UNIVERSIDAD NACINAL DE COLOMBIA

Desarrollo de una herramienta
Instrumental de gusto artificial
aplicable a bebidas alcohdlicas a
base de miel de abejas

Martha Maria Cuenca Quicazan

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental
Bogot4a D.C
2014



Il Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

Desarrollo de una herramienta
Instrumental de gusto artificial
aplicable a bebidas alcohdlicas a
base de miel de abejas

Martha Maria Cuenca Quicazan

Tesis presentada como requisito para optar al titulo de:
Doctorado en Ingenieria

Area Ingenieria Quimica

Director:

Juan Carlos Serrato Bermudez, PhD

Linea de Investigacion: Bioprocesos
Grupos de Investigacion:
Grupo de Aseguramiento de la Calidad de Alimentos y Desarrollo de Nuevos Productos

Grupo de Procesos Quimicos y Bioquimicos

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental
Bogota D.C
2014



A Dios y a la vida, por darme la oportunidad de
tener esta experiencia que no sélo me ha

aportado aprendizaje profesional sino personal.

A toda mi familia y amigos, quienes me
apoyaron incansablemente con su compafiia,

Su paciencia y su carifo.

A mi padre, cuya presencia siempre me ha
acompafado en todos los momentos de mi

vida.

A mi madre, una mujer que ha sido el ejemplo
a seguir y mi inspiracion para llevar a cabo este

reto académico.

A mi hermano y a Islén, quienes me han hecho

sentir apreciada y valorada.

A Marco, la persona que me hace sentir
inteligente, sensible y viva desde que nos

CONocimos.






Agradecimientos

Al Departamento Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Colciencias, por otorgarme
el Crédito Condonable de la Convocatoria 511 “Convocatoria Nacional para Estudios de
Doctorado en Colombia - Afio 2010”, entidad que me permiti6 la realizacion del doctorado
durante cuatro afios. También por la financiacion del proyecto “Desarrollo de un modelo
productivo de bebidas fermentadas de miel como estrategia para generar valor en el &mbito
caracteristico de la apicultura en Colombia” presentado en julio de 2012, proyecto que
permitié la contextualizacion del trabajo de investigacién y la consecucion de los materiales

requeridos para llevar a cabo las fermentaciones.

A la Direccion de Investigacion de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota (DIB),
por la financiacion del Proyecto “Desarrollo de una herramienta instrumental para la
caracterizacion de un producto fermentado a partir de miel”, con el cual se dispuso de los
materiales necesarios para desarrollar esta tesis, asi como por la realizacion de los tramites

necesarios para la realizacion de la pasantia en Italia.

Al Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Universidad Nacional de
Colombia, donde se efectuaron la mayor parte de las actividades experimentales este
trabajo de investigacion, especialmente a los laboratorios de Analisis Instrumental de
Alimentos, Andlisis Microbiolégico, Vegetales y a la Planta Piloto de Vegetales. A todo el
personal docente, técnico y de estudiantes, especialmente: a los profesores Anibal Herrera,
Consuelo Diaz, Héctor Suérez, Marta Quicazéan, Maria Soledad Hernandez y Carlos Novoa;
a los técnicos Héctor Monsalve, Wilson Castro, Marta Esguerra, Gregorio Medina, Dora
Uribe, Paola Hernandez, Ivonne Gonzélez, Nazly Pulido, Amaury Blanco, Alexander Erazo,

Yuly Correa.

Al Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de Colombia, por permitirme desarrollar las actividades académicas
requeridas para la obtencion de este titulo, especialmente al profesor Juan Carlos Serrato,

director de este trabajo, a los profesores Mario Velasquez, Alvaro Orjuela, Rubén Godoy,



Vi Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

Rodrigo Jiménez y Francisco Boada por sus aportes en la discusion de la propuesta. A
Ricardo Cortés, técnico del Laboratorio de Electroquimica y Catalisis, a los estudiantes del
programa de Maestria y Doctorado en Ingenieria Quimica. A los estudiantes de Ingenieria
Quimica Alexander Torres, Alejandro Palacios, Mario Davila, William Mora y Andrea Nieto,

por su invaluable colaboracion en el laboratorio.

A la Libre Universidad de Bolzano (Italia), especialmente a la Facultad de Ciencia y
Tecnologia y al Profesor Matteo Scampicchio, por recibirme para la realizacion de la
pasantia durante seis meses, periodo en el cual pude aprender las diferentes técnicas
electroguimicas empleadas en este trabajo, asi como la utilizacion de otras metodologias

disponibles en sus laboratorios.

Al Centro de Investigacion de Agricultura y Silvicultura Laimburg, de la Provincia de Bolzano
(Italia), especialmente al Investigador Flavio Ciesa, por permitirme efectuar diferentes

ensayos de fermentacién en sus instalaciones, asi como utilizar el PTR-MS.

Al Departamento de Ciencia para los Alimentos, la Nutricién y el Ambiente (Defens) de la
Universidad de Milan (ltalia), especialmente a los profesores Saverio Mannino y Stella
Cossio, asi como los investigadores Simona Benedetti, Susanna Buratti y Carlos
Fuenmayor por permitirme la realizacion de ensayos de fermentacién en sus instalaciones y

la utilizacién de nariz y lengua electronicas comerciales.

A la Universidad de Pamplona (Colombia), especialmente al profesor Cristhian Duran, por la

asesoria en el tema de andlisis de sefiales y manejo de los datos obtenidos.



Resumen y Abstract Vi

Resumen

Se llevé a cabo el monitoreo a lo largo del tiempo de la fermentacién de hidromiel a 25°C,
usando Saccharomyces cerevisiae subsp. bayanus como agente fermentador, miel diluida,
polen, frutos rojos, diferentes hierbas arométicas y especias, partiendo de mostos con
24°Brix, los cuales se pasteurizaron previamente. Se desarroll6 una herramienta de gusto
artificial con un potenciostato de cuatro canales, combinacion de sensores de platino y grafito
modificados con sulfato de cobre, aplicacion de voltametria ciclica y onda cuadrada. Las
sefiales obtenidas se correlacionaron con otras variables obtenidas: pH, acidez total,
contenido de azUcares, productividad, conversion, contenido de etanol, actividad antioxidante,
perfil de compuestos volatiles, espectro FTIR-ATR, nariz electrénica, lengua electrénica
comercial y panel sensorial entrenado. Mediante analisis de componentes principales y
correlaciones lineales por minimos cuadrados se pudo establecer que la herramienta permite
el monitoreo del proceso fermentativo, asi como también la clasificacion de diferentes

hidromieles.

Palabras clave: Fermentacidon, hidromiel, gusto artificial, alcohol, rendimiento,
electroguimica, voltametria
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Abstract

A mead fermentation monitoring was done at 25°C by using Saccharomyces cerevisiae
subsp. bayanus, diluted honey, pollen, red fruits, various herbs and spices, starting from
pasteurized musts with 24 °Brix. An artificial taste system was developed with a four
channel potentiostat, platinum and modified with copper sulfate graphite sensors, and
the application of cyclic and square wave voltammetry. The signals obtained were
correlated with other variables obtained: pH, total acidity, sugar content, productivity,
conversion, ethanol content, antioxidant activity, profile of volatile compounds, FTIR-
ATR spectrum, electronic nose and electronic tongue and a trained sensory panel. By
using principal component analysis and least squares linear correlations it was
established that the tool allows monitoring the fermentation process as well as the
classification of different meads.

Keywords: fermentation, mead, artificial taste tool, ethanol, vyield,

electrochemistry, voltammetry
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Introduccion

En nuestro pais es ampliamente reconocida la necesidad de realizar proyectos de
investigacion que propendan por el fortalecimiento del desarrollo del sector agroindustrial, y
en especial de las cadenas productivas. Una de esas cadenas, la apicola, se caracteriza
porgue no existe variedad en la oferta de productos, por lo cual se deben desarrollar
alternativas para generar valor agregado a los productos tradicionales como la miel, el

polen, la jalea real y el propdleo.

Adicionalmente, la cadena deberia aprovechar la gran variedad de caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas de los productos apicolas colombianos (causadas por su
diverso origen botanico y regional) y vislumbrar alternativas de mercado externo, ya que el
mercado interno del principal producto de la cadena, la miel, es complicado debido a que su
precio es mayor al internacional. Con ese panorama, actualmente la cadena apicola intenta
unir los esfuerzos conjuntos de las entidades gubernamentales, empresarios e

investigadores para mejorar la competitividad y productividad de este sector.

Una de las alternativas de mejora es el desarrollo de nuevos productos a través de la
aplicaciéon de bioprocesos. Considerando que el consumo de vinos en Colombia abarca en
su mayoria vinos jévenes dulces como el que se puede desarrollar empleando la miel como
sustrato, en este proyecto se plantea el uso de microorganismos fermentadores productores
de alcohol para la produccion de un vino de miel (también llamado hidromiel). Es importante
destacar que el hidromiel existe en Europa, Estados Unidos y Canada y que el consumo de
vinos que no son de uva alli es importante, representando el 10% del consumo en Europa
occidental y el 30% en Europa oriental, por lo cual en el futuro se puede pensar en su

exportacion.

Este mercado potencial convierte a las bebidas alcohdlicas a base de miel, en alternativas
para la generacion de mayor valor agregado para el sector apicola colombiano. Este

producto hace parte de la industria alimenticia, donde es importante la homogeneidad de los
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productos que se ve representada en calidad, ya que las caracteristicas sensoriales de los
alimentos y las expectativas de los consumidores en términos de gusto y sabor son las que
determinan el éxito de un producto particular. Por ello, el andlisis del sabor de un producto
alimenticio determinado es vital. Generalmente, este analisis se realiza por medio de
paneles sensoriales con jueces entrenados. Sin embargo, algunas veces estos paneles
resultan costosos, y adicionalmente el desempefio de los jueces es variable dependiendo
de diferentes factores, como su salud, conocimiento, experiencias y gustos propios,
aspectos sicoldgicos, tales como el estado de animo, temperamento y personalidad, exceso
de muestras o pruebas, errores légicos, sugestion, halo, estimulo, etc. Por ello, la industria
alimentaria debe desarrollar nuevos métodos de monitoreo y control de calidad capaces de

estandarizar las caracteristicas organolépticas de los alimentos a lo largo del proceso.

Hoy por hoy, el desarrollo tecnologico del proceso fermentativo para obtener bebidas
fermentadas a partir de miel se lleva a cabo de manera incipiente, sin enfocarse en la
generacion de métodos de instrumentacion enfocados en la estandarizacion del proceso

fermentativo.

Con este fin se han creado instrumentos como las narices y las lenguas electronicas, las
cuales se basan en una combinacién de sensores no especificos y un programa adecuado;
estos instrumentos, operan en forma anéloga a como lo hace la nariz y la lengua humana
para percibir los sabores y olores. Estos equipos pueden proporcionar mediciones fiables de
sabor, haciendo que sus resultados puedan respaldar los resultados del panel sensorial.
Ademas, permiten la realizacion de mediciones directamente sobre la muestra, utilizando
técnicas biomiméticas, que pueden establecer relaciones entre las variables sensoriales y
las mediciones instrumentales. Esto permitiria establecer modelos para poder predecir y

resolver problemas en los procesos fermentativos.

La generacion de instrumentos que faciliten la estandarizacién del proceso fermentativo
constituye un aporte al aseguramiento de la calidad del proceso productivo para la

obtencién de este producto alimenticio.

El presente proyecto tiene como objetivo general desarrollar un sistema de gusto artificial
aplicable a la evaluacién de la cinética de fermentacion alcohdlica para la obtencion de
bebidas a partir de miel de abejas. Para lograr dicho objetivo, se plantean tres objetivos
especificos: evaluar el comportamiento de algunos componentes no volatiles del mosto de

miel de abejas y bebida fermentada mediante técnicas electroquimicas, sensoriales y de
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andlisis quimico instrumental; disefiar, construir y validar un prototipo de lengua electronica
a partir de insumos disponibles comercialmente, que sea aplicable a bebidas obtenidas por
fermentacion de miel de abejas; y realizar seguimiento en linea de la fermentacion para
observar su comportamiento cinético utilizando la lengua electrénica y establecer

parametros de calidad del producto.

A pesar que el hidromiel es una de las bebidas alcohdlicas mas antiguas de la humanidad, y
en el mundo se han desarrollado lenguas electronicas enfocadas a la evaluacion de
diferentes productos y procesos, actualmente no existe una herramienta de gusto artificial
aplicable al desarrollo de bebidas alcohdlicas a base de miel que permita llevar a cabo el
seguimiento del comportamiento cinético de la fermentacion y que esté relacionada con
variables fisicoquimicas y sensoriales; por lo tanto, la generacion de investigacion que
permita la obtencién de productos aplicados a una realidad especifica, como es la cadena
apicola, y el desarrollo y la aplicacion de un instrumento que permita el monitoreo de la
fermentacion para la obtencién de bebidas alcohdlicas a partir de miel es un paso muy
importante que impulsaria la competitividad de la cadena apicola colombiana y contribuiria a

la generacién de conocimiento a través de un trabajo interdisciplinario.
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1.Antecedentes

Se ha observado que la comercializacion de miel como producto final no influye
notablemente en el incremento de la competitividad de la cadena apicola colombiana frente
al mercado latinoamericano (Espinal et al. 2006; Laverde et al. 2010). Por ello, se ha
planteado que la introduccion de miel como sustrato para la generacion de bebidas

alcohdlicas tipo vino puede influir positivamente en la generacién de nuevos productos.

Debido a las tendencias actuales de consumo de bebidas alcohdlicas en Colombia, donde
el vino esta aumentando cada vez mas su participacion (crecimiento de 15% anual) en
detrimento de bebidas como aguardiente, cerveza, whisky e incluso café, (Garcia et al.
2014) que entre los mas vendidos estan los vinos jévenes dulces, especialmente de
manzana, se vislumbra entonces la posibilidad de desarrollar una bebida alcohdlica a base
de miel similar a un vino joven dulce. El hidromiel tiene un costo que varia entre $10000 a
$100000 por litro (Garcia et al. 2014), lo cual posiblemente permitiria la exportacion del

producto desarrollado.

En Colombia, las mieles tienen caracteristicas diferentes de acuerdo con la regién en la que
son producidas, las especies florales con la que se relaciona y los procesos de extraccion
qgue se utilicen. Estas caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales diversas permiten la
generacion de productos apicolas bien diferenciados, que pueden tener un alto valor
agregado. Esto junto con la alta productividad de miel reportada en nuestro pais permite
prever ventajas competitivas que permitirian augurar una buena probabilidad de éxito en la

introduccion de nuevos productos como el hidromiel.

Los antecedentes mas importantes para este trabajo tienen relacién con lo referente a la
miel de abejas (caracteristicas, clasificacion, proceso de obtencién), la cadena apicola
colombiana, el vino de miel o hidromiel (obtencién, clasificacion, proceso de obtencion), y
los avances en lengua electrénica (antecedentes, principios, aplicaciones). Dichos
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antecedentes enmarcan el trabajo realizado, en un contexto actual y relacionado con la

realidad nacional.

1.1 Cadena productiva de las abejas y la apicultura
(CPPA) en Colombia

El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural impulsa en el pais la politica de Cadenas
Productivas en el marco de la ley 811 de 2003, con el objetivo de contar con érganos
consultivos para el desarrollo de politicas orientadas hacia el desarrollo de la competitividad

de los diferentes sectores agropecuarios,(Laverde et al. 2010).

Entre ellas se encuentra la Cadena Productiva de las Abejas y la Apicultura (CPAA), que
estd conformada a partir de la convocatoria y vinculacion de personas, organizaciones,
empresas, entidades y representantes de los diferentes eslabones (productores,
comercializadores, agroindustria, academia, instituciones, proveedores, entre otros). Con
esta cadena se pretende: formular la linea base para la competitividad, construir el
Plan Estratégico de Accion, mejorar la productividad y competitividad, desarrollar el
mercado, disminuir los costos de transaccion entre los distintos agentes de la cadena,
desarrollar alianzas estratégicas de diferente tipo, mejorar la informacién entre los agentes
de la cadena, vincular los pequefios productores y empresarios a la cadena, manejar mejor
los recursos naturales y el medio ambiente, formar recursos humanos y mejorar la

investigacion y el desarrollo tecnoldgico (Laverde et al. 2010).

Es claro que para todos los actores de la cadena son de particular interés las perspectivas
futuras de desarrollo social, econémico, ambiental y tecnoldgico de la cadena productiva
agroindustrial de las abejas y la apicultura (CPAA) en Colombia (Laverde et al. 2010).
Especialmente, en términos de generacion de empresas y empleo, consolidacion del
mercado interno, incremento de las exportaciones, cubrimiento de nuevos mercados
internacionales y la innovacion de productos y servicios de alto valor agregado, con
sostenibilidad ambiental. La cadena también ha identificado que el incremento de la
competitividad es una necesidad debido a la cada vez mayor apertura econdémica y
liberalizacién del mercado y que la atencién del mercado interno como el ingreso a los

mercados externos conllevan para la cadena ajustes estructurales de su productividad y
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competitividad; por lo cual es importante construir ventajas competitivas, a partir del

mejoramiento y profundizacion de los procesos de investigacion y desarrollo tecnoldgico.

Todo ello aprovechando diversos aspectos como el crecimiento del mercado, el incremento
en el numero de consumidores, la mayor demanda por productos naturales, las ventajas
biofisicas y de flora de Colombia, asi como la existencia de varias especies de abejas en el
pais. Especialmente esta Ultima, ya que en Europa y Estados Unidos la disponibilidad de

abejas se ha reducido a tal punto que ya comienzan a desaparecer.

Sin embargo, también es importante mencionar que se han encontrado grandes problemas
como falta de calidad de los productos apicolas ofrecidos por los productores nacionales,
escaso cumplimiento de normas, carencia de estudios especificos sobre inteligencia de
mercados, exiguo acceso a los créditos disponibles, necesidad de una mayor formacién

técnica y comercial de los apicultores, entre otras.

1.2 Miel

La miel es un fluido dulce y viscoso producido por las abejas domésticas a partir del néctar
de las flores, de secreciones de partes vivas de plantas 0 de excreciones de insectos
chupadores de plantas, que es libado, modificado y almacenado en colmenas. El néctar es
recogido de las flores por las abejas que lo almacenan en su saco para miel mientras se
encuentran en el campo (Fattori 2004). Las abejas transforman los carbohidratos del néctar
a través de un proceso de regurgitacion usando invertasa y una digestion parcial, a traves
de &cidos gastricos. Estos dos procesos los realizan todas las abejas de la colmena. La
solucién acuosa resultante posee un alto contenido de agua, por lo que en la siguiente
etapa del proceso se elimina un gran contenido de humedad mediante el movimiento
sincronizado y simultaneo de las alas de las abejas, que favorece la conveccion y hace que

la transferencia de masa del agua sea mas rapida.

Las abejas depositan la miel transformada en celdas abiertas, hexagonales, construidas con
cera que segregan por medio de glandulas especiales. En estas celdas ventiladas se lleva a

cabo la maduracion de la miel, etapa que consiste en la pérdida de agua e hidrdlisis de la


http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9ctar_%28bot%C3%A1nica%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
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sacarosa, después de la cual las abejas sellan las celdas con una capa de cera

(operculado).

En el Anexo A, se puede encontrar informacion detallada en cuanto a la clasificacion de la

miel, composicién, proceso de extraccién, informacion de mercado, usos, entre otros.

Es importante resaltar que las mieles colombianas tienen caracteristicas organolépticas
especiales que se relacionan con el origen geografico del cual provienen; adicionalmente,
debido a que no hay estaciones, la produccion se realiza de forma constante. Aunque
Colombia no es un gran productor de miel, como lo son China y Rusia, las caracteristicas
fisicoquimicas y la disponibilidad de la misma pueden ser ventajas competitivas frente a

otras mieles producidas masivamente.

1.3 Hidromiel

Uno de los productos que pueden ser una alternativa para producir mayor valor agregado
en la cadena apicola es el hidromiel. Este es una bebida fermentada como se menciona en
una revision sobre el tema realizada en Portugal, (Ramalhosa et al. 2011). El desarrollo de
esta bebida puede ser una buena opcién para aumentar los ingresos de los productores de
miel debido a que posee un gran potencial comercial. Gracias a las nuevas tendencias y
consumidores, la generaciéon de nuevas presentaciones de hidromiel en los mercados (por
ejemplo, dulce, seco, con jugo de frutas) puede ayudar a los productores a aumentar los

ingresos (Ramalhosa et al. 2011).

El hidromiel es una de las bebidas méas antiguas y probablemente es precursora de la
cerveza. Su amplia difusion fue reportada por los egipcios, griegos, celtas, sajones y
barbaros. En América esta bebida era elaborada por los mayas, quienes disolvian la miel de
abejas sin aguijon (Meliponas) con agua, la maceraban con trozos de la corteza de un arbol

y la fermentaban hasta obtener un licor empleado en sus festividades (Berry 2009).

Esta bebida se obtiene por fermentacién alcohdlica de miel diluida, la cual alcanza un
contenido de 8 hasta 12 %v/v de etanol. El proceso de produccion de hidromiel se divide en
dos etapas generales. En la primera se lleva a cabo la adecuacion de la miel, pues tiene un
alto contenido de carbohidratos y un contenido de minerales bajo; por ende, se debe
garantizar un balance adecuado para que las levaduras puedan llevar a cabo su

fermentacion. Adicionalmente, el contenido inicial de microorganismos en la miel puede
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competir con las levaduras que se utilicen para la fermentacion (Berry 2009). En la segunda,
se lleva a cabo la transformacién de los azlUcares de la miel en alcohol etilico y dioxido de
carbono a través de la fermentacion que realizan las levaduras. Esta fermentacion
dependera de la variedad de la miel, los nutrientes adicionados, (Pereira et al. 2009), la
acidez y pH del medio, asi como de la cepa de levadura empleada (Marian Navratil et al.
2001). Entre estos factores, la levadura es un factor determinante en el proceso puesto que
influye en la productividad de alcohol, en la velocidad de reaccion del proceso y en el
desarrollo del sabor y olor caracteristico. El contenido de nitrégeno del medio también es
muy importante, por lo que es necesario adicionar componentes que sean fuente de este.
Asi mismo, para propiciar un adecuado ambiente de crecimiento se requiere ajustar el pH 'y
la temperatura, por lo cual en algunos casos se adicionan acidos organicos (Ramalhosa et
al. 2011).

A pesar de ser una de las bebidas alcohdlicas mas antiguas, en la bibliografia cientifica se
encuentran pocos estudios en los que se tome como problema de investigacion los

aspectos correspondientes a hidromieles.

Para que la produccion de hidromiel sea rentable, es necesario disminuir el tiempo de
producciéon. En la revision realizada por Ramalhosa et. al, se menciona también que la
velocidad de fermentacién depende de la variedad de la miel y sus caracteristicas, y que a
través de una adecuada seleccion de la levadura y de las condiciones de fermentacion,
tales como, mezclado durante la fermentacion, la nutricion de levadura, y el control del pH,

puede ser posible aumentar notablemente la tasa de fermentacion (Ramalhosa et al. 2011).

Se han realizado pocos estudios sobre la selecciéon de levaduras en cuanto a la produccion
e hidromiel (Pereira et al. 2009), por lo cual es necesario encontrar y aislar cepas de
levaduras mas resistentes, y con un mayor rendimiento teniendo en cuenta factores como
altos valores osméticos y bajo contenido de nitrégeno (Ramalhosa et al. 2011). Es
necesario que los productores de hidromiel sean conscientes que la variabilidad de la miel
hace que la adicién de suplementos cambie y que muchos de los olores distintivos de los
hidromieles se deben a su origen botanico y geografico (Sroka & Tuszynski 2007a), (Roldan
et al. 2011a). Algunos de estos compuestos pueden actuar como fuentes de carbono y
nitrégeno para el metabolismo de la levadura, o pueden transformarse quimicamente. Por lo
tanto, es necesario realizar investigaciones para caracterizar tanto la miel como el hidromiel

en cuanto a su composicion, pues su origen es responsable de sus propiedades
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organolépticas, todo ello con miras al control de calidad de las caracteristicas organolépticas
del hidromiel (Ramalhosa et al. 2011). Algunos autores han reportado algunos resultados
acerca de este tema (Vidrih & Hribar 2007; Mendes-ferreira et al. 2010; Mcconnell et al.
2012; Daniel & Schramm 1995; Roldan et al. 2011a).

Tampoco se han realizado suficientes estudios en cuanto al analisis sensorial para conocer
el gusto de los consumidores frente al hidromiel (Barrios & Principal 2010; Roldan et al.
2011a). Por lo tanto, los ajustes que se hagan después de la fermentacién y las condiciones

de maduracién podrian afectar la preferencia de los consumidores (Ramalhosa et al. 2011).

En cuanto al proceso de produccién del hidromiel, hay algunos reportes en los que se ha
realizado la inmovilizacion de levaduras (Marian Navratil et al. 2001; Qureshi & Tamhane
1985; Qureshi & Tamhane 1986; Qureshi & D. Tamhane 1987; Qureshi & D. V Tamhane
1987; Sroka et al. 2013) y evaluacién de diferentes variables de proceso (Mendes-ferreira et
al. 2010; Daniel & Schramm 1995; Mcconnell et al. 2012; Ouyang et al. 2013; Menezes et al.
2013; Roldan et al. 2011a), asi como también acerca de la evaluacion del contenido de
compuestos fendlicos (C. Wintersteen et al. 2005; Kahoun, Rezkova, et al. 2008).

En el Anexo B se puede encontrar informacion detallada acerca del mercado del vino, del
hidromiel, su clasificacion, fermentacion alcohdlica, entre otra informacion relevante acerca
del hidromiel. Es importante resaltar que el seguimiento de la fermentacién utilizando una
herramienta instrumental y sensorial es una contribucion importante al desarrollo no sélo de

este tipo de bebidas sino del proceso para su obtencion.

1.4 Analisis y seguimiento de fermentaciones etandlicas

Tradicionalmente, para llevar a cabo el seguimiento de las fermentaciones etandlicas a nivel
industrial se han empleado mediciones sencillas como grados Brix, grados de alcohol
(grados Gay Lussac), porcentaje de acidez volatil, entre otras. Al final del proceso, se hacen
evaluaciones sensoriales comparativas para determinar si el producto final esta dentro de

los parametros sensoriales especificados en un producto patrén conocido.

También, a nivel investigativo, se ha realizado el seguimiento de la fermentacion,
empleando técnicas como la cromatografia liquida para cuantificacion de alcoholes, acidos
organicos y azucares, asi como cromatografia de gases para acidos y alcoholes (Colombié
et al. 2007; Buratti et al. 2011; Lamberti et al. 2009; Sablayrolles 2009).
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Cuando en las fermentaciones se tiene una composicién sencilla del medio de cultivo, es
facil llevar a cabo el seguimiento del crecimiento de biomasa o consumo de sustrato
utilizando diferentes técnicas como Kjelhdahl peso seco, espectrofotometria, conductividad
eléctrica, turbidez, entre otros. Pero debido a que la miel de abejas cuenta con la presencia
de diferentes sustancias como aminoacidos, acidos organicos y otros nutrientes, las
técnicas recomendadas para gran nimero de fermentaciones no se pueden usar para hacer
el seguimiento tanto de consumo de sustrato como de produccion de biomasa, y por lo
tanto, se hace necesario encontrar herramientas que permitan llevar a cabo estas

determinaciones de una forma sencilla.

1.5 Analisis sensorial

En la industria apicola, y en general, en la industria de alimentos, las caracteristicas
sensoriales de los productos son muy importantes para los mercados actuales, puesto que
el consumidor busca excelencia y calidad, y por ende, estas caracteristicas se convierten en
metas fundamentales para los productores de alimentos y bebidas. Es asi como la
aceptabilidad de un producto determinado por parte del consumidor est4 conformada por

distintos aspectos recogidos por los sentidos: vista, olfato, tacto, oido y gusto.

Hoy en dia, en la industria apicola la evaluacion sensorial es una técnica de medicion tan
importante como los métodos quimicos, fisicos o microbioldgicos. Esta es realizada por un
panel humano y tiene como ventaja que la persona efectia mediciones a través de sus
sentidos, es decir, sus propios instrumentos de analisis. No obstante, existe la idea
equivocada de que el andlisis sensarial no es tan riguroso como los otros tipos de analisis, a
pesar de que esta técnica estd fundamentada en ramas de la ciencia tales como la

estadistica, fisiologia, psicologia, entre otras.

Dentro de los métodos de analisis sensorial aplicados a la calidad mas utilizados, se tienen:
escalas objetivas basadas en instrumentos de medicién, y métodos basados en el juicio
humano (andlisis sensorial). Las relaciones que existen entre estos métodos son las que
garantizan el desarrollo de productos acordes con lo que espera el consumidor con respecto

a un producto de calidad.

Sin embargo, debido a que es una técnica en la que los seres humanos son los

evaluadores, puede haber cierto grado de subjetividad o, saturacion debido a fatiga; por
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esto, es importante trabajar en el desarrollo de una herramienta instrumental que permita

solucionar este inconveniente.

1.5.1 Definicién

En general, en la industria de alimentos, las caracteristicas sensoriales de los productos son
muy importantes para los mercados actuales, y por ende se convierten en metas
fundamentales para los productores de alimentos y bebidas. Asi es como la aceptabilidad
de un producto determinado por parte del consumidor estd conformada por distintos
aspectos recogidos por los sentidos: vista (color y defectos), olfato (olor y flavor), tacto
(manual y bucal), oido (tacto y durante la masticacion) y gusto (sabor). EI consumidor a la
hora de decidir sobre la adquisicién de un producto tiene en cuenta aspectos de calidad,
tanto externos como internos. Es por ello que el andlisis sensorial se transforma en una
herramienta de mucha utilidad, pues permite encontrar los atributos de valor importantes

para los consumidores.

1.5.2 Tipos de pruebas

Existen diferentes pruebas de analisis sensorial que se pueden utilizar. Estas se pueden

dividir en dos grandes grupos: analiticas (discriminativas, descriptivas) y afectivas.

= Pruebas afectivas

También llamadas heddnicas. Son usadas para evaluar la preferencia y aceptacion de un
producto, y no se llevan a cabo con panelistas entrenados sino con consumidores que

hagan parte del grupo objetivo hacia el cual va dirigido el producto.

=  Pruebas Analiticas

Se utilizan para identificar diferencias 0 semejanzas; se llevan a cabo con panelistas
entrenados.

Pruebas analiticas discriminativas
Son muy utilizadas en la industria porque son muy sencillas. Se pueden utilizar para

determinar si existe diferencia entre dos muestras y para la determinacion de umbrales y
sensibilidad.

Pruebas analiticas descriptivas
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Son una metodologia que permite hacer una descripcion completa de los productos y brinda

la base para determinar las caracteristicas sensoriales importantes para la aceptacion por

parte de consumidor; también permite relacionar las variables de proceso y formulacién con

los cambios en las caracteristicas sensoriales.

En la tabla 1-1 se presenta la clasificacion general para los métodos de evaluacion

sensorial, y los principales tipos de pruebas sensoriales.

Tabla 1-1 Clasificacion general de las pruebas de analisis sensorial

Clasificacion general Tipo de prueba Funcion Aplicacion
Preferencia Mejoramiento de
Afectivas Grado de Conocer la opinion del zggl:gﬁc') re(fj%rmunlﬁgl\;)ons,
satisfaccion consumidor - =
— productos: percepcion del
Aceptacion consumidor
Comparacion Detectar diferencias. Reformulacion: Estudio de
pareada simple Usadas normalmente en la influencia de la variacion
Duo-trio grupo de expertos que de  materias  primas,
: dan una valoracion méas procesos, ingredientes,
Triangular objetiva almacenamiento
Analiticas Comparaciones Control _de calidad del
discriminativas multiples producto
Ordenamiento Seleccion y adiestramiento
Perfil de jueces
Analisis
descriptivo
comparativo
Escalas e Establecer la Reformulacion: Magnitud
Perfil d!reccién de las de_ |Z_i’ influencig de_ la
diferencias y la variaciéon: materia prima,
magnitud de las proceso, ingredientes,
diferencias almacenamiento
e  Describir un Desarrollo _de nuevos
producto productos: estudio de
atributos y parametros que
mas influyen en la
percepcion sensorial
Analiticas Control _de calidad _de
descriptivas Andlisis producto: definicion de
descriptivo técnica_s: instrumentales_
comparativo Seleccion y adiestramiento

de jueces
Descripcion de la calidad
sensorial del producto

Mejoramiento de
producto:  Comparacion

del producto

Monitoreo de la competencia:
Cémo esté el producto actual
frente a la competencia.
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Con el fin de lograr resultados mas objetivos, los criterios mas importantes son la
confiabilidad y la validez. Estos se relacionan con la seguridad de los resultados obtenidos,
la medida de la exactitud con que se ha reflejado la calidad del producto evaluado (Torricella
& Huerta 2008; Torricella et al. 2007). Debe tenerse en cuenta que la confiabilidad de los
resultados de cualquier andlisis realizado, su objetividad, depende eminentemente de los

miembros, de las condiciones de realizacion, del método utilizado y de como se aplica.

1.5.3 Analisis sensorial a través de instrumentos

El analisis sensorial busca desarrollar una metodologia objetiva para la determinacion de
parametros organolépticos en los alimentos. En general, las mediciones instrumentales son

un complemento a las evaluaciones sensoriales que llevan a cabo los seres humanos.

Dentro de las metodologias instrumentales consideradas objetivas, se encuentra el color, el
cual puede ser medido de forma instrumental, mas efectivamente que de forma visual.
También existen otros aparatos como los texturOmetros universales y la gran variedad de
pruebas encaminadas a determinar parametros reolégicos como la dureza, fibrosidad,

harinosidad, adhesividad, jugosidad, entre otras.

Existen otras evaluaciones instrumentales, denominadas técnicas semiobjetivas. Se
incluyen dentro de este grupo las cromatografias y las valoraciones fisicoquimicas y
bioquimicas, indicadoras de la composicion cualitativa del producto (sus vitaminas,
elementos minerales, proteinas, acidos y azlcares, colorantes, edulcorantes artificiales,
etc.) aspecto intimamente ligado a las propiedades sensoriales y al margen de aceptabilidad
del alimento. Todas estas técnicas pueden llegar a tener una buena correlaciébn en sus
medidas con el juicio sensorial, pero es muy dificil que reemplacen totalmente al ser

humano.

Con el fin de complementar las mediciones obtenidas a través de paneles sensoriales
tradicionales, surgen las narices y lenguas electrénicas, las cuales operan de una manera
analoga a como lo hacen los humanos para percibir los sabores y olores, y estos equipos
estan proporcionando soluciones al problema de mediciones fiables del sabor y olor
(Rudnitskaya & Legin 2008b). La nariz electronica Unicamente mide los compuestos
qguimicos volatiles que constituyen el olor de una muestra, asi que para complementar a la

nariz electronica se ha desarrollado la lengua electronica que mide los componentes no
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volatiles cubriendo el olor y el sabor (Di Natale et al. 2000). La utilizacion de nariz o lengua
electrénica permite unificar resultados sensoriales proporcionados por el panel o por los
analisis cromatogréficos; y después de una etapa de entrenamiento, se pueden utilizar sus
resultados como sustitucion de los métodos actuales, permitiendo establecer diferentes
relaciones y conclusiones con respecto al producto, materias primas y desarrollo de un
proceso, de acuerdo por lo presentado por diversos autores (Kollmannsberger & Nitz 2007;
Deisingh 2004).

Actualmente, el estudio de la nariz electrénica ha ganado un interés creciente, ya que han
demostrado ser Utiles para muchas aplicaciones, por lo que hay diferentes instrumentos en
el mercado. Una nariz electrénica consiste en una matriz de sensores de gases con
diferentes patrones de selectividad, una unidad de toma de la sefial y el software de
reconocimiento de patrones. El principio se basa en el hecho de que un gran nimero de
compuestos diferentes contribuye a la definicion de un olor a medida, las relaciones
guimicas del conjunto de sensores de la nariz electrénica proporciona una salida del patrén
gue representa una combinacion de todos los componentes. La razén del gran nimero de
olores que se pueden detectar, es que, aunque la selectividad de cada sensor puede ser
baja, la combinacién de las clases de selectividad de varios proporciona una informacién

muy grande en contenido (Bleibaum 2002).

Hasta la fecha, no existe un instrumento que por si solo sustituya totalmente el analisis
sensorial, ya que éste deberia unificar todos los métodos analiticos encaminados a evaluar
el aspecto exterior, el sabor y el olor de todos los alimentos. En general, las mediciones
instrumentales son un complemento a las evaluaciones sensoriales que llevan a cabo los
seres humanos, y deben permitir establecer relaciones o modelos que faciliten el
seguimiento, control y optimizacion de procesos. Pero el desarrollo de instrumentos que
faciliten y apoyen la labor del panel sensorial hace que se constituya en una herramienta
poderosa a la hora de definir lo que sucede a lo largo del proceso fermentativo (Rudnitskaya
& Legin 2008a; Sdderstrom et al. 2005).

La generacion de instrumentos como la lengua electronica, se basan en entender como
funciona el gusto en los humanos, teniendo en cuenta principios quimicos sencillos, lo que
hace que su uso se esté llevando a cabo, no solo para alimentos sino para otro tipo de
aplicaciones, pues constituye una técnica de andlisis en la que la muestra debe sufrir pocos

tratamientos, lo que la convierte en una técnica facilmente implementable en procesos
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productivos para llevar a cabo determinaciones en linea, estableciendo posibles problemas

y soluciones gue se presentan en diferentes tipos de procesos.

En la literatura cientifica se reportan avances tecnoldgicos en nariz electronica, por ejemplo,
se ha profundizado en el disefio de sensores, materiales, innovaciones de software y en el
disefio de microcircuitos y sistemas de integracion (Wilson & Baietto 2009), los cuales son
antecedentes importantes para los desarrollos que se han dado en cuanto a la lengua
electronica. En estos dispositivos se han utilizado diferentes tipos de sensores, teniendo en
cuenta diferentes principios y mecanismos de deteccién, lo cual esta ligado con la
expansion de nuevas aplicaciones. Wilson & Baietto mencionan también mencionan que la
nariz electrénica ha proporcionado una gran cantidad de beneficios a una variedad de
industrias comerciales, incluidos los sectores: agrario, biomédico, cosmético, medio
ambiente, alimentos, militar, farmacéutico, de reglamentacion y la investigacion cientifica en

varios campos.

En la actualidad hay un cambio en la actitud dentro de la tecnologia de medicion sobre
cOmo recoger y procesar la informacién. Se busca obtener informacion sobre atributos tales
como la calidad, condicion o estado de un proceso. Esto se hace mediante el uso de
matrices de sensores de acuerdo con su selectividad, superposicién y el tratamiento de los

datos obtenidos por métodos multivariados (Wilson 2013).

1.6 Lengua electronica

Las lenguas electronicas se componen basicamente de un conjunto de sensores en donde
cada uno de ellos mide una propiedad determinada de la muestra, ofreciendo una
caracteristica especifica para cada especie analizada, la suma de todas estas
caracteristicas en la muestra permite establecer un patron de reconocimiento para cada

sabor.

Para el tratamiento de los datos obtenidos a través de este tipo de sistemas de gusto
artificial, se utilizan métodos de andlisis multiparamétrico que recogen toda la informacion
gue se obtiene de los sensores, seleccionan la que puede ser mas significativa y, mediante
algoritmos para reconocimiento de patrones, interpretan la sefial de todos los sensores
(Scampicchio et al. 2008).
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Es por ello gue una disciplina como la quimiometria, se convierte en un puente real entre los
datos experimentales, los métodos de seguimiento, y la aplicacidbn al seguimiento de
procesos (Zhou et al. 2010). Muchos de los investigadores que trabajan acerca de la
aplicacion de lenguas electrénicas mencionan la importancia del andlisis multivariado, asi
como el procesamiento de las sefiales obtenidas con el fin de generar herramientas Utiles
(Ceto et al. 2013; Campos et al. 2012; Alcafiiz et al. 2012).

1.6.1 Antecedentes de la lengua electrénica

Como se mencion0 anteriormente, el origen de la lengua electronica se basa en el principio
de funcionamiento de la nariz electronica. Andlogamente, existen conceptos similares para

el analisis de liquidos.

Estos se han denominado "lengua electronica” o sensor de gusto, y se han utilizado
teniendo en cuenta su relacion con el sentido del gusto. La mayoria de sensores empleados
en esta aplicacion se basan en electroquimica clasica, utilizando métodos, tales como la
potenciometria, voltametria y conductimetria (Oliveri et al. 2010). El término de lengua
electronica fue creado por los investigadores Di Natale, Legin y colaboradores en 1996 en la

conferencia X Eurosensors (Oliveri et al. 2010).

Existen antecedentes previos, en los que ya se habla de lengua artificial; Harper y Rossetto
en 1978 mencionan la construccion de un dispositivo para determinaciones basadas en
conductancia, pero este trabajo estuvo aislado por muchos afios. En 1990 Toko y
colaboradores desarrollaron membranas lipidicas sensibles a la deteccion de sabor dulce,

acido, amargo y umami (Oliveri et al. 2010; Wang & Rogers 1995) .

1.6.2 Principios de la lengua electrénica

Dentro de las técnicas mas comunes empleadas en los sistema de gusto artificial, o lenguas
electrénicas, se encuentran las técnicas electroanaliticas, las cuales relacionan cambios de
energia quimica en eléctrica, y generalmente se refieren a la obtenciéon de determinaciones
eléctricas tales como corriente, potencial o carga y su relacion con diferentes parametros
guimicos (Wang 2000). Su popularidad se ha incrementado debido a los avances que
durante las décadas de los afios 80 y 90 se llevaron a cabo en cuanto a las interfaces,

capas moleculares, inclusion de componentes biolégicos, aparicion de transductores
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electroquimicos, caracterizacion microscopica, aparicidon de microelectrodos y sistemas de
flujo, etc. (Wang 2000).

La diferenciacion entre las diferentes técnicas electroanaliticas se relacionan con el tipo de
sefal eléctrica utilizada para la cuantificacion. Los dos tipos principales de determinaciones

electroanaliticas son las mediciones potenciométricas y las potenciostaticas.

Ambas requieren al menos dos electrodos conductores y una solucion electrolitica que
permita el contacto con la muestra. Por lo tanto, la superficie del electrodo es la union entre
un conductor aniénico y un conductor electronico. Uno de los dos electrodos cambia de
acuerdo con el analito, y por ende se denomina electrodo de trabajo, y el segundo de
referencia, debido a que el potencial permanece constante e independiente a las
propiedades de la solucion electrolitica (Brett & Brett 1993). Las celdas electroquimicas
pueden clasificarse en electroliticas, cuando consumen energia de una fuente externa, y

galvanicas, cuando producen energia eléctrica.

La potenciometria es una técnica en la que la corriente es cero, en la cual la informacion de
la muestra se obtiene por el potencial que se establece a través de una membrana. Se han
desarrollado diferentes materiales para estas membranas y ellas pueden reconocer
diferentes procesos de ionizacion. Este tipo de técnica se utiliza generalmente para el
monitoreo directo de especies ionicas tales como calcio, fllor e iones potasio. Este tipo de
técnica se aplica directamente de la ecuacion de Nernst a través de la medicion de los
potenciales de electrodos no polarizados sin que circule corriente. Los potenciales
dependen de la naturaleza y concentracion de las especies i6nicas en solucién, las del
medio y el tipo de electrodos. Se pueden determinar tedricamente estos valores para
sistemas simples, basandose en consideraciones de las variaciones de la energia libre
(Wang 2000).

Las técnicas de potencial controlado, o potenciostéticas se relacionan con el estudio de la
transferencia de carga en la interfase solucién-electrodo; se basan en la determinacion de
situaciones dindmicas, es decir, cuando la corriente determinada no es cero. En este tipo de
técnicas, el potencial de los electrodos se utiliza para dar origen a una reaccion de
transferencia de electrones cuyo resultado es una corriente, la cual es medida. En este
caso, el rol del voltaje o potencial es anélogo a la longitud de onda para las determinaciones
opticas. Se puede determinar como un parametro controlable la “presion electronica”, la cual

obliga a las especies quimicas a ganar o perder electrones (reduccién y oxidacion).
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De acuerdo con la corriente resultante, ésta representa la velocidad a la cual los electrones
se mueven a través de la interfase electrodo-solucion. Estas técnicas potenciostaticas
pueden determinar diferentes especies quimicas que sean electroactivas, es decir que se
puedan reducir u oxidar. El conocimiento de la reactividad de los grupos funcionales de un
compuesto determinado se utiliza para predecir su electroactividad. Los compuestos que no
son electroactivos también pueden detectarse llevando a cabo diferentes procedimientos de

derivatizaciéon (Wang 2000).

Las ventajas de las técnicas de potencial controlado incluyen alta sensibilidad, selectividad
frente a especies electroactivas, amplio intervalo lineal, portabilidad, bajo costo de
instrumentacion, capacidad de especificacion y una amplia variedad de electrodos que
pueden utilizarse en diferentes medios. Adicionalmente, se pueden encontrar limites de
deteccién del orden nanomolar utilizando pequefnos volimenes de muestra. La selectividad
de este tipo de electrodos puede incrementarse si se acoplan este tipo de mediciones con

cromatografia liquida o determinaciones opticas (Oliveri et al. 2010).

La mayoria de las investigaciones en este campo se han dedicado al desarrollo de los
electrodos adecuados. Por ejemplo, existen membranas semipermeables de varios tipos
gue han demostrado diversos grados de selectividad y especificidad adecuadas para ser
combinados con técnicas de reconocimiento de patrones (Winquist et al. 2000), (Toko
1998). Las areas de aplicacion incluyen el cuidado de la salud (analisis de orina) y analisis
de alimentos (Scampicchio et al. 2008; Viswanathan et al. 2009; Winquist et al. 2000;
Winquist et al. 1997; Prien 2007; Vlasov et al. 2008; Suzuki 2008; Zeravik et al. 2009; Zhou
et al. 2010); se han utilizado sensores potenciométricos de estado sélido para la deteccion
de iones de metales pesados (Di Natale et al. 1997), mientras que se han reportado
membranas de vidrio para el andlisis de alimentos y vigilancia del medio ambiente (Legin
2000; Vlasov 2000).

En cuanto a este tipo de dispositivos, es importante también tener en cuenta que existen

diferentes tipos de sensores.

Dentro de los sensores mas importantes, se encuentran los voltamétricos, potenciométricos

y otros. En esta Ultima clase se incluyen los sensores de conductividad, entre otros.
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= Sensores Potenciométricos

Se basan en la determinacion de una diferencia de potencial en condiciones de circuito

abierto entre el electrodo de trabajo y uno de referencia.

Los sensores potenciométricos son el grupo de dispositivos electroguimicos mas
desarrollados y estudiados. La mayor aplicacion es la fabricacion de electrodos selectivos
de iones (ISE), donde se modifica el electrodo de trabajo por una membrana selectiva a un

ion determinado.

La primera lengua electrénica disponible comercialmente en el mercado estaba compuesta
por sensores potenciométricos y fue presentada por Kiyoshi Toko en 1998; ésta logré la
clasificaciobn de muestras como: aguas minerales, cervezas, café, té, etc. (Toko, 2004; Toko,
1998a, 2000).

= Sensores Voltamétricos

La voltamperometria permite el estudio de la composicion de una solucion electrolitica
mediante el trazado de sus caracteristicas corriente / tensién. En el procedimiento habitual,
la corriente que fluye entre dos electrodos se mide cuando un potencial variable se aplica a
uno de ellos (el electrodo polarizable, el otro es el electrodo de referencia que se mantiene a
un potencial fijo). La informacién obtenida es diferente cuando se cambia la forma de la
onda de voltaje, (rampa, pulso, etc.), la amplitud o los electrodos de trabajo. Este método a
menudo combina una alta sensibilidad con poca selectividad, por lo que la mayoria de los
trabajos en este campo se han dedicado al desarrollo de determinados electrodos de

trabajo.

Los sensores potenciométricos han tenido innumerables avances a lo largo de los afios y
obviamente también tienen perspectivas no solo en aplicaciones, sino en el desarrollo y
mejoramiento de los mismos (del Valle 2012). Por ello, con esta técnica se han obtenido
buenos resultados para la clasificacién de distintos tipos de alimentos, tales como agua,
leche y otras bebidas utilizando electrodos metalicos. (Krantz-Rilcker 2001; Winquist et al.
1997). Algunos articulos reportan el uso de iones metalicos y membranas poliméricas con el
fin de mejorar la obtencién de sefales (Bratov et al. 2010). Adicionalmente, la informacion
qgue se puede obtener a través de la voltamperometria es tan compleja que siempre son

necesarios los métodos de calibracion multivariada (Rachid et al. 2010).



1. Antecedentes 21

Estos sensores emplean tres electrodos: de referencia, trabajo y auxiliar, donde el potencial
del electrodo de referencia es constante por lo que el flujo de corriente ocurre entre el
electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar. La corriente generada es una funcién de la
velocidad o grado de electrdlisis, la cual es gobernada por el transporte de especies
electroactivas de la muestra (por ejemplo: coeficiente de difusion, concentracion de las

especies).

