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1
RESUMEN.

BOLIVAR GOMEZ JOSE MARIA. CONTROL DE CALIDAD PARA MIEL DE ABEJA,
ESTUDIO RECAPITULATIVO: IV SEMINARIO DE TITULACION EN EL AREA
DE APICULTURA.

(BAJO LA SUPERVISION DE M.V.Z. ADRIANA CORREA BENITEZ Y LA QUIM.
IND. MA. AURORA MARQUEZ MORENO).

El presente trabajo es una recopilacion de normas de calidad de miel abeja, para darle
una mayor difusidn y concientizar al apicultor de la importancia de ellas a nivel de mercado
nacional y sobre todo extranjero, puesto que este mercado se basa en La Norma Regional
Europea , la cual determina el precio internacional de la miel. Para lograr esto se consultaron
las siguentes normas:Norma Oficial Mexicana NOM-F-C 1982, Norma Oficial Mexicana
NOM-F-36-A- 1981, Norma Oficial Para Miel de Abeja, Anteproyecto de Norma de Prueba
Para Miel de Abeja NCM-MP/1-1980, Norma de Métodos de Prueba Para Miel de Abeja
NCM/1-S-1980, Proyecto de Norma Comercial Obligatoria Para Miel de Abeja en Envases
Menores de Seis kilogramos. Describiéndose las pruebas de azicares reductores, humedad,
solidos insolubles en agua, cenizas totales, acidez total, HMF, cantidad de actividad
diastasica , asi como las determinaciones de marcado, etiquetado, balaj
concluyéndose que los anélisis y las normas necesarias para tener una buena calidad de miel
son sencillos, confiables y faciles de llevar a cabo, con lo que ¢! apicultor se evitaria el
vender una miel de buena calidad a precio de una de mala calidad.




1.0 Introduccion.

Se entiende por miel de abeja: a ia sustancia dulce producida a partir del néctar de
1as flores o de exudaciones de otras partes vivas de las plantas o presentes enellas, que las

abejas recogen, transforman y ab después en fes; do los cuales se extrae.(S)

| 4

La miel aporta mas energia por cucharadita (64 keal ), en comparacién con una cantidad
similar de azicar (48 kecal ), pero Ia miel es mas costosa.(7)

La abeja dpis melliferay Apis dorsata colectan el material crudo (néctar, melaza,etc) enuna
estructura conocida como saco melario y lo mezclan con secreciones salivales. Al Uegarala

colmena, 1a abeja vacia ¢l contenido de su saco en unas de sus celdas, sobre la cual pasan

ripidamente una y otra abeja que aport iones salivales, con lo que consiguen
transformar a los aziicares del néctar. La evaporacién del exceso de humedad se consigue al
colocar el néctar en las celdas en forma de capas delgadas o como pequedlas gotas

didd s gnd

p , exp a las corrientes de aire provocadas por las mismas abejas al

mover rapidamente sus alas.(7)
Una vez llenas las celdillas, 1as abejas las cierran con un fino opérculo de cera lo que

permite una mejor conservacion. (7)

Se ha calculado que para obtener aproximadamente medio litro de miel, las abejes tienen
que visiur, por lo menos un milldn de flores. Una abejn vive entre cuatro y seis semanas y

durante su vida sélo puede recolectar una idad de miel equival auna cucharadita de

té. Otra multitud de abejas son necesarias para ayudar a solidificar Ia miel, por lo que en total
se requiere aproximadamente 150 mil abejas para producir més o menos un kilogramo de

miel y un recorrido que equivale a sobrevolar tres veces ia tierra para lograr acumular esa
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cantidad de néctar. La miel no solamente s¢ hace del néctar de las flores, sino también de las

exudaciones de ciertos arbustos, hojas y pastos.(7)

El néctar de las flores es una solucidn de azicar (sacarosa) con cantidades menores de

otras sustancias como tanino, aminoacidos, nutrimento inorgénicos, aceites esenciales y

#cidos orgénicos. El p di el cual las abejas transforman ¢l néctar en miel
consiste primeramente en convertir, por mecanismos enzimaticos, a la sacarosa (azicar), en
fructosa y glucosa, para posteriormente evaporaria; las glandulas después de que se

atrofian y dejan de producir jalea real, i ap ir una enzima Il

7

4

invertasa.

