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1.1. Introduccion

La miel de abeja es una sustancia dulce natural producida por las abejas mieleras y
esta compuesta principalmente de fructosa y glucosa. Por sus caracteristicas sensoriales y
fisicas tiene aplicaciones versatiles en la industria de los alimentos que van desde su
consumo directo hasta su procesamiento como ingrediente de varios productos alimentarios.
La miel puede conservar sus cualidades por varios afios; sin embargo, factores ambientales
y de almacenamiento ocasionan la formacion de 5-hidroximetil-furfural (HMF), que aunque no
hay un indice de toxicidad reportado, si esté identificado como producto de degradacion de
azucares por calentamiento.

El precio de la miel de abeja es mucho mayor que el de otros productos edulcorantes
como el azucar de cafa y el jarabe de maiz por ello su adulteracion es una practica frecuente.
Por esta razon, varios paises han puesto especificaciones y normas estrictas para su
comercializacion. En la actualidad las normas de calidad para la miel incluyen composicion
quimica y propiedades fisicas especificas, que se realizan de manera rutinaria en pruebas de
plataforma para su comercializacion. No obstante, la mayoria de las técnicas disponibles son
tardadas y requieren de un buen tratamiento de la muestra y habilidades analiticas.

Este trabajo presenta los resultados obtenidos de estudios analiticos en miel para la
cuantificacion de los azucares reductores presentes, determinados por el método de Fehling-
Sohxlet y por técnicas electroquimicas como la polarografia clasica, de impulsos

diferenciales y voltamperometria con electrodos solidos giratorios.






2.1. Generalidades.

Para la dieta de los seres humanos, los hidratos de carbono son la base de la
alimentacién, pues proveen la principal fuente energética en la ingesta diaria y la fibra que
favorece el buen funcionamiento géastrico e intestinal.

Desde que se tiene memoria para mujeres y hombres de casi todas las culturas, el sabor
dulce es apreciado. En muchas culturas, el finalizar una comida esta marcado con la
degustacion de algun alimento dulce. Su funcion social esta asociada a lazos de amistad,
situaciones agradables y recuerdos placenteros.

Existen frases figurativas familiares alusivas a la miel tales como: “Dejar con la miel en
los labios” para indicar que se priva de lo que se empezaba a gustar y disfrutar. “Hacerse de
miel” para aludir a portarse mas blanda y suavemente de lo que conviene. "Miel sobre
hojuelas”; se usa para expresar que una cosa viene o recae muy bien sobre otra, o le afiade
nuevo realce. “Quedarse a media miel” es empezar a gustar un manjar o satisfacer un deseo,
y verse repentinamente interrumpido antes de quedarse satisfecho, también es no poder oir
o entender sino a medias una conversacion, canto o discurso interesante. “Ser de mieles” es
ser muy gustoso, suave, dulce y deleitable. “Vender miel al colmenero” se dice del que vende
sus géneros al que estad sobrado de ellos, o pretende dar noticias a quién estd mejor
enterado que él.

Claramente las connotaciones mencionadas anteriormente con la miel estan
relacionadas con el placer que produce consumirla y degustarla.

La miel, en particular, es una mezcla que va desde un color dorado translucido a un café
opaco, puede ser liquida o sdélida y tiene como componente principal carbohidratos que
provienen del néctar de las flores y es tratado con enzimas presentes en el cuerpo de las

abejas.



2.2. Miel de abeja.

En la norma oficial mexicana (NOM-145-SCFI-2001) la miel la definen como: “La
substancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar de las flores o de
secreciones 0 de otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen, transforman,
combinan con sustancias especificas propias y almacenan en panales, de los cuales se
extrae el producto sin ninguna adiciéon™.

La miel la define la Real Academia Espafiola de la Lengua como “Una substancia viscosa
amarillenta y muy dulce, que producen las abejas transformandolo en su estdbmago el jugo de
las flores, y devolviéndolo por la boca para llenar con él los paneles y que sirva de alimento a
las crias™.

CODEX ALIMENTARIUS presenta una definicion similar.

2.2.1. Apicultura. 3

La apicultura o el cultivo de abejas es una actividad agropecuaria orientada a criar abejas
y prestarles los cuidados necesarios con el objeto de obtener los productos que son capaces
de elaborar y recolectar con el fin de satisfacer las necesidades que el hombre tiene de
éstos. El principal producto que obtiene el hombre en esta actividad es la miel. Un beneficio
indirecto de la actividad de pecoreo (que es la conducta de las abejas obreras que recolectan
polen y néctar de la flora apicola de un determinado lugar geogréfico) que realizan las abejas

corresponde a la polinizacién que realizan estos insectos. El cultivo similar de otras abejas

productoras de miel (melipénidos) se denomina meliponicultura.

1 Norma Oficial Mexicana NOM-145-SCFI-2001, Informacién comercial-Etiquetado de miel en sus
diferentes presentaciones. Diario Oficial, p3, 23 de abril 2001.

2 Real Academia Espanola. Diccionario de la Lengua Espariola. 20°ed. Espasa-Calpe. Espana. Vol. 11
p-907 (1984)

3 http:/ /es.wikipedia.org/wiki/Apicultura




2.2.2. Historia de la apicultura.

En las pinturas rupestres del mesolitico presentes en la Cueva de la Arafa, en la
localidad de Bicorp en Valencia, Espafia hay escenas de la recoleccién de la miel; si bien es
dificil determinar su origen, se calcula que estas pinturas podrian tener entre 7000 y 8000
aflos de antigledad. En el Mesolitico, 10.000 a 5.000 afios a.C., el hombre comienza la
recoleccién de miel de colmenas silvestres y en el Neolitico se piensa que fue cuando

aprendio a controlar las abejas y enjambres.

‘&
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=
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Figura 1. Pintura rupestre encontrada en la Cueva de la Arafia en Espafia.

Existen datos historicos que sefialan la existencia de practicas apicolas antes de la época
de los egipcios, los cuales trasladaban sus colmenas en embarcaciones a lo largo del rio

Nilo. Hay papiros que datan del afio 2400 a.C. donde podemos observar esta préactica.

Los griegos, que fundan Efeso en el afio 1100-1000 a.C. en el Asia menor, en la antigua
Anatolia hoy Turquia, veneraron la apicultura dado que la Diosa Artemisa era representada

en las monedas con el cufio de una abeja en los afios 480 a.C. En Tracia también fue muy



comun el cufio de monedas con una abeja. Los romanos, también practicaron la apicultura y
en general heredaron las practicas helénicas e hicieron de ellas un objeto de culto. Los
poetas georgicos dedicaron obras a la descripcion de los instintos, costumbres, inteligencia
de las abejas y a la explotacion racional de estos animales que nunca dejaron de
sorprenderlos. En general, siempre en los relatos de las sociedades mas avanzadas de todas
las épocas, se han encontrado vestigios del conocimiento de las abejas y de la explotacion

racional de la miel y la cera.

En América se desarrollé la meliponicultura, pues el género Apis era inexistente antes del
descubrimiento de América. Los géneros Melipona (abeja sin aguijon) y Trigona fueron
descubiertos por los mesoamericanos teniendo especial desarrollo el genero Melipona,
principalmente por los mayas. Los historiadores describen la actividad apicola y el intenso
cuidado de las abejas que tenian los mayas durante la colonia; asimismo resulta evidente
que la meliponicultura en esa época estaba mas extendida que la apicultura en cualquier
pais de Europa. Los mayas utilizaron la miel como el recurso principal en la fabricacion del
“balché”, bebida que incluia ademas de la miel, corteza del balché (Lonchocarpus longistylus
Pittier) y agua, que se utilizaba en festividades religiosas. El documento mas antiguo sobre
aspectos relacionados con la apicultura en la Peninsula es el codice Troano (de la era
hispanica) en el cual hace mencion a las festividades religiosas. Festejos similares fueron
descritos por el obispo Diego de Landa, quien comenta que durante los meses de Tzec
(Noviembre) y Mol (diciembre), los apicultores mayas celebraron fiestas dedicadas
principalmente al dios Ah-Muzencab cuya imagen se muestra en la figura 2 (es el "dios
descendente" y se halla representado en Cob4 y Tulum (Quintana Roo), y en Sayil y Chichén
Itz4 (Yucatan), se le asocia con el dios de las abejas). Segun algunas leyendas, Ah
Muzencab, "el que cuida la miel" es, ademas, quien carga el cielo para asegurar un buen

flujo de néctar, tan importante para lograr una buena cosecha de miel.



Figura 2. Representacion de Ah Muzencab, el dios abeja.

En una visualizacion histérica podemos notar que el consumo de edulcorantes ha ido
yendo en sentido terrenal, es decir, se comenzd con el consumo de extractos de frutas y miel
(lo mas aéreo) después con el consumo de jugo de tallo (azucar de cafia) después con la
raiz (betabel y remolacha) y por ultimo con extractos derivados del petroleo o de sintesis
como sacarina o aspartame, por situar estos ultimos de alguna manera.

La miel ha acompafnado a la humanidad por su funcién edulcorante que es dada por los
carbohidratos que contiene, de ahi la importancia de conocer las caracteristicas de estos

compuestos organicos.



2.2.3. Clasificaciéon de la miel.

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 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.

La Norma Mexicana NMX-F-036-1997 ALIMENTOS-MIEL-ESPECIFICACIONES Y

METODOS DE PRUEBA establece que las mieles se pueden clasificar, de acuerdo a su

presentacién, como:

Miel en Panal: Es la miel que no ha sido extraida de su almacén natural de ceray
puede consumirse como tal.

Miel Liquida: Es la miel que ha sido extraida de los panales y que se encuentra en
estado liquido, sin presentar cristales visibles.

Miel Cristalizada: Es la miel que se encuentra en estado solido o semisélido granulado
como resultado del fenémeno natural de cristalizacion de los azlcares que la

constituyen.

La Norma Mexicana NMX-F-036-1997 ALIMENTOS-MIEL-ESPECIFICACIONES Y

METODOS DE PRUEBA, también establece que la miel debe designarse con el nombre de

la regidn geografica, si ha sido producida exclusivamente en el area a que se refiere la

denominacion.



2.2.4. Produccion de miel en México.

Desde la llegada a México de la abeja europea, la apicultura se convirtié en una actividad
industrial de gran importancia econémica para el pais. En 1991 México, con una produccion
de 69,495 toneladas de miel ocup6 la cuarta posicion mundial después de la URSS, China y
los Estados Unidos.

Con la desintegracién de la Unidn Soviética, México ascendio en 1992 al tercer lugar
mundial con 63,886 toneladas. Sin embargo, comenz6 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 produccidn, lo que ha mantenido al pais entre la tercera y
la quinta posicion, llegando a 55,783 toneladas en el afio 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, lo 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, lo que
permite pensar en una futura expansién del mercado interno. Esta tendencia se incrementa
como muestra la siguiente tabla donde ya no se importa miel y el consumo nacional de

manera general aumenta y tiene en el 2001 un afio record en consumo nacional.
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Tabla.1 Estimacién del Consumo Nacional Aparente (CNA*) de miel de abeja para el periodo 1990-2005°

Composicion en volumen (toneladas) Composicién porcentual (%)
Ao
Produccién Importaciones Exportaciones CNA Produccion* | Importaciones

1990| 66,493.0 8.3 45,088.6 21,412.7 100.0 0.0
1991| 69,495.0 14.8 50,088.5 19,421.3 99.9 0.1
1992| 63,886.0 18.1 36,868.0 27,036.1  99.9 0.1
1993| 61,373.0 15.1 34,949.6 26,4385 99.9 0.1
1994| 56,432.0 29.3 30,166.7 26,294.6  99.9 0.1
1995| 47,255.0 7.1 25,649.5 21,612.6 100.0 0.0
1996| 49,178.0 4.3 27,448.5 21,733.8 100.0 0.0
1997| 53,681.0 6.8 22,681.2 31,006.6 100.0 0.0
1998| 55,297.0 31.5 26,321.6 29,006.9 99.9 0.1
1999| 55,323.0 36.1 19,838.0 35,521.1 99.9 0.1
2000| 58,935.0 35.0 26,263.0 32,707.0 99.9 0.1
2001| 59,069.0 144.8 19,209.0 40,004.8 99.6 0.4
2002| 58,890.0 215.2 28,882.9 30,222.3 99.3 0.7
2003| 57,045.0 173.3 22,161.3 35,057.0 99.5 0.5
2004| 56,917.0 8.6 19,804.5 37,121.1  100.0 0.0
2005| 50,631.4 2.4 18,846.4 31,787.4 100.0 0.0

Las autoridades gubernamentales han puesto a disposicion del publico general la
siguiente informacion en folletos, manuales y revistas: Flora nectarifera y polinifera (editados
por la Comision Técnico Consultiva de Coeficientes de Agostadero, COTECOCA) de Chiapas
y Michoacéan; Manuales de Apicultura (Buenas Practicas Apicolas y Basicos de Patologia,
cria de reinas, polinizacion, etc.), Manuales de Buenas Practicas de Produccién y
Manufactura de productos ganaderos y NOTIABEJA, revista que cuenta con sus
publicaciones en linea desde 1998 hasta el 2001.