El primer tipo de lengua electronica voltamétrica fue desarrollado por Winquist y se
constituia de un conjunto de electrodos de trabajo de varios metales (Cu, Ni, Pd, Ag, Sn, Ti,
Zr, Au, Pt), un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar. Dependiendo de la aplicacion,
el conjunto total de electrodos de trabajo se dividia en subconjuntos. Fue posible entonces
el reconocimiento de varios tipos de zumos de frutas y ademas diferenciar entre zumos
naturales y aquellos preparados a base de concentrados (Winquist et al. 1997). Se reporta
por ejemplo la modificacion de diferentes electrodos utilizando nanotubos de carbono
cargados, polimeros, entre otros (Pioggia, Di Francesco, Marchetti, Ferro & Ahluwalia 2007;
Pioggia, Di Francesco, Marchetti, Ferro, Leardi, et al. 2007). Existen algunos otros reportes
en los que se hacen modificaciones utilizando membranas poliméricas mediante las cuales
se obtienen sefiales relacionadas directamente con las sensaciones percibidas por la

lengua de los mamiferos. (Kumar 2006).

Existen también otros tipos de sensores que se utilizan para obtener informacién util de las

muestras o procesos gue se estan evaluando.

= Otros sensores

La conductividad es la medida directa de la conductancia entre dos electrodos idénticos
inertes. Este método es a menudo utilizado en combinacion con la potenciometria, pues si
se utiliza solo, generalmente, puede generar informacion limitada (Krantz-Rulcker 2001).
(Lavigne et al. 1998) propusieron un enfoque que se aparta de la electroquimica, ya que
utilizaron granos de resina derivatizada con una variedad de moléculas de indicadores,
también aprovechando sus propiedades de absorcion de diferentes longitudes de onda e
intensidades de luz (rojo, verde y azul) supervisado por medio de un dispositivo de carga

acoplada. Este sistema era sensible a iones Ca*™ a diferentes pH.

Adicionalmente, teniendo en cuenta las diferentes aplicaciones y reportes disponibles, se

pueden encontrar algunas pautas generales (Oliveri et al. 2010) para el uso de la lengua:
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» Evaluar cuidadosamente con herramientas quimiométricas el preprocesamiento de
datos, con el fin de tener respuestas mas adecuadas (correcciones de sefal,
transformaciones, compresion) y minimizar la cantidad de informacion no deseada.

= |niciar siempre el reconocimiento de patrones realizando preliminarmente una
exploracion multivariada de los datos: el andlisis de componentes principales (PCA) es
una herramienta adecuada para este propoésito, pues es Util para visualizar las
estructuras (grupos, correlacion) entre los datos y tomar decisiones acerca de los pasos
de procesamiento posteriores.

= Utilizar las técnicas mas simples posibles (posiblemente lineal y con pocas restricciones)
para el modelado de datos, en lugar de aplicar las herramientas mas complicadas:
recurrir s6lo a métodos mas complejos, si los datos muestran estructuras complejas y
las técnicas basicas no proporcionan resultados satisfactorios. Es decir, los métodos
complejos generalmente requieren que se respeten muchas restricciones, y
generalmente, una de las mas importantes es que se tenga un ndmero considerable de
muestras.

» Realizar una validacion correcta y extensa de modelos, con el fin de evaluar
adecuadamente su capacidad de prediccion y por lo tanto su aplicabilidad real. En
particular, hay que tener en cuenta que si la construccion del modelo implica medidas de

optimizacion, se puede aplicar una estrategia de validacion en tres conjuntos.

1.6.3 Técnicas electroquimicas analiticas

A continuacién se presentan algunas de las técnicas analiticas mas utilizadas.

= Voltametria ciclica

La voltametria ciclica es la técnica mas utilizada para la adquisicion de informacion
cualitativa de reacciones electroquimicas. Esta técnica es Util debido a que sus resultados
pueden brindar rapidamente informacion importante acerca de la termodinamica de los
procesos de Oxido-reduccion y la cinética de las reacciones de transferencia de electrones,
0 de procesos heterogéneos y de adsorcion. Generalmente es el primer experimento que
se lleva a cabo en los estudios electroanaliticos. Ofrece rapidamente la localizacién de los
potenciales rédox de las especies electroactivas, y una evaluacion conveniente del efecto

de los medios de solucion en el proceso rédox.
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Esta técnica consiste en escanear linealmente el potencial de un electrodo de trabajo
estacionario (en una solucién sin agitar), usando una forma de onda de potencial triangular,

como se presenta en la figura 1-1.
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Figura 1-1. Sefial de excitacién potencial-tiempo en un experimento de

voltametria ciclica (adaptada de (Wang 2000))

Dependiendo de la informacion que se requiere, se pueden utilizar ciclos individuales o
multiples. Durante el barrido de potencial, el potenciostato mide la corriente resultante del
potencial aplicado. La gréafica de corriente contra potencial se denomina un voltamograma
ciclico. El voltamograma ciclico es una funcién complicada, dependiente del tiempo y de un

gran nimero de parametros fisicos y quimicos.

En la figura 1-2 se presenta la respuesta esperada de un par rédox reversible durante un
solo ciclo de potencial. Se supone que sbélo la forma oxidada de O esta presente
inicialmente. Por lo tanto, se elige una escansion de potencial de sentido negativo para la
primera mitad del ciclo, a partir de un valor donde no se produce reduccion. A medida que el
potencial aplicado se aproxima a E° caracteristico para el proceso rédox, la corriente
catddica comienza a aumentar, hasta que se alcanza un pico. Después de atravesar la
regién de potencial en el que el proceso de reduccion se lleva a cabo (por lo menos 90/n
mV mas all4d del pico), la direccion del barrido de potencial se invierte. Durante la
exploracion inversa, las moléculas de R (que se generan en el medio ciclo hacia adelante, y

se acumulan cerca de la superficie) se vuelven a O, lo cual origina un pico anddico.
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Figura 1-2. Voltamograma tipico para un proceso rédox O + ne 2 R

(adaptada de (Wang 2000))

En la figura 1-3 se pueden observar las curvas para un sistema irreversible y uno
parcialmente reversible. En las curvas de sistemas irreversibles, los picos son reducidos en
alturas y mas separados entre si; por lo tanto, aquellos sistemas en los que hay
comportamientos parcialmente reversibles, la separacion entre los picos es mayor que la

gue se tendria en un sistema reversible.

E° E

Figura 1-3. Voltamograma tipico para un proceso irreversible (A) y

parcialmente reversible (B) (tomada de (Wang 2000))
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= Voltametria de Onda Cuadrada

Las técnicas de voltametria de pulso, estan dirigidas a la reduccién de los limites de
deteccién de las mediciones voltamétricas. Estas técnicas permiten la cuantificacion hasta el
nivel de concentracién de 10® M. Existen diferentes técnicas de pulso, las cuales se basan
en el muestreo de corriente / potencial de paso (cronoamperometria); este muestreo es
realizado en varios pasos de potenciales, cada uno con una duracién méaxima de 50 ms, los

cuales se aplican sobre el electrodo de trabajo (Brett & Brett 1993).

La diferencia entre las diversas técnicas de voltametria de pulso es la forma de onda de
excitacion y el régimen de muestreo de la corriente. La voltametria de onda cuadrada es
una técnica diferencial de gran amplitud en la que una onda cuadrada simétrica,
superpuesta con un potencial de base escalera, se aplica sobre el electrodo de trabajo. La
corriente se muestrea dos veces durante cada ciclo de la onda cuadrada, una vez al final
del pulso hacia adelante (en el instante t1) y una vez al final del pulso inverso (en el instante
t2). Puesto que la modulacién de amplitud de la onda cuadrada es muy grande, los impulsos

inversos causan la reaccion inversa del producto (del pulso hacia adelante), (Wang 2000).

La diferencia entre las dos mediciones se representa graficamente frente al potencial de
base escalera. En la figura 1-4 se puede observar como varia el voltaje a lo largo del tiempo
para esta técnica. En la figura 1-5 se presenta la variacion de la corriente contra el voltaje
para transferencia de electrones reversible: corriente hacia adelante (A), corriente inversa
(B) y corriente neta (C). En estos casos, el pico de corriente observado es proporcional a la

concentracion; esta técnica presenta una sensibilidad alta.
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Figura 1-4. Forma de la onda cuadrada en la cual se muestra la amplitud, el

paso de altura, el periodo y el tiempo de retardo (tomaday adaptada de (Wang

2000)).
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Figura 1-5. Variacion de la corriente contra el voltaje para transferencia de

electrones reversible: corriente hacia adelante (A), corriente inversa (B) y

corriente neta (C) (tomada y adaptada de (Wang 2000)).

1.6.4 Aplicaciones en diferentes industrias

En el Anexo D se presentan algunas de las aplicaciones mas relevantes que se encuentran
reportadas acerca del empleo de las lenguas electronicas. En general, los diferentes
articulos revelan que la combinacion de matrices de sensores y andlisis de datos

multivariado, se convierte en una herramienta poderosa para el control de calidad en
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diferentes campos. Se encuentran obviamente gran nimero de publicaciones en las que se
reporta el uso de sistemas de gusto artificial para la caracterizacion de diferentes matrices
alimenticias, tales como productos lacteos, cerveza y miel, asi como el seguimiento de
procesos fermentativos (Esbensen et al. 2004; Arrieta et al. 2010; Dias et al. 2008; Hruskar
et al. 2009). Dentro de las aplicaciones reportadas que mas se relacionan con el tema de
esta tesis, se encuentran aquellos relacionados con el andlisis de vinos, especialmente gran
nuamero de publicaciones acerca de la clasificacion de vinos (Gutiérrez, Domingo, et al.
2011; Gutiérrez, Llobera, et al. 2011; M. Gutiérrez et al. 2010; J. M. Gutiérrez et al. 2010;
Buratti et al. 2007; Parra, Arrieta, J.-A. Fernandez-Escudero, et al. 2006; Parra, Arrieta, J. a.
Fernandez-Escudero, et al. 2006; Rong 2000; Gay et al. 2010; Legin 2000; Moreno i
Codinachs et al. 2008; Lvova, Paolesse, et al. 2006; Lvova, Martinelli, et al. 2006; Cet6 et al.
2011; Novakowski et al. 2011; Schmidtke et al. 2010; Prieto et al. 2011; Pigani et al. 2011).
También hay otras relacionadas con el sabor amargo de los vinos y el contenido de
compuestos fendlicos (Rudnitskaya et al. 2010; Cetd, Céspedes, Pividori, et al. 2012; Ceto,
Céspedes & del Valle 2012; Cet6 et al. 2013), afiejamiento (Gay et al. 2010; Rudnitskaya et
al. 2009; Parra, Arrieta, J. a. Fernandez-Escudero, et al. 2006; Rudnitskaya et al. 2010;
Rudnitskaya et al. 2007), asi como diferentes bebidas alcohdlicas (Arrieta et al. 2010; Lvova,
Paolesse, et al. 2006; Wei et al. 2011; Ouyang et al. 2013). Existen algunas publicaciones
acerca de la oxidacion de vinos y vida util (Prieto et al. 2011; Gil-Sanchez et al. 2011), asi
como sobre el monitoreo del proceso fermentativo (Buratti et al. 2011).

Se encuentran pocos reportes referentes a la evaluacion de productos apicolas, en
especifico de la miel. Dichos reportes tienen en cuenta la aplicacién de instrumentos de
gusto artificial para la clasificacion de mieles (Dias et al. 2008; Escriche et al. 2012) y

evaluacion de la calidad de las mismas (Tiwari & Tudu 2012; Tiwari et al. 2013).

Es importante resaltar que con la revision bibliogréfica realizada, se encuentra que las
lenguas electronicas son herramientas eficaces para el analisis, capaces de caracterizar
muestras a través de un enfoque no especifico, y que pueden proporcionar informacion (til
para muchos propositos, lo que permite aplicaciones tanto cualitativas como cuantitativas
(Oliveri et al. 2010) (Winquist 1999).

Con base en los antecedentes consultados, se puede decir que no existe una lengua
electronica que pueda ser aplicada en el monitoreo de procesos fermentativos, y

especificamente al proceso de obtencion de bebida alcohdlica de miel; por lo tanto, se
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guiere desarrollar un sistema instrumental de gusto artificial que permita llevar a cabo el
seguimiento de fermentaciones etandlicas para la obtencion de hidromiel, utilizando una
levadura comercial, con el cual se puedan establecer relaciones a lo largo del tiempo de
variables fisicoquimicas tradicionales como grados Brix, grados alcohdlicos, porcentaje de
acidez total, contenido de acidos organicos, contenido de alcohol y de azlcares y las
variables sensoriales obtenidas mediante un panel entrenado con el fin de evaluar el

comportamiento cinético de la fermentacion etandlica.



2.Materiales y Métodos

A continuacién se presentan los principales materiales y métodos utilizados para la

realizacion de este trabajo.

2.1 Materias primas

Se utilizaron diferentes materias primas para llevar a cabo los ensayos a lo largo de este

proyecto. Entre ellas se encuentran:

2.1.1 Miel

Se utilizaron tres tipos diferentes de miel.

Miel colombiana cristalizada y multifloral, proveniente de la regién de Boyaca, la cual fue,

obtenida de la asociacion regional de apicultores Asoapiboy.

Miel comercial colombiana marca Abeja Dorada. Fue comprada en el mercado local y es

proveniente de la regién de Cundinamarca.

Miel italiana multifloral proveniente de la region de Alto Adige, Bolzano, obtenida en el

mercado local.

2.1.2 Agua

Se utilizd agua potable proveniente del acueducto de Bogota para los ensayos en Colombia

y del acueducto de Bolzano y Milan para los ensayos en Italia.
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2.1.3 Polen

Para los ensayos en Colombia se utilizé polen proveniente de la region de Boyac4, obtenido
de la asociaciéon de apicultores Asoapiboy. Para los ensayos en ltalia, se utilizé polen del

Alto Adige, comprado en el mercado local.

2.1.4 Levadura

Para todos los ensayos se utilizé levadura comercial para vino blanco Saccharomyces

cerevisiae subsp. bayanus de Lallemand, suministrada por Interenzimas.

2.1.5 Azlcar

Para los ensayos de fermentacion con miel adulterada, se utilizé azdcar blanca comercial de

Manuelita, adquirida en el mercado local.

2.1.6 Hierbas, frutas y especias

Se adicionaron diferentes hierbas, frutas y especias para cambiar las caracteristicas

sensoriales del hidromiel.

Como hierbas se utilizaron limonaria (Cymbopogon citratus), yerbabuena (Mentha spicata) y

canela (Cinnamomum verum), obtenidas en el mercado local colombiano.

Se emplearon frutos rojos locales tales como corozo (Bactris minor) y agraz (Vaccinum

floribundum HBK) adquiridos en el mercado local colombiano.

Como especias se usaron clavo (Eugenia caryophillata) y aji (Capsicum annum) adquiridos

en el mercado local italiano.

2.1.7 Hidromieles comerciales

Se adquirieron diez y nueve hidromieles comerciales en diferentes lugares con el fin de ser
evaluadas utilizando diferentes técnicas analiticas. En la tabla 2-1 se pueden ver las

diferentes clases de hidromieles comerciales evaluadas.
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Tabla 2-1 Diferentes hidromieles comerciales evaluadas

Cédigo Nombre Tipo Origen Tipo d(.a, Contenido
elaboracion alcohol
: Hidromiel ~ o
1 Aqua melis semiseco Espafia Artesanal 12,5%
2 Liquor d'melis Hidromiel Espafia Artesanal 15,5%
3 Medovina vanocni | medovinka.eu Artesanal 13%
4 Hidromiel del viejo seca Argentina | Artesanal 14°
san marcos
5 Idromele Morfeo Italia Artesanal 12%
6 Medovina Sorka Mandlova Artesanal 18%
7 Aqua melis Hidromiel Dulce Espafia Artesanal 14%
Fermento de Mieli
Con Fiori di : 0
8 Chouchen Sambuco de Italia Artesanal 14%
Acacia
Agrupamento de
9 Produtores Mel do | Licor de Mel Brasil Artesanal
Parque, LTDA No aplica
10 Apiarios Gota de Vino de Miel Colombia | Artesanal .
Oro No aplica
“ netlase degli
11 dei . a2|enda Idromele talia Artesanal 13%
agricola massimo
barbiero
12 Sagra vanir placer adulto | Hidromiel Espaia Artesanal 11%
. p Bevanda alcolica a
13 ICI:DhFIz”O]?\/rIeELE base de miele]| Italia Artesanal 14%
Gran Riserva
. p Idromele
14 AZ|en_da bagtrJl_COIa Artigianale a base | Italia Artesanal 14%
Massimo barbIero | 4 me|ata di abete
Bevanda alcolica a
15 Chimeré idromele | base di miele Gran | Italia Artesanal 14%
riserva
Bevanda alcolica a
16 Chimeré idromele |base di  miele | Italia Artesanal 14%
Corbezzolo
17 Chimeré idromele | Millefiori Italia Artesanal 14,5%
18 Lurgashall :\Eﬂrg('fh Honey Inglaterra | Artesanal 12.5%
19 Lurgashall Dry Honey Mead Inglaterra | Artesanal 15%
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2.1.8 Reactivos y soluciones

Todos los reactivos quimicos utilizados para llevar a cabo HPLC fueron grado HPLC,
provenientes de Sigma—Aldrich. Todas las soluciones se prepararon utilizando agua

desionizada utilizando un MilliQ Academic marca Millipore.

2.2 Condiciones de fermentacion

Para todas las fermentaciones se llevo a cabo un proceso similar. Inicialmente se preparo el
mosto mediante dilucién de la miel utilizando agua proveniente del acueducto hasta
alcanzar 24 °Brix; posteriormente se adiciond polen como fuente de nitrbgeno en una
relacion de 4 g/kg de mosto y los modificadores sensoriales explicados en el numeral 2.1.6
en los casos en los que asi se requiri6. Posteriormente, se pasterizd6 el mosto por 15
minutos a 65°C y después se enfrié a 37°C, se tomo6 un volumen correspondiente al 10%
del volumen de la fermentaciéon con el fin de activar la levadura, adicionando 0.4 g de

levadura /kg de mosto.

En la Figura 2-1 se muestra el diagrama de proceso para todas las fermentaciones. Se
utilizé una camara con control de temperatura por tres semanas a 25°C, y las muestras se
tomaron a lo largo del tiempo con el fin de llevar a cabo el seguimiento de diferentes
variables, tales como grados Brix, acidez, pH, densidad, contenido de glucosa, fructosa,

etanol y glicerol, asi como las mediciones sensoriales y las del sistema de gusto artificial.

Miel Polen Modificador sensorial

Preparacion del
Agua —> mosto 65°C, 15 min 10% Levadura
de
Mosto caliente \,I/ mosto "J/
Enfriamignto del frio Activacién de la
mosta  37°C levadura 37°C, 30
\]/ Mosto frio J/
mmﬁngdm f€&——— Levadura Activada

\l/Mosto preparado

Fermentacion del mosto
25°C, 3 semanas > Muestrasalo largo de la fermentacion

\l/ Mosto fermentado

Fin de la fermentacion
65°C, 15 min

v

Hidromiel

Figura 2-1 Diagrama de proceso de fermentacion



2. Materiales y métodos 33

2.3 Analisis fisicoquimicos

Con el fin de llevar a cabo el seguimiento de los procesos fermentativos y la caracterizacion
de los productos analizados, se llevé a cabo la determinacion de diferentes variables

fisicoquimicas que se mencionan a continuacion:

2.3.1 Porcentaje de solidos solubles

Se evalud por refractometria, de acuerdo con el Método OIV-MA-AS2-02. Se utilizaron
refractometros portétiles marca SinoTech Ref RSG-100/ATC (0 a 32 °Brix) y RHB-90ATC
(58 a 90 °Brix).

2.3.2 Acidez Total

Se realizé valoracion potenciométrica con un potencidmetro comercial Schott. Handylab
pH11l /SET, por el Método 950.15 AOAC, 2005. Para ello, se utiliz6 una solucién
estandarizada de NaOH 0.1 M, preparada a partir de hidroxido de sodio en lentejas al 98%
marca Panreac. Esta acidez se expresé como porcentaje de acido malico, en relacién peso
a volumen, segun lo contenido en los reglamentos de la Unién Europea C 266/27, C 268/22,
C 267/40 y C 265/29 de Noviembre 7 de 2007. También puede expresarse en gramos de
acido tartarico por litro debido a que es el acido que principalmente esta contenido en las
uvas, materia prima principal para la obtencion de vino, de acuerdo con lo establecido en la
NTC 708. La diferencia en los valores calculados obtenidos es del 11%, debido a que un

equivalente de &cido tartarico pesa 75 g y uno de acido malico 67 g.

2.3.3 Actividad Antioxidante

Es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion oxidativa, la cual corresponde
a la exposicion de material celular a diversos mecanismos antioxidantes causando una
alteracion de la estructura y la funcion de cualquier célula (Venereo Gutiérrez, 2002).

Existen métodos directos o indirectos para su determinacion.

En los métodos indirectos se mide la habilidad de las sustancias antioxidantes para
estabilizar algun radical libre. Los métodos directos estan basados en el estudio del efecto

de un antioxidante sobre la degradacion oxidativa de un sistema, de los cuales los mas
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usados han sido: proteinas, acidos nucleicos, plasma sanguineo, grasas, lipoproteinas,

membranas bioldgicas, entre otros.

Debido a que no existe un acuerdo para reportar la actividad antioxidante de diferentes
matrices, ésta debe medirse al menos por tres metodologias diferentes, con el fin de que los
resultados tengan alguna validez desde el punto de vista analitico, y puedan ser
comparados con diferentes reportes. Algunos de estos métodos se describen a

continuacion:

= Meétodo de Folin-Ciocalteu.

La actividad antioxidante generada por compuestos fendlicos se determina por oxidacion
directa del reactivo de Folin-Ciocalteu. Este reactivo se forma a partir de una mezcla de
acido fosfotungstico, HsPW12040, y &cido fosfomolibdico, HsPM01-O40, que, después de la
oxidacion de los fenoles presentes en la muestra, se reduce a una mezcla de 6xidos azules
de tungsteno, WgO;, Yy molibdeno, MosO.; que puede ser determinada por

espectrofotometria a 760 nm (Agudo, 2012).

Este complejo azul tiene su méaxima absorcion dependiendo de la composicion fendlica,
ademas del pH de las soluciones implicadas. Por ello, se emplea un bufer de carbonato
para ajustar el pH de modo que el punto final de la reaccion se alcance alrededor de los 120

minutos a temperatura ambiente.

La determinacion espectrofotométrica es contrastada contra una curva de calibracion de
diferentes puntos de concentracion conocida de algun compuesto fendlico de referencia,
usualmente &cido galico, de tal manera que los resultados se expresan en equivalentes de
acido galico (EGA). Sin embargo, mudltiples trabajos han utilizado igual variedad de
estandares, entre los que se cuentan: catequina, acido tanico, acido clorogénico, acido
caféico, acido protocatectico y acido ferulico, lo cual dificulta la comparacion entre
muestras, ademas de las variaciones que implica la no estandarizacion del método en
cuanto a condiciones criticas como proporciones de reactivos, temperatura y tiempo de
lectura (Londofio, 2012).
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= Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

Se basa en la determinacién de la reduccién del complejo incoloro 2,4,6-tripiridiltriazina
férrica (TPTZ) a un complejo ferroso coloreado, el cual permite la deteccion de compuestos
con potenciales rédox < 0.7 V. Esta metodologia fue concebida para el analisis de plasma,
pero en la actualidad se utiliza para diferentes matrices y sustancias puras (I. F. F. Benzie &
J. J. Strain, 1996).

Es un método espectrofotométrico pues se determina la absorbancia del Fe?* Asi, se
relaciona el contenido de antioxidantes con la reduccién, y por tanto, con la mayor
concentracién de Fe?*, obteniéndose una sefial mas alta utilizando una longitud de onda de
593 nm.

Diariamente se debe preparar la solucion de TPTZ, solucién de cloruro férrico y solucién
bdfer de acetato (0,3 mM, pH 3.6) en proporcién 1:1:10 respectivamente. La curva de
calibracién se realiza generalmente con disoluciones patréon de Trolox (Agudo, 2012) o de
sulfato de hierro como lo propone el método originalmente publicado (. F. F. Benzie & J. J.
Strain, 1996), (Kriman, House, Vasquez, & Rodrigo, 2011), (Moniruzzaman, Khalil,
Sulaiman, & Gan, 2012).

= Método ABTS.

Se basa en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cation coloreado
ABTS™, el cual se forma previamente por la oxidacién del ABTS (2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6- &cido sulfénico)); este puede ser reducido por compuestos que tengan

un potencial rédox menor que el del ABTS (0.68V).

Inicialmente se debe producir in situ el radical ABTS**, el cual presenta un color verde-azul;
dicho radical se obtiene mediante la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio
(K2S20g); posteriormente se lleva a cabo la cuantificacion teniendo en cuenta tres longitudes
de onda de absorcion: 645 nm, 734 nm y 815 nm. Cuando el radical entra en contacto con
los compuestos antioxidantes contenidos en una muestra, éste es reducido nuevamente a
ABTS; se va decolorando dicha solucion, y esta decoloracién se cuantifica como porcentaje
de inhibicién del radical catidnico. Los resultados son expresados como equivalentes de

Trolox con la correspondiente curva de calibracion bajo las mismas condiciones.
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Entre las ventajas del método esta que permite la evaluacién de antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos en un amplio rango de pH. Su principal desventaja es que su cinética de reaccién

suele ser muy lenta y muchas veces el punto final de la reaccién se fija de forma arbitraria.

2.3.4 Determinacion de azucares y alcoholes

Se empled la técnica de cromatografia de alta eficiencia (HPLC) para determinar glucosa,
fructosa, glicerol y etanol presentes en el medio de fermentacion. La muestra se prepard
tomando 15 mL de muestra y centrifugandola a 4500 rpm durante 10 minutos, con el fin de
precipitar los sélidos insolubles. Una vez retirados los sélidos, del sobrenadante se tomaron
500 pL, los cuales se diluyeron en agua desionizada y llevando a volumen en un bal6n
aforado de 25 mL. Se tomaron 3 mL del sobrenadante con una jeringa y se filtraron por una
membrana de 0,22 um. Se tomaron 1000 uL de esta solucion filtrada y posteriormente, se
utiliz6 el automuestreador para inyectar en el cromatégrafo marca Jasco modelo 2000 y
realizar la determinacién de la glucosa, fructosa, glicerol y etanol. La columna empleada fue
una Sugar-Pak | marca Waters y la fase movil, agua desionizada y desgasificada. Las

condiciones de operacion del equipo se presentan en la tabla 2-2.

Tabla 2-2 Condiciones de operacion del cromatografo para determinacion de

azlcares y alcoholes

Condicién Valor
Flujo de fase movil (agua) 0.5 mL/min
Temperatura del detector 40°C
Temperatura de la columna 80°C
Detector empleado Refractometria diferencial
Volumen de muestra 20 pL
Tiempo de residencia glucosa 9.8 minutos
Tiempo de residencia fructosa 11.3 minutos
Tiempo de residencia glicerol 13.7 minutos
Tiempo de residencia etanol 14.4 minutos

2.3.5 Determinacion del perfil de compuestos volatiles usando
PTR-MS

La espectrometria de masa de reaccion de transferencia de protones (PTR-MS) es una

técnica muy sensible para el monitoreo en linea de compuestos volétiles organicos en aire,

creada por cientificos del Instituto para la Fisica I6nica en la Universidad Leopold-Franzens

de Innsbruck, Austria (Lindinger et al. 1998).
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Un instrumento PTR-MS consta de una fuente de iones que esté directamente conectada a
un tubo de descarga (sin filtro de masas interconectado) y un sistema de analisis (analizador
de masas cuadrupolo o espectrometro de masas de tiempo de vuelo). En el mercado se
encuentran disponibles instrumentos que tienen un tiempo de respuesta de alrededor de
100 ms y alcanzan un limite de deteccion en la region pptv (partes por trillon volumétricas).
Este tipo de instrumento permite realizar investigaciones en diferentes campos tales como
medio ambiente, alimentos, industria de aromas y fragancias, biologia, medicina, etc.
(Lindinger et al. 2005).

En esta técnica analitica el HsO* es el ion primario; el proceso de transferencia de protones
es el que se presenta en la ecuacion (1) (siendo R el componente traza):
H;0* + R> RH* + H,0 (1)
Esta reaccion soélo es posible si energéticamente la afinidad protonica de R es mayor que la
afinidad proténica del agua (691 kJ/mol). La mayoria de los componentes del aire poseen
una afinidad protonica menor que la del agua (por ejemplo, N2, Oz, Ar, CO,, etc.), y el ibn
HsO* solo reacciona con los componentes volatiles organicos. Asi, el aire actia como un
gas bufer y permite la generaciéon de un perfil de diferentes masas m/z que se relacionan
con los componentes volatiles contenidos en las muestras. Por otra parte, debido al bajo
namero de componentes traza puede suponerse que el niumero total de iones HsO* se
mantiene casi sin cambios, lo que conduce a la ecuacion (2):
[RH*] = [H30*]o(1 — e™%") = [H30*],[Rlkt @

En la ecuacion (2) [RH'] es la densidad de iones producidos, [H30*], es la densidad de
iones primarios en ausencia de moléculas reactivas en el gas bufer, k es la constante de
velocidad de reaccion y t es el promedio de tiempo que los iones necesitan para pasar a la

zona de reaccion (Lindinger et al. 1998).

En los instrumentos comerciales, el vapor de agua se ioniza en una descarga en el catodo
hueco; después de la descarga, se utiliza un tubo para formar H;O* muy puro a través de
reacciones moleculares. Debido a la alta pureza de los iones primarios no es necesario un
filtro de masas entre el tubo y la fuente de iones; como este filtro no esta presente, se

reduce la pérdida de iones primarios y por ende el limite de deteccién del instrumento es
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pequefio. En el tubo de reaccion, hay una bomba de vacio que conduce los compuestos
volatiles que se deben analizar, y al final se analiza la masa de las moléculas protonadas.

En la Figura 2-2 se puede observar un esquema del instrumento:

Cuadrupolo
analizador de masas

Eisite Tubo de descarga

de iones |

HO* + COV-->

HO+COV-H

i

Entrada Entrada de gas
deagua derespiracion
=1
Deteccion
de iones
Figura 2-2 Esquema del PTR-MS (Tomado y adaptado de

(HelmholtzZentrum 2014))
Dentro de las ventajas que presenta esta técnica estan: la baja fragmentacion de los
componentes de la muestra, no se requiere preparacion de la muestra, se puede medir y
cuantificar en tiempo real, su arranque es robusto y es facil de operar. También presenta
algunas desventajas, tales como que no son detectables todas las moléculas, la
concentracion méaxima detectable es limitada, pues no puede exceder las 10 ppm, pero esto

se puede solucionar haciendo una dilucion, empleando aire puro (Biasioli et al. 2011).

En la Figura 2-3 se presenta la manera en la que la muestra es suministrada al equipo

Gas de arastre+ compuestos voltiles
Gas de arrastre

Espacio de cabeza

Muestra

Figura 2-3 Esquema de toma de muestra utilizando el PTR-MS
Las determinaciones de las muestras se realizaron con un espectrdmetro comercial de alta

sensibilidad de masas (hs-PTR-MS), marca lonicon Analytik, ubicado en el Centro de
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Investigacion de Agricultura y Silvicultura Laimburg, de la Provincia de Bolzano (ltalia). Las
intensidades de las sefiales detectadas por PTR-MS se normalizaron a la sefial primaria de
iones (HsO"). Se calcularon los valores medios de las intensidades de sefial desde los ciclos
6 al 10 para cada masa en el rango de m/z 20 a m/z 200. Sélo se utilizaron las sefiales que
mostraron una intensidad minima de 500 recuentos normalizados por segundo (PCN), en
por lo menos una de las muestras analizadas. Los datos fueron normalizados y los calculos
de las medias se realizaron utilizando Microsoft Excel version 2010. Los andlisis de varianza
(ANOVA) y analisis de componentes principales (PCA) se realizaron con Matlab versién 9.0.
Antes del ANOVA, se realizd un test de Levene para evaluar la homogeneidad en cuanto a

variacion, de acuerdo con lo planteado por (Spitaler et al. 2007).

En la figura 2-4 (a) y (b) se pueden observar fotografias del sistema utilizado

@) (b)
Figura 2-4 Fotografia del sistema PTR-MS marca lonicon (a) y de las

conexiones auxiliares (b), Laimburg, Italia

2.3.6 Evaluacion de diferentes muestras mediante FTIR-ATR

La espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que
proporciona un espectro de la luz reflejada de las bandas de los grupos funcionales de las
sustancias inorgénicas y orgénicas, por lo cual es posible realizar una identificacion de
diversos materiales (Gallardo-Velazquez et al. 2009; Arida et al. 2012). Es un método de
toma de huella dactilar (finger print) extremadamente confiable y reconocido (Luykx & van
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Ruth 2008). Con este tipo de mediciones se pueden caracterizar, identificar y cuantificar
muchas matrices. Una de las ventajas de la espectroscopia infrarroja es su capacidad para
obtener espectros de una gama muy amplia de sélidos, liquidos y gases. Sin embargo, en
muchos casos la muestra requiere alguna forma de preparacion con el fin de obtener un

espectro de buena calidad.

Tradicionalmente los espectrémetros infrarrojos se han utilizado para analizar sélidos,
liquidos y gases por medio de la transmision de la radiacion infrarroja directamente a traves
de la muestra. Cuando la muestra esta en una forma liquida o sdlida, la intensidad de las
caracteristicas espectrales se determina por el espesor de la muestra y tipicamente este es

de unas pocas micras.

La técnica de reflectancia total atenuada (ATR) en los Ultimos afios revolucioné el andlisis
de muestras soélidas y liquidas porque no es necesaria la preparacion de la muestra y la
reproducibilidad espectral es adecuada. Un accesorio de reflexion total atenuada opera
mediante la medicién de los cambios que se producen en un haz de luz infrarroja totalmente
reflejada internamente cuando el haz entra en contacto con una muestra (Rudnitskaya et al.
2006; Beullens et al. 2006). Su funcionamiento se basa en que un haz de infrarrojo se dirige
sobre un cristal épticamente denso con un alto indice de refraccibn en un &angulo
determinado. Esta reflectancia interna crea una onda evanescente que se extiende mas alla
de la superficie del cristal en la muestra, la cual se mantiene en contacto con el cristal. Esta
onda evanescente puede imaginarse como una burbuja de infrarrojos que se encuentra en
la superficie del cristal. Esta onda evanescente sobresale s6lo unas pocas micras (0,5 - 5
um) mas alla de la superficie del cristal y en la muestra. Por ello, debe haber un buen
contacto entre la muestra y la superficie del cristal.

En las regiones del espectro infrarrojo, donde la muestra absorbe la energia, la onda
evanescente sera atenuada o alterada. La energia atenuada de cada onda evanescente se
pasa de nuevo al haz infrarrojo, que luego sale por el extremo opuesto del cristal y se pasa
al detector en el espectrofotometro de IR (PerkinElmer 2005). El sistema genera entonces
un espectro infrarrojo. Esto sucede si la muestra esta en contacto directo con el cristal de
ATR, debido a que la onda evanescente solo se extiende mas alla del cristal de 0,5 - 5 um,

y el indice de refraccion del cristal debe ser significativamente mayor que la muestra o bien
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la reflectancia interna no se producira (de lo contrario, la luz se transmite en vez de ser
reflejada internamente en el cristal). Normalmente, los cristales ATR tienen valores de indice
de refraccion entre 2,38 y 4,01 en 2000 cm™. Es importante tener en cuenta que la mayoria
de los sdlidos y los liquidos tienen indices de refraccion mucho mas bajos (PerkinElmer
2005).

Al igual que con todas las mediciones de FTIR, se debe determinar el ruido (background)
del infrarrojo con el cristal de ATR limpio. Estos cristales generalmente se limpian con un
pafiuelo desechable sin fibras empapado de disolvente (agua, metanol o isopropanol). En la

Figura 2-5 se puede observar un esquema del funcionamiento de esta técnica:

Muestra en contacto con la onda evanescente

/

Al detector
\ Haz infrarrajo Cristal ATR
Figura 2-5 Esquema de funcionamiento del FTIR-ATR (Tomado y adaptado
de (PerkinElmer 2005))
Para todas las determinaciones realizadas, se utilizé un espectrometro infrarrojo con ATR
marca Bruker modelo Tensor 27 FT-IR serial 3011, con software Opus Connection para
adquisicion de datos, ubicado en los laboratorios de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de

la Universidad Libre de Bolzano (Italia).

Las determinaciones se llevaron a cabo a 25°C. Las muestras analizadas en todos los
casos fueron liquidas, poniendo 10 uL sobre el cristal. Se llevaron a cabo 32
determinaciones por cada muestra entre 4000 y 400 cm™. Se utiliz6 como solventes de
limpieza agua desionizada y etanol. En la figura 2-6 se presentan fotografias del sistema

utilizado.
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- Platinum ATR i

(@) (b)
Figura 2-6 Fotografia del sistema FTIR ATR marca Bruker (a) y detalle del

portamuestra (b), utilizado, Bolzano, Italia

2.3.7 Espectroscopia UV-Visible

Es wuna técnica analitica que utliza radiacion electromagnética (luz) de las
regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR), con longitudes de onda
entre 180 nm y 780 nm. La radiacion absorbida por las moléculas en esta regién del

espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas.

Esta técnica se emplea para identificar algunos grupos funcionales de moléculas, y ademas,
para determinar el contenido de una sustancia. Se utiliza de manera general en la
determinacion cuantitativa de los componentes de soluciones de iones de metales de
transicion y compuestos organicos altamente conjugados.

Para realizar las mediciones, se utiliz6 un espectrofotometro marca Agilent Technologies
modelo Carry 100 con control de temperatura y software Carry 100 para la adquisicion de
datos, ubicado en los laboratorios de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Libre de Bolzano (Italia). Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25°C. Para todas las
muestras se llevaron a cabo determinaciones utilizando las muestras en una dilucién con
agua desionizada en una relacion 1:20; se tomaron 1000 uL de esta solucién y se puso en

celdas marca Plastibrand de polimetiimetacrilato de volumen méximo de 1500 uL. Las


http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_electromagn%C3%A9tica
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longitudes de onda utilizadas fueron 280 nm y 267 nm, ya que en la zona visible no se

observaron picos. En la figura 2-7 se presenta la fotografia del sistema utilizado.

Figura 2-7 Fotografia del espectrofotémetro marca Agilent con control de
temperatura utilizado

2.4 Analisis sensorial

Para el andlisis sensorial, se realizaron pruebas descriptivas, de acuerdo con lo explicado
en el numeral 1.4.2. Con lo establecido en la Tabla 1-1, se llevaron a cabo pruebas de
escala y perfil con el fin de evaluar los hidromieles comerciales y la cinética de
fermentacion. En el Anexo E se presenta el formulario utilizado para la realizacién de la

evaluacion.

2.5 Sistema de gusto artificial

El sistema construido en Colombia, el cual fue conformado por diferentes insumos
comerciales, fue comparado con un sistema comercial disponible en ltalia; se llevaron a
cabo diferentes analisis instrumentales utilizando diferentes dispositivos en Colombia e
Italia.

Las determinaciones electroquimicas se llevaron a cabo utilizando procedimientos
empleando técnicas de voltametria ciclica y de onda cuadrada, utilizando sensores
comerciales y modificados (Wang 2000). Generalmente, siempre se utiliza una sustancia
bufer o solucién de referencia electroquimica, la cual debe comportarse estable al aplicarse
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los diferentes potenciales de trabajo; esta sefial obtenida constituye la linea base para las
demas determinaciones realizadas; las sefiales obtenidas son sefiales de corriente
(obtenidas en microamperios). En las figuras 2-8 y 2-9 se pueden observar voltamogramas
tipo para voltametria ciclica y voltametria de onda cuadrada, respectivamente.
Generalmente, se hace primero la evaluacién de la solucion bufer. Posteriormente, se
adiciona una cantidad determinada de muestra (del orden de microlitros) en una cantidad
determinada de bufer (del orden de mL); se ve entonces la diferencia de corriente que existe
entre ambas respuestas. Adicionalmente, en la figura 2-10 se presenta el resultado gréafico
gue se obtiene a partir de la figura 2-9, en la cual se observa el pico correspondiente a la
diferencia de corriente para la muestra evaluada. De esta manera se pueden tener los
diferentes voltamogramas a lo largo del tiempo para las diferentes muestras que pueden
analizarse con el fin de evaluar diferentes tipos de soluciones, y a medida que avanza el
tiempo para llevar a cabo el monitoreo de la fermentacion o diferentes tipos de muestras

con el fin de llevar a cabo la clasificacion de las mismas.

ACorriente (pA)

/ \\_ e Solucion bufer

Corriente (pA)

Voltaje (V)

Figura 2-8 Voltamograma modelo de voltametria ciclica
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Figura 2-9 Voltamograma modelo de voltametria de onda cuadrada
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Figura 2-10 Diferencia de corriente para voltametria de onda cuadrada

2.5.1 Determinaciones electroquimicas realizadas (Italia)

Para este tipo de determinaciones se utiliz6 un potenciostato marca Metrohm modelo
Autolab PGSTAT128N, el cual tiene un disefio modular y permite hacer mediciones
voltamétricas diferentes. Permite hacer mediciones en celdas pequefias, y usa el software
de adquisicion de datos Nova, donde se puede programar la adquisicion de los datos
utilizando diferentes técnicas analiticas. La adicion de la muestra se hizo de forma manual.
Este equipo se encuentra ubicado en los laboratorios de la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la Libre Universidad de Bolzano. En la figura 2-11 se presenta una fotografia

del equipo empleado.
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Figura 2-11 Fotografia sistema electroquimico marca Metrohm, Bolzano,

Italia

En este sistema, se utilizo como electrodo de trabajo un electrodo de carbén vitreo de
diametro 3 mm, como el que se presenta en la figura 2-12, (glassy carbon, o carbon vitreo),
marca Basi Inc., los cuales también fueron modificados con cobre y nanotubos de carbono

Figura 2-12 Esquema de electrodo de carbon vitreo utilizado en el sistema

marca Metrohm
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2.5.2 Determinaciones electroquimicas realizadas con la
herramienta de gusto artificial (Colombia)

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.5.3, las técnicas utilizadas en los diferentes

ensayos realizados fueron la voltametria ciclica y la voltametria de onda cuadrada, las

cuales permiten llevar a cabo la caracterizacion de las diversas muestras evaluadas, tanto

soluciones modelo, como muestras reales. La construccion del sistema de gusto artificial se

llevo a cabo realizando inicialmente la seleccion de sensores, solucion bufer y finalmente

llevando a cabo la modificacion de los sensores.

El sistema utilizado fue un potenciostato MultiEmstat de cuatro canales adquirido a
Palmsens (Holanda), que utiliza como programa de adquisicion de datos Multitrace 1.4
PSTrace 3.0. Los sensores comerciales utilizados eran microelectrodos desechables
(screen printed electrodes) provenientes de BVT Technologies (Republica Checa), asi como
los demas accesorios y conectores que permiten la transmision de la sefial eléctrica al
computador. Las determinaciones realizadas se hicieron por cuadruplicado. Se siguieron las
metodologias reportadas por Dan Siele, Lavagnini, Baldo, & Magno, 1998, Marioli &
Kuwana, 1992, Novakowski et al., 2011 y (Yakovleva et al. 2007). En la Figura 2-13 se

puede observar el sistema empleado.

Figura 2-13 Imagen del sistema empleado pararealizacion de mediciones

electroquimicas
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= Pruebas iniciales en el sistema electroquimico

De acuerdo con las recomendaciones del fabricante del potenciostato, se llevé a cabo
inicialmente una prueba de funcionamiento de cada uno de los cuatro canales empleando
para ello el kit que con esta funcion viene con el equipo; esta prueba permitié la verificacion

de la comunicacion entre el computador y el potenciostato.
Las condiciones a las que se realizaron estas pruebas se presentan en la tabla 2-3.

Tabla 2-3 Condiciones prueba de pulso diferencial e identificacién de ruido en el

sistema
Ensayo Pulso diferencial Ruido
Técnica utilizada Pulso Diferencial Barrido lineal
Voltaje Inicial -0.5V -0.5V
Voltaje Final 05V 05V
Paso 0.005 V 0.005 V
Voltaje de pulso 0.025 NA
Voltaje de acondicionamiento -0.6 V -1.2V
Voltaje de profundidad -0.5V -1V
Velocidad de escansion 0.025 V/s 05V
Tiempo del pulso 0.07s NA
Tiempo de equilibrio 8s 8s

= Seleccidn y utilizacion de sensores

Para llevar a cabo la seleccién de los sensores, se utilizaron aquellos adquiridos a
Palmsens, provenientes de BVT Technologies, Republica Checa. Inicialmente, se prob6 un
kit llamado Starting Kit, el cual es un conjunto de diez sensores electroquimicos diferentes
para encontrar la mejor opcion para adaptarse a su aplicacion; contiene 2 sensores de cada

tipo.

En la tabla 2-4 se presentan las siglas empleadas por el fabricante y su respectivo

significado. En la tabla 2-5 se presentan los sensores contenidos en el kit de inicio.
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Tabla 2-4 Significado de las siglas empleadas por BVT para nombrar sus

sensores.

Significado de las siglas
Sensor amperométrico

Sensor conductimétrico

o o »

Base ceramica de corindén

1 | Ndmero de referencia del grupo de sensores

Material del electrodo de trabajo

S Aleacion de oro y platino

W | 1 Oro Puro

2 Platino Puro

3 Plata Pura

4 Grafito

Material del electrodo de referencia

R | S Plata

1 Plata/Cloruro de Plata

2 Plata recubierta con cloruro de plata

Tabla 2-5 Sensores contenidos en el kit de inicio (Starting Kit)

Posicion | Tipo de sensor

1 2 | ACLW2.RS

3 4 | AC1.W2.R1 (DW =2 mm)
5 6 | ACLW4.R1 (DW =2 mm)
7 8 | ACLWI1.RS

9 10 | AC2WS.R1

11 | 12 | CC1W2

13 | 14 | CC2.W2

15 | 16 | AC1.W3.RS

17 | 18 | AC1P.W1.R1

19 | 20 | AC1.WS.R2

= Ensayos con ferricianuro de potasio

El ferricianuro de potasio, KsFe(CN)s, es una sustancia referencia para llevar a cabo
diferentes pruebas electroquimicas (Dayton et al. 1980); estos ensayos se llevaron a cabo
con el fin de evaluar el comportamiento del sistema ante una sustancia estandar. A
temperatura ambiente el ferrocianuro de potasio se presenta como un solido de color
amarillo claro e inodoro, y es un compuesto inocuo a condiciones normales. Es soluble en

agua y su solucién muestra fluorescencia verde-amarillo. Esta sal se utiliza muchas veces


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ferrocianuro&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
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en experimentos de fisiologia como un medio para aumentar el potencial rédox de una
solucion. También se utiliza en muchos biosensores amperomeétricos como un agente de
transferencia de electrones en sustitucion del agente de transferencia de electrones natural

de una enzima tal como el oxigeno para la enzima glucosa oxidasa.

Inicialmente se prepararon una solucién de KCI 1M y otra de KNOs 0.1 M utilizando agua
desionizada. Posteriormente, en cada una de ellas se prepard una soluciéon de ferricianuro

de potasio 20 mM.

La técnica utilizada fue voltametria ciclica, utilizando los sensores comerciales. Las

condiciones de las pruebas se presentan en la tabla 2-6.

Tabla 2-6 Condiciones pruebas con ferricianuro de potasio

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 -1V
Voltaje 2 1V

Paso 0.05V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansién 0.1V/s

Numero de escansiones 4

Se hicieron ensayos preliminares con todos los sensores; se utilizd la técnica de voltametria
ciclica, y se determiné la sefial obtenida para soluciones de ferricianuro de potasio con
concentraciones de 1, 3, 5, 7 y 9 mM, con el fin de establecer el comportamiento del

sistema con una sustancia referencia.

= Ensayos con soluciones modelo

Con el fin de evaluar el comportamiento de diferentes sensores comerciales, y seleccionar
los adecuados para llevar a cabo la evaluacién de muestras de hidromiel, se prepararon
soluciones de 16 sustancias diferentes, que pueden estar presentes en las muestras
iniciales, intermedias y finales, de acuerdo con el comportamiento de la levadura a lo largo

de la fermentacién (Ugliano & Henschke 2009), las cuales se presentan en la tabla 2-7.
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Tabla 2-7 Soluciones de sustancias puras utilizadas para ser evaluadas con el

sistema electroquimico

Sustancia Concentracion
(%P/V)
Agua 100
Etanol 9,468
Glicerol 1,400
Acido acético 0,150
Acetaldehido 0,010
Metanol 0,030
Acetato de etilo 0,010
Propanol 0,015
Alcohol Isoamilico 0,020
Isopropanol 0,015
Acido tararico 0,420
Acido succinico 0,056
Acido citrico 0,025
Acido lactico 0,113
Sacarosa 0,002
Fructosa 0,105
Glucosa 0,086

Se llevo a cabo una evaluacion electroquimica utilizando los sensores AC1WA4R1 (grafito),
AC1W2R1 (platino) y ACIW1RS (oro). Se utilizé solucion de cloruro de potasio 0.1 My

adicion de 600 pL de las soluciones de las sustancias preparadas. La técnica utilizada en

todos los casos fue voltametria ciclica y las condiciones evaluadas se presentan en la tabla

2-8.