El color de la miel variard dependiendo de la flora, la situacidn geogrifica, ia
composicion del suelo, la época del aho, las condiciones climatologicas,y las técnicas
avicolas utilizadas. Las principales diferencias se atribuyen a la composicion del suelo, de
donde las plantas toman los nutrimentos y a los tipos de plantas. Las pequefias cantidades
de potasio, cloro, azufre, sodio, calcio, fosforo, magnesio, manganeso, silicio, hierro y cobre,
encontradas en las mieles, reflejan la relativa riqueza mineral de un terreno en particular,

reflejando en las mieles obscuras un alto contenido de nutrimentos inorgénicos.(7)

dah t

cOMmO un tr iento para i ias, como

Anti la micl se rec

laxante y como bactericida. La miel fue el alimento de los Dioses del Olimpo, un regalo

celestial elogiado en la Biblia, el Cordny una medicina prescrita por Hipdcritas. (7)

Los filosofos griegos creian que la miel era un rocio destilado de las estrellas y
los arco iris, por lo que lo consideraban un elixir de juventud; A la miel se le ha dado
diferentes usos, como fuente energética, se les daba a los atletas en lzs competencias de

los primeros juegos olimpicos. Durante el afio nuevo judio, comer miel representa
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el deseo de un dulce afio. Se informa que la miel es acuay por lo tanto ayuda & eliminar
¢l acné y otras irritacioncs de la dermis, se mencions que In micl es un tonico que suaviza
la expresion, reduce las arrugas y restaura la elasticidad natural de la piel.(7)

" La miel aporta mas cnergia por cucharadita (64kcal). en comparacion con una

cantidad similar de azticar (48kcal), pero 1a miel tiene un imayor costo.(7)

Los dietistas y nutridlogus estan er desacuerdo - of conienido de nutiimentos que

contiene la micl con cespecto a la azacan (7)

En el estado de Calitornia ¢l Departamento de satuu previene a los padres de familia
asegurando qu- .« micl se ha identilicado ciomu una fuente de b alismo infantit, por lo que

recomiendan no dar mie! a los mius menores de un afo. (7)

La miel tiene una gran afinidad por ¢l agua, la que, tomara de la humedad del aire o
de cualquier material que la contuuga (higroscopica) Por esta razon los productos
horneados, que contengan miel, permanecen frescos y suaves mucho mas tiempo, esta
avidez por ¢l agua le conficic 4 la mics _aracienisiicas de agente bactericida, los organismos
deben tener una ciesta bunedad o fin de sobrevivir. si fa miel 10ma el agua de las bacterias,

estas moriran inmediatamente (/)

A medida que la miel envejece su textura cambia La  cristalizacion o granulacién es un
fendmeno que se presenta en todas las mieles después de un tiempo o al estar almacenadas a
temperatura entre 10 y 16°c. Este fenémeno no afecta al sabor o a la composicién de la
miel; en algunos paises la miel granulada se considera como un producto de prestigio

(delicatense).(7)
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La miel cristalizada puede fundirse en bafio Maria,

n

la temp a abajo

de 75°, & fin de retener todas las caracteristicas nutritivas que posee.(7)

En el mercado se expenden dos tipos de miel : miel en panal y miel de extraccion..
Cuando usted endulza sus alimentos con miel, le afiade otra dimensién a su comida, otro
sabor, que complementa al de otros alimentos.(7)

e

Los ali »s han sido ptibles de adul en mayor o menor propoicién

desde épocas muy primitivas, los primeros casos de falsificacion registrados en Ja Gran
Bretafia datan de la edad media cuando se inicio el comercio organizado. En 1855 Wakley
denuncio en el periddico ingles The Lancet, diversos fraudes alimenticios, esta protesta
origino que de 1860 a 1875 se redactaran y aprobaran los documentos que legislaran la

calidad y venta de ali 8. Dichos regl >s han perdurado con el tiempo, como lo

demuestran los decretos autorizados por la FAO, OMS en 1928, 1938 y 1955. (7)

