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Introduccion

Actualmente en Uruguay la produccion de miel supera
las necesidades de consumo del mercado interno, por lo
cual el producto se exporta, principalmente a granel.
Con el fin de agregar valor a la cadena y aprovechar
mieles de baja calidad se plantea la elaboracion de pro-
ductos derivados. Entre dichos productos se encuentra
la hidromiel, obtenida por fermentacion alcoholica de
miel diluida, por accion de levaduras de la especie
Saccharomyces cerevisiae.

Los niveles de etanol alcanzados en el proceso
de produccion de la hidromiel, varian segun los trabajos
consultados y oscilan entre 5y 18%, dependiendo de la
concentracion de miel utilizada como sustrato
(Cassanego et al. 2000). De acuerdo a nuestra legisla-
cion, la graduacion alcohdlica debera ser del 4 al 14%.
(Decreto N°308/001 de 2 de agosto de 2001)

Para lograr la adecuada fermentacion, todos los
trabajos coinciden en que es necesario adicionar suple-
mentos de nitrdgeno, fosforo y azufre, existiendo diferen-
cias con respecto a las concentraciones necesarias de
cada uno. A su vez, existen trabajos que recomiendan el
uso de metabisulfito de sodio al inicio de la fermentacion,
con el fin de evitar fermentaciones bacterianas indesea-
das, las cuales podrian derivar en la obtencion de un pro-
ducto de mala calidad. Esta adicion esta permitida por la
legislacion uruguaya, que indica como dosis maxima 150
mg/L (Decreto N° 308/001 del 2 de agosto de 2001).
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La mayoria de los trabajos consultados coinciden en que
se deberia realizar una inoculacion inicial con levaduras
seleccionadas, sin embargo, existen hidromieles obteni-
das por fermentacion espontanea (Bahiru et al., 2006).
El estudio de estos autores se baso en el analisis de 200
lotes de “tej” (hidromiel producida en Etiopia por fer-
mentacion espontanea) y obtuvieron como resultado
que las levaduras pertenecientes a la especie
Saccharomyces cerevisiae eran las predominantes luego
de la fermentacion.

Este estudio busca optimizar y estandarizar las
condiciones de produccion de hidromiel, utilizando
como ino6culo cepas nativas de Saccharomyces cerevi-
siae capaces de competir de modo eficaz con las leva-
duras responsables de las fermentaciones espontaneas, y
cuya actividad sea comprable a la obtenida con indculos
importados, minimizando asi la dependencia tecnologi-
ca con el extranjero vinculada a este proceso. A su vez
estudia las interacciones con posibles contaminantes
que puedan interferir en el proceso de fermentacion.

Materiales y métodos

Mieles

Para este trabajo se utilizaron diez muestras de mieles
nacionales, comerciales y artesanales, de diferentes ori-
genes.

Cepas

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron aisladas de
fermentaciones espontaneas de mieles diluidas y suple-
mentadas, incubadas a 28°C durante cinco dias. A su vez
se utilizaron cepas de Saccharomyces cerevisiae perte-
necientes a una coleccion de la Catedra de
Microbiologia de la Facultad de Quimica, obtenidas en
un trabajo anterior de fermentaciones espontaneas de
jugo de manzana.

Andlisis microbioldgico de las mieles utilizadas

Todas la muestras utilizadas fueron analizadas micro-
biolégicamente por recuento de mesdfilos en Trypticase
Soy Agar (TSA) a 35°C; de hongos en Potato Dextrose
Agar (PDA) con cloranfenicol a 25°C por cinco dias; y de
microorganismos osmofilos por crecimiento en medio
18% glicerol agar (G18A) a 25°C por siete dias (Samson
et al. 1995)



Aislamiento de cepas de levaduras capaces

de producir hidromiel

A partir de las diferentes mieles, se realizaron diluciones
en agua estéril 1:4 (26° Brix). Para ello se incorporan en
forma aséptica aproximadamente 50g de miel a 150ml|
de agua estéril contenida en frascos de 250 ml de volu-
men total. Para favorecer la fermentacion se agregaron
a cada frasco suplementos minerales, de modo de
alcanzar una concentracion de 1g/l de sulfato de amo-
nio y 0.4g/l de fosfato de amonio; para inhibir el creci-
miento bacteriano se incorporan 0.3 g de acido citrico a
cada frasco (Cassanego et al. 2000).