Tabla 2-8 Condiciones utilizadas para evaluar diferentes soluciones de

sustancias presentes en la fermentacion alcoholica

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 1V
Voltaje 2 -1V

Paso 0.005 V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansion 0.05 V/s

Numero de escansiones 4
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= Ensayos preliminares con muestras reales

Se realiz6 un ensayo en el que se evaluaron muestras reales (hidromieles) y otro tipo de
soluciones con los mismos sensores seleccionados. Se utilizd una solucion KCI 0.2 M. En
todos los casos se utilizaron 10 mL de solucion de KCI y se adicion6é 1 mL de cada una de
las cuatro muestras evaluadas. Se utilizaron los sensores anteriormente evaluados:
AC1WA4R1 (grafito), C1W2R1 (platino) y ACIWI1RS (oro). La técnica utilizada fue

voltametria ciclica. Las condiciones de las pruebas se presentan en la tabla 2-9.

Tabla 2-9 Condiciones pruebas con diferentes muestras y KCl 0.2 M

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 1V
Voltaje 2 -1V

Paso 0.005 V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansién 0.05 V/s

Numero de escansiones 4

Las muestras evaluadas fueron: una solucién que contenia etanol al 12% v/v y &cido
tartérico 0.033 M, pH 3.6 recomendada por (Kilmartin & Zou 2001); un hidromiel comercial,
proveniente de la region del Huila, y dos hidromieles elaborados en el ICTA con la
metodologia de (Blanco 2012), los cuales contenian sulfato de amonio, y polen como

fuentes de nitrégeno.

» Caracterizacion de algunas bebidas alcohdlicas utilizando voltametria ciclica y
sensores comerciales

Se llevo a cabo la caracterizacion de algunas bebidas alcohdlicas utilizando voltametria
ciclica y sensores comerciales. Se evaluaron diferentes muestras empleando los tres
sensores evaluados anteriormente: AC1W4R1 (grafito), CIW2R1 (platino) y ACIWI1RS
(oro). Las muestras evaluadas fueron una solucion de etanol al 12% v/v y de acido tartarico
0.033 M, pH 3,6, mosto de miel (pH 3.79, 17 °Brix), hidromiel (pH 3.96, 5 °Brix), hidromiel
con polen (pH 3.88, 4.8 °Brix), hidromiel comercial (pH 3.60, 21 °Brix), hidromiel de
maracuya (pH 3.68, 9.6 °Brix), y vino de maracuya (pH 3.48, 7 °Brix). Las condiciones del

andlisis se presentan en la tabla 2-10.
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Tabla 2-10Condiciones de las pruebas con diferentes muestras

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 1V
Voltaje 2 -1V

Paso 0.005 V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansion 0.05 V/s
Numero de escansiones 15

= Evaluacién de algunos &cidos organicos

De acuerdo con los resultados satisfactorios del sensor AC1W2R1 (platino), se llevo a cabo
la evaluaciéon de soluciones de algunos acidos organicos, de acuerdo con la metodologia
reportada por (Daniele et al. 1998). Para ello se utilizé6 una solucion de acido perclérico 1
mM con cloruro de potasio 0.1 M. Se evaluaron &cido tartérico, &cido malico, &cido citrico y
acido aceético, debido a su posible presencia en la fermentacion alcohdlica. Las
concentraciones evaluadas fueron 3, 5, 8 y 10 mM en todos los casos. Se utilizé voltametria
de onda cuadrada. Las condiciones analiticas utilizadas para estas evaluaciones se

presentan en la tabla 2-11.

Tabla 2-11 Condiciones de las pruebas con sensores de platino y solucion de

acido percldrico + cloruro de potasio

Técnica utilizada Voltametria de onda cuadrada
Voltaje inicial -1V
Voltaje Final oV
Paso 0.005 V
Amplitud 0.025V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV
Frecuencia 25 Hz
NUmero de escansiones 3

Como se menciond en el numeral 1.6.2, en cuanto a los sensores voltamétricos, existen
diferentes modificaciones que se pueden realizar con el fin de obtener diferentes sefiales de
corriente. Las modificaciones utilizadas en este trabajo emplearon cobre y nanotubos de

carbono sobre los electrodos de grafito y carbon vitreo, con el fin de encontrar sefiales
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relacionadas con el proceso de interés, tales como los carbohidratos y compuestos con

caracteristicas antioxidantes.

2.5.3 Modificacion de sensores de grafito con cobre

Existen diversos métodos de cuantificacion electroquimica de carbohidratos basados en la
capacidad reductora de los azUcares, que tienen libre el grupo carbonilo. Estos
carbohidratos son capaces de reducir elementos como el cobre, el hierro o el yodo (Cu*?
Fe*3, 19). En el caso especifico del cobre, éste es reducido de Cu*?a Cu*! en el método para
carbohidratos totales de Munson-Walker, reportado por la AOAC 906.03-1906 (AOAC,
2005). Alli se hace reaccionar el sulfato de cobre (Il) con un azucar reductor en medio
alcalino formandose el éxido cuproso, el cual forma un precipitado rojo ladrillo. Este método
utiliza azul de metileno como indicador, el cual es totalmente decolorado en el punto final de
esta reaccion. Sin embargo, este método es dispendioso por el tratamiento que la muestra
debe sufrir, asi como con la preparacion de los reactivos necesarios para las

determinaciones.

Tanto para los ensayos en Colombia como en ltalia se utilizaron diferentes sensores que
tenian como electrodo de trabajo el de grafito. En Colombia, se emplearon los sensores
AC1WA4R1; en Italia se empled el electrodo de carbén vitreo. Dichos electrodos de trabajo
fueron modificados utilizando la electrodeposicién de cobre (ll) queriendo emplear los
principios de la técnica mencionada al principio de este apartado. Para ello se preparé una
solucién de sulfato de cobre (CuSO4*5H,0) 200 mM. Las condiciones a las cuales se llevo a

cabo esta electrodeposicion se presentan en la tabla 2-12.

Tabla 2-12 Condiciones de electrodeposicion de cobre sobre sensores AC1W4R1

y electrodo de carbdn vitreo

Técnica utilizada Deteccién amperométrica
Voltaje -0.6V
Intervalo 0.1s

Tiempo de corrida 1200 s

Posteriormente, se siguieron las indicaciones reportadas por Marioli & Kuwana, 1992 para
llevar a cabo las determinaciones con diferentes soluciones de carbohidratos y alcoholes en

medio alcalino. Para todos los casos se utilizé una solucion de NaOH 0.1 M.
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= Ensayos preliminares para electrodo de grafito modificado con cobre

Se utilizé el electrodo de grafito vitreo modificado de acuerdo con el procedimiento
mencionado anteriormente y las condiciones que se especifican en la tabla 2-13. Se
realizaron ensayos utilizando voltametria ciclica con las condiciones que se presentan en la
tabla 2-14. Posteriormente, se llevaron a cabo pruebas similares utilizando voltametria de
onda cuadrada, con las condiciones que se presentan en la tabla 2-15. Se evaluaron en
todos los casos glucosa, fructosa, sacarosa y etanol. Estas pruebas se realizaron con el fin

de establecer la presencia de estas sustancias y diferenciar las sefales.

Tabla 2-13 Condiciones pruebas con soluciones de alcoholes y carbohidratos en
medio alcalino y con electrodo de carbon vitreo modificado con cobre, usando

voltametria ciclica.

Técnica utilizada Voltametria Ciclica
Voltaje 1 -0.2V
Voltaje 2 1V
Paso 0.005 V
Voltaje Inicial oV
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV
Velocidad de escansién 0.05 V/s
Numero de escansiones 2

Tabla 2-14 Condiciones pruebas con soluciones de alcoholes y carbohidratos en
medio alcalino y con electrodo de carbon vitreo modificado con cobre,

utilizando voltametria de onda cuadrada.

Técnica utilizada Voltametria de onda cuadrada
Voltaje inicial -0.2V
Voltaje final 1.0V
Amplitud 0.025V
Frecuencia 25 Hz
Tiempo de acondicionamiento 0.04 s

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos con voltametria ciclica utilizando el
electrodo AC1W4R1, y modificAndolo de acuerdo con las condiciones presentadas en la
tabla 2-13. Se evaluaron las sefiales obtenidas con glucosa, fructosa, sacarosa,
metanol, etanol, metanol, isopropanol, propanol y alcohol isoamilico. En la tabla 2-15 se

presentan las condiciones utilizadas para llevar a cabo estas determinaciones.
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Tabla 2-15 Condiciones pruebas con alcoholes y carbohidratos en medio alcalino
y con electrodo AC1W4R1 modificado con cobre, utilizando voltametria ciclica.

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 1V
Voltaje 2 -1V

Paso 0.005 V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansion 0.05 V/s

Numero de escansiones 4

= Validacion de las mediciones obtenidas con el electrodo de grafito modificado
con cobre

De acuerdo con las diferentes sustancias importantes para la fermentacion alcohdlica, se
generaron diferentes curvas de calibracion para soluciones de glucosa, fructosa, sacarosa,
etanol y glicerol, utilizando el electrodo AC1W4R1, modificado de acuerdo con las

condiciones expresadas en la tabla 2-13.

Para llevar a cabo estas determinaciones, se utilizaron 7 mL de hidroxido de sodio 0.1 M
como solucion bufer y se adicionaron diferentes volimenes de soluciones madre de las
sustancias anteriormente mencionadas desde 10 hasta 100 pL. Las soluciones madre de
los carbohidratos fueron de 25%, la de glicerol 10% y la de etanol de 20%; estas
concentraciones se seleccionaron teniendo en cuenta las concentraciones maximas
posibles a obtener en el proceso fermentativo que se llevé a cabo (Ugliano & Henschke

2009). Cada una de las mediciones se hizo por cuadruplicado.

2.5.4 Modificaciéon de sensores de grafito con nanotubos de
carbono

De acuerdo con lo reportado por Wang 2005, los nanotubos de carbono (CNT) se han

convertido en objeto de una intensa investigacion desde su descubrimiento, debido a sus

notables propiedades quimicas, eléctricas, mecanicas y estructurales. Pueden llevar a cabo

el transporte de electrones como los metales, semiconductores y superconductores, ya que

poseen un nucleo hueco adecuado para almacenar moléculas y tienen el mayor médulo

elastico de cualquier material conocido. Este tipo de nanotubos se pueden producir por
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deposicién quimica de vapor, métodos de arco de carbono, o evaporacion por laser y se
puede dividir en nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNT) y de pared mdltiple
(MWCNT). Los de pared sencilla poseen una hanoestructura cilindrica (con una alta relacion
de aspecto), los cuales se forman enrollando una sola hoja en un tubo de grafito. En el caso
de aquellos de pared multiple, comprenden varias capas de cilindros de grafema que estan
concéntricamente anidados como los anillos de un tronco de arbol. Las propiedades Unicas
de los nanotubos de carbono los hacen extremadamente atractivos como sensores
guimicos, en la deteccion en general, y electroquimica, en particular (Balasubramanian &
Burghard 2006; Li et al. 2011).

Wang también menciona que ademas de una mayor reactividad electroquimica debido a su
baja resistividad; los electrodos modificados con nanotubos de carbono se han mostrado
Gtiles para acumular biomoléculas importantes (por ejemplo, acidos nucleicos) y para aliviar
los efectos de ensuciamiento de superficie. La notable sensibilidad de los nanotubos a la
conductividad de los adsorbatos de superficie permite su uso como sensores a nanoescala
altamente sensibles. Para ello, los nanotubos de carbono deben ser funcionalizados

adecuadamente para que puedan ser aprovechadas todas sus ventajas (Li et al. 2011).

*» Ensayos iniciales

Los nanotubos de carbono utilizados en este trabajo fueron adquiridos a Nanolab, Inc
(Estados Unidos). Eran nanotubos BPD30L15, de pared multiple de 30 nm +/-15nm, de 1-5
um, con pureza mayor al 95% y superficie activa entre 200 y 400 m?/g. Dichos nanotubos se
activaron de acuerdo con la metodologia reportada por (Li et al. 2011) antes de su uso;
posteriormente, se tomaron 10 mg de nanotubos activos y se suspendieron en 5 mL de
etanol al 95%; posteriormente se tomaron 4 L de esta suspension y se aplicaron sobre un
sensor de grafito ACI1WA4R1, dejando evaporar el solvente durante 5 minutos.
Posteriormente, se llevaron a cabo las mediciones. Este mismo procedimiento se uso para
modificar el electrodo de carbon vitreo. La metodologia utilizada fue la reportada por
(Yakovleva et al. 2007), para lo cual se utilizé una solucién bufer de fosfato de potasio 0.2

M, pH 6.0 mas cloruro de potasio 0.1 M, y voltametria de onda cuadrada.
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El acido cafeico es un compuesto organico que es considerado como compuesto referencia
en la determinacion de compuestos antioxidantes (Photinon et al. 2010), por ello se empled

como patron antioxidante en este trabajo.

Se llevaron a cabo mediciones con una solucion de &cido caféico 10 mM preparada en
etanol, la cual se adicioné a la solucion bufer de fosfato de potasio. En todos los casos se
tomaron 7 mL del bifer y se adicionaron diferentes cantidades de la solucion madre de
acido caféico desde 10 hasta 50 pL. Las condiciones a las cuales se llevaron a cabo estos

ensayos, se presentan en la tabla 2-16.

Tabla 2-16Condiciones para ensayos con acido cafeico 10 mM, bufer de fosfato de

potasio, pH 6 + KCI 0.1 My electrodo de grafito modificado con nanotubos de

carbono.
Técnica utilizada Voltametria Ciclica
Voltaje 1 oV
Voltaje 2 0.6V
Paso 0.05V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV
Velocidad de escansion 0.1V/s
Numero de escansiones 4

Estas pruebas también se llevaron a cabo en el sistema electroquimico marca Metrohm,
utilizando el electrodo de carbon vitreo ubicado en Bolzano, Italia. Las condiciones utilizadas

para este ensayo se presentan en la tabla 2-17.

Tabla 2-17Condiciones para ensayos con &cido cafeico 10 mM, bufer de fosfato
de potasio, pH 6 + KCI 0.1 My electrodo de carbdn vitreo modificado con

nanotubos de carbono.

Técnica utilizada Voltametria Ciclica
Voltaje 1 oV
Voltaje 2 0.4V
Paso 0.005 V
Voltaje Inicial oV
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV
Velocidad de escansién 0.05 V/s
Numero de escansiones 2
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» Curvade calibracién para el &cido cafeico

Se llevé a cabo la construccion de la curva de calibracion para concentraciones de acido
cafeico entre 0 y 277,8 uM, utilizando la misma metodologia de los ensayos iniciales. En
este caso, las condiciones para la realizacion de la voltametria ciclica fueron similares a las
utilizadas en la tabla 2-16, pero con una velocidad de escansion de 0.05 V/s; dichas
condiciones se presentan en la tabla 2-18. Estas condiciones se emplearon para ambos

tipos de sensores de grafito.

Tabla 2-18Condiciones para ensayos con &cido cafeico 10 mM, bufer de fosfato de

potasio, pH 6 + KCI 0.1 M y electrodo de grafito modificado con nanotubos de

carbono.
Técnica utilizada Voltametria Ciclica
Voltaje 1 oV
Voltaje 2 0.6V
Paso 0.005 V
Voltaje Inicial 1V
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV
Velocidad de escansién 0.05 V/s
Numero de escansiones 4

» Validacion de la curva de calibracion para el acido cafeico

Se llevo a cabo la evaluacion de la validacion de la curva de calibracion realizandose en tres
momentos diferentes, entre concentraciones 0 y 168.5 uM. Se utilizé la misma metodologia
enunciada para la deposicion de los nanotubos de carbono, y se empled la técnica de
voltametria de onda cuadrada, con el fin de observar la sefial amplificada. En la tabla 2-19
se presenta la tabla correspondiente a las condiciones empleadas; estas condiciones se

utilizaron para ambos electrodos de grafito.

Tabla 2-19 Condiciones para ensayos con acido cafeico 10 mM, bufer de fosfato

de potasio, pH 6 + KCI 0.1 My electrodo de grafito modificado con nanotubos

de carbono
Técnica utilizada Voltametria de onda cuadrada
Voltaje inicial oV
Voltaje final 0.6V
Amplitud 0.025V
Frecuencia 25 Hz
Tiempo de acondicionamiento 0.04 s
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= Evaluacion del comportamiento de la sefial con la variacion de pH para acido
cafeico

Se evaluo el efecto del pH sobre la sefial obtenida por la presencia de una sustancia en una
solucion, ya que (Wang 2000) afirma que este efecto existe. Para ello, se uso el sistema
electroquimico marca Metrohm y el electrodo de carbon vitreo, ubicado en Bolzano, Italia.
Se aplicé el mismo procedimiento mencionado en el numeral 2.5.3. Se utilizé voltametria
ciclica, y se emplearon: soluciones de Britton-Robinson, pH 2 y 4, KCI 0.1 M, budfer de
fosfato pH 7.4 y la solucién de fosfatos 0.2 M pH 6.0 + KCI 0.1 M. Dichas soluciones Britton-
Robinson son soluciones bufer de pH "universal" que se utilizan para el intervalo de pH 2 a
pH 12. Se componen de una mezcla de acido bérico 0,04 M, acido fosférico 0,04 M y acido
aceético, la cual se valora con hidréxido de sodio 0.2 M hasta el pH deseado. En todos los
casos se utilizdé una solucién madre de acido cafeico 10 mM preparada en etanol al 95%; la
concentracion final de la solucion evaluada fue de 56.8 uM de acido para todos los casos.

En la tabla 2-20 se presentan las condiciones a las cuales se llevaron a cabo los ensayos.

Tabla 2-20 Condiciones para ensayos con acido cafeico 56.8 uM, electrodo de

carbon vitreo modificado con nanotubos de carbono y diferentes soluciones

Técnica utilizada Voltametria Ciclica

Voltaje 1 oV
Voltaje 2 1V

Paso 0.005 V
Voltaje Inicial oV
Voltaje de acondicionamiento oV
Voltaje de profundidad oV

Velocidad de escansién 0.05 V/s

Numero de escansiones 2

= Evaluacion de muestras reales

Teniendo en cuenta el comportamiento del 4cido cafeico y las condiciones de la tabla 2-19,
se llevd a cabo la evaluacion de las diferentes sefiales obtenidas para diferentes muestras
reales relacionadas con aquellas obtenidas mediante los procesos de fermentacion
realizados. Se utilizé el sistema marca Metrohm y el electrodo de carbén vitreo modificado
de acuerdo con las condiciones mencionadas en el numeral 2.5.3. Las condiciones
utilizadas para llevar a cabo estas determinaciones son las mismas presentadas en la tabla
2-20. Para todos los casos se utilizaron 7 mL de bufer de fosfato 0.2M, pH 6.0 y cloruro de

potasio 0.1M, y 400 uL de muestra.
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2.5.5 Determinaciones con nariz electronica y lengua electronica
comerciales

= Nariz electréonica

Los andlisis se realizaron con una nariz electrénica portatil (PEN2) que funciona con una
zona de enriquecimiento y una unidad de desorcién (EDU). El programa utilizado para
adquisicion de datos era de WMA (Win Muster AIRSENSE) Analytics Inc. (Alemania). Este
instrumento se encuentra en los laboratorios del Departamento de Ciencia para los
Alimentos, la Nutricibn y el Ambiente (Defens) de la Universidad de Milan (Italia). El
instrumento, consta de un aparato de toma de muestras, una unidad de deteccion que
contiene la matriz de sensores, y un software de reconocimiento de patrones (WinMuster
v.3.0). El conjunto de sensores se compone de 10 sensores quimicos semiconductores de
oxido metalico (MOS): W1C (aromatico), W5S (amplia gama), W3C (aromatico), W6S
(hidrégeno), W5C (fraccion aromatica con alifaticos), W1S (amplia gama-metano), W1W

(azufre orgénico), W2S (amplia gama alcohol), W2W (azufre y cloro) W3S (metano alifatico).

En la figura 2-14 se puede observar un esquema del instrumento empleado:

Volatiles de la Sensores . s
muestra Senfales electrlcas_‘
Aire Filtro de (] 'D 0o g Residuo
» carbon [ ]| Camara = »

A 4
Y

activado 4 | OO 0O i
Filtro de
< carbén —
activado
Aire
Figura 2-14 Esquema de nariz electronica (Tomado y adaptado de (Xu et al.
2014))

*» Lengua electronica comercial

Con el fin de comparar los resultados obtenidos con el sistema de gusto artificial y de alguna

forma validar estos resultados se empled una lengua electronica comercial.

Los analisis se realizaron con el equipo disponible comercialmente Taste-Sensing System
SA 402B de Intelligent Sensor Technology Co., ubicado en los laboratorios del

Departamento de Ciencia para los Alimentos, la Nutricion y el Ambiente (Defens) de la
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Universidad de Milan (Italia); el sistema consiste en sensores de deteccion cuya superficie
se combina con membranas lipidicas artificiales que tienen diferentes propiedades de
respuesta a sustancias quimicas sobre la base de su gusto. La tabla 2-21 recoge los

sensores de deteccion utilizados en este trabajo.

Tabla 2-21 Caracteristicas de los sensores de deteccion utilizados

Sensores .

: Caracteristicas ..

Atributo de - . Ecuacion empleada
(Informacién sensorial)

deteccién
Membrana CTO Salado Acido = 0.3316*Rv (CAOQ)
mezclada CAO Acido Salado = -0.252* Rv (CTO0)
Membrana Coo Amargo y retrogusto de | Amargo =-0.140*Rv(C00) + 0.084*Rv(CT0)
de c_a_rga AE1 ama_rgo . Retrogusto de amargo = -0.210* CPAYV (C00)
positiva Astringencia y retrogusto
de astringencia Astringencia =
-0.1575*RV(AE1)+0.1575*Rv(CTO0)
Retrogusto de astringencia =
-0.252* CPAV (AE1)
Membrana GL1 Dulce Dulce = -0.2351*Rv(GL1)
con anillo
de
benceno y
tres
grupos
carboxilo

El principio de medicién de la lengua electrénica comercial se basa en la capacidad de las
sustancias que aportan sabor para cambiar el potencial de los sensores de deteccion a
través de la interaccion electrostatica o hidrofobica con los grupos hidréfilos e hidréfobos de
las membranas lipidicas. Los sensores de deteccion se sumergieron primero en la solucion
de referencia (cloruro de potasio 30 mM y &cido tartarico 0.3 mM) y el potencial eléctrico
medido para cada sensor se definié como V.. Posteriormente, los sensores se sumergieron
durante 30 s en una muestra de 60 mL de mosto de hidromiel, equilibrado a temperatura
ambiente. Para cada sensor se define el potencial medido como Vs. El valor relativo (Ry)
estuvo representado por las diferencias (Vs-Vi) entre los potenciales de la muestra y la
solucién de referencia. Luego los sensores se enjuagaron con solucion de referencia fresca
durante 6 s, y luego se sumergieron en la solucion de referencia de nuevo. El nuevo
potencial para la solucion de referencia se definié como V/. La diferencia V. -V entre los

potenciales de la solucion de referencia antes y después de la medicién de la muestra es el
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CPAy (Cambio de potencial de membrana causada por absorcion) y corresponde al
retrogusto. Antes de un nuevo ciclo de medicion, los electrodos se enjuagaron durante 90 s
con una solucion de lavado (etanol al 30%) y luego durante 180 s con la solucion de

referencia.

A lo largo de la fermentacion de un hidromiel tradicional, cada muestra se evalu6 dos veces
y los promedios de las salidas de los sensores se convirtieron a informacién sensorial. Los
"valores" sensoriales se calcularon multiplicando las salidas de los sensores para los
coeficientes apropiados basados en la ley empirica de Weber-Fechner, que da la intensidad
de la sensacion teniendo en cuenta las propiedades de los sensores para los gustos (Buratti

et al. 2011), como se muestra en la Ultima columna de la Tabla 2-21.

En la figura 2-15 se puede observar la figura del instrumento empleado para estas

determinaciones.

Conector

., . Sonda del
— e sensor
Electrodo
de Ag/AgCI

Membrana lipidica
artificial

Figura 2-15 Iméagenes del Taste Sensing System SA 402 B (Tomado y
adaptado de (Laureati et al. 2010))

Los resultados obtenidos, asi como su analisis en el desarrollo de este trabajo se

presentaran en los tres capitulos siguientes.

En las tablas 2-22 y 2-23 se presenta un resumen de los ensayos realizados en la parte de

seleccidn de sensores y monitoreo de fermentaciones, respectivamente.
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Tabla 2-22Ensayos realizados para la seleccidén de sensores

Muestra Solucién bafer Sensores
Ferricianuro de e ACI1WA4R1 grafito
potasio KNOs, KCI e ACIW2R1 platino
e ACIWIRS oro
Soluciones e ACI1WA4R1 grafito
sustancias puras KCI e AC1W2R1 platino
e ACIWIRS oro
Muestras e ACI1WA4R1 grafito
hidromieles KCl e ACIWZ2R1 platino
e ACIWIRS oro
Muestras e ACI1WA4R1 grafito
hidromieles Sin bufer e ACIWZ2R1 platino
e ACIWIRS oro
Acidos organicos HCIO4 + KCI e ACIWZ2R1 platino
Azlcares NaOH e Carbon vitreo+CuSO4
e AC1WA4R1 grafito+ CuSOas
Acido cafeico e ACIWA4R1 +nanotubos de carbono
KHzPO4+ KC, pH 6.0 e  Carbon vitreo+ nanotubos de carbono

Tabla 2-23Fermentaciones realizadas para monitoreo con diferentes técnicas de

analisis
Fermentacion Técnicas empleadas

Miel, aziicar, miel comercial e AC1W2R1 platino

e ACI1WA4R1 grafito+ CuSO4
Miel, 10,20,30% azucar e Carbon vitreo+CuSO4

e FTIR-ATR
Adicién de aji y clavo e ACIWZ2R1 platino

e ACI1WA4R1 grafito+ CuSO4

e FTIR-ATR

e PTR-MS
Adicién de hierbas y especias e ACI1WZ2R1 platino

e ACI1WA4R1 grafito+ CuSO4
Adicion de frutos rojos, fuentes de Nitrégeno, tratamientos |e  AC1IW2R1 platino
de higienizacién e ACI1W4R1 grafito+ CuSO4
Hidromiel tradicional e ACI1WZ2R1 platino

e ACI1W4RL1 grafito+ CuSO4

e Nariz y lengua electronica

comerciales
e Andlisis sensorial




3. Seleccion de sensores

Como se menciond anteriormente, el sistema de gusto artificial seleccionado y adquirido
consta de un potenciostato marca Palmsens, proveniente de Holanda y sensores de BVT
Technologies, provenientes de Republica Checa. Su seleccidon se describe en el Anexo F.
Con dichos insumos se llevé a cabo la seleccidén de los sensores que mas se adecuaron

para la aplicacion de este trabajo.

3.1 Pruebas iniciales en el sistema electroquimico

De acuerdo con la metodologia descrita en el numeral 2.5.2 referente a las pruebas iniciales
en el sistema electroquimico, se obtuvieron los resultados para cada uno de los canales
evaluados que se presentan en las figuras 3-1 y 3-2. En la tabla 3-1 se presentan los
resultados estadisticos para ambas pruebas, realizando un analisis ANOVA Kruskal Wallis
con 95% de confiabilidad, alli se puede evidenciar que no hay diferencias significativas entre
las respuestas obtenidas a través de cada uno de los canales utilizados, y que las
mediciones realizadas provienen de poblaciones que son similares. Adicionalmente, el
tiempo de las respuestas coincide con aquellas reportadas por el fabricante, haciendo que
las condiciones del sistema sean adecuadas para llevar a cabo la aplicacion en diferentes

matrices.

Tabla 3-1. Resultados Prueba Kruskal Wallis con 95% de confiabilidad para el

sistema.
Prueba Chi-Cuadrado | GL | Prob>Chi-Cuadrado
Barrido lineal 0,67353 3 0,87941

Ruido 0,52706 3 0,91291
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0,004

0,003

0,002 +

0,001 A

Ruido (nA)

Ruido Canal 1
—— Ruido Canal 2
Ruido Canal 3
Ruido Canal 4

-0,6 -0,4 0,2 0,0 0,2 0.4 06
Voltaje (V)

Figura 3-1. Resultados de prueba barrido lineal para todos los canales con
el kit para test de funcionamiento

0,0009 ~
0,0008
0,0007

0,0006 4

0,0005

—— Pulso Diferencial Canal 1
—— Pulso DiferencialCanal 2
—— Pulso Diferencial Canal 3

Pulso Diferencial Canal 4

0,0004

0,0003

Pulso Diferencial (nA)

0,0002 4
0,0001 4

0,0000

-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Voltaje (V)

Figura 3-2. Resultados de prueba de ruido para todos los canales con el kit

para test de funcionamiento

Los resultados evidenciados permiten establecer que el potenciostato, los conectores y
sensores adquiridos permiten obtener sefales similares a las que el fabricante reporta,
permitiendo la realizacion de diferentes pruebas utilizando diferentes soluciones bufer,

muestras y técnicas.
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3.2 Ensayos con ferricianuro de potasio y diferentes
soluciones bufer

Para poder llevar a cabo la seleccion de los diferentes sensores comerciales disponibles, de
acuerdo con la metodologia descrita en el numeral 2.5.2, y las condiciones de la tabla 2-6,
se realizaron ensayos utilizando ferricianuro de potasio como sustancia referencia, asi como
soluciones bufer de nitrato de potasio y cloruro de potasio, con el fin de establecer cémo es

el funcionamiento del sistema electroquimico.

3.2.1 Ensayos con nitrato de potasio

Se implementd la metodologia referida en el numeral 2.5.1; se utiliz6 una solucién de nitrato
de potasio y cuatro tipos de sensores: AC1W4R1 (grafito), con didmetro 1 mm y 2 mm,
AC1W2R1 (platino) y AC1W1RS (oro).

En la figura 3-3 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de grafito de diametro
de 1 mm, a pesar que se incrementd la concentracion de la solucién de ferricianuro de
potasio, la sefial obtenida fue similar para todas las concentraciones. En la figura 3-4 se
presenta un comportamiento contrario, para la sefial del electrodo de grafito de diametro 2
mm donde hay un incremento en el pico de oxidacién a medida que se incrementa la
concentracion de la solucién de ferricianuro de potasio, evidenciando la importancia del area

de reaccion.

En las figuras 3-5 y 3-6 se presentan los resultados obtenidos para los electrodos de platino
y oro; todas las figuras permiten observar diferencias entre las sefiales obtenidas para cada
electrodo y su variacién con el incremento de la concentracién de la solucion de ferricianuro.
Estos resultados muestran que se puede obtener informacion de la variacién de la senal
mas clara para los sensores de oro y platino.
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Figura 3-3. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor AC1W4R1 Dw=1 mm (grafito) y nitrato de potasio 0.1 M como
bufer
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Figura 3-4. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor AC1W4R1 Dw=2 mm (grafito) y nitrato de potasio 0.1 M como
bufer
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1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 00 02 -04 06 08 -10

Voltaje (V)

Figura 3-5. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio

con el sensor AC1W2R1 (platino) y nitrato de potasio 0.1 M como bufer
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Figura 3-6. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor AC1W1RS (oro) y nitrato de potasio 0.1 M como bufer

Estos resultados permitieron seleccionar solo tres de los cuatro sensores evaluados, debido

a que el electrodo de diametro menor de grafito (didmetro 1 mm) no aporta informacién util.
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3.2.2 Ensayos con cloruro de potasio como bufer

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos similares a los realizados con nitrato de potasio,
pero utilizando cloruro de potasio. Se evalu6 el comportamiento de los sensores AC1W4R1
(grafito) diametro 2 mm, AC1W2R1 (platino) y AC1W1RS (oro). En las figuras 3-7 a 3-9 se
presentan los resultados obtenidos para cada uno de los sensores evaluados. Se observa
que a medida que se incrementé la concentracién del ferricianuro de potasio, la curva
cambid, y el pico maximo de oxidacion aumentd debido a la mayor concentracion de la
solucion. Estos resultados son acordes a lo observado en diversos reportes. (Pumera et al.
2006).

Estos resultados permitieron establecer la capacidad de realizar diferentes ensayos
teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante, los resultados observados por otros
autores con dispositivos diferentes y las respuestas esperadas, gracias a que el ferricianuro
de potasio se comporta como una sustancia que se reduce y oxida de forma parcialmente
reversible.

50 -
40 1

304

Corriente (pA)

40 t+—————T—

—
1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 00 -02 -04 -06 -08 -10
Voltaje (V)

Figura 3-7.  Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor el sensor AC1W4R1 DW = 2 mm (grafito) y cloruro de potasio
1 M como bufer
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40

Corriente (uA)

Voltaje (V)

Figura 3-8. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor AC1W2R1 (platino) cloruro de potasio 1 M como bufer

Corriente (nA)

10 08 06 04 02 00 -02 -04 06 -08 -10
Voltaje (V)

Figura 3-9. Voltametria ciclica de una solucion de ferricianuro de potasio
con el sensor AC1W1RS (oro) y cloruro de potasio 1 M como bufer

Se pudo observar el efecto del uso de diferentes tipos de sensores y diferentes soluciones
electroliticas en las respuestas obtenidas, demostrando que el sistema es sensible a los
diferentes cambios que se realicen en las matrices que se estén analizando. Estos ensayos
también permitieron seleccionar estos tres sensores como promisorios para llevar a cabo la
evaluacién de muestras provenientes del proceso de fermentacién de miel de abejas. Los
cambios evidenciados en las sefiales obtenidas se explican por la diferencia en las
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caracteristicas electroquimicas tanto de las soluciones bufer asi como el comportamiento
del ferricianuro de potasio, las cuales hacen que las reacciones de oxidacion y reduccién se
den a velocidades diferentes sobre las superficies de los electrodos. Es importante tener en
cuenta que a pesar que en los tres tipos de sensores se presenta una variacion en la curva
obtenida dependiendo de la concentracién de la solucion de ferricianuro de potasio
evaluada, el sensor de oro presenta las menores variaciones, lo cual probablemente puede
hacer que dicho sensor no brinde informacion Util del proceso fermentativo para la obtencion
de hidromieles.

3.3 Ensayos del sistema electroquimico con soluciones
modelo

En la tabla 3-2 se pueden observar las soluciones preparadas y los valores medidos para
las diferentes variables. En general, se puede observar que existen diferencias entre el pH y
la conductividad eléctrica de las muestras y que existen similitudes en los valores obtenidos
para las longitudes de onda de mayor absorbancia para las soluciones, asi como para el
indice de refraccion, lo cual fue confirmado por un andlisis ANOVA con 95% de
confiabilidad. Estos resultados confirman que la espectrofotometria no es una técnica
adecuada para el andlisis de los diferentes compuestos seleccionados debido a que no
todos ellos absorben luz, haciendo imposible observarlos; sin embargo, otros presentaron
una absorbancia entre 268 y 282 nm, haciendo que su identificacion sea complicada.

Tabla 3-2. Soluciones de sustancias puras utilizadas para ser evaluadas con el

sistema electroquimico

Sustancia Concentracion H Conductividad | Espectrofoto | Indice de

(%P/V) P (uS/cm) metria refraccion
Agua 100 6,09 51,6 0 1,331
Etanol 9,468 6,51 2,59 220 1,337
Glicerol 1,400 6,3 3,45 273,5 1,333
Acido acético 0,150 3,19 233 0 1,332
Acetaldehido 0,010 5,94 3,4 276 1,331
Metanol 0,030 6,66 4,96 271,5 1,331

Acetato de

etilo 0,010 8,29 10,82 268,5 1,331
Propanol 0,015 6,99 4,76 282 1,331
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Continuacion Tabla 3-2 Soluciones de sustancias puras utilizadas para ser

evaluadas con el sistema electroquimico

Sustancia Concentracion H Conductividad | Espectrofoto | Indice de
(%P/V) P (uS/cm) metria refraccion
Alcohol
Isoamilico 0,020 6,32 3,04 278 1,331
Isopropanol 0,015 5,87 4,14 271,5 1,332
Acido tararico 0,420 2,25 1695 205 1,332
Acido

succinico 0,056 3,33 166,4 0 1,332
Acido citrico 0,025 3,08 241 0 1,332
Acido lactico 0,113 6,38 713 0 1,333
Sacarosa 0,002 7,07 6,13 277 1,331
Fructosa 0,105 6,2 8,12 278 1,332
Glucosa 0,086 6,35 2,65 274 1,332

En las figuras 3-10 a 3-13 se observan los resultados obtenidos con cada uno de los
sensores evaluados para cuatro de las sustancias relacionadas en la tabla 3-2: glucosa,
etanol, glicerol y acido acético. El resto de los resultados se presentan en el Anexo G. Como
se puede observar, las sefales obtenidas para las muestras con cada sensor son
diferentes. Este comportamiento fue confirmado por un analisis ANOVA Kruskal Wallis con
95% de confiabilidad. Dichos resultados confirman que el tipo de sensor influye
notablemente en la sefal obtenida, debido a las diferentes velocidades a las que las

reacciones de oxidacién y reduccion ocurren.
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Figura 3-10. Voltametria ciclica para solucion de glucosa usando diferentes

sensores y cloruro de potasio 0.2 M como bufer
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Figura 3-11. Voltametria ciclica para solucion de etanol usando diferentes

sensores cloruro de potasio 0.2 M como bufer
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Figura 3-12. Voltametria ciclica para solucién de glicerol usando diferentes
sensores cloruro de potasio 0.2 M como bufer
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Figura 3-13. Voltametria ciclica para solucion de acido acético usando
diferentes sensores cloruro de potasio 0.2 M como bufer
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Los resultados observados permiten establecer que es posible diferenciar las sustancias
probadas utilizando los tres sensores seleccionados, asi como el bufer de cloruro de
potasio, sin embargo, debido a las grandes diferencias que se presentan en la senales

obtenidas para los diferentes sensores no es posible realizar un andlisis mas minucioso.

3.4 Ensayos preliminares con muestras reales

3.4.1 Utilizacion de cloruro de potasio como bufer

Ante lo observado con la sustancia de referencia (ferricianuro de potasio) y las demas
sustancias puras evaluadas con los sensores, se procedié a realizar un ensayo en el que se
evaluaron con la misma técnica muestras reales: un hidromiel comercial, proveniente de la
regién del Huila, y dos hidromieles elaborados en el ICTA con la metodologia de (Blanco
2012), los cuales contenian sulfato de amonio, y polen como fuentes de nitrégeno, asi como
una solucion modelo de un vino (con etanol al 12% v/v y &cido tartarico 0.033 M, pH 3.6),
recomendada por (Kilmartin & Zou 2001). En las figuras 3-14 a 3-16 se pueden observar los
resultados correspondientes para cada uno de los sensores evaluados.
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Figura 3-14. Voltametria ciclica de las diferentes muestras analizadas con el
sensor AC1W4R1 (grafito)
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Figura 3-15. Voltametria ciclica de las diferentes muestras analizadas con el
sensor AC1W2R1 (platino)
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Figura 3-16. Voltametria ciclica de las diferentes muestras analizadas con el

sensor AC1W1RS (oro)
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Es importante notar que el sensor AC1W4R1 (grafito) presenta sefales bastante débiles,
pues no hay presencia de los picos caracteristicos de 6xido reduccion que se obtienen al
realizar una voltametria ciclica, mientras que los demas sensores permitieron obtener
senales facilmente diferenciables. Con el sensor AC1W2R1 (platino) se obtienen sefales
con picos de oxidacién y reduccién debido a la presencia de diferentes sustancias en las
muestras analizadas, que se hacen mas evidentes en las senales obtenidas para el sensor

AC1W1RS (oro), donde dichos picos se observan claramente para todas las muestras.

Los resultados obtenidos permiten inferir que es posible realizar la discriminacion de
diferentes muestras reales utilizando voltametria ciclica y diferentes sensores comerciales,
utilizando cloruro de potasio como bufer, a pesar de la similitud en composiciéon de cada una
de las muestras evaluadas. Pero probablemente la presencia y las diferentes
concentraciones de algunas sustancias caracteristicas de cada una de las muestras

evaluadas hacen que sus caracteristicas electroquimicas varien

3.4.2 Ensayos sin uso de bufer

Tiwari et al. 2013; Tiwari & Tudu 2012, reportan que es posible lograr la diferenciacién de
muestras sin la necesidad de utilizar bufer, debido a que ellas contienen diferentes
proporciones de diversas sustancias electroquimicamente activas, suficientes para realizar

el analisis. Por ello, se realizaron ensayos sin la utilizacién de esta solucién.

En las figuras 3-17 a 3-19 se presentan los resultados obtenidos realizando 15 repeticiones
para cada una de las muestras analizadas mencionadas en el numeral 3.4.1 sin solucion
bufer y para cada uno de los sensores seleccionados. Las sefiales obtenidas utilizando el
sensor de grafito (AC1W4R1) son muy similares entre si, haciendo que este sensor no
brinde informacién util al utilizarlo sin solucién bufer. En el caso de las sefales obtenidas
utilizando el sensor AC1W2R1 (platino), éstas son diferentes para todas las muestras
analizadas, haciendo que la informacion que brinde sea Util al realizar la medicién directa en
la muestra. Estos resultados fueron confirmados con la realizacién del andlisis estadistico,
mediante el cual se pudo establecer la diferenciacion de las muestras y por tanto, su
clasificacion. En el caso de los resultados obtenidos para el sensor AC1W1RS (oro), las
diferencias obtenidas en la sefal son muy débiles.
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Figura 3-17. Voltametria ciclica para diferentes muestras con el sensor
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Figura 3-18. Voltametria ciclica para diferentes muestras con el sensor

AC1W2R1 (platino) sin solucion bufer
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Figura 3-19. Voltametria ciclica para diferentes muestras con el sensor
AC1W1RS (oro) sin solucion bufer

Adicionalmente, se llevé a cabo el analisis estadistico de estas sefales obtenidas aplicando
metodologias de reconocimiento de patrones (PARC), que permite proyectar los datos de
varios sensores en un plano de dos dimensiones. Este método determina los componentes
que mejor representan los datos de acuerdo con un error minimo cuadrado. En este caso,
se llevo a cabo el andlisis de dichas mediciones. Las mediciones se almacenaron en un
directorio utilizando un programa de archivo de texto, que luego se cargd y proceso
mediante técnicas de pre-procesamiento (FFT Fast Fourier Transform) y de normalizacion)
y métodos de reconocimiento de patrones (andlisis de componentes principales (PCA)). El
método de "Media Centrada" y los valores absolutos de FFT se utilizaron para la matriz de
datos antes de realizar la técnica de PCA. Los resultados obtenidos al realizar el PCA

permiten ver que hay cuatro grupos diferentes para clasificar las muestras evaluadas.

En la figura 3-20 se presentan los resultados obtenidos mediante el analisis de PCA, que
como se menciond anteriormente, muestra la clasificacién en diferentes grupos de acuerdo
con las caracteristicas de las muestras evaluadas, posiblemente debido al contenido de
diferentes compuestos provenientes de la fruta, polen, miel, entre otras. Adicionalmente, la

solucién modelo presenta un comportamiento diferente a las demas muestras debido a que
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so6lo contiene agua, etanol y &cido tartarico; por su parte, el mosto presenta diferentes
caracteristicas debido a que no presenta ningun contenido de etanol.

" Hidormiel comencial
+ Hidromiel polen

Hidiroamial —

+Solycitn modse

Figura 3-20. Comportamiento del sensor AC1W2R1 (platino) y diferentes
muestras analizadas

De acuerdo con los diferentes resultados observados, el sensor de platino fue el que
permitio la clasificacion de las muestras analizadas; por otro lado, en los numerales 3.4.1 y
3.4.2 se evidencia que el uso de una sustancia que modifique las caracteristicas
electroquimicas del agua (bufer), y que ademas como referencia, hace que la informacion
que se obtenga a partir de este tipo de sensores sea mas homogénea.

Es asi como en ambos casos se evidencia que el sensor ACIW2R1 (platino) es promisorio
para llevar a cabo las diferentes pruebas que permitan la diferenciacion de las muestras de
interés para este trabajo de investigacion, debido a que permite la obtencion de curvas
caracteristicas con la muestra estandar, con diferentes sustancias presentes en la

fermentacion, con muestras reales utilizando bufer y sin utilizarlo.

En el caso de los sensores de grafito y oro, las sefales obtenidas para algunos de los
ensayos realizados permiten establecer poca diferenciacién, por lo cual su utilizacién en el
monitoreo del proceso puede llevarse a cabo si se realiza alguna modificacion in situ,

directamente sobre el sensor y utilizando otro tipo de soluciones bufer
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Adicionalmente, es importante resaltar que es posible llevar a cabo modificaciones de
dichos sensores las cuales permiten que se obtengan soluciones Utiles para la evaluacion

de las muestras de interés, como se mencioné en el numeral 2.5.3.

3.5 Electrodo de platino

De acuerdo con los resultados obtenidos en el numeral 3.4, los cuales permitieron observar
la diferenciacién de muestras reales utilizando el electrodo AC1W2R1 (platino), se llevé a
cabo la evaluaciéon de soluciones de diferentes acidos organicos (acido tartarico, acido
malico, acido citrico y acido acético) con el fin de estudiar el efecto del tipo de &cido y su
concentracion sobre la sefial, de acuerdo con la metodologia reportada en el numeral 2.5.2.

En las figuras 3-21 a 3-24 se presentan los resultados obtenidos para la evaluacion
realizada para los acidos anteriormente mencionados. Se puede notar que en la zona entre
-0.6 Vy -0.5V se presenta un pico en la corriente, el cual se relaciona con la concentracién
de las soluciones evaluada.

—— Acido perclorico 1mM (en KCI 0.1M)
—— Ac. tartarico 3mM
—— Ac. tartarico 5mM
Ac. tartarico 8mM
—— Ac. tartarico 10mM

Corriente (pA)

I
05 -04 -03 -02 -01 0,0
Voltaje (V)

T
10 -09 -08 -07 -06

Figura 3-21. Voltametria de onda cuadrada para acido tartarico, utilizando
electrodo AC1W2R1 y acido perclorico +cloruro de potasio como bufer
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Figura 3-22. Voltametria de onda cuadrada para acido malico, utilizando

electrodo AC1W2R1 y acido perclérico + cloruro de potasio como bufer
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Figura 3-23. Voltametria de onda cuadrada para acido citrico, utilizando

electrodo AC1W2R1 y acido perclorico +cloruro de potasio como bufer
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160 —— Acido perclorico 1mM (en KCI 0.1M)
—— Ac. acetico 3mM
—— Ac. acetico 5mM
Ac. acetico 8mM
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Figura 3-24. Voltametria de onda cuadrada para acido acético, utilizando
electrodo AC1W2R1 y acido perclérico + cloruro de potasio como bufer

Realizando una prueba de Kruskal-Wallis ANOVA con 5% de significancia, se pudo
confirmar que todas las sefales obtenidas son diferentes, ratificando la potencialidad de
este sensor para la cuantificacién de soluciones acuosas de acidos organicos puros; estos
resultados posiblemente tienen relacién con la estructura de los acidos organicos y su
comportamiento de éxido-reduccién debido al nimero de grupos carboxilo que presentan.
Sin embargo, cabe notar que la zona de voltaje en la cual se encuentra el pico de cambio de
corriente es muy similar para todas, haciendo que sélo se obtenga un pico en el caso del

andlisis de muestras reales.

Adicionalmente, en la figura 3-25 se presentan los resultados obtenidos para el cambio de
corriente contra el voltaje para las soluciones 10 mM de cada uno de los &cidos evaluados,
en la cual se evidencia que cada uno de los acidos analizados presenta una sefal diferente,
y sin embargo, los picos de respuesta se encuentran en la misma zona, lo cual
posiblemente hace que la senal obtenida al analizar muestras reales permita identificar la

presencia de acidos en general, pero no la cuantificacion de cada uno de ellos.
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Figura 3-25. Voltametria de onda cuadrada para diferentes acidos utilizando
electrodo AC1W2R1 y acido perclorico +cloruro de potasio como bufer

En la tabla 3-3, se presentan los resultados obtenidos para las curvas de calibracion de
cada uno de los acidos evaluados. Se puede observar que la sensibilidad (pendiente para
cada una de las rectas encontradas) para cada acido es muy similar, lo cual hace posible
una correlaciéon con la acidez total de las muestras que se van a evaluar. Estas curvas de
calibracion se construyeron teniendo en cuenta que existe un cambio de corriente entre la
sefial que se obtiene sblo con el bufer, y las senales del bufer mas cada una de las
diferentes concentraciones para cada acido. Se seleccioné el voltaje en el que dicho cambio
de corriente present6 el valor maximo (tercera columna de la tabla 3-3), y se encontr6é una
correlacion lineal para cada uno de los &cidos evaluados entre las concentraciones

evaluadas, como se presenta en la tabla 3-3.
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Tabla 3-3. Curvas de calibracion obtenidas para diferentes acidos organicos
utilizando electrodo de platino y acido perclorico + cloruro de potasio como
bufer
Intervalo de Voltaje Coeficiente
Sustancia concentracio seleccionado Ecuacién c dle .
-nes mM para tomar Al orrelacion
V) R
Acido tartarico 0-10 mM -0.500 Al =10,387 *Conc + 2,3481 0,9945
Acido malico 0-10 mM -0.550 Al =12,454 *Conc + 2,6184 0,9934
Acido citrico 0-10 mM -0.600 Al =11,599 * Conc - 7,2592 0,9834
Acido acético 0-10 mM -0.550 Al = 11,800 * Conc - 0,1885 1.0000

Con los resultados obtenidos para las determinaciones de los diferentes tipos de acidos
organicos y diferentes concentraciones de los mismos, utilizando como solucion bufer acido
perclérico 1 mM mas cloruro de potasio 100 mM es posible cuantificar dichos &cidos en los
intervalos de concentracién evaluados; sin embargo, las zonas en las que se da el cambio
de corriente para todos los acidos evaluados es la misma, lo cual probablemente hara que

s6lo se genere un pico al entrar en contacto con las diferentes muestras reales.