Las mieles son caracterizadas y evaluadas mediante los analisis fisico-quimicos y los
anglisis organolépticos/melisopalinolégicos. Exigiendo mediciones objetivas, reproducibles y
analiticas, mas adn si la informacién puede ser subjetiva y a veces incierta, como son los
caracteres organolépticos. Con la finalidad de poder comparar la calidad de {a miel debemos
utilizar una técnica de calificacion basada en la valoracién del conjunto de sus caricteres,
que permite apreciar la diferencia o similitud entre las micles, clasificarlas en un orden
supen'o.r o inferior en cuanto a calidad, apreciar si satisface las caracteristicas genuinas del
producto, si ha sido racionalmente procesada y/o conservada y conocer las preferencias del

consumidor en un mercado determinado.(9)

Enla actualidad existen varias normas de calidad para la miel, todas basadas .en la

Norma Regional Europea, y adaptadas a Ias condiciones nacionales, por tal motivo
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el objetivo de este trabajo es hacer una recopilacion de normas en miel y asi

conocer los métodos de pruebas y especificaciones de las mismas.
DESARROLLO.
2.0 Extraccidn y toma de muestras

2.1 Extraccién- La miel de abeja podra se extraida del panal, debiéndose

controlar la temperatura de manera que no exceda de 45°c, por cualquiera de los siguiente

procedimientos mecénicos : (1)
A- sedimentacién
B- Filtracion sin ayuda- filtro.

C- Combinacion de ambos.

2.2 Toma de muestra

La miel de abeja se podri presentar al comercio en panal, liquida, en pasta y
cristalizada; pero deberd conservar sus caracteristicas de color, olor y sabor suigéneris que
varia con el Jugar de origen y época de recoleccion.Se admite en esta norma que las

diferentes formas comerciales de la miel de abeja no son caracteristicas de calidad.(1)
2.2.1. Miel liquida o colada.
Si la muestra estd libre de granulos, mezclar perfectamente, removiendo o

agitando;si tiene granulos, meter el envase cerrado en baflo Maria, sin sumergirlo, y calentar

durante 30 minutos a 60°c que {a micl se licile, es esencial agitar de vez en cuando.
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Tan pronto como la muestra se licie, mezclar perfectamente y enfriar rapidamente.

Cuando se requicra determinar hidroximetilfurfural, no se debe calentar la miel.(1,2,3,4)

Si estd presente alguna sustancia extrafia como cera, palillos, abejas, particulas de
panal, etc., calentar Ia muecstra en baflo Maria hasta 40°¢ (313°k) y filtrarla a través de una
estopilla colocada en un embudo con circulacion de agua caliente, antes de tomar la

muestra.(1,2,3,4)
2.2.2 Micl en panal

Cortar la parte superior del panal, st esta operculado y separar completamente la miel
del panal filtrandola por un 1amiz, cuya malla tenga un reticulado cuadrado de 0.500mm por
0.500mm. Si algunas porciones del panal o de cera pasan a traves del tamiz, calentar la
muestra como se indica en ¢l punte 2.1 1y filtrar a través de una estopilla. Si la miel en el
panal esta granufada, calentar hasta que la cera se licie, remover, enfriar y scparar 1a cera.
(L.2.3,4)

3. Clasificacion y especificaciones.

3.1 Clasificacion.-
Para los cfectos de csta norma, 1a micl de abeja comprendera dos tipos con un solo

grado de calidad cada uno: A de primera calidad y B de scgunda.(1)

Solamente para fines comerciales, se establece Ia siguiente escata de colores, pues

éste no tiene influencia en la calidad de la miel (1)



Denominacion
Blanco agua
Blanco extra

Blanco

Ambar extra claro.

Ambar claro.
Ambar.

Obscuro.