2.2.5. Exportacion de miel.

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

4 El Consumo Nacional Aparente es una forma de medir la cantidad de producto del que dispone un

pais para su consumo.

En esta estimacion se considera la produccién nacional y las importaciones miel, asi como las

exportaciones de miel

5 http:/ /www.sagarpa.gob.mx/Dgg/CNAmiel.htm; Gltima actualizacion: 15 de septiembre de 2006.
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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 exportacion total. México habia sido el
principal proveedor del mercado aleman hasta 1993; sin embargo, en 1994, con el 24% ya no
ocupo 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 logr6 el 6%. De tal forma, China, Argentina y
Canadéa acapararon la totalidad de las adquisiciones estadounidenses en estos afos.

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 y llegaron a
30,000 toneladas, lo que le ha permitido a México mantenerse entre la tercera y cuarta
posicion como exportador.

Cabe mencionar que la miel mexicana tiene actualmente una ligera plusvalia en Europa
con respecto a la miel argentina y mas aun con respecto a la china. Desafortunadamente las

exportaciones han disminuido los ultimos tres afios como puede verse en la tabla 1.
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2.3. Composicion general de la miel. °

La siguiente tabla de composicion es una estimacion general de las proporciones de

algunos nutrimentos en la miel.

Tabla 2 Composicién general de la miel

Componentes En 100g de miel | Concentracion
Energia 302 Kcal. —
Hidratos de carbono 789 —
Proteinas totales 229 —
Agua 179 —
Grasas totales 0 —
Calcio 20 mg 200 ppm
Hierro 0.8 mg 8 ppm
Magnesio 3mg 30 ppm
Sodio 5mg 50 ppm
Potasio 51 mg 510 ppm
Acido ascérbico 4 g 40 ppb
Tiamina 0.01 pg 0.1 ppb
Riboflavina 0.07 ug 0.7 ppb
Niacina 0.2 ug 2.0 ppb

En cuanto a composicion de carbohidratos, ésta es muy variable pues depende del origen
botanico, cosecha, clima, etcétera. Cada cosecha tiene un perfil diferente. Aln asi se ha

reportado el siguiente analisis de carbohidratos presentes en la miel.

Tabla 3 Hidratos de carbono mayoritarios en miel.

Azlcar Contenido (%)
Fructosa 27.3-44.3
Glucosa 22.0-40.8
Sacarosa 0.3-7.6
Otros azucares 3.65

6 Instituto Nacional de la Nutricion (Chavez y colaboradores, 1992).




De ese 3.65% de hidratos de carbono diferentes a la glucosa, fructosa y sacarosa se han
encontrado los siguientes hidratos de carbono (se expresan en porcentaje a partir del total de

3.65% de composicion total de la miel).

Tabla 4 Hidratos de carbono minoritarios en miel’

Azucar Contenido (%)

Oligosacaridos Isomaltotetraosa 0.33

Maltosa 29.4

superiores Isomaltopentaosa 0.16
Kojiibiosa 8.2
Turanosa 4.7
Isomaltosa 4.4
Maltulosa 3.1
Disacéridos Nigerosa 1.7
Trehalosa 1.1
Gentiobiosa 0.4

Laminaribiosa 0.09
Erlosa 4.5
Teanderosa 2.7
Panosa 2.5
Maltotriosa 1.9
Trisacéaridos 1-Cestosa 0.9
Isomaltotriosa 0.6
Meleztiosa 0.3

Isopanosa 0.24

Gentiosa 0.05

3 -a-D-Isomaltosilglucosa Trazas

En muy pequefias cantidades, la miel también contiene algunas enzimas y hormonas. No
puede darse una composicion Unica de la miel ya como se ha mencionado, las

particularidades de cada cosecha hace cada lote de produccion diferente.

7 Belitz, H. Grosh, W._Food Chemistry. 2°ed. Springer. Alemania p 824 (1999)
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2.4. Importancia de los hidratos de carbono

En el estudio de la materia viva, los compuestos organicos principales son las
biomoléculas (hidratos de carbono, lipidos y proteinas). Los hidratos de carbono o
carbohidratos son los mas abundantes del planeta, en los alimentos y particularmente en la
miel. Su principal funcidbn es ser una fuente energética. Los hidratos de carbono son
sintetizados por los organismos autotrofos (los que sintetizan su propio alimento) a partir de
energia luminosa que proviene del sol, del CO, atmosférico y H,O por medio de la ruta
metabolica conocida como fotosintesis. Para los organismos heterétrofos (los que no
sintetizan su propio alimento), es la principal fuente energética. Este aporte es de 4Kcalsg™.
En la alimentacion humana los hidratos de carbono se clasifican de acuerdo a su funcion:
Los que tienen aporte caldérico o energético (fructosa, lactosa) y los que no tienen aporte
energético también llamados fibra y puede ser soluble (inulina, pectina) o insoluble (celulosa,
lignina). En algunos paises la dieta diaria tiene una base de 80% de carbohidratos.

2.4.1 Definicion de hidrato de carbono

El nombre de hidratos de carbono proviene del andlisis molecular en el que se encontro
que por un atomo de carbono hay una molécula de agua; teniendo por formula general:
Cnh(H20),. La definicibn mas reciente dice: “Los hidratos de carbono estan formados tanto en
sus derivados simples como poliméricos de polihidroxialdehidos, cetonas, alcoholes y acidos
unidos por un enlace del tipo acetal”®. En la naturaleza, los hidratos de carbono se
encuentran de muy diversas formas como monosacaridos, oligosacaridos (2-20 unidades) o

polisacaridos (mas de 20 unidades).

8 Walstra, P. Physical chemistry of foods Dekker, EE.UU. pp. 807 (2003)
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2.5. Quimica de los hidratos de carbono.

Existen dos familias de carbohidratos; la L y la D (D es dextrogiro; y L es levogiro). Estas
series solamente difieren en un &4tomo de carbono que es en la orientacion del grupo
hidroxilo del pendltimo carbono de mayor numeracion con respecto al grupo aldehido o
cetona. Por ejemplo, para la glucosa (aldohexosa) de serie “L” tendr& el hidroxilo del lado
izquierdo en el carbono numero 5. El caso de la fructosa (cetopentosa) de la serie “D” estara
el hidroxilo del lado derecho en el carbono nimero 5. Las representaciones mas empleadas
para los hidratos de carbono son las proyecciones de Fisher y Haworth. La primera es una
representacion de cadena lineal y se considera que es la estructura del estado cristalino. La
segunda presenta la molécula como un heterociclo, ya sea como furandsido o pirandsido y
se considera que es la forma en que se encuentra en disolucion como especie quimica

reactiva.

HC (0]

1
HCIIZ—OH

HO—(III;
H?A—OH
H(|:5_OH
H,C;-OH OH

D-Glucopiranosa

D - Glucosa ]
Proyeccion de Fisher Proyeccion de Haworth

Figura 3. Representacion de la D-glucosa por medio de la proyeccién de Fisher y la D-glucopiranosa por la
proyeccién de Haworth.

A su vez, cuando los hidratos de carbono estan en disolucion pueden presentar diversas
estructuras. Esto propicia un reacomodo intramolecular que resulta en la ciclizacion de la
cadena abierta. Este mecanismo es muy dindmico y reversible, dependiente de las
condiciones de la disolucion y la temperatura; no importando si el carbohidrato disuelto es
una aldosa o pentosa o si tiene caracter D o L.

Los hidratos de carbono presentan como particularidad la posicion a o  que son dos
formas quirales que dependen tanto de las condiciones energéticas como del ciclo que tiene

el hidrato de carbono en disolucién. Un hidrato de carbono es “a” cuando tiene el hidroxilo en
16



posicion ecuatorial al plano del pirano o furano y la forma “B” presenta el hidroxilo en posicion

axial con respecto al plano de la molécula de pirano o de furano, segun sea el caso.

OH
HO.

HO OH

OH
HO OH
OH

0 -D-Glucopiranosa

\m? 7

OH

HO OH

3 -D-Glucofuranosa

HO

T OH

OH
aldehido - D - Glucosa OH
HO
HO
O oH

OH
HO OH

OH
B-D-Glucopiranosa

o

HO OH

o -D-Glucofuranosa

Figura 4.- Caracter a, B de glucoaldosa en disolucién.

Tanto la posicion a como la B, afectan la manera en que los carbohidratos interactdan

entre si incluida la torsion de la forma pirano, presentando un acomodo en disposicion de

“silla”, de “bote” o de “sobre”, formando una gran variedad de uniones de tipo acetal, tanto

que puede afectar varias caracteristicas como la absortividad intestinal de cada hidrato de

carbono, su disponibilidad para ser metabolizado, su disolucion total en un disolvente dado;

etcétera. Tedricamente, en disolucion todos los carbohidratos tienen la caracteristica de

poder presentar el grupo hidroxilo en posicion a o . La posicion a o 3 es independiente de la

serie a la que pertenece el hidrato de carbono en estudio; es decir si se trata de un

monosacarido “L” o “D".
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HCT=0

H,C™—OH
HCZ_OH 5 6 5
I HC"—CH;-OH HC*—O—H
HO_CH 4/OH 1 4/(5H ﬁl
3 HC, HC=—0 ——— HC HC—
HCZOH —— ]\o / —~ N\eH ./
HCOH HO (" HO § (M
H,C—OH oH OH _
D-Glucopiranosa
D - Glucosa

. . Proyeccion de Haworth
Proyeccion de Fisher

Figura 5. Mutarrotacién y formacion del enlace acetal en la D-Glucosa.

Cuando los hidratos de carbono estan disueltos pueden presentar diversas estructuras
en la misma disolucion. Este mecanismo es llamado mutarrotacion y se realiza
constantemente siendo un equilibrio reversible que depende de las condiciones de la
disolucion y la temperatura. Este equilibrio consiste en que la molécula de hidrato de carbono
a partir de su forma abierta forme un ciclo de tipo piranosido o furandsido y regrese a la
forma abierta. No importa si el carbohidrato disuelto es una aldosa o pentosa o si pertenece a
la familia D o a la familia L.

2.6. Identificacion de hidratos de carbono.
Los hidratos de carbono se pueden identificar mediante reacciones de tipo REDOX,
pues es sabido que los hidratos de carbono son agentes reductores.

2.6.1. Reaccion de Fehling °

o~ R-CHO RCO,H + Cu,O
:g + 2Cu? + o > 0
4 (e] R'-ClHO R(io + Cu,O
Complejo Tartrato - Cu?2+ R"-CO R"CO
HC—OH oL
HO—CH >
R: HC—OH R'= H, cadena hidroxilada R" = HC—OH
HC—OH HC—OH
HO—CH HO—CH,

2

Figura 6. Reaccion de Fehling.

9 Shriner, R., Fuson, R., Curtin, D. Identificacién sistematica de compuestos orgdnicos Limusa —Willey
S.A. México p.132 (1972)
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La reaccion de Fehling ayuda a identificar tanto aldosas como cetosas pero de
caracter reductor. Es decir la disponibilidad que tiene el enlace hemiacetal para reaccionar.

Un ejemplo son la fructosa y glucosa azucares reductores y la sacarosa es no reductor.

2.6.2. Reaccién de Tollens *°

La reaccion de Tollens permite identificar aldosas y aldehidos mediante la reduccion

de la Plata en medio alcalino
R-CHO + 2Ag(NH3), +20H ———>R-COO" + 2Ag| + 4NH; + 2H,0
Donde R: |

CHOH

|
(CHOH),

|
CH,OH
Figura 7. Reaccion de Tollens.

Existe otra reaccion indicada’* donde se emplea éxido de plata que reacciona con
glucosa o fructosa para obtener un espejo de plata elemental.
CeH1206 + 9Ag20 ——— > 18Ag| + 3(COOH), + 3H,0
Figura 8. Reaccién de formacion de espejo de plata.

La propuesta nos indica que el hidrato de carbono empleado se oxida hasta acido

fumaérico con la consecuente ruptura del esqueleto de carbono y la liberacion de agua.

10 Wade, L. Organic Chemistry 6°ed, Pearson Prentice Hall. EE.UU. p1114-1118 (2006).
11 C. A. Browne, C. Zerban F. Physical and chemical methods of sugar analysis : a practical and
descriptive treatise for use in research, technical, and control laboratories: J. Wiley, EE.UU.) pp 744-

749 (1941).
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3.1 Justificacién

Los productos apicolas son mezclas complejas. Esta caracteristica ha hecho que la
calidad de estos productos, en particular de la miel, se determine principalmente por pruebas
sensoriales y algunas pruebas fisicas sencillas. Sin embargo, la evolucion de nuestra
sociedad nos lleva a buscar cada vez mas y mejores formas para determinar la calidad de un
producto. En la actualidad, las normas de control de la miel tienden a cambiar y a
complementarse con metodos que resulten mas efectivos, en el sentido que sean mas
rapidos, seguros, reproducibles y econémicos.

