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Juan Juarez Villegas y Ma. de la Paz Mendoza Soria

Cuando muere, todo el mundo debe dejar algo detras. Un hijo, un libro, un
cuadro, una casa, un par de zapatos o un jardin plantado. Algo que tu mano tocara
de un modo especial, de modo que tu alma tenga algun sitio a donde ir cuando tu
mueras, y cuando la gente mire ese arbol o esa flor, que tu plantaste, ta estarés
alli. No importa lo que hagas en tanto que cambies algo respecto a como era
antes de tocarlo, convirtiéndolo en algo que sea como tu después de que separes
de ellos tus manos. La diferencia entre el hombre que se limita a cortar el césped y
un auténtico jardinero esta en el tacto. El cortador de césped igual podria no haber

estado alli, el jardinero estara alli para siempre.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Anoche cuando dormia
sofié jbendita ilusion!
que una colmena tenia
dentro de mi corazéon;
y las doradas abejas
iban fabricando en él,
con las amarguras viejas,
bianca cera y duice miel.

Antonio Machado




PAPIRO Y ABEJA
Simbolos del Alto y Bajo Egipto
Bajo relieve
Luxor
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INTRODUCCION
La miel de abeja es una mezcla compleja formada en su mayor parte de fructuosa
y glucosa. En condiciones normales, la miel conserva sus cualidades durante
varios afos; sin embargo, el exceso de humedad o una exposicion prolongada al
calor la degradan ocasionando la formacion de 5-(hidroximetil)-2-
furancarboxaldehido (HMF), que se forma a partir de los azicares que contiene’™.
Debido a esto, practicamente en todos los paises del mundo se considera el
contenido de HMF como uno de los principales indicadores de calidad para ta
miel>5,
Las técnicas de analisis quimico que se realizan actualmente para cuantificar el
contenido de HMF en la miel de abeja se basan en la espectrofotometria (visible o
ultravioleta) y en la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), que se
acopla a un detector de espectrometria de masas, de ultravioleta o de indice de
refraccion’®. Estas técnicas comprenden, ademas de varios pasos para el
tratamiento de la muestra, el uso de materiales y equipo que aumentan el costo y
el tiempo del andlisis.
El desarrollo de un método electroquimico para la cuantificacién directa del HMF
que permita un buen limite de deteccibn, en el cual no sea necesario un
tratamiento complicado de las muestras y sea mas rapido y econdmico que los
actuales, presenta una alternativa atractiva.
La base para desarrollar este método electroquimico esta en funcibn de las

propiedades fisicoquimicas y electroquimicas del HMF y de la miel de abeja.




CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Yo sé que los amantes son abejas,
que en el jardin que aumentan sus amores
labran panales duices, sin temores
no mezclan el acibar de sus quejas.

Tirso de Molina



2.1. HISTORIA DE LA APICULTURA.

La apicultura es una actividad muy antigua. Durante la prehistoria se limitaba
Gnicamente a la caza de los nidos de las abejas. Como testimonio de esto,
tenemos la existencia de pinturas rupestres, por ejemplo, la que se encuentra en
el interior de la Cueva de la Arafia en Valencia, Espafia®, en la cual se representa

a un hombre rodeado de abejas y extrayendo miel de un panal (figura 1).
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Fig. 1. Pintura mesolitica (15,000 a. C.)
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El cultivo de las abejas con la finalidad de obtener miel y otros productos surgioé en
Europa, en la parte baja del Valle del Guadalquivir, durante la edad de bronce
(4,500 afios a.C.), en donde una poblacién de origen africano llamada tartesios
practicaba un tipo de apicultura rudimentaria. Los fenicios, con quienes mantenian
relaciones comerciales, llevaron la apicultura a otros pueblos del Oriente entre los

que se encontraban los babilonios, los hebreos y 10s egipcios.
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Los antiguos egipcios criaban abejas y comerciaban con fa miel y la cera a o largo
de la costa oriental de Africa. La representacién grafica de abejas en varias
tumbas de los faraones demuestra que la miel desempefié un importante papel en
el antiguo Egipto, ademas, fue un ingrediente basico para la momificaciéon. En las
tumbas de Luxor (1,450 a.C.), por ejemplo, existen pinturas que muestran la

extraccion de miel de la colmena y el envasado en vasijas (figura 2).

Fig. 2. Pintura murat en ia tumba 100, Luxor TF,;IQ MON
K] PO IR AN

FALLA DE ORIGEN

Temas similares se encuentran también en las paredes del Templo del Sol de Ne-
user-re (2,400 a.C.), en las que se representan apicultores trabajando con las
colmenas y llenando anforas con miel. Varios de estos recipientes fueron hallados
en perfectas condiciones en una tumba egipcia sellada hace 3,500 afios,
comprobandose que después de 35 siglos, la miel que contenian ain conservaba

la pureza y frescura semejante a la recién extraida del panal (figura 3)°.
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Fig. 3. Bajo relieve del templo de Ne-user-re (Museo Egipcio de Berlin)

De Egipto, la apicultura paso a Grecia y después a Roma. En Grecia, la miel se

consumia abundantemente por la poblacibn y era empleada también para

embalsamar. Los romanos la utilizaban por sus propiedades medicinales,

asimismo como cicatrizante y antiséptico. Debido a la expansion del imperio

Romano la apicultura se extendi6é al resto de Europa, de donde pasaria, mas tarde

al continente Americano.
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Historia de la apicultura en México™.

En Meéxico, la apicultura se ha practicado desde la época prehispanica; los mayas
producian y comerciaban con la miel en el area de Centroamérica. En esta
comunidad mesoamericana no existian las especies del género apis, sino que se

cultivaban diferentes variedades del género Melipona (abejas meliferas tropicales,
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sociales y sin aguijon) en particular la especie Melipona beecheii Bennett,
cultivada todavia hoy en Yucatan y que en lengua maya se le conoce como
Xuna'an-Kab.

Se cree que inicialmente los mayas se limitaban a robar la miel de las colmenas
silvestres; después, comenzaron a cortar los troncos donde estaban los nidos, los
trasladaban a su vivienda y los cuidaban hasta el momento de la cosecha. La
apicuitura representd para los mayas una actividad econdmica, social y religiosa
de gran importancia como se simboliza en un fragmento de la pagina 104 del

Cédice Tro-Cortesianus® (figura 4).
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Fig.4. Fragmento del Céodice Tro-Cortesianus en el que se muestra al dios abeja Ah
Mucen Kab sosteniendo un panal y al simbolo maya de la abeja.




Al llegar los espafioles al nuevo continente en el siglo XVI, no introdujeron a la
abeja comun europea (Apis mellifera), ya que siempre consideraron la produccién
y venta de miel y de cera como un monopolio espafiol.

Debido a las actividades religiosas, en América se incrementd el uso de cera,
siendo dificil satisfacer esta demanda desde Espana; por tal motivo, la cera de
abeja producida en la peninsula de Yucatan y en Campeche por la especie
Melipona beecheii se comercializé6 a través del puerto de Veracruz hacia otros
lugares de la colonia espafola.

Debido a la estructura econémica de la Nueva Espafa, nunca se introdujo la abeja
europea en las regiones mayas.

La llegada de la abeja europea a México no fue directa; es posible que se realizara
desde Cuba entre los afios de 1760 y 1770 pero s6lo a la regién central del pais.
La abeja europea se trajo a Yucatan desde Estados Unidos a fines del siglo XIX; la
especie que se introdujo fue Apis mellifera Mellifera; La abeja italiana Apis
mellifera Ligustica fue traida a México posteriormente.

La apicultura moderna se basa en la abeja europea, en particular en la especie A.
m. Ligustica y en la tecnologia de marcos moéviles que se inici6 en México a

principios del siglo XX.




2.2. PRODUCCION DE MIEL DE ABEJA EN MEXICO'.

Desde la llegada a México de la abeja europea, la apicultura se convirtiéo en una
actividad industrial de gran importancia econdmica para el pais. En 1991 México,
con una produccién de 69,495 toneladas de miel ocupd la cuarta posicién mundial
después de la URSS, China y los Estados Unidos.

Con la desintegracion de la Unidn Soviética, México ascendidé en 1992 al tercer
lugar mundial con 63,886 toneladas. Sin embargo, comenzé asi una disminucion
en la produccion, descendiendo al noveno lugar en 1995 con 49,228 toneladas
después de China, Estados Unidos, Argentina, Rusia, Turquia, India, Bielorrusia y
Ucrania. Pero a partir del afio de 1996 comenzd un nuevo ascenso en la
produccion, lo que ha mantenido al pais entre la tercera y la quinta posicion,
llegando a 565,783 toneladas en el aftfo 2001. La mayor parte de la produccién de
miel en México se concentra en cinco estados: Campeche, Chiapas, Quintana
Roo, Tabasco y Yucatan, teniendo este ultimo el primer lugar nacional.

En cuanto al rendimiento por colmena, se estima que el promedio nacional fue de
25 Kg en 1995 y de 30 Kg en el afio 2002, 1o que, comparado con el rendimiento
superior a 40 Kg de otros paises es relativamente bajo.

Durante el afio 2000 el precio promedio de miel fue de 16,901 pesos la tonelada
en miel sin procesar. En México se consumen en promedio 270 g de miel por
persona al afio, mientras que otros paises tienen consumos superiores a un

kilogramo por persona, 1o que permite pensar en una futura expansion del

mercado interno.




Exportacién de miel 1.

En 1995 México exportd 25,700 toneladas de miel manteniendo la tercera posicion
mundial después de China y Argentina, esto a pesar de haber disminuido en un
50% las ventas al exterior con respecto al afio de 1991. En promedio, se
exportaron 35,000 toneladas anuales durante el periodo de 1991 a 1995, con un
valor de 1,007 dolares por tonelada.

Principalmente México ha exportado a Alemania, al Reino Unido y a Estados
Unidos, que de manera conjunta reciben mas del 90 % de la exportacién total.
México habia sido el principal proveedor del mercado aleman hasta 1993; sin
embargo, en 1994, con el 24% ya no ocupd el primer lugar pues fue superado por
Argentina con el 27%.

La exportacion de México hacia Estados Unidos ha sufrido altibajos, ya que en
1990 se tenia el 21% del mercado, y en 1994 solo se logré el 6%. De tal forma,
China, Argentina y Canada pasaron a representar practicamente la totalidad de las
adquisiciones estadounidenses en estos afios.

México, por lo general, vende mieles a granel, clasificadas por color aunque no
siempre por floracion, y la consecuencia negativa son precios relativamente bajos
para los productores. Sin embargo, las ventas se incrementaron a partir del afio
2000 llegando a 30,000 toneladas, 1o que le ha permitido a México mantenerse
entre la tercera y cuarta posicion como exportador.

Cabe mencionar que la miel mexicana tiene una-ligera plusvalia en Europa con

respecto a la miel Argentina y mas aun con respecto a la China.
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PENDIENTE DE ORO MOSTRANDO DOS ABEJAS.
Originario de Mallia, Creta 2000-1700 a.C.
Museo Arqueoldgico de Heraklion
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2.3. LA MIEL DE ABEJA.

Segun la norma mexicana NMX-F-036-1997 la miel “es la sustancia dulce natural
producida por las abejas a partir del néctar de las flores o de secreciones o de
otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen, transforman, combinan
con substancias especificas propias y almacenan en panales; de los cuales se
extrae el producto sin ninguna adicion”.