El color es una propiedad optica de la miel, resultado de los diferentes grados de

absorcion de la luz de diferentes longitudes de onda por parte de los constituyentes de la

miel (10)

Para determinarlo se utiliza sélo la miel liquida, sin cristales. La cristalizacién trae

como consecuencia un aclarado del matiz. En la mayoria de los paises se suele usar el

Colorimetro de Pfund Colorimetro Lovibond 2000

0.00 2 0.80
081al.70
1.71 2 3.40
341a5.00
5.01 2 8.50
8.51a11.40
11.41a 14,00
©

<30
30a40
41260
61a9%0
912200
201 a 500
501 a 850

llamado graduador de color Pfund, desarrollado en Esatados Unidos (Sechrist, 1925). (10)

El aparato se compone de un recipicnte de forma cunciforme que se rellena con

miel. Utilizando un mecanismo de rodillo, se empuja esta cubeta cuneiforme ante una

ventana de observacion. La medida del desplazamiento se lee en milimetros.(10)

En la ventana de observacion se compara el color de la miel con el de un vidrio de

tono marrén. Se desplaza la cubeta hasta que el color del vidrio de comparacién y el de la

miel concuerden entre s5i.(10)



3.2 Especificaciones.~

A-La micl se presentara limpia y en el caso que sca liquida, estara libre de solidos
visibles a simple vista, no serd turbia ni estara presentc seitales de fermentacion.- El sabor y

olor seran los naturales del producto.(1)

B- La micl & la temperatura de 55°% debera pasar integramente a través del tamiz de

23 malias.

C-Color segin la escala Lovibond:

Color miximo para mieles de abeja.

Se consideran: Miximo.
1- Extra claras 17.6

2- Ambar claro 208
3- Ambar 25.0
4-Obscuras mas de 25.0

Se tolera un 5% de diferencia del color indicado como margen de seguridad, si es

que la miel ya clasificada cambia dc color. (1)
D-Olor , Propio caracterististico
E- Sabor, dulce caracteristico. La miel de abeja no debe tener ningun sabor o aroma

desagradable, absorbidos de¢ materias extrafias durante su extraccion, sedimentacién,

filtracion y/o almacenamiento, ni sintomas de fermentacion.( 5 )
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De acuerdo 1 'a Norma Regional Europea las especificaciones para la miel de origen
floral son :

Humedad, no més del 21%

Solidos insolubles en agua, no més de (0.1% )6 (0.5%).

Sacarosa aparente, no mas del 5%.

Cenizas ( sales minerales ), no més del 0.6%

Acidez total, no mas de 40 miliequivalentes de dcido/kg.

indice de diastasa ( escala de Gothe ), no menos de 8.

HMF, no mayor de 40 mg/kg.

Micles derivadas de floraciones de citricos.
Diastasa, no menos de 3
HMF, no nayor de 1S mg/ kg
(6)

Composicion promedio de la miel de abeja mexicana.

Componente Contenido en 100g de muestra/base himeda
Hamedad 210
Proteina 20
Axicar invertida (fructosa y glucosa) 730
Sacarosa 14
Dextrinas 1.5
Acidez (como formico) 0.2
Acidez libre 04
Cenizas 0.3

Lactona (glucolactona) 0.2



4.0 Propiedades Organolépticas

E! conjunto de sensaciones que una miel produce a su catador, pueden ser separadas

en cuatro grupos: visuales, olfativas, gustativas y tactiles.(9)

4.1.Caracteristicas visuales:(9)

Configuran la apariencia de una mic! Los principales aspectos a considerar son:

Limpicza, la muestrano debe contener trozos de cera, restos vegetales, insectos. El
envase debe estar limpio y no  totalmente lleno, para evitar desbordamientos y
consecuentemente suciedad.