Actualmente, los métodos analiticos instrumentales para la determinacién de muchos
compuestos se basan casi exclusivamente en la cromatografia de liquidos o de gases
acoplada con detectores diversos, por lo que resulta indispensable la busqueda de métodos
mas sencillos, accesibles y econdmicos. Ademas, para determinar el contenido de azlcares,
de HMF (relacionado con la calidad y la capacidad de almacenamiento) y otros compuestos,
se usan métodos que resultan en ocasiones obsoletos. En este sentido y puesto que los
componentes principales e importantes de la miel y del propdleo presentan propiedades
redox, es de esperar que la Electroquimica Analitica pueda resolver de manera satisfactoria
estas necesidades de desarrollo de nuevos métodos, cientificos y sencillos a la vez, para
poder determinar con seguridad estos productos que México produce y exporta en grandes
cantidades.

En particular, la determinacion de azucares reductores, como glucosa y fructosa
(principales componentes de la miel de abeja), se realiza sobre todo por el clasico método de
Fehling.

En México, la mayoria de los apicultores no efectia ningun tipo de control analitico de

la miel, en parte por problemas de costo.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo general:
Desarrollar una metodologia analitica lo méas sencilla posible para determinar la
calidad de la miel a través de sus principales indicadores: Humedad, contenido de azlcares

reductores, 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido (HMF), pH y cenizas.

3.2.2. Objetivos particulares:
» Estudio potenciométrico de la reaccion de Fehling.
» Estudio electroquimico de la glucosa y determinacion de condiciones optimas
para su posible cuantificacion en muestras de miel.
» Estudio electroquimico de la fructosa y determinacion de condiciones éptimas
para su posible cuantificacion en muestras de miel.

» Determinacion electroquimica de HMF en muestras de miel.
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4.1. Material.

4.1.1. Reactivos.

Tabla 5. Listado de sustancias empleadas.

Sustancia Grado de pureza Marca
Acetato de Amonio RA Técnica Quimica
Acido Acético RA Merck
Acido Clorhidrico RA J.T.Baker
Acido Nitrico RA Merck
Acido Sulfurico RA Merck
Amoniaco RA Merck
Cloruro de Calcio RA J.T.Baker
Disolucion amortiguadora de pH=10 RA Merck
Ferricianuro de Potasio RA Aldhrich
Fructosa anhidra RA Aldhrich
Glucosa monohidratada RA Aldhrich
Hidréxido de potasio RA Merck
Hidroxido de Sodio RA Mallinckrodt
5 Hidroximetlilfurfural RA Aldhrich
Maltosa anhidra RA Aldhrich
Nitrato de Plata RA Merck
Nitrato de Potasio RA J. T. Baker
Nitrégeno QP Praxair
Perclorato de Litio RA Aldrich
Sacarosa anhidra RA Aldhrich
Sulfato de Cobre pentahidratado RA J.T.Baker
Sulfato de Sodio RA J.T. Baker
Tartrato de Sodio y Potasio RA J.T.Baker
Triton X-100™ RA Aldrich
Azul de Metileno RA G.T. Gury
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4.1.2. Muestras de miel.
Para la realizacion de la tesis se estudiaron muestras de miel de diversos origenes tar
artesanales como comerciales.

Tabla 6. Listado de muestras de miel.

Muestra Origen
1 Miel comercial marca “Palajos” de azahar (Veracruz).
2 Miel comercial marca “Oro Maya” (Chiapas).
3 Miel comercial “Aires de Campo” monofloral de Bejuco (Yucatan).
4 Miel artesanal (Zinciro, Michoacéan) 2002.
5 Miel artesanal multifloral “mantequilla” (Erongaricuaro, Michoacan, 2001).
6 Miel artesanal (Huecorio, Michoacan; 2003).
7 Miel artesanal “filamentosa” (Zinciro, Michoacan; 2003).
8 Miel artesanal multifloral “mantequilla” (Erongaricuaro, Michoacan; 2004).
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4.1.3. Equipo.
» agitador Tacussel type compact #6996
* balanza analitica Mettler AE240
* microconductimetro Metrohm 664
» electrodo auxiliar de Platino
» electrodo de referencia de Calomel
» electrodo de referencia Ag/AgCI/KCI Tacussel
» electrodos de trabajo:
» Cobre
» disco giratorio (Au, Pt) Radiometer (EDG)
» goteante de Mercurio Tacussel (EGM)
« graficador Yokohama 3036 XY Recorder
* manta de calentamiento Glas-Col Apparatus Co.
« milivoltimetro Tacussel type 6SN
» potenciostato Radiometer MDE 150 y stand Pol 150
* potenciostato Tacussel PRG5
» refractometro RHB-90
» redstato Staci Inc. Tipo SPF1010

* termémetro de —10 °C a 110 °C Brannan

4.1.4 Material de uso comun en el laboratorio.

Material volumétrico, material graduado, micropipetas, soporte universal, pinzas para

bureta, tubos de ensaye, vidrio de reloj, navette; etcétera.
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4.2. Metodologia.

Con base en la electroquimica analitica, se hicieron las determinaciones potenciométricas
y voltamperométricas de hidratos de carbono en muestras de miel de abeja, asi como
determinaciones fisicoquimicas.

Para la identificacion de hidratos de carbono se tuvo de referencia fructosa, glucosa,
sacarosa y maltosa de grado de pureza R.A. con las que se prepararon disoluciones patrén
de diferentes concentraciones. También se realiz6 una disolucion patron de HMF. Para este
estudio se utilizaron agua desionizada y agua destilada para la preparacion de disoluciones
patron, asi como para electrolito soporte y pruebas a la gota, por ser el mejor disolvente
comun a todas las sustancias empleadas.

Para la potenciometria se emple6 un milivoltimetro con electrodo de referencia de
Ag/AgCI/KCI o de Calomel (ECS) y un electrodo de trabajo de Cu° para el seguimiento de la
reaccion de Fehling. Con ayuda de tablas (tablas de Fehling) que relacionan el volumen
fijado de licor de Fehling (10 o 25 mL) y el volumen gastado de disolucién de hidrato de
carbono para encontrar la cantidad de hidrato de carbono que ha valorado el licor de Fehling
se obtiene la cantidad de azUcares reductores presentes en muestra por el vire del indicador
para la reaccion que es el azul de metileno. El licor de Fehling se prepara al momento de
realizar la determinacion a partir de volimenes iguales de las dos disoluciones; la “A” que es
sulfato de cobre (en concentracion cercana a 0.28 M) y la disolucion “B” con hidroxido de
sodio y tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (cada uno en concentracion cercana a 1.2
M).

Con las disoluciones de hidrato de carbono se valoré en cada caso el licor de Fehling; el
resultado obtenido es un gréfico de Potencial (mV) registrados en el milivoltimetro contra el
volumen gastado de disolucion problema con el fin de obtener informacion concerniente al

punto de equivalencia de la reaccion en estudio.
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Para la voltamperometria se maneja un volumen conocido de electrolito soporte que es el
medio para asegurar la continuidad eléctrica del circuito electroquimico y permitir la
realizacion de las reacciones electroquimicas (redox) a un potencial impuesto con una
respuesta en intensidad de corriente que se relaciona por las leyes de Faraday con la
cantidad de materia. A este volumen de electrolito soporte se le burbujea Nitrégeno
(previamente saturado de disolvente para no alterar la concentracibn en la celda
electroquimica) en la matriz de la disolucion, para desplazar el oxigeno disuelto y se previene
que éste regrese al medio al mantener una atmésfera inerte de Nitrogeno. Los resultados de
la voltamperometria se plasman en un gréfico confrontando el potencial impuesto, medido en
milivoltios o voltios, contra la intensidad de corriente, expresada generalmente en
microamperios; el grafico resultante se llama “voltamperograma” de manera genérica y

“polarograma” cuando se emplea el electrodo de gota de Mercurio (EGM).
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4.2.1.- Cuantificacion de hidratos de carbono reductores totales.

Mediante la reaccién de Fehling'? (que ain es método oficial de andlisis) se pueden
cuantificar los hidratos de carbono reductores libres totales®®. Los hidratos de carbono
reductores son aquellos que tienen la capacidad de reducir iones metélicos como plata y
cobre, al mismo tiempo que el azlcar se oxida para formar un acido carboxilico gracias a la
disponibilidad del enlace hemiacetal para reaccionar.

Se elaboro una revision bibliografica para los hidratos de carbono mayoritarios en miel y
se les valoro con el reactivo de Fehling (también llamado licor de Fehling). El reactivo de
Fehling consta de dos disoluciones la “A” (sulfato de cobre) y la “B” (tartrato de sodio y
potasio y NaOH). Ambas disoluciones se mezclan en volimenes iguales para tener una
disolucion de 10 mL o 25 mL de licor o reactivo de Fehling. Esta cantidad fija esta establecida
para obtener por medio de las tablas de Fehling la cantidad de hidrato de carbono reductor
que se emplea para valorar todo el reactivo de Fehling a ebullicion.

Como una forma de confirmar con seguridad la estequiometria de la valoracién de Fehling
y poderla aplicar con fines cuantitativos e independientemente de féormulas matematicas o
tablas, se normalizé el CuSO, de la disolucion “A” con patrén de EDTA (acido etilendiamino
tetraacético disdico dihidratado, simplificando en su notacién como Y*) usando un electrodo
de Cu®y un electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCI.

La reacci6n simplificada del sistema de estudio es la siguiente:

Cu + Y¥ — > cuy?

Se sabe que la estequiometria de la reaccion es de uno a uno, es decir que un ién (cation)
clprico Cu®* reacciona con un i6n (anién) Y*. La equivalencia de la reaccién esta en el
cambio de pendiente de la curva y el punto de equivalencia esta exactamente a la mitad del

cambio de pendiente, es decir cuando reaccioné todo el Cu** con el EDTA.

12 AOAC Oficial methods of analisiEE.UU: 16°ed. Cap. 44, pp20-22 (1995).
13 Fennema, OQuimica de AlimentosAcribia , Espafia p100 (1993).

14 Ringbom A. “Formacién de complejos en Quimica Analitica.” Alhambra, Madrid , p334 (1979).

29



Asi, se obtiene la cantidad real afadida de Cobre en la disolucion “A”. Al relacionar la
cantidad real de Cobre presente (es decir, la cantidad en mol de cobre correspondiente al
volumen agregado de licor de Fehling) y la cantidad de hidrato de carbono adicionado de una
disolucion patrén se puede encontrar la estequiometria de la reaccion. Los hidratos de
carbono estudiados fueron: Fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa (invertida, esto es que la
sacarosa es sometida a un tratamiento acido para romper el enlace sacarinico entre glucosa
y fructosa) con alto grado de pureza. El punto de equivalencia de la valoracién proporciona
informacion de la estequiometria de la reaccion y se determina calculando la cantidad
afiadida de hidrato de carbono desde la bureta para una cantidad fija de Cu'". La
equivalencia se calcula con el cociente en mol de cantidad de hidrato de carbono afiadido
entre cantidad de cobre presente para obtener el factor estequiométrico para cada hidrato de
carbono.

Con esta informacion se evaluaron muestras de miel, diluidas 100 veces sin invertir, con
10 mL y 25 mL de licor de Fehling y un milivoltimetro. Asi se obtuvieron los carbohidratos

reductores en las muestras de miel.
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4.2.2. Estudio electroquimico de hidratos de carbono.

Debido a que se tiene solamente reportado un trabajo sobre la reduccion de azucares en
polarografia®®, se realizé la busqueda de sefiales en diferentes medios. Se usaron como
electrolito soporte disoluciones de sales, acidos y bases a concentraciones de alrededor de
[0.01 M] hasta [1 M] como: KNOs [1.0, 0.5, 0.1 M]. HNO3 [0.5, M], HNOs/KNOj3 [1.0, M], LiClO4
[1.0, 0.1 M], HCI [0.5 M], H,SO4 [0.5 M], NH3z(ac)/NH4sNO3 [1.0, M], NaClO, (saturado),
Na,SO, (saturado) medio de tartrato alcalino (disolucion “B” de Fehling), licor de Fehling,
disoluciones amortiguadoras de pH (4, 7, 9, y 10) y electrodos (EGM, EDGp, Yy EDGpy) para la
oxidacion y/o reduccion de los hidratos de carbono a temperatura ambiente. Se buscé
también una reaccion indirecta para cuantificacion mediante la reduccion de un catidn

metalico de transicion tal como Cu, Ag y Fe en un medio acido oxidante.

4.2.3.-Cuantificacion directa de fructosa por electroquimica (voltamperometria).
Se realizaron curvas patron de fructosa (el hidrato de carbono mayoritario en la miel) en
CacCl,. Asimismo se probaron mezclas equimolares de fructosa y glucosa para comprobar la

influencia de glucosa en la determinacién de fructosa.