Segun su origen botanico las mieles se dividen en:

Mieles monoflorales: en cuya composicion predomina el néctar de una especie
vegetal determinada (de entre las varias que la componen), de la cual toma el
nombre y donde el polen de dicha especie debe ser predominante. Mieles de alta
calidad son las elaboradas a partir de la flor de azahar y de trébol.

Mieles multiflorales: en su composicion entra el néctar de varias especies
vegetales sin que ninguna de ellas pueda considerarse predominante.

Mieles de mielada: no proceden del néctar de flores, sino de secreciones de otras

partes vivas de la planta como las hojas o los frutos.

Elaboraciéon de la miel por las abejas.

La abeja recolecta con su trompa pequefias gotas de néctar que se encuentran en
las glandulas secretorias de la flor, el néctar es depositado en una pequefia bolsa
elastica que la abeja tiene separada del aparato digestivo, donde se mezcia con
enzimas (invertasas) procedentes de las glandulas salivales que inician el proceso
de formacion de la miel. Para llenar la bolsa se necesita el aporte del néctar de

1000 a 1500 flores, en caso de necesitarlo la abeja toma algo del néctar
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almacenado en la bolsa para su alimentacion, pero la mayor parte va a la
colmena, donde lo regurgitara pasandolo de boca en boca a otras obreras,
fenémeno conocido como trofalaxia. l_as abejas continuan el proceso al enriquecer
el néctar con mas enzimas, hasta que finalmente lo depositan en celdillas. La
transformacion bioquimica que lleva a la formacion de miel se acompafia de una
deshidratacidn progresiva, por evaporacion del agua, lo que consiguen las abejas
gracias a una enérgica ventilacion producida por sus alas. Posteriormente cierran
la celdilla con cera (operculacién) para su almacenamiento definitivo. La invertasa
sigue actuando sobre el néctar una vez almacenado.

La miel se recoge normalmente una o dos veces al afio; para ello, primero hay que

desopercular las celdillas que la contienen y extraerla por centrifugacion.

Composicién general de la miel.

En la tabla siguiente se da un ejemplo de los principales componentes de la miel *

Componentes en 100 g de miel Concentracion
Energia 302 Kcal.
Hidratos de carbono 789
Proteinas totales 2.29g
Agua 179
Grasas totales 0
Calcio 20 mg 200 ppm
Hierro 0.8 mg 8 ppm
Magnesio 3 mg 30 ppm
Sodio 5mg. 50 ppm
Potasio 51mg 510 ppm
Acido ascérbico 4 g 0.04 ppm
Tiamina 0.01 ng 0.0001 ppm
Riboflavina 0.07 ug 0.0007 ppm
Niacina 0.2 ng 0.002 ppm
*Instituto Nacional de la Nutricion (Chavez y colaboradores, 1992)
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En muy pequerfias cantidades, la miel también contiene algunas enzimas y
hormonas. No puede darse una composicién Unica de la miel ya que ésta varia
bajo la influencia de diversos factores como el origen geografico, la época de la

cosecha etc.

Propiedades terapéuticas de ia miel.

La miel ha sido utilizada desde hace siglos con fines terapéuticos, por ejemplo, en
tratamiento de dermatitis y llagas; en heridas y quemaduras siendo muy empleada
localmente por ser cicatrizante; en afecciones bronquiales, deshidratacién,
avitaminosis, hepatopatias e infecciones.

La riqueza en sales minerales de la miel la hacen recomendable para compensar
la desmineralizacion de los huesos. La miel tonifica el corazon fatigado, facilita sus
contracciones y favorece el riego sanguineo. Por su contenido en hierro, es de
utilidad en el tratamiento de la anemia, ocasionada por deficiencia de hierro.

Tiene efectos sedantes sobre el sistema nervioso alterado; ayuda incluso en casos
de depresion ligera e insomnio. Tiene propiedades diuréticas y actha también
contra el estrefiimiento y favorece la digestion por su contenido enzimatico.

La miel se emplea desde hace mucho tiempo como remedio para las afecciones
del sistema respiratorio como la gripe, la laringitis y la faringitis.

Actualmente, se llega a utilizar en la desintoxicacién de alcohdlicos, ya que su alto
contenido en fructuosa hace que se acelere el-metabolismo del alcohol.

Por sus propiedades antisépticas, restablece la flora intestinal y es desinfectante
de las vias urinarias. Se emplea en el tratamiento de Jicera gastrica por ser

cicatrizante y antimicrobiano. La miel protege la mucosa gastrica y favorece el
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ataque contra Helicobacter pylori, la bacteria responsable de la aparicion de las
ulceras gastricas.

El poder antiséptico se debe, tanto a la alta concentracion de azucares y del poder
antimicrobiano de ciertos acidos organicos que posee, como a la formacidon de
peréxido de hidrogeno a partir de glucosa por la accion del complejo enzimatico
glucosa-oxidasa'?.

En algunos puntos es necesario realizar una mayor investigacién que permita

confirmar y avalar estas propiedades.
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2.4. CONTROL DE CALIDAD DE LA MIEL DE ABEJA.

La miel puede conservarse por largo tiempo sin que pierda sus propiedades
nutritivas y terapéuticas. Sin embargo, al paso del tiempo y por someterla a
temperaturas elevadas se altera en su composicion y en sus propiedades. Por otra
parte, si existe una excesiva humedad se puede favorecer el crecimiento de

levaduras que metabolizan los azucares produciendo fermentacion alcohodlica y

originando una mayor acidez 3

Existen varios parametros para determinar la calidad en la miel de abeja; los mas

empleados consisten en'*:

1. ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS (cuenta de microorganismos, capacidad
antiséptica, presencia de antibiéticos, etc.)

2. INDICES FI1SI1ICOQUIMICOS (pH, conductividad eléctrica, indice de refraccion,
etc.)

3. INDICES DE EVALUACION TIPICA DE LA MIEL (contenido de humedad, de

HMF, de azacares reductores, etc.)

Los criterios de calidad de la miel estan especificados en la Directiva Europea’® y

en los estandares del Codex Alimentarius'®, los cuales estan actualmente en

revision'”'®. La Comision Internacional de la Miel (IHC, International Honey

Commission), se formo en 1990 para revisar los métodos y los estandares de la
miel de abeja. Inicialmente, recopild y discutid los métodos de analisis aceptados
en el control de calidad de la miel. Luego, condujo analisis interiaboratorio en
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colaboracion con la comisién del Manual Suizo de Alimentos SFM, (Swiss Food
Manual). Los meétodos fueron publicados inicialmente por ia SFM' y luego
ligeramente modificados®. El trabajo actual de la IHC se concentra en los criterios
de composicién de miel de abeja monofloral y esta coordinado por Werner von der
Ohe, del Instituto Regional para la Investigacion de las abejas (Landesinstitut fur
Bienenforschung, Wehilstr. 42, 29221 Celle, Germany)

En general, las normas del Codex Alimentarius son validas para la
comercializacion de miel en el mundo, mientras que otras normas regionatles como
la Regulacion Europea de la Miel establece requerimientos de calidad especificos
para la region, que pueden ser diferentes a los sugeridos por el Codex
Alimentarius.

El borrador de la UE indica que no se deben remover componentes esenciales de
la miel, mientras que en el Codex expresa que la miel no puede ser procesada
hasta el punto de alterar su composicién esencial.

Por otro lado, los estandares de la UE consideran la definici6n de miel industrial y
miel de horneado ausente en el Codex. Estas denominaciones se refieren a mieles
adecuadas para el consumo humano, que pueden presentar sabor u olor no
caracteristicos, fermentacion, sobrecalentamiento, baja actividad de diastasa o
elevado contenido de hidroximetilfurfural respecto a los valores indicados en la
norma. La descripcion de esta denominacion de calidad es necesaria porque la

miel de uso industrial es generalmente esterilizada.
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2.4.1. Criterios especificos de calidad.
En la Tabla 1 se resumen los criterios de calidad de acuerdo con los apuntes de la
Union Europea, del Codex Alimentarius y de la norma Mexicana. Segun el Codex
estos estandares no son obligatorios y pueden ser voluntariamente adoptados por
los distintos gobiernos. Sin embargo, en el borrador de la UE todos los paises que

comercializan miel de abeja deben cumplir con estos requisitos.

Contenido de humedad

El contenido de humedad es un criterio comun en la composicion de la miel, que
debe ser cumplido como parte de las normas de calidad de la miel de abeja para
su comercializacion mundial. Mieles con elevado contenido de humedad pueden
fermentar. En el borrador de los nuevos estandares se sugiere un valor maximo de
humedad de 21 g / 100 g de miel. En la practica, este valor maximo de humedad
es muy raro. La IHC realizo” analisis en aproximadamente 30 000 muestras de
miel, entre los afios de 1989 a 1997, encontrando que aproximadamente el 93 %
de las muestras presentaron contenidos de humedad inferiores a 20g / 100 g de
miel?°. Los estandares suizos utilizaron un maximo de humedad de 20g / 100 g de
miel en los pasados 20 afios, hasta que debieron adoptar el maximo de 21 g /100
g de miel sugerido por la UE, tal como indica la ultima revision de la Ordenanza
Suiza de Alimentos. Es de notar que numerosas organizaciones apicolas
(Alemania, Austria, Bélgica, Espafia, Italia y Suiza) utilizan maximos de humedad

comprendidos entre 17.5 y 18.5 g/100 g de miel para clases especiales de mieles.
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TABLA 1. NORMAS DE CALIDAD DE LA MIEL SEGUN EL BORRADOR
CL1998/12-S DEL CODEX ALIMENTARIUS, DEL BORRADOR 96/0114
(CNS) DE LA UE. Y DE LA NORMA MEXICANA NMX-F-036-1997

Miel de mielada o mezclas de miel de mielada
con mieles florales

<1.2g/100 g

<1.2g/100 g

o . Borrador del | Borrador | NMX-F-036-
Criterios de calidad Codex de la UE 1997
Contenido de humedad:
Mieles fiorales < 21 g/100g = 21 g/100g =< 20 g/100g
Brezo, trébol < 23 g/100g < 23 g/100g
Industrial o de panaderia < 25 g/100g < 25 g/100g
Contenido aparente de azdcares reductores:
Mieles florales =2659g/100g | =65g/100g | =64 g/100g
Miel de mielada o mezclas de miel de mielada
con mieles florales. =459g/100g | =60g/100g
Xanthorrhoea pr. =253g/100g | =539/100g
Contenido aparente de sacarosa:
Mieles florales =5g/100g =549g/100g =< 85g/100g
Robinia , Lavandula, Hedysarum, Trifolium,
Citrus, Medicago,
Eucalyptus cam., Eucryphia luc., Banksia
menz., Rosemarinus =<10g/100 g =10 g/100 g
Calothamnus san., Eucalyptus scab., Banksia
gr., Xanthorrhoea pr., miel de mielada y sus
mezclas con mieles florales =< 15 g/100
Contenido de sélidos insolubles en agua:
Mieles centrifugadas =£0.19g/100g | <0.19g/100g | <0.3 g/100g
Mieles exprimidas < 0.5 g/100 <0.5g/100 g
Contenido de minerales (cenizas):
Mieles florales =<0.6g/100g [ <0.6g/100g

< 0.6 g/100g

Acidez < 50 meq/kg < 40 meq/kg | < 40 meq/kg
Actividad de diastasa ('"1ego de procesar y
mezclar):
Mieles florales (en escala Schade) =8 =8 = 8*
Mieles con bajo contenido natural de enzimas >3 >3 =3
Contenido de hidroximetilfurfural:
Luego de procesar y/o mezclar = 60 mg/kg =< 40 mg/kg < 80mg/kg

* en la escala Goethe

-n

en HMF de 15 mg/kg
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Contenido aparente de azucares.