Nitidez. la mue.ira debe estar liquida o cristalizada, sin estados intermedios.
Fluidezla muel ¢5 un producto fuertemente viscoso y esta es la fluidez que debe
presentar en estado liquido. Las mieles cristalizadas presentan menor flidez, que puede ser

nula pars algunas muestras

La fluidez con el c ido de humedad, evitando porcentajes superiores al

19%%

Color, internaci

se p denominaciones de colores, que se
corresponden a las mediciones realizadas con distintos colorimetros,
Las mieles monoflorales no tienen limitacion de color, si bien se suele considerar

mejor, a igualdad del resto de las condiciones, a las més claras.
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4

Homogeneidad, las mieles deben ser home
sobrenadantes. En Ias micles cristalizadas no deberan aparecer estratos de color o tonalidad

diferente al predominante en la masa de miel.

Cristalizacidn, es un fenémeno natural que ocurre en la mayoria de las mieles(Serra,
1986) y que provoca la pérdida de su aspecto liquido por la aparicién de cristales de

aziicanes

El tamafo de los cristales deberan presentar cohesién en su estructura cristalina. A

igualdad se considera mejor la miel que tiene ¢} cristal mas fino.

4.2 Caracteristicas olfativas:(9)

Son las apreciadas por via nasal directa, respirando sucesivas veces lentamente y a

T tocidad,

v para apreciar los olores mis intensos y los secundarios.

Las mieles monofiorales deben tener un olor caracteristicolACCORIct al.,1986). Las
mieles multiflorales el genuino ded producto, que puede ser mas o menos intenso. A igu;ildad
se considera mejor la micl mnas olorosa. Bajo ningin concepto deberd existir en la miel
olores ajenos al producto, provenientes generalmente del producto en el almacenado o de

un manejo defectuoso en el procesado téwrmico(caramelizacién).
4.3 Caracteristicas gustativas:(9)

Acido, se aprecia en la parte media anterior de la lengua. En la miel no tiene una

valoracion precisa, salvo si esté fermentada.
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Amargo, como ¢l del cafe. Se aprecia en la parte posterior de ia fengua. Algunas

mieles monoflorales (casatafio, brezo, madrofio, etc) tiene un gusto secundario amargo.

Dulce, como el de los aziicares (fructosa, glucosa y sacarosa). se aprecia en la punta
de la lengua. Si bien cs el gusto dominante en Ia micl, existe variaciones de una miel a otra,

en funcidn de su contenido en distintos azucares, ya que algunos tienen un poder

edulcorante mas alto que otros y en funcion de los sabores darios debido al c« ido
en sales minerales, a los aromas percibidos por via retronasal, a la existencia de sabores

amargos de algunas mieles, etc.

Salado, como el du la sal coman. Se aprecia en la parte media posterior de la lengua.

Solo aparece en algunas micles fuertemente mincralizadas.
4.4Caracteristicas tactiles:(9)

Son las apreciadas por el sentido del tacto, bien tomando una pizca de micles entre
los dedos y frotando éstos, o mejor depositando una pizca de miel en la parte delanteradela

lengua y frotando ésta contra el paladar

Las sensaciones tactiles solo tienen validez en las mieles cristalizadas y conducen a
una apreciacion del tamailo de los cristales; si éstos no son detectables se le llama miel

crema o cremosa.

Como se indico anteriormente a igualdad de condiciones, se considera mejor Ia miel

de cristal m4s fino.
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La deglucién de una miel y su calificacién en un anélisis organoléptico, puede quedar

influenciado por una serie de factores externos que modifiquen los resultados.

Para obtener resultados objetivos, minimizando la influencia de estos factores

externos, debe prepararse el ambiente de degustacion y al hecho de la degustacion.

4.5 Factor Humano:(9)

E|l degustador debe tener una serie de condiciones positivas, ademas:

Informacién sobre la miel y composicion de la misma.

Informacién de la anatomia, fisologia y psicologia de los 6rganos sensoriales y los

procesos de la sensacion.

Metodologia de fa degustacién, conun v

io claro y definitorio

Aprenizaje y entr iento en la deg i6n de mieles.

Ademas el degustador no debe tener hébitos o un estado fisiolégico que incida
negativamente en el proceso de la degustacion, como son: no debe fumar, ni ir perfumado,
ni utilizar dentrificos fuertes, no debe padecer afecciones respiratorias, buen estado
higiénico, no debe analizar mas de 15 a 20 muestras por sesién, que realizarh

preferentemente entre las 10 y las 12h del dia.