4.2.4.-Cuantificacion de azucares en miel.

Ya identificado el dominio de electroactividad y posicion de la sefal solo se realiz6 la
cuantificacion de fructosa en miel por el método de adiciones patron, que consiste en afiadir
muestra hasta la aparicion de la sefial deseada y posteriormente afiadir una disolucién patron
de concentracién conocida. Con un analisis estadistico basado en el caracter lineal de una

curva de calibracion se conoce la cantidad de azucar presente en la muestra.

% Overend, W., Peacocke, A. y Smith, J. Reactions at position 1 of carbohydrates. Part I. The
polarographic reduction of carbohydrates. J. Chem. Soc. p.347-349. (1961).
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4.2.5.-Cuantificacion de HMF en miel %7,

Para la determinacion de HMF en muestras de miel se utilizo la polarografia diferencial de
impulsos con el método de adiciones patron. Se colocaron 8 mL de electrolito soporte
(disolucién amortiguadora de pH (buffer) de boratos comercial en agua a pH = 9). El dominio
de electroactividad en este medio va de +300 mV a —-1450 mV; la sefial de HMF en este
medio se presenta aproximadamente en —1175 mV, por lo que se estudid la zona de
potenciales comprendida entre —1000 mV a —1300 mV. Primero se hacen adiciones de miel
diluida de concentracién conocida (del orden de 500 mgemL™) hasta que se define la sefal
correspondiente al HMF. Posteriormente se adicionaron alicuotas de disolucion patron
[0.01M] de HMF; comprobandose asi que la sefial identificada corresponde al HMF e
incrementos proporcionales de la sefial con la concentracion; con un analisis de regresion

lineal de adiciones patron se obtiene la cantidad de HMF en la miel estudiada.

4.2.6. Estudios adicionales en miel.

Este trabajo se completa con determinaciones fisicoquimicas tales como:

4.2.6.1. Humedad

La determinacion de humedad se hace con el refractometro en Brix y se realiza sin
ningan tratamiento con la miel. La lectura del refractometro directamente da la lectura en
Brix y esta lectura se corrige por la temperatura a la que fue hecha la lectura, en este caso
el factor de correccién fue de 0.38 Brix que se adicionan al valor de lectura dado por el

refractometro. A 100 se le sustrae Brix corregidos para obtener el por ciento de humedad.

16 Reyes O. Direct Electrochemical Determination of Hydroxymethylfurfural (HMF) and its application to
honey simples Amalytical letters, 39:161-171, (2006).

Y Ju’arez, D. Tesis: Determinacién electroquimica de HMF (5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido) en
miel de abeja. Universidad Nacional Autonoma de México. México (2003)
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4.2.6.2. Cenizas ™

Para la determinacion de porcentaje de cenizas se necesita diluir la miel en una
concentracion aproximada de 0.1 gemL™ y se realiza la lectura del valor de conductividad en
mSecm™. El valor obtenido se corrige mediante la sustraccién de conductividad del agua
desionizada empleada para hacer las diluciones y la constante de celda. El valor corregido se
introduce en la formula para la determinacion del porcentaje de cenizas como conductividad

especifica, que a continuacion es presentada.

%Cenizas = [Conductividad especifica (mSecm™) — 0.14] + 1.74

4.2.6.3. pH
El valor del pH se determina con la dilucibn de miel empleada para cenizas y se lee
directamente el valor en el potenciometro, previa calibracion con dos disoluciones

amortiguadoras de pH = 4 y pH =7 para el ajuste de la pendiente.

8 \orwohl, G. Die Beziehung zwischen der elektrischen Leitfahigkeit der Honige und ihrer trachtmassigen
Herkunft. In: Ann. de Abeille 7, 301-309 (1964).
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5.1. Cuantificacién de hidratos de carbono reductores totales.

En una reaccion quimica es fundamental conocer la estequiometria. Con las valoraciones
potenciométricas de la reaccion de Fehling se encontré la relacion entre algunos hidratos de
carbono reductores con el Cu®*. Para poder determinar la relacién entre ambos reactivos, se
valoré previamente la disolucién de Cu?* con EDTA (reactivo “A” de Fehling).

5.1.1. Normalizacién de CuSO 4 con EDTA (Y *).

De acuerdo con las indicaciones de la literatura'®, la concentracion de Cu?* debe ser
[0.2775 M] siendo esta la concentracion tedrica de la disolucion. Por medio de una valoracion
potenciométrica el CuSO, se valora con EDTA (Y*) con la que se conocié la concentracion
real del Cu?* usando como electrodo de de trabajo Cu® y de referencia Ag/AgCI/KCI.

La reaccion del sistema de estudio puede escribirse de manera simplificada’* como:

Cu™+Y" ——> CuY”

Valoracién potenciométrica de CuSO , con EDTA

L 100
L 80
L 60
L 40
L 20

E (mV)

0 2 4 6 8 10 12 - -20
L -40

EDTA agregado (mL)

Figura 9 Valoracion potenciométrica de disolucion “A” del reactivo de Fehling (alicuota de 5mL) con
EDTA [0.0989 M] a temperatura ambiente con electrodo de Cu® y Ag/AgCI/KCI como referencia.

Se sabe que la estequiometria de la reaccion es de uno a uno, es decir que un ién cuprico
Cu?* reacciona con un i6n Y*. La equivalencia de la reaccién esta a la mitad en el cambio de
pendiente de la curva potenciométrica y se puede observar con claridad el punto de

equivalencia, es decir cuando reaccioné todo el Cu®* presente con el EDTA agregado. El

2 AOAC Oficial Methods of Analisis 16ed. EE.UU. cap44, pp 20-22 (1995).
14 Ringbom A. “Formacién de complejos en Quimica Analitica.” Alhambra, Madrid , p334 (1979).
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volumen gastado de EDTA [0.0989 M] fue de 10.4 mL para valorar los 5 mL de CuSO,. Esto
permite conocer exactamente a la cantidad de cobre en la disolucién problema®.

La concentracion de la disolucién “A” fue de [0.2064 M].

Al comparar la concentracion teérica [0.2775 M] con la real [0.2064 M] del CuSO, se
deduce que la disolucion preparada presenta una pureza del 74.38%. La preparacion de la
disolucién de Cu?* se realiz6 con el reactivo tal cual, sin secado previo en la estufa, por lo
que puede explicarse, por un lado, la pureza y por otro la necesidad de asegurarse del
secado previo de la sal.

5.1.2. Estudio estequiométrico de la reaccion de hidratos de carbono con el

reactivo de Fehling.

El reactivo de Fehling consta de dos disoluciones, la “A” que es CuS0O,4[0.28 M] y la “B”
KOOC(CHOH),COONa-4H,0 [1.2 M] y NaOH [1.2 M]. Ambas disoluciones se mezclan en
volimenes iguales para tener una disolucion de 10 o 25 mL de licor o reactivo de Fehling;
estos volumenes permiten por medio de las tablas de Fehling, obtener la cantidad de hidrato
de carbono reductor que se gasta para valorar todo el reactivo de Fehling a ebullicion. Se
estudiaron diferentes hidratos de carbono, los mayoritarios en la miel con grado QP en
disolucion. Los titulantes fueron: Fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa invertida (inversion
es la hidrdlisis &cida para romper el enlace sacarinico). Todas las valoraciones se hicieron a
ebullicion.

La metodologia que se siguié para encontrar la estequiometria de la reaccién de Fehling
(se prepararon disoluciones frescas donde la disolucion “A” tuvo una concentracion [0.28 M]
para este caso) se explica a continuacion con el analisis de fructosa. Al relacionar la cantidad
titulada de Cobre presente (es decir, la cantidad en mol de Cu®* en el volumen agregado de

disolucién “A”) en 25 mL de reactivo de Fehling (donde se tienen 3.5x10° mol de Cu®*") y

! Durante el desarrollo de la tesis se prepararon varias disoluciones para el licor de Fehling; por lo que la
concentracion correspondiente de Cu®* estara indicada para cada caso.
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adiciones de fructosa de una disolucion de concentracion conocida (fresca de una

concentracion de [0.045 M]). El grafico resultante se muestra a continuacion en la figura 10.

Valoracién de fructosa con 25mL de reactivo de Fehling

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
-450 -
< -500 |
1S
~ _550
w
-600
Vire del azul de metileno A
-650 -

Volumen de fructosa agregada (mL)

Figura 10 Valoracion potenciométrica con volumen (mL) de fructosa [4.5x10 M] gastado para 25 mL de reactivo
de Fehling (3.5 mmol de Cu'"" presentes) a 93 T con electrodo de Cu®y ECS como referencia.

El vire del indicador azul de metileno es en 16 mL gastados de fructosa. En las tablas de
equivalencia de Fehling correspondientes a levulosa se lee en el volumen gastado cuando
vira el indicador y se obtiene la cantidad de fructosa presente en la muestra. La lectura se lee
gue a 16 mL de gasto de fructosa corresponden a 127.4 mg de levulosa que significan 0.705
mmol de fructosa gastada. Para facilitar el calculo posterior, se elaboré otro gréafico con la

cantidad gastada para saber la cantidad gastada de fructosa en mmol.

Valoracién de fructosa con 25mL de reactivo de Fehling.

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
-450 -
< -500 |
S
=~ -550 -
w
-600 -
650 J Vire del azul de metileno > a—a

Cantidad de fructosa [4.5x10 ?M] agregada (mmol)

Figura 11. Valoracién potenciométrica con la cantidad (mmol) de fructosa [4.5x10* M] gastada con 25 mL de
reactivo de Fehling (3.5 mmol de cu™ presentes) a ebullicion con electrodo de cu® y ECS como referencia.

El grafico ahora muestra que se tiene cerca de 0.7 mmol agregada de fructosa para

valorar las 3.5 mmol presentes de Cu'"*. Al dividir la fructosa gastada entre el cobre presente,
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se obtiene la relacién estequiométrica para la reaccion estudiada, como se presenta a

continuacion:

Valoracion de fructosa con 25 mL de reactivo de Fehling.
0 0.05 0.1 0.15 0.2

- L L L L L L L L L L L L L L L
-450 -

-500 4

-550 +

E (mV)

-600 +

f

Vire del azul de metileno
-650 -

Fructosa afiadida (mmol) / Cobre presente (mmol)

Figura 12. Relacion de gasto de fructosa contra cobre presente de la valoracién potenciométrica de fructosa
[4.5x10 M] gastada con 25mL de reactivo de Fehling a ebullicién con electrodo de Cu® y ECS como referencia.

La relacion es de 0.2. Este cociente equivale a Y% es decir, que 1 mol de fructosa

reacciona con 5 mol de Cu'* presentes en el licor de Fehling. Para la semisuma ponderada
se tienen 5 electrones de fructosa y 1 electron de cobre, por lo que el punto de equivalencia

esta a 5/6 del salto cuantitativo.

Tabla 7. Resultados de la potenciometria de fructosa con 25 mL de reactivo de Fehling. Determinacion de la
estequiometria de la reaccion Cu"*—fructosa.

Fructosa valorada con reactivo de Fehling
Metal de transicion

Concentracién Cu'"" [0.28M]

Cantidad Cu"" (12.5mL) 3.5mmol
Hidrato de carbono

Concentracién de Fructosa [0.045M]

Punto de valoracién | Cantidad de fructosa agregada Fruct/cu™ Estequiometria

) Vireng 0.719 mmol 0.205 Fruu1 Cu:5
Cantidad de Fructosa

Punto de Equivlencia 0.675 mmol 0.193 Fru:1 Cu:5

Valor de tabla 0.705 mmol 0.201 Fruu1 Cu:5

Para comprobar la validez de las tablas estandarizadas de Fehling que se emplean para
determinar azucares reductores, también se tomo el volumen de 10 mL de licor de Fehling y

el doble de concentracion de fructosa.
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La cantidad de Cu'" presente en la disolucién empleada para este analisis del licor de
Fehling fue de 1.032x10° mol, correspondientes a 5 mL de CuSO, cuya concentracion era
[0.2064 M] y se hicieron las adiciones de fructosa con una disolucién [9.52x10 M]. El grafico

resultante del monitoreo potenciométrico de la reaccion se presenta en la figura 13.

Valoracion de fructosa con 10 mL de reactivo de Fehling
0 0.2 04 06 038 1 1.2 14 16 18 2 22 24 26 2.8 3

E (mV)

Vire de azul de metileno Y SN

Volumen adicionado de fructosa [0.09M] (mL)

Figura 13. Valoracién potenciométrica con volumen (mL) de fructosa [0.09 M] gastado para 10 mL de reactivo
de Fehling (1.032mmol de Cu'" presentes) a 85 T con electrodo de Cu® y Ag/AgCI/KCI como referencia.