Los frascos se incubaron a 28°C por cinco dias,
realizandose luego un aislamiento en PDA a 28°C de los
microorganismos enriquecidos durante la fermentacion.
De Ias colonias obtenidas luego de 48 horas de incuba-
cion se realizaron frotis tefiidos con técnica de Gram,
los cuales se observaron microscopicamente por inmer-
sion. Las colonias correspondientes a levaduras se reais-
laron en PDA 'y los cultivos puros se guardaron en tubos
de PDA inclinados en heladera. Se determind a su vez la
concentracion etandlica del fermentado obtenido por
HPLC con detector de indice de refraccion, en las con-
diciones descritas mas adelante. Sélo se tuvieron en
cuenta aquellos aislamientos provenientes de fermenta-
ciones con contenido alcohdlico mayor al 1%.

Identificacion de las levaduras aisladas

La identificacion de las levaduras aisladas se realizé por
métodos moleculares mediante el RFLP de |a region ITS1-
5.85ARN-ITS2 con posterior confirmacién por secuencia-
cion de dicha region. En primer lugar se extrajeron los
acidos nucleicos totales de cada asilamiento segun el
método de Schena et al. (1999), los cuales se visualizaron
luego de electroforesis en gel de agarosa 0.8% con bro-
muro de etidio, por observacion a la luz UV.

Luego se realizd la amplificacion de la region
ITS1-5.85ARN- ITS2 segin método de Esteve-Zarzoso
(1999), utilizando los primers ITS1 (5 TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG 3°) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)
y el siguiente ciclo de amplificacion: desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 5 minutos seguidos de 35 ciclos a
94°C 1 minuto, 55°C 2minutos y 72°C 2minutos, con una
extension final de 10 minutos a 72°C.

Los productos de PCR fueron visualizados,
luego de la electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con
bromuro de etidio, bajo lampara UV, y se determino el
peso molecular de los amplicones por comparacion con
un marcador de peso molecular de 1Kb (Fermentas).

El fragmento obtenido para cada aislamiento
fue digerido con enzimas de restriccion (Hinfl y Haelll.)
y los perfiles de restriccion fueron visualizados luego de
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con bromuro de
etidio, bajo lampara UV.

Los perfiles obtenidos se compararon con la base
de datos generada por Esteve-Zaroso et al. (1999) y
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Sangorrin et al. (2007), a partir de los cuales se puede infe-
rir la especie a la cual pertenece el aislamiento. Los ampli-
cones de la region ITS1-ITS2 que produjeron diferentes per-
files de restriccion fueron enviados para su secuenciacion
al laboratorio Macrogen (Corea). Se realizd la secuencia-
cion unidireccional a partir del primer ITS1 de cada frag-
mento y los datos obtenidos fueron comparados con los
depositados en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank/index.html)
mediante el software Nucleotide Blast del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gob/blast/Blast.cgi).

Caracterizacion tecnoldgica de las cepas

Se estudiaron diferentes caracteristicas de todas las
cepas aisladas de las fermentaciones espontaneas y de
las cepas de Saccahromyces cerevisiae pertenecientes a
la coleccion de la Catedra de Microbiologia, provenien-
tes de fermentaciones de jugo de manzana. En base a los
resultados obtenidos para todas las cepas de
Saccahromyces cerevisiae, se selecciond una de ellas
como la mas apta para el desarrollo del proceso de fer-
mentacion.

Produccion de etanol. Con el fin de determinar la eficien-
cia de las cepas en el proceso de produccion de hidromiel,
se realizaron microfermentaciones en tubos de ensayo de
12ml, conteniendo 10ml de miel diluida y suplementada
como se describio anteriormente. Cada tubo se inoculd
con 400pL de una suspension 4 Mc.Farland de cada cepa
a estudiar, incubandose a 28°C durante cinco dias. Luego
de este periodo se determind la concentracion de etanol
producido en cada fermentacion, mediante HPLC con
detector de indice de refraccion en las siguientes condi-
ciones de trabajo: Columna: OA1000; fase movil: acido
sulfurico 0.01N; flujo 0.6 ml/min. Los cromatogramas se
analizaron mediante el software Peak Simple, determi-
nandose la concentracion de etanol utilizando una curva
de calibracion previamente construida. Se realizaron tres
repeticiones por cepa y se determind el intervalo de con-
fianza de las medidas, con un «@=0.05, utilizando
Microsoft Office Excel 2003.