En la mayoria de las mieles florales, los azucares aparentes (glucosa, fructosa y
sacarosa) representan el mas alto porcentaje. Sin embargo, en la miel de mielada
la situacion es diferente, de hecho, muchas mieles de mielada contienen elevadas
cantidades de oligosacaridos no reductores como la melecitosa, la maltotriosa y la
rafinosa. El estandar para el contenido aparente de azidcares ha sido modificado
en el borrador del Codex, con un minimo de 45 g/100 g de miel para miel de
mielada. El borrador europeo mantiene la antigua norma de 60 g/100 g de miel. La
“sacarosa aparente” se mide de manera indirecta como la diferencia entre total de
azucares y los azucares reductores y puede a menudo ser diferente a la sacarosa
real. Aqui ambos borradores son similares pero el borrador del Codex incluye mas
tipos de mieles que el borrador Europeo. Se puede reemptazar la medicion de los

azucares reductores con la de azucares especificos.

Contenido de sdlidos insolubles en agua.

La cuantificacion de los solidos insolubles en agua permite detectar algunas
impurezas de la miel de abeja superiores al maximo permitido. Este método se
validé cuando una considerable proporcion de ia miel producida en todo el mundo
era cosechada por prensado de los panales. En la actualidad, practicamente toda
la miel de abeja comercial se extrae de los panales por centrifugacion, de tal forma

que este analisis mantiene su vigencia Unicamente como un medio de control

higiénico.
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Contenido de minerales (cenizas).

Et contenido de cenizas es un criterio de calidad para evaluar si el origen de la
miel es floral,de mielada o la mezcla de ambas. Las mieles florales poseen un
contenido de cenizas menor que las mieles de mielada2?'. Actualmente, esta
determinacion suele reemplazarse por la medicidon de conductividad eléctrica. El
contenido de cenizas puede mantenerse como un factor de calidad durante un
periodo de transicion, hasta que la conductividad sea aceptada como un estandar

en el ambito mundial.

Acidez.

La acidez es un importante criterio de calidad. La fermentacion de la miel causa un
incremento de acidez; por ello, si bien existe una considerable variacion natural,
resulta atil fijar un maximo de acidez como norma. El limite maximo de acidez de
40 miliequivalentes por Kg de miel ha sido incrementado a 50 miliequivalentes por
Kg en el borrador del Codex, porque existen mieles con una acidez natural mas

elevada?®?.

Actividad de diastasa.

La actividad de la diastasa en la miel de abeja es un factor de calidad que puede
ser alterado durante el procesamiento y el almacenamiento de la miel; por ello se
utiliza como indicador de sobrecalentamiento y de frescura. Si bien la actividad de
la diastasa varia segun el origen botanico de la miel, el minimo de 8 unidades de
diastasa (DU, “diastase units”) ha resulitado util como estandar de calidad. En
analisis de rutina a largo plazo realizados por la IHC para control de calidad de
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miel de abejas, mas del 92% de las muestras de mieles frescas y mas del 88% de
las mieles empacadas presentaron valores de DU superiores a 82° Al interpretar
los resultados de actividad de diastasa debe considerarse que algunas mieles

monoflorales poseen una actividad baja de diastasa por naturaleza.

Contenido de hidroximetilfurfural.

Este factor de calidad es un indicador de la frescura de la miel y a la vez, del grado
de envejecimiento y/o calentamiento. El contenido de HMF es considerado un
factor determinante porque practicamente no hay hidroximetilfurfural en las mieles
frescas, independientemente de su origen natural. Su formacion ocurre durante el
almacenamiento de la miel y aumenta segun las condiciones de pH y temperatura
de almacenamiento®3,

El mercado internacional ha constatado que un maximo de 40 mg/Kg es
satisfactorio. Durante el control de rutina de la IHC durante los udltimos diez afios,
mas del 90% de las muestras de miel fresca y mas de 85% de las muestras
envasadas presentaron menos de 30 mg HMF/Kg de miel’'. La propuesta del
Codex es fijar un maximo de 60 mg HMF/Kg de miel. La propuesta de un maximo
mas elevado responde al hecho de que el HMF aumenta mas rapido durante el
almacenamiento de la miel de abeja en los paises tropicales cuyos climas son mas
calurosos. La propuesta mas reciente de la UE exige un maximo de 40 mg
HMF/Kg de miel la validez de este estandar ha sido demostrada en condiciones
europeas. La norma mexicana sefiala 80 ppm como maximo en miel envasada

con mas de 6 meses y 40 ppm en miel envasada con menos de seis meses?2°,
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Algunas federaciones europeas (Alemania, Bélgica, Italia, Austria y Espaia)
comercializan una porciéon de sus mieles como miel de alta calidad, la cual
contiene un maximo de 15 mg HMF/AKg de miel.

En la figura 5 se muestra como una miel almacenada a temperaturas menores a
25°C puede mantenerse varios meses (e incluso afos) sin que aumente
considerablemente el contenido de HMF. En cambio, una miel calentada o
mantenida a temperaturas superiores a 30 °C, puede rebasar el contenido

permitido de HMF (40 ppm) en menos de un afo.

S — J— — e

FORMACION DE HMF SEGUN LA TEMPERATURA
DE CONSERVACION

120 »

HMF (mg/kg)

tiempo en dias

3%°C 830°C ASC A20°C XU C

Fig. 5. Datos a partir de Piro et al. >3
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Contenido de polen

El considerar al polen como un componente esencial de la miel, radica en que
sirve para determinar el origen botanico y geografico de la miel; el polen residual
en la miel es menor del 0.01%. Las mieles mexicanas, a diferencia de |la de otros
paises, no estan caracterizadas por su contenido de polen, es decir, se desconoce

desde el punto de vista palinolégico su origen botanico y geogré:ﬁco"s .

2.4.2. Contenido de azucares y conductividad especifica como nuevos
estandares de calidad para la miel.

Como puede observarse, solo existen diferencias poco relevantes entre los
borradores del Codex, de la UE y de la norma mexicana. Pero ninguno de ellos
contiene criterios de calidad como el contenido de azucares especificos y la

conductividad eléctrica (tabla 2).

TABLA 2. CONTENIDO DE AZUCARES ESPECIFICOS Y
CONDUCTIVIDAD ESPECIFICA.

Nuevos criterios de calidad Valores propuestos

Contenido especifico de azacares reductores:
Suma de glucosa y fructosa

Mieles florales =260g/1009
Miel de mielada o mezclas de miel de mielada con mieles florales =459 /100g
Contenido de glucosa -

Mieles florales <38 ¢g/100 g
Contenido especifico de sacarosa (sacarosa real):

Mieles florales =<5¢g/100g

Miel de mielada o mezcla de miel de mielada con mieles florales <5¢9g/100g

Banksia, Citrus, Hedysarum, Medicago, Robinia <109/ 100 g
Lavandula, =159/ 100 g
Conductividad eléctrica especifica:

Mieles florales < 0.8 mS/cm
Miel de mielada o mezcla de miel de mielada con mieles florales = 0.8 mS/cm
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Conductividad especifica.

Se propone que la conductividad especifica pueda sustituir la determinacion de
cenizas en analisis de rutina. Esta medicion es directamente proporcional al
contenido de cenizas de la miel?', ya que existe una relacion lineal entre el
contenido de cenizas y la conductividad especifica dada por la siguiente
expresion: € = 0.14 + 1.74 A, donde “C” es la conductividad especifica (en
Siemens*cm™’) y “A” es el contenido de cenizas en g/100 g de miel?.

Las mieles florales tienen valores de conductividad especifica menores de 0.8
mS*cm™ y las mezcla de miel de mielada con mieles florales y la miel de castafia
poseen valores mayores de 0.8 mS*cm™’. Las mieles de Madrofio (Arbutus unedo),
Banksia, Erica, Leptospermum, arbol de té (Melaleuca alternifolia), eucalipto
(Eucalyptus globulus) y tilo (Tilia cordata) pueden presentar variacion en su
conductividad especifica.

La medicion de conductividad especifica es facil, rapida y requiere instrumentaciéon
sencilla. Es una determinacion que se puede utilizar para distinguir entre la miel
floral y la miel de mielada. Por esta razon, es recomendable introducirla en los

estandares de calidad.

Contenido especifico de azucar.

Se sugiere un contenido minimo de 60 g (fructosa+glucosa)100 g de miel en
todas las mieles florales y de 45 g/100 g de miel para las mieles de mielada (tabla
2). La suma del contenido de glucosa y de fructosa esta muy cercana a la suma de
la totalidad de azGcares reductores, ya que la fructosa y la glucosa representan
mas del 90% de todos los azucares reductores. De hecho, el estandar minimo
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propuesto para la suma de glucosa y fructosa de 45g y 60g/100 g de miel para
mieles de mietada y mieles florales respectivamente, es practicamente igual a los
estandares propuestos para el contenido de azducares reductores.

Actualmente, la determinacion del contenido de azGcares reductores se emplea de
manera rutinaria en el analisis de la miel (método de Fehling), pero no provee
mucha informacion acerca de la calidad de la misma.

Con la excepcion de algunas mieles monoflorales como Banskia, Citrus,
Hedysarum, Medicago y Robinia con contenidos de hasta 10 g de sacarosa /100 g
de miel, se sugirié el estandar de 5g de sacarosa/100 g de miel y en el caso de la
miel de lavanda (Lavandula) se acepta hasta 15 g de sacarosa /100 g de miel.

Por otro lado, el estandar propuesto para la sacarosa real es muy similar al de la
sacarosa aparente (tabla 2). Existen excepciones entre la miel de mielada, donde
el estandar de la sacarosa aparente es 15 g de sacarosa/100 g de miel, mientras
que el estandar especifico es de 5 g de sacarosa/100 g de miel.

La introduccion de un estandar para el contenido de aztcares especificos tendria
consecuencias favorables para el control de calidad de rutina de Ila miel de abeja,
ya que, la proporcion de fructosa/glucosa y la concentracion de sacarosa son
indicadores utiles para poder evaluar la autenticidéd y la posible adulteracion de ia

miel con otras fuentes de azucares.
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2.5. METODOS ACTUALES PARA LA CUANTIFICACION DE HMF EN MIEL DE
ABEJA

Espectrofotometria visible.

La determinacion del HMF descrita en la mayoria de los estudios y en la norma
mexicana se realiza con el método de Winkler®® propuesto en 1955 y que se basa
en la formacion de un compuesto colorido que se genera por la reaccion del HMF
con acido barbiturico en agua y de p-toluidina en una mezcla de isopropanol-acido
aceético glacial. Las lecturas de absorbancia se realizan en el espectrofotdmetro en
una longitud de onda de 550 nm de absorbancia cuando se alcanza el maximo
desarrollo de color (1-4 minutos); las lecturas deben hacerse lo mas rapido
posible, ya que la intensidad del color disminuye con el tiempo.

