0781 110,90 303.71 T21
21-0782 10017 358,00 T22
-0783 103.66 263,71 123
0764 175,03 606,57 T3
0785 15055 612 32
-0786 134,00 580,4 33
0787 1118 3337 r
-0788 105.7. 483.71 4
-0789 110.90 346.57 4
21-0790 234,34 042,29 T51
1-079 142,62 560,86 152
1-0792 23814 062,29 153
1-0793 100,21 260, T61
0794 110,21 50.4 62
0798 100,90 2465 3
-079€ 85,38 532,20 1
0797 254,34 80514 2
-0798 230,90 82371 73
-0799 12572 339.43 81
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Anexo 4: Informe analisis de polifenoles y antioxidantes en polen.

MC-LEAK-2201.06

£ 1n3np

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA 2

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

Vit

SurKm 1. G Tifs. 2660681-3007 134 Fax 2007134 ‘W’
Casila DG!_JI 17-01.340
INFORME DE ENSAYO No: 21-0128
Pollfenoles Capacidad Antioxid
|METODO MOLSAIA1S MO-LSAIA-16
METODO REF Cros. E y Maringo G. {198211973) FRAP
UNIDAD mg.Ac. GalicolL pm Trolox/L *IDENTIFICACION
21-0800 116,07 266,57 82
21-0801 104,34 216,57 83
ANALISIS | HUMEDAD | Polifencies Capacidad Antioxidante
METODO MO.LSAIAD1.02 MO-LSAIA-15 MO-LSAIA-16
DO REF | U. FLORIDA 1970 | Cros.£ y Maringo FRAP
UNIDAD % mg Ac Galicolg Trolow *IDENTIFICACION
21-0802 13,65 0 29 86 0 307,49 Polen
ANALISIS Polifenoles Capacidad Antioxidante
METODO MOLSAIA1S MO-LSAIA-16
METODO REF Cros. E G. (1982/1973) FRAP
UNIDAD . Galic: ym Troloxg *IDENTIFICACION
21.0803 053 473 Miel
Los ensayos marcados con Q se reportan en base seca.
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente
BLADIMIN
EFPAIN ORTIZ
oS
Dr. Ivan Samaniego, MSc. Ing. Bladimir Ortiz
RESPONSABLE TECNICO RESPONSABLE CALIDAD
Este dooumentio no puede Sor reproducido ni totad ni sinka escrita dot

Los resuliades arda ndicados 0l0 estan relaconades con ef odjeto de ensayo

NOTA DE DESCARGQO: La mformaciio camtenida on esie infoeme de enaayo es 0o cardoter confidencial, estd dingide Umncamente af destnatano de I mEma y s podrd ser usada por esie. S el lecior de este coereo
dectronko © fax no es o destinatanc dof mismo, se le notifca que cudquier copia O distribucion de este Se encuentra lotaimente prohitido. Si usted ha rechido este nfonme do ENEayO por emor, por favor rotitique
nmedidamenie ¥ remiento por este mEmo medio y elmine L3 irdormacion. La formacion entregada par of clente y generada durante las activdades de laborateio es de caracter confidencial. esta dngda unicamenia 3
destinataro de 1 misTa y S0l puede Sor Usada por este, Los datos marcados con ™ 5on suminisyacos por el diente. £l Rboratonos no e responsabiiza por esta
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