Fenotipo killer. Para todas las cepas se determind la
capacidad de producir toxinas killer capaces de inhibir el
crecimiento de una cepa de Saccharomyces cerevisiae
sensible a las mismas, proporcionada por la catedra de
Enologia de la Facultad de Quimica. El ensayo se realizo
sequn Monteiro Brittes (2003) en placa en medio YEPD
con pH ajustado entre 4,5y 4,7. La cepa sensible se sem-
brd en forma incorporada y las cepas a estudiar se colo-
caron en superficie, en forma de estria. Las placas se incu-
baron a 25°C durante tres dias. Las cepas que generaron
un halo de inhibicion de crecimiento de la levadura sen-
sible a su alrededor, son las caracterizadas como pertene-
cientes al fenotipo killer (Monteiro Brittes, 2003).
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Resistencia al metabisulfito. Para todas las cepas se
realizan ensayos de crecimiento en miel diluida en pre-
sencia de metabisulfito de sodio. El ensayo se realiz6 en
tubos conteniendo miel diluida y suplementada, prepa-
rada como se describio anteriormente, a los que se les
agregd metabisulfito de sodio para llegar a una concen-
tracion de 150 mg/litro. Los tubos se inocularon con
240pL de una suspension 4 Mc. Farland de cada cepa en
agua estéril y se incubaron a 28°C. Simultaneamente se
realizaron ensayos de control en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente pero sin el agregado de
metabisulfito de sodio. A diferentes intervalos de tiem-
po se tomaron alicuotas de cada tubo, determinandose
la concentracion de levaduras mediante recuento en
camara de Neubauer. Con los datos obtenidos se deter-
mino la duracion de la fase de latencia para cada cepa,
en presencia y en ausencia de metabisulfito, calculando-
se la relacion entre las mismas.

Capacidad de floculacion. Para las cepas identificadas
como Saccharomyces cerevisiae se realizaron microfer-
mentaciones en tubos de ensayo, en las condiciones
detalladas anteriormente para la produccion de etanol,
evaluandose la capacidad de floculacion de modo visual
a los siete dias de fermentacion. Se defini6 como cepas
floculantes aquellas capaces de sedimentar luego del
periodo de incubacion, mientras que las no floculantes
se mantuvieron en suspension dando un aspecto mas
turbio al producto final.

Fermentacion competitiva

Para determinar la capacidad de competencia de levadu-
ras de la especie Saccharomyces cerevisiae con levaduras
contaminantes (Zygosaccahromyces rouxii) durante la
produccion espontanea de hidromiel, se realizo una fer-
mentacion competitiva entre dos cepas pertenecientes a
cada una de las mencionadas especies. La cepa de
Saccharomyces cerevisiae utilizada en este ensayo fue la
seleccionada en los ensayos anteriores. Para ello se pre-
pararon tubos con miel diluida y suplementada, tal como
se describid anteriormente, los cuales fueron inoculados
en forma conjunta con inoculos similares de las dos cepas,
de forma de lograr una concentracion inicial similar a la
encontrada naturalmente (102 levaduras/g de miel). Los
indculos se ajustaron por turbidez segun escala de Mc
Farland y se diluyeron hasta alcanzar la concentracion
requerida. Luego de cinco dias de incubacion a 28°C se
realizaron recuentos en superficie, en medio WL Nutriente
(Difco) en el cual se pudieron diferenciar ambos tipos de
levadura. Se determind de esta forma la cantidad de leva-
duras de cada tipo desarrolladas durante la fermentacion.
En paralelo se realiz6 una fermentacion en las mismas
condiciones, utilizando solamente la cepa de
Saccharomyces cerevisiae.



Resultados y discusion

Andlisis microbioldgico de las mieles utilizadas

El recuento de mesofilos vario segun la miel analizada
entre un valor minimo de <100 ufc/g hasta 3500ufc/g,
con un promedio de 13 ufc/g de miel. En todos los casos
los microorganismos osmofilos resultaron <100 ufc/g, al
igual que los hongos y levaduras, salvo en un caso en
que el recuento de levaduras fue de 200 ufc/g.