Ademas de que las muestras requieren de un tratamiento especial para el analisis,
no existen limites de deteccion ni informaciodn sobre sensibilidad reportados para
este método donde el HMF se determina de manera indirecta, por formacion de un

derivado no muy estable.

Espectrofotometria ultravioteta.

Como variacion, en algunos estudios se emplea el método oficial de la AOAC?
basado en la reaccioén del HMF con ferrocianuro de potasio trihidratado, acetato de
zinc y bisulfito de sodio en agua destilada. La absorbancia de la muestra se
determina a 284 y 336 nm; tampoco existen limites de deteccion reportados para
este método. En esta determinacion que también es indirecta, se utiliza la
siguiente formula para conocer la concentracioén:

mg HMF/100g de miel = (A%84 "™ . A336 nmMy(sactor)
g de la muestra
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Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

El método HPLC esta basado en la formacion de 2,4-dinitrofenilhidrazonas
partiendo de compuestos con un grupo carbonilo y en la subsiguiente separacion
de los derivados por cromatografia de fase inversa.

Los derivados se forman a partir de una solucion acida de 2,4-dinitrofenilhidrazina
en acetonitrilo. Asi se evita la precipitacion de los derivados carbonilicos,
permitiendo la inyeccion directa de la muestra dentro del sistema de HPLC. Este
proceso ofrece una alta especificidad, ya que los derivados carbonilicos son bien
separados de otros compuestos presentes en la muestra. El limite de deteccion es
del orden de 10 ng/kg (0.01 ppm o 10 ppb) y la reproducibilidad sobre la base de
seis determinaciones es de + 3% para 2-furaldehido y de + 2 para HMF28,

El método HPLC permite la separacion y determinaciéon del HMF y otros seis
compuestos carbonilicos diferentes, algo que en l|la espectrofotometria no se
puede lograr. En contraste, la recuperacion fue significativamente mas alta en la
espectrofotometria que en HPLC. Como quiera que sea, el método HPLC se
considera superior a la espectrofotometria por su gran selectividad?® y por indicar
los criterios analiticos de limite de deteccion e intervalo de confianza. Sin
embargo, se basa también en la formacion de derivados del HMF y presentan un
costo relativamente alto de analisis por los disolventes) reactivos y equipo

utilizados.
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2.6. IDENTIFICACION FISICOQUIMICA DEL 5-(HIDROXIMETIL)-2-
FURANCARBOXALDEHIDO.

Numero de registro. CAS: 67-47-0
Sinonimos: HMF, 5-(Hydroximetil)-2-furaldehido; 5-(hydroximetil)-2-furancarbonal;
5-(hydroximetil)-2-furfural; 5-hydroximetil-2-formilfuran; 5-oxymetilfurfurol;

hydroximetil furfuraldehido

Estructura, Formula molecular y Peso molecular

CeHeOaz pm: 126.11

Propiedades fisicas y quimicas.

Descripcién: soélido cristalino®® o liquido amarillo oscuro®', olor a flores de
Matricaria chamomilla®?

Punto de ebullicién: 110°C a 0.02 mm Hg>?; 114-116°C a 1 mm Hg>'.

Punto de fusién: 31.5°C3; 32-35°C!

Densidad: 1.20623*

indice de refraccioén: 1.5627 a 18°C??

UV maxima absorcion: 283 nm
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Solubilidad: es muy soluble en agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo,
dimetiformamida; soluble en éter, benceno, cloroformo; menos soluble en
tetracloruro de carbono3?

Reactividad: ligeramente volatil con vapor, debe guardarse protegido de la luz y
del aire32. Carbonizado para su descomposicion emite humo irritante33.
tncompatible con bases fuertes, agentes oxidantes fuertes, agentes reductores
fuertes®'.

Pureza: HMF esta disponible comercialmente con un intervalo de pureza de 95-
99%3'.

Usos: HMF es usado en la sintesis de dialdehidos, glicoles, éteres, amino
alcoholes y acetales. Puede ser utilizado para producir una gran variedad de
productos tales como polimeros, surfactantes, solventes, medicamentos y
plaguicidas®*.

Exposicion en humanos. Los humanos estan potencialmente expuestos al HMF
a través de preparaciones farmaceéuticas, humo del cigarro y por el consumo de
algunos alimentos y bebidas35.

Ocurrencia: HMF ha sido identificado en miel abeja, jugos de frutas, cerveza,
brandy, leche, cereal, y café. EIl HMF es un compuesto intermediario que se
produce partiendo de una secuencia de reacciones no enzimaticas (reaccioén de
Maillard) durante el tratamiento calérico de alimentos que contienen azucares
reductores y aminoacidos>®.

Regulacién: No se han encontrado limites HMF de exposicidn ocupacional

recomendados por organismos internacionales de salud.
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Evidencias de posible actividad carcinogénica.

Datos en humanos: no existen estudios asociados con el riesgo de cancer en
humanos. EI HMF es considerado unicamente como irritante en ojos, tracto
respiratorio, piel y membranas mucosas; la exposicion humana puede ocurrir por
inhalacion, ingestion o absorcion por la piel®'.

Datos en animales: puede actuar como iniciador y promotor del cancer de colon

en ratas pero solo a dosis elevadas.
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2.7. MONOGRAFIA DE LA QUIMICA DEL HMF.*7

El interés cientifico por el HMF comenzdé en la ultima década del siglo XIX, que en
ese entonces se llamaba "oximetilfurfural”. En 1895 se publicaron meétodos de
sintesis y de reacciones quimicas del HMF. Middendorp?®, en el afio de 1919,
presentd estudios detallados relacionados con las propiedades fisicas y quimicas
del HMF. Al mismo tiempo otros investigadores lograron grandes progresos
relacionados con la sintesis y el conocimiento del mecanismo de formacion. Desde
entonces se han publicado mas de 1000 articulos, lo que demuestra su gran
importancia, asi como la de sus derivados.

Se han publicado varias revisiones, las mas importantes en 1951, 1971 y 2001 en
las que se describen meétodos de preparaciéon, aplicacion industrial y mas

recientemente de la formacién de polimeros.

Aspectos de la sintesis de HMF.

La sintesis de HMF esta basada en l|a triple deshidrataciéon de hexosas, por lo que
diferentes substratos pueden emplearse, como por ejempo: hexosas,
oligosacaridos y polisacaridos provenientes de desechos industriales. La
deshidratacion por catalisis acida conduce, aparte de la formacion de HMF, a
varios productos secundarios.

En el terreno industrial la sintesis del HMF es muy compleja, ya que incluye una
serie de reacciones colaterales que influyen fuertemente en el rendimiento. La
descomposicion a acido levulinico y la polimerizacion a acido humico son los

factores mas importantes que disminuyen ta produccién de HMF (figura 6).
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Fig. 6.

Mecanismo de la deshidratacién de hexosas.

La deshidratacion de hexosas (en especial fructosa y glucosa) sigue una de dos
vias posibles. El primer camino (a) incluye la transformacion a un sistema de
anillos, mientras que el camino (b) esta basado en compuestos aciclicos.

Se ha comprobado experimentalmente que el mecanismo de formacion del HMF
va a través de intermediarios ciclicos (figura 7). De esto, las evidencias mas
significativas son:

a.- La facil formacion de HMF a partir de fructosa o de una fructosa que se origina
de la sacarosa.

b.- La 2,5-anhidro-D-manosa es un precursor para formar el enol (2), que se
convertira mas facilmente en HMF (1).

c.- Cuando la reaccion se lleva a cabo en presencia de D20 partiendo de fructosa,
el deuterio no se encuentra presente en el HMF. El 3-desoxiglicosulosa (3) que se
forma en el curso de la reaccion deberia formar un enlace carbono-deuterio debido

a la tautomerizacion ceto-enolica, 10 que no ocurre.
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Cinética de la sintesis del HMF.

Todos los meétodos descritos de la sintesis de HMF, requieren la utilizacion de la
deshidratacion téermica de hexosas en medio acido. Estas condiciones causan
algunas dificultades en el aislamiento de HMF ya que es muy activo e inestable.
Los factores que determinan el porcentaje de formacion de HMF son:

a.- el tipo de sustrato y el grado de hidrolisis.

b.- el tipo y la concentracion det catalizador.

c.- el tiempo y la temperatura de reaccion.

d.- el porcentaje de polimerizacion.

e.- el tipo de solvente empleado y la estabilidad del HMF.

La sintesis es mas eficiente y mas selectiva a partir de cetohexosas que de
aldohexosa. Por ejemplo la hidrélisis de la sacarosa es mas rapida que la
deshidratacion por lo que una parte de la glucosa esta siempre presente en la
serie de reacciones posteriores. Esto es ocasionado por la gran estabilidad en la
estructura de la glucosa la cual se enoliza en un grado muy bajo y la enolizacion
es un factor determinante en la formacién de HMF a partir de glucosa. Por otra
parte ia glucosa puede condensarse para formar oligosacaridos los que pueden
reaccionar con intermediarios o con el mismo HMF; sin embargo, la glucosa es
mas utilizada en la industria para la preparacion de HMF porque su precio es mas
bajo que el de la fructosa.

La deshidratacion de hexosas es catalizada por acidos proéticos y acidos de Lewis.
Las primeras sintesis de HMF fueron catalizadas por acido oxalico.

Por ultimo, la eficacia de la deshidratacion esta influenciada por el tipo de éolvente
y las condiciones de temperatura.
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Conversion quimica del HMF (se menciona como ejemplo un producto).
A.- Reacciones de grupo hidroximetil
e Formacion de ésteres
5-acetoximetilfurfural
e Formacion de éteres
5, 5-diformilfurfuril éter
o Formacion de aldehidos
5-clorometilfurfural
e Oxidacion
2,5-furandicarbaldehido
B.- Reacciones del grupo formil
e Reduccion
2,5-di-(hidroximetil) furano
¢ Reacciones de condensacion
5-hidroximetilfurfurilideno-di-urea
e Oxidacion
acido 5-hidroximetil-2-furancarboxilico
C.- Reacciones del anillo de furano
2,5-di-(hidroximetil)tetrahidrofurano
D.- Polimerizacion de HMF
E.- Conversion electroquimica del HMF.

2,5-dimetoxi-2-dimetoximetil-5- hidroximetil-2,5-dihidrofurano
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En general, la quimica del HMF esta ampliamente documentada y desarrollada;
sin embargo, en lo qQue respecta a la parte electroquimica son pocos los estudios
realizados y se enfocan exclusivamente a la oxidacion electroquimica. Kawana3®
realizo la electrolisis del HMF con un electrodo de platino como anodo, metanol
como disolvente y perclorato de litio como electrolito soporte; la electrooxidacion
produce malonato de metilo.

El-Hajj*° efectud la electrolisis con anodo de platino en solucidn metandlica de
perclorato de tetrabutii amonio; la oxidacion electroquimica resulta en seis
productos diferentes en los que predomina el 2,5-dimetoxi-2-dimetoximetil-5-
hidroximetil-2,5-dihidrofurano con un rendimiento del 11 %. Cottier*® y sus
colaboradores realizaron la electrélisis en diferentes medios obteniendo un diacido
y un dialdehido.