De acuerdo con los diferentes resultados obtenidos en los numerales 3.1 a 3.5 para las
respuestas obtenidas utilizando diferentes sensores, y considerando adicionalmente, que el
costo unitario de cada sensor (grafito (AC1W4R1) y platino (AC1W2R1), € 1.7, oro
(AC1W1RS) € 2.0),se puede concluir que los que tiene una mejor relaciéon costo beneficio
son los sensores de grafito y de platino.

En vista de que los sensores de grafito no brindaron una sefal clara para poder efectuar
conclusiones de las muestras evaluadas a continuaciéon se muestra una evaluacién acerca

de la posible modificacion de estos sensores para poder hacerlos mas utiles.

3.6 Modificacion de sensores

Las modificaciones se realizaron teniendo en cuenta las diferentes referencias de la
literatura (Ghodbane et al. 2007; Novakowski et al. 2011; Dini & Snyder 2010), la cual ha
sido reportada por diferentes autores, como, se mencion6 en el numeral 2.5.3. Dichos
cambios se realizan teniendo en cuenta el tipo de muestras que se evaluaran, y
generalmente se prefieren las modificaciones in situ, las cuales pueden permitir la obtencién

de senales Utiles para llevar a cabo la evaluacion de las muestras de interés.
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3.6.1 Modificaciéon de sensores de grafito con cobre

De acuerdo con lo descrito en el numeral 2.5.3, se llevd a cabo la modificacion del electrodo
de grafito de acuerdo con las condiciones establecidas en la tabla 2-11.

= Ensayos preliminares para electrodo de carbon vitreo modificado con cobre

Se realizaron determinaciones utilizando las condiciones presentadas en las tablas 2-12 y 2-
13, estos resultados se presentan en las figuras 3-26 y 3-27. Realizando un analisis ANOVA
Kruskal Wallis, con 95% de confiabilidad se encontr6 que todas las sefales determinadas
son diferentes entre si, lo cual permitira llevar a cabo la utilizacién de esta técnica para la
evaluaciébn de muestras provenientes de la fermentacion, debido a que se pueden
relacionarse con las concentraciones de carbohidratos y etanol, presentes en las muestras
propias del proceso fermentativo seleccionado. Adicionalmente, al observar los resultados
obtenidos en las figuras 3-10 a 3-14, la diferenciacion de estas sustancias puras es mayor al
realizar la modificacién con cobre y la utilizaciéon de NaOH.

700 ~
—— Glucosa
—— Sacarosa
600 -
Fructosa
Etanol
500
% 400 H
D 300
C
Q0
S 200 -
(&)
4
100 4
0 o
-100 T T T T T T y T T 1
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Voltaje (V)

Figura 3-26. Voltametria ciclica para diferentes carbohidratos y etanol con
electrodo de carbon vitreo modificado con cobre y medio alcalino
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Figura 3-27. Voltametria de conda cuadrada para diferentes carbohidratos y
etanol con electrodo de carbén vitreo modificado con cobre y medio
alcalino

= Ensayos preliminares para electrodo de grafito (AC1W4R1) modificado con cobre

Posteriormente, se llevaron a cabo las determinaciones utilizando las condiciones
mencionadas en la tabla 2-14 y electrodos AC1W4R1. Dichos resultados, se presentan en
las figuras 3-28 y 3-29, donde se puede ver que las sefiales obtenidas son diferentes,
resultados confirmados por el ANOVA Kruskal Wallis, con 95% de confiabilidad, en los que
se puede afirmar que todas las sefnales provienen de poblaciones diferentes. Sin embargo,
en el caso de los alcoholes evaluados, la sefial obtenida es muy débil, por lo cual la sefal
obtenida para las muestras reales sera debida principalmente a la presencia de
carbohidratos y no a la presencia de alcoholes.
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Figura 3-28. Voltametria ciclica para diferentes carbohidratos con electrodo
AC1W4R1 modificado con cobre y medio alcalino
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Figura 3-29. Voltametria ciclica para diferentes alcoholes con electrodo

AC1W4R1 modificado con cobre y medio alcalino
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Los resultados obtenidos por ambos sistemas permiten establecer que este tipo de técnica
es aplicable a los compuestos de interés en el sistema de trabajo. Sin embargo, cabe anotar
que a pesar que cada una de las sefales obtenidas para cada sustancia es diferente, la
zona de voltaje en la que se encuentran los valores maximos para el cambio de corriente es

la misma, razén por la cual sera posible observar sélo un pico al analizar muestras reales.

» Validacion de las mediciones obtenidas con el electrodo de electrodo de grafito
(AC1W4R1) modificado con cobre

En las figuras 3-30 a 3-34 se pueden observar los resultados obtenidos para los resultados

promedio de cada una de las concentraciones de las soluciones evaluadas.

Debido a que se determinaron las sefnales de las soluciones a diferentes concentraciones,
fue posible realizar la curva de calibracion que permite la cuantificacién de la concentracion
de cada una de las sustancias evaluadas Estas curvas se teniendo en cuenta la diferencia
de corriente entre la soluciébn de la sustancia menos la solucién bufer, contra la

concentracion de la solucién de la sustancia.
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Figura 3-30. Voltametria de onda cuadrada para diferentes concentraciones
de glucosa utilizando electrodo AC1W4R1 modificado con cobre e
hidréxido de sodio como bufer
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Figura 3-31. Voltametria de onda cuadrada para diferentes concentraciones

de fructosa utilizando electrodo AC1W4R1 modificado con cobre e

hidréxido de sodio como bufer
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Figura 3-32. Voltametria de onda cuadrada para diferentes concentraciones
de sacarosa utilizando electrodo AC1W4R1 modificado con cobre e

hidréxido de sodio como bufer
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Figura 3-33. Voltametria de onda cuadrada para diferentes concentraciones
de glicerol utilizando electrodo AC1W4R1 modificado con cobre e

hidréxido de sodio como bufer
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Figura 3-34. Voltametria de onda cuadrada para diferentes concentraciones
de etanol utilizando electrodo AC1W4R1 modificado con cobre e hidréxido
de sodio como bufer

Cabe resaltar que el coeficiente de correlacion para todos los casos fue mayor a 0.99, por lo
cual se puede concluir que el uso del electrodo de carbono modificado con cobre en medio

alcalino es util para la determinacién cuantitativa en el intervalo evaluado. En la tabla 3-4 se
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presentan los resultados obtenidos para cada una de las curvas de calibracion de las

sustancias evaluadas.

Tabla 3-4. Curvas de calibracion de las diferentes sustancias evaluadas con
electrodo AC1W4R1 modificado con cobre y NaOH 0.1 M

Intervalo de Voltaje Coeficiente
Sustancia | concentraciones seleccionado Ecuacion de ..
para tomar Al (V) Correlacion
ppm R2
Glucosa 0-35.2 0.600 Al =1.5515*Conc - 0.9918 0.9965
Fructosa 0-35.2 0.500 Al = 5.6235*Conc - 5.0407 0.9985
Sacarosa 0-35.2 0.475 Al =5.2747* Conc + 7.9667 0.9953
Glicerol 0-14.1 0.550 Al = 2.2493*Conc + 0.1382 0.9980
Etanol 0-28.2 0.600 Al =0.6744*Conc - 0.5624 0.9945

Es importante notar que el intervalo en el que se encuentran los voltajes a los cuales se
pueden encontrar las sefales de corriente para las cinco sustancias evaluadas son
estadisticamente muy similares, lo cual fue confirmado por una prueba de Kruskal-Wallis;
este resultado se tuvo en cuenta para la evaluacién de las diferentes muestras reales,
debido a que éstas contienen diversas cantidades de las sustancias evaluadas, pero que al
ser evaluadas con este electrodo en medio alcalino presentara sélo un pico de corriente,
que representara la suma de todas las sustancias presentes. Sin embargo, se puede utilizar
esta técnica para la cuantificacién de los carbohidratos y alcoholes evaluados en soluciones
puras con agua. Estos resultados muestran que la sensibilidad encontrada para las
respuestas obtenidas con los electrodos de grafito modificados con cobre es alta para los
carbohidratos, haciendo que esta sefnal prevalezca sobre la de los alcoholes; este hecho
permite relacionar la sefal obtenida con la presencia de carbohidratos, los cuales

disminuyen a lo largo de la fermentacién.

3.6.2 Modificacion de sensores de grafito con nanotubos de
carbono

Como se menciond en el numeral 2.3.3, es de actual interés la determinacién de la actividad

antioxidante en diferentes matrices alimentarias; de acuerdo con los resultados obtenidos

en los numerales 3.1 a 3.4, se llevé a cabo la modificacién de los sensores de grafito, ya

que su uso directamente en las soluciones con sustancias puras y con muestras reales no
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brinda informacién suficiente para caracterizar las muestras que se analizan; por ello se

utilizaron nanotubos de carbono.

» Ensayos preliminares para electrodo de carbén vitreo modificado con nanotubos
de carbono

En la figura 3-35 se presentan los resultados para los ensayos realizados en el
potenciostato marca Metrohm, utilizando las condiciones especificadas en la tabla 2-15. Se
puede observar una tendencia similar a la observada para los resultados presentados en la
figura 3-33. La correlacion encontrada para la curva de calibracion se presenta en la tabla 3-
5. En este caso, al comparar los resultados obtenidos por el sistema Palmsens y el sistema
Metrohm, a pesar que la tendencia de los resultados es similar, es decir, lineal entre la
concentracion y la diferencia de corriente; se encuentra que la sensibilidad es mayor para la
encontrada con el sistema Metrohm, ya que el tipo de electrodo vitreo de carbono
modificado es diferente al sensor de AC1W4R1 modificado, y adicionalmente, el area de
dicho electrodo es mayor haciendo que la superficie en la cual se lleva a cabo la reaccion
sea mas grande, y por ende, la diferencia de corriente generada también lo sea.
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Figura 3-35. Voltametria ciclica para soluciones de acido cafeico con
electrodo de carbon vitreo modificado con nanotubos de carbono y bufer
de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1 M
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Tabla 3-5. Curvas de calibracion acido cafeico, utilizando bufer de fosfato de

potasio, pH 6 + KCI 0.1M y electrodo de carbon vitreo modificado con

nanotubos de carbono.

Voltaje Coeficiente
Intervalo de .
. . seleccionado para iy de
Sustancia | concentraciones Ecuacion g
tomar Al (V) Correlacion
KM R2
Acido 0-140 0.200 Al=0.6498*Conc — 1.0334 0.9875
cafeico

= Evaluacion del comportamiento de la sefial con la variacion de pH para acido
cafeico utilizando electrodo de carbon vitreo modificado con nanotubos de
carbono

De acuerdo con lo descrito en el numeral 2.5.3, se llevaron a cabo ensayos por duplicado

para cada una de las determinaciones a pH diferentes. En la figura 3-36 se pueden observar

todas las graficas obtenidas, que permitieron establecer que el comportamiento del sensor

modificado con nanotubos de carbono es diferente para cada uno de los casos evaluados.

Este resultado fue confirmado realizando una prueba ANOVA Kruskal Wallis, que permitié

establecer que cada una de las graficas obtenidas presenta comportamientos diferentes

entre si, probablemente debido a cambios en la estructura que el &cido cafeico puede sufrir

con el cambio de pH.
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Figura 3-36. Variacion de la sefial obtenida para una solucion de acido
cafeico 58.6 uM, utilizando diferentes soluciones y electrodo de carbon

vitreo modificado con nanotubos de carbono

= Evaluacion de muestras reales utilizando electrodo de carbon vitreo modificado
con nanotubos de carbono

En la figura 3-37 se presentan los resultados para diferentes extractos acuosos (miel, polen,
aji, clavo y clavo con aji). Se pueden observar que los datos obtenidos son diferentes, los
cuales pueden estar relacionados con la presencia de diferentes compuestos antioxidantes
en cada uno de estos extractos; en el caso del aji, el compuesto relacionado con la
capacidad antioxidante y a su vez con la pungencia es la capsaicina, el cual ha sido
reportado como de valor promisorio a nivel de farmacéutico (Manaia et al. 2012); en el caso
del polen y la miel, existen diferentes compuestos antioxidantes contenidos en ellos, que se

relacionan con su origen botanico, tales como la quercetina, acido cafeico, flavonoles, &cido
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cinamico, entre otros (Almaraz-Abarca et al. 2007); y en el caso del clavo se ha reportado el
contenido de eugenol, acetato de eugenilo y alcohol bencilico con alta capacidad
antioxidante (Lee & Shibamoto 2001). Cabe notar que las menores sefiales fueron
observadas para los extractos de miel y aji, y los méas altos para aquellas muestras que
contienen clavo. Estas diferencias estadisticamente significativas se comprobaron con un
analisis de Kruskal Wallis con 95% de confiabilidad.
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Figura 3-37. Voltametria de onda cuadrada para diferentes extractos acuosos
utilizando electrodo de carbén vitreo modificado con nanotubos de
carbono y bufer de fosfatos 0.2 M, pH6 + cloruro de potasio 0.1M

En la figura 3-38 se presentan los resultados obtenidos para diferentes mostos e
hidromieles, los cuales contenian los extractos evaluados; se observa que las senales
obtenidas para los hidromieles son menores que las observadas para los mostos, lo cual
puede estar relacionado con la presencia de etanol o con la posible oxidacion de los
compuestos antioxidantes presentes.



98 Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

i 140
Mosto 1 i
%] Hidormiel 1 120 \ Homos
f Hidromiel 3
] 100
= 30 g 80
g 2
@
£ 204 = 60
2 / E /
& 10 v S 40 !
8 3 /
o 20
= \ 1
il s 0
204 ]
T T T T T 1 . ' : ; ; )
0,0 0,1 02 03 04 05 06 0.0 o b 0 o4 o S
Voltaje (V) Voltaje (V)
140 - -
s
R Mosto 2
o] : ! ? | 1204 Mosto 4
/ \ | Hidromiel 2| i Hidromiel 4
ol _ 100 -
< 80 80 -
: . g
2 60+ \ =
g > 60
5 | 8
40 3 E
2 ‘ 2
204 i
20 <
[/
0
-20 -
00 o 02 03 04 05 08 = " o1 o0z 03 o4 05 o
) X \ : . : ! 0.0 0.1 02 0.3 04 0.5 08
Valtaje (V) Voltaje (V)

Figura 3-38. Cambio de corriente contra voltaje para diferentes hidromieles y
mostos, utilizando electrodo de carbén vitreo modificado con nanotubos
de carbono y bufer de fosfatos 0.2 M, pH 6 + cloruro de potasio 0.1 M

En la figura 3-39 se presentan los resultados obtenidos para el mosto 4, el cual esta
compuesto de extracto de miel, polen, aji y clavo, en diferentes proporciones. En dicha
figura se puede observar cualitativamente que la sefal obtenida para el mosto 4, refleja la
presencia de las cuatro sustancias utilizadas, haciendo que esta técnica pueda utilizarse
para la diferenciacién de diferentes hidromieles y mostos de acuerdo con su composicién, y

especialmente, el contenido de sustancias antioxidantes.
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Figura 3-39. Cambio de corriente para mosto 4 y diferentes extractos
acuosos, utilizando electrodo de carboén vitreo modificado con nanotubos

de carbono y bufer de fosfatos 0.2 M, pH 6 + cloruro de potasio 0.1 M

= Ensayos con el electrodo de grafito (AC1W4R1) modificado con nanotubos de
carbono

Se utilizé la metodologia mencionada en el numeral 2.5.3, para lo cual se utiliz6 el electrodo
AC1W4R1. En la figura 3-40 se presentan los resultados obtenidos, en ellos se puede
observar que alrededor de 0.25 V se presentan diferentes picos de corriente
correspondientes a la oxidacién del acido cafeico; esta corriente varia de acuerdo con la
variacion de la concentracién. En la tabla 3-6 se pueden observar los resultados obtenidos
para la correlacion de los datos determinados; estos permiten concluir que es posible
realizar la determinacién de acido cafeico en soluciones que se encuentren entre 0y 70 pM,
haciendo que la modificacion de este tipo de sensores sea promisoria para la determinacién
de la presencia de compuestos con estructura similar a la del acido cafeico (compuestos
fendlicos).
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Figura 3-40. Variacion de la sefal para diferentes concentraciones de acido

modificado con nanotubos de carbono.

cafeico, bufer de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1 M y electrodo AC1W4R1

Tabla 3-6. Curva de calibracion acido cafeico, utilizando bufer de fosfato de
potasio, pH 6 + KCI 0.1 M y electrodo AC1W4R1 modificado con nanotubos de

carbono.
Voltaje Coeficiente
Intervalo de .
. . seleccionado para iy de
Sustancia | concentraciones tomar Al (V) Ecuacion Correlacién
KM R2
Acido 0-70.1 0.250 Al = 0.0306*Conc — 0.2017 0.9714
cafeico

» Evaluacion de curva de calibracién para el acido cafeico con electrodo de grafito
(AC1W4R1) modificado con nanotubos de carbono

Con estos resultados obtenidos, se llevd a cabo la construccién de la curva de calibracion
realizando la variacion de la concentracién entre 0 y 277.8 uM de &cido cafeico, teniendo en

cuenta las mismas condiciones para el ensayo expresadas en el numeral 2.5.3 y en la tabla

2-16. En la figura 3-41 se presentan los resultados obtenidos para la curva llevada a cabo,
teniendo en cuenta las c¢

ondiciones de

la tabla 2-17. Se observa claramente el

comportamiento parcialmente reversible del acido cafeico, pues los picos para oxidacion y

reduccion van incrementandose con la concentracién de la solucién. Adicionalmente, fue
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posible observar una correlacién lineal entre el cambio de corriente y la concentracién de la
solucidén, como se presenta en la tabla 3-7. Estos resultados confirman la sensibilidad
menor para la determinacién de acido cafeico que presenta el sensor AC1W4R1
modificado, al ser comparado con el electrodo de carbén vitreo, principalmente debido al

area del sensor.

15
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104 R?=0,9846
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Figura 3-41.
acido cafeico, bufer de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1 M y electrodo

Comportamiento de la seial con diferentes concentraciones de

AC1W4R1 modificado con nanotubos de carbono.

Tabla 3-7. Curva de calibracion para acido cafeico, utilizando bufer de fosfato de
potasio, pH 6 + KCI 0.1M y electrodo AC1W4R1 modificado con nanotubos de

carbono.
Intervalo de Voltaje Coef(;c:ente
Sustancia | concentraciones | seleccionado para Ecuacion Correlacion
KM tomar Al (V) R2
Acido 0-277.8 0.1-0.15 Al = 0.0396*Conc — 0.2396 0.9846
cafeico
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= Validacion de la utilizacion de la curva de calibracion para el acido cafeico

Las condiciones mediante las cuales se obtuvieron los resultados para la curva de
calibracion fueron las especificadas en el numeral 2.5.3. Se llevaron a cabo tres mediciones
diferentes en tres dias diferentes.

En las figuras 3-42 a 3-44 se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los tres
ensayos, en los que se observa la variacion del cambio de corriente con la concentracién de
acido cafeico. A pesar que se observa que la tendencia en los tres casos es la misma, se

obtuvieron diferentes curvas de calibracion, cuyos resultados se presentan en la tabla 3-8.
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Figura 3-42. Variacion de la concentracion de solucion de acido cafeico,
utilizando bufer de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1 M y electrodo
AC1W4R1 modificado con nanotubos de carbono, ensayo 1
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Figura 3-43. Variacion de la concentracion de solucion de acido cafeico,
utilizando bufer de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1M y electrodo
AC1W4R1 modificado con nanotubos de carbono, ensayo 2
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Figura 3-44. Variacion de la concentracion de solucion de acido cafeico,
utilizando bufer de fosfato de potasio, pH 6 + KCI 0.1M y electrodo
AC1W4R1 modificado con nanotubos de carbono, ensayo 3
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Tabla 3-8. Curvas de calibracion acido cafeico, utilizando bufer de fosfato de
potasio, pH 6 + KCI 0.1 My electrodo AC1W4R1 modificado con nanotubos de

carbono.
Ensayo | Pendiente Ordenada R2
1 0.1021 1.5343 0.9500
2 1.4963 71.128 0.7464
3 0.1081 2.1941 0.9601

Los parametros obtenidos para la ecuacién son diferentes, lo cual se confirm6é mediante
andlisis de Kruskal Wallis realizado; por ello, a pesar que se puede observar que se

presenta una tendencia similar, el comportamiento en cada uno de los ensayos es distinto.

Esto permite afirmar que es posible identificar la presencia de &cido cafeico con la técnica
de modificacion utilizada para este tipo de electrodos con la suspension de nanotubos de
carbono, pero éste no puede ser cuantificado. Las variaciones que se presentan para cada
uno de los ensayos realizados pueden deberse a la dificil adicion de los nanotubos a la
superficie del sensor de grafito, pues el didmetro del electrodo es pequefio, vy
adicionalmente esta rodeado por los electrodos de referencia y auxiliar, haciendo que la
deposicion de dichos nanotubos sea complicada, afectando por lo tanto la senal generada,
por lo cual se recomienda utilizar otro tipo de sensores, en el cual el diametro del electrodo
de trabajo sea mayor.

3.6.3 Aplicacion de diferentes sensores en el seguimiento de la
fermentacion alcohdlica

Se llevé a cabo una fermentacion alcohdlica durante 21 dias (505,75 horas) a 25 °C,
utilizando la metodologia explicada en 2.2. Se realizaron mediciones por duplicado. En la
figura 3-45 se observan los resultados obtenidos para la diferencia de corriente en el caso
de la utilizacion de cloruro de potasio y nitrato de potasio con el electrodo de platino
AC1W2R1. Estas respuestas obtenidas pueden tener relacién con la productividad, la
concentracion de etanol y de glicerol que se genera a lo largo del tiempo, asi como con la
eficiencia o el rendimiento producto / sustrato.
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Figura 3-45. Comportamiento del cambio de corriente a lo largo del tiempo
utilizando electrodo de platino AC1W2R1, cloruro de potasio y nitrato de

potasio

En la figura 3-46 se observan los resultados obtenidos para la diferencia de corriente en el
caso de la utilizacion de acido perclérico y cloruro de potasio con el electrodo de platino
AC1W2R1. Estas respuestas también pueden tener relaciéon con la concentracion de etanol,
de glicerol y la productividad, que se genera a lo largo del tiempo, asi como con la eficiencia
o el rendimiento producto / sustrato.
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Figura 3-46. Comportamiento de cambio de corriente a lo largo del tiempo
utilizando electrodo de platino AC1W2R1 y acido perclérico + cloruro de
potasio

Sin embargo, como se observa el utilizar sélo un tipo de sensor no brinda suficiente
informacién acerca del comportamiento de la fermentacion por lo cual se hace necesario el
uso también del sensor de grafito modificado con cobre.

» Determinaciones fisicoquimicas

Se realizaron mediciones por duplicado de pH, grados Brix, densidad, determinaciones de
glucosa, fructosa, glicerol y etanol utilizando HPLC, de acuerdo con lo especificado en el
numeral 2.3.4. Estos resultados pueden observarse en las figuras 3-47 a 3-50, los cuales
ratifican los resultados obtenidos mediante la utilizacion del sistema electroquimico, ya que

todas las variables cambian a lo largo del tiempo y son significativamente diferentes entre si.

En la figura 3-47 puede observarse que la tendencia de los grados Brix, azucares
fermentables, glucosa y fructosa es similar, debido a que estos carbohidratos son
consumidos por la levadura para llevar a cabo la produccion de etanol, glicerol, diéxido de
carbono y biomasa; esta tendencia puede observarse en el comportamiento para el etanol y
el glicerol, en la figura 3-48.
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Figura 3-48. Cambio de concentracion de glicerol a lo largo del tiempo

Estos resultados observados en la figuras 3-47 y 3-48 se relacionan claramente con los

presentados en la figura 3-49, donde se puede evidenciar el grado de conversién para los

azucares, la glucosa y la fructosa; se evidencia adicionalmente que la levadura consume

fructosa y glucosa simultdneamente, pero agota la glucosa alrededor de la hora 305. La

eficiencia de la fermentacién se incrementa con el tiempo de fermentacién, llegando a 50%,

lo cual quiere decir que a pesar que haya una conversidn casi total de los azucares, sélo se
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alcanz6 la mitad del rendimiento producto/sustrato, probablemente debido a que la levadura

llevé a cabo su crecimiento y la produccion de dioxido de carbono.

Figura 3-49.
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En la figura 3-50 cuando se observa la evolucion de la productividad a lo largo del tiempo,
ésta es maxima alrededor de la hora 150, y posteriormente disminuye; esto puede deberse
a la inhibiciéon que la levadura pueda sufrir debido a la concentracion de etanol que pueda
haber en el medio, lo cual hace que la actividad metabdlica de la misma sea mas lenta.
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Figura 3-50. Cambio de productividad a lo largo del tiempo

A través de un andlisis de componentes principales de los resultados obtenidos para el
primer monitoreo de la fermentacién, como se presenta en la figura 3-51, mediante el cual
se explica el 93.13% de la varianza total de los datos, se observa cémo las variables
determinadas se relacionan entre si, y con las muestras se relacionan con el tiempo de
fermentacion. Sin embargo, como se muestra en la tabla 3-9 las correlaciones entre las
variables determinadas y las sefales electroquimicas son bajas, pues son lejanas a 1, lo
cual significa que es necesario implementar otras mediciones fisicoquimicas,
electroquimicas y sensoriales para poder observar las relaciones que pueden existir entre

las variables determinadas a lo largo del tiempo de fermentacién.
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Figura 3-51. Analisis de componentes principales para ensayo de primer

monitoreo de fermentacion

Tabla 3-9. Matriz de correlacion para ensayo de primer monitoreo de fermentacion

Al sensor Pt Al sensor Pt
con acido con nitrato
perclodrico de potasio

Variable (LA) (1LA)
Corriente Pt Perclorico 1 0.55499

Corriente Pt KNO3 0.55499 1

Azlcares fermentables (%p/V)) -0.30123 0.32802
Glucosa -0.27167 0.24746
Fructosa -0.31476 0.37004
Glicerol 0.56671 0.2972
Etanol 0.51038 0.07557
Yp/s 0.51038 0.07557
Productividad -0.00838 0.76578




4. Monitoreo de fermentaciones

De acuerdo con todos los resultados observados en el capitulo 3, las condiciones y los
sensores seleccionados, se llevaron a cabo diferentes fermentaciones para su evaluacion a
lo largo del tiempo, con base en los obtenido en el numeral 3.6.3. Dichas fermentaciones de
llevaron a cabo con el fin de comprobar la utilizacion del sistema de gusto artificial para el
seguimiento del proceso fermentativo a lo largo del tiempo, y observar la relacion que las
senales obtenidas tienen con la composicion del mosto inicial y las demas mediciones
realizadas con otras técnicas analiticas. Como se mencion6 en el capitulo 2, se les adiciond
diferentes hierbas, especias o frutas a los hidromieles con el fin de modificar sus
caracteristicas sensoriales. A lo largo de este capitulo puede observarse que las senales
obtenidas para cada tipo de fermentacion son diferentes, pero en todos los casos fue
posible llevar a cabo el seguimiento del proceso utilizando tanto las técnicas analiticas
tradicionales como el sistema de gusto artificial.

4.1 Fermentaciones con diferentes tipos de materias
primas

En los siguientes ensayos se utilizaron diferentes materias primas, explicadas en los
numerales 2.1.1 a 2.1.6. En estas fermentaciones se utilizaron insumos tales como azucar y
miel comercial, con el fin de evaluar el efecto de estos materiales en el desarrollo de la
fermentacion alcohdlica y por lo tanto, las diferencias en las sefiales obtenidas mediante el
sistema de gusto artificial. Estos resultados obtenidos concuerdan con los que se obtienen
en el numeral numeral 4.2, los cuales permitieron evidenciar que las sefiales obtenidas con
el sistema de gusto artificial para cada una de las fermentaciones evaluadas es diferente,
debido a los insumos utilizados, y la posible presencia de un agente externo que evita que
se presente la fermentacion alcohdlica.
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4.1.1 Fermentaciones con evaluacion de fuente de carbono, con
insumos colombianos

Se llevaron a cabo las fermentaciones utilizando insumos colombianos (miel, azucar y polen

como fuente de nitrégeno), y se utilizaron las condiciones del numeral 2.2 para llevar a cabo

la fermentacion. En la tabla 4-1 se presentan las condiciones utilizadas. En todos los casos

se prepararon los mostos con 25 “Brix.

Tabla 4-1. Composicion de los mostos evaluados

Mostos iniciales Nomenclatura
Miel Mi
AzUcar Az
Miel comercial Abeja Dorada Ad

En las figuras 4-1 y 4-2 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de platino y el
sensor de grafito modificado con cobre (respectivamente). Realizando un andlisis de
Kruskal-Wallis con 95% de significancia, se encuentra que todas las fermentaciones
presentaron un comportamiento diferente a lo largo del tiempo. Esto se relaciona con la
composicion de cada uno de los mostos, y el perfil de sustancias que se generan
dependiendo de los insumos utilizados, lo cual confirma los resultados observados
anteriormente, ya que la composicion de cada uno de los mostos iniciales influye en el
comportamiento en el tiempo que presentan las sefiales. Es importante notar especialmente
en la figura 4-1 las tendencias son muy similares para la miel y el azucar, sin embargo, para
la miel comercial Abeja Dorada, las respuestas obtenidas son diferentes, lo cual se
corrobora con los resultados de la figura 4-2.
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Figura 4-1. Monitoreo de fermentacion con diferentes insumos, con electrodo con
electrodo de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro de potasio como
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Figura 4-2. Monitoreo fermentacion con diferentes insumos, con electrodo de
grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como bufer
En las figuras 4-3 a 4-5 se puede observar el comportamiento para la acidez total, los
azucares totales y el etanol a lo largo del tiempo para las tres fermentaciones evaluadas.
Dichos resultados confirman los resultados obtenidos mediante el sistema de gusto artificial,

pues cada uno de los mostos fermentados presentd un comportamiento totalmente
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diferente, por lo cual se confirman los resultados obtenidos en el numeral 4.2; al utilizar miel
de abejas, el consumo de azucares totales se hace mas lento, pero la produccion de acidos
se relaciona también con la produccién de etanol observada, la cual se da a mayor
velocidad para el caso de la miel, probablemente debido a la presencia de sustancias

micronutrientes.
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Figura 4-3. Acidez total para fermentaciones con diferentes insumos colombianos
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Figura 4-4. Monitoreo de azlcares totales para fermentaciones con diferentes

insumos colombianos con HPLC
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Figura 4-5.
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colombianos con HPLC

Monitoreo de etanol para fermentaciones con diferentes insumos

Realizando el analisis de componentes principales, representado en la figura 4-6 explica el

75,27% de la varianza total de los datos. Adicionalmente, en la tabla 4-2 se presenta la

matriz de correlacion entre las diferentes variables que se evaluaron, notandose que para

este tipo de fermentaciones la sefial obtenida mediante el electrodo de cobre presentd

mayor correlacién con la presencia de carbohidratos, mientras que en el caso de la sefal

obtenida con el electrodo de platino, presenté correlacién baja con todas las variables

evaluadas a lo largo del tiempo.

Figura 4-6.

Principal Component 2

Analisis de componentes principales para fermentaciones con
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Tabla 4-2. Matriz de correlacion para fermentaciones con diferentes fuentes

de carbono e insumos colombianos

Al sensor Cu | Al sensor Pt

Variable (nA) (nA)
AzUcares 0.9213 0.1288
Sacarosa 0.3878 -0.1731
Glucosa 0.6477 0.1320
Fructosa 0.5607 0.2103
Etanol -0.7365 0.0130
Acidez -0.7996 -0.0718
Y p/s -0.7736 -0.0393
Productividad -0.0804 -0.0736
Corriente Cu 1.0000 0.1042
Corriente Pt 0.1042 1.0000

4.1.2 Fermentaciones con evaluacion de fuente de carbono, con
insumos italianos
En el caso de los insumos italianos, se utilizd miel, azacar y polen (como fuente de
nitrégeno), y las condiciones del numeral 2.2 para llevar a cabo la fermentacién. En la tabla
4-3 se presentan las condiciones de cada una de las fermentaciones llevadas a cabo, en las
cuales se adicionaron diferentes porcentajes de azUcar a los mostos iniciales de las
fermentaciones. En todos los casos se prepararon mostos de 25 °Brix.
Tabla 4-3. Composicion de los mostos evaluados

Mostos iniciales Nomenclatura
Miel Mi

Miel +10% AzUcar 10% AzUlcar

Miel +20% AzUcar 20% AzUcar

Miel +30% AzUcar 30% Azlcar

En la figura 4-7 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de carbono vitreo
modificado con cobre. Realizando un analisis de Kruskal-Wallis con 95% de significancia, se
encontré que todas las fermentaciones presentaron un comportamiento diferente a lo largo
del tiempo. La adicion de diferentes porcentajes de sacarosa al mosto hace que los perfiles
obtenidos sean diferentes, lo cual confirma los resultados observados anteriormente en los
que la adicion de diferentes materias primas afecta el comportamiento de la fermentacion; la

sefal para el mosto que utilizaba s6lo miel pura, presenta valores intermedios al resto de las
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sefales determinadas. El mosto con 20% de azucar, presenta valores mayores a lo largo
del tiempo al ser comparada con las sefales del mosto de miel; sin embargo, el mosto que
contiene 30% de azucar presenta sefales mas bajas. Esta variacién puede deberse al
metabolismo que la levadura presenta para cada uno de los mostos evaluados, ya que la
adicion de sacarosa puede favorecer la velocidad de consumo de azucares hasta cierto
nivel; sin embargo, en el caso del 30% probablemente el exceso de sacarosa puede hacer
gue se presente una inhibicion de sustrato, ya que el consumo de los azucares para la
levadura sea mas lento, ya que primero debe hidrolizar la sacarosa y posteriormente, iniciar
el consumo de la glucosa y la fructosa; adicionalmente, todas las sefiales observadas
presentaron una tendencia hacia la estabilizacion a lo largo del tiempo, partiendo de valores
cercanos a los 100 mA y llegando a valores menores entre 40 mA and 80 mA.
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Figura 4-7. Monitoreo fermentacion con diferentes porcentajes de azucar, con

electrodo de carbén vitreo modificado con cobre y NaOH 0.1 M como bufer
En las figuras 4-8 a 4-12 pueden observarse los resultados obtenidos para el
comportamiento de los grados Brix, acidez total, absorbancia a 267 nm, (la cual tiene
relacion con la presencia de diferentes acidos organicos) a lo largo del tiempo para las
cuatro fermentaciones llevadas a cabo, asi como la sefial obtenida mediante el FTIR-ATR
para los mostos y los hidromieles finales. En todos los casos, se verific6 mediante analisis
estadistico ANOVA y Kruskal Wallis que el comportamiento para todas las fermentaciones
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fue diferente, resultados que confirman lo observado en la figura 4-7, lo cual confirma los
resultados obtenidos en los ensayos anteriores, utilizando insumos colombianos, en los
cuales también todas las sefales obtenidas para el sistema electroquimico fueron
diferentes. Esto evidencia la influencia que el tipo de insumos tiene en el comportamiento de
la fermentacion, lo que también puede ser observado con el sistema de gusto artificial y
confirmado por las demés técnicas de anadlisis seleccionadas.
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Figura 4-8. Monitoreo de grados Brix para fermentaciones con diferentes
porcentajes de azucar
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Figura 4-9. Acidez total para fermentaciones con diferentes porcentajes de aztucar
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Figura 4-11. Comportamiento de mostos con diferentes porcentajes de azucar

utilizando FTIR-ATR
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Figura 4-12. Comportamiento de los hidromieles finales con diferentes porcentajes
de azucar utilizando FTIR-ATR

Adicionalmente, se realizd un analisis estadistico de minimos cuadrados parciales (PLS)
con el fin de encontrar la correlacién que existia entre los espectros FTIR-ATR obtenidos a
lo largo del tiempo con las demas variables determinadas. En la tabla 4-4 se presentan los
parametros encontrados en el analisis. Se evidencia la alta correlacion con variables tales
como pH, Brix, concentracion de etanol, acidez total y absorbancia, teniendo en cuenta los
valores para el coeficiente de correlacién. Sin embargo, para el caso de la corriente
determinada con el electrodo de carbén vitreo modificado con cobre, es baja.

Tabla 4-4. Parametros para analisis PLS de las variables determinadas y
los espectros FTIR-ATR para fermentaciones con diferentes
porcentajes de azucar

Variable R? Error cuadratico medio de validacion cruzada | Limite de deteccion
pH 0,8689 0,114 0,6
Brix 0,9834 0,913 0,62
Etanol 0,9827 0,474 0,62
Acidez total 0,9559 0,0299 0,61
Absorbancia | 0,8144 0,0551 0,36
Corriente Cu | 0,3992 26 0,074

Los resultados obtenidos en los numerales 4.1.1 y 4.1.2 permiten confirmar la posibilidad de
realizar el monitoreo de las fermentaciones utilizando el sistema de gusto artificial, y se
puede establecer que cada una de las fermentaciones presenta un comportamiento
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totalmente diferente a la otra, lo cual fue confirmado por las demas técnicas analiticas

utilizadas para el monitoreo de las mismas.

4.2 Fermentaciones con adicion de especias y diferentes
insumos

Se utilizaron las materias primas explicadas en los numerales 2.1.1, 2.1.2, 2.1.3, 2.14 y
2.1.6.

Se llevaron a cabo las fermentaciones utilizando insumos colombianos e italianos (miel y
polen como fuente de nitrégeno), y se utilizaron las condiciones del numeral 2.2 para llevar
a cabo la fermentacion. Como modificadores se emplearon clavo (Eugenia caryophillata) y
aji (Capsicum annum) adquiridos en el mercado local italiano. Dichos ensayos se llevaron a
cabo en Colombia y en ltalia, con el fin de determinar si el uso de miel, polen y agua
diferente afectaba el comportamiento de las fermentaciones y por lo tanto, de las sefales
obtenidas mediante el sistema de gusto artificial.

Se prepararon cuatro mostos diferentes, los cuales contenian clavo, aji y combinacién de
ambos. En todos los casos, el mosto tenia 24 °Brix y 0.3986% de polen. Estos mostos se
compararon con el hidromiel tradicional. En la tabla 4-5 se pueden observar cada una de las
fermentaciones realizadas.

Tabla 4-5. Composiciéon de los mostos evaluados

Nomenclatura Mostos iniciales Especia (% p/v)
Mosto sin adiciones o
! (Patrén o Blanco) 0.0000%
2 Aji 0.4886%
3 Clavo 0.7387%
. 0.4876%
4 Al 0.7313%
Clavo '

4.2.1 Fermentaciones con insumos colombianos

En las figuras 4-13 y 4-14 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de platino y
de grafito modificado con cobre (respectivamente) para las fermentaciones realizadas con
los insumos colombianos, donde 1, 2, 3 y 4 representan a cada uno de los mostos
presentados en la tabla 4-5. Realizando un analisis de Kruskal-Wallis con 95% de

significancia, se encuentra que todas las fermentaciones presentaron un comportamiento
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diferente a lo largo del tiempo, lo cual se relaciona posiblemente con la composicién de
cada uno de los mostos y su cambio a lo largo del proceso fermentativo. Estos resultados
confirman los resultados obtenidos en el numeral 4.3, ya que evidentemente la composicidn
de cada uno de los mostos afecta el comportamiento de las sefales obtenida mediante el
sistema de gusto artificial; adicionalmente, el metabolismo de la levadura puede afectarse
debido a la presencia de diferentes compuestos en el mosto.

Acorriente (pA)

T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (h)
Figura 4-13. Monitoreo de fermentacion con adicion de especias e insumos

colombianos con electrodo de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro
de potasio como bufer
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Figura 4-14. Monitoreo de fermentacion con adicion de especias con electrodo de
grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como bufer

En las figuras 4-15 a 4-18 se puede observar el comportamiento para la acidez total, los
azucares totales, el etanol y glicerol. Es importante tener en cuenta que al realizar un
analisis ANOVA con 95% de confiabilidad se confirmé que el comportamiento de cada una
de las fermentaciones es diferente, asi como se observd en las figuras 4-13 y 4-14. El
consumo de azUcares totales esta ligado también a la produccion de acidez total, etanol y
glicerol, pero probablemente las velocidades de produccion de dichas sustancias es
diferente para cada una de las fermentaciones evaluadas, lo cual evidencia que la adicion
de agentes modificadores de las caracteristicas sensoriales afectan notablemente el
comportamiento de la levadura.



124 Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

Porcentaje acido malico (p/v)
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Figura 4-15. Acidez total para fermentacién con adicion de especias e insumos
colombianos
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Figura 4-16. Consumo de azucares totales para fermentacion con adicion de
especias e insumos colombianos con HPLC
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nentes principales para estas fermentaciones, teniendo en

cuenta todas las variables fisicoquimicas determinadas, incluyendo las sefiales obtenidas

con los sensores de cobre y p

latino, se obtienen los resultados que se presentan en la

figura 4-19, en los que se explica el 85.46% de la varianza total. La nomenclatura utilizada
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para cada uno de los ensayos es la que se presenta en la tabla 4-5; la indicacion t1, t2, etc.,
representa cada uno de los instantes de tiempo en los cuales fueron evaluadas dichas
muestras. Se puede observar que los resultados obtenidos varian a lo largo del tiempo de
fermentacion y se relacionan con todas las variables determinadas.
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Figura 4-19. Analisis de componentes principales para las fermentaciones con
especias e insumos colombianos

Sin embargo, observando la matriz de correlacion obtenida presentada en la tabla 4-6, se
puede establecer que el consumo total de azucares, asi como el de sacarosa, glucosa y
fructosa se relacionan con la sefial obtenida mediante el sensor de cobre. En el caso de la
sefal obtenida mediante el sensor de platino, ésta se relaciona con el incremento de la
acidez, la producciéon de etanol y glicerol, asi como el rendimiento. Sin embargo, estos
valores de correlacion son bastante inferiores a 1, lo cual permite afirmar que los modelos

encontrados para este grupo de fermentaciones tendran un coeficiente de correlacion bajo.

Tabla 4-6. Matriz de Correlacion para fermentaciones con especias e
insumos colombianos

Variable Al sensor Cu (uA) | Al sensor Pt (upA)
Azlcares 0,6360 -0,6035
Glucosa 0,6277 -0,5653
Fructosa 0,6339 -0,6285
Etanol -0,6970 0,4730
Glicerol -0,6036 0,6000
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Continuacion Tabla 4-6 Matriz de Correlacion para fermentaciones con especias e
insumos colombianos

Acidez -0,6751 0,6280
Y p/s -0,5868 0,3358
Productividad -0,4768 0,0031
Corriente Cu 1,0000 -0,6032
Corriente Pt -0,6032 1,0000

Teniendo en cuenta el comportamiento observado en la matriz de correlacién, se hicieron

dos regresiones lineales multivariadas para este grupo de fermentaciones.

En el caso de la sefal obtenida con el electrodo de cobre, se presentan a continuacion los
parametros obtenidos en las tablas 4-7 y 4-8. Dicho modelo posee un coeficiente de
regresion cercano a 0.5, lo cual permite afirmar que la relacion entre la sefial determinada
con el sensor de cobre y las variables relacionadas con el contenido de carbohidratos a lo
largo del tiempo es baja.

Tabla 4-7. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos
colombianos

Variable Valor Error estandar
Intercepto 6.0474 12.9896
AzUcares totales | -1.37E+15 1.99E+15
Sacarosa 1.37E+15 1.99E+15
Glucosa 1.37E+15 1.99E+15
Fructosa 6.0474 12.9896

Tabla 4-8. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la seial
con electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos

colombianos

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados | 12084.2333
R Cuadrado ajustado 0.5256
Root-MSE (SD) 22.4390
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En el caso de la sefal obtenida para el electrodo de platino, se presentan en las tablas 4-9 y
4-10 los parametros estadisticos obtenidos para el modelo lineal multiple. Se observa que el
valor del coeficiente de correlacion es ligeramente superior a 0.4, lo cual permite afirmar que
para este grupo de fermentaciones, la relacion de la sefal obtenida mediante el electrodo
de platino se relaciona de manera baja con la acidez, el contenido de etanol y glicerol y el

rendimiento a lo largo del tiempo de fermentacion.

Tabla 4-9. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de platino y fermentaciones con especias e insumos
colombianos

Variable Valor Error estandar
Intercepto -0.5503 0.4626
Etanol 0.5348 0.3316
Glicerol 532.4678 174.0192
Acidez 0.0306 0.1477
Y p/s -18.5861 6.9409
Tabla 4-10. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

senal con electrodo de platino y fermentaciones con especias e
insumos colombianos

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 50.9824
R Cuadrado ajustado 0.4468
Root-MSE (SD) 1.4888

4.2.2 Fermentaciones con insumos italianos

Se llevaron a cabo fermentaciones en ltalia y en Bogota, utilizando los mismos mostos

presentados en la tabla 4-5.

= Ensayos realizados en ltalia

En las figuras 4-20 a 4-24 se presentan los resultados obtenidos para las diferentes
variables monitoreadas en las cuatro fermentaciones realizadas. Se evalu6 la acidez total, la
absorbancia a 267 nm, la cual tiene relacion con la presencia de diferentes acidos
organicos, los azucares totales, etanol y glicerol a lo largo del tiempo. Se evidencia que el
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comportamiento para cada una de las fermentaciones realizadas fue diferente, debido a que
las especias adicionadas no soOlo afectan las caracteristicas sensoriales sino el
comportamiento de la levadura.
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Figura 4-20. Monitoreo de acidez de fermentaciones utilizando diferentes especias
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Figura 4-21. Monitoreo de absorbancia a 267 nm de fermentaciones utilizando
diferentes especias
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Figura 4-22. Monitoreo azucares totales para fermentaciones utilizando diferentes
especias con HPLC
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Figura 4-23. Monitoreo de etanol para fermentaciones utilizando diferentes especias
con HPLC
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Figura 4-24. Monitoreo de glicerol para fermentaciones utilizando diferentes
especias con HPLC
Adicionalmente, se llevo a cabo el monitoreo de la fermentacion utilizando FTIR-ATR y se
evidencio el cambio de cada uno de los espectros obtenidos a lo largo del tiempo; en las
figuras 4-25 y 4-26 se presenta el comportamiento para los mostos y los hidromieles de
cada una de las cuatro fermentaciones evaluadas. Estos espectros muestran la presencia
de diferentes grupos funcionales, los cuales se relacionan con la composicién de los
mostos, como se observé en la figura 4-25. Ademas, van cambiando a lo largo del tiempo
como se evidencia en la figura 4-26 debido a las transformaciones que sufre el mosto por
accion de la levadura. Realizando un andlisis Kruskal-Wallis con 95% de confiabilidad, se

confirm6 que las cuatro fermentaciones presentan comportamiento diferente.
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Figura 4-25. Comportamiento para mostos de fermentaciones utilizando diferentes
especias con FTIR-ATR
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Figura 4-26. Comportamiento para hidromieles de fermentaciones utilizando

diferentes especias con FTIR-ATR

Adicionalmente, se realiz6 un analisis estadistico de minimos cuadrados parciales (PLS)
con el fin de encontrar la correlacién que existia entre los espectros FTIR-ATR obtenidos a
lo largo del tiempo con las demas variables determinadas, también teniendo en cuenta los
resultados obtenidos con el PTR-MS. En la tabla 4-11 se presentan los parametros
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encontrados en el andlisis. Se evidencia la alta correlacién con variables tales como Brix,
concentracion de glucosa, fructosa, azlucares totales, acidez total y absorbancia, teniendo
en cuenta los valores para el coeficiente de correlacion. Sin embargo, para el caso de los
datos obtenidos con el PTR-MS las correlaciones son bajas, probablemente porque en el
caso del FTIR, se determinan las muestras liquidas, mientras que en el PTR-MS se

determinan las sustancias presentes en el espacio de cabeza disponible.