Aislamiento de cepas de levadura capaces

de producir hidromiel

De las diez mieles analizadas se obtuvieron cinco fer-
mentaciones con contenido etandlico mayor al 1%, de
las cuales se aislaron cinco levaduras de crecimiento
muy similar en medio PDA. Dichas cepas se denomina-
ron H2, J2, K2, T2, y X2.

Identificacion de las levaduras aisladas

La figura 1 muestra el gel obtenido luego de la extraccion
de acidos nucleicos de las levaduras aisladas de las fer-
mentaciones de miel. En cuatro de los casos, se puso de
manifiesto la presencia de una banda de ADN de mayor
peso molecular y una banda de menor peso que podria
corresponder a ARN de doble cadena. La figura 2 mues-
tra el gel obtenido luego de la amplificacion de la region
ITS1-1TS2 de cinco de las cepas obtenidas en las fermen-
taciones espontaneas. Se puede apreciar que el tamafo
del amplicon obtenido para cuatro de las cepas es alrede-
dor de 600pb, mientras que para la quinta cepa se obtu-
vo un amplicon de 880 pb, correspondiente al tamafio de
la region para Saccharomyces cerevisiae. La figura 3
muestra los perfiles de restriccion obtenidos utilizando
las enzimas Hinfl y Haelll para los amplicones de la
region ITS1-ITS2 de cada una de las cepas aisladas. Por
comparacion de estos perfiles con los obtenidos en el tra-
bajo de Esteve Zarzoso et al. (1999), se pudo determinar
que cuatro de las cepas pertenecian a la misma especie y
que podria tratarse de Zygosaccharomyces rouxii o
Kluyveromyces delphensis, mientras que el perfil de la
cepa X2 coincidia con el descrito para Saccharomyces
cerevisiae. Los resultados de la secuenciacion de las
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regiones ITS1-ITS2 de las levaduras en cuestion, confir-
maron que las cuatro cepas pertenecian a la especie
Zygosaccharomyces rouxii, y que la cepa X2 pertenecia
efectivamente a la especie Saccharomyces cerevisiae.

Caracterizacion tecnoldgica de las cepas

Produccion de etanol

La figura 4 muestra los resultados de las fermentaciones
obtenidas con las cepas de Saccharomyces cerevisiae.
Puede observarse que la produccion de etanol varia entre
3,6 a 6,7%, dependiendo de la cepa. Las barras de error
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en cada punto muestran los intervalos de confianza de
tres repeticiones con o= 0.05. De acuerdo a las distintas
cantidades de alcohol producido, las cepas podrian sepa-
rarse en dos grupos cuyos intervalos de confianza no se
solapan: uno de mayor produccion de etanol, de 5 a 7%
aproximadamente, integrado por las cepas L, A, K, F, My
S. El segundo grupo lo componen las cepas T, X2, R, 0y Q,
que producen una menor cantidad de etanol, en el entor-
no de 3,5 a 5%.

Figura 4 - Niveles de etanol alcanzados en
las fermentaciones obtenidas con las dife-
rentes cepas de Saccharomyces cerevisiae
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Los resultados obtenidos para las cepas de la especie
Zygosaccharomyces rouxii evidenciaron que las mismas
producen, en las condiciones del ensayo, una menor can-
tidad de alcohol que las cepas de Saccharomyces cerevi-
sige. La mayor concentracion de etanol obtenida con
cepas de Zygosaccharomyces rouxii fue de 1,2%, seis
veces menor que la obtenida utilizando la cepa F de las
Saccharomyces cerevisiae, cuya produccion de alcohol
fue de aproximadamente 6.8%.

Capacidad de floculacion

Dos de las once levaduras en estudio presentan buena
capacidad de floculacién, en las condiciones de ensayo.
Floculan: My L

No floculan: S, T, X2, Q, R, A, O, Ky F

Figura 5 - Relacion fase de latencia en presen-
cia de metabisulfito: fase de latencia control
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Resistencia al metabisulfito

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el agrega-
do de metabisulfito puede aumentar el tiempo de la fase
de latencia para algunas cepas, caracteristica no deseable
en el proceso industrial. A partir de la relacion calculada
entre la fase de latencia en presencia de metabisulfito de
sodio y el control, las levaduras estudiadas se pueden
dividir en dos grupos; uno en el que la relacién es cerca-
naa 1y otro en el que la misma es cercana a 3 (Figura 5).