Sobre la base de estos trabajos se esperaria que la oxidacion electroguimica del
HMF dé origen a varias sefales en el voltamperograma (originadas por los
compuestos formados). Por otra parte es importante mencionar que no existen
referencias bibliograficas en cuanto a la reduccidon electroquimica del HMF por lo
que se tomara como modelo a la reduccion quimica, que se lleva acabo en el

grupo formil o en las dobles ligaduras.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Gloria lamaba a la pena,
carcel a la libertad,
miel dulce al amargo acibar,
principio al fin, bien al mal.

Luis de Géngora
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Con base en la investigacion bibliografica realizada, se comprende que la
apicultura en México es una actividad econémica de gran importancia y por ello es
necesario disponer de un control técnico-cientifico que permita asegurar la calidad
del producto y que respalde tanto a productores como a consumidores.

Por un lado, los grandes comercializadores de miel cuentan con laboratorios
quimicos de control con equipos relativamente caros, que no son accesibles para
los pequefos apicultores y por otro lado, los métodos de analisis empleados
resultan porio comuin en gran medida laboriosos y relativamente complicados.

En la determinacion de los componentes de la miel, la del HMF y de la diastasa
son los criterios fundamentales para la calidad de la miel. La produccién de HMF
(que conlleva una disminucidn en la actividad de la diastasa), se debe a la
degradacion de los aztcares principales por efecto del manejo y envejecimiento
de la miel, independientemente del origen de la miel, de aqui que la determinacién
del contenido de HMF revista una importancia capital para su comercializacion.
Como se menciond antes, los métodos propuestos actuaimente implican la
produccion de derivados del HMF, es decir, como no son directos conllevan
mayores costos y mayores posibilidades de error. En particular, debe mencionarse
que el método de Winkler, propuesto en 1955 y aceptado internacionalmente,
depende de la cinética y no indica parametros analiticos de control; este método
no ha sido actualizado.

Estas consideraciones justifican ampliamente la basqueda de otros métodos para
la determinacion del HMF y de ser posible, que sean directos y mas sencillos que

los actuales.
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La busqueda de bajos limites de deteccion y mayor precision en las
determinaciones nos Hleva a plantear el estudio electroquimico del HMF.

Al considerar la estructura del HMF y la investigacion bibliografia realizada es de
esperarse que las reacciones redox (quimicas o electroquimicas) puedan ser
utilizadas para su determinacion directa.

La oxidacion electroquimica produce una serie de compuestos que generan '
también la aparicion de varias sefiales en la zona de oxidacion, complicando asi la
cuantificacion del HMF.

Por otra parte, no existen informes sobre la reduccion electroquimica del HMF; sin
embargo, si se toma en cuenta que la reduccidon quimica se realiza en el grupo
formil o en la doble ligadura del anillo (figura 8)*'424344  nodemos suponer que la
reduccion electroquimica se efectia mas facilmente en el formilo que en las
dobles ligadura, originando una senal especifica en la zona de reducciéon al formar

el compuesto “1” [2, 5-di-(hidroximetil) furano}.

1. para R=CH0H
2. para R=CHj

aos | /@\/OH

(¢}

cod
‘L——— OoH
R

cuando 1, a) metal cat. ©

cuando 2, b) hidrazina

cuando 3, c) Nio Pd, H, 3. para Rfcnon
cuando 4, d) NH, 4. para R=CHaNH2

Fig. 8. Reducciéon quimica del HMF
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3.1. OBJETIVOS

Objetivo general
Desarrollar un meétodo electroquimico para determinar HMF en miel de abeja, con

el minimo tratamiento de la muestra.

Objetivo especl’ﬁco.

> Estudiar el comportamiento electroquimico del HMF.

> Establecer las condiciones experimentales para la determinacion del HMF por
técnicas electroquimicas.

> Determinar el HMF en miel de abeja
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CAPITULO 4

PARTE EXPERIMENTAL

Sabe la muerte a tierra,
la angustia a hiel.
Este morir a gotas

me sabe a miel.

José Gorostiza
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4.1. MATERIAL.

Reactivos

Acetato de amonio o RUAL T. Quimica

Acido acético R.A. Merck
Acido clorhidrico R.A. J.T. Baker
Acido fosfarico R.A. J.T. Baker

Amoniaco. R.A. Merck
DMSO ST Q.P. J.T. Baker
Hidroxido de potasio R R.A. J.T.Baker

Hidroxido de litio R.A. Merck

HMF Q.P. Sigma

Nitrégeno de alta pureza 99.9% Praxair

Perclorato de litio trihidratado R.A. Aldrich
Perclorato de litio anhidro R.A. J. T.Baker
Nitrato de potasio R.A. J.T.Baker

Solucion Buffer pH 4 (citrato/acido clorhidrico) R.A Merck

Solucion buffer pH 10 (aAcido boérico / cloruro de R.A Merck

potasio-hidroxido de sodio)
Agua destilada

Muestras de miel:

Muestra 1: recolectada en la zona lacustre de Zirahuén, Michoacan. Otofio 2002
Muestra 2: recolectada en la zona lacustre de Zirahuén, Michoacan. Otofic 2001

Muestra 3: miel de Aguascalientes (1999).
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Equipo
o Balanza analitica Mettler AE240
o pHmetro Tacussel Beckman Century SS-1
o Potenciostato Tacussel tipo PRGS
o Graficador Yokohama tipo 3036-Y-Recorder
o Milivoltimetro Tacussel Electronic tipo S6N
o Electrodo de referencia: Ag/AgCIl/KClaq Tacussel 3M
o Electrodo auxiliar: Platino
o Electrodos de trabajo: a)- electrodo de gota de mercurio
b)- electrodo giratorio de grafito
o Agitador magnéetico con barra
o Refractometro RHB-90

o Conductimetro Metrohm 664

Material de uso comun en el laboratorio
Vasos de precipitado, vidrios de reloj, matraces volumeétricos, pipetas, micropipeta,

espatula, celda electroquimica, soportes, anillos, pinzas, etc.
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4.2. RESUMEN DE LA METODOLOGIA

Sobre la base de la electroquimica analitica se determind la concentracion de
HMF en tres muestras de miel.

Se empled como referencia una solucion patréon de HMF 1x102 M. El HMF vy la
miel de abeja son muy solubles en agua, por lo que se utilizé este disolvente en la
preparacion del patréon, del electrolito soporte y de las muestras.

Montaje del equipo. Para trazar las curvas de intensidad contra potencial se

monto el sistema con tres electrodos representado en la figura 9.

graficador
—

Potencidstato

mvV

} 3 | N2z
1. Electrodo de referencia. 1 [
2. Electrodo indicador.

3. Electrodo auxiliar.

Fig- 9.
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En la celda se colocd una cantidad conocida del electrolito soporte y se elimind el
oxigeno disueito al burbujear nitrogenc durante 15 minutos. El nitrégeno se
mantuvo sobre la solucidn durante las determinaciones para obtener una
atmosfera libre de oxigeno y evitar que se disolviera nuevamente en el electrolito
soporte. A la curva obtenida se le conoce como voltamperograma y de forma
particular como polarograma si se utiliza el electrodo de gota de mercurio (EGM).
Trazado de los voltamperogramas. Se trazo primero la curva residual, originada
por el electrolito soporte. Luego se trazaron las curvas correspondientes para cada
adicion del patron. De las adiciones se obtuvieron las graficas de intensidad en
funcion de ta concentracion de HMF usadas para determinar el dominio de
electroactividad, el limite de deteccion y la linealidad.

Para calcular la concentracion de HMF en la miel se recurri6 al método de
adiciones patron.

El trabajo experimental se dividid en tres partes:

1%.- ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL HMF.

a.- Influencia del tipo de electrodo. Para encontrar las condiciones
voltamperomeétricas optimas se trabajoé con el electrodo soélido de grafito y con el
electrodo de gota de mercurio (EGM)

b.- Determinacién del dominio de electroactividad. Con la finalidad de ampliar
el dominio de electroactividad en la zona de reduccién y poder observar mejor la

sefal de reduccion del HMF se usé el EGM.
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c.- Determinacién del limite de deteccion y de la linealidad . Se determiné el
limite de deteccion y se verificd que existiera una relacion lineal entre la intensidad
de corriente y la concentracion del HMF.

d.- Estudio termodinamico. Con los datos obtenidos por polarografia clasica, se
trazd la grafica de la ecuacion: E = Egz + (0.058/n) * log (i-iox/-i) que es de la
forma y =mx+b, con el fin de verificar si el proceso cumple con la ecuacion de

Nerst y si es de manera ideal o no.

2%.- DETERMINACION DEL HMF EN LAS MUESTRAS DE MIEL

a.- Sistema miel-electrolito soporte. Al electrolito soporte se le adiciond una
cantidad conocida de la muestra de miel y se hicieron adiciones sucesivas del
patron para analizar el comportamiento de los polarogramas.

b.-Determinacién de la concentracion de HMF en las muestras de miel. De las
graficas y los datos de intensidad en funcidon de la cantidad agregada de HMF
(método de adiciones patron), se calculd la concentracion de HMF y el intervalo de

confianza.

3%.- ESTUDIOS ADICIONALES PARA LA MIEL

a.- Determinaciones fisicoquimicas. Se midi6é el pH, el contenido de humedad,
el contenido de azucares totales y la conductividad especifica (apartir de la
conductividad se determino el porcentaje de cenizas).

b.- Estudio palinolégico. Realizado en el Instituto de Geologia, Laboratorio de
Palinologia de la UNAM, con apoyo de los profesores Enrique Martinez

Hernandez, Elia Ramirez Arriaga y Margarita Reyes Salas.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Sdlo el silencio es sabio
pero yo estoy labrando,
igual que cien abejas,
un pequefo panal con mis palabras

Rosario Castellanos
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5.1. ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL HMF

5.1.1. INFLUENCIA DEL TIPO DE ELECTRODO.

En los voltamperogramas trazados en la zona de oxidacidon con el electrodo de
grafito no se detectaron sefiales reproducibles que se incrementaran de manera
regular al hacer adiciones del patron. Es posible que este comportamiento se
relacione con el hecho de que haya reacciones quimicas acopladas a las
electroquimicas. Por tal motivo se abandono el uso de este electrodo.

Al emplear el electrodo de gota de mercurio (EGM) se observd una sefal bien
déﬁnida en la zona de reduccion, que se incrementé de manera regular al hacer
adiciones del patron, por lo que se tomd al EGM como electrodo de trabajo y, por

consiguiente, a la polarografia como método voltamperomeétrico.

5.1.2. DOMINIO DE ELECTROACTIVIDAD.

Una vez establecido que el EGM fue el electrodo mas adecuado para trabajar, se
busco el electrolito que presentd mayor separacion entre la barrera catodica y la
sefnal de HMF (AE).

En la figura 10, se representan los polarogramas obtenidos por el método de
impulsos en el medio de fosfatos. La grafica muestra la curva residual, la barrera
catodica y el incremento en intensidad de la sefial de HMF con cada adicion del
patron.