En el grafico se aprecia que el vire del indicador es con 2.35 mL de disolucion de fructosa
afadida. Este vire es el punto donde se observo el cambio de coloraciéon del indicador azul
de metileno y que coincide con el punto de equivalencia de la reaccion que se observa en el
potenciograma.

La cantidad correspondiente de fructosa requerida para valorar todo el reactivo de
Fehling presente a partir del vire del indicador se conoce al hacer un grafico con la cantidad

agregada de fructosa en mmol en el eje de las abscisas.

Valoracion de fructosa con 10 mL de reactivo de Fehling
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

-210
-260 -
-310 -

-360 -

E (mV)

-410 1

Vire de azul de metileno o o

Cantidad adicionada de fructosa [0.09M](mmol)

-460 -

Figura 14. Valoracién potenciométrica con cantidad agregada (mmol) de fructosa [0.09 M] gastado para 10 mL
de reactivo de Fehling (1.032mmol de cu™ presentes) a 85 T con electrodo de Cu 0 y Ag/AgCI/KCIl como
referencia.
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Con esta informacion se hace un tratamiento matematico conocido como primera

derivada para conocer el punto de equivalencia. Este analisis se detalla en la figura 15.

Primera derivada de la valoraciéon de fructosa con 10 mL
de reactivo Fehling

0.4 - .

0.35 - - o
0.3 1 En el punto de equivalenca se gastan

0.25 | 0.22mmol de fructosa para valorar
0z | 1.032mmol de Cu™

0.15 4
0.1 -
0.05 4

dE

-0.05 ! b
0.00 0.02 0.05 0.07 0.09 0.12 0.14 0.16 0.18 0.19 0.20 0.21 0.22 0.23 0.24 0.25 0.28

Cantidad agregada de fructosa [0.09M]

Figura 15. Primera derivada de la valoracion potenciométrica de fructosa [0.09 M] con reactivo de Fehling
(1.032mmol de Cu" presentes) a 85 T con electrodo de Cu® y Ag/AgCI/KCI como referencia.

El pico resultante corresponde al punto de equivalencia de la reaccién. En la gréfica se
puede leer que el pico corresponde a 0.22 mmol de fructosa agregada para hacer reaccionar
todo el reactivo de Fehling.

Con la informaciéon de la cantidad de fructosa gastada obtenida en el punto de

11+

equivalencia y la cantidad de Cu~ presente se dividen para obtener la relacion

estequiométrica entre ambos reactivos.

Valoracién de fructosa con 10 mL de reactivo de Fehling

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
-210 $—
-260 -
<3310
S
N—r
W-360 - ) ]

Vire de azul de metileno y
-410 ~ Punto de equivalencia \

-460 - Fru/Cu "

Figura 16 Relacién de gasto de fructosa contra cobre presente de la valoracion potenciométrica de fructosa
[0.09 M gastada con 10 de reactivo de Fehling a ebullicién con electrodo de Cu’ y Ag/AgCI/KCI como referencia.
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Esta relacion de 0.2 (o fraccionaria ¥5) indica que la relacion estequiométrica es de 1 mol

de fructosa por 5 mol de cobre. De esta manera se confirma que el volumen de Fehling no
influye en la determinacidn pues se mantienen las proporciones constantes.
De este analisis se desprende que:
» El vire del indicador es apropiado pues esta proximo al punto de equivalencia o
con un ligero exceso.
* No importa el volumen de licor de Fehling, la estequiometria cumple la ley de
proporciones constantes.
» Las tablas son validas en el intervalo de volumen que manejan y corresponden
efectivamente a la relacién aproximada de fructosa : Cu'"* de 1:5.
» Es posible conocer la concentracion de fructosa mediante la normalizacién del
CU“+_
La misma metodologia se aplicd a glucosa, maltosa y sacarosa invertida.
Se encontraron resultados similares para los demas carbohidratos analizados, como

puede verse en la siguiente tabla:

Tabla 8. Resultados de potenciometria del reactivo de Fehling (1.03 mmol de Cu'") con hidratos de carbono de
alta pureza para estequiometria de la reaccion.

Estequiometria de la reaccion de Fehling por potenciometria
Hidrato de carbono Cantidad 2 (Cn(H20),) (mmol) | C o(H:0),/ Cu"™ | Co(H,0),  Cu'™
Glucosa 0.2091 0.211 1 5
Fructosa 0.2229 0.203 1 5
Maltosa 0.1926 0.187 1 5
Sacarosa invertida 0.4106 0.399 2 5

La glucosa y la fructosa reaccionan en la misma proporcion con las mismas
condiciones de reaccion. La maltosa aunque es un dimero de glucosa, sélo reacciona como

una molécula debido a que soélo es reductora en una molécula de glucosa. En cambio la

2 promedio de todas las valoraciones, se realizaron tres valoraciones por hidrato de carbono.
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sacarosa, al ser un dimero de fructosa y glucosa proporciona, al hidrolizarse, dos
monosacaridos, por lo que el cociente indica que reacciona al doble. Es importante hacer
mencidn de que se debe hacer el ataque acido a la sacarosa para invertirla; es decir, separar
el dimero en monomeros hidrolizando el enlace sacarinico porque la sacarosa en si es un
disacéarido no reductor.

El azul de metileno que se emplea como indicador es una herramienta sumamente (til
pues el vire del indicador generalmente se presenta al final del cambio de pendiente y
coincide con la estequiometria dando un muy pequefio exceso en el resultado de la lectura lo

que es valido en procedimientos de quimica analitica.

Para esta determinacion es importante el uso del milivoltimetro porque la ayuda del
indicador azul de metileno se puede ver obstaculizada debido al caracter reversible de su vire

por presencia de oxigeno.
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5.1.3. Curvas de muestras de miel.

En las muestras de miel se puede observar que se presenta una mezcla que puede
valorar el reactivo de Fehling.
A continuacion se muestran dos ejemplos de las curvas de valoracion potenciométricas

obtenidas.

Valoracion potenciométrica de miel muestra 6 y muestra 8 con 25mL
de reactivo de Fehling

0 25 50 75 100

210 4 °
-235 *‘QTA—‘&*‘ A,
-260 A

-285 1
-310 :

-335 '

-360 |

-385 :

-410

-435 AN L

-460 —--—

E (mV)

‘+ Muestra 8 — = - Muestra 6 ‘

Figura 17.Valoracién potenciométrica de dos mieles muestra 6 (0.015 gemL™) Y muestra 8 (0.011 gemL™)
cantidad agregada de miel con 10 mL de reactivo de Fehling (3.5mmol de Cu'"* presentes) a 85 T con
electrodo de Cu° y Ag/AgCI/KCI como referencia.

Por si misma, la reaccién de Fehling (seguida potenciométricamente o con indicador)
Gnicamente reporta los hidratos de carbono reductores presentes, sin informar la
composicion de hidratos de carbono en la muestra.

5.2. Estudio electroquimico de hidratos de carbono.

Para la parte voltamperométrica se consideraron diversos aspectos para identificar y
valorar al menos fructosa y glucosa. El estudio voltamperométrico se realizé de la siguiente
manera:

» Determinacion de carbohidratos especificos en la zona de oxidacién.

« Seguimiento de la reaccion de Fehling en la celda electroquimica para fructosa y

glucosa.
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» Determinacion indirecta de los carbohidratos en presencia de un agente oxidante, por

la disminucion de la concentracion de éste.

» Determinacion directa por reacciones electroquimicas de reduccion.

Para el estudio de Intensidad de corriente (I) contra potencial eléctrico impuesto (E), se
probaron diferentes electrolitos soporte y diferentes electrodos de trabajo.

Los mejores resultados se obtuvieron tanto con el electrodo de disco giratorio de Oro
(EDGay) como con el electrodo de gota de Mercurio (EGM). En EGM se tuvo el problema, por
la naturaleza del Mercurio, que la zona de oxidacion es menor que con el EDGp, (en el caso
de electrodos de disco giratorio se probo tanto el electrodo de Platino como el de Oro) para
encontrar las condiciones 6ptimas de deteccion de al menos Fructosa y Glucosa.

De todos los electrolitos empleados, solamente en LiClIO, [1 M], Tartrato en medio
alcalino (disolucion Fehling “B”), H,SO, [0.5 M] (con adiciones de, CuSO,4, KzFe3(CN)g y
AgNO3) y CaCly, [1 M] se obtuvieron sefiales reproducibles de fructosa.

Para la glucosa el inconveniente de calentar la disolucion y mantenerla constante en al
menos 60 C; hace que los experimentos se tengan qu e hacer rapido pues la pérdida de
volumen afecta la cuantificacion final de la concentracion.

5.3. Cuantificacion de hidratos de carbono reductores.

Los principales obstaculos encontrados fueron que en el caso de la polarografia con el
medio de tartratos, la zona de oxidacion se ve muy reducida por la aparicion de la barrera
anodica cerca de los 50 mV en la escala empleada, debido a la formacion de complejos entre
los tartratos y el Hg*".

5.3.1. Resultados de linealidad de voltamperogramas.

A continuacion se muestran los voltamperogramas obtenidos en diversos electrolitos y

electrodos de trabajo para fructosa y glucosa con su correspondiente curva de calibracion.
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5.3.1.1. Fructosa
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Curva Adiciones de fructosa [0.1 M]
—1 Residual
—2 1200puL
1400uL
1600pL
—5 1800uL
—6 2000uL

Figura 18. Voltamperogramas diferencial de impulsos de adiciones de fructosa [0.1 M] en zona de oxidacion en
20 mL de sal de la Rochelle (tartrato de sodio y potasio) [0.1 M] a temperatura ambiente (velocidad de barrido a
4 mV-stcon EDG,, impulso 25 mV y ECS como referencia).

La figura 18 muestra un ejemplo de los polarogramas experimentales y la figura 19
relaciona la intensidad de corriente de cada pico con la concentracion, en este caso
concentracion de fructosa, en la celda de medicion. En el polarograma se mide la magnitud
del pico en valor absoluto y se le sustrae la linea base residual a cada pico. Con el valor
absoluto de cada uno de los picos (se mide desde la base hasta lo mas alto), se realiza un
gréfico donde se relacionan la magnitud de la corriente para la concentracion
correspondiente de cada adicion. El tartrato presento la barrera cerca de los 0.0 V, asi que

las sefiales aparecen hasta que se afiadié una gran cantidad de fructosa.

Curva de calibracion de fructosa [0.1 M] en tartrato de sodio y
0.8 potasio.

<061 y=0.1303x - 0.4066 R?=0.9897
~0.5
T 04
0.3 7 T T T T T T T
5 5.5 6 8 8.5 9

6.5 7., 5
Concentracién [mM

Figura 19. Curva de calibracion de oxidacion de fructosa [0.1 M] en 20 mL de sal de la Rochelle (tartrato de
sodio y potasio) [0.1 M] por polarografia diferencial de impulsos en 310 mV con una velocidad de 4 mv-s™:
EDGA/ECS).
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La figura 20 es la representacion de una serie de polarogramas para fructosa

obtenidos en el medio de LiClO4 [0.1 M] y en correspondencia su curva de calibracion.

I (HA)
30 1

2.0

1.0 4

! I -L%O I | I -LLQL — I -1%0 I | =)
Curva Adiciones de fructosa [0.1 M]
—1 Residual
—2 100uL
200uL
300uL
—5 400pL
—6 500uL
600uL
—8 700uL

Figura 20 Polarogramas diferencial de impulsos (DPP) de adiciones de fructosa [0.1 M] enzona de reduccién en
20 mL de LiClO,4 [0.1 M] a temperatura ambiente (velocidad de barrido a 4 mV-s, impulso -25 mV y ECS como
referencia).

Las sefales obtenidas fueron muy claras y nitidas en zona de reduccion, por lo que el
coeficiente de regresion es mas aceptable.

Curva de calibracion diferencial de impulsos (DPP) de fructosa [0.1 M]
en LiCIO 4 [1 M]

3.00 4

y = 50.196x - 0.2517 R? = 0.9984

2.00 +

I (HA)

1.00

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1.0 2.0 3.0 6.0 7.0 8.0

4.0 . 50
Concentracion [mM]

Figura 21 Curva de calibracion de fructosa [0.1 M] en zona de reduccién en20 mL de LiCIO, [0.1 M] a
temperatura ambiente (DPP en -1.75 mV a 4 mV:-st EGM/ECS).

Con el mismo electrolito se logré ver la oxidacion pero con electrodo de disco giratorio de

superficie de oro.
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Figura 22 Voltamperogramas diferencial de impulsos de fructosa [0.1M] en zona de oxidacién en 75 mL de
LiClO4 [0.1 M] a temperatura ambiente (EDGA/ECS, velocidad de barrido 4 mV-s™: impulso 50 mV).

Curva de calibracién de impulsos diferenciales (DPV) de
fructosa [0.1 M] en LiCIO ,[0.1 M].