Tabla 4-11.

determinadas y los espectros FTIR-ATR para fermentaciones utilizando

Parametros para analisis PLS de las variables

diferentes especias

Variable R2 Error cuadratlcci)r :;gg:) de validacion Limite de deteccion
pH 0,6286 0,154 0,72
Brix 0,9663 1,01 0,7
Acidez 0,8502 0,387 0,74
Absorbancia | -0,07257 0,112 0,15
Azucares 0,9597 1,61 0,71
Glucosa 0,9283 1,07 0,53
Fructosa 0,9701 0,705 0,7
Etanol 0,6656 1,19 0,15
Glicerol 0,581 0,00295 0,37
m/z 20 0,3475 235 0,7
m/z 21 0,02254 873 0,15
m/z 26 0,548 511 0,7
m/z 27 0,4658 1,12E+05 0,46
m/z 28 0,4691 2,61E+03 0,46
m/z 30 0,162 538 0,15
m/z 31 0,596 3,90E+03 0,69
m/z 33 0,03091 339 0,15
m/z 37 -0,00632 8,73E+03 0,15
m/z 38 0,01418 20,1 0,15
m/z 39 0,2203 3,87E+03 0,15
m/z 41 0,1957 9,67E+03 0,15
m/z 43 0,1909 1,13E+04 0,15
m/z 44 0,1829 332 0,15
m/z 45 0,01516 1,39E+05 0,16
m/z 46 0,01868 3,46E+03 0,16
m/z 48 0,2593 1,21E+04 0,15
m/z 49 0,2578 1,17E+03 0,15
m/z 53 0,236 230 0,15
m/z 55 0,2253 857 0,15
m/z 57 0,1792 2,28E+03 0,15
m/z 59 0,007597 388 0,15
m/z 61 0,2942 1,81E+04 0,15
m/z 62 0,3001 445 0,15
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Continuacioén Tabla 4-11 Parametros para analisis PLS de las variables determinadas
y los espectros FTIR-ATR para fermentaciones utilizando diferentes especias

Error cuadratico medio de validacion

Variable R? “ruzada Limite de deteccion
m/z 63 0,1159 256 0,15
m/z 71 0,121 2,26E+03 0,15
m/z 73 0,115 2,33E+03 0,15
m/z 84 0,3946 74,2 0,65
m/z 89 0,2012 1,22E+03 0,15
m/z 105 -0,0854 578 0,14
m/z 117 0,3662 196 0,15

Se llevé a cabo el monitoreo de la fermentacion utilizando PTR-MS, técnica que permite
tener una “huella” del olor que presentan cada una de las muestras a lo largo del tiempo, la
cual permitié evidenciar las diferencias tanto en cada uno de los mostos iniciales, como en
los vinos finales; en las figuras 4-27 y 4-28 se presenta el comportamiento para los mostos y
los hidromieles de cada una de las cuatro fermentaciones evaluadas. Realizando un andlisis
Kruskal-Wallis con 95% de confiabilidad, se confirmé que las cuatro fermentaciones
presentan comportamiento diferente. Las variaciones de las sefiales obtenidas mediante
este analisis permiten confirmar que existen cambios en los perfiles aromaticos a lo largo
del tiempo de fermentacion, y adicionalmente dichos perfiles tienen relacion con la
composicion inicial de los mostos de partida, los cuales son diferentes entre si para las

cuatro fermentaciones evaluadas.
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Figura 4-27. Comportamiento para mostos de fermentaciones utilizando diferentes

especias con PTR-MS
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Figura 4-28. Comportamiento para hidromieles de fermentaciones utilizando
diferentes especias con PTR-MS

A través de un andlisis de componentes principales para los diferentes datos obtenidos con
esta técnica, el cual explica el 85.27% de la varianza total de los datos, el cual se presenta
en la figura 4-29, se confirman las observaciones realizadas previamente. A lo largo del
tiempo, las diferentes masas determinadas cambian y tienen mayor o menor relacion
dependiendo del mosto de partida y el instante de tiempo en el cual fue realizada la
medicion, por lo cual se evidencia el uso de este tipo de técnica como herramienta para el
monitoreo a lo largo del tiempo del proceso fermentativo.
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Figura 4-29. Analisis de componentes principales para determinaciones con PTR-
MS



136 Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

* Ensayos realizados en Colombia

Estos ensayos se llevaron a cabo en Colombia, utilizando los mismos insumos anteriores,
excepto el agua, la cual provenia del acueducto de Bogota. En las figuras 4-30 y 4-31 se
observan los resultados obtenidos para la fermentacién llevada a cabo. Similarmente a lo
realizado con realizando en el numeral 4.2.1, con un analisis de Kruskal-Wallis con 95%, se
encuentra que todas las fermentaciones presentaron un comportamiento distinto a lo largo
del tiempo. Con ambos tipos de sefales, se evidencia una diferencia significativa para cada
una de las fermentaciones realizadas, lo cual confirma que la composicion del mosto de
partida influencia el proceso fermentativo debido no sélo por el contenido de diferentes
insumos sino posiblemente al cambio en el metabolismo de la levadura debido a la
presencia de diferentes sustancias.
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Figura 4-30. Monitoreo de fermentacién con adicion de especias e insumos italianos
con electrodo de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro de potasio
como bufer
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Figura 4-31. Monitoreo fermentacion con adicion de especias e insumos italianos
con electrodo de grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como
bufer

En las figuras 4-32 a 4-35 se presenta el comportamiento para la acidez total, los azicares
totales, etanol y glicerol para las fermentaciones realizadas con insumos italianos. Es
importante tener en cuenta que al realizar analisis ANOVA con 95% de confiabilidad se
confirmé que el comportamiento de cada una de las fermentaciones es diferente, asi como

se observo en las figuras 4-30 y 4-31.

1,2 4

1,11 v

Porcentaje p/V a. malico

—a—1
+2

0,2 -: J —v—4

. — 17
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (h)

Figura 4-32. Acidez total para fermentacién con adicion de especias e insumos
italianos
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Figura 4-33. Consumo de azucares totales para fermentacion con adicion de
especias e insumos italianos con HPLC
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Figura 4-34. Produccién de etanol para fermentaciéon con adicidon de especias e
insumos italianos con HPLC
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Figura 4-35. Produccion de glicerol para fermentacion con adicion de especias e

insumos italianos con HPLC

Después de observar los resultados obtenidos en los numerales 4.2.1 y 4.2.2, se evidencia
que a pesar que las fermentaciones partieron de mostos con composiciones similares, el
origen de los insumos (miel, polen y agua) afecté notablemente el comportamiento de la
levadura a lo largo de la fermentacién, observandose diferencias en los perfiles obtenidos
tanto con las determinaciones electroquimicas, como con las determinaciones tradicionales;
estos resultados se pudieron confirmar con la realizacién de las determinaciones con FTIR-
ATR y PTR-MS, que a pesar de generar sefnales diferentes, mostraron que a lo largo del
tiempo la fermentacion se ve afectada por la composicion inicial del mosto. Sin embargo, las
tendencias de las sefales obtenidas para el sensor de platino siempre son crecientes en el
tiempo, mientras que en el caso del sensor modificado con cobre son decrecientes.

Al realizar el analisis de componentes principales para estas fermentaciones, teniendo en
cuenta todas las variables fisicoquimicas determinadas, incluyendo las sefiales obtenidas
con los sensores de cobre y platino, se obtienen los resultados que se presentan en la
figura 4-36, en los que se explica el 88.05% de la varianza total; se puede observar que la
relacién entre los resultados obtenidos se da con respecto al tiempo de fermentacién (i1 a t7
representa cada uno de los siete instantes de tiempo en los cuales fueron tomadas las
diferentes muestras de cada una de las fermentaciones realizadas 1,2,3,4).
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Figura 4-36. Analisis de componentes principales para las fermentaciones con

especias e insumos colombianos
Adicionalmente, la matriz de correlacidon obtenida presentada en la tabla 4-12, permite
establecer que el consumo total de azlcares, asi como el de sacarosa, glucosa y fructosa
se relaciona con la sefal obtenida mediante el sensor de cobre. En el caso de la senal
obtenida mediante el sensor de platino, ésta se relaciona fuertemente con el incremento de

la acidez, la produccién de etanol y glicerol, asi como con el rendimiento.

Tabla 4-12. Matriz de Correlacion para fermentaciones con especias e

insumos colombianos

Al sensor Cu | Al sensor Pt

Variable (nA) (nA)
Azlcares 0.7563 -0.6482
Glucosa 0.7416 -0.6089
Fructosa 0.7537 -0.6682
Etanol -0.6148 0.3770
Glicerol -0.7221 0.6026
Acidez -0.6401 0.7630
Y p/s -0.6412 0.3177
Productividad -0.1229 -0.1174
Corriente Cu 1.0000 -0.2757
Corriente Pt -0.27573 1.0000
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Teniendo en cuenta el comportamiento observado en la matriz de correlacion, se hicieron

dos regresiones lineales multivariadas para este grupo de fermentaciones.

En el caso de la sefal obtenida con el electrodo de cobre, se presentan a continuacion los
parametros obtenidos en las tablas 4-13 y 4-14. Dicho modelo posee un coeficiente de
regresion de 0.57, lo cual permite afirmar que la relacion de la sefal determinada con el
sensor de cobre y las variables relacionadas con el contenido de carbohidratos a lo largo del
tiempo es baja.

Tabla 4-13. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos italianos

Variable Valor Error estandar
Intercepto 18.1423 9.4783
Azlcares totales -9.39E+14 5.81E+14
Glucosa 9.39E+14 5.81E+14
Fructosa 9.39E+14 5.81E+14
Tabla 4-14. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

senal con electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos

italianos
Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 9758.3172
R Cuadrado ajustado 0.5668
Root-MSE (SD) 20.1642

En el caso de la sefal obtenida para el electrodo de platino, se presentan en las tablas 4-15
y 4-16 los parametros estadisticos obtenidos para el modelo lineal multiple. Se observa que
el valor del coeficiente de correlacion es superior a 0.6, lo cual permite afirmar que para este
grupo de fermentaciones, la relacién de la sefal obtenida mediante el electrodo de platino
se relaciona de manera media con la acidez, el contenido de etanol y glicerol y el

rendimiento a lo largo de la fermentacion.
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Tabla 4-15.

electrodo de platino y fermentaciones con especias e insumos italianos

Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con

Variable Valor Error estandar
Intercepto -2.0410 1.2462
Etanol 3.4687 1.7269
Glicerol 452.1441 298.0265
Acidez 5.4777 4.2293
Y p/s -78.1833 33.4564

Tabla 4-16.
senal con electrodo de platino y fermentaciones con especias e

Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

insumos italianos

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 68.1125
R Cuadrado ajustado 0.6843
Root-MSE (SD) 1.7209

Al combinar todos los datos obtenidos con los insumos colombianos e italianos y realizar un
analisis de componentes principales, se presenta un comportamiento similar al observado
en las figuras 4-35 y 4-36, como se observa en la figura 4-37, en la cual se explica el
80,18% de la varianza total de los datos. A lo largo del tiempo, cada uno de los mostos tiene
una evolucion similar, pasando del cuadrante izquierdo al cuadrante derecho, lo cual
evidencia la importancia de todas las determinaciones realizadas para el seguimiento del
proceso, como se evidencié mediante el analisis de componentes principales presentado en
la figura 4-37.
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Figura 4-37.
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Analisis de componentes principales para todas las fermentaciones
realizadas con especias con insumos colombianos e italianos

Adicionalmente, la matriz de correlacion presentada en la tabla 4-17 evidencia nuevamente

las relaciones que tienen cada una de las variables determinadas con las sefales de los
electrodos de cobre y platino.

Tabla 4-17. Matriz de Correlacion para fermentaciones con especias e
insumos colombianos e italianos
Al sensor Cu | Al sensor Pt
Variable (nA) (nA)
Azlcares 0.7540 -0.6464
Glucosa 0.7386 -0.6112
Fructosa 0.7524 -0.6638
Etanol -0.6752 0.4140
Glicerol -0.6846 0.6038
Acidez -0.2553 0.1770
Y p/s -0.6407 0.3401
Productividad -0.2430 -0.0725
Corriente Cu 1.0000 -0.4027
Corriente Pt -0.4027 1.0000

Adicionalmente, al realizar los modelos lineales multivariados para las sefales obtenidas

con los sensores de cobre y platino, se observan tendencias similares a aquellas
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observadas para cada una de las fermentaciones separadas, ya que los coeficientes de
correlacion son menores a 0.9. En las tablas 4-18 a 4-21 se presentan los resultados
obtenidos para cada uno de los sensores.

Tabla 4-18.
electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos

Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con

colombianos e italianos

Error estandar

Variable Valor

Intercepto 34.2094 12.5844
Azlcares 5.06E+15 2.47E+15
Glucosa -5.06E+15 2.47E+15
Fructosa -5.06E+15 2.47E+15

Tabla 4-19.

senal con electrodo de cobre y fermentaciones con especias e insumos

Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

colombianos e italianos

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 21508.4267
R Cuadrado ajustado 0.5789
Root-MSE (SD) 20.3377

Tabla 4-20.
electrodo de platino y fermentaciones con especias e insumos

Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con

colombianos e italianos

Variable Valor Error estandar
Intercepto -0.4836 0.4200
Etanol 0.6496 0.3563
Glicerol 729.0971 132.4907
Acidez -0.0014 0.1726
Y p/s -24.5126 7.2308




4. Monitoreo de fermentaciones 145

Tabla 4-21. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la
senal con electrodo de platino y fermentaciones con especias e

insumos colombianos e italianos

Variable Valor

Residual de la suma de cuadrados 177.6485
R Cuadrado ajustado 0.4757
Root-MSE (SD) 1.8664

4.2.3 Defectos en las fermentaciones con adicion de especias e
insumos italianos

Se llevaron a cabo diferentes ensayos con insumos italianos, de acuerdo con lo descrito en

el numeral 4.2.2. Sin embargo, a lo largo del tiempo, dichas fermentaciones presentaron

una contaminacion, probablemente por una bacteria acética, la cual hizo que el curso de la

fermentacién no fuera el mismo.

Teniendo en cuenta los resultados previamente obtenidos en las figuras 4-13, 4-14, 4-30 y
4-31, en las figuras 4-38 y 4-39 se evidencian notables diferencias con los perfiles obtenidos
para todas las fermentaciones con los mismos sensores utilizados. A través de un analisis
de Kruskal-Wallis con 95% de significancia, se encuentra que todas las fermentaciones
presentaron un comportamiento diferente a lo largo del tiempo; ademas, se evidencia que
las sefiales no presentan los comportamientos esperados (figuras 4-30 y 4-31); estos
resultados pueden deberse no sélo a la composicién de cada uno de los mostos sino
también a la presencia de un agente biolégico externo contaminante; por lo tanto, las
sefales obtenidas presentan diferencias significativamente diferentes para una
fermentacion que esta siguiendo el curso adecuado y una que ha sido probablemente

contaminada con una bacteria acética presente en el ambiente.
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Figura 4-38. Monitoreo en fermentaciones contaminadas, con adicion de especias e
insumos italianos con electrodo con electrodo de platino (AC1W2R1) y acido
perclérico y cloruro de potasio como bufer
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Figura 4-39. Monitoreo en fermentaciones contaminadas, con adicion de especias e
insumos italianos con electrodo de grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y
NaOH 0.1 M como bufer

En las figuras 4-40 a 4-42 se presenta el comportamiento para los azlcares totales, la
acidez total y el etanol a lo largo del tiempo de las cuatro fermentaciones. El
comportamiento de cada una de las fermentaciones es diferente, y adicionalmente, los
resultados obtenidos en los numerales 4.2.1 y 4.2.2 son completamente diferentes.
Ademas, no se presentd la generacién de glicerol, lo cual evidencia la posible inhibicién de
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la levadura. Estos resultados obtenidos pueden estar relacionados con la presencia de un
agente biolégico externo que ha inhibido a la levadura, puesto que el consumo de azlcares
y la produccién de etanol se llevé a cabo de forma desordenada; adicionalmente, en la
figura 4-40, en la cual se presenta el comportamiento para la acidez total, se observan
valores muy altos para la acidez, si se comparan con los observados en la figura 4-32,
permitiendo evidenciar la produccién de mayor cantidad de acido que en las demas
fermentaciones anteriormente evaluadas.

Acidez ( % p/v a. malico)
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Figura 4-40. Acidez total en fermentaciones contaminadas, con adicion de especias
e insumos italianos
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Figura 4-41. Monitoreo de azucares totales en fermentaciones contaminadas, con
adicion de especias e insumos italianos utilizando HPLC
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Figura 4-42. Monitoreo de etanol en fermentaciones contaminadas, con adicion de
especias e insumos italianos utilizando HPLC
Los resultados obtenidos en los numerales 4.2.1, 4.2.2 y 4.2.3 permitieron confirmar la
posibilidad de la utilizacion del sistema de gusto artificial para el monitoreo de la
fermentacion alcohdlica. A pesar de utilizarse los mismos modificadores sensoriales (clavo y
aji), el cambio de insumos como el polen, miel y agua tienen una influencia importante en el
comportamiento de la levadura, el cual se mostr6 diferente en cada una de las
fermentaciones evaluadas. Adicionalmente, las determinaciones realizadas con el sistema
de gusto artificial presentaron sefnales totalmente diferentes para el caso de la fermentacion
que presentd una posible contaminacion, lo cual fue confirmado por los demas analisis

realizados.

Al llevar a cabo un andlisis de componentes principales, en el cual se explica el 67% de la
varianza total de los datos, se observa un comportamiento irregular con el tipo de mosto
empleado y con el tiempo de fermentacion, como se presenta en la figura 4-43.
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Figura 4-43. Analisis de componentes principales para fermentaciones con adicion

de especias, insumos italianos y contaminacion

Adicionalmente, en la matriz de correlacion, presentada en la tabla 4-22 muestra que hay

muy baja correlaciéon entre las variables determinadas y las sefales de los sensores de

cobre y platino.

Tabla 4-22. Matriz de correlacién para fermentaciones con adicion de

especias, insumos italianos y contaminacion

Al sensor Cu | Al sensor Pt

Variable (uA) (uA)
Azlcares totales -0.1647 -0.2731
Sacarosa 0.0484 0.1189
Glucosa -0.1625 -0.3460
Fructosa -0.1631 -0.2211
Etanol 0.1862 0.4847
Acidez total 0.1017 0.1752
Y p/s 0.1785 0.4808
Productividad 0.1870 0.1520
Corriente Cu 1.0000 0.0337
Corriente Pt 0.0337 1.0000
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4.3 Fermentaciones con adicion de hierbas y especias

De acuerdo con lo mencionado en el numeral 2.1.6, se adicionaron diferentes sustancias
para modificar las caracteristicas sensoriales del hidromiel. Se utilizaron las materias primas
explicadas en los numerales 2.1.1, 2.1.2, 2.1.3, 2.1.4 y 2.1.6, y se utilizaron las condiciones
del numeral 2.2 para llevar a cabo la fermentacién.

Inicialmente se realizaron pruebas sensoriales preliminares con el fin de definir las
combinaciones de hierbas a utilizar; para ello se prepararon los mostos iniciales con todas
las combinaciones posibles para las hierbas y se compararon con el hidromiel tradicional.
Las combinaciones seleccionadas fueron yerbabuena con limonaria y yerbabuena con
canela; las demas combinaciones probadas no presentaron aceptacién por parte de los
consumidores potenciales. Por lo tanto, en la tabla 4-23 se presentan los seis mostos
utilizados para llevar a cabo las fermentaciones asi como las concentraciones de las hierbas

en los mostos, expresadas como gramos de hierba por litro de mosto.

Tabla 4-23. Composicion de los mostos evaluados
Mostos iniciales Nomenclatura Concentracion
Mosto sin adiciones (Patrén o Blanco) B -
Yerbabuena Y 40 g/L
Limonaria L 60 g/L
Canela C 125¢g/L
Yerbabuena —Canela YC 28g/LY +3.75¢g/LC
Yerbabuena — Limonaria YL 24g/LY +24 g/L L

Para estos ensayos se empleé el potenciostato Palmsens con electrodos comerciales de
platino (AC1W2R1) y la metodologia descrita en la tabla 2-11. También se utilizaron
sensores de grafito (AC1W4R1) modificados con cobre de acuerdo con el procedimiento
descrito en el numeral 2.5.3, utilizando las condiciones de la tabla 2-14. EI monitoreo se

llevé a lo largo de 310 horas.

En las figuras 4-44 y 4-45 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de grafito
modificado con cobre y el sensor de platino (respectivamente). Realizando un andlisis de
Kruskal-Wallis con 95% de significancia, se encuentra que todas las fermentaciones
presentaron un comportamiento diferente. Es importante tener en cuenta que las tendencias

de las senales observadas son diferentes para cada uno de los sensores empleados, lo que
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se debe al cambio en la composicién del mosto a lo largo del tiempo de fermentacion,
debido al consumo de los carbohidratos presentes en la miel y a la produccién de otras
sustancias como &cidos y alcoholes, que hacen que las caracteristicas electroquimicas de
las muestras analizadas sean distintas, y por lo tanto las senales encontradas sean
diferentes. Las hierbas utilizadas en estas fermentaciones generalmente contienen
sustancias terpenoides que afectan las caracteristicas sensoriales de las bebidas obtenidas
(Campbell-Platt 2009); adicionalmente, los extractos de origen vegetal contienen vitaminas,
sustancias antioxidantes y antimicrobianas que pueden afectar el metabolismo de la
levadura, incrementando o disminuyendo las velocidades de produccion de etanol, consumo
de azlcares y produccién de &cidos (Dezmirean et al. 2012).

<
[0}
5
c
G}
E
[e} —&— Blanco
% —@— Canela
—A— Yerbabuena

—w— Limonaria
—4— Yerbabuena-Limonaria
—<4— Yerbabuena-Canela

' I ! ) ' I ' ) i I
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo de fermentacién (h)

Figura 4-44. Monitoreo de fermentacion de hidromieles con hierbas con electrodo
de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro de potasio como bufer
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Figura 4-45. Monitoreo de fermentacion de hidromieles con hierbas con electrodo
de grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como bufer

En las figuras 4-46, 4-47 y 4-48 se presentan algunos de los resultados obtenidos para las
fermentaciones evaluadas. Se puede observar el comportamiento para el consumo de
azucares totales, evaluado mediante HPLC, teniendo en cuenta la cantidad de sacarosa,
glucosa y fructosa presentes en cada uno de los mostos y el cambio a lo largo del tiempo;
adicionalmente se presentan los resultados para la produccion de etanol y el perfil de acidez
total. Al realizar analisis ANOVA con 95% de significancia, se observé que hay diferencias
significativas entre todas las fermentaciones analizadas, lo cual confirma los resultados
anteriormente observados en las figuras 4-44 y 4-45, pues el comportamiento de cada una
de las fermentaciones es diferente debido precisamente al contenido de diferentes
sustancias que afectan el comportamiento de la levadura a lo largo de la fermentacion.
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Figura 4-46. Monitoreo de azucares totales utilizando HPLC para fermentacion de
hidromieles con hierbas
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Figura 4-47. Monitoreo de produccion de etanol (%p/v) utilizando HPLC para
fermentacion de hidromieles con hierbas
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Figura 4-48. Monitoreo de acidez total para fermentacion de hidromieles con hierbas

De acuerdo con las tendencias que se presentan en las figuras evaluadas anteriormente, se
evidencia la relaciébn que puede existir entre la cantidad de azucares totales, glucosa y
fructosa con la sefial obtenida con el sensor de cobre, mientras que en el caso de la
concentracion de etanol, glicerol y rendimiento producto/sustrato tienen relacion con las
sefales obtenidas utilizando el sensor de platino. Estos comportamientos se confirman al
realizar el andlisis de componentes principales para estas fermentaciones, teniendo en
cuenta todas las variables fisicoquimicas determinadas, incluyendo las sefiales obtenidas
con los sensores de cobre y platino, se obtienen los resultados que se presentan en la
figura 4-49, en los que se explica el 87% de la varianza total. La nomenclatura de cada una
de las muestras evaluada es la misma que se presenta en la tabla 4-23.
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Adicionalmente, la matriz de correlacion obtenida, presentada en la tabla 4-24, permite

establecer que el consumo total de azlucares, asi como el de sacarosa, glucosa y fructosa

se relacionan con la senal obtenida mediante el sensor de cobre. En el caso de la senal

obtenida mediante el sensor de platino, ésta se relaciona fuertemente con el incremento de

la acidez, la produccién de etanol, el rendimiento y la productividad.

Tabla 4-24.
Al sensor Cu | Al sensor Pt

Variable (nA) (LA)
Acidez -0,8806 0,7607
Azlcares totales 0,9244 -0,8707
Sacarosa 0,7220 -0,7748
Glucosa 0,9461 -0,8751
Fructosa 0,9003 -0,8571
Etanol -0,9158 0,8273
Y p/s -0,8219 0,7814
Productividad -0,5023 0,5250
Cobre 1,0000 -0,8351
Platino -0,8351 1,0000

Matriz de Correlacion para fermentaciones con hierbas

Teniendo en cuenta el comportamiento observado en la matriz de correlacion, se llevaron a

cabo dos regresiones lineales multivariadas para este grupo de fermentaciones. En el caso

de la sefal obtenida con el electrodo de cobre, se presenta a continuacion los parametros
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obtenidos en las tablas 4-25 y 4-26. Dicho modelo posee un coeficiente de regresion alto,
superior a 0.9, lo que permite afirmar que es posible relacionar las respuestas relacionadas
con el contenido de carbohidratos con la respuesta obtenida a través del electrodo de cobre
a lo largo del tiempo para este grupo de fermentaciones realizadas.

Tabla 4-25. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de cobre y fermentacion con hierbas

Variable Valor Error estandar
Intercepto 25,0796 2,7112
Azlcares totales 1,7164 0,6803
Sacarosa -3,8341 2,3259
Glucosa -5,4276 2,4054
Fructosa 7,4807 1,3099
Tabla 4-26. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

sefnal con electrodo de cobre y fermentacién con hierbas

Variable Valor

Residual de la suma de cuadrados 1262,6408
R Cuadrado ajustado 0,9449
Root-MSE (SD) 7,1067

En el caso de la correlacion encontrada para la respuesta obtenida mediante el electrodo de
platino, se presentan a continuacion los parametros obtenidos en las tablas 4-27 y 4-28.
Dicho modelo posee un coeficiente de regresion con un valor superior a 0.67, lo cual
permite afirmar que es posible relacionar la acidez, la concentracion de etanol, el
rendimiento y la productividad con la respuesta obtenida a traves del electrodo de platino a
lo largo del tiempo para este grupo de fermentaciones realizadas.

Tabla 4-27. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de platino y fermentacion con hierbas y fermentacion con

hierbas
Variable Valor Error estandar
Intercepto -1,0964 1,3357
Acidez 1,44E+01 8,7895
Etanol 417E-02 0,5465
Y p/s 9,7284 10,6464
Productividad 1,6159 2,6109
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Tabla 4-28. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

senal con electrodo de platino y fermentacion con hierbas

Variable Valor

Residual de la suma de cuadrados 106,5394
R Cuadrado ajustado 0,6738
Root-MSE (SD) 2,0644

4.4 Fermentaciones con frutos rojos, diferentes fuentes
de nitrégeno vy diferentes tratamientos de
higienizacion

Se utilizaron las materias primas explicadas en los numerales 2.1.1, 2.1.2, 2.1.3, 214 y

2.1.6. Se emplearon las condiciones del numeral 2.2 para llevar a cabo la fermentacién. Se

utilizé miel cristalizada, y como modificadores se emplearon frutos rojos locales tales como

corozo (Bactris minor) y agraz (Vaccinum floribundum HBK). Las fermentaciones se
realizaron de acuerdo con la metodologia propuesta por Blanco et al. 2014, para la
utilizacién de ambas frutas. Con el fin de evaluar el efecto del tipo de tratamiento de
higienizacién del mosto (proceso de sulfitacion (Baumes 2009) o pasteurizaciéon ) y de la
fuente de nitrégeno utilizado (fosfato de diamonio o adiciéon de polen (Mendes-Ferreira et al.

2010)), se llevaron a cabo cuatro ensayos. Dichas fermentaciones se llevaron a cabo a lo

largo de 19 dias. Dichas fermentaciones se llevaron a cabo a lo largo de 19 dias. En la tabla

4-29 se pueden observar las condiciones para cada uno de los ensayos llevados a cabo.

Tabla 4-29. Condiciones de los ensayos de fermentacion utilizando
frutos rojos (A) Agraz (C) Corozo

Ensayo | Fruta | Fuente de nitrogeno | Método de higienizacion
1 1A 1C Polen Pasteurizacion
2 2A2C | Fosfato de diamonio Pasteurizacién
3 3A3C Polen Sulfitacion
4 4A 4C | Fosfato de diamonio Sulfitacion

En las figuras 4-50 y 4-51 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de platino y
el sensor de grafito modificado con cobre (respectivamente). Realizando un andlisis de
Kruskal-Wallis con 95% de significancia, se encuentra que todas las fermentaciones
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presentaron un comportamiento diferente a lo largo del tiempo. Estos resultados confirman
los observados en el numeral 4.1, asi como los observados por (Wintersteen et al. 2005), ya
que el tratamiento de higienizacion asi como la adicién de materiales de origen vegetal
afecta la velocidad de fermentacion. Adicionalmente, la composicién de cada una de las
frutas empleadas es diferente, ocasionando asi mismo que el comportamiento de la
levadura sea completamente diferente al observado con la adicién de hierbas. Sin embargo,
los resultados presentados en la figura 4-50 no permiten evidenciar una tendencia clara en
las sefales obtenidas, probablemente debido a la presencia de otro tipo de sustancias que
pueden interferir, como compuestos fendlicos (antioxidantes), asi como la acidez propia de

las frutas.
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Figura 4-50. Monitoreo de fermentacion de hidromieles con agraz y corozo, con

electrodo de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro de potasio como
bufer
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Figura 4-51. Monitoreo de fermentacion de hidromieles con agraz y corozo, con
electrodo de grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como

bufer

En las figuras 4-52 a 4-54 puede observarse el comportamiento para la acidez total, los
azlcares totales, asi como para la produccion de etanol tanto para los hidromieles
realizados con el agraz como con el corozo, evaluando también diferentes fuentes de

nitrégeno y diferentes tratamientos de higienizacion del mosto.
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Figura 4-52. Acidez total para fermentacion de hidromieles con agraz y corozo
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Figura 4-53. Monitoreo de azucares totales para fermentacion de hidromieles con
agraz y corozo utilizando HPLC
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Figura 4-54. Monitoreo de etanol para fermentacion de hidromieles con agraz y
corozo utilizando HPLC

Estos resultados muestran mayores valores para la acidez total debido a la presencia de
fruta en la fermentacion, al ser comparados con los valores obtenidos para aquellas sin
adicién de fruta, y velocidad mas alta para el consumo de azUcares, probablemente debido
al contenido de vitaminas y otros micronutrientes que hacen que la velocidad de consumo
de azucares sea mayor. En el caso de las sefales obtenidas con el sistema electroquimico,
se pueden observar tendencias decrecientes para todas las fermentaciones utilizando el
electrodo de grafito modificado con cobre; sin embargo, con el electrodo de platino las
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tendencias no son claras; esto puede deberse precisamente a la presencia de otras
sustancias que pueden afectar las sefales obtenidas, asi como la utilizacién de métodos de
higienizacién diferentes, lo cual hace que las senales no presenten una tendencia clara. Los
resultados mostrados no muestran un efecto importante del método de higienizacion sobre
el consumo de azucares o de produccién de etanol. Por el contrario, se demuestra que la
adicién de una fuente de nitrégeno como el fosfato de diamonio reduce el tiempo de
fermentacion en comparacion con el polen, lo cual se atribuye a la complejidad de la
estructura del polen y la baja disponibilidad de nitrégeno y demas nutrientes al inicio de la
fermentacion en estos ensayos.

Se realizé un andlisis de componentes principales mediante el cual se explica el 85.41% de
la varianza total de los datos y es presentado en la figura 4-55. Este, se nota que las
mediciones tienen mayor relacion con las sefales que provienen del electrodo de cobre y
varian desde el cuadrante izquierdo hacia el derecho a medida que el tiempo de
fermentacion va avanzando. Sin embargo, con el electrodo de platino, no se observa
ninguna relaciéon con las demas variables determinadas, como ademas se evidencia en la
tabla 4-30.
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Figura 4-55. Analisis de componentes principales para fermentaciones con frutos

rojos, diferentes fuentes de nitrégeno y tratamientos de higienizacién
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Tabla 4-30.
principales para fermentaciones con frutos rojos, diferentes fuentes de

Matriz de Correlacion para analisis de componentes

nitrogeno y tratamientos de higienizacion

Al sensor Cu Al sensor Pt

Variable (nA) (nA)
Glucosa 0,8955 -0,2130
Fructosa 0,9538 -0,1784
Azlcares totales 0,9355 -0,1951
Etanol -0,9117 0,1748
Acidez -0,7589 0,1273
Y p/s -0,9153 0,1569
Productividad -0,1907 0,0636
Corriente Cu 1,0000 -0,1219
Corriente Pt -0,1219 1,0000

Por lo tanto, se plante6 un modelo lineal multivariado, cuyos parametros son presentados
en las tablas 4-31 y 4-32, para la sefal obtenida con el electrodo de cobre, relacionada con
el contenido de azucares fermentables, glucosa y fructosa, notandose el alto coeficiente de
correlacion mayor a 0.9, lo cual permite afirmar que el uso del electrodo de cobre para este
grupo de fermentaciones es Util para establecer las relaciones a lo largo del tiempo de las
diferentes muestras analizadas.

Tabla 4-31. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con

electrodo de cobre y fermentaciones con frutos rojos

Variable Valor Error estandar
Intercepto 14,8418 1,0946
Glucosa 1,24E+14 1,26E+14
Fructosa 1,24E+14 1,26E+14
Azlcares totales -1,24E+14 1,26E+14

Tabla 4-32.
sefnal con electrodo de cobre y fermentaciones con frutos rojos

Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

Variable Valor

Residual de la suma de cuadrados 1134,2336
R Cuadrado ajustado 0,9191
Root-MSE (SD) 5,1359
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4.5 Fermentacion de hidromiel tradicional y
determinacion de perfil con lengua y nariz electrénica
comerciales

Se llevaron a cabo fermentaciones utilizando insumos italianos (miel cristalizada, polen
como fuente de nitrégeno), y se utilizaron las condiciones del numeral 2. Se utilizé el
sistema electroquimico Metrohm, y electrodo de carbén vitreo modificado con cobre. En la
figura 4-56 se pueden observar los resultados correspondientes a la fermentacién realizada,
la cual presenta una tendencia similar a la de los resultados presentados anteriormente,
donde se observa un comportamiento decreciente para el cambio de la corriente a lo largo
del tiempo.
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Figura 4-56. Monitoreo de la corriente utilizando electrodo de carbén vitreo
modificado con cobre y NaOH 0.1M como bufer
También se llevd a cabo el monitoreo del proceso fermentativo utilizando la nariz
electronica, de acuerdo con lo descrito en el numeral 2.5.5. En la figura 4-57 a 'y b se
presentan ejemplos de las sefales obtenidas mediantes los sensores W2S (relacionado con
compuestos aromaticos) y W1C (relacionado con compuestos alcohdlicos),
respectivamente. Para ambos casos observados se observan cambios a lo largo del tiempo
relacionados con el proceso que se esta llevando a cabo, asi como posiblemente con la
sefal obtenida en el caso de la diferencia de corriente, presentados en la figura 4-57.

En la figura 4-58 se presentan los resultados obtenidos mediante la utilizacion de la lengua

comercial para el monitoreo de la fermentacion con la metodologia descrita en el numeral
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2.5.6. Como se menciond, las sefnales se relacionan con las caracteristicas sensoriales de

las muestras analizadas, las cuales van cambiando a lo largo del tiempo. Dichos cambios

son claros para los atributos dulce, acido, amargo y salado, y menos importantes para la

astringencia y los retrogustos. En las figuras 4-59 a 4-61 se presenta el comportamiento

observado para la acidez total, asi como para el contenido de azucares totales y etanol.

Estos resultados concuerdan con los observados anteriormente en las fermentaciones

realizadas.
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Figura 4-57.

Monitoreo de dos tipos de senales obtenidas mediante la utilizacion de
nariz electronica comercial
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Figura 4-58. Monitoreo de las sehales obtenidas mediante la utilizacion de lengua
electronica comercial
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Figura 4-59. Monitoreo de acidez total a lo largo de fermentacion
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Figura 4-61. Monitoreo de produccion de etanol a lo largo de fermentacion utilizando
HPLC
Al realizar un analisis de componentes principales de todos los datos utilizados, se puede
explicar el 91.38% de la varianza total de los datos. Se puede observar como a lo largo del
tiempo van cambiando las sefales obtenidas para todas las variables determinadas.
Adicionalmente, se observa alta correlacion entre la sefial obtenida mediante el electrodo de
cobre, el contenido de azucares totales, glucosa y fructosa, asi como con algunos de los
sensores de la nariz electrdnica y la lengua electrénica comerciales, especialmente con el
que es sensible a compuestos alifaticos de cadena corta (W3S) y a compuestos alifaticos



4. Monitoreo de fermentaciones 167

clorados (W2W), y a los sensores relacionados con el sabor dulce, amargo y retrogusto B,
como se observa en la matriz de correlacién de los datos presentada en la tabla 4-33,
probablemente debido a todos los cambios que sufre el mosto a lo largo del tiempo de
fermentacioén tanto en la parte de compuestos volatiles como en la parte de compuestos no

volatiles, que influyen en sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas.
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Figura 4-62. Analisis de componentes principales para fermentacion tradicional y
analisis con nariz y lengua electronica comerciales
Tabla 4-33. Matriz de Correlacion para analisis de componentes
principales para fermentacion tradicional y analisis con nariz y lengua

electréonica comerciales

Al sensor Cu

Variable (uA)
Fructosa 0.9882
Brix 0.9865
Densidad 0.9853
Azlcares 0.9815
W3S 0.9321
W2W 0.9312
Glucosa 0.9204
Dulce 0.9150
Amargo 0.8898
Aftertaste-B 0.8813
W6S 0.7989
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Continuacion Tabla 4-33 Matriz de Correlacion para analisis de componentes
principales para fermentacion tradicional y analisis con nariz y lengua electronica

comerciales
Al sensor Cu
Variable (nA)

W5C 0.6494
W1W 0.6482
W3C 0.5091
W1C 0.3648
Astringencia -0.3804
W5S -0.6588
W2S -0.6595
W1S -0.6609
Aftertaste-A -0.7717
Acidez -0.8442
Glicerol -0.9301
Salado -0.9517

Adicionalmente, se construyé un modelo lineal multivariado teniendo en cuenta las
principales relaciones encontradas en la matriz de correlacién, y cuyos resultados se presentan en
las tablas 4-34 y 4-35, donde se muestra claramente que el coeficiente de relacion es 1,
demostrando que las determinaciones realizadas tienen una relacion directa con la sefal del
electrodo de cobre.

Tabla 4-34. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de cobre y fermentacion de hidromiel tradicional con analisis

con nariz y lengua electrénica

Variable Valor Error estandar
Intercepto -8401.1727 3304.2593
W6S 231.8595 1537.4969
W5C 344.6406 127.5537
W1W -2213.5942 980.5948
waw 16036.8945 103.5285
W3S -5721.3697 552.2746
Dulce 8.5604 0.8914
Amargo -70.3033 11.3622
Aftertaste-B 72.7241 3.7491
Azlcares 3.2590 1.6096
Glucosa 0.4512 1.9047
Fructosa -2.4039 2.9068
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Tabla 4-35. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la
senal con electrodo de cobre y fermentacion tradicional con analisis

con nariz y lengua electronica

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 2.67E-27
R Cuadrado ajustado 1.0000
Root-MSE (SD) 1.33E-14

4.6 Determinacion de perfil sensorial de fermentacion de
hidromiel tradicional.

Se llevo a cabo esta fermentacion utilizando insumos colombianos (miel cristalizada, polen
como fuente de nitrégeno), y se utilizaron las condiciones del numeral 2. Estas se realizaron
por duplicado, y se prepard un mosto de 25°Brix, el cual fue fermentado a lo largo de 500
horas. Se llevaron a cabo determinaciones fisicoquimicas, con el sistema de gusto artificial y

con panel sensorial.

En las figuras 4-63 y 4-64 se presentan los resultados obtenidos para el sensor de platino y
el sensor de grafito modificado con cobre (respectivamente). La tendencia observada es la
misma que se presentd en las fermentaciones previamente evaluadas, y coinciden con los
resultados en las cuales la sefial obtenida utilizando el sensor modificado con cobre
presenta valores que disminuyen a lo largo del tiempo de fermentacion, mientras que en el
caso de las sefales obtenidas con el electrodo de platino, aumentan a medida que se
desarrolla la presentacién, confirmando que es posible realizar el monitoreo a lo largo del
tiempo utilizando el sistema de gusto artificial.



1 70 Desarrollo de una herramienta instrumental de gusto artificial aplicable a bebidas alcohdlicas a base de miel de abejas

o
|

ACorriente (uA)

w
1

0 ' T T T v T T T T T T T T T v T

—T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Hora fermentacion

Figura 4-63. Monitoreo de fermentacion de hidromiel tradicional, con electrodo con
electrodo de platino (AC1W2R1) y acido perclérico y cloruro de potasio como
bufer
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Figura 4-64. Monitoreo fermentacion de hidromiel tradicional, con electrodo de
grafito (AC1W4R2) modificado con cobre y NaOH 0.1 M como bufer

Estos resultados tienen relacion con los obtenidos mediante diferentes determinaciones

fisicoquimicas, mediante las cuales se confirmé6 el comportamiento a lo largo del tiempo de

la fermentacién alcohdlica, como se puede observar en las figuras 4-65 a 4-68, en las
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cuales se muestra el comportamiento de la acidez total, consumo de azlcares totales y
produccion de etanol a lo largo del tiempo.
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Figura 4-65. Monitoreo de acidez total para fermentacion de hidromiel tradicional

25
20

z

o

X

>~ 15

(]

Ko}

g

2 10

®

o

S

N

< 5

\\\
oO4—7——7F—7T 7T 7T 7T 7T T 1T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tiempo (h)
Figura 4-66. Monitoreo de consumo de azucares totales mediante HPLC para

fermentacion de hidromiel tradicional
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Figura 4-67. Monitoreo de concentracion de etanol para fermentacion de hidromiel
tradicional mediante HPLC
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Figura 4-68. Monitoreo de concentracion de glicerol para fermentacion de hidromiel
tradicional mediante HPLC
Adicionalmente, se llevo a cabo el monitoreo del perfil sensorial a lo largo de la fermentacion

con un panel sensorial entrenado de 8 personas, utilizando la metodologia presentada en el
numeral 2.4.
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Se presentan en las figuras 4-69 y 4-70 los diferentes atributos sensoriales promedio
evaluados a lo largo de la fermentacion para la obtencion del hidromiel tradicional. En la
figura 4-69 se presentan las caracteristicas evaluadas mediante una escala no estructurada
de 7 puntos; en la 4-70 se presentan las caracteristicas evaluadas mediante rangos de
cuatro niveles, los cuales correspondian a ausencia, presencia baja, media y alta. Estos
resultados obtenidos a través del panel sensorial permiten establecer la relacion que tienen
las caracteristicas sensoriales tipicas de un hidromiel y su cambio a lo largo del tiempo por

accion del metabolismo fermentativo de la levadura.
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Figura 4-69. Caracteristicas sensoriales a lo largo del tiempo de fermentacion para
obtencion de un hidromiel tradicional
Al realizar el andlisis de componentes principales, el cual se presenta en la figura 4-71, el
cual explica el 95.52% de la varianza total de los datos, se nota que la sefal obtenida
mediante el sensor de cobre se relaciona con la presencia de carbohidratos, mientras que
para el caso de la sefial obtenida mediante el sensor de platino, se presenta relacién con la
concentracion de etanol, glicerol, el rendimiento, asi como caracteristicas sensoriales
importantes tales como amargo, sabor a alcohol, entre otras. Esto es confirmado a través de
la matriz de correlacion, presentada en la tabla 4-36, en la cual se observan las

correlaciones anteriormente mencionadas.
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Figura 4-70.
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Tabla 4-36. Matriz de correlacion de datos para fermentacion para
obtencion de hidromiel tradicional

Variable Al sensor Cu (uA) | Al sensor Pt (uA)
Olor -0,9196 0,9613
Aroma -0,8756 0,8857
Sabor dulce 0,9310 -0,9579
Sabor acido -0,9736 0,9662
Sabor alcohol -0,9686 0,9864
Amargo -0,9589 0,9818
Cuerpo y Equilibrio -0,9427 0,9830
Persistencia global -0,9709 0,9643
Intensidad de color -0,8144 0,8490
Lagrimas, piernas, fluidez -0,9130 0,9430
Dulzor -0,9190 0,9403
Acidez -0,8981 0,8980
Amargo -0,8264 0,8917
Intensidad del sabor -0,5913 0,6643
Astringencia -0,8819 0,8923
Azlcares totales 0,9173 -0,9667
Glucosa 0,9173 -0,9667
Fructosa 0,9173 -0,9667
Acidez -0,9737 0,9845
Glicerol -0,9209 0,8588
Etanol -0,9673 0,9422
Y p/s -0,9673 0,9422
Productividad -0,5499 0,4246
Corriente Cu 1,0000 -0,9826
Corriente Pt -0,9826 1,0000
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Adicionalmente, se llevaron a cabo dos modelos lineales multivariados para las sefales
obtenidas mediante el electrodo de cobre y del electrodo de platino, cuyos parametros se
presentan en las tablas 4-37 a 4-40, en las cuales se observan los parametros estadisticos
de dichos modelos, en el cual se observan coeficientes de correlacion altos, sobre todo para
el electrodo de platino, pues dicho valor es 1.0. Esto evidencia entonces las relaciones que

existen entre las sefales determinadas mediante el andlisis sensorial y las sefales

obtenidas mediante los sensores evaluados.

Tabla 4-37. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con
electrodo de cobre y fermentacion de hidromiel tradicional

Variable Valor Error estandar
Intercepto -23,5493 17,8173
Sabor dulce 17,2763 7,8151
Azlcares totales -49436,9910 533599,7148
Glucosa 49438,2841 533599,0884
Fructosa 49438,2841 533599,0884
Tabla 4-38. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

sefal con electrodo de cobre y fermentacion de hidromiel tradicional

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 6099,0131
R Cuadrado ajustado 0,8606
Tabla 4-39. Parametros del modelo lineal multiple para la sefial con

electrodo de platino y fermentacion de hidromiel tradicional

Variable Valor Error estandar
Intercepto 14,0906 1,19E-13
Olor -14,5265 8,44E-14
Aroma 18,8524 8,02E-14
Sabor acido -0,0224 6,79E-14
Sabor alcohol -7,6203 6,43E-14
Amargo 30,1942 1,83E-13
Cuerpo y Equilibrio -3,9322 8,05E-14
Persistencia global 1,3494 3,29E-14
Intensidad de color 41107 3,10E-14
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Continuacion tabla 4-39 Parametros del modelo lineal multiple para la sefal con
electrodo de platino y fermentacion de hidromiel tradicional

Variable Valor Error estandar
Lagrimas, piernas, fluidez 34,6532 6,66E-14
Dulzor 9,4707 5,89E-14
Acidez -10,0480 267E-14
Amargo -1,9688 9,51E-14
Astringencia -66,0406 1,13E-13
Acidez -51,5821 1,17E-13
Glicerol 7,2211 1,45E-14
Etanol 0,9065 1,70E-15
Y p/s 25,2933 4,37E-14

Tabla 4-40. Variables estadisticas para modelo lineal multiple para la

sefnal con electrodo de platino y fermentacion de hidromiel tradicional

Variable Valor
Residual de la suma de cuadrados 1,90E-60
R Cuadrado ajustado 1,0000




5. Evaluacion de hidromieles

En este capitulo se muestra la evaluacion de los diferentes productos finales obtenidos a
través de las fermentaciones realizadas, asi como de diferentes hidromieles comerciales, de

acuerdo con lo especificado en el numeral 2.7.1 y la tabla 2-1.

Se realizaron evaluaciones analiticas, especificadas en el numeral 2.3, asi como las
evaluaciones con el sistema de gusto artificial, utilizando los electrodos de platino y carbono
modificado con cobre.

En el caso de los hidromieles comerciales, se realizé la evaluacién sensorial, de acuerdo

con lo especificado en el numeral 2.4.

5.1 Evaluacion de hidromieles obtenidos a lo largo de las
diferentes fermentaciones

Se caracterizaron los diferentes hidromieles obtenidos para las fermentaciones evaluadas,
de acuerdo con las diferentes metodologias analiticas reportadas en los numerales 2.5.3.

5.1.1 Fermentaciones con adicion de especias y con diferentes
insumos

= Fermentaciones con insumos colombianos

De acuerdo con los resultados presentados en el numeral 4.2.1, y reportando los resultados
obtenidos con la determinacién de la actividad antioxidante, en la tabla 5-1 se presentan los
resultados obtenidos para cada una de los hidromieles obtenidos. En la tabla 5-2 se
presentan los resultados calculados para el rendimiento y productividad de la fermentacion
evaluada. Realizando un andlisis ANOVA Kruskal Wallis, utilizando 95% de confiabilidad, se
observa que para estos hidromieles obtenidos existen diferencias significativas entre todas
las variables determinadas.
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Tabla 5-1 Resultados de variables fisicoquimicas determinadas para

hidromieles con adicion de especias e insumos colombianos

. , Al Al Fenoles
A?'fjo Azucares Etanol | Glicerol | sensor | sensor | Totales FRAP ABTS
Muestra | malico | fermentables (%PIV) (%PIV) c Pt cid (mmol (mmol
(% p/V) (%P/V) ° ° u (gacido | peso4/1) | TroloxiL)
(uA) (uA) galico/L)
1 0,7359 0,0000 7,0278 | 0,0078 | 8,8569 | 3,7781 0,1975 | 85,8638 0,0563
2 0,8804 0,0000 6,6188 | 0,0078 | 8,2563 | 1,2453 | 0,2730 | 133,3714 | 0,0603
3 0,8016 0,0000 5,9901 0,0096 | 12,0594 | 2,0235 | 0,6419 | 246,4164 | 0,1581
4 1,1695 0,0000 3,9740 | 0,0114 | 11,5609 | 6,0001 0,5979 | 282,2743 | 0,1378

Tabla 5-2 Rendimiento y productividad para hidromieles con adicion de
especias e insumos colombianos

Muestra g etanoYI/g:!J e/sﬂcares Prggtg'?::‘/,:g‘ad
1 0,3163 0,1958
2 0,3228 0,1844
3 0,2745 0,1669
4 0,1837 0,1107

=  Fermentacion con insumos italianos

De acuerdo con los resultados presentados en el numeral 4.2.2, y reportando los resultados
obtenidos con la determinacién de la actividad antioxidante, en la tabla 5-3 se presentan los
resultados obtenidos para cada una de los hidromieles obtenidos. En la tabla 5-4 se
presentan los resultados calculados para el rendimiento y productividad de la fermentacién
evaluada. Realizando un analisis ANOVA Kruskal Wallis, utilizando 95% de confiabilidad, se
observa que para estos hidromieles obtenidos existen diferencias significativas entre todas
las variables determinadas.