En los demas electrolitos las sefiales de HMF y la barrera se presentaron a

diferentes valores de potencial, con lo que se obtuvieron variaciones en AE.
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Polarogramas del patrén de HMF en el medio de
fosfatos 0.5M por el método de impulsos

milivolts

-1400 -1300 <1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 -600

.

nanoamperios

-100

——— - l -120 -

—o—residual

Barrera —E&— 1 microlitro del patron (0.5 exp-6 M de HMF)
catodica —A— 2 microlitros del patrén (1.0 exp-6 M de HMF)| -140
—€— 3microlitros del patron (1.5 exp-6 M de HMF) |
—¥— 4 microlitros del patrén (2.0 exp-6 M de HMF) |

[ S

-160

Fig-10. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
Impulso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™, tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual: 20 mi de la solucion de fosfatos 0.5 M.
Adiciones sucesivas de 1 ulL del patrén; la concentracién final del patrén esta indicada en
Molaridad de HMF

Con base en polarogramas se obtuvieron los resultados de la tabla 3, donde se
establece que los electrolitos con el mayor AE fueron en el siguiente orden:

fosfatos con AE= 300 mV, boratos, LiClO4 y acetatos con AE = 250 mV.
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Los restantes electrolitos presentaron un AE < 200 mV por lo que resuita dificil

distinguir la sefial de HMF.

TABLA 3. Potencial de la barrera catédica usando los electrodos de
{(Ag / AgCl / KCl,, 3M) / EGM / Pt} por polarografia de impulisos en
distintos medios

Electrolito pPH Barrera Sefal de HMF AE
Soporte 0.5M catédica (mV). {(mV) (mV)
Fosfatos 7.1 -1400 -1100 300
Boratos 9.1 -1450 -1200 250
Perclorato de litio 6.5 -1300 -1050 250
Acetatos 4.9 -1300 -1050 250
Hidroxido de litio 12.1 -1600 -1400 200
Amoniaco 9.6 -1150 -1000 150
Nitrato de potasio 7.4 -1400 -1300 100
Citratos 4.2 -1000 Sin senal -

La mayor distancia entre la barrera catddica y la sefal de HMF (AE) permitio
definir mejor la sefal, por lo que fue mas facil distinguir y medir el incremento en la
intensidad de la corriente. Asi que para obtener el limite de deteccién del método
se trabajo con los electrolitos que presentaron mayor AE entre la barrera catédica
y la sefial de HMF.

Debido a que los medios de boratos, perclorato de litio y acetatos presentaron
idénticos AE, se tomo en cuenta el valor mas negativo de la barrera catddica para
obtener un dominio de electroactividad mas amplio. Sin embargo, los medios que
presentaron valores mas negativos de la barrera catddica no necesariamente

tuvieron mayor AE porque la seifal de HMF también se recorrio.
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5.1.3. LIMITE DE DETECCION Y LINEALIDAD DEL METODO.

Para determinar el limite de deteccion de cada electrolito se hicieron adiciones del
patron y se trazaron los polarogramas por el método de impulsos en cada uno de
los medios. De los polarogramas se obtuvo la curva de intensidad como funcion de
la concentracion. En el anexo C se ejemplifica la forma de calcular los valores de
la tabla 4.

Se puede notar que el medio de boratos y el de fosfatos presentan buen limite de
deteccion y aceptable linealidad. En cuanto al medio de acetatos y al de perclorato

de litio, presentaron limites de deteccion y linealidad aceptables.

TABLA 4. Limite de deteccién y linealidad en diferentes medios por
polarografia de impulsos
ELECTROLITO SOPORTE | LIMITE DE DETECCION LINEALIDAD
BORATOS 0.048 ppm 0.9982
FOSFATOS 0.050 ppm 0.9898
LiCLO, 0.160 ppm 0.9993
ACETATOS 0.390 ppm 0.9887

Con base en los resultados de la tabla anterior se considerd que los cuatro medios
son adecuados para hacer las determinaciones de HMF.

También se comparé el limite de deteccion y la linealidad entre el método clasico y
el de impulsos. En la tabla 5, se presentan los resultados experimentales que
confirmaron que la polarbgrafia de impulsos tiene mejor limite de deteccion y
mejor linealidad que la polarografia clasica. En la figura 11, se muestran los

polarogramas obtenidos por el método clasico en el medio de boratos.
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TABLA 5. Comparaciéon entre el limite de deteccién del HMF por polarografia
de impulisos y polarografia clésica en el medio de boratos

Polarografia LiMITE DE DETECCION LINEALIDAD (r)
Impulsos 0.048ppm 0.998264
Clasica 6.80 ppm 0.993494

nanoamperios

Pdarogramas del patran de HVW en medio de boratos 0.5M por e meétodo dasico
milheits
—— e -04
-1450 1400 -130 -1300 1D -1200 -1150 ~1100 -106D 1000 g5 -0
= — 8
;
-400 §
Barre
R | ] -
e e e
—o— reschsl
~B- 75 miaditros det petrtn (75 es -6 Mde HVF) -1000
- 15D rrioroitros el patrtn (10 ap-6Mde HVF)
-1200
—%- 225 rriarditros del petrén (225 ap -6 Mde HVF) !
i~ 300 riarTitros del pabtn (300 evp -6 Mde HVF) 1o
o i
-0

Fig.11 Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:

Altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™*, tiempo de goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 mi de la solucion de boratos 0.5 M.
Adiciones sucesivas de 75 ulL del patrén; la concentracién final del patron esta indicada en
Molaridad de HMF
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5.1.4. ESTUDIO TERMODINAMICO.
La ecuacion del voltamperograma: E= E42 + (0.058/n) * log (i-iox/-i) tiene un
valor de ordenada al origen que corresponde al potencial de media onda (es decir,
practicamente al potencial normat condicional del sistema) y el de |l a pendiente,
m= 0.058/n, permite determinar el numero de electrones (n) intercambiados en el
proceso ( ver anexo B).
En el caso de sistemas que se alejan del comportamiento ideal termodinamico
(comportamiento nernstiano), la ecuacion indica el valor de la ordenada al origen
(E1/2) correspondiente al valor del potencial normal condicional afectado por la
sobretension. El valor de 1a pendiente corresponde a m= 0.058/ an donde a es un
parametro cinético que varia entre Oy 1.
Para el HMF en el medio de boratos al representar graficamente log (i-iox/-i)
contra E (ver el anexo B) se obtuvo la ecuacion: y = 44.2x — 1240. Lo que indica
que E4;2= -1240 mV/ ECS para el sistema HMF — HMF educido
Del valor de la pendiente se deduce que se intercambian al menos 2 electrones
(pendiente menor a 568 mV) y si se considera que la reaccion quimica indica que
n=2, se tiene que como an=1.30 entonces a=0.65
Este valor de a no se aleja mucho del valor medio de 0.50 para sistemas cercanos
al comportamiento nernstiano.
Es posible, por tanto, considerar al sistema HMF — HMF cqucido COMO quasi-
nerstiano aun cuando para afirmario categéricamente sea necesario realizar mas

estudios de la cinética electroquimica, lo que sale de las metas de este trabajo.
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5.2. DETERMINACION DE HMF EN LAS MUESTRAS DE MIEL

5.2.1. SISTEMA MIEL-ELECTROLITO SOPORTE.

De acuerdo con los resultados del apartado 5.1, se consideraron como adecuados
para la determinacion de HMF los medios de boratos, fosfatos, perclorato de litio y
acetatos en ese orden. Sin embargo, la adicién de miel a los electrolitos ocasiond
maodificacidn en los polarogramas.

La muestra 1 de miel origind una segunda sefal en los cuatro electrolitos como se
muestra en la tabla 6. Los polarogramas se obtuvieron por el método de adiciones

patron.

TABLA 6. Potenciales obtenidos por polarografia de impulisos
de la muestra 1, electrodos de {(Ag/ AgCl/ KCl.q 3M)/ EGM/ Pt}.
Electrolito Barrera Senal de HMF 2" senal
Soporte Catédica mVvV mV
Boratos -1200 -1100 -900
Fosfatos -1200 -1100 -1000
Acetatos -1150 -1050 -950

Perclorato de litio -1100 -1000 -900

Polarogramas de la muestra 1 de miel en los diferentes medios (boratos,
perclorato, fosfato y acetatos).

El medio de boratos presenté el mayor AEumrz* senm para las dos sefiales,
mientras que los medios de fosfatos, acetatos y perclorato de litio dieron un
AEumerz® senal Mas bajo ocasionando problemas para distinguir y medir la sefal de

HMF. La tabla 7, muestra el AE umri2°senal €0ntre ambas sefiales.
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Tabla 7. AE umr2® senai ©n cada electrolito
Electrolito soporte AE numFr2" senal
mV
Boratos 200
Fosfatos 100
Acetatos 100
Perclorato de litio 100

En el medio de boratos se detectaron dos sefiales bien definidas (figura 12), una
de éstas corresponde al HMF y la otra a algun componente de la miel, al adicionar
el patron se logré mayor distincion entre ambas.

Como se muestra en los polarogramas de las figuras 13, 14 y 15, la presencia de
la segunda senial dificulta la definicion de las dos sefales por estar muy cercanas.

En medio de perclorato de litio (figura 13), al adicionar el patron se logré mejorar la
resolucion del HMF en la muestra de miel.

En el medio de fosfatos (figura 14) fue mas complicado distinguir ambas sefiales y
soélo al adicionar el patron se logro diferenciarias.

La figura 15 muestra que en el medio de acetatos ambas sefales se definen mejor
pero sin mantenerse separadas.

Pueden ocasionarse errores al determinar la concentracion de HMF si las dos
sefiales tienen un AEumr2® senal relativamente bajo como en el caso de los medios

de fosfatos, acetatos y perclorato.
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Polarogramas de la muestra 1 de miel en medio de boratos
con adiciones del patron de HMF

milivolts
-1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6p0
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-200 -
[owr] [ e |
—»€— 1 microtitro del patrén (0.909 exp-6 M de HMF) -250 -
—©— 2 microlitros del patréon (1.818 exp-6 M de HMF)
-—&— 3 microlitros del palrén (2.727 exp-6 M de HMF) 200
~350—

Fig.12. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
impuiso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs 1, tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 ml de la solucion de boratos 0.5M
Matriz: 10 ml de la solucién de boratos 0.5 M mas 1 mi de disolucién de la muestra
(0.9960 g de miel)
Adiciones sucesivas de 1 ulL; la concentracion final del patrén esta indicada en Molaridad
de HMF
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Polarogramas de |la muestra 1 de miel en medio de
perclorato de litio con adiciones del patron de HMF

milivolts
-1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6#)0
-50
-100 -
-/
——matriz
-150
—>»€— 10 microlitros del patrén
(6.66 exp-6 M de HMF)
—©— 20 microlitros del patrén §
: (13.33 exp-6 M de HMF) -200 { &
1
| ~—&— 30 microlitros del patrén E
| (20.00 exp-6 M de HMF) %
! —#€— 40 microlitros del patron =
i (26.66 exp-6 M de HMF) -250
-300
7 ey 3650