Ambi delad ion:




Convenientemente isonorizado.

Sin olores parasitos de cocina, laboratorio, pintura, etc., que puedan enmascarar los

presentes en las muestras.

Temperatura agradable, la mcjor es alrededor de los 20°C; otras temperaturas

disminuyen la sensibilidad olfativa.

q

Correcta iluminacion, luz del dia o i ente. La luz fluor modifica los

colores.

Ausencias de retlejos en las parcdes, mesas, sillas, etc. Para evitarlos el material

debe ser de color pastel o neutros.

Cabinas de confort conveniente, que permitan un juzgamiento individual de las

muestras v eviten que los catadores se influencien entre si.
4 6 Degustacion: (9)

La degustacion debe realizarse siguiendo una metodologia, utilizando material

anonimo y neutro, para evitar influencias subjetivas y iento de ione:
Para  realizar una buena deg ion  recc damos seguir las siguientes
mstrucciones:

Depositar en una copa de cristal con pie y boca ancha unos 30 a 40g de miel.
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Apreciar su aspecto, a través de las anotaciones oportunas en funcién de las

sensaciones visuales que produzca 1a miel.

Olfatear la muestra, agitando Ia miel y respirando lentamente, varias veces, a distintas
velocidades y a sacudidas, para poder detectar los olores secundarios, que de otra forma
quedarian sin detectar; hacer las anotaciones oportunas sobre las sensaciones olfativas as

apreciadas.

Tomar una porcién de miel con una aspatula o cucharadita de plastico, diluirla sobre
fa lengua con saliva y proyectarla hacia el fondo de la cavidad bucal, para apreciar los
aromas por via retronasal. Efectuar las anotacioncs que procedan sobre las sensaciones

gustativas percibidas.

Presionando con la lengua una porcidn de miel contra ¢! paladar, apreciar las

sensaciones tictiles y efectuar el registro correspondiente,

Degustar cada muestra dos veces, con una pausa entre cada vex. Cada tres o cuatro
muestras mascar un trozo de manzana jugosa y ligeramente acida si es posible, para

regenerar la capacidad sensorial de la boca.
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4.7. Ficha de valoracion organoléptica de la micl.(9)
Muestra N° liquida, trasparente

Tipo opaca,

cristalizada

Puntuacién
Caracteristicas Parcial Cocficiente  Total
Aspecto Fluidez (viscosidad, humedad.ete) ___ 3 —
Color I 6 —
Otlor (int;:nsidad. calidad) — 7 ——
Gusto(intensidad, calidad, persistencia) 15 I
Tacto{tamafo cristales, cremosidad) . 2

Total puntos:

Observaciones:
Aspecto; sucia, con restos vegetales, de insectos, de cera; envase excesivamente lleno,
pringoso;separacion de fases liquida y cristalizada;fuidez excesiva; no homogénea,con

marmolizaciones;espuma sobrenadane, otros

Olor: desagradable fermentada;caramelo;otros

Gusto: desagradable.fermentada,caramelo;otros

Tacto

Subrayar las cualidades que se han percibido, o afladirlas si no estdn ya mencionadas.

Degustad Fecha Firma.

{Apiacta)



METODOS DE PRUEBA

5.0.Determinacién del cc ido de h dad
La determinacién de humedadves uno de los mis importantes procedimientos de
investigacion y puede realizarse de modo directo o indirccto El metodo directo més sencillo

consiste en el desecamiento de la miel y en la posterior comparacion entre el peso de la

misma, antes y después de d da,Jos procedimientos de secado son lentos e insumen
mucho trabajo por lo que se los usa casi exclusivamente cuando se desea obtener valores de

comparacion con resultados obtenidos por procedimientos indirectos. (10)

El contenido de agua de la miel se halla en relacion con otras pmpiedades; por
ejemplo con el peso especifico, el indice de refraccion .Dado que las propicdades
mencionadas pueden medirse con menor gasto de tiempo y trabajo que las requeridas para la
determinacion directa del agua, se las ha utilizado