Tabla 5-3 Resultados de variables fisicoquimicas determinadas para
hidromieles con adicion de especias e insumos italianos

. , Al Al Fenoles
Acido Azlcares . FRAP ABTS
Muestra | malico | fermentables I%;a:,?\gl G(!,}?,%f’l segsor segsor To!a_l:s (mmol (mmol
(% p/V) (%P/V) ° ° u t (gacido | pegog) | Trolox/L)
(nA) (uA) galico/L)

0,9330 0,0000 5,4746 | 0,0095 | 8,7235 | 1,4781 | 0,3928 | 110,5112 | 0,0526

0,8542 0,0000 4,1413 | 0,0091 | 8,0797 | 2,2094 | 0,3204 | 170,0074 | 0,0632

0,7753 0,0000 4,9660 | 0,0107 | 14,3813 | 9,8828 | 0,7382 | 57,4656 | 0,1409

AN (=

1,1301 0,0000 3,3299 | 0,0110 | 18,2281 | 8,7907 | 0,6875 | 260,5366 | 0,1409
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Tabla 5-4

5.1.2 Hidromieles con adicion de hierbas y especias

especias e insumos italianos

e L
1 0,2414 0,1525
2 0,1792 0,1154
3 0,2033 0,1383
4 0,1468 0,0928

Rendimiento y Productividad para hidromieles con adicion de

De acuerdo con los resultados presentados en el numeral 4.3, y reportando los resultados

obtenidos con la determinacién de la actividad antioxidante, en la tabla 5-5 se presentan los

resultados obtenidos para cada una de los hidromieles obtenidos. En la tabla 5-6 se

presentan los resultados calculados para el rendimiento y productividad de la fermentacion

evaluada. Realizando un analisis ANOVA Kruskal Wallis, utilizando 95% de confiabilidad, se

observa que para estos hidromieles obtenidos existen diferencias significativas para todas

las variables determinadas.

Tabla 5-5 Resultados de variables fisicoquimicas determinadas para
hidromieles con adicion de hierbas y especias
Al Al Fenoles

Acido Azucares sensor FRAP ABTS

Muestra | malico | fermentables E;$?\gl Cu seg?or 1(-;:'12::: (mmol (mmol
(% p/V) (%P/V) (nA) A galicolL) FeSO4/L) Trolox/L)

B 0,2373 0,4664 12,0509 22,65 10,09 0,6095 | 206,7289 0,0618
Y 0,3573 0,5382 8,9215 25,05 6,21 0,9873 | 456,5020 0,0903
L 0,3654 0,4664 8,1186 20,67 7,24 0,5733 | 214,0429 0,0633
C 0,3466 2,1337 8,0269 19,65 6,83 0,7282 | 246,2245 0,0754
YL 0,3488 1,5949 8,2856 22,68 5,73 0,6862 | 339,8437 0,0913
YC 0,3457 1,7349 10,5408 25,49 6,86 0,5834 | 339,4780 0,0905
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Tabla 5-6

hierbas y especias

Muestra Ypis Productividad
g etanol/g azucares g etanol / I'h
B 0,4987 0,3887
Y 0,3580 0,2878
L 0,3360 0,2619
G 0,3793 0,2589
YL 0,3808 0,2673
YC 0,4320 0,3400

Rendimiento y Productividad para hidromieles con adicién de

5.1.3 Hidromieles con adicion de frutos rojos, diferentes fuentes
de nitrégeno y diferentes tratamientos de higienizacion

De acuerdo con los resultados presentados en el numeral 4.4, y reportando los resultados

obtenidos con la determinacion de la actividad antioxidante, en la tabla 5-7 se presentan los

resultados obtenidos para cada una de los hidromieles obtenidos. En la tabla 5-8 se

presentan los resultados calculados para el rendimiento y productividad de la fermentacion

evaluada. Realizando un analisis ANOVA Kruskal Wallis, utilizando 95% de confiabilidad, se

observa que para estos hidromieles obtenidos existen diferencias significativas entre todas

las variables determinadas.

Tabla 5-7

Resultados de variables fisicoquimicas determinadas para

hidromieles con adicion de agraz (A) y corozo (C), diferentes fuentes de

nitrogeno y diferentes tratamientos de higienizacion

Al

Acido Azucares sensor Al Fenoles FRAP ABTS

Muestra | malico | fermentables Eot/;?\gl Cu segfor 'I('o;gilgos (mmol (mmol
(% p/V) (%PIV) (1A) ) g%"co D FeSO4/L) | Trolox/L)
1A 0,6313 0,0000 9,8246 | 15,6938 | 17,8500 | 1,2815 | 494,1500 | 0,0987
2A 0,6946 0,0000 9,9112 | 16,5437 | 10,3370 | 1,1489 | 429,6263 | 0,1300
3A 0,6619 0,5797 9,7416 | 14,4063 | 19,1880 | 1,1577 | 483,2752 | 0,1263
4A 0,711 0,5797 8,4628 | 15,4438 | 6,5060 | 1,2864 | 443,4010 | 0,1881
1C 0,5865 0,0000 8,9714 | 11,3530 | 8,8250 | 0,6598 | 208,5705 | 0,0693
2C 0,6782 0,0000 9,2522 | 10,5560 | 3,7310 | 0,6490 | 159,7143 | 0,0422
3C 0,5767 0,0000 9,1359 | 12,3595 | 14,7120 | 0,6225 | 253,9038 | 0,0391
4C 0,6488 0,0000 9,7254 | 11,9375 | 8,5630 | 0,6618 | 186,9012 | 0,0631
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Tabla 5-8

hierbas y especias

s | o XD, | Podielidn
1A 0,4877 0,1637
2A 0,4913 0,1652
3A 0,4592 0,1624
4A 0,4945 0,1410
1C 0,4431 0,1495
2C 0,5173 0,1542
3C 0,4722 0,1523
4C 0,4991 0,1621

5.2 Hidromieles comerciales

Rendimiento y Productividad para hidromieles con adicion de

En el caso de los hidromieles comerciales, se determinaron las mismas variables

fisicoquimicas determinadas en el numeral 5.2. En la tabla 5-9 se presentan los resultados

obtenidos para cada una de las muestras evaluadas. Adicionalmente, se llevd a cabo la

determinacion del perfil sensorial de cada una de los hidromieles comerciales, a través de la

utilizacién de un panel sensorial entrenado de ocho jueces, utilizando la metodologia

mencionada en el numeral 2.4. Dichos resultados se presentan en la tabla 5-10. Realizando

un analisis estadistico ANOVA Kruskal Wallis con 95% de confiabilidad, tanto en el caso de

las determinaciones fisicoquimicas como de las variables sensoriales se encontraron

diferencias significativas entre todas las muestras evaluadas.

Tabla 5-9 Resultados de variables fisicoquimicas determinadas para
hidromieles comerciales
. , Al Al Fenoles
Acido Azucares . FRAP ABTS
Muestra | malico | fermentables E;a:)r/n\? | G!,ﬁ%o' sensor | sensor To!a_les (mmol (mmol
(% pIV) (%PIV) (%PN) | (%PN) Cu Pt (gacido | pegoq/L) | Trolox/L)
(nA) (nA) galico/l)
1 0,4291 1,2673 8,8151 0,00847 | 14,6641 7,8719 0,5102 111,7310 0,0214
2 0,4492 4,2346 12,0705 | 0,00844 | 34,6095 | -2,7797 0,7026 112,9017 0,0337
3 0,3620 9,2537 10,2931 | 0,00728 | 34,6095 5,8781 0,2180 40,2371 0,0078
4 0,3754 0,0000 10,7105 | 0,00665 3,3203 4,2031 1,1413 183,4332 0,0499
5 0,3687 30,6749 7,2013 | 0,01238 | 44,4987 4,6234 0,4887 67,9457 0,0182
6 0,4626 17,8218 15,5800 | 0,00507 | 50,2845 7,8344 0,4489 78,6307 0,0160
7 0,4291 2,4979 11,8712 | 0,00832 | 28,3859 5,0172 0,5469 116,1941 0,0322
8 0,5699 8,1954 10,5518 | 0,00626 | 29,5609 3,9094 0,5750 193,3105 0,0559
9 0,0161
0,4425 39,3357 3,0130 | 0,00000 39,8250 5,0703 0,4100 59,3977
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. . Al Al Fenoles

Muestra Ac,"fjo Azucares Etanol | Glicerol | sensor | sensor | Totales FRAP ABTS
malico | fermentables (%PIV) (%PIV) Cu Pt (g 4cido (mmol (mmol

(% p/V) (%P/V) ) € FeSO4/L) | Trolox/L)

(nA) (nA) galico/L)

10 0,6805 10,4094 9,3899 | 0,00971 | 41,1516 | 5,9422 0,7034 | 143,7043 | 0,0368

11 0,4760 1,5751 10,5489 | 0,00981 | 28,3781 0,6063 0,9852 | 198,6809 | 0,1014

12 0,6235 2,3052 11,5863 | 0,00838 | 23,1672 | 5,4375 0,3957 73,0996 0,0423

13 0,4894 8,1993 11,5946 | 0,00829 | 22,4297 | 3,2438 0,2327 38,4986 0,0104

14 0,5967 1,0871 9,9204 | 0,00663 | 23,9672 | 3,2438 0,3086 67,4748 0,0176

15 0,5229 5,5346 11,3564 | 0,00967 | 30,9172 | 6,9532 0,3630 86,7802 0,0212

16 0,5028 5,6907 11,5718 | 0,00996 | 17,8391 4,3281 0,4073 91,7424 0,0236

17 0,4157 7,5617 11,5944 | 0,00902 | 22,0688 | -0,0875 | 0,1938 34,0256 0,0076

18 0,3620 17,0440 10,0912 | 0,00000 | 49,7375 | -0,0875 | 0,1244 41,0703 0,0050

19 0,3151 4,4583 13,1925 | 0,00515 | 13,8391 2,2547 0,1914 29,7333 0,0082

Tabla 5-10  Perfil sensorial obtenido para muestras comerciales
Intensidad | Intensidad | Intensidad | Intensidad | Intensidad | Intensidad | Cuerpoy | Persistencia
Muestra | del Olor | de Aroma | de dulce de acido | de alcohol de Equilibrio global
amargo

1 5,50 4,75 2,50 3,63 5,00 2,50 4,25 4,25
2 4,50 4,63 4,38 3,13 3,50 2,25 3,25 4,00
3 5,00 4,13 5,00 2,13 2,50 1,75 3,13 3,75
4 3,88 3,13 2,25 2,25 3,50 2,50 3,13 2,88
5 4,29 4,57 6,86 1,43 1,71 1,14 2,14 3,29
6 5,13 5,13 6,00 3,00 3,88 2,50 2,75 4,00
7 5,13 4,38 3,50 3,25 4,00 2,75 3,38 3,38
8 4,63 4,63 4,88 3,13 3,38 1,63 3,25 3,50
9 4,25 4,88 5,13 3,75 3,38 1,88 2,75 3,25
10 4,63 4,88 2,75 2,50 3,63 4,88 2,63 4,38
11 4,75 4,63 3,88 3,88 4,25 1,50 3,50 4,13
12 4,38 4,25 5,25 3,25 3,75 2,25 3,38 3,75
13 5,13 4,00 2,63 2,25 3,25 2,13 3,88 3,38
14 4,75 4,13 4,75 3,00 4,00 1,88 3,75 4,00
15 5,13 4,63 3,38 3,38 4,25 1,38 3,50 4,00
16 4,86 4,86 5,29 3,29 4,00 2,29 3,00 4,14
17 4,38 4,13 6,25 2,50 2,25 1,50 2,63 3,71
18 4,25 4,00 3,63 3,38 4,25 2,00 4,13 3,88
19 5,50 4,75 2,50 3,63 5,00 2,50 4,25 4,25

5.3 Analisis de componentes principales

Al realizar un analisis de componentes principales de todos los hidromieles evaluados,

teniendo en cuenta las variables fisicoquimicas determinadas, se encontr6 que es posible

llevar a cabo la clasificacién de las diferentes muestras evaluadas utilizando todas las
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variables determinadas. En la figura 5-1 se presentan los dos componentes principales, que
explican el 67% de la variancia de las muestras. Se observa claramente que todas las
muestras comerciales, ubicadas en el cuadrante izquierdo, son completamente diferentes
del resto de los hidromieles evaluados. Adicionalmente, las muestras con adicién de agraz
ubicadas en el cuadrante superior derecho presentan caracteristicas diferentes a las de
corozo, ubicadas en el cuadrante derecho, pero en la mitad de la figura. El resto de
muestras, aquellas con adicion de hierbas y con adicion de especias, también presentan
caracteristicas diferentes entre si.
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Figura 5-1. Analisis de componentes principales para los hidromieles
analizados utilizando todas las variables fisicoquimicas determinadas
En la tabla 5-11 se presenta la matriz de correlacion obtenida para los datos analizados, en
la cual para el caso de la corriente obtenida con el sensor de cobre tiene una mayor relacion
con la presencia de azucares totales y etanol. En el caso del sensor de platino, la corriente
se relaciona principalmente con la presencia de sustancias antioxidantes, es decir con las
determinaciones realizadas por el método de FRAP, fenoles totales y ABTS.
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Tabla 5-11  Matriz de correlacion para variables fisicoquimicas determinadas
Al sensor Cu | Al sensor Pt
Variable (nA) (nA)

Acidez -0,4708 0,0062
Azucares totales 0,7399 -0,1596
Etanol 0,3039 0,0521
Corriente Cu 1,0000 -0,1596
Corriente Pt -0,1596 1,0000
Fenoles Totales -0,2063 0,5171
Frap -0,3169 0,6113
ABTS -0,4377 0,2520

La utilizacion de los sensores de cobre y platino permiten la clasificacion de la mayor parte
de las muestras, como se observa en la figura 5-1 y como se confirma en la figura 5-2, en la
cual se presenta el andlisis de componentes principales soélo utilizando los valores para el
cambio de corriente obtenido con los sensores. Sin embargo, es recomendable en el futuro
realizar mayor nimero de ensayos con el fin de entrenar el sistema y permitir que la
clasificacion de las muestras sea posible utilizando Unicamente los sensores
electroquimicos. Adicionalmente, se evidencia que la sefial obtenida a través del sensor de
cobre tiene mayor relacion con el contenido de azucares totales, y en el caso de la senal
obtenida con el electrodo de platino, se presenta mayor correlacién con el contenido de

fenoles totales y sustancias antioxidantes, determinadas por el método de FRAP.
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Figura 5-2. Analisis de componentes principales para los hidromieles

analizados utilizando seinales con el sensor de cobre y platino
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En el caso de los resultados de andlisis sensorial obtenidos para los hidromieles

comerciales y su relacion con las sefales obtenidas mediante los sensores electroquimicos

de cobre y platino, se confirman los resultados anteriormente observados en la figura 5-2,

como se evidencia en la figura 5-3.
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Analisis de componentes principales para hidromieles
comerciales utilizando variables sensoriales determinadas y sefales

obtenidas mediante los sensores de cobre y platino

Adicionalmente, a través de la matriz de correlacion con las variables sensoriales

determinadas, la cual se presenta en la tabla 5-12, se observa que para la diferencia de

corriente obtenida con el sensor de cobre hay una relacién con la percepcion de la

intensidad de dulce y de aroma, y en el caso de la corriente obtenida con el sensor de

platino, existe correlacion con la intensidad del olor, alcohol, amargo y cuerpo y equilibrio.

Sin embargo, asi como se menciond anteriormente, es necesario realizar mas mediciones

con el fin de fortalecer la posibilidad de clasificacién de hidromieles utilizando el sistema de

gusto artificial, debido a que los coeficientes de correlacion son bastante menores que 1.
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Tabla5-12 Matriz de correlacion para variables sensoriales determinadas en

hidromieles comerciales

Al sensor Cu | Al sensor Pt
Variable (nA) (nA)
Corriente Cu 1 -0,00194
Corriente Pt -0,00194 1
Intensidad del Olor 0,01321 0,37451
Intensidad de Aroma 0,47056 0,05431
Intensidad de dulce 0,78909 -0,032
Intensidad de acido -0,25015 0,12537
Intensidad de alcohol -0,5957 0,22916
Intensidad de amargo -0,17374 -0,2016
Cuerpo y Equilibrio -0,65329 0,20779
Persistencia global 0,00639 -0,13641




6. Conclusiones y Recomendaciones

A continuacién se presentaran las conclusiones y recomendaciones del trabajo realizado.

6.1 Conclusiones

Se evidenci6 la aplicabilidad de sensores comerciales de oro, grafito y platino para la
evaluacion de sustancias presentes en la fermentacion alcohdlica para la obtencion de
hidromieles.

La utilizacion de sensores de platino sin solucion bufer permitié la clasificacion de
distintas clases de hidromieles evaluados, lo cual no ocurrié con los sensores de oro y
grafito.

Se establecié que el uso de diferentes soluciones bufer, asi como de diferentes
modificaciones in situ permiten obtener sefiales que se pueden relacionar con el
proceso fermentativo.

Se logrd obtener respuestas para la presencia de azlcares y alcoholes a través de la
modificacién in situ con sulfato de cobre de sensores de grafito y de carbén vitreo y
utilizando una solucion de hidroxido de sodio como solucion bufer.

Fue posible llevar a cabo el seguimiento de las fermentaciones utilizando sensores de
grafito modificados con sulfato de cobre, utilizando hidroxido de sodio como bufer, asi
como también sensores comerciales de platino y solucion bufer de cloruro de potasio y
acido perclérico.

Aunque se llevé a cabo la modificacion para el electrodo de carbén vitreo in situ con
nanotubos de carbono con el fin de obtener sefiales relacionadas con la presencia de
sustancias antioxidantes, especialmente con acido cafeico y obtener una curva de
calibracion, utilizando una solucioén bufer con fosfato y cloruro de potasio, no fue posible

realizar dicha modificacion para el sensor comercial de grafito debido a que el area
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superficial en contacto con los nanotubos de carbono es menor, haciendo que la
sensibilidad del sensor no sea igual en todos los casos.

Fue posible realizar la evaluacion de diferentes extractos de especias tales como aji,
clavo y polen, utilizando los sensores de carbdn vitreo modificados con nanotubos de
carbono, permitiendo establecer la potencialidad de dicha modificacién para la
determinacion de sustancias antioxidantes.

La adicién de diferentes agentes que cambian el perfil sensorial como frutas, hierbas o
especias afectan el comportamiento de la fermentacion a lo largo del tiempo,
evidenciadas a través de las diferentes determinaciones realizadas y sus relaciones.
Con la técnica analitica FTIR-ATR fue posible evaluar el comportamiento de diferentes
fermentaciones a lo largo del tiempo; sin embargo, su correlacién con la sefial obtenida
con el electrodo de cobre fue baja, pero con el resto de variables se evidencié una
correlacion alta. Esto evidencia que es posible utilizar este tipo de técnica util en el
monitoreo de procesos de fermentacién alcohdlica.

A través del PTR-MS se evalué el cambio en el perfil aromatico de las fermentaciones
evaluadas a lo largo del tiempo. Aunque dicha técnica no presente una alta correlacion
con los resultados obtenidos a través del FTIR-ATR, demostré a través de un analisis de
componentes principales que las diferentes masas determinadas se relacionan con el
tiempo de fermentacion, brindando una herramienta adicional para el monitoreo de este
tipo de procesos fermentativos.

Los modelos lineales encontrados para las sefiales obtenidas mediante los sensores de
cobre y platino para el caso de las fermentaciones realizadas con adicion de especias, e
insumos italianos y colombianos, asi como aquellas fermentaciones en las que se
utilizaron hierbas aromaticas, presentaron coeficientes de correlacion cercanos a 0.5,
pues a pesar que a través del andlisis de componentes principales se evidencia que las
posibles relaciones entre las variables no son tan fuertes. Sin embargo, para el caso de
las fermentaciones con insumos italianos con defectos, las correlaciones encontradas
para cada una de las sefiales evaluadas a través de un andlisis de componentes
principales fueron muy lejanas a 1, por lo cual no fue posible el planteamiento de
modelos lineales.

El comportamiento de las fermentaciones con frutos rojos son diferentes a las demas,

debido a la presencia de fruta. Fue planteado un modelo lineal para las sefiales
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obtenidas con el sensor de cobre, obteniendo un coeficiente de correlacion por encima
de 0.9, lo cual confirma que la utilizacion de este sensor permite llevar a cabo el
seguimiento de este tipo de fermentaciones, mientras que en el caso de las sefiales
obtenidas mediante el sensor de platino no fue posible plantear un modelo lineal, debido
a que el analisis de los componentes principales demostré una baja correlacién de éstas
con el resto de variables determinadas.

o Eluso de una nariz y una lengua electrénicas comerciales junto con las demas técnicas
analiticas permitié llevar a cabo el monitoreo no solo a nivel fisicoquimico sino
relacionarlo también con los cambios sensoriales que ocurren, no solo a nivel de sabor
sino de olor, lo cual se corrobor6 a través del andlisis de componentes principales.

e La correlacion entre la sefial obtenida mediante el electrodo de cobre y las demas
variables obtenidas a través de un modelo lineal fue de 1, confirmando la utilidad de
este tipo de técnica para el seguimiento de procesos.

e Se determind el cambio de diferentes parametros a lo largo del tiempo utilizando un
panel sensorial con jueces entrenados y correlacionar dichas determinaciones con las
encontradas a través de los sensores de cobre y platino, obteniéndose un coeficiente de
correlacién de 0.86 para el sensor de cobre y de 1 para el sensor de platino, lo cual
reafirma la utilidad del sistema de gusto artificial desarrollado.

e Se logré el seguimiento en linea de la fermentacién para observar su comportamiento a
lo largo del tiempo y establecer relaciones lineales mdltiples con diferentes parametros
fisicoquimicos y sensoriales.

e El sistema de gusto artificial desarrollado fue util en la clasificacion de diferentes tipos de
hidromieles evaluados a pesar que la matriz de correlacion obtenida después de la
realizacion del analisis de componentes principales diera relaciones menores alrededor

de 0.5 entre las demas variables fisicoquimicas y sensoriales determinadas.
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6.2 Recomendaciones

e Utilizar otro tipo de sensores comerciales que permitan flexibilidad en la modificacién y
uso de los mismos.

e Realizar otras modificaciones quimicas in situ que permitan mejorar la obtencién de
sefiales aplicables al proceso fermentativo.

e Evaluar diferentes condiciones del proceso de la fermentacion, asi como posibles
perturbaciones que afecten su comportamiento

e Evaluar otro tipo de procesos mediante la utilizacion del dispositivo construido.

e Continuar con la aplicacion de este tipo de sistema y técnicas analiticas aplicadas a

diferentes tipos de procesos no sélo fermentativos sino de otro tipo.
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A. Anexo: Informacidn acerca de la
miel

Cuando la miel se extrae del panal, es una dispersion acuosa de material con particulas
cuyo tamafio varia en un amplio rango, desde iones inorganicos, azlcares y otros
materiales organicos en solucion hasta macromoléculas de proteinas y polisacaridos en
dispersion coloidal; la miel puede contener esporas de hongos y levaduras, granos de polen
y una gran cantidad de particulas (Fattori 2004). Las abejas utilizan la miel como fuente de
energia, y cuando el apicultor hace la recoleccion, su vida util es alta debido a la alta

concentracion de azlcares y bajo contenido de humedad.

El néctar proveniente de las flores, principal materia prima para la elaboracion de la miel,
estd compuesta por carbohidratos principalmente, tales como: sacarosa, fructosa, glucosa.
En general, la composicion del néctar es muy variada y depende fundamentalmente de su
origen. (Fattori 2004). Se puede afirmar que existen néctares constituidos mayoritariamente
por sacarosa, con bajas concentraciones de fructosa y glucosa (20% y 5%
respectivamente), mientras que otros, por ejemplo, el de canola, poseen vestigios de
sacarosa y cantidades aproximadamente iguales de glucosa y fructosa (50% y 45%
respectivamente) (Fattori 2004). Existen también néctares que poseen cantidades

aproximadamente iguales de los tres azlcares.

Adicionalmente, el néctar puede tener otros componentes menores tales como: almidoén,
gomas, taninos, sustancias minerales y acidos oxalico, malico y tartarico. El contenido de
nitrégeno y de vitaminas es bajo y su pH es ligeramente alcalino. Las sustancias minerales
son asimiladas parcialmente por la abeja durante la elaboracion de la miel, el almidén se
convierte en dextrinas y los taninos son responsables del sabor astringente, ya que se

oxidan parcialmente (Fattori 2004).
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Cuando hay escasez de néctar, la abeja busca alimento en otras fuentes de azucar y
frecuentemente recoge mielada, producida por ciertos hemipteros pertenecientes al orden
Rhynchota, capaces de perforar los tejidos vegetales y aspirar savia. La composicion de la
mielada es diferente a la de la savia porque el insecto produce modificaciones
fisicoquimicas, por la accion de enzimas. La mielada puede llegar a contener hasta 50% de
sacarosa Yy otros disacaridos, el 50% restante esta conformado por glucosa y fructosa en
relacion 1:2. Algunos de los insectos productores de mielada son: cochinilla, mosca blanca,
cigarra y pulgén. (Fattori 2004).

Por lo tanto, la miel de abejas puede clasificarse en: miel de flores, la cual se obtiene a partir
del néctar de flores y miel de mielada, obtenida principalmente a partir de las secreciones de

partes vivas de plantas o de insectos succionadores presente en ellas.

1. Proceso de Extraccion

En la Figura A-1 se presenta el proceso de extraccion de la miel, el cual inicia con la
remocién de los opérculos o tapones de cera, con los cuales las abejas cierran las celdas
del panal una vez que la miel estd madura. Posteriormente, la miel es separada del panal
generalmente mediante centrifugacion; puede también utilizarse el escurrido de los panales,
el cual requiere mucho tiempo para su obtencién y permite intercambio de humedad con el
ambiente; la trituracion y prensado de los panales no es muy usada, ya que se afecta el
sabor de la miel (polen y cera). Después de ser separada, la miel pasa a un proceso de
filtrado para eliminar los fragmentos de cera, abejas y otras impurezas; esta operacion
también retarda la cristalizacion porque retiene cristales grandes de glucosa, particulas de
polen, burbujas de aire y otras particulas que pueden actuar como nucleos de cristalizacion
(White 1980). Pasa luego a una etapa de reposo o decantacion, en la cual se eliminan
cuerpos extrafios, particulas de cera, burbujas, entre otros. Finalmente, se lleva a cabo la
pasteurizacion, la cual permite controlar la cristalizacion porque evita la formacién de
nacleos de cristalizaciéon y destruye parcialmente las levaduras presentes; este
calentamiento debe realizarse lo mas rdpidamente posible y una vez alcanzado el tiempo de
proceso debe enfriarse inmediatamente (White 1980) y debe utilizarse equipos

especialmente disefiados para la pasteurizacion de miel.
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Panales con miel

Desoperculado

———>Tapones de cera

\l/ Panales con miel

Separacion

(Centrifugacion)

——> Panales

\I/Miel con impurezas

Filtracién

> Impurezas

\l/ Miel con impurezas

Decantacion

> Impurezas

\I/ Miel cruda

Pasteurizacion 62.8°C, 30

\l/ Miel pasteurizada

Figura A-1. Diagrama de proceso de extraccion de miel

2. Clasificacion

La clasificacion de miel actualmente vigente esta establecida por la Resolucion

MERCOSUR 15/94, en ella se diferencian las mieles de acuerdo con el procedimiento de

obtencién, la forma de presentacion y su destino. En las tablas A-1, A-2 y A-3 se presentan

diferentes clasificaciones de acuerdo con su proceso de obtencion, forma y destino,

respectivamente.

Tabla A-1. Clasificacion de mieles segln su proceso de obtencion

Tipo de miel

Caracteristi

ca

Miel escurrida

Obtenida por escurrimiento de los panales desoperculados y sin larvas

Miel prensada

Obtenida por prensado de los panales sin larvas

Miel centrifugada

Obtenida por centrifugacion de los panales desoperculados y sin larvas

Miel filtrada

Sometida a un proceso de filtracién sin alterar su valor nutritivo
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Tabla A-2. Clasificacion de mieles segun su forma

Tipo de miel Caracteristica
Miel En estado liquido, cristalizado o una mezcla de ambas
Miel en panales | Almacenada por las abejas en celdas operculadas de panales nuevos,
Miel en construidos por ellas mismas que no contengan larvas y comercializada
secciones en panal entero o secciones de tales panales
Miel con trozos | Contiene uno o mas trozos de panales con miel, exentos de larvas.
de panal

Miel cristalizada | Ha experimentado un proceso natural de solidificacion como
o granulada consecuencia de la cristalizacion de la glucosa

Tiene una estructura cristalina fina y que puede haber sido sometida a
Miel cremosa | un proceso fisico que le confiera esa estructura y que la haga facil de
untar. El proceso de cristalizacion es provocado y controlado.

Tabla A-3. Clasificacion de mieles segun su destino

Tipo de miel Caracteristica
Miel para consumo | Responde a las caracteristicas fisico-quimicas establecidas por la
directo Resolucion MERCOSUR 15/94

Responde a las caracteristicas fisico-quimicas establecidas por la
Resolucion MERCOSUR 15/94, excepto el indice de diastasa y el
contenido de hidroximetilfurfural que podran ser menor de 8 (en la
escala de Gothe) y mayor de 40 meg/kg hasta un maximo de 80
meqg/kg, respectivamente.

Miel para
utilizacion en la
industria (miel para
uso industrial)

3. Caracteristicas

La composicién, color y aroma de la miel dependen de las flores cuyo néctar succionaron
las abejas; también influyen factores como la naturaleza del suelo, el manejo apicola y la
temperatura de almacenamiento, pues afecta no sélo las caracteristicas organolépticas sino
su conservacion frente a posibles fermentaciones no deseables. Recién cosechada, se
recomienda una temperatura de almacenamiento menor a 10°C, y procesada, entre 18 y
24°C (Fattori 2004). EIl origen botanico de las mieles define también la mayor o menor

facilidad de éstas a cristalizar.
3.1 Composicion

En cuanto a su composicion, la miel es una solucion sobresaturada de azucares, que

constituyen alrededor del 80-90% del total; donde los monosacaridos fructosa y glucosa,
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resultan ser los azucares predominantes en la mayoria de las mieles, mientras que el
contenido de disacéridos, como la sacarosa y maltosa se encuentra alrededor del 5-10%
p/p, reconociéndose ademas carbohidratos como turanosa, isomaltosa, maltulosa y
maltosa. (White 1980)

El pH promedio de la miel es de 3,9, pero puede variar desde 3,4 hasta 6,1. La miel
contiene muchos tipos de acidos, tanto organicos y amino. Sin embargo, los diferentes tipos
y sus cantidades varian considerablemente, dependiendo del tipo de miel. Estos &cidos
pueden ser arométicos o alifaticos. Los acidos alifaticos contribuyen en gran medida al
sabor de la miel mediante la interaccion con los sabores de otros ingredientes. El &cido
glucédnico, por ejemplo, es un potenciador del sabor. Los &cidos aromaticos, tales como el
acido malico, provienen principalmente de las flores, y otorgan el aromay el sabor de la miel
(White 1980).

La miel puede contener hasta 18 aminoacidos. Sin embargo, el contenido de aminoécidos
es casi despreciable en la miel, ya que representa soélo el 0,05-0,1% de la composicion. El
aminoécido principal es la prolina (White 1980).

Los acidos orgéanicos constituyen la mayor parte de los &cidos en la miel, que representan el
0,17-1,17% de la mezcla. El &cido glucénico esta presente en mayor concentracion y se
forma por la accién de la enzima glucosa oxidasa. Otros acidos organicos estan presentes
en menor proporcion, tales como &cido férmico, acético, butirico, citrico, lactico, malico,
piroglutdmico, propiénico, valérico, palmitico, capronico, y succinico, entre muchos otros,
gue finalmente no constituyen mas del 0,5 % de la acidez (White 1980). Sin embargo, la
diferencia en la composicion de los acidos determina fuertemente la clasificacion de la miel

por origen botanico y en cuando a sus propiedades nutracéuticas..

El nitrdgeno total en la miel, procedente del material vegetal y de las propias abejas, es bajo
y variable, presentando un valor medio de 0.04 % con valores extremos entre 0 y 0.13%; su
distribucién se encuentra en forma de aminoacidos libres: 100 mg/100g de extracto seco, de
los cuales la prolina, constituye entre el 50 y 85% de la fraccion de aminoacidos seguida por
la lisina (White 1980). Las mieles genuinas segun lo sugerido por el Codex Alimentarius
Mundial deben contener un minimo de 180 mg prolina’kg miel. Sin embargo, es necesario

considerar que existen grandes variaciones segun el tipo de miel (White 1980)
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La acidez de la miel es uno de los factores que contribuye al flavor (sabor y aroma), asi
como a su estabilidad frente al atague microbiolégico. Ademas, la actividad antibacterial y
antioxidante atribuida a este producto apicola es de vital importancia para establecer sus
condiciones de conservacion. Se asocia con el contenido de glucosa, pues al ser oxidada
por la enzima D-glucosa-oxidasa se convierte en acido glucénico y lactona (White 1980). A
pesar de esto, en la miel sélo se realiza el andlisis de acidez libre, la cual se encuentra

reglamentada en 50 meqg/kg como contenido méaximo.

3.2 Propiedades Nutricionales

La miel es un alimento energético, la alta concentracion de azlcares de facil asimilacion
junto con los minerales y vitaminas que posee la convierten en alimento natural valioso. El
valor energético de 100 gramos de miel es aproximadamente 320 Kcal (Fattori 2004). Su
poder edulcorante es mayor que el de la sacarosa, por lo cual puede utilizarse en menor

cantidad que el azucar para lograr el mismo efecto (Fattori 2004).

La miel posee alta presibn osmdtica, lo cual es importante para el organismo porque
aumenta la absorcion de los azlcares. Puede ser una fuente de energia para atletas y

personas sometidas a esfuerzos fisicos (Fattori 2004).

Los azUcares complejos de la miel se absorben en el organismo por transporte activo, es
decir, el mecanismo que le permite a las células transportar sustancias disueltas a través de
su membrana desde regiones de menor concentracion a otras de mayor concentracion;
dicho proceso requiere energia, puesto que el material debe moverse en contra del
gradiente de concentracion. Este hecho condiciona la velocidad de absorcién, ya que
depende de la disponibilidad de moléculas encargadas de llevar a cabo ese transporte.
Como consecuencia, aquellos enfermos que sufren perturbaciones en el metabolismo de
los glucidos y que deben consumir una dieta baja en azucares tendran menor riesgo de un
aumento brusco de glucosa en la sangre que con la sacarosa (Fattori 2004). Cuando se la
combina con alimentos ricos en proteinas o en grasas ayuda a su digestion; también puede
acelerar el metabolismo del alcohol; contribuye a la motilidad intestinal y a la absorcion de

calcio.

3.3 Propiedades Fisicoquimicas
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El punto de fusiobn de la miel cristalizada es entre 40 y 50°C, dependiendo de su
composicion. Por debajo de esta temperatura, la miel puede encontrarse en un estado
metaestable, lo que significa que no cristalizar4 sino hasta que se afiade un cristal de
siembra; mas a menudo, se encuentra en un estado labil, siendo una solucién saturada con

azucares suficientes para cristalizar espontaneamente (White 1980).

La velocidad de cristalizacion se ve afectada por la relacién de los principales azlcares,
fructosa y glucosa, asi como el contenido de dextrina. La temperatura también afecta la
velocidad de cristalizacion, la cual es més rapida entre 13 y 17°C. Por debajo de 5°C, la miel
no se cristaliza y, por tanto, la textura y sabor originales se pueden conservar por un tiempo
largo (White 1980).

Normalmente, la miel se encuentra por debajo de su punto de fusién, y por ende es un
liquido subenfriado. A temperaturas muy bajas, la miel no se congela, sino que su
viscosidad se incrementa. La miel tiene una transicion cristalina entre -42 y -51°C. Por
debajo de esta temperatura, la miel entra en un estado vitreo y se convertird en un sélido
amorfo (Kantor et al. 1999).

La viscosidad de la miel se ve muy afectada por temperatura y el contenido de agua.
Cuanto mayor sea la humedad, la miel fluira méas facil. Por encima de su punto de fusion,
sin embargo, el agua tiene poco efecto sobre la viscosidad. Aparte del contenido de agua, la
composicion de la miel también tiene poco efecto sobre la viscosidad. A 25°C, la miel que
contiene 14% de humedad generalmente tendra una viscosidad de alrededor de 400 poises,
mientras que una miel que contiene 20% de humedad tendra una viscosidad de alrededor
de 20 poises (White 1980). El aumento de la viscosidad debido a la temperatura se produce
lentamente, por ejemplo, una miel que contiene 16% de humedad, a 70°C tendra una
viscosidad de alrededor de 2 poises, mientras que a 30°C, la viscosidad sera de alrededor
de 70 poises. A medida que avanza de refrigeracién, la miel se vuelve mas viscosa a un
ritmo cada vez mas rapido, llegando a 600 poises a 14°C. Esto sucede debido a que su

tension superficial es baja.

La miel tiene una conductividad térmica muy baja, ya que la fusién de la miel cristalizada
puede generar facilmente su caramelizacion localizada si la fuente de calor est4 a alta

temperatura, o si no se distribuye uniformemente (Bogdanov 2009).
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En cuanto a su conductividad eléctrica, debido a la presencia de electrolitos, provenientes
de los acidos y minerales presentes, ésta puede variar, y se utiliza como parametro de
determinacién de la calidad de la miel relacionada con su contenido de cenizas (White
1975).

El efecto de la luz sobre la miel es til para determinar su tipo y su calidad, pues las
variaciones en el contenido de agua alteran su indice de refraccién, y su contenido de agua
puede medirse facilmente con un refractometro. Tipicamente, el indice de refraccion de la
miel estara en el intervalo de 1,504 a 13% de humedad, a 1,474 a 25%. La miel también
tiene un efecto sobre la luz polarizada, en que va a rotar el plano de polarizacion. La
fructosa dara una rotacién negativa, mientras que la glucosa dara una positiva. La rotacion

en general se puede utilizar para medir la relacion de estos azlicares en la mezcla.

La miel es de caracter higroscopico, por lo tanto, su almacenamiento tiene que ser en
recipientes herméticos con el fin de evitar su dilucién y fermentacion debido al incremento
de la humedad (Fattori 2004).

3.4 Caracteristicas Microbioldgicas

La miel posee una alta osmolaridad que esta asociada con su funcionalidad y sus
propiedades antibacteriales. Esta se relaciona con el nivel de peréxido de hidrégeno y
componentes como lisozima, acidos fenolicos y flavonoides (Fattori 2004) que contribuyen
con la actividad antimicrobiana y antioxidante; dichas caracteristicas permiten una facil
accion contra bacterias tales como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus.

La miel presenta un contenido de microorganismos que se considera bajo debido a la alta
concentracion de sélidos. La presencia de estos microorganismos puede deberse a la
contaminacion por las mismas abejas y al manejo en los métodos de extraccion y
almacenamiento de la miel. Por ende, esta flora microbiana puede clasificarse en
microorganismos propios de la miel y secundarios ocasionales. Entre ellas, se encuentran
bacterias del genero Bacillus en estado esporulado y vegetativo, las cuales no generan
efectos negativos sobre la miel, también se encuentran hongos y mohos probablemente
debidos al aparato intestinal de las abejas y del ambiente, reconociéndose entre ellos
géneros como Aspergillus, Chaetomium, Penicillium, Peyronelia y Mucor; adicionalmente
puede haber contaminacién por hongos del género Acosphaera apis (Orden Acosphaerales)

y Acosphaera major (Fattori 2004).
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En cuanto a las levaduras (introducidas por las abejas en la colmena, con el néctar, polen o
mielato, o por las mismas abejas durante las operaciones de limpieza, al transportarlas
sobre o dentro de su organismo) se encuentran de tipo osmofilo, perteneciente al género de
Saccharomyces, entre las que se encuentra la Saccharomyces bisporus variedad mellis, y
Saccharomyces rouxii, Saccharomyces bailii variedad osmophilus. Estas levaduras son un
indicativo del manejo general del apiario, por lo cual se ha establecido por parte de la
MERCOSUR un limite maximo de 10? UFC/g para el conteo de hongos y levaduras (Fattori
2004). Estas levaduras, resultan un inconveniente con la maduracion de la miel segun
Shimanuki y Knox, 1991, que han reportado ademas Zygosacharomyces y Succhuromyces
spp, entre las levaduras dominantes, aunque también se reconocen géneros como
Nematospora, Schizosctccharomyces, Schwanniomyces, Torulu, Zygosacchuromyces y
Rhotorula (White 1975),(White 1980).

4. Mercado
De acuerdo con la informacién histérica consultada en Faostat, (FAO 2012) y haciendo el

analisis en Microsoft Excel de los datos obtenidos, se encuentra lo siguiente:

En la Figura A-2 se presenta la produccion de miel en toneladas; en esta se puede observar
la evolucién histérica desde el afio 1961 hasta el afio 2010, donde la produccién se ha
incrementado desde 600000 toneladas hastal500000 toneladas y que a partir de 2008

tiende a permanecer constante:
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Figura A-2. Produccién mundial de miel

La produccion mundial de miel es llevada a cabo por 144 paises; pero tiene como principal
productor a la Union Soviética, con un promedio histérico de 204200 toneladas, seguida por

China con 171100 toneladas, Estados Unidos con 94300 toneladas y Ucrania con 62200
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toneladas. México, la Federacion Rusa, Argentina, India y Turquia con una produccion entre
40000 y 50000 toneladas. Etiopia, Canada y Alemania, con una produccion entre 20000 y
30000 toneladas. El resto de paises (132) participan con pequefias cantidades, que unidas
representan 415900 toneladas. En el caso de Colombia, se encuentra en el puesto 61 con
una produccion promedio de 1985 toneladas, que representa el 0.20% de la produccion

mundial. La distribucion de la produccion se presenta en la figura A-3:
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Figura A-3. Distribucién porcentual de la produccion mundial de miel

En cuanto a lo que sucede en Colombia, en la figura A-4 se presenta el comportamiento
histérico para la produccion de miel, donde se observa un crecimiento hasta el afio 1983 y
luego algunas variaciones de crecimiento y decrecimiento, siendo los valores actuales del

orden de 1500 toneladas:

!\)

Milles de toneladas
=
o u = (6] N (9] w

0,5 -
A T N O M OV O AN LNV A T NO MNn O O
O O O INININIMNOO OO OO O O O
a OO o000y OO Ohoh O O OO
™ e e AN NN
Ao

Figura A-4. Produccion de miel en Colombia

En cuanto a la variacion del precio internacional promedio de la miel en délares por tonelada
desde el afio 1991 hasta el afio 2009, se observa la figura A-5, en la que el precio inicial era
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de 4000 ddlares por tonelada, el cual se ha ido incrementando, hasta alcanzar un valor de
6000 dolares por tonelada. De acuerdo con lo reportado por (Laverde et al. 2010) y (Espinal
et al. 2006), quienes reportan que el precio promedio historico de Colombia por tonelada es
de 15000 ddlares:
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Figura A-5. Variacion histérica del precio de la miel por tonelada

En cuanto a las importaciones y a las exportaciones de miel, los principales exportadores de
miel son China, Argentina, México y Hungria. En cuanto a los paises importadores, se
encuentran Alemania, Estados Unidos, Japén, Reino Unido y Bélgica. Colombia se
encuentra en el puesto 69 entre 162 paises exportadores de miel, con un valor promedio
anual de 111000 ddlares de los 366 millones de ddlares que representa el valor total
promedio de las exportaciones mundiales. En el caso de los importadores de miel, Colombia
se encuentra en el puesto 98 entre 196 paises con un valor de 45000 délares de los 374
millones de dolares que representan el valor total promedio de las importaciones mundiales,

lo cual se muestra en las tablas A-4 y A-5:

Tabla A-4. Principales exportadores mundiales de miel

Miles de | Millones

Pais |toneladas|de doélares
1 |China 53.15 53.44
2 |Argentina|42.805  |49.40
3 |México |32.695 30.70
4 | Alemania | 10.51 26.99
5 |Hungria |11.24 18.52
69 | Colombia | 0-09 0.11
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Tabla A-5. Principales importadores mundiales de miel

Miles de Millones
Pais toneladas | de délares
1 |Alemania 72.15 87.56
Estados
2 | Unidos 4410 58.42
28.99
3 |Japdn 31.92
4 | Reino Unido |19.78 26.06
5 |Bélgica 10.42 23.79
96 | Colombia 0.02 0.05

Los precios de la miel a nivel internacional han variado a lo largo del tiempo, presentandose
una estabilizacién alrededor de 6000 ddlares por tonelada, y aunque Colombia no sea un
pais importador ni exportador, tiene oportunidades en el mejoramiento de su costo de

produccién, mejorando los procesos y diversificando en el uso de la miel producida.
4.2.2.6 Usos y Aplicaciones

Aungque un gran namero de documentos y articulos se han publicado sobre el tema, la
mayoria se han concentrado en el andlisis bioquimico y los usos alimenticios y no
alimenticios. Los estudios cientificos y la tradicion cultural de diferentes pueblos han llevado
a la utilizaciéon de la miel con diferentes fines, segun lo reportado en 1990, en el Journal of

the Royal Society of Medicine (Mclnerney 1990).

La mayoria de las propiedades antibacterianas y antifingicas de la miel han sido bien
documentados (Mclnerney 1990), ya que la miel sin diluir inhibe el crecimiento de
organismos tales como Staphylococcus aureus, enteropatégenos y Candida albicans. Se ha
demostrado que la miel a una concentracion de 40% es bactericida para diversas bacterias
gram-negativas y gram-positivas, en particular de Salmonella, Shigella, Escherichia coli,
enteropatdgenos y el colera. En concentraciones entre 30% y 50% se encontré que su

efecto antibidtico era superior a antibiéticos como cefaloridina, ampicilina, gentamicina,
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nitrofurantoina, &cido nalidixico y cotrimoxazol por inhibir el crecimiento de los nueve tipos
de organismos patégenos. El mecanismo del efecto antibacteriano de la miel sigue siendo
una especulacion, pero se ha explicado debido a la contraccion de la pared celular
bacteriana, debido al efecto osmatico, pH bajo, y la presencia de sustancias bactericidas
(Mclnerney 1990).

También se ha probado la miel en el tratamiento de heridas quirtrgicas infectadas,
guemaduras y en el manejo postoperatorio. Existen estudios en los que se ha demostrado
qgue la aplicacion directa de miel en las heridas puede evitar el injerto de piel, el
desbridamiento quirdrgico e incluso la amputacion (Mclnerney 1990).

El uso mas comun de la miel, reportado en 2004 es el de endulzante en lugar de la
sacarosa tradicional (MAAREC 2004). La miel es utilizada como fuente de energia, pues
sus azUcares simples son directamente absorbidos en la sangre a través de la digestion. Se
puede utilizar la miel en mezclas para bebidas calientes y frias, asi como en aderezos para
ensaladas y vegetales, salsas para carnes y postres. Se recomienda su uso también para
productos de panaderia tales como panes, galletas, tortas y dulces, pues ayuda a la vida Util
de estos productos. Ademas se puede usar como materia prima en la elaboracién de
hidromieles y bebidas destiladas de miel (MAAREC 2004).

Es bien conocido el uso de la miel en el campo cosmético, como reporta (Mia 2010), en el
cuidado de la piel como humectante, desinfectante para la piel con acné y en el cuidado del
pelo, para dar fortaleza.

En el campo médico, una revision realizada en Manchester, (Bardy et al. 2008) menciona
gue normalmente en los estudios clinicos con miel, el tamafio de la muestra es pequefio, lo
cual puede influir en la importancia de los hallazgos. Afirman que la calidad de los estudios
relativos a la miel es generalmente pobre, pero que también existen algunas evidencias que
apoyan la eficacia de la miel. La miel puede ser considerada como una opcion de
tratamiento o como complemento a la atencion estdndar. La mayoria de los estudios han
puesto de manifiesto los resultados positivos y notables resultados en los que se ha
utilizado miel (Bardy et al. 2008). Afirman que la miel promueve la curaciobn mas rapida,
reduce la estancia hospitalaria, minimiza las cicatrices, elimina las infecciones, neutraliza el
mal olor, alivia el dolor y es aceptada por los pacientes. Reportan también que se encontrd
particularmente eficaz en la curacion de heridas y la reduccion de las infecciones y la

inflamacion en pacientes con cancer, asi como se encontr6 que es Util en la reduccion de la
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gravedad y la duracion de la mucositis inducida por radiacion para pacientes con cancer de

cabeza y cuello (Bardy et al. 2008).






B. Anexo: Vigilancia tecnologica

La busqueda de informacion a través de internet es hoy en dia una de las principales

herramientas para los investigadores con el fin de realizar vigilancia tecnologica.

Utilizando el buscador Google académico, se observa lo siguiente al utilizar diferentes
palabras clave en inglés: por lengua electronica, se encuentran 5280 referencias
reportadas; a medida que la basqueda se hace mas especifica, la cantidad de referencias
reportadas disminuye, por ejemplo, en el caso de la busqueda utilizando vino y lengua
electrénica, se encuentran 1360 referencias; con los términos miel y lengua electrénica 269.
Es importante destacar que buscando hidromiel y lengua electrénica, no se tiene ningun

resultado.