Para el primer grupo, la fermentacion en presen-
cia de metabisulfito comienza casi tan rapido como el
control, mientras que para las levaduras pertenecientes al
segundo grupo puede decirse que la fase de latencia se ve
afectada por el metabisulfito de sodio y se retarda casi
tres veces mas que el control.

Con el fin de evitar el desarrollo de microorga-
nismos indeseables en el producto final, se agrega
comunmente en la industria metabisulfito, por lo que es
necesario que la levadura a utilizar tenga una corta fase
de latencia en su presencia y poder asi comenzar cuanto
antes la fermentacion alcohdlica. De lo expuesto anterior-
mente, se descartan las levaduras A, J, K'y X2. En el caso
de las cepas de Zygosaccharomyces rouxii la relacion
entre las fases de latencia con y sin metabisulfito fueron
en todos los casos mayores de 1.3 pero menores de 3.5.

Fenotipo Killer
Las cepas pertenecientes a la especie Zygosaccharomyces
rouxii no evidenciaron fenotipo killer frente a la cepa
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Saccharomyces cerevisiae ensayada. Las cepas de
Saccharomyces cerevisiage A, F, L, M, Q y T resultaron
cepas con fenotipo killer.

Seleccion de la cepa para la produccion de hidromiel

De los ensayos realizados se determind que tanto las
cepas M como L presentan caracteristicas que las hacen
aptas para ser utilizadas como inoculo para la produccion
de hidromiel. Sin embargo, la cepa L fue la cepa seleccio-
nada en ultima instancia, ya que la hidromiel producida
con dicha cepa contenia una concentracion etanolica
significativamente mayor que la obtenida con la cepa M.

Fermentacion competitiva

Los recuentos realizados al quinto dia de fermentacion
mostraron que ambos tipos de levaduras se encontraban
en concentraciones similares, habiendo aumentado su
concentracion en cuatro drdenes durante la fermentacion.
El producto obtenido de esta fermentacion alcanzé una
concentracion de 2% de etanol. Dicha concentracion fue
menor que la alcanzada cuando la fermentacion se llevo a
cabo por la cepa de Saccharomyces cerevisiae en forma
aislada. Este resultado demuestra que las fermentaciones
espontaneas pueden llevar a productos de calidad menor,
aun cuando en la flora natural se encuentren cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, para la preparacion
de hidromiel, se hace necesario la utilizacion de inoculos
de Saccharomyces cerevisiae de elevada concentracion
para evitar competencias por las fuentes de nutrientes y
minimizar el desarrollo de levaduras no deseadas.

Conclusiones

De los resultados se desprende que la carga microbiana de
las mieles analizadas es baja, sin embargo pueden ocurrir
fermentaciones espontaneas cuando la miel se diluye y se
suplementa con fuentes de nitrogeno, fosforo y azufre. En
la mayoria de las fermentaciones espontaneas obtenidas,
las cepas responsables fueron identificadas como
Zygosaccharomyces rouxii, especie no deseada en las fer-
mentaciones vinicas por la capacidad de producir sabores
desagradables. Por otra parte la cantidad de etanol obteni-
do con estas levaduras no alcanzo el 4%, por lo cual el pro-

ducto de fermentacion no puede ser considerado como
hidromiel. Estos resultados afirman la necesidad de utilizar
indculos que aporten una elevada concentracion de cepas
seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae, para lograr un
producto de calidad. A su vez, y dada la mayor sensibilidad
al metabisulfito demostrada por las cepas contaminantes,
el uso de este producto podria retardar el crecimiento de
dichos microorganismos, sin afectar a la cepa de
Saccharomyces cerevisiae utilizada como in6culo, siempre
que la misma haya sido seleccionada por su mayor resisten-
cia a dicho antimicrobiano. Las cepas de Saccharomyces
cerevisiae analizadas para la produccion de hidromiel mos-
traron diferentes caracteristicas, seleccionandose la cepa L
debido a su capacidad de producir etanol, su resistencia al
metabisulfito y por presentar fenotipo killer.
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