700 +
/§\00 B
%00 -
:4/00 B
300 1 y = 1E+06x - 95.142 R?=0.9953
200 T T T T
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Concentracion de fructosa en celda [M]

Figura 23 Curva de calibracion de la voltamperometria de impulsos diferenciales de fructosa en en zona de
oxidacion en 75mL de LiClO, (velocidad de barrido a 4 mV-s™: EDG,/ECS, impulso 50 mV) en 825 mV).

Se observa que el perclorato de litio (LICIO4) es un medio 6ptimo para ver la reduccion y
oxidacién de la fructosa, por lo que se puede medir la concentracion. La mejor respuesta se
obtiene en reduccion puesto que el procedimiento para determinar la oxidacion con electrodo
sélido es dificil ya que en cada determinaciéon hay que pulir la superficie debido a la
adsorcion de la fructosa sobre la superficie de oro, por lo que la reproducibilidad se ve

afectada al modificar constantemente las condiciones de experimentacion.
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5.3.1.2. Glucosa
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Figura 24 Polarogramas diferencial de impulsos (DPP) de glucosa [0.1 M] en 2 OmL de LiCIO, [0.1 M] a 60
T (EGM/ECS DPP, velocidad de barrido 4 mV-s™, impulso -25 mV).

Curva de calibracion de impulsos diferenciales de glucosa con
Tartrato de sodio y potasio [1 M]a 60 C

y = 5927.3x + 2.4985 R? = 0.9438

Concentracion de glucosa en celda [mM]

Figura 25. Curva de calibracion de glucosa [0.1 M] en 20 mL de tartrato de sodio y potasio [0.1M]. con impulso
de 50 mV (DPP) en -300 mV.

Las sefiales se obtienen con mas dificultad pues deben trazarse mas rapido porque
debido a la temperatura la evaporacion del disolvente puede provocar cambios en la
concentracion. Estas dificultades se ven reflejadas en el coeficiente de correlacion mostrado
en la figura 25, que no es tan bueno como el de la figura 23 de fructosa; sin embargo, es

aceptable.
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5.3.2. Determinacién inversa de hidratos de carbono en presencia de un agente

oxidante.

Los azUcares reductores reaccionan con agentes oxidantes como los iones de los

metales de transicion tales como Cu, Ag y Fe.

Al adicionar en su forma oxidada algun i6bn de metal de transicion, podemos observar la

sefal de reduccion del ion metélico, por o que puede esperarse que al adicionar un hidrato

de carbono reductor, esta sefial disminuya proporcionalmente a la cantidad adicionada hasta

que se llegue a un limite impuesto por el sistema de hidrato de carbono — i6n metalico.

En la figura 26, se presenta las adiciones de Fe*" y la aparicién de la sefial de reduccién

de Fe'"" a Fe'".

I (nA)

I+ I+

Voltamperometria de reduccion de Fe aFe

___________ R —ie—j—X&
200k )o” 450 500 550 600 650 700 750 800
-400 E (mV)
-600
-800
-1000
-1200
-1400
—&— Residual —#—10pL Fe —A—20uL Fe 30uL Fe =¥¢=40puL Fe ‘

Figura 26. Voltamperogramas de la reduccion de Fe"* a Fe'™ por adiciones de KsFe(CN)g [0.1 M] en 25 mL de

Al adicionar Fe

H,SO, [0.5 M] (EDGA/ECS velocidad de barrido a 4 mV-s™).

I+

se incrementa la sefial de reduccion, pero la adicion de 40 pL pierde

la proporcionalidad; por lo que la sefial registrada no da certidumbre de la relacion de

1+

intensidad de corriente con la cantidad adicionada de Fe"".
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i+ I+

Voltamperometria de reduccion de Fe aFe" con

adiciones de fructosa

| —¥—40pL Fe —=— 10pL Fru —— 20pL Fru —e— 30pL Fru |

Figura 27. Curvas voltamperométricas para la valoracion inversa de fructosa. Disminucién de la sefial de
reduccion de Fe"* a Fe'" por adiciones de fructosa [0.001 M] en 25 mL de H,SO, [0.5 M] (EDGA/ECS velocidad
de barrido a 4 mV-s™).

El efecto de la adicion de fructosa se ve en la disminucion de la sefial de reduccién del
Fe'". La fructosa reaccioné con el Fe"" disponible haciendo que la cantidad de éste
disminuyera y por ende su sefial de reduccién.

En las siguientes figuras se presenta el anélisis matematico’® de concentracién vs.

intensidad de corriente para ver la linealidad de la adicién sucesiva de Fe" (a partir de

KsFe(CN)g).
Curva de calibracion de Fe "™ (400 mV) a temperatura ambiente.
3 -
°
L) 2 ]
El o

1 -

° y = 16104x - 0.3287 R* = 0.9219
O T T T T T T 1
0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

1+

Concentracon de Fe agregado [mM]

Figura 28. Curva de calibracién de reduccién de Fe" por adiciones de fructosa [0.1M] a temperatura ambiente
en 25 mL de H,S0O4[0.5 M] (EDGAJ/ECS en 400mV velocidad de barrido a 4 mV-s™).

19 Miller J. C., Miller H.N. Estadistica_para quimica analitica. 42 ed. Prentice Hall, Espafia, 2000 p.296
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La curva de calibracion corresponde a los datos obtenidos de la figura 25 en 400mV (las

mediciones se hicieron en éste potencial por ser las que presentaban mejor comportamiento

lineal para la curva de calibracion). Posteriormente se analiza la linealidad de las adiciones

de fructosa de los voltamperogramas de la figura 27y los resultados se presentan en la figura

29.
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Curva de calibracion de Fe (400 mV) con adiciones de fructosa
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2.1~

Figura 29. Curva de calibracion de reduccion de Fe
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Concentracion de fructosa adicionada (UM)

i+

a Fe'" con adiciones de fructosa [0.001 M] a temperatura
ambiente en 25mL de H,SO,4 [0.5 M] (EDGA/ECS velocidad de barrido a 4 mV-s™).

Puede observarse como es evidente que las adiciones de fructosa provocan la

disminucion en la concentracion de Fe

" "a pesar de la baja concentracién de fructosa. En la

figura 27 se ve el voltamperograma correspondiente para el andlisis de curva de calibracion.

El valor de r* en la figura 29 denota que aunque la baja concentracién de fructosa da

respuesta con el Fe

I+

no se tiene una buena tendencia lineal.

Esta metodologia se descartd debido a que:

El electrodo sélido habia que estarlo puliendo en cada adicion de carbohidrato.
Como anteriormente se sefiald no es conveniente alterar las condiciones de
reaccion por adicion de problema.

No es una determinacion directa y el agente oxidante puede reaccionar con otras

sustancias ademas de los hidratos de carbono.
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Analogamente se hizo el mismo andlisis con Ag** en H,SO, [0.5 M] presentandose un
fenémeno similar de no proporcionalidad y con Cu®* tanto en medio alcalino con NHs/NH," [1

M] como con un escalamiento de la reaccidon de Fehling sin éxito en la proporcionalidad.

5.4. Cuantificacion de azucares en miel.

5.4.1. Determinacion de carbohidratos directos en CaCl  ,

Para la determinacion de hidratos de carbono primeramente se busco el dominio de
electroactividad y después la zona de potencial donde se encuentra la sefial correspondiente
al hidrato de carbono en estudio.

Se estudid primero la fructosa a temperatura ambiente; para la glucosa no se observo
sefal alguna en los diferentes medios a temperatura ambiente. Posteriormente se probo con
una mezcla equimolar para confirmar que la glucosa no influyera en la sefal de fructosa.

El estudio se hizo con la técnica de polarografia diferencial de impulsos (DPP) puesto
que la metodologia clasica (DC) es insuficiente pues se empalman sefiales no permitiendo

cuantificar la reduccioén de la fructosa.
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Se colocaron 8 mL de electrolito soporte (disolucion de CaCl, [1 M]). El dominio de
electroactividad en este medio va de +250 a -2100 mV; la sefal de fructosa en este medio se
presenta aproximadamente en —1.600 mV, por lo que se estudio la zona de potenciales de —

1500 a -1700 mV.

i frucaza. glE
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Curva | Adiciones de fructosa [0.1 M]
1 — omL
2 — 0.02 mL
3 — 0.06 mL
4 0.08 mL
5 — 0.10 mL
6 0.15mL
7 — 0.20 mL
8 0.25 mL

Figura 30. Polarogramas de impulsos diferenciales (DPP) de adiciones fructosa [0.1 M] en 8 mL de CacCl, [1 M]
a temperatura ambiente, velocidad de barrido 2 mV-s™, impulso -5 0mV y Ag/AgCI/KCI como referencia.

En el polarograma se observa cdmo se incrementa la intensidad de corriente con las

adiciones sucesivas de la concentracion de fructosa en el medio.
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Figura 31. Polarogramas de impulsos diferenciales (DPP) de adiciones de glucosa [0.1 M] en 8 mL de CaCl, [1
M] a temperatura ambiente, velocidad de barrido 2 mV-s™, impulso -50 mV y Ag/AgCI/KCIl como referencia.

Como puede observarse en la figura 31 la glucosa a temperatura ambiente no
modifica practicamente la intensidad de la sefial de fructosa pues las variaciones observadas
con aleatorias y sin proporcion.

Por lo tanto, esta técnica es la que se empleara para la determinacién de fructosa en
las muestras de miel.

Primero se hacen adiciones de miel diluida de concentracién conocida (del orden de
0.5 gemL™) hasta que se define la sefial correspondiente a la fructosa. Posteriormente se
adicionan alicuotas de disolucion patrén [0.1 M] de fructosa, comprobandose asi, por un lado,
gue la sefal identificada corresponde a la fructosa y por otro, con un analisis de regresion
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lineal de adiciones patrén, se obtiene la cantidad de fructosa en la miel estudiada. A manera

de ejemplo, se muestra el analisis realizado a la muestra 6.
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Curva |Adiciones de miel (muestra 6, 0.0497 mg-uL ™)
1 — 0 mL
2 — 0.02 mL miel
3 — 0.04 mL miel
4 0.06 mL miel

Figura 32. Polarogramas de impulsos diferenciales (DPP) de miel (muestra 6, 0.0497 mg-pL™) en 8 mL de CaCl,
[1 M] a temperatura ambiente, velocidad de barrido 2 mV-s™, impulso -50 mV y Ag/AgCI/KCI como referencia.

Las adiciones sucesivas de miel indican la aparicion de la sefal de fructosa cerca del
potencial visto anteriormente. En la 3°adicion de miel se observa como la sefal de fructosa

se define adecuadamente y entonces se procede a adicionar fructosa QP.
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Figura 33. Polarogramas de impulsos diferenciales (DPP) Determinacion de fructosa en miel (muestra 6, 0.0497
mg-puL™) por adiciones patrén de fructosa[0.1 M] por el método de adiciones patrén. Medio: 8 mL de CaCl, [1 M]
a temperatura ambiente, velocidad de barrido 2 mV-s™, impulso -50 mV y Ag/AgCI/KCl como referencia.

En los polarogramas resultantes, se lee la intensidad de corriente de pico para cada
adicion y se le sustrae la intensidad de la curva residual. Con los datos obtenidos se realizé
el siguiente gréfico de intensidad de corriente (nA) contra la cantidad afiadida de fructosa
(1g) a la celda electroquimica. Se emplearon 0.06 mL (60 pL) de miel a una concentracion de
0.0497 mg-pL* (para un total adicionado de 2.982 mg de miel). Se hicieron 4 adiciones de 30
pL de una disolucion de fructosa (PM = 160.16 gemol™) patron [0.101 M] para un total de 1.94

mg de fructosa adicionada.
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Curva de calibracion de los polarogramas (DPP) de miel con
adiciones patrén de fructosa
55
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Figura 34. Curva de calibracion de los polarogramas de impulsos diferenciales de miel (muestra 6, 0.0497
g-mL™) con fructosa [0.101 M] por adiciones patron.

De la curva de calibracion se toman los datos de linealidad para obtener la cantidad de

fructosa en la muestra de miel

Tabla 9. Andlisis lineal para la curva de adiciones patrén en la determinacion de fructosa en miel (muestra 6,
0.0497 mg-uL'l) CaCl, en muestra 6 de miel.

Analisis por regresion lineal de contenido de fructosa en miel
Pendiente 1.2513 2 _
Ordenada 2.0566 = 0.9604
Cant contenida en 1644 mg Fructosa
muestra
Porcentaje 55.12 Fructosa en miel

El valor de 1.644 se obtiene al dividir la ordenada al origen entre la pendiente al hacer el
despeje de la ecuacion de la recta. Este valor representa la cantidad (en mg) de fructosa en

muestra y corresponde a un 55.13% del total de la masa de miel agregada de 2.982mg

Tabla 10. Andlisis de fructosa en muestra 6 de miel.

Fructosa en muestra 6

Cantidad miel (mg) 2.982
Fructosa en miel (mg) 1.644
Fructosa (%) 55.13
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Anélogamente se realiz6é el mismo estudio para todas las muestras de miel. Los

resultados obtenidos se resumen en la tabla siguiente.