Por otro lado, realizando busquedas con las mismas palabras clave en las principales bases
de datos, se encontrd una tendencia similar a la observada en Google Académico, como se

presenta en la Figura B-1:

Busqueda en Google Académico
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Figura B-1. Namero de publicaciones encontradas utilizando Google Académico

In Figure B-2 se puede observar que en la base de datos Science Direct es donde se puede

encontrar el mayor nimero de publicaciones, seguida por Proquest y Wiley Library. La
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mayoria de informacion se encuentra utilizando lengua electrénica como palabra clave, lo

cual corresponde a 1915 referencias; utilizando hidromiel como lengua electrénica se

encuentran 256 referencias, y cuando se utiliza lengua electrénica y vino, se encuentran

598.
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Figura B-2 Niumero de publicaciones en diferentes bases de datos
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1. Fermentacion

En el proceso de fermentacion se disocian las moléculas de glucosa mediante su
fosforilacion, sin variar el poder reductor neto de la célula, a través de lo cual se genera
energia en un medio anaerobio y se sintetiza piruvato con el que la célula genera alcohol.
De este modo, la fermentacién complementa a la glicdlisis por la oxidacién de la coenzima
nicotinamida adenina, producida en la glicélisis, regenerandola a su forma oxidada NAD+, la

cual interviene nuevamente para producir mas energia en forma de ATP.

Por lo cual, la energia quimica en la fermentacion deriva de la oxidacion de compuestos
reducidos, donde la transferencia de electrones se produce hasta llegar a un aceptor final
gue es un compuesto organico oxidado; a diferencia de los procesos de oxidacién comunes,
donde el aceptor final de los electrones de la oxidaciébn es el oxigeno, o cualquier
compuesto inorganico oxidado. Por consiguiente, en un proceso de fermentaciéon tanto el
donador de electrones como el aceptor, son compuestos de caracter organico, mientras que
en un proceso de respiracion el donador de los electrones es organico y el aceptor

inorganico.

La fermentacion alcohdlica, es un proceso anaerébico realizado generalmente por levaduras
y algunas bacterias. Estas transforman el azlcar en alcohol etilico y diéxido de carbono,
principalmente, tras un proceso celular que comienza después de que la glucosa entra en la

célulay es degradada a la forma de acido piravico (Fattori 2004).

1.1 Fermentacion etandlica
La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico en ausencia oxigeno, originado por la
actividad de algunos microorganismos que procesan los carbohidratos tales como glucosa,

fructosa, sacarosa, etc., para obtener como productos, didxido de carbono y unas moléculas


http://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrato_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Sacarosa
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de ATP que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético
anaerobico. El etanol resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas

alcohdlicas, tales como el vino, la cerveza, entre otros.

La fermentacion alcohdlica tiene como finalidad biol6gica proporcionar energia anaerébica a
los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno. Por ello, disocian
moléculas de glucosa y obtienen energia necesaria para sobrevivir, produciendo el etanol y
el diéxido de carbono como desechos. Las levaduras y bacterias causantes de este
fenbmeno son microorganismos muy habituales en las frutas y cereales, y contribuyen en

gran medida al sabor de los productos fermentados,

Dichos microorganismos viven en ambientes carentes de oxigeno, por lo cual, la

fermentacion alcohdlica es un proceso anaerébico.

Los microorganismos mas usados para la produccion de etanol son las levaduras. La
levadura de panaderia y cerveceria, Saccharomyces cerevisiae, posee ventajas sobre otras
levaduras como la tolerancia a etanol, alta velocidad de conversién del sustrato y
crecimiento a pH 4.0-5.0, estas condiciones implican un bajo riesgo de contaminacion y

sencillez de la operacion en el fermentador.

Las levaduras convierten las hexosas, via glicélisis, en piruvato y posteriormente
decarboxilan piruvato a acetaldehido. Para mantener el balance rédox, el acetaldehido es

reducido a etanol. Por esta via se generan dos moles de ATP por mol de hexosa.

Las levaduras productoras de etanol consumen como sustrato algunos monosacaridos y
disacaridos. Una desventaja de las levaduras durante la fermentaciébn de etanol es
mantener un balance delicado en el suministro de oxigeno, para mantener activa la
mitocondria y el metabolismo de enzimas involucradas en la sintesis de acidos grasos de

membrana.

1.2 Microorganismos en la fermentacion etanélica

Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a cabo el
proceso de fermentacion, propiedad que se ha explotado desde hace muchos afios en la
produccion de pan y de bebidas alcohdlicas. Dentro del género Saccharomyces, la especie

cerevisiae constituye el microorganismo eucariote mas estudiado


http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Vino
http://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Unicelular
http://es.wikipedia.org/wiki/Levadura
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
http://es.wikipedia.org/wiki/Sabor
http://es.wikipedia.org/wiki/Alimentos_fermentados
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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Desde finales del siglo XIX se reconocieron algunas de las ventajas que ofrece el uso de la
levadura de pan, Saccharomyces cerevisiae, como modelo biol6gico en la investigacion: por
un lado, la facilidad con la que se obtienen grandes cantidades de este microorganismo; y
por otro, el hecho de que S. cerevisiae posee un ciclo de vida que al incluir una fase sexual,
permite abordar estudios con las herramientas que provee la genética formal. Otra
caracteristica de esta levadura es el tamafio de su genoma, que por ser pequefio facilité su

secuenciacion (Cuenca & Diaz 2003)

Para su crecimiento requiere sales inorganicas, oxigeno y azucar y, un pH entre 4 y 6. Es
un organismo mesdfilo, ya que crece a temperaturas entre 25 y 40°C. Su temperatura
optima esta entre 32 y 35 °C. Sus requerimientos nutricionales se basan en una relacion
aproximada C:N de 100:12, la cual debe ser suministrada por el medio. Resiste
concentraciones de etanol hasta 12% (v/v). Su forma es redondeada y su tamafo varia
entre 5y 8 um (Cuenca & Diaz 2003)

Por ser un organismo facultativo, puede llevar a cabo las reacciones de respiracion y de
produccién de etanol, las cuales son exotérmicas (Cuenca & Diaz 2003)

Levadura

CeH1206+60, | 6CO,+ 6 H,O + 2820 kJ/mol

Levadura
CsH1206 2C,HsOH + 2CO; + 2H,0 +113 kJ/mol
Esta cepa es comunmente empleada en la produccién de vinos. Aunque es capaz de
emplear un amplio rango de mono- di- y oligosacéridos; los cuales requieren en primer lugar
una gluconeogénesis, donde se forman fosfatos a partir de hexosas y se emplea la
glucosa6-fosfato para la produccién de carbohidratos de almacenamiento y para el
mantenimiento dentro de la via metabdlica de la hexosa monofosfato, en la cual, sintetiza la

ribosa necesaria en nucleétidos (Cuenca & Diaz 2003)

2. Clasificacion
Cada tipo de hidromiel es diferente, y cada sabor caracteristico depende del tipo de miel

empleado, especificamente de su origen botanico o geografico, caracteristicas que influyen
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en sus diferencias organolépticas. El hidromiel puede tener gas o no, puede ser seco 0

dulce. Las variedades dulces a menudo se comparan con el vino Riesling (Berry 2009).
Dentro de las clases de hidromiel més reconocidas se encuentran las siguientes:

Tabla C-1. Clasificacion de los hidromieles

Clase Caracteristica
Bracket o Hechocon malta
Braggot
Cyser Producido con manzanas, sidra de manzana o jugo de manzana
Melomel Hecho con fruta, a excepcién de las manzanas o las uvas
Metheglin Elaborado con hierbas o especias
Pyment Elaborado con uvas, jugo de uva o mosto de uva concentrado
- Producido a partir de mas de un tipo de miel y sin frutas, hierbas o
Tradicional .
especias.

3. Mercado del Vino

Con el fin de establecer la importancia del desarrollo de bebidas tipo vino, es necesario
tener en cuenta el comportamiento del mercado. Los datos reportados por Faostat (FAO
2012), permiten hacer un andlisis de los datos histdricos reportados, el cual revela el

siguiente comportamiento de los resultados:

Las exportaciones mundiales, desde el afio 1961 hasta el afio 2009 han tenido una
tendencia al incremento tanto en volumen como en valor en délares, lo cual se ve reflejado

en las figuras C-1y C-2:

35000 -

«» 30000 -

(1]

® 25000 -

(]

§ 20000 1

- 15000 -

w

2 10000 -

s il
0O laecnunes -||I|||IIIIIIIIII|
T N O M VW OON 1N 0 oI N O N W d
O O O IN N N N 0 0 60 OO0 O O O © O O
a 0O O OO O OO OO O OO OO 0O OO OO0 O O O O
L B B D D D o B o B B B o\ A o VN o\ A |

Ano




Anexo C. Informacién sobre hidromiel

223

Figura C-1. Comportamiento de las exportaciones mundiales de vino en toneladas
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Figura C-2. Comportamiento de las exportaciones mundiales de vino en millones de

dolares

En cuanto los paises que principalmente exportan vino, se presentan a continuaciéon con las

exportaciones en toneladas y miles de dolares. Colombia ocupa el puesto 105 entre 166

paises, como se presenta en la tabla C-2:

Tabla C-2. Principales paises exportadores de vino

Millones
Miles de de

Pais toneladas | doélares

1 Italia 1173.38 1374.77

2 Francia 981.68 3050.66
3 | Espafia 643.11 693.27
4 Argelia 319.05 55.80
5 | Portugal 200.99 310.96

105 | Colombia 0.02 0.04
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Un comportamiento similar al de las figuras C-1 y C-2 y puede observarse para las

importaciones mundiales, que se presentan en las figuras C-3 y C-4:
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En la tabla C-3 se presentan los principales paises importadores de vino de acuerdo con
las toneladas importadas y el valor de las importaciones en millones de dolares Colombia,

se encuentra en el puesto 64 entre 206 paises.

Tabla C-3. Principales paises importadores de vino

Millones
Miles de de
Pais toneladas | délares

1 | Alemania 954.35 | 1079.72
2 Francia 673.45 344.76

Reino
3| Unido | 56017 | 145098

4 URSS 461.49 321.56

Federacion
5 de Rusia 339.92 363.45
64 | Colombia 3.91 7.00

En las figuras C-5 y C-6 se presenta el comportamiento para las importaciones de vinos en
Colombia. Es importante destacar el incremento importante en el volumen de estas
importaciones y el valor que estas representan, ya que en el afio 2009 correspondieron a 14

mil toneladas, que en dinero fueron 35 millones de dolares.
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Figura C-5. Comportamiento de las importaciones de vino en Colombia en toneladas
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Figura C-6. Comportamiento de las importaciones de vino en Colombia en miles de
dolares

Se debe tener en cuenta que para Colombia las exportaciones de vino no representan un

papel importante.

4. Mercado del Hidromiel

De acuerdo con lo reportado por (Berry 2009), desde tiempos ancestrales hasta hoy en dia,
la produccién de hidromiel existe alrededor de todo el mundo. Aunque hoy en dia el nimero
de mercados es menor, la hidromiel se puede encontrar en América del Norte (Canada y los
Estados Unidos), América del Sur (por ejemplo, Uruguay), Europa (por ejemplo, lItalia,
Irlanda, Polonia, Reino Unido), Africa (por ejemplo, Etiopia, Sudéfrica), y la regién Asia-
Pacifico (es decir, Australia y Nueva Zelanda). A pesar que el hidromiel sigue siendo un
producto casero, existen consumidores en diferentes regiones el mundo que valoran este
tipo de productos, pues generalmente tiene mejores caracteristicas que otras bebidas
alcohdlicas comerciales, lo cual hace que este producto sea adecuado para pensar en su

produccion y exportacion hacia algunos paises.

Debido a que el vino de uva es lider al ser comparado con el hidromiel, es un reto grande la
generacion de valor con este producto y por ende las posibles ventas, pero es posible la

apertura de nuevos mercados.
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El hidromiel es generalmente vendido en licoreras, tiendas de vinos, en grandes mercados
de hidromiel, como en Norte América y Europa, asi como también en Australia y Nueva

Zelanda.

Debido a que la demanda mundial de vinos se esta incrementando, y a la preferencia por
vinos de Unica y primera calidad, el hidromiel tiene un nicho importante al cual puede aspirar
(Berry 2009). Segun lo reportado por Euromonitor International, el incremento del valor en
vino ha sido mayor al incremento de volumen de vino en todas las regiones del mundo; de
2002 a 2007, pues en volumen crecié el 1%, mientras que el valor mas del 7% (Berry 2009).
También se espera que las ventas mundiales de vino en volumen crezcan
aproximadamente un 10% entre 2005 y 2010, un aumento de alrededor de 28 billones de
dolares. Se proyecta que los vinos que no son de uva se incrementen en volumen en 5%
llegando a un volumen de ventas al afio 2010 de $ 21 mil millones para el afio 2010. Se
espera que disminuya la demanda de sake japonés y vino de arroz chino. Posiblemente los
consumidores mas jovenes, y de clases alta y media de los mercados asiaticos,
particularmente China, pueden actuar como motores importantes del crecimiento de la
industria global del vino como el consumo de vinos (Berry 2009) que no sean de uva no
tradicionales para ellos. En muchos mercados internacionales, el hidromiel sigue siendo
parte de una industria artesanal o de productos caseros. Aunque el vino de uva todavia
sigue siendo la variedad mas popular de vino a nivel mundial, las preferencias y selecciones
de vino son regionalmente diversas, pero genera la posibilidad e crear oportunidades para

los productores de hidromiel en mercados internacionales.

4.1 Norteamérica

En Norteamérica, se pronostica un crecimiento continuo de la industria vinicola tanto en
volumen como en ventas. Los consumidores de vino, hoy en dia también tienen en cuenta
los beneficios para la salud, demandan variedades de calidad superior, nuevos productos
(por ejemplo, los vinos organicos y bajos en carbohidratos), embalajes dirigidos a las
mujeres, entre otros. El incremento en los ingresos disponibles en las principales zonas
urbanas de Norteamérica hace que probablemente se incremente un mercado de hidromiel,
en particular en los Estados Unidos (Berry 2009). A pesar que el conocimiento generalizado
del hidromiel es limitado, en Estados Unidos existen aproximadamente 60 fabricas

productoras de hidromiel y 30 bodegas para su almacenamiento. El costo oscila entre 10,99
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a 20 ddlares por 750 ml, pero existen variedades de primera calidad se venden hasta en 70
dolares por 750 ml. En Estados Unidos se desarrolla un Festival internacional del hidromiel
para productores de Estados Unidos, Canada, Polonia, Dinamarca, Lituania y Sudéfrica, por
lo cual, se convierte en uno de los mercados mas atractivos para la venta de hidromiel
(Berry 2009).

4.2 Asia Pacifico y Sudeste Asiéatico

En cuanto a las regiones de Asia Pacifico y Sudeste Asiatico, los consumidores asiaticos
guieren tener un estilo de vida mas occidental, lo cual es impulsado por los medios de
comunicacion en Norteamérica. Alli, el consumo de vino de arroz y sake esta disminuyendo,
y se estan importando vinos de uva, los cuales estan incrementando su popularidad; este
cambio de habitos de consumo, también impulsado por viajes de negocios internacionales
hace que los asiaticos estén llevando a sus casas "La cultura del vino para beber". Este
consumo también se esta incrementando por todas las actividades de mercado Y festivales
(Berry 2009). En China hay una tendencia marcada hacia el consumo de bebidas de alta
calidad, por lo cual es un nicho importante para que el hidromiel pueda ubicarse. Para las
mujeres asiticas, el sake y el vino de arroz se consideran opciones muy masculinas, por lo
cual la produccion de hidromieles especiados y frutales puede llegar a ser un importante
nicho de mercado en Asia. En Indonesia, el consumo de vino de frutas y hierbas es el mas
popular, por lo cual la produccién del hidromiel con hierbas y especies puede generar una

alternativa adicional para este mercado potencial (Berry 2009).

4.3 Europa Occidental

En Europa, varios paises son culturalmente e histéricamente tradicionales en la produccion
de hidromiel, y todavia existen consumidores y mercado para este tipo de productos. Sin
embargo, las diferencias en las oportunidades de mercado no existen entre las regiones de
Europa oriental y occidental. Los consumidores europeos del Este, por ejemplo, al igual que
sus homodlogos asiéticos, estan avanzando gradualmente hacia el consumo de vinos mas
"sofisticados” de uva en lugar de "anticuado” vinos de frutas, como los ingresos disponibles
y estilos de vida occidentales siguen aumentando. En Alemania, el vino de frutas mas
popular (75% de las ventas) es el vino de manzana, seguido por cerezas y ciruelas. Por
ello, un hidromiel que incluya una infusion de frutas, hierbas o especias puede tener una
oportunidad de mercado importante alli. Alemania sigue siendo el mayor consumidor de

vinos que no sean de uva en Europa occidental, pues representa el 84% del consumo en
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volumen y el 69% del total de ventas regionales (Berry 2009). En 2005 el volumen de vino
ascendié a 98500 m* (1,2 per cépita), y por un valor de $ 428,9 millones de ddlares. Italia es
el segundo pais consumidor de vinos que no son de uva, lo cual representa el 8% del
consumo de volumen total y el 9% de las ventas en doélares para la regién. Dentro de las
variedades mas populares estan los vinos de melocotén y albaricoque, asi como el
hidromiel, que generalmente se disfrutan como aperitivos y vinos de postre por
consumidores de mediana edad y mayores. Los niveles de de consumo en 2015 fueron de

9400 m® (0,2 per cépita), por un valor de 55,3 millones de délares (Berry 2009).

4.4 Europa Oriental

En Europa oriental, Polonia es el segundo mayor mercado para vinos que no son de uva.
En 2005 el valor en ventas del consumo regional de este tipo de vinos fue 51,5 millones de
dolares y el consumo de 138600 m® (3,6 L per cépita). Los vinos de manzana, grosella y
ciruela son muy populares en Polonia, por lo cual la comercializacién de hidromieles con
infusiones de frutas puede ser exitosa en este mercado. Sin embargo, los vinos de fruta se
consideran como las bebidas de los segmentos de consumidores con menor poder
adquisitivo, ya que sus precios son bajos. El incremento de la clase media en Polonia y el
aumento de ingresos de los consumidores puede reforzar ain mas esta percepcion.
Bielorrusia es el pais que tradicionalmente ha consumido vinos de frutas, ya que no se
cultiva uva. Su consumo anual es de 261 m® de vinos de frutas, lo cual representa el 57%
del total del consumo de esta region. Se espera que la demanda de este tipo de vinos se
incremente, ya que el gobierno alli tiene previsto promocionar y desarrollar la industria de
vinos de uva Yy otras frutas, por lo cual el hidromiel puede tener un nicho de mercado

adecuado en esta region.

Otros mercados como Rusia, Ucrania y Republica Checa tienen bajos consumos de vino de
frutas, (27,9, 19,6 y 5,6 m°® respectivamente). En estos paises los vinos dulces de frutas y
los vinos de grosellas son muy populares. En Republica Checa el consumo de hidromel es
tradicional, por lo cual cuenta con muchas empresas grandes de hidromiel, asi como

también con empresas familiares (Berry 2009).

4.5 Lationamérica
En cuanto a Latinoamérica, Colombia, el mayor mercado de vino de manzana, lo cual

representa el 49% del consumo en volumen y 24% en valor en délares en el afio 2005, es
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decir, 11,7 m® y 15,9 millones de dodlares. Estos valores se deben a que en Colombia existe
la produccion a bajo costo de este tipo de vino, el cual es consumido generalmente por
consumidores de clase media y baja para ocasiones especiales (Berry 2009). Si se
desarrolla un hidromiel con precios competitivos con los vinos locales de manzana, puede

resultar exitosa la produccion y venta de hidromiel en Colombia.

Brasil experimentd el mayor crecimiento de volumen a nivel mundial de vinos de frutas
desde 2002 hasta 2007 (30% de incremento), lo cual es significativamente mas que la tasa
anual global de 1% (Berry 2009). Probablemente este incremento se debe al interés en la
cocina japonesa Yy la proliferacion de restaurantes japoneses en el pais. Se prevé que en
este pais los vinos de frutas pueden ser una alternativa no sélo para su consumo sino

también para su produccion local.

En Uruguay existe la produccion artesanal y a pequefia escala de hidromiel. Normalmente
se vende a 3.60 ddlares por 750 ml, pero principalmente en botellas de un litro de 4,80
dolares (Berry 2009)

4.6 Medio Oriente y Africa

En el Medio oriente y Africa, importan algunos vinos, pero su industria de vinos es pequefa.
Sin embargo, los Emiratos Arabes Unidos importan anualmente una considerable cantidad
de vino de hielo canadiense (30000 délares en 2008), sobre todo en Dubdi, y se ubica 17
entre los mercados de exportacién de vino de hielo de Canada. Egipto, el puesto 21 de los
destinos del vino de hielo canadiense, con exportaciones en 2005, por un valor de 7.541

dolares de las importaciones.

Se cree que el origen del hidromiel fue en Africa hace mas de 20000 afios, y sigue siendo
parte importante de la cultura y tradicién en paises africanos. En Etiopia el vino de miel es
llamado T'ej y sigue siendo la bebida nacional del pais, pues es preferida por encima de los
vinos de uva. Sin embargo, el T'ej es hecho en casa y no se vende comercialmente, pues
cada familia tiene su receta propia, lo cual posiblemente puede limitar el mercado del
hidromiel. Grahamstown, en Sudéfrica es sede de una planta productora de hidromieles que
participa regularmente en el Festival Internacional de Hidromiel. Se prevé que el consumo
de vino se incrementara en Suréfrica, Marruecos, Egipto e Israel, lo cual popularizara la
cultura del vino y probablemente aumente la demanda del consumidor por productos de alta

calidad de vinos internacionales, tales como el hidromiel.
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4.7 Publicaciones acerca hidromiel

Tabla C-4. Publicaciones sobre hidromiel

Autores

Reporte

(Vidrih & Hribar
2007)

En este trabajo evaluaron tres tipos de hidromiel diferentes preparadas con
mieles de castafas, limén y meldn. Los tres tipos de hidromiel se prepararon
inicialmente con 25°Brix, se llevd a cabo la fermentacion a 15°C hasta que
alcanzaron 14.2% de etanol (v/v). Se evalué el perfil de alcoholes obtenido a lo
largo de la fermentacion, asi como acetato de etilo. Se encontr6 que los
panelistas prefirieron el hidromiel que tenia mayor cantidad de azlcares
reductores que la que tenia menos azlcares.

(Sroka &
Tuszynski 2007b)

En este reporte se evalud el contenido de acidos organicos del hidromiel a lo
largo de la fermentacion, utilizando el mismo tipo de levadura, para vino
(Riesling), con relaciones miel:agua 1:3 y 1:2. Se utiliz6 como fuente de
nitrogeno fosfato de amonio hidrogenado (0.4 g/l) y se adicioné &cido citrico
(0.25 g/l). A lo largo de la fermentacion se evalud el contenido de &cidos grasos
utilizando cromatografia de gases, asi como de &cido acético y succinico. Los
mostos contenian &cidos grasos que se cree que pueden inhibir la
fermentacion, encontrandose como dominantes los &cidos decandico,
dodecandico y octandico. Se demostré que al inicio de la fermentacion los
acidos predominantes fueron el acético y succinico, los cuales reducen el pH
del mosto, mientras que el contenido de acidos grasos cae entre un 70 y 80%;
también disminuyen los acidos férmico, hexadecanoico y octadecanoico.

(M. Navrétil et al.
2001)

Este trabajo presenta la evaluacién de la produccion de hidromiel utilizando
levaduras resistentes al etanol (de destileria) inmovilizadas en pectato de calcio,
que tiene mayor resistencia mecanica que el alginato de calcio en un reactor
continuo. Se encontr6 que este soporte puede ser mas estable, y se logran
tener menores tiempos de produccion de hidromiel que al utilizar alginato de
calcio como soporte. Este estudio permite establecer un avance en la forma de
produccion de hidromiel, incrementando la productividad de etanol y por ende,
el tiempo de produccién, haciendo que los costos disminuyan.
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Autores

Reporte

(Kahoun,
Rezkova, et al.
2008)

En este estudio se llevé a cabo la determinacion de 25 compuestos fendlicos de
diferentes muestras de hidromieles utilizando cromatografia liquida con un
arreglo colorimétrico, y en el caso de hidroximetilfurfural, con detector UV. Se
desarrollé un método el cual se optimiz6 en cuanto a la separacion selectiva de
cada uno de los compuestos fendlicos y la sensibilidad maxima en la deteccion
electroquimica. Las muestras de hidromiel se diluyeron en la fase movil 1:1 y
1:50 dependiendo de la concentracion y filtradas. Se determinaron las
concentraciones de estos compuestos en 50 muestras de hidromiel y se
correlacioné con la concentracion de hidroximetilfurfural. Se encontr6 acido
protocatéquico y acido vanilico en el 98% de las muestras, y los compuestos
presentes en el 10% de las muestras fueron catequina y &cido sinapico. Se
encontraron agentes artificiales para mejorar el sabor, tales como vainilina y
etilvainillina, y el hidroximetilfurfural varié en concentraciones entre 2.47 y 158
mg/l. Se concluye que este método es aplicable para hidromiel, miel y otras
muestras similares.

(Mendes-Ferreira
et al. 2010)

La produccion de hidromiel es un proceso que puede durar desde dias hasta
meses para finalizar. El proceso generalmente no es estandarizado, por lo cual
los productos finales pueden tener diferentes caracteristicas. En este trabajo se
evalu6 la produccién de hidromiel utilizando una formulacibn de mosto que
provea a la levadura para realizar una fermentacion adecuada y al final, tener
un producto de alta calidad. Primero, se centrifugd el mosto para reducir los
sélidos insolubles, se pasteuriz6 a 65°C por 10 minutos y posteriormente se
adicioné fuentes de nitrdgeno y acidos organicos. Se determiné que el perfil e
intensidad de los aromas es mayor en los mostos a los que se le adicion6
fosfato de diamonio, encontrdndose una correlacion entre la presencia de
ésteres tipo acetato y etanoato, los cuales dan una sensacion de mayor
frutalidad en las bebidas fermentadas. Por otro lado, la adicién de acidos no
tiene ninguin efecto en la generacion de etanol ni en la produccion de diferentes
compuestos aromaticos.

(Main 2012); (The
New York Times
2012);

Se habla acerca de la historia del hidromiel, el cual nace en Grecia y se
extiende por Europa oriental, teniendo nombres diferentes en cada una de las
regiones donde es producido. En el New York Times se resaltan los eventos
mas importantes a nivel mundial en el caso de los hidromieles y su evaluacion
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sensorial, haciendo una resefia sobre la importancia, su sabor, origen y las
diferentes oportunidades de desarrollo que hay en este momento para este tipo
de bebidas.

Autores

Reporte

(Pereira et al.
2009)

Se reporta que el hidromiel es una bebida generalmente producida de manera
casera, lo cual hace que los productores tengan muchos problemas con la
uniformidad del producto y la generacion de aromas no deseables debido a las
levaduras que se utilizan, lo cual se debe posiblemente a la inhabilidad de la
levadura a adaptarse al mosto y el estrés que pueden sufrir dependiendo de las
caracteristicas del mismo. Se trabajé con cinco tipos de levaduras aisladas de
mieles y dos levaduras comerciales. Dichas levaduras se sometieron a estrés
de presion osmdética, didéxido de azufre y alto contenido de etanol. Todas las
levaduras presentaron el mismo comportamiento bajo estos estreses. Luego se
tomaron dos levaduras aisladas y una comercial para evaluar el proceso de
produccién del hidromiel usando miel oscura y clara a las cuales se les adicioné
dos suplementos, uno comercial y otro desarrollado en el laboratorio. Se
encontré que una de las levaduras aislada de la miel presenté una fermentacion
adecuada, lo cual hace que tanto la composicion de la miel como el tipo de
microrganismo puede generar hidromieles de caracteristicas adecuadas en un
tiempo adecuado.

(Daniel &
Schramm 1995);
(McConnell &
Schramm 2012)

Se da informacioén tecnoldgica para la elaboracion de hidromieles de diferentes
tipos, asi como consejos practicos para el logro de un producto sensorialmente
adecuado, teniendo en cuenta el tipo de miel, la temperatura de fermentacion,
el hidromiel deseado, entre otra informacién. Se presentan condiciones
generales, la importancia de la miel, las condiciones de fermentacién, adicion
de sustitutos.

(Wintersteen et
al., 2005)

En este estudio evaluaron los efectos del tratamiento térmico en la capacidad
antioxidante de hidromieles provenientes de dos tipos de mieles. Para ello
utilizaron técnicas de cromatografia liquido para cuantificar los compuestos
fendlicos, y se evalu6 la capacidad antioxidante utilizando el método ORAC
(oxygen radical absorbance capacity). Se evalu6 la variabilidad de los
componentes volatiles por cromatografia de gases. Se encontr6 que no hay
influencia del tratamiento térmico en la capacidad antioxidante de los
hidromieles evaluados y se encontré una relacion fuerte entre la concentracion
total de los compuestos fendlicos con la capacidad antioxidante. Si se
encontraron diferencias en el perfil aromatico debido a los tratamientos térmicos
realizados, por lo cual deben evitarse para perderlos en dicho tratamiento
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térmico.
Se evalué la produccién de hidromiel utilizando células inmovilizadas en
(Qureshi & alginato de calcio de Hansenula andmala y Saccharomyces cerevisae, las

Tamhane, 1987;
Qureshi, N, 1986)

cuales se empacaron en reactores para llevar a cabo la produccion continua de
hidromiel, el cual se opero6 por 110 dias, obteniéndose una hidromiel adecuada
en un tiempo corto, y con caracteristicas deseables.

Autores

Reporte

(Roldan et al.,
2011)

Evaluaron la produccién de hidromiel adicionando polen como fuente de
nitrégeno y otros micronutrientes, en concentraciones entre 10 y 50 g/l. Se
encontré que la adicion de polen mejord las caracteristicas sensoriales del
hidromiel, asi como la velocidad de fermentacion. Adicionalmente, se encontré
que un hidromiel adecuado debe tener caracteristicas preferidas por el
consumidor que la bebera.

(Barrios &
Principal 2010)

En este trabajo se caracterizé un hidromiel artesanal mediante un analisis
fisicoquimico y sensorial, el cual fue elaborado con mieles provenientes de
Pefia, estado Yaracuy, Venezuela con el fin de garantizar la calidad
organoléptica y grado de aceptacion de este producto. Se realizé andlisis
sensorial con 32 panelistas no entrenados, quienes evaluaron el hidromiel
artesanal y el no comercial y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos productos.

(Chen et al. 2013)

Este es un articulo en el que se llevd a cabo un experimento preliminar dirigido
a los apicultores locales. Tomaron miel diluida y afiadieron diferentes tipos de
levaduras a una necesidad hecha de una miel de la region de Taiwan.
Describieron las diferentes metodologias aplicadas a saber como el avance de
la fermentacion se iba, como HPLC, cromatografia de gases, entre otros.

(Gomes et al.
2013)

En este articulo se estudia la variacion de los diferentes parametros de la
fermentacién de hidromiel mediante el uso de la metodologia de superficie de
respuesta. Ellos hicieron diferentes experimentos y finalmente encontraron las
condiciones Optimas sobre la base de todas las respuestas eran una
temperatura de 24 ° C y una concentracion de nutrientes de 0,88 g / L. Sus
resultados mostraron que los valores experimentales y los predichos fueron
bastante similares. Por lo tanto, sus modelos obtenidos pueden ser utilizados
para optimizar la produccion de hidromiel.

En este articulo se muestra una alternativa de inmovilizacion de superficie para
la produccion de diferentes tipos de hidromiel. Utilizaron cascara de uva
liofilizada como un soporte para las levaduras. Se dieron cuenta de la adicion
de las cascaras causa diferentes efectos positivos, especialmente aumentando
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la concentracion final de etanol, y se encontré que los efectos debidos difusion
de transferencia de masa no son importantes cuando las células se encuentran
en una superficie.

Autores

Reporte

(Menezes et al.

2013)

Este capitulo de libro esté relacionado con el uso de la miel de abejas sin
aguijon para preparar hidromiel. Se explica de una manera general el proceso
de produccion de hidromiel usando este tipo de miel, teniendo en cuenta la
pasteurizacibn como una operacion importante a 65°C durante 5 minutos antes
de comenzar la fermentacién y después de terminar. Se recomiendan el uso de
bentonita para aclarar la bebida al final de la fermentacion.

(Pereira et al.
2014)

En este articulo se muestra una comparacion entre las tres formas de la
fermentacién: mediante el uso de células libres, células inmovilizadas en
alginato de calcio y células inmovilizadas mediante el uso de alginato de calcio
y el quitosano. Se encontraron diferencias significativas especialmente en
compuestos aromaticos generados durante la fermentacion, pero no se
encontraron diferencias en el tiempo, pH, acidez, porcentaje de etanol, etc.
Recomendaron decidir la forma de fermentacion relacionada con resultados
sensoriales que los consumidores podrian evaluar diferentes prados.
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C. Anexo: Informacidén sobre
el hidromiel

1. Fermentacion

En el proceso de fermentacién se disocian las moléculas de glucosa mediante su
fosforilacién, sin variar el poder reductor neto de la célula, a través de lo cual se genera
energia en un medio anaerobio y se sintetiza piruvato con el que la célula genera alcohol.
De este modo, la fermentacién complementa a la glicélisis por la oxidacién de la coenzima
nicotinamida adenina, producida en la glicélisis, regenerandola a su forma oxidada NAD+, la

cual interviene nuevamente para producir mas energia en forma de ATP.

Por lo cual, la energia quimica en la fermentacién deriva de la oxidacién de compuestos
reducidos, donde la transferencia de electrones se produce hasta llegar a un aceptor final
gue es un compuesto organico oxidado; a diferencia de los procesos de oxidacién comunes,
donde el aceptor final de los electrones de la oxidaciébn es el oxigeno, o cualquier
compuesto inorganico oxidado. Por consiguiente, en un proceso de fermentaciéon tanto el
donador de electrones como el aceptor, son compuestos de caracter organico, mientras que
en un proceso de respiracion el donador de los electrones es organico y el aceptor

inorganico.

La fermentacion alcohdlica, es un proceso anaerébico realizado generalmente por levaduras
y algunas bacterias. Estas transforman el azlcar en alcohol etilico y diéxido de carbono,
principalmente, tras un proceso celular que comienza después de que la glucosa entra en la

célulay es degradada a la forma de acido piravico (Fattori 2004).

1.1 Fermentacién etandlica
La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico en ausencia oxigeno, originado por la
actividad de algunos microorganismos que procesan los carbohidratos tales como glucosa,

fructosa, sacarosa, etc., para obtener como productos, dioxido de carbono y unas moléculas


http://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrato_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Sacarosa
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de ATP que consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético
anaerobico. El etanol resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas

alcohdlicas, tales como el vino, la cerveza, entre otros.

La fermentacion alcohdlica tiene como finalidad biolégica proporcionar energia anaerébica a
los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno. Por ello, disocian
moléculas de glucosa y obtienen energia necesaria para sobrevivir, produciendo el etanol y
el dibéxido de carbono como desechos. Las levaduras y bacterias causantes de este
fenbmeno son microorganismos muy habituales en las frutas y cereales, y contribuyen en

gran medida al sabor de los productos fermentados,

Dichos microorganismos viven en ambientes carentes de oxigeno, por lo cual, la

fermentacion alcohdlica es un proceso anaerébico.

Los microorganismos mas usados para la produccion de etanol son las levaduras. La
levadura de panaderia y cerveceria, Saccharomyces cerevisiae, posee ventajas sobre otras
levaduras como la tolerancia a etanol, alta velocidad de conversién del sustrato y
crecimiento a pH 4.0-5.0, estas condiciones implican un bajo riesgo de contaminacion y

sencillez de la operacion en el fermentador.

Las levaduras convierten las hexosas, via glicélisis, en piruvato y posteriormente
decarboxilan piruvato a acetaldehido. Para mantener el balance rédox, el acetaldehido es

reducido a etanol. Por esta via se generan dos moles de ATP por mol de hexosa.

Las levaduras productoras de etanol consumen como sustrato algunos monosacaridos y
disacaridos. Una desventaja de las levaduras durante la fermentaciébn de etanol es
mantener un balance delicado en el suministro de oxigeno, para mantener activa la
mitocondria y el metabolismo de enzimas involucradas en la sintesis de acidos grasos de

membrana.

1.2 Microorganismos en la fermentacion etanélica

Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a cabo el
proceso de fermentacion, propiedad que se ha explotado desde hace muchos afios en la
produccion de pan y de bebidas alcohdlicas. Dentro del género Saccharomyces, la especie

cerevisiae constituye el microorganismo eucariote mas estudiado


http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Vino
http://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Unicelular
http://es.wikipedia.org/wiki/Levadura
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
http://es.wikipedia.org/wiki/Sabor
http://es.wikipedia.org/wiki/Alimentos_fermentados
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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Desde finales del siglo XIX se reconocieron algunas de las ventajas que ofrece el uso de la
levadura de pan, Saccharomyces cerevisiae, como modelo biolégico en la investigacion: por
un lado, la facilidad con la que se obtienen grandes cantidades de este microorganismo; y
por otro, el hecho de que S. cerevisiae posee un ciclo de vida que al incluir una fase sexual,
permite abordar estudios con las herramientas que provee la genética formal. Otra
caracteristica de esta levadura es el tamafio de su genoma, que por ser pequefio facilité su

secuenciacion (Cuenca & Diaz 2003)

Para su crecimiento requiere sales inorganicas, oxigeno y azucar y, un pH entre 4 y 6. Es
un organismo mesofilo, ya que crece a temperaturas entre 25 y 40°C. Su temperatura
Optima esta entre 32 y 35 °C. Sus requerimientos nutricionales se basan en una relacién
aproximada C:N de 100:12, la cual debe ser suministrada por el medio. Resiste
concentraciones de etanol hasta 12% (v/v). Su forma es redondeada y su tamafo varia
entre 5y 8 um (Cuenca & Diaz 2003)

Por ser un organismo facultativo, puede llevar a cabo las reacciones de respiraciéon y de

produccién de etanol, las cuales son exotérmicas (Cuenca & Diaz 2003)

Levadura

CeH1206+60, ___ | 6CO,+ 6 H,O + 2820 kJ/mol

Levadura

CGleoe 2C2H5OH + 2CO, + 2H,0 +113 kJ/mol

Esta cepa es comunmente empleada en la produccién de vinos. Aunque es capaz de
emplear un amplio rango de mono- di- y oligosacéridos; los cuales requieren en primer lugar
una gluconeogénesis, donde se forman fosfatos a partir de hexosas y se emplea la
glucosa6-fosfato para la produccién de carbohidratos de almacenamiento y para el
mantenimiento dentro de la via metabdlica de la hexosa monofosfato, en la cual, sintetiza la

ribosa necesaria en nucleétidos (Cuenca & Diaz 2003)

2. Clasificacion

Cada tipo de hidromiel es diferente, y cada sabor caracteristico depende del tipo de miel
empleado, especificamente de su origen botanico o geografico, caracteristicas que influyen
en sus diferencias organolépticas. El hidromiel puede tener gas o no, puede ser seco o

dulce. Las variedades dulces a menudo se comparan con el vino Riesling (Berry 2009).
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Dentro de las clases de hidromiel mas reconocidas se encuentran las siguientes:

Tabla C-1. Clasificacion de los hidromieles

Clase Caracteristica
Bracket o Hechocon malta
Braggot
Cyser Producido con manzanas, sidra de manzana o jugo de manzana
Melomel Hecho con fruta, a excepcion de las manzanas o las uvas
Metheglin Elaborado con hierbas o especias
Pyment Elaborado con uvas, jugo de uva o mosto de uva concentrado
- Producido a partir de mas de un tipo de miel y sin frutas, hierbas o
Tradicional :
especias.

3. Mercado del Vino

Con el fin de establecer la importancia del desarrollo de bebidas tipo vino, es necesario
tener en cuenta el comportamiento del mercado. Los datos reportados por Faostat (FAO
2012), permiten hacer un andlisis de los datos histdricos reportados, el cual revela el

siguiente comportamiento de los resultados:

Las exportaciones mundiales, desde el afio 1961 hasta el afio 2009 han tenido una
tendencia al incremento tanto en volumen como en valor en délares, lo cual se ve reflejado

en las figuras C-1y C-2:
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Figura C-1. Comportamiento de las exportaciones mundiales de vino en toneladas
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Figura C-2. Comportamiento de las exportaciones mundiales de vino en millones de

doélares

En cuanto los paises que principalmente exportan vino, se presentan a continuacion con las
exportaciones en toneladas y miles de ddlares. Colombia ocupa el puesto 105 entre 166

paises, como se presenta en la tabla C-2:

Tabla C-2. Principales paises exportadores de vino

Millones
Miles de de

Pais toneladas | délares

1 Italia 1173.38 | 1374.77

2 Francia 081.68 3050.66
3 | Espafia 643.11 693.27
4 Argelia 319.05 55.80
5 | Portugal 200.99 310.96

105 | Colombia 0.02 0.04

Un comportamiento similar al de las figuras C-1 y C-2 y puede observarse para las

importaciones mundiales, que se presentan en las figuras C-3 y C-4:
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Figura C-3. Comportamiento de las importaciones mundiales de vino en toneladas
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Figura C-4. Comportamiento de las importaciones mundiales de vino en millones de

délares

En la tabla C-3 se presentan los principales paises importadores de vino de acuerdo con
las toneladas importadas y el valor de las importaciones en millones de ddlares Colombia,

se encuentra en el puesto 64 entre 206 paises.
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Tabla C-3. Principales paises importadores de vino

Millones
Miles de de
Pais toneladas | délares
1 | Alemania | 954.35 | 1079.72
2 Francia 673.45 344.76
Reino
3 | Undo | 56017 |4°0-98
4 URSS 461.49 321.56
Federacion
5 | de Rusia 339.92 363.45
64 | Colombia 3.91 7.00

En las figuras C-5 y C-6 se presenta el comportamiento para las importaciones de vinos en

Colombia. Es importante destacar el incremento importante en el volumen de estas

importaciones y el valor que estas representan, ya que en el afio 2009 correspondieron a 14

mil toneladas, que en dinero fueron 35 millones de ddlares.
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Figura C-5. Comportamiento de las importaciones de vino en Colombia en toneladas
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Figura C-6. Comportamiento de las importaciones de vino en Colombia en miles de
dolares

Se debe tener en cuenta que para Colombia las exportaciones de vino no representan un

papel importante.

4. Mercado del Hidromiel

De acuerdo con lo reportado por (Berry 2009), desde tiempos ancestrales hasta hoy en dia,
la produccién de hidromiel existe alrededor de todo el mundo. Aunque hoy en dia el nimero
de mercados es menor, la hidromiel se puede encontrar en América del Norte (Canada y los
Estados Unidos), América del Sur (por ejemplo, Uruguay), Europa (por ejemplo, lItalia,
Irlanda, Polonia, Reino Unido), Africa (por ejemplo, Etiopia, Sudéfrica), y la regiéon Asia-
Pacifico (es decir, Australia y Nueva Zelanda). A pesar que el hidromiel sigue siendo un
producto casero, existen consumidores en diferentes regiones el mundo que valoran este
tipo de productos, pues generalmente tiene mejores caracteristicas que otras bebidas
alcohdlicas comerciales, lo cual hace que este producto sea adecuado para pensar en su

produccién y exportacién hacia algunos paises.

Debido a que el vino de uva es lider al ser comparado con el hidromiel, es un reto grande la
generacién de valor con este producto y por ende las posibles ventas, pero es posible la

apertura de nuevos mercados.

El hidromiel es generalmente vendido en licoreras, tiendas de vinos, en grandes mercados
de hidromiel, como en Norte América y Europa, asi como también en Australia y Nueva

Zelanda.
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Debido a que la demanda mundial de vinos se esta incrementando, y a la preferencia por
vinos de Unica y primera calidad, el hidromiel tiene un nicho importante al cual puede aspirar
(Berry 2009). Segun lo reportado por Euromonitor International, el incremento del valor en
vino ha sido mayor al incremento de volumen de vino en todas las regiones del mundo; de
2002 a 2007, pues en volumen crecié el 1%, mientras que el valor mas del 7% (Berry 2009).
También se espera que las ventas mundiales de vino en volumen crezcan
aproximadamente un 10% entre 2005 y 2010, un aumento de alrededor de 28 billones de
dolares. Se proyecta que los vinos que no son de uva se incrementen en volumen en 5%
llegando a un volumen de ventas al afio 2010 de $ 21 mil millones para el afio 2010. Se
espera que disminuya la demanda de sake japonés y vino de arroz chino. Posiblemente los
consumidores mas jOvenes, y de clases alta y media de los mercados asiaticos,
particularmente China, pueden actuar como motores importantes del crecimiento de la
industria global del vino como el consumo de vinos (Berry 2009) que no sean de uva no
tradicionales para ellos. En muchos mercados internacionales, el hidromiel sigue siendo
parte de una industria artesanal o de productos caseros. Aunque el vino de uva todavia
sigue siendo la variedad mas popular de vino a nivel mundial, las preferencias y selecciones
de vino son regionalmente diversas, pero genera la posibilidad e crear oportunidades para

los productores de hidromiel en mercados internacionales.

4.1 Norteamérica

En Norteamérica, se pronostica un crecimiento continuo de la industria vinicola tanto en
volumen como en ventas. Los consumidores de vino, hoy en dia también tienen en cuenta
los beneficios para la salud, demandan variedades de calidad superior, nuevos productos
(por ejemplo, los vinos organicos y bajos en carbohidratos), embalajes dirigidos a las
mujeres, entre otros. El incremento en los ingresos disponibles en las principales zonas
urbanas de Norteamérica hace que probablemente se incremente un mercado de hidromiel,
en particular en los Estados Unidos (Berry 2009). A pesar que el conocimiento generalizado
del hidromiel es limitado, en Estados Unidos existen aproximadamente 60 fabricas
productoras de hidromiel y 30 bodegas para su almacenamiento. El costo oscila entre 10,99
a 20 ddlares por 750 ml, pero existen variedades de primera calidad se venden hasta en 70
dolares por 750 ml. En Estados Unidos se desarrolla un Festival internacional del hidromiel

para productores de Estados Unidos, Canada, Polonia, Dinamarca, Lituania y Sudafrica, por
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lo cual, se convierte en uno de los mercados mas atractivos para la venta de hidromiel
(Berry 2009).

4.2 Asia Pacifico y Sudeste Asiético

En cuanto a las regiones de Asia Pacifico y Sudeste Asiatico, los consumidores asiaticos
quieren tener un estilo de vida mas occidental, lo cual es impulsado por los medios de
comunicacion en Norteamérica. Alli, el consumo de vino de arroz y sake esta disminuyendo,
y se estan importando vinos de uva, los cuales estan incrementando su popularidad; este
cambio de habitos de consumo, también impulsado por viajes de negocios internacionales
hace que los asiaticos estén llevando a sus casas "La cultura del vino para beber". Este
consumo también se esta incrementando por todas las actividades de mercado Y festivales
(Berry 2009). En China hay una tendencia marcada hacia el consumo de bebidas de alta
calidad, por lo cual es un nicho importante para que el hidromiel pueda ubicarse. Para las
mujeres asiaticas, el sake y el vino de arroz se consideran opciones muy masculinas, por lo
cual la produccién de hidromieles especiados y frutales puede llegar a ser un importante
nicho de mercado en Asia. En Indonesia, el consumo de vino de frutas y hierbas es el mas
popular, por lo cual la produccién del hidromiel con hierbas y especies puede generar una
alternativa adicional para este mercado potencial (Berry 2009).

4.3 Europa Occidental

En Europa, varios paises son culturalmente e histéricamente tradicionales en la produccion
de hidromiel, y todavia existen consumidores y mercado para este tipo de productos. Sin
embargo, las diferencias en las oportunidades de mercado no existen entre las regiones de
Europa oriental y occidental. Los consumidores europeos del Este, por ejemplo, al igual que
sus homadlogos asiéticos, estan avanzando gradualmente hacia el consumo de vinos mas
"sofisticados” de uva en lugar de "anticuado" vinos de frutas, como los ingresos disponibles
y estilos de vida occidentales siguen aumentando. En Alemania, el vino de frutas mas
popular (75% de las ventas) es el vino de manzana, seguido por cerezas y ciruelas. Por
ello, un hidromiel que incluya una infusién de frutas, hierbas o especias puede tener una
oportunidad de mercado importante alli. Alemania sigue siendo el mayor consumidor de
vinos que no sean de uva en Europa occidental, pues representa el 84% del consumo en
volumen y el 69% del total de ventas regionales (Berry 2009). En 2005 el volumen de vino
ascendié a 98500 m® (1,2 per cépita), y por un valor de $ 428,9 millones de dolares. Italia es

el segundo pais consumidor de vinos que no son de uva, lo cual representa el 8% del
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consumo de volumen total y el 9% de las ventas en doélares para la regién. Dentro de las
variedades mas populares estan los vinos de melocotén y albaricoque, asi como el
hidromiel, que generalmente se disfrutan como aperitivos y vinos de postre por
consumidores de mediana edad y mayores. Los niveles de de consumo en 2015 fueron de

9400 m® (0,2 per cépita), por un valor de 55,3 millones de délares (Berry 2009).