Fig.13. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
Impulso: 100 mV, aitura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™', tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual:5 ml de la solucién de perclorato de litio
Matriz: 5 ml de la solucion de perclorato de litio 0.5 M mas 10 ml de la disolucidn de la
muestra (15.05 g de miel)
Adiciones sucesivas de 10 uL; la concentracién final del patrén en la celda esta indicada
en Molaridad de HMF
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Polarogramas de la muestral1 de miel en el medio de
fosfatos con adiciones del patréon de HMF

milivolts
- - O
-1300 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6p0
-100
-150
w
o
B
-’ =N
200 g
@
— —y o
—&—matriz ! e
! c
~v—- 10 microlitros del patrén (5.00 exp-6 M de HMF) | -250
—e— 20 microlitros del patrén (10.00 exp-6 M de HMF) !
—&— 30 microlitros del patron (15.00 exp-6 M de HMF) [
—¥— 40 microlitros del patrén (20.00 exp-6 M de HMF) | -300
~350—

Fig.14. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
Impuiso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™?, tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual: 10ml de la solucién de fosfatos
Matriz: 10 mi de la solucién de fosfatos 0.5 M mas 10 ml de la disolucién de la muestra
(20.00 g de miel)
Adiciones sucesivas de 10 uL; la concentracién final del patrén esta indicada en Molaridad
de HMF
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Polarogramas de la muestra 1 de miel en medio de
acetatos con adiciones del patrén de HMF

milivolts =
-1200 -1100 -1000 -900 -800" -700 -6po
-100
w
-150 =
2
E
]
o
s
-200 (=
r —8— matriz }
l {-250
—»€— 10 microlitros del patrén (5.00 exp-6 M de HMF) !
!
—©— 20 microlitros del patrén (10.00 exp-6 M de HMF) i
==& 30 microlitros del patrén (15.00 exp-6 M de HMF) | -300
—¥—40 microlitros del patrén (20.00 exp-6 M de HMF) ‘
—=350—

Fig.15. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:

Impulso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™, tiempo de

goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 mi de la solucioén de acetatos 0.5 M

Matriz: 10 ml de la solucion de acetatos 0.5 M, mas 10 mi de |a disolucion de la muestra

(20.00 g de miel)

Adiciones sucesivas de 10 pL; la concentracion final del patréon esta indicada en Molaridad

de HMF
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Polarogramas de las muestras 1, 2 y 3 de miel en el medio de boratos
Al trazar los polarogramas de la muestra niumero 1 en los diferentes medios
confirmamos que el medio de boratos es el mas adecuado para hacer las
determinaciones del HMF en la miel ya que nos permite una mejor definicion y
separacion de dos sefiales diferentes.
El polarograma de la muestra 1 (figura 16) presentd un valor de intensidad menor
para el HMF de -120 nA y mayor para la segunda sefial de -150 nA
En la muestra 2 el valor de intensidad para el HMF fue mayor de -190 nA y para la
segunda sefal fue menor de -110 nA. (figura 13)
En cuanto a la muestra 3 no aparecio la segunda sefal y el valor de intensidad del
HMF fue de —1200 nA (figura 14).
Lo anterior parece indicar que al incrementarse la sefial de HMF la otra disminuye
o desaparece por completo
Si se considera que la formacion del HMF se favorece por incremento en la
temperatura y las enzimas diastasa e invertasa, presentes en la miel, son
inestables por la misma causa®*®, se puede presuponer que la segunda sefial, que
aparece en las muestras 1 y 2, la origina alguna de esas enzimas.
Esto debera comprobarse experimentalmente; sin embargo, el estudio
correspondiente rebasa los objetivos del presente trabajo.
En general, en los polarogramas de las muestras de miel 1, 2 y 3 en boratos se
obtuvieron sefales de HMF bien definidas permitiendo medir con facilidad el

incremento en la intensidad de corriente.
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Polarogramas de la muestra 1 de miel en medio de boratos
con adiciones del patrén de HMF

milivolts

— : —— v - O
-1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 - -600

-50

-100 -

k=1
-150 - é
©
5
©
=

-200

EFEI —E— matriz A o
-250 -

—»€— 1 microlitros del patrén (0.909 exp-6 M de HMF)
—©— 2 microlitros del patrén (1.818 exp-6 M de HMF)

—&— 3 microlitros del patrén (2.727 exp-6 M de HMF)

-300

350

Fig.16. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:

Impulso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™, tiempo de

goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 ml de 1a solucion de boratos 0.5 M
Matriz: 10 ml de la soluciéon de boratos 0.5 M mas 1 ml de disolucion de la muestra

(0.9960g miel)

Adiciones sucesivas de 1 nL, la concentracion finat del patrén esta indicada en Molaridad

. de HMF
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Polarogramas de la muestra 2 de miel en el medio de
boratos con adiciones del patron de HMF

milivolts
i i O
-1300 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6po
-100 -
-150 | g
2
e
[3-3
: [=1
. =1
i -200 | &
—€— 1 microlitro del patrén (0.909 exp-6 M de HMF) :
|
—O— 2 microlitros del patron (1.818 exp-6 M de HMF) |
{ -250
—&— 3 microlitros del patron (2.727 exp-6 M de HMF) !
—¥— 4 microlitros del patron (3.636 exp-6 M de HMF) t
-300 -
LY ~3

T

Fig.17. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
Impulso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™', tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 ml de la solucién de boratos 0.5 M
Matriz: 10 ml de la solucién de boratos 0.5 M mas 1 mi de disolucion de la muestra
(0.9975 g de miel)
Adiciones sucesivas de 1 ul; la concentracion final del patrén esta indicada en Molaridad
de HMF

62




Polarogramas de la mues tra 3 de miel en el medio de
boratos con adiciones del patron d e HMF

milivolts N
-1*00 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6p0
g
e
-400
-600
-800 2
2
e R _ £
! 51
‘ 2
! -1o00 |
—— 10 microlitros det patron (9.09 exp-06 M de HMF)
-1200
-—0— 20 microlitros del patron (18.18 exp-6 M de HMF)
—aA— 30 microlitros del patron (27.27 exp-6M de HMF) | -1400
—— 40 microlitros del patron (36.36 exp-6 M de HMVIF)

Fig.18. Polarogramas trazados en las siguientes condiciones:
Imputiso: 100 mV, altura de la columna: 75 cm, velocidad de barrido: 2 mVs™', tiempo de
goteo: 1.5 seg.
Residual: 10 mi de la solucién de boratos 0.5 M
Matriz: 10 mi de la solucién de boratos 0.5 M mas 1 mi de disolucidon de la muestra
(0.9970g de miel)
Adiciones sucesivas de 10 uL; la concentracién final del patrén esta indicada en Molaridad
de HMF
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5.2.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE HMF EN LA MIEL.

Con base en los polarogramas obtenidos en el medio de boratos (figuras 16, 17 y
18) se determind la concentracion del HMF en las tres muestras de miel.

En el anexo D se ejemplifica el calculo para obtener la concentracién y el intervalo
de confianza.

Los resultados se presentan a continuacion:

Tabla 7. Concentracién de HMF en las muestras de miel
Muestra 1 (ppm) Muestra 2 (ppm) Muestra 3 (ppm)
Boratos 1.32 + 0.88 3.20 + 1.22 119 + 7.55

En la muestra 1 el intervalo de confianza corresponde al 68 % de la concentracion
de HMF, que es un porcentaje relativamente alto que se explica porque existe una
mayor desviacion de los datos experimentales al determinar cantidades pequefias.
El intervalo de confianza de la muestra 2 corresponde al 38% de la concentracion
lo que confirma que al aumentar el contenido de HMF disminuye la incertidumbre
de las mediciones.

La muestra 3 presenta el mejor intervalo de confianza con el 6.3% de la
concentracion de HMF lo que indica que al determinar cantidades altas de HMF
existe menor desviacién de los datos experimentales.

Este comportamiento es derivado de la menor o mayor incertidumbre al medir

corrientes altas o bajas respectivamente.
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5.3. ESTUDIOS ADICIONALES PARA LA MIEL.

5.3.1. DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS.

Se realizaron estudios complementarios en las tres muestras de miel para
comprobar que es factible llevarlos a cabo de una manera mas rapida y sencilia
que por los métodos actualmente especificados en la norma.

El pH se midi6é directamente con el pHmetro, sin hacer ningun tratamiento a las
muestras.

El contenido de humedad y de azucares totales se determin6d con el refractometro
de manera directa al colocar las muestras sobre el prisma y realizar las lecturas.
Sin embargo, es necesario mencionar que no se determinan azucares especificos
por este método.

El contenido de cenizas se obtuvo al medir la conductividad especifica de
disoluciones de miel (ver anexo E)

Las tres muestras cumplieron con las normas de contenido de humedad, de

cenizas y de acidez.

. % de
% de AziGcares Conductividad °
TABLA S PH Humedad | totales % | especifica mS*cm™ Cenizas
Muestral | 3.27 21.1 77.5 0.737 0.343
Muestra2 | 3.29 14.0 84.5 0.530 0.224
Muestra3d | 3.76 154 79.0 0.389 0.143

Para validar estos resultados seria necesario obtener estos parametros por los

métodos tradicionales y compararios.
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5.3.2. ESTUDIO PALINOLOGICO

Los resultados del estudio palinolégico realizados a la muestra 1 (con menor
contenido de HMF) se muestran a continuacion:
compuestas: 64 %

otras especies 36 %

El 64 % de las compuestas esta conformado de la siguiente manera:
Compuestas tipo B, con diametro de polen de 36-40um: 44 %
Compuestas tipo A, con diametro de polen de 20-26pm: 13.3 %
Compuestas tipo C, con diametro de polen de 48-50 um: 6.4 %

El 44 % del polen dominante pertenece a margaritas, por lo tanto la muestra 1 es

una miel monofloral de margaritas.

En la lamina siguiente se muestran las fotografias de los granos de polen
obtenidas con el microscopio 6ptico e iluminados con luz normal y con contraste
de fases. Las fotografias se confrontaron con las que se encuentran en el atlas

palinoldégico y que corresponden a la region de Michoacan.
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Compuesta tipo A; microscopio supraéptico con contraste de luz

Compuesta A. Vista normal
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

He bajado para librarte de las manos de los egipcios
y subirte de esa tierra a una tierra fértil y espaciosa,
una tierra que mana leche y miel.

Exodo, 3,5.
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El 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido (HMF) puede cuantificarse en
agua con diferentes sales usadas como electrolito soporte; se encontraron
asi las condiciones que permitieron tener una relacion lineal directa entre la
sefial amperométrica y la concentracion de HMF, tanto por polarografia
clasica como por el método diferencial de impuisos.

La adicion de miel a los electrolitos representa una modificacion al medio de
reaccion pues cambia tanto el dominio de electroactividad como la sefial
electroquimica del HMF.

El HMF pudo determinarse sin mayor dificultad y de manera directa por
polarografia de impulsos en un medio acuoso de boratos (pH 10, 0.5 M). EI
HMF presenta en estas condiciones un Eq 2= -1240 mV.

En especial el excelente limite de deteccion (0.0474 ppm) para el medio de
boratos indica que el método puede aplicarse tanto al caso de las mieles,
como quizas a otro tipo de muestras.

En las mieles con bajo contenido de HMF se encontré otra sefal de
reduccién cuyo tamarno disminuye e incluso desaparece si el contenido de
HMF aumenta, podria tratarse de una sefial atribuible a alguna de las
enzimas presentes en la miel (diastasa o invertasa), cuyo contenido es
descrito como inverso al del HMF47,

El contenido de HMF permitié determinar la calidad de la miel porque las
tres muestras cumplieron con los demas parametros evaluados.