Tabla 11 Resultados del andlisis de fructosa en las diferentes muestras de miel estudiadas

MUESTRA | FRUCTOSA EN MIEL (%)

51.72

35.80
39.84
43.03

13.10

55.13

21.17
25.22

(N O | B WOW|DN|PF

5.5 Cuantificacion de HMF en miel de abeja  °.

Para la determinacion de HMF en muestras de miel se utilizé la polarografia diferencial
de impulsos con el método de adiciones patrén de la siguiente manera: se colocaron 8 mL de
electrolito soporte (disolucion amortiguadora de pH (buffer) de boratos a pH = 9). ElI dominio
de electroactividad en este medio va de +300 a -1450 mV; la sefial de HMF en este medio se
presenta aproximadamente en —1.175 mV, por lo que se estudio la zona de potenciales de —
1000 a —1300 mV. Primero se hacen adiciones de miel diluida de concentracion conocida
(del orden de 500 mg de miel por mL) hasta que se define la sefial correspondiente al HMF.
Posteriormente se adicionan alicuotas de disolucion patron [0.01 M] de HMF;
comprobandose asi que la sefial identificada corresponde al HMF y con un andlisis de

regresion lineal de adiciones patron se obtiene la cantidad de HMF en la miel estudiada. A

manera de ejemplo, se muestra el analisis realizado a la muestra 5.

% La determinacion se realizé tomando como base la tesis: JuaReteEminacion electroquimica de HMF
(5(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido en miel de abEgcultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de
México, (2003) y el articul®eyes O. Direct Electrochemical Determination of Hydroxymethylfurfural (HMF) and its
application to honey simples Amalytical letters, 39:161-171, (2006).
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Figura 35. Polarogramas diferencial de impulsos para la determinacién de HMF en miel (muestra 5, 0.501 g-mL’
l) por adiciones patron de HMF [0.01 M] en 8 mL de disolucién amortiguadora de boratos a pH = 9, velocidad de
barrido 2 mV-s™ impulso -50 mV y Ag/AgCI/KCI como referencia.

En los polarogramas resultantes, se lee la intensidad de corriente de pico para cada
adicion y se le sustrae la intensidad de la curva residual. Con los datos obtenidos se realizé
el siguiente grafico de intensidad de corriente (nA) contra la cantidad afiadida de HMF (ug) a
la celda electroquimica. Se emplearon dos mililitros de miel a una concentracion de 0.501
g-mL?* (para un total adicionado de 1.002 g de miel). Se hicieron 5 adiciones de una

disolucién de HMF patron para un total de 157.64 pg de HMF adicionado.
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Determinacion de HMF por adiciones patrén en miel (muestra 5)
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Figura 36. Curva de calibracion de los polarogramas de impulsos diferenciales de miel (muestra 5, 0.501 g-mL™)
con HMF [0.01 M] por adiciones patron.

Con la extrapolacion de la recta al cruce con el eje de las abscisas se obtiene la

cantidad en pg de HMF presentes en la muestra de miel evaluada

Tabla 12. Andlisis de HMF en muestra 5 de miel de abeja.

HMF en muestra 5

Cantidad miel (g) 1.002

HMF (ug) 32.01

HMF (ppm) 31.95

Anélogamente se realizO el mismo estudio para todas las muestras de miel. Los

resultados obtenidos se resumen en la tabla siguiente

Tabla 13. Contenido de HMF en las muestras de miel de abeja estudiadas.

MUESTRA | HMF (ppm)
1 19.818
59.566
39.967
38.553
31.944
35.375
19.794
34.457

O|IN[oO[fO AW IDN
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El limite de HMF* para una miel envasada en menos de 6 meses es de 40 ppm y para

mas de 6 meses 80 ppm para ser comercializada. Sélo la muestra 2 presenta altos niveles de

HMF por lo que su aceptacion seria dudosa.

5.6. Estudios adicionales en miel de abeja.

Este trabajo se completa con los estudios fisicoquimicos complementarios que estan incluidos

en las pruebas de plataforma con determinaciones fisicoquimicas tales como pH, humedad por
refractometria y cenizas por conductimetria.

5.6.1. Humedad

La determinacién de humedad se hace con el refractometro en Brix y se realiza con la

miel sin ningun tratamiento. La lectura del refractometro directamente da la lectura en Brix,

Esta lectura se corrige por la temperatura a la que fue hecha la lectura (25<C), en este caso

el factor de correccién es de 0.38Brix (el refract dmetro esta calibrado a 20C) que se

adicionan al valor de lectura dado por el refractometro. A 100 se le sustrae Brix corregidos

para obtener el por ciento de humedad. Esto puede ayudar a los productores pues la

determinacion se puede hacer al momento de cosechar la miel y el refractdmetro no requiere

mayor entrenamiento para su uso ni en la interpretacion del resultado.

Tabla 14. Resultados de Brix y % de Humedad.

Muestra | Brix medidos  Brix corregidos % Humedad
1 79.0 79.4 20.6
2 78.6 79.0 21.0
3 76.0 76.4 23.6
4 77.6 78.0 22.0
5 83.8 84.2 15.8
6 79.2 79.6 20.4
7 80.2 80.6 19.4
8 79.8 80.2 19.8

5.6.2. Por ciento de cenizas

4 http://lwww.senasica.sagarpa.gob.mx/miel/lineamientos.htm
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Se prepararon disoluciones de concentracién aproximada a 0.1g-mL*, se midi6 el
valor de conductividad especifica en mS-cm™. El valor obtenido se corrige con la sustraccion
de conductividad del agua desionizada empleada. El valor corregido se introduce en la
férmula para la determinacién de porcentaje de cenizas como conductividad especifica.

%Cenizas = [Conductividad especifica (mSecm™) — 0.14] + 1.74

Tabla 15. Resultados de conductividad y % de Cenizas.

Muestra | Concentracion (g-mL ™) | Conductividad (mS-cm ) | % Cenizas
1 0.11576 0.264 0.071
2 0.10352 0.430 0.166
3 0.10050 0.298 0.091
4 0.10976 0.367 0.131
5 0.10306 0.185 0.026
6 0.10140 0.038 0.022
7 0.10389 0.430 0.166
8 0.10088 0.781 0.369

El valor maximo de porcentaje de cenizas es de 0.8% por lo que todas las mieles

estudiadas estan dentro de las especificaciones e intervalos de aceptacion para esta prueba.
5.6.3. pH

El valor del pH se determiné con la dilucion de miel para cenizas y se leyé el valor en

el potencibmetro, previa calibraciéon con disoluciones amortiguadoras de pH = 4 y pH=7 para

ajuste de la pendiente.

Tabla 16. Resultados de pH.

Muestra | Concentracion (g-mL ™) | pH
1 0.11576 3.8
2 0.10352 4.1
3 0.10050 4.36
4 0.10976 3.8
5 0.10306 3.75
6 0.10140 3.64
7 0.10389 3.9
8 0.10088 4.8
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Tabla 17. Resultados de pruebas fisicoquimicas adicionales

MUESTRA | % HUMEDAD | % CENIZAS | pH
1 20.6 0.071 3.8
2 21.0 0.166 4.1
3 23.6 0.091 4.36
4 22.0 0.131 3.8
5 15.8 0.026 3.75
6 20.4 0.022 3.64
7 19.4 0.166 3.9
8 19.8 0.369 4.8

La tabla 17 muestra globalmente el comportamiento de miel tanto artesanal como

comercial evaluada por métodos fisicoquimicos.
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5.7. Tabla de resultados finales globales.

En la siguiente tabla se resumen los resultados que se obtuvieron en le desarrollo del trabajo

experimental.

Tabla 18. Resultados del estudio electroquimico de hidratos de carbono

Resultados voltamperométricos y potenciométricos en muestras de miel

H dad Refractometria Potenciometria Voltamperometria % Fructosa
Muestra umeda (% azlcares Reaccion de Fehling Polarografia en Polarografia en en azucares
(%) (% azlcares CaCl, 1M (% Buffer pH=9

totales) reductores) Fructosa en miel) (HMF ppm) reductores
1 20.6 79.4 79.42 51.72 10.818 51.72
2 21.0 79.0 70.54 35.80 59.566 35.80
3 23.6 76.4 46.82 39.84 39.967 39.84
4 22.0 78.0 84.39 43.03 38.553 43.03
5 15.8 84.2 77.18 13.10 21.298 13.10
6 20.4 79.6 68.40 55.12 35.375 55.13
! 19.4 80.6 76.46 22.39 19.794 21.17
8 19.8 80.2 81.40 25.22 34.457 25.22

Segun el PLIEGO DE CONDICIONES PARA EL USO DE LA MARCA OFICIAL

MEXICO CALIDAD SUPREMA EN MIEL basado en la norma oficial mexicana para miel

(NMX-F-036-1997 (ALIMENTOS-MIEL-ESPECIFICACIONES Y METODOS DE PRUEBA) se

tienen los siguientes parametros:
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Tala 19. Especificaciones permitidas por NMX-F-036-1997 (ALIMENTOS-MIEL-ESPECIFICACIONES Y
METODOS DE PRUEBA).

Especificaciones Minimo | Maximo

Contenido aparente de azucar reductor expresado como % 63.88

(g/100g) de azucar invertido.
38.0

Contenido de glucosa % (g/100q).
Humedad % (g/100g). 20.0

Hidroximetilfurfural (HMF), expresado en mg/kg en miel envasada 80.0
de mas de 6 meses '

Cenizas % (g/100g). — 0.60

Hidroximetilfurfural (HMF), expresado en mg/kg en miel envasada

de menos de 6 meses 40.0

De los andlisis realizados se puntualiza que:

Todas las mieles cumplen con el minimo de azucares reductores y el maximo permitido de
cenizas. Salvo la muestra 2, todas las mieles estan por debajo de 40.0 mg/kg de HMF en
miel (40ppm). Las mieles 1, 2, 3, 4 y 6 no cumplen con el requerimiento de humedad. En este

estudio se pide glucosa y no fructosa que es el monosacarido mayoritario en miel.
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6.1. Conclusiones

Es posible realizar la determinaciéon potenciométrica de los hidratos de
carbono reductores con el método de Fehling; esta determinacion cuantifica

los monosacaridos mayoritarios de la miel: fructosa y glucosa.

La valoracion potenciométrica permiti6 comprobar que la estequiometria de

la reaccion de Fehling, entre el hidrato de carbono y el ién cuprico es 1: 5.

El conocimiento de la estequiometria de la reaccion permite realizar la
valoracion potenciomértrica para determinar la concentracion de azucares
reductores totales sin necesidad de recurrir a las tradicionales tablas de

equivalencia de Fehling.

El reactivo de Fehling no es especifico para glucosa o fructosa y unicamente

permite cuantificar azticares reductores totales.

Es posible determinar selectivamente la concentracion de fructosa en mieles
por el método de polarografia diferencial de impulsos; se utiliza como
electrolito soporte una disolucién acuosa de CaCl, [1 M] y se mide la sefial
de pico en un valor de potencial cercano a —1.6 V, con respecto al electrodo
de referencia de plata/cloruro de plata. Este valor puede variar en un
intervalo de potencial pequefio dependiendo de la muestra de miel. En este
medio la glucosa no interfiere en la sefal ni con el electrodo de mercurio ni

con el electrodo giratorio de oro o de platino.
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La glucosa puede ser detectada y determinada con el electrodo giratorio de
oro a temperaturas superiores a 60 °C en LiClO4 [1 M]. El estudio de
mezclas de glucosa y fructuosa en mieles, a temperaturas mas elevadas, no

fue objeto del presente trabajo.

La determinacion conductimétrica de disoluciones acuosas de diversas
mieles proporciona resultados equivalentes a los que se obtienen al calcinar
la miel y determinar las cenizas. Esta forma de determinacion resulta mas

rapida, sencilla y requiere de pequefias cantidades de muestra.

La determinacion de HMF por polarografia en medio amortiguado de boratos
a pH = 10 da un indice de calidad de la miel contemplado en la NMX-F-036-
1997 (Alimentos-miel-especificaciones y métodos de prueba para el analisis
rutinario de miel), por lo que su determinacion es importante.

Los resultados obtenidos muestran que las técnicas electroanaliticas
empleadas presentan una buena alternativa para la realizacion de algunas
de las pruebas de plataforma propuestas por la AOAC, Codex Alimentarius y
NMX-F-036-1997.

El contenido de HMF refleja la calidad en el proceso de extraccion,
envasado y almacenamiento de la miel. EI método electroquimico empleado
en este trabajo, permitié cuantificar con seguridad y de manera sencilla el
contenido de HMF en las muestras de miel, cuantificacion mucho mas
complicada con respecto a cualquiera de los otros métodos conocidos para

ello.
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6.2. Perspectivas.