4.4 Europa Oriental

En Europa oriental, Polonia es el segundo mayor mercado para vinos que no son de uva.
En 2005 el valor en ventas del consumo regional de este tipo de vinos fue 51,5 millones de
dolares y el consumo de 138600 m® (3,6 L per cépita). Los vinos de manzana, grosella y
ciruela son muy populares en Polonia, por lo cual la comercializacién de hidromieles con
infusiones de frutas puede ser exitosa en este mercado. Sin embargo, los vinos de fruta se
consideran como las bebidas de los segmentos de consumidores con menor poder
adquisitivo, ya que sus precios son bajos. El incremento de la clase media en Polonia y el
aumento de ingresos de los consumidores puede reforzar ain mas esta percepcion.
Bielorrusia es el pais que tradicionalmente ha consumido vinos de frutas, ya que no se
cultiva uva. Su consumo anual es de 261 m® de vinos de frutas, lo cual representa el 57%
del total del consumo de esta region. Se espera que la demanda de este tipo de vinos se
incremente, ya que el gobierno alli tiene previsto promocionar y desarrollar la industria de
vinos de uva Yy otras frutas, por lo cual el hidromiel puede tener un nicho de mercado

adecuado en esta region.

Otros mercados como Rusia, Ucrania y Republica Checa tienen bajos consumos de vino de
frutas, (27,9, 19,6 y 5,6 m°® respectivamente). En estos paises los vinos dulces de frutas y
los vinos de grosellas son muy populares. En Republica Checa el consumo de hidromel es
tradicional, por lo cual cuenta con muchas empresas grandes de hidromiel, asi como

también con empresas familiares (Berry 2009).

4.5 Lationamérica

En cuanto a Latinoamérica, Colombia, el mayor mercado de vino de manzana, lo cual
representa el 49% del consumo en volumen y 24% en valor en délares en el afio 2005, es
decir, 11,7 m® y 15,9 millones de délares. Estos valores se deben a que en Colombia existe
la produccién a bajo costo de este tipo de vino, el cual es consumido generalmente por

consumidores de clase media y baja para ocasiones especiales (Berry 2009). Si se
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desarrolla un hidromiel con precios competitivos con los vinos locales de manzana, puede

resultar exitosa la produccion y venta de hidromiel en Colombia.

Brasil experimenté el mayor crecimiento de volumen a nivel mundial de vinos de frutas
desde 2002 hasta 2007 (30% de incremento), lo cual es significativamente mas que la tasa
anual global de 1% (Berry 2009). Probablemente este incremento se debe al interés en la
cocina japonesa y la proliferacion de restaurantes japoneses en el pais. Se prevé gque en
este pais los vinos de frutas pueden ser una alternativa no sélo para su consumo sino

también para su produccion local.

En Uruguay existe la produccion artesanal y a pequefia escala de hidromiel. Normalmente
se vende a 3.60 délares por 750 ml, pero principalmente en botellas de un litro de 4,80
dolares (Berry 2009)

4.6 Medio Oriente y Africa

En el Medio oriente y Africa, importan algunos vinos, pero su industria de vinos es pequefa.
Sin embargo, los Emiratos Arabes Unidos importan anualmente una considerable cantidad
de vino de hielo canadiense (30000 ddlares en 2008), sobre todo en Dubai, y se ubica 17
entre los mercados de exportacion de vino de hielo de Canada. Egipto, el puesto 21 de los
destinos del vino de hielo canadiense, con exportaciones en 2005, por un valor de 7.541

dolares de las importaciones.

Se cree que el origen del hidromiel fue en Africa hace mas de 20000 afios, y sigue siendo
parte importante de la cultura y tradicion en paises africanos. En Etiopia el vino de miel es
llamado T'ej y sigue siendo la bebida nacional del pais, pues es preferida por encima de los
vinos de uva. Sin embargo, el T'ej es hecho en casa y no se vende comercialmente, pues
cada familia tiene su receta propia, lo cual posiblemente puede limitar el mercado del
hidromiel. Grahamstown, en Sudafrica es sede de una planta productora de hidromieles que
participa regularmente en el Festival Internacional de Hidromiel. Se prevé que el consumo
de vino se incrementara en Suréfrica, Marruecos, Egipto e Israel, lo cual popularizara la
cultura del vino y probablemente aumente la demanda del consumidor por productos de alta

calidad de vinos internacionales, tales como el hidromiel.
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4.7 Publicaciones acerca hidromiel

Tabla C-4. Publicaciones sobre hidromiel

Autores

Reporte

(Vidrih & Hribar
2007)

En este trabajo evaluaron tres tipos de hidromiel diferentes preparadas con
mieles de castafas, limén y meldn. Los tres tipos de hidromiel se prepararon
inicialmente con 25°Brix, se llevd a cabo la fermentacion a 15°C hasta que
alcanzaron 14.2% de etanol (v/v). Se evalu6 el perfil de alcoholes obtenido a lo
largo de la fermentacion, asi como acetato de etilo. Se encontré que los
panelistas prefirieron el hidromiel que tenia mayor cantidad de azUcares
reductores que la que tenia menos azlcares.

(Sroka &
Tuszynski 2007b)

En este reporte se evalud el contenido de &cidos organicos del hidromiel a lo
largo de la fermentacion, utilizando el mismo tipo de levadura, para vino
(Riesling), con relaciones miel:agua 1:3 y 1:2. Se utiliz6 como fuente de
nitrogeno fosfato de amonio hidrogenado (0.4 g/l) y se adicioné &cido citrico
(0.25 g/l). A lo largo de la fermentacion se evalué el contenido de acidos grasos
utilizando cromatografia de gases, asi como de acido acético y succinico. Los
mostos contenian &cidos grasos que se cree que pueden inhibir la
fermentacion, encontrandose como dominantes los &cidos decandico,
dodecandico y octandico. Se demostré que al inicio de la fermentacion los
acidos predominantes fueron el acético y succinico, los cuales reducen el pH
del mosto, mientras que el contenido de acidos grasos cae entre un 70 y 80%;
también disminuyen los acidos férmico, hexadecanoico y octadecanoico.

(M. Navratil et al.
2001)

Este trabajo presenta la evaluacion de la produccién de hidromiel utilizando
levaduras resistentes al etanol (de destileria) inmovilizadas en pectato de calcio,
gue tiene mayor resistencia mecanica que el alginato de calcio en un reactor
continuo. Se encontré que este soporte puede ser mas estable, y se logran
tener menores tiempos de produccién de hidromiel que al utilizar alginato de
calcio como soporte. Este estudio permite establecer un avance en la forma de
produccién de hidromiel, incrementando la productividad de etanol y por ende,
el tiempo de produccién, haciendo que los costos disminuyan.
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Autores

Reporte

(Kahoun,
Rezkova, et al.
2008)

En este estudio se llevé a cabo la determinacion de 25 compuestos fendlicos de
diferentes muestras de hidromieles utilizando cromatografia liquida con un
arreglo colorimétrico, y en el caso de hidroximetilfurfural, con detector UV. Se
desarrollé un método el cual se optimizd en cuanto a la separacion selectiva de
cada uno de los compuestos fendlicos y la sensibilidad méaxima en la deteccién
electroquimica. Las muestras de hidromiel se diluyeron en la fase movil 1:1 y
1:50 dependiendo de la concentracion y filtradas. Se determinaron las
concentraciones de estos compuestos en 50 muestras de hidromiel y se
correlacion6 con la concentracion de hidroximetilfurfural. Se encontré &cido
protocatéquico y acido vanilico en el 98% de las muestras, y los compuestos
presentes en el 10% de las muestras fueron catequina y &cido sinapico. Se
encontraron agentes artificiales para mejorar el sabor, tales como vainilina y
etilvainillina, y el hidroximetilfurfural vari6 en concentraciones entre 2.47 y 158
mg/l. Se concluye que este método es aplicable para hidromiel, miel y otras
muestras similares.

(Mendes-Ferreira
et al. 2010)

La produccion de hidromiel es un proceso que puede durar desde dias hasta
meses para finalizar. El proceso generalmente no es estandarizado, por lo cual
los productos finales pueden tener diferentes caracteristicas. En este trabajo se
evalu6 la produccién de hidromiel utilizando una formulacibn de mosto que
provea a la levadura para realizar una fermentacion adecuada y al final, tener
un producto de alta calidad. Primero, se centrifugé el mosto para reducir los
sélidos insolubles, se pasteuriz6 a 65°C por 10 minutos y posteriormente se
adicioné fuentes de nitrdgeno y acidos organicos. Se determiné que el perfil e
intensidad de los aromas es mayor en los mostos a los que se le adicion6
fosfato de diamonio, encontrandose una correlacion entre la presencia de
ésteres tipo acetato y etanoato, los cuales dan una sensacion de mayor
frutalidad en las bebidas fermentadas. Por otro lado, la adicién de acidos no
tiene ningun efecto en la generacion de etanol ni en la produccion de diferentes
compuestos aromaticos.

(Main 2012); (The
New York Times
2012);

Se habla acerca de la historia del hidromiel, el cual nace en Grecia y se
extiende por Europa oriental, teniendo nombres diferentes en cada una de las
regiones donde es producido. En el New York Times se resaltan los eventos
mas importantes a nivel mundial en el caso de los hidromieles y su evaluacion
sensorial, haciendo una resefia sobre la importancia, su sabor, origen y las
diferentes oportunidades de desarrollo que hay en este momento para este tipo
de bebidas.
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Autores

Reporte

(Pereira et al.
2009)

Se reporta que el hidromiel es una bebida generalmente producida de manera
casera, lo cual hace que los productores tengan muchos problemas con la
uniformidad del producto y la generacion de aromas no deseables debido a las
levaduras que se utilizan, lo cual se debe posiblemente a la inhabilidad de la
levadura a adaptarse al mosto y el estrés que pueden sufrir dependiendo de las
caracteristicas del mismo. Se trabaj6é con cinco tipos de levaduras aisladas de
mieles y dos levaduras comerciales. Dichas levaduras se sometieron a estrés
de presion osmdética, didéxido de azufre y alto contenido de etanol. Todas las
levaduras presentaron el mismo comportamiento bajo estos estreses. Luego se
tomaron dos levaduras aisladas y una comercial para evaluar el proceso de
produccion del hidromiel usando miel oscura y clara a las cuales se les adicion6
dos suplementos, uno comercial y otro desarrollado en el laboratorio. Se
encontré que una de las levaduras aislada de la miel presenté una fermentacion
adecuada, lo cual hace que tanto la composicion de la miel como el tipo de
microrganismo puede generar hidromieles de caracteristicas adecuadas en un
tiempo adecuado.

(Daniel &
Schramm 1995);
(McConnell &
Schramm 2012)

Se da informacién tecnoldgica para la elaboracion de hidromieles de diferentes
tipos, asi como consejos practicos para el logro de un producto sensorialmente
adecuado, teniendo en cuenta el tipo de miel, la temperatura de fermentacion,
el hidromiel deseado, entre otra informacion. Se presentan condiciones
generales, la importancia de la miel, las condiciones de fermentacién, adicion
de sustitutos.

(Wintersteen et
al., 2005)

En este estudio evaluaron los efectos del tratamiento térmico en la capacidad
antioxidante de hidromieles provenientes de dos tipos de mieles. Para ello
utilizaron técnicas de cromatografia liquido para cuantificar los compuestos
fendlicos, y se evalu6 la capacidad antioxidante utilizando el método ORAC
(oxygen radical absorbance capacity). Se evalu6 la variabilidad de los
componentes volatiles por cromatografia de gases. Se encontrd6 que no hay
influencia del tratamiento térmico en la capacidad antioxidante de los
hidromieles evaluados y se encontré una relacion fuerte entre la concentracion
total de los compuestos fendlicos con la capacidad antioxidante. Si se
encontraron diferencias en el perfil aromatico debido a los tratamientos térmicos
realizados, por lo cual deben evitarse para perderlos en dicho tratamiento
térmico.

(Qureshi &
Tamhane, 1987;
Qureshi, N, 1986)

Se evalud la produccion de hidromiel utilizando células inmovilizadas en alginato de calcio de
Hansenula anémala y Saccharomyces cerevisae, las cuales se empacaron en reactores para
llevar a cabo la produccién continua de hidromiel, el cual se oper6 por 110 dias, obteniéndose una
hidromiel adecuada en un tiempo corto, y con caracteristicas deseables.
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Autores

Reporte

(Roldan et al.,
2011)

Evaluaron la produccién de hidromiel adicionando polen como fuente de
nitrégeno y otros micronutrientes, en concentraciones entre 10 y 50 g/l. Se
encontré que la adicion de polen mejor6 las caracteristicas sensoriales del
hidromiel, asi como la velocidad de fermentacion. Adicionalmente, se encontr6
que un hidromiel adecuado debe tener caracteristicas preferidas por el
consumidor que la bebera.

(Barrios &
Principal 2010)

En este trabajo se caracterizd un hidromiel artesanal mediante un analisis
fisicoquimico y sensorial, el cual fue elaborado con mieles provenientes de
Pefia, estado Yaracuy, Venezuela con el fin de garantizar la calidad
organoléptica y grado de aceptacion de este producto. Se realizd andlisis
sensorial con 32 panelistas no entrenados, quienes evaluaron el hidromiel
artesanal y el no comercial y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos productos.

(Chen et al. 2013)

Este es un articulo en el que se llevé a cabo un experimento preliminar dirigido
a los apicultores locales. Tomaron miel diluida y afiadieron diferentes tipos de
levaduras a una necesidad hecha de una miel de la region de Taiwan.
Describieron las diferentes metodologias aplicadas a saber como el avance de
la fermentacién se iba, como HPLC, cromatografia de gases, entre otros.

(Gomes et al.
2013)

En este articulo se estudia la variacion de los diferentes parametros de la
fermentacién de hidromiel mediante el uso de la metodologia de superficie de
respuesta. Ellos hicieron diferentes experimentos y finalmente encontraron las
condiciones Optimas sobre la base de todas las respuestas eran una
temperatura de 24 ° C y una concentracion de nutrientes de 0,88 g / L. Sus
resultados mostraron que los valores experimentales y los predichos fueron
bastante similares. Por lo tanto, sus modelos obtenidos pueden ser utilizados
para optimizar la produccién de hidromiel.

En este articulo se muestra una alternativa de inmovilizacion de superficie para
la produccion de diferentes tipos de hidromiel. Utilizaron céscara de uva
liofilizada como un soporte para las levaduras. Se dieron cuenta de la adicion
de las cascaras causa diferentes efectos positivos, especialmente aumentando
la concentracion final de etanol, y se encontré que los efectos debidos difusion
de transferencia de masa no son importantes cuando las células se encuentran
en una superficie.
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Autores

Reporte

(Menezes et al.

2013)

Este capitulo de libro esté relacionado con el uso de la miel de abejas sin
aguijon para preparar hidromiel. Se explica de una manera general el proceso
de produccion de hidromiel usando este tipo de miel, teniendo en cuenta la
pasteurizacibn como una operacion importante a 65°C durante 5 minutos antes
de comenzar la fermentacion y después de terminar. Se recomiendan el uso de
bentonita para aclarar la bebida al final de la fermentacion.

(Pereira et al.
2014)

En este articulo se muestra una comparacion entre las tres formas de la
fermentacién: mediante el uso de células libres, células inmovilizadas en
alginato de calcio y células inmovilizadas mediante el uso de alginato de calcio
y el quitosano. Se encontraron diferencias significativas especialmente en
compuestos aromaticos generados durante la fermentacion, pero no se
encontraron diferencias en el tiempo, pH, acidez, porcentaje de etanol, etc.
Recomendaron decidir la forma de fermentacion relacionada con resultados
sensoriales que los consumidores podrian evaluar diferentes prados.
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D. Anexo: Aplicaciones de lengua
electronica

A continuacion se presenta una recopilacion de diferentes aplicaciones encontradas de la

lengua electronica.

Es importante resaltar el gran nUmero de publicaciones en este tema, y dicho nimero se
incrementa cada dia, lo cual significa que es una tematica que se encuentra en desarrollo

debido a su aplicabilidad a diferentes matrices y procesos de interés.

En la Tabla D-1 se presentan algunas de las publicaciones relacionadas con los principios y
conceptos basicos; en la Tabla D-2 se presentan algunas publicaciones relacionadas con
los sensores utilizados y el funcionamiento de la lengua electrénica; en la Tabla D-3 se
presentan articulos relevantes de muestras liquidas, agua y bebidas; en la Tabla D-4 se
presentan articulos acerca del monitoreo de procesos biotecnoldgicos; en la Tabla D-5 se
reportan articulos que tratan sobre leche y productos lacteos, y en la tabla D-6 articulos

acerca de diferentes aplicaciones, tanto ambientales, como de otra indole.
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Tabla D-1 Revisién de principios y conceptos basicos

Autores Detalle
Revisibn que discute los principios basicos y las
aplicaciones de las lenguas electrénicas voltamétricas. Se
introduce el concepto de lenguas electronicas y sensores
(Winquist 2008) de gustos, se describen los principios de medicion tales

como voltametria de pulso y reduccion variable. Se
presentan aplicaciones en diferentes industrias, tales como
la de alimentos, ambiental, papel y agricultura.

(Viswanathan et al. 2009)

Revisi6n de los desarrollos recientes en biosensores
electroquimicos aplicados a andlisis de alimentos.

(Scampicchio, Davide
Ballabio, et al. 2008)

Este es un articulo en el que se hace una revision sobre las
lenguas electrénicas basadas en sensores amperomeétricos
y aplicados en andlisis de alimentos. Se muestra la
importancia tanto del tipo de sensores como del analisis
mutlivariado que hay que realizar para que efectivamente
este tipo de herramientas sean utiles en el andlisis de
alimentos, bebidas y monitoreo de agua. Se encontr6 que
dentro de las aplicaciones reportadas por varios autores, se
encuentra el andlisis para identificacion de vinos de
acuerdo con la regién, el tipo de uva y la cosecha de la cual
provienen.

(Prien 2007)

En este articulo se hace una revision de las diferentes
tecnologias que se han desarrollado para producir
sensores in situ desde el 2002 hasta el 2007. Se presenta
el potencial de tecnologias y posibles sensores futuros,
tales como caracteristicas espectroscopicas y absorcion
Optica para la determinacibn de concentraciones de
nitratos, determinacion de oxigeno oceanico, componentes
volatiles disueltos y andlisis in-situ de diferentes analitos.

(Vlasov et al. 2008)

En este articulo se hace una revision de los diferentes
principios en los que se basan las lenguas electrénicas, asi
como los diferentes tipos de lenguas electronicas y algunas
aplicaciones, especificamente enfocada al andlisis y
clasificacion de medios liquidos, su andlisis cuantitativo e
importancia a nivel industrial, en especial para la aplicacion
de sabores en alimentos y medicamentos.
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Autores

Detalle

(Suzuki 2008)

En este articulo se resalta la importancia de los sensores
de gusto artificial y la filosofia que hay tras de ellos. Se
menciona que este tipo de sensores pueden utilizarse con
el fin de determinar las relaciones que pueden existir entre
el desarrollo de bebidas y consumidores.

(Zeravik et al. 2009)

Este articulo hace una revision en la que se comparan
diferentes clases de sensores bioelectronicos. Se discuten
los diferentes principios de las lenguas voltamétricas con
aplicaciones en alimentos y ambientales. Se presentan
diferentes avances en el estudio de los sensores
bioelectrénicos, asi como el potencial en el analisis de
vinos y la importancia de los métodos de evaluaciéon e
interpretacion.

(Zhou et al. 2010)

En este articulo se hace la revision de la lengua electronica
universal necesaria para determinar el sabor en alimentos.
Se menciona la importancia de los métodos de
reconocimiento de patrones para poder realizar diferentes
aplicaciones en diferentes matrices alimenticias. Se
menciona que el enfoque en la quimiometria, y
especialmente en los métodos de andlisis multivariado son
herramientas fundamentales para lograr tener una lengua
electrénica universal.

(Latha & Lakshmi 2012)

En este articulo se presentan aspectos relevantes que
destacan la utilizacion de lenguas electrénicas en paneles
de medicamentos debido a su flexibilidad y a las
restricciones que la FDA presenta para las pruebas
sensoriales de medicamentos con paneles sensoriales
tradicionales.
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Tabla D-2 Sensores y funcionamiento de lengua electrénica

Autores

Detalle

(Pioggia, et al., 2007a;
Pioggia,et al., 2007b)

Prototipo de lengua electrénica basada en la medicién de
la impedancia con multiples sensores compuestos. Los
autores presentaron un prototipo de lengua electronica
basada en la medicion de la impedancia con mdltiples
sensores compuestos. Se fabricaron cinco diferentes
sensores, los cuales actuaban a través de tres diferentes
mecanismos de reconocimiento: un nanotubo de hidrogel
de carbono (CNT) cargado, dos polimeros comerciales
cargados con carbén negro y dos polimeros conductores.
Desde su descubrimiento en la década de 1990, se han
estudiado los CNT, debido a su actuacion, mecanica y
deteccién de propiedades.

(Rachid et al. 2010)

Dispositivos en los que se emplea la voltamperometria, en
los que se mide la corriente con potenciales fijos. Cuando
se utiliza voltamperometria en medios complejos, sin
embargo, se obtienen espectros bastante complejos, y la
interpretacion de los datos puede ser dificil. Sin embargo,
los voltamogramas contienen una gran cantidad de
informacién y para extraerla, la utilizacion de métodos de
calibraciébn multivariada ha sido de creciente interés vy
utilizacion.

(Winquist, 1999; Winquist et
al., 1997)

Lengua electronica basada en voltamperometria, la cual
consiste en una serie de los diferentes electrodos de
trabajo en una configuracion de tres electrodos que se
aplican la voltamperometria de pulso. Esta lengua
electrénica fue capaz de clasificar diversos liquidos, como
jugos de fruta y bebidas sin gas, y seguir los procesos de
envejecimiento de leche.

(Winquist et al., 2000)

Lengua electrénica hibrida, la cual trabaja sobre la base de
una combinacion de determinaciones potenciométricas,
voltamperométricas y conductividad. En este articulo se
utilizaron diferentes leches fermentadas con el fin de hacer
un experimento modelo que permitiera su clasificacion. La
informacién que se obtuvo en este experimento se tratd a
través del procesamiento de datos multivariados PCA vy
redes neuronales ANN.
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Autores

Detalle

Vlasov, 2000, Winquist et al.,
2008

Reportan que a pesar de que la logica detras de la
aplicacion de los sensores de baja selectividad se basa en
una analogia con la organizacion bioldgica del sistema
olfativo y el gusto en los mamiferos, se puede decir que a
medida que la lengua electronica clasifica propiedades
particulares en los sistemas complejos, los resultados no
necesariamente se relacionan con la sensacion humana,
sino que puede relacionarse con otras propiedades de
calidad en una muestra

(Gutés et al., 2007)

Determinacién de &cido ascoérbico, Urico y acetaminofén
con una lengua electrénica voltamétrica automatizada, con
un sistema de andlisis de inyeccion secuencial (SIA)
acoplada a una red neuronal artificial y una herramienta
guimiométrica para el modelamiento y analisis del sistema.

(Bratov et al., 2010)

En este articulo se destaca el desarrollo de sensores de
iones basados en membranas poliméricas que se aplican
para determinaciones analiticas. Se diferencian los
diferentes tipos de sensores y arreglos de sensores, asi
como los principios de transduccion tales como electrodos
selectivos de iones con membranas poliméricas, electrodos
de contacto sdlidos, electrodos de alambres recubiertos,
transistores y sensores potenciométricos de luz dirigible.

(Kumar 2006)

En este trabajo se evalud el disefio de un dispositivo similar
a una lengua de mamiferos utilizando membranas
poliméricas y lipidos. Se evalu6 la discriminacién de los
cinco sabores basicos utilizando muestras modelo, y luego
mezclas que incluyeran todos los sabores. Se encontrd que
esta lengua pudo encontrar los limites superiores e
inferiores de los datos encontrados, y relacionarlos con la
sensacion de gusto en diferentes tipos de muestra.
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Autores

Detalle

(Ceto6 et al. 2013)

En este trabajo se presenta la comparacion de diferentes
alternativas numéricas de procesamiento de datos
obtenidos a través de lenguas electrénicas voltamétricas
con el fin de reducir la alta dimensionalidad de las matrices
de respuesta. Se utilizo andlisis de componentes
principales, transformada rapida de Fourier, transformada
wavelet discreta,
y diferentes alternativas de modelacion (regresion de
componentes principales, de regresibn por minimos
cuadrados parciales, en multiples sentidos parciales de
regresion por minimos cuadrados, las redes neuronales
artificiales); se emplearon datos obtenidos a través de un
biosensor aplicado en la deteccion de compuestos
fendlicos.

(Campos et al. 2012)

Este trabajo propone una metodologia para el disefio de
matrices de impulsos aplicados en las técnicas de
clasificacion y cuantificacion basados en el uso de pulsos
en lenguas electronicas voltamétricos. Como problema
modelo se disefid un procedimiento para predecir los
niveles de ferrocianuro, usando una lengua electrénica
voltameétrica con un conjunto de electrodos nobles de oro,
platino, iridio, y rodio. Se aplic6 el andlisis multivariado
basado en minimos cuadrados (PLS) técnicas parciales
para la gestién de datos y modelos construccién predictiva.
Se probaron varios conjuntos de datos para poder
proponer la metodologia planteada.

(Alcafiiz et al. 2012)

En este trabajo se presenta un instrumento que permite
llevar a cabo la aplicacién te técnicas voltamétricas y de
impedancia. Se realizaron estudios de voltametria
utilizando un total de ocho electrodos de trabajo que se
encuentran en un cilindro de acero inoxidable utilizado en
el mismo tiempo que tanto el cuerpo del sistema. Con el fin
de aplicar el instrumento, se aplicaron técnicas voltamétrica
a bebidas cola y utilizando técnicas de PCA se encontré la
clasificacion de las bebidas.
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Autores

Detalle

(del Valle 2012)

Es un trabajo de revision en el que se describen los
trabajos mas recientes relacionados con sistemas
electroquimicos de lengua electronica, resaltando la
utilizacion de sensores en serie y herramientas
qguimiométricas para manipular la compleja informacion
generada. Se describe el uso de redes neuronales
artificiales como la variante de procesamiento de datos. Se
utilizan diferentes ejemplos de aplicacion utilizando casos
seleccionados del Grupo de sensores y biosensores de la
Universidad Autonoma de Barcelona.

Tabla D-3 Muestras liquidas, agua y bebidas

Autores

Detalle

(Moreno et al., 2006)

Se utiliz6 una lengua electronica integrada por sensores
guimicos selectivos para iones Se clasificaron 13 marcas
diferentes de agua mineral. Aplicaron varios métodos de
reconocimiento de patrones, como el andlisis de
agrupamiento jerarquico (HCA) y andlisis de componentes
principales (PCA). Se demostré que la lengua electrénica
utilizada fue capaz de diferenciar entre clases asi como
entre marcas de aguas. Finalmente, lograron construir un
modelo de clasificacion basado en los datos
experimentales, lo cual convirtié a este instrumento en una
herramienta de clasificacion rapida y a bajo costo.

(Vlasov et al., 1997)

Lengua electrénica con base en una matriz de electrodos
de vidrio, combinados con una rutina de reconocimiento de
patrones, para la medicion de los metales en el agua del
rio, o en combinacién con poli cloruro de vinilo para
evaluacion de bebidas.

(Toko, 1998Db), (lvarsson
2001), (Esbensen et al.,
2004), (Toko, 2000)

Sensores de gusto sobre membranas a base de lipidos /
polimero en un electrodo de varios canales con
aplicaciones en clasificacion de café y leche
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Autores

Detalle

(Legin, 1997)

Evaluacién analitica con una lengua electrénica capaz de
diferenciar diferentes grupos de bebidas tales como t€, café
jugos, gaseosas y cervezas y monitorear la calidad de
jugos de fruta durante su almacenamiento |y
envejecimiento. Menciona también que los dispositivos
potenciométricos se mide todo a través del comportamiento
de diferentes electrodos de referencia y de trabajo. Se han
creado lenguas electrénicas con base en una matriz de
electrodos de vidrio, combinados con una rutina de
reconocimiento de patrones, para la medicion de los
metales en el agua del rio, o en combinacion con poli
(cloruro de vinilo) para la degustacion de las membranas
de bebidas.

(H. Men et al., 2009)

Disefio de un sistema de lengua electrénico basado en
sensores selectivos de iones aplicado a la clasificacion de
agua mineral, con deteccién rapida de iones H+, Nat,
Ca++ y K+, constituyéndose en una herramienta de bajo
costo, aplicable al control de calidad y con respuesta en
tiempo real.

(Martina et al., 2007)

Evaluaciéon de electrodos de oro y platino, y un electrodo
modificado con platino y poli(3,4-etilenedioxitiofeno) para
determinar su capacidad discriminativa aplicada a frutas y
jugos de fruta.

(Hong Men et al., 2008)

Utilizacion de una red neuronal y algoritmos genéticos para
analizar y controlar sefiales obtenidas a través de una
lengua electrénica de multiples sensores para identificacion
de iones aplicados a diferentes tipos de aguas minerales.

(Di Natale 1997)

Utilizacion de una lengua electrénica para caracterizacion
de aguas contaminadas con diferentes tipos de iones. Se
logré realizar diferenciacion de aguas con diferentes
contaminantes, utilizando un arreglo de sensores que
identificaban siete tipos diferentes de iones. Se utilizo
andlisis de componentes principales y minimos cuadrados
para evaluar y analizar los datos obtenidos a partir del
sistema utilizado.
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Autores

Detalle

(Verrelli & Di Natale 2008)

Aplicacion de lengua electrénica en mediciones
ambientales, aplicando diferentes tipos de sensores
recubrimientos y técnicas de validacion y procesamiento
estadistico de datos para la obtencion de condiciones
adecuadas de un sistema capaz de ser aplicado a
monitoreo ambiental.

(Sehra 2004)

En este articulo se presenta el disefio y la realizacion de un
sistema de deteccion tipo lengua electrénica que se basa
en una superficie horizontal de doble corte de onda
acustica (SH-SAW), el cual puede diferenciar los diferentes
sabores basicos en liquidos. Para ello, se fabricaron
sesenta sensores diferentes, con los cuales se llevo a cabo
la determinacion de los sabores basicos: amargo, salado,
acido y dulce en muestras sintéticas. Se encontro relacion
entre la teoria electroacUstica y propiedades de los
liquidos, tales como la conductividad y permitividad relativa

(Lavigne et al. 1998)

Aplicaciones de lenguas electronicas  descritas
recientemente basadas en la absorcion de la luz, con
aplicacién para mezclas de azucares simples con este
dispositivo a valores de pH diferentes

(Men et al. 2005)

Se desarrollé una lengua electrénica portatil con un sensor
potenciométrico de luz multidireccional y dos sensores
electroquimicos. Esta lengua se enfocé en el andlisis de
hierro (II), hierro (lll), cromo (VI) para aplicarse en aguas
residuales y deteccién de metales pesados, teniendo en
cuenta técnicas voltamétricas de diferentes clases y
métodos para deteccion simultdnea de iones y metales
pesados.

(Nieh et al. 2009)

Se desarroll6 un sistema potenciométrico de inyeccion de
flujo para determinar el grado de fermentacion de té
basado en los potenciales redox de infusiones de té, las
cuales se extrajeron con buffer de fosfato. Este sistema
pudo identificar el grado de fermentacion de muestras
comerciales de té utlizando electrodos de platino y
carbono.
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Autores

Detalle

(Bhattacharyya et al. 2012;
Ghosh et al. 2012)

En estos articulos los autores se enfocan en la
determinacioén de parametros de la calidad del té. En el
primer caso, los autores utilizan electrodos de diferentes
metales nobles con el fin de caracterizar el licor negro de
té, encontrando una relacion adecuada de las mediciones
realizadas con la lengua electrénico y un espectrofotébmetro
UV-Vis.

En el segundo caso, los autores expresan la dificultad de la
determinacion de parametros de calidad del té, los cuales
son determinados generalmente por catadores expertos.
Utilizan una lengua electrénica voltamétrica con el fin de
llecar a cabo voltametria de pulso y cinco electrodos de
trabajo de oro, iridio, paladio, platino, y rodio. Los datos se
transforman utilizando wavelet discreta (DWT) y luego se
procesan

utilizando el andlisis de componentes principales ( PCA) y
discriminante lineal analisis (LDA) para la visualizacion de
las agrupaciones subyacentes. Finalmente,
se utilizaron redes neuronales con el fin de establecer las
correlaciones entre las respuestas de los catadores
expertos y los analisis obtenidos mediante el uso de la
lengua electrénica.

(Smyth & Cozzolino 2013)

Los autores hacen una revision de las diferentes técnicas
gue existen para predecir el aroma en diferentes bebidas
utilizando combinacién de nariz electronica, lengua
electrénica, espectrofotometria, entre otras técnicas.
Resaltan la importancia de la utilizacion de analisis
multivariado para poder generar modelos predictivos, y
mencionan que dentro de las limitaciones que se
encuentran estan el nUmero de experimentos realizados y
la particularidad de cada una de las matrices analizadas.

(Liu et al. 2012)

En este estudio se utilizd una lengua electrénica
potenciométrica, en la cual se analizaron bebidas de
naranja de diferentes marcas. También se determinaron
diferentes indices fisicoquimicos de calidad con el din fe
determinar su relacién con las sefiales obtenidas por la
lengua electronica. Llevando a cabo diferentes técnicas de
andlisis multivariado de datos se encontré que la lengua
electronica tiene una buena capacidad de discriminacion
entre las diferentes bebidas de naranja.
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Tabla D-4 Monitoreo de procesos biotecnolégicos

Autores Detalle

Aplicaciones en andlisis de alimentos que pueden tener la
nariz y la lengua electronica, asi como también, la

(Deisingh et al., 2004), utiIi%aci()n de Igngua electronica para la evaluacion dg
(Scampicchio, et al., 2008), ( paramgtros ambientales gn agua, gomo lo §on la presencia
Rudnitskaya & Legin, 2008) de cationes como amonio, potasio y sodio, asi como el
seguimiento en procesos biotecnolégicos

Utilizacién de una lengua electrénica basada en sensores
sensibles potenciométricos cruzados aplicados al medio de
crecimiento de Aspergillus niger y monitoreo del consumo
de nutrientes clave a lo largo de la fermentacion.

(Legin et al., 2004)

Se empled la lengua electrénica con el fin de monitorear
procesos biotecnolégicos, teniendo en cuenta diferentes
concentraciones de acidos organicos, estableciendo la
relacion del perfii de aminoacidos con las sefales
obtenidas a través de la lengua electrénica.

(Esbensen et al., 2004; Legin
et al., 2004);

En este trabajo se utiliz6 una lengua electronica para
identificar dos tipos de bacterias oxidativas de metales
pesados, empleando redes neuronales, minimos
cuadrados parciales y analisis de componentes principales.
Este tipo de técnicas hace que los costos de analisis sean
bajos y amplia el uso de este tipo de herramientas no so6lo
para analisis de alimentos, sino en este caso, para
identificacion de dos tipos de bacterias.

(Men et al.,, 2010)

Tabla D-5 Leche y productos lacteos

Autores Detalle

Se empled una lengua electrénica para determinar los sabores basicos en
muestras estandar con el fin de aplicarse a la adulteracién de leche de
cabra utilizando leche de vaca, un problema que existe a nivel industrial.
(Dias et al., 2009) | Se encontr6 que este sistema analitico es de bajo costo, permite el
andlisis de muestras de leche de cabra y de vaca en diferentes
proporciones y pueden convertirse en una herramienta Util para la
evaluacion de la calidad de leche de cabra a nivel industrial.
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Autores Detalle
Mediciones de conductividad e impedancia para la determinacion de la
(Ciosek et al., solubilidad, constantes de disociacion y algunas otras propiedades de una
2006) muestra solucion. Se realiz6 la aplicacion para contenido de grasa de la

leche

(Vlasov, 2000), (
Winquist, 1999),
(Dias et al., 2009)

Lengua electronica para la evaluacion de los productos lacteos,
discriminacion entre leche de vaca y cabra, procesos en linea, deteccion
de adulteracién y produccion de yogurt.

(Paixao & Bertotti

Se reporta un nuevo proceso de elaboracién de una lengua electrénica
teniendo en cuenta la integracion de electrodos necesarios para la
aplicaciéon que se requiera. Se utilizaron electrodos de oro y cobre
modificados con azul de Prusia, combinando analisis estadistico para la
determinacion de la sensibilidad y estandarizacion de las sefales

2009 . . . o
) obtenidas al evaluar leche con diferentes condiciones de pasterizacion,
contenido de grasa y adulteracion con perdxido de hidrogeno. Se
determin6 que este instrumento fue capaz de diferenciar entre todos los
tipos de muestras evaluadas.
Tabla D-6. Otras aplicaciones
Autores Detalle
Utilizacion de una lengua electronica basada en la utilizacién de
electrodos metalicos y grafito para el andlisis de lomo de cerdo
(Gil et al. 2010) almacenado a lo largo del tiempo y la relacién de su respuesta
con analisis de pH, conteo microbiol6gico y concentracion de
ATP asociada a la degradacion de compuestos de la carne.
Utilizacién de alambres simples de oro como alternativa a los
(Gil et al. 2008) sensores electroquimicos comunmente utilizados aplicados al

seguimiento de la vida Util de pescado en almacenamiento

(Woertz et al., 2010) | obtenidas a través de los diferentes sensores de la lengua

Utilizacion de una lengua electronica comercial aplicada al
desarrollo de enmascaramiento de sabor amargo en
medicamentos, analizando las caracteristicas de las sefiales

comercial.
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Autores

Detalle

(Peres et al. 2011)

Se utilizé y aplico una lengua electronica de treinta y seis
membranas poliméricas con el fin de detectar gliadinas, proteinas
responsables de la intolerancia al gluten en las personas
celiacas. A través de un modelo lineal de once membranas se
logré diferenciar semicuantitativamente y clasificar muestras
exentas de gluten, sin gluten, con bajo contenido de gluten y con
gluten, variando el contenido de estas gliadinas. Este instrumento
puede considerarse una herramienta preliminar para el control de
calidad en este tipo de alimentos.

(Cozzolino et al., 2011)

En este trabajo se revisé la importancia de la construccion de
modelos de calibracion para predecir propiedades quimicas y
fisicas de frutas y bebidas de frutas. Se presentan
combinaciones de métodos de andlisis multivariados con datos
obtenidos a través de determinaciones analiticas con
espectroscopia por fluorescencia, lengua electrénica y nariz
electrénica.

(Legin, 1999)

Se desarroll6 una lengua electronica teniendo en cuenta
sensores quimicos no especificos, métodos de reconocimiento
de patrones y caracteristicas analiticas de sensores de iones. Se
encontré que este sistema pudo identificar sustancias organicas
y realizar mediciones sin utilizar un electrodo de referencia.

(Beullens et al. 2008)

Se reportan dos lenguas electrénicas como técnicas rapidas para
analizar el sabor de tomates provenientes de diferentes cultivos.
Las lenguas electrénicas emplearon fueron comerciales (Astree y
Alpha MOS). Se emplearon técnicas de analisis multivariado
para clasificar los tipos de tomate con base en sus caracteristicas
de sabor, y se concluyé que cada una de las lenguas evaluadas
es mas sensible y clasifica mejor de acuerdo con un tipo de
sabor: dulce, sabor umami, acidez y nivel de sal.

(Lavigne et al. 1998)

Se encuentran aplicaciones de lenguas electronicas descritas
recientemente basadas en la absorcion de la luz. Consisten en
un dispositivo de carga acoplada (CCD) en combinacion con
productos quimicos indicadores en una resina. Se analizaron
mezclas de azlcares simples con este dispositivo a valores de
pH diferentes.
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Autores

Detalle

(Bataller et al.
2012)(Braga et al.
2009)(Oliveira et al.
2012)(Kirsanov et al.
2013)

Estos autores reportan la determinaciébn de pesticidas vy
diferentes sustancias téxicas utilizando técnicas electroguimicas,
las cuales facilitan la determinacion de este tipo de sustancias in
situ.

(Apetrei & Apetrei
2013)(Da Silva et al.
2012)(Kutyta-Olesiuk et
al. 2013)(Campos et al.
2013)

Estos autores utilizaron lenguas electrénicas con el fin de
caracterizar el momento de recoleccion de uvas para la
preparacion de vinos, la clasificacion de aceite de oliva, las
caracteristicas de manzanas deshidratadas y las caracteristicas
sensoriales de bebidas de soya. En todos los casos se llevaron a
cabo diferentes determinaciones tradicionales en las matrices
seleccionadas y se emplearon técnicas de andlisis estadistico
multivariado para determinar la correlacion de las variables
obtenidas a través de la lengua electrénica con las demas
variables determinadas.

(Cetd, Céspedes,
Pividori, et al. 2012)

Determiné el comportamiento de diferentes antioxidantes en
solucién acuosa individual y mezcla de ellos. Se encontr6 que
con la utilizacién de la lengua electrénica se pudo llevar a cabo la
identificacion de la presencia de las diferentes sustancias
evaluadas.




E. Anexo: Evaluacion de cinética
sensorial de hidromiel tradicional

A continuacion se presenta el formulario utilizado para la realizacién del andlisis sensorial

con el panel entrenado de 8 personas.

FORMATO PARA EVALUACION SENSORIAL APLICADA A CINETICA DE HIDROMIELES

Cédigo de panelista:

Ustedes evaluardn muestras correspondientes a diferentes muestras a lo largo del tiempo de
fermentacioén para la obtencién de hidromieles. Encontrara desde la muestra del dia 1, la cual
contiene la maxima cantidad de carbohidratos sin etanol, hasta la muestra final, la cual tiene pocos

carbohidratos y la mayor cantidad de etanol.

Por favor, evallie las muestras que tiene a disposicion, evaluando los diferentes aspectos requeridos.

Cédigo de muestra

Parametro de calidad Grado de calidad

PARAMETROS OLFATIVOS

Intensidad de olor: 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7

Complejidad de olores:

Intensidad de aroma: 1 ‘ 2 ] 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7

Complejidad de aromas:

Intensidad de dulce 1 2 3 4 5 6 7
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Intensidad de acido 1 2 4 6 7
Intensidad de alcohol 1 2 4 6 7
Intensidad de amargo 1 2 4 6 7
Lactico (exceso) Picado Huevos podridos
Defectos de olor y aroma Moho Pegamento Lias (sedimento)
Herbaceo (exceso) Oxidado Sulfuroso
Corcho Geranio Cocido
PARAMETROS VISUALES
Limpidez: Turbio Mate Limpio
Brillante
Matiz: Amarillo claro Amarillo Amaril!o guemado
Ocre Café Ambar
Intensidad del color: Débil Ligero Medio
Fuerte
Lagrimas /fluidez Cortas Medias Largas
PARAMETROS GUSTATIVOS
Dulzor Seco Semiseco Dulce
Gustos Acidez Plana Vivo/Fresco Excesiva
elementales: Amargo Bajo Medio Alto
Salado Bajo Medio Alto
Intensidad de sabor: Débil Moderado Potente
Astringencia: Baja Media Alta
Cuerpo y equilibrio: 1 | 2 | | 4 | 6 | 7
Aristas:
Persistencia aromatica global: 1 | 2 | | 4 | 6 | 7

Comentarios generales de la
muestra




F. Anexo: Seleccion y adquisicion
del sistema de gusto artificial

Comercialmente existen diferentes proveedores de sistemas electroquimicos utilizados para
llevar a cabo mediciones que utilicen diferentes técnicas, sensores, sustancias de referencia

y soluciones.

Dentro de estas opciones se encuentran las empresas Dropsens, de Espafia y Palsmsens,

de Holanda, las cuales venden diferentes alternativas para estos sistemas.

En Colombia no existen representantes de ninguna de las dos empresas, por lo cual fue
necesario establecer el contacto directo y establecer ventajas y desventajas de las
soluciones que proponia cada una de ellas. En la tabla F-1 a continuacion se presenta el

andlisis comparativo, inicialmente para cada una de las empresas.

Tabla F-1 Comparacion de empresas proveedoras de insumos para el sistema de

gusto artificial

npRrRoFSENs ® o
Espafa Holanda
Fabricante de sensores, celdas, potenciostatos Fabricante de potenciostatos y accesorios

No distribuye  otros  sensores; presenta | Distribuidor de diferentes sensores: BST,
exclusividad de conectores, sensores, celdas de | BVT, University of Florence, Rusens
flujo, programas

Soporte técnico permanente Soporte técnico permanente

Precios mas altos Precios mas bajos

Los insumos requeridos para poder tener un sistema son el potenciostato, los conectores,
sensores y celdas de flujo. En la tabla F-2 se presentan la comparacion de costos de los

diferentes costos implicados en el proceso de adquisicion de estos insumos. Se puede
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observar que los insumos, y especialmente, el potenciostato ofrecido por Palmsens es
mucho mas flexible y cuesta menos; ofrece cuatro canales los cuales pueden usarse
simultdnea e independientemente, permitiendo hacer diferentes tipos de andlisis al tiempo.
Adicionalmente, los sensores ofrecidos cuestan menos al ser adquiridos a Palmsens, asi
como las celdas de flujo; en el Unico costo que es mas alto es el envio, pues el equipo venia
de Holanda y no de Espafia. Sin embargo, el costo total de los insumos es menor en

Palmsens, por lo cual se decidio adquirirlos.

Tabla F-2. Comparacién costos y observaciones para adquisicion del
potenciostato

Dropsens | Palsmsens

€ € Observaciones

Equipo

En el potenciostato, Dropsens ofrece 2 aparatos para 1
Potenciostato 6990 5900 sensor cada 1. Palmsens ofrece 1 que permite la
utilizacion de 4 simultdneamente

Los sensores, son mA&s costosos por unidad en
Sensores 932,5 346 Dropsens. No incluyen los cables dentro del costo de
los potenciostatos

Celdas de

flujo 1090 756 Las celdas de flujo son menos costosas en Palmsens

El costo del envio varia debido a la ubicacion de cada

Envio 100 220 proveedor Espafa (Dropsens) y Holanda (Palmsens)

El costo total es mas asequible para Palmsens,
garantizando un sistema adecuado para el montaje de
Total 7900 7222 la Lengua Electronica. Aunque Dropsens plantea un
descuento y soélo cobrar el potenciostato, éste no es
tan versatil como el que propone Palmsens

El sistema adquirido cuenta con un sistema de conexién, kit para test de funcionamiento,

cable USB para transmitir informacion al computador.

El sistema se ubic6 en el laboratorio de la planta de vegetales del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. Este sistema cuenta con dos programas para adquisicion de
datos: Multitrace y PSTrace, los cuales permiten una interfase gréfica facil de manejar, y

permite la exportacion de los datos a Excel, para posterior uso y transformacion.

Las celdas de flujo adquiridas para llevar a cabo el analisis empleando un sistema de flujo
presentan unas tuberias de diametro muy pequefio: 0.65 mm de diametro externo y 0.52 de
diametro interno; adicionalmente, su flujo maximo permitido es de 200 pL por minuto,
haciendo necesario pensar a futuro en la compra de una bomba que permita controlar este

flujo.




G. Anexo: Resultados de
diferentes sensores para
soluciones de sustancias puras

En las figuras G-1 a G-3 se observan los resultados obtenidos para cada uno de los
sensores evaluados y las diferentes muestras; éstas son diferentes; sin embargo, las
sefiales obtenidas para muestras analizadas con el mismo sensor permiten establecer que
las sefales obtenidas para cada una de las muestras son diferentes, lo cual fue confirmado
por un andlisis ANOVA Kruskal Wallis con 95% de confiabilidad. Por lo tanto, estos
resultados observados llevan a concluir que es posible llevar a cabo la diferenciacion de
estas sustancias utilizando los tres sensores evaluados. En la tabla G-1 se presentan los
resultados para el analisis estadistico para cada una de los sensores evaluados, donde se

puede observar que las muestras para cada sensor provienen de poblaciones diferentes.

Tabla G-1. Resultados prueba ANOVA Kruskal Wallis con 95% de confiabilidad

Sensor Chi-Cuadrado | DF | Prob>Chi-Square
Grafito 177,92513 15 6,22743 x 10
Platino 2580,13171 15 0

Oro 72,1847 11 | 4,68608 x 10™
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—— &cido citrico 600 uL
—— Acetato de etilo 600 uL
-100 4 —— Alcohol isoamilico 600 uL
—— Etanol 600 uL
—— Sacarosa 600 uL
—— Glicerol 600 uL
Acido tararico 600 uL
-200 + —— Fructosa 600 uL
—— Glucosa 400 uL
—— Isopropanol 600 uL
—— Acido succinico 600 uL
-300 Propanol 600 uL
Metanol 600 uL
Acetaldehido 600 uL
—— Acido lactico 600uUL
Acido acético 600 uL
-400 .
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Figura G-1 Comportamiento del sensor AC1W4R1 (grafito), cloruro de potasio

0.2M, y diferentes muestras analizadas
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50 - [

—— Alcohol isoamilico 600 uL
-50 —— Etanol 600 uL
Acetato de etilo 600 uL \ -
—— Acetato de etilo 600 uL VA /'/ i}
Acido tartarico600 ul | e
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-1 00 _ —— Glucosa 600 uL |
Glicerol 600 ul. \
—— Acido succinico 600 uL |
——— Propanol 600 uL |/
Isopropanol 400 uL \ ‘
150 Acetaldehido 600 uL
- . Acido acético 800 uL
Acido lactico 600 uL \
— Metanecl 600 uL

Corriente (1A)

—
1.0 08 06 04 02 00

02 04 06 08 -10
Voltaje (V)
Figura G-2 Comportamiento del sensor ACIW2R1 (platino), cloruro de potasio

0.2M, y diferentes muestras analizadas
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Figura G-3Comportamiento del sensor ACIWI1RS (oro) y diferentes muestras
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