El contenido de azacares totales por refractometria no es especifica por lo

que para determinar algun azucar en particular es necesario realizar otro
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tipo analisis como la cromatografia o desarrollar un método electroquimico

que lo permita.

En general los cinco parametros de la tabla 7 se realizaron de manera

rapida, sencilla y econdmica.

ppm de % de o, . % de

Tabla 9 HMF | pH | Humedad | % 9@ AZlcares | cqp 0
Muestral (2002) | 1.32 | 3.2 1.1 77.5 0.34
Muestra2 (2001) | 3.20 | 3.2 14.0 845 0.22
Muestra3 (2003) | 118.56 | 3.7 15.4 79.0 0.14

La muestra 2 (Michoacan otofio 2001) es de excelente calidad con 3.20
ppm de HMF. Mientras que la muestra 3 es una miel vieja con 118.56 ppm
de HMF, por lo que no deberia comercializarse para el consumo humano.

Ei estudio palinoldgico permitié caracterizar aan mejor la muestra 1 al
determinar el origen botanico, lo que le da un valor agregado a esta miel.

La muestra 1 (Michoacan, otofio 2002) por ser monofloral, contener 1.32
ppm de HMF y poder conservarse almacenada aun por mucho tiempo, es
una miel de muy alta calidad que debe comercializarse en las condiciones

mas favorables.

69




6.1. Perspectivas
Se puede desarrollar un estudio mas amplio sobre la segunda sefal que
aparece en la zona de reduccion.
Se debe hacer una comparacion experimental entre el método polarografico y
el espectrofotomeétrico clasico, asi como con HPLC.
La determinacion del contenido de cenizas puede realizarse a través de la
mediciobn de la conductividad especifica pero es necesario hacer una
investigacion bibliografica y experimental complementaria al respecto.
Puede pensarse en el desarrollo de métodos electrométricos para la
cuantificacién de azucares, que reemplacen al método volumétrico de Fehling,
pues ambos se basan en reacciones redox.
Otro posible desarrollo seria comprobar la ausencia de antibidticos en la miel,
lo que podria realizarse por electroquimica analitica, para evitar asi las pruebas
microbiologicas que son mas complicadas y laboriosas (ademas, no son
especificas ya que la miel tiene por si misma propiedades antisépticas).
Con base en los resultados experimentales aqui presentados es posible pensar
en desarrollar métodos amperométricos o potenciométricos que sean mas
rapidos y sencillos, que puedan ser realizados directamente en las salas

apicolas de extraccion y envasado.
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ANEXOS

Ah Mucen Kab

Deidad del pantedn de los mayas, venerado como patrono de quienes obtenian la miel de las
colmenas. En ocasiones aparece desdoblado en cuatro presencias diferentes y relacionado con
otras divinidades, en particular con los bacabes.
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Anexo A.
Preparacion de las muestras de miel para la determinacién de HMF.
Como la miel es muy soluble en agua, se probaron diferentes diluciones de las
muestras, siendo preferible, la que presentd una concentracién de
aproximadamente 1 g de miel /ml de agua destilada y una concentracion final en la

celda cercana a 0.1 g de miel / ml de electrolito soporte.

Anexo B.
Estudio termodinamico.
Se uso el meétodo clasico para trazar un polarograma en el medio de boratos, lo
que permitio, al graficar el potencial contra el log (i-i.x/-i) obtener la ecuaciéon de la
recta, la pendiente y la ordenada.
De la zona logaritmica del polarograma se tomaron los valores para calcular el log

(i-iox/-i1). Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Altura (cm) | i (nA) | E (mV) | log (i-lox/-i )
0.3 1.5 |{-1212.5 0.903
0.5 2.5 -1225 0.643
0.9 4.5 [-1237.5 0.301
1.3 6.5 -1250 0.00322
1.7 8.5 |-1252.5 -0.23
2.0 10.0 [ -1275 -0.456

lox = 2.7 cm de altura =13.5 nA
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GRAFICA PARA DETERMINAR EL. POTENCIAL DE
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Anexo C.

Determinacién del limite de deteccién y linealidad del método*®,

Como ejemplo se tomaron los datos obtenidos por polarografia clasica en el medio

de boratos.

El significado de los simbolos se muestra a continuacion:

simbolo significado
r Coeficiente de correlacion de la recta
m Pendiente de la recta
b Ordenada
n Numero de datos X-Y
Yprom Valor promedio de los valores Y
Xprom Valor promedio de los valores X
X Xi Suma de los valores de X
EYi Suma de los valores de Y
Z (Yi-Ycalc)~2 Sumatoria del cuadrado de la diferencia entre el valor
experimental y el valor ajustado de Y
Z (Xi~2) Sumatoria del cuadrado de los valores X
E (Xi-Xprom)~2 Sumatoria del cuadrado de la diferencia entre el valor
experimental y el valor promedio de X
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E (Yi-Yprom)~2

Sumatoria del cuadrado de la diferencia entre el valor
experimental y el valor promedio de Y

Sy/x Desviacion estandar de la recta
Sm Desviacion estandar de la pendiente
Sb Desviacion estandar
t T de student
Yoo Limite de deteccion para la respuesta del equipo
XLoo Limite de deteccion para la concentracion del analito

De la concentracion final de HMF en la celda se obtuvieron los siguientes valores:

D 'i::x‘s'"" Yi calc |(Yi-Ycalc)~2| (Yi-Yprom)~2 | Xir2 |(Xi-Xprom)*2
9.457 325 348.87] 570.1967701 524417.26 89.448 554.0186
18.91 635 630.25] 22.5581283 322061.66 357.77 198.2548
28.37 910 911.620 2.650636182 709814.29 804.99 21.37027

37.8 1190 1193.005 9.03420061 1260016.9 1431.1 23.37432
46.65 1560 1455.624] 10894.18151] 2227570.5 2176.8 186.6420
56.74 1675 1755.61 6498.321986] 2584071.5 3219.4 563.8107

Con los datos de intensidad y concentracion se trazo la grafica:

Curva patrén de H M F en boratos para determinar el
limite de deteccicn vy la linealidad

2000 -
1800 -

y=29.8x + 67.5
R = 0.9879

-10 -200

10 20 30 40
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De la grafica se obtuvo el valor “r” (linealidad) y de las formulas siguientes el limite

de deteccion. Estos calculos se realizaron para cada medio.

Formulas:

Svix = { £ (Y; - Ycalculada)? /n-2}'?

Sm = Svix / { £ (X; — Xprom)? }'*?

Sy = Svix/ { £ X2/ n £ (X — Xprom)? }¥2

Yoo = Y + 3S

X, pp = 3S/m

Valores calculados:

r 0.9935
m 29.75+ 4.173 | Sm * t(n-2, 95%) =4.173
b 67.50 £175.96 | Sb * t(n-2, 95%) =175.96
n 6
n-2 4
t(n-2, 95%) 2.447
Yprom 1049.1666
Xprom 32.9953
Z Xi 197.9722
X Yi 6295
Z (Yi-Ycalc)”2 17996.94323
Z (Xir2) 8079.63622
X (Xi-Xprom)~2 1547.470891
E (Yi-Yprom)~2 7627952.297
Sy/x 67.076343
Sm 1.705314
Sb 71.9085
Yoo 268.72
XvLoo 6.80
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Anexo D.

Calculo de la concentracién del HMF por el método de adiciones patron*®

para la muestra 2.

Al graficar los datos de intensidad en funcién de la cantidad agregada de HMF se

obtuvé el valor extrapolado xo 1o que permitié determinar la concentracion de las

muestras.

microgramos | intensidad en

agregados de| nanoamperios | Yical [(Yi-Yical)*2 Xir2 (Xi-Xprom)~2
HMF(Xi) (Yi)

[%) 53 46.3820 43.7993 [¢) 39.7404
1.2611 68 63.4846 20.3886 1.5891 25.4358
2.5222 86 80.5870 29.2968 6.3564 14.3095
3.7833 o8 97.8393 0.02582 14.3853 6.3061
5.0444 108 114.792 46.1420 25.4257 1.5916
6.3055 124 131.895 62.3392 39.7278 1E-06
7.5666 136 148.9982 168.954 57.2080 1.5865
8.8277 164 166.1009 4.41410 77.8665 6.3514
10.0888 174 183.2037 84.7081 101.703 14.2944

11.3499 206 200.3064 32.4167 128.7180 25.4157
12.611 234 217.4091 275.256 158.9136 39.7152
suma(Xi-Xprom)~2 174.7470

suma(Xi)”r2 611.8915
suma(Yi-Yical)~2 767.7416
Xi promedio 6.3040
Yi promedio 131.909
Sy/x= 9.2360
X0 -3.195798298
m 13.55959083
b 46.40909091
r 0.9883
n 11
n-2 9
t(n-2, 95%) 2.26
y= 13.6x + 46
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GRAFICA PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE HMF EN
LA MUESTRA 2 DE MIEL. MEDIANTE ADICIONES PATRON
250

y = 13.56x + 46.409
R? = 0.9767

80
cantidad agregada de HMF en microgramos

Para calcular la desviacién estandar del valor extrapolado (Sxg), se usa la

ecuacion:

Sxe =

Sxe =

Swx * {1+ Yi promedio)? y'2
m n

m* * suma(Xi-Xpromedio)

+ (131.91)? }'2 =0.5407
13.56)° * (174.75)

(L
11

INTERVALO DE CONFIANZA = Sxe *t(n-2, 95%) = 0.5407 * 2.26 = 1.22

El intervalo de confianza se divide entre la cantidad de miel de la muestra:

1.22/0.9975 = 1.22

Para obtener la concentracién de HMF en la muestra el valor extrapolado xo

(3.196 ng) se divide entre la cantidad de miel de la muestra (0.9975g).

3.196 ug/ 0.9975 g =3.20 ng/ g = 3.20 ppm

3.20 ppm + 1.22
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Anexo E.

Caélculos para la determinacién del contenido de cenizas con base en la

conductividad especifica.

Se hicieron diluciones de la miel en agua destilada quedando las siguientes

concentraciones para cada muestra y las lecturas realizadas en el conductimetro:

Menos la
Muestra concentracion Conductividad |conductividad n“::;':"::::& ':;:r
(g de miel/ ml)l | eléctrica, medida| eléctrica del celda (2.07cm™)
agua (3.9uS) B
Muestra 1 0.10028. 360 uS 356.1 uS 737.127 pS cm”
Muestra 2 0.100116 260 nsS 256.1 usS 530.127 uS cm”
Muestra 3 0.107312 192 us 188.1 usS 389.367 uS cnm’

Al utilizar la foGrmula: € = 0.144+1.74* A

Tenemos que: A= (C * 0.14)/1.74

Donde “C“es la conductividad especifica en mS * cm™

y “A” es el porcentaje de ceniza

conductividad
oespecifica

porcentaje de ceniza

0.7371 mScm’’

0.3431 % de cenizas

Muestra 1
Muestra 2 0.5301 mS cm’’ 0.2241 % de cenizas
Muestra 3 0.3893 mScm™' 0.1431 %de cenizas
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No es esencial obtener las mas altas notas en la
universidad, siempre que seas capaz de obtener

mencién honorifica en la vida
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