Continuar el estudio para la deteccién y cuantificacion conjunta de glucosa y
fructosa por polarografia o voltamperometria en muestras de miel. Este estudio
implica la busqueda de medios acuosos 0 no acuosos, otros electrodos y/o

electrolitos soportes diferentes y temperaturas superiores a las de medio ambiente.
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ANEXDS




Anexo A
Electroquimica Analitica

La IUPAC' (International Union of Pure and Applied Chemistry) ha
propuesto un esquema general para las técnicas electroquimicas tomando
como base la reaccion al electrodo.

Cuando esta reaccion tiene una excitacion de sefial constante o cero
(potenciometria, amperometria) o si es variable. Cuando es variable puede
considerarse grande cuando es al menos el doble del término 2.3RTn™1F 12
esto se presenta en voltamperometria y polarografia.

La voltamperometria es una técnica en la que se relaciona la corriente y el
voltaje en un electrodo de trabajo. El potencial que se impone a la celda, via el
electrodo de trabajo, varia con el tiempo y el parametro de medicién es el flujo
de corriente. Si se mide la corriente directa (clasica), entonces el cambio de
potencial en el tiempo es lo suficientemente lento para tener una respuesta
cuantitativa y poderse describir con ecuaciones de equilibrio. Para el caso de
polarografia esta se diferencia de la voltamperometria por el uso del electrodo
de gota mercurio (EGM) que se basa en el goteo de pequeiias gotas de
mercurio a través de un capilar de diametro conocido.

La polarografia aun es muy usada puesto que ofrece muchas ventajas.

1. Se emplea el EGM en disoluciones no agitadas

2. Puede estudiarse sin mucha interferencia la reduccién de muchas
sustancias a partir de disoluciones &cidas, esto es debido al
sobrevoltaje para formacion de Hidrogeno elemental a partir de iones

H".

1 http:/ /www.iupac.org/publications/analytical_compendium/
2 Donde n es mol y F la constante de Faraday



3. Atener el electrodo goteando, se renueva la superficie haciendo muy
reproducibles las curvas de corriente vs. potencial eléctrico.

La polarografia diferencial de pulsos es una técnica en la que se aplica un
impulso modulado por el usuario en la medida, durante el barrido de potencial
en el tiempo en un breve periodo y que se registra como pequefas derivadas
hechas en tiempo real, lo que incrementa la sensibilidad con respecto a la
polarografia clasica; ademds, la resolucion de ondas contiguas mejora

considerablemente.

Por polarografia se realizaron intentos exitosos de ver la reduccion de los
azucares en fosfato de tetrametil amonio 0.002M donde la altura de la columna
de mercurio modificaba los potenciales de media onda -2000mV hasta -
3500mV. En el trabajo presentado por Overend, W., Paecocke A. y Smith J *°
(1961) presentan la glucosa sin calentar, ademas de emplear derivados

metilados de los hidratos de carbono de interés.

15 W. Overend, A. Peacocke and J. Smith Reactions at position 1 of carbohydrates. Part
I The polarographic reduction of carbohydrates. J. Chem. Soc., p347-349 (1961)



Anexo B

Ficha fisicoquimica de HMF 3%

NuUmero de registro. CAS: 67-47-0

Sinénimos: HMF, 5-(Hydroximetil)-2-furaldehido; 5-(hydroximetil)-2-
furancarbonal;  5-(hydroximetil)-2-furfural;  5-hydroximetil-2-formilfuran;  5-

oxymetilfurfurol; hydroximetil furfuraldehido

Estructura, férmula y peso molecular

Figura 38 Estructura del HMF.

CsHeO3  126.11u.m.a.
Descripcion: sélido cristalino® o liquido amarillo oscuro®, olor a flores de
manzanilla (Matricaria chamomilla).
Punto de ebullicién: 110 °C
Punto de fusién: 31.5 °C
Densidad: 1.2062 gemL™
UV maxima absorcion: 283 nm
Solubilidad: es muy soluble en agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo,
dimetilformamida; soluble en éter, benceno, cloroformo; menos soluble en
tetracloruro de carbono.
Reactividad: ligeramente volatil con vapor, debe guardarse protegido de la luz y

del aire. Carbonizado para su descomposicion emite humo irritante.

3 The Merck Index (13 ed.) (2001)
4Netherlands Expertise Centre for Tropical Apicultural Resources
http:/ /www.xs4all.nl/~jtemp/hmf.html

http: / /www.beekeeping.com/articulos/mieles_chaco.htm



Incompatible con bases fuertes, agentes oxidantes fuertes, agentes reductores
fuertes.

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 farmacéuticas, humo del cigarro y por el consumo de
algunos alimentos y bebidas. Se recomienda evitar el contacto con los ojos, en
piel produce manchas amarillas No se han encontrado limites de tolerancia por
exposicibn  ocupacional que sean recomendados por organismos
internacionales de salud pero la normatividad mexicana establece limites de
hasta 40 ppm.

Ocurrencia: HMF ha sido identificado en miel abeja, jugos de frutas, cerveza,
brandy, leche, cereal, y café. EI HMF es un compuesto intermediario de
reacciones de oscurecimiento no enzimatico (reacciéon de Maillard) y de
degradacion de hidratos de carbono principalmente por tratamiento térmico
Regulacion: Evidencias de posible actividad carcinogénica.

Datos en humanos: no existen estudios asociados con el riesgo de cancer en
humanos. El HMF es considerado Unicamente como irritante en o0jos, tracto
respiratorio, piel y membranas mucosas; la exposicion humana puede ocurrir
por inhalacion, ingestion o absorcion por la piel no se encontrd dosis minima
reportada.

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

en ratas pero sélo a dosis elevadas.



Anexo C

Fichas fisicoquimicas de carbohidratos

Nombre |Sinbnimos Fuente unto de fusiéon (T)
Fructosa |Levulosa azlcar de fruta, |Miel, gran variedad de
arabino-Hexulosa frutas, particularmente
manzanas y jitomates; asi 102-104
como semen humano y
bovino
Glucosa |Dextrosa, azlicar de uva, |Azucar mas comun, Forma - a-D-
azucar de sangre, azucar |abundante en forma libre y | glucopiranosa
de maiz combinada. Fuente en Monohidratada 83,
sangre, liquido anhidra 146
cefaloraquideo, frutas, miel
y jugos de fruta. Forma - B-D-
Componente mayoritario | glucopiranosa
de varios oligo y anhidra 148-150
polisacaridos -
Maltosa |4-O-a-D-glucopiranosil-D- | Producto de
glucosa descomposicion hidrolitica | =~ ---------e--
de fibra

Datos electroquimicos de carbohidratos patrén

7

Carbohidrato Electrolito Electrodo Electrodo de Sefal Observaciones
soporte de trabajo referencia (mV)
LiOH 0.01M / _ _
LiCl 0.1M DME Ag / AgCl E,=-1.91 T=30C
Fructosa LiOH 0.01M / T=30C
LiCl 0.1M/ DME Ag / AgCl E.,=-1.90 T(_ec Py
BOR 1+10°M
T=25T
(M(E'_lilc))lio DME SCE E,=-1.97 pH=8
Glucosa 4T3 Tec: PY
E,=1.0 T=25T
H,S0O, 0.5M RPDE NHE E.=14 Tec: VY

VY Voltamperometria
PY Polarografia

DME Electrodo de gota de Mercurio

RPDE Electrodo de disco giratorio de Platino

SCE Electrodo de calomel saturado

Ag/AgCl Electrodo de Plata/Cloruro de Plata

6 Dictionary of organic compounds (1982) Chapman & Hall E.E.U.U. 5°d vol. III pp2688, 2754-
57, 2760-61, 3623
7 Meites, L.; Zuman, P. y Rupp, E. (1982) CRC Handbook series in Organic Electrochemistry.
CRC Press E.E.U.U. Vol I pp. 248-249




Anexo D

Pruebas a la gota

Las pruebas cualitativas “a la gota” proveen informacién sobre la reactividad

entre sustancias.

Se probd la reactividad de Glucosa y Fructosa en:

HIDRATO DE CARBONO
ESPECIE OBSERVACIONES
Glucosa Fructosa

Ag” ° ° con H,S0, (dil)
Co? con H,SO, (dil)
Pb?* con H,SO, (dil)
ST con H,SO, (dil)

Sb** o ° sin/con H,S0, (dil)
Hg®* con H,S0, (dil)
Ccd?** con H,S0, (dil)
1> con H,SO, (dil)
Cr,0/% o o con H,S0, (dil)
MnO4* . o con H,SO, (dil)
Ba®* con H,SO, (dil)




Primero se probo la especie con los carbohidratos sin acido sulfarico
teniéndose un cambio en Sr como gel blanco en presencia de acido. Con Sb se
presenta un precipitado con capa metalica sin 4cido; al adicionar acido se da
una solubilizacién parcial del precipitado. Tanto el Cr,0;% y el MnO,*
presentan un cambio en el color de la disolucén. En el Cr,O;* se presenta

aparentemente una reaccion mas lenta en la Glucosa.



Anexo E
Disoluciones
Reactivo de fehling
- Disolucién “A”: 69.28g de sulfato de cobre (IlI) pentahidratado (también
llamado vitriolo azul®, calcantita) en 1L de agua destilada
« Disolucién “B”: 3469 de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (sal de
la Rochelle, sal de Seignette) y 120g de hidroxido de sodio (sosa
caustica) en 1L de agua destilada
Sacarosa invertida
+ Pesar 1.76 g de Sacarosa + gotas de HCI 1:1 Aforo a 25 mL dejar
reposar ldia

+ 2) Se toma alicuota de 5 mL, se neutraliza y se lleva a 50 mL

Las disoluciones para polarografia, voltamperometria y conductividad fueron
elaboradas con agua desionizada proporcionada por el laboratorio 115 de

DEPg de la Facultad de Quimica de la UNAM.

8 http:/ /ciencianet.com/nombres.html



Anexo F
Cotizaciones
Sistema HPLC para el anélisis de hidratos de carbono

N_PART [# CATALOGO |DESCRIPCION DEL PRODUCTO PRECIO
1 A50303 BOMBA SMARTLINE 1000 - 0.001 A 9.999 7,056.00
mL/mim - 400 BAR - ACERO INOX.
BANDEJA PARA FASE 437.85
2 A5326 MOVIL
A5325 FRASCO DE 1000mL PARA FASE MOVIL 52.50
- TORRE SMARTLINE
4 |- Vélvula de inyeccién y soporte 1,300.00
START-UP KIT, 834.75
A0910 ANALYTICAL
KIT DE CAPILARES PARA 65.10
6 A54403 INTERCONEXIONES - CON
AUTOSAMPLER
7 A0585 HORNO PARA COLUMNA5A 85 € - SIN 3,255.00
VALVULA DE INYECCION
3 A5160 DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION 5,670.00
- SMARTLINE 2300 - ANALITICO
PROGRAMA PARA HPLC ANALITICA - 1,795.50
9 AL245-5 EuroChrom Version 3.05
COLMNA HPLC - REZEX 8% Ca 906.05
10 00H-0130-KO MONOSACARIDO - 300 X 7.8 mm
CARTUCHO SECURITY GUARD - 254.21
11 AJ0-4493 CALCIO 4X3mm - PAQ. DE 8
126.00
12 KJO-4282 KIT DI_E GUARDIA
SecurityGuard
SUBTOTAL| 21,752.95
IVA| 3,262.94
TOTAL| 25,015.89

Precios en doélares EE.UU.

9 Informacién recibida el 8 de Junio de 2007 y facilitada por la M. en C. Ma. del
Rosario Covarrubias.




Polarégrafo Radiometer TraceMaster.

JRP
0651/07

CLIENTE
DIRECCION : FECHA: 14 DE JUNIO DEL 2007

ATENCION: REQUISICION :
Tel 01 444 82 62 440 ,46 ext CONDICIONES DE
521, 520 Fax 01 444 8262372 PAGO :

PRECIOS

EN : M.N.

EN ATENCION A SU SOLICITUD, ENVIO LA SIGUIENTE COTIZACION.
DE PRECIO

PARTIDA CANTIDAD CATALOGO [SCRIPCION UNITARIO TOTAL

$ $
1 A31A008 | TRACELAB50 228,000.00 | 228,000.00

115 VOLTS

Laboratorio Polarografico
incluye:

Polarographic analyzer
POL150

Polarographic stand

PC software Tracemaster5
Electrode kit for MDE 150
Setup accesory kit for MDE
150

Mercury drop electrode kit

NOTAS IMPORTANTES

° Adicionar a los precios anteriores el 15% del IVA
Tiempo de Entrega: 8 A 10 SEMANAS
° Vigencia de la presente cotizacion: 15 dias

Precios en Moneda Nacional

El polarografo tiene ventaja economica sobre el cromatdgrafo pues el precio en
pesos de 228,000.00 es inferior a los 25,000 dolares del cromatografo. Al tipo de
cambio de 10.84 pesos por délar para el 20 de junio de 2007 (271,172.25 pesos).

10 Informacién proporcionada por M en C Norma E. Gascon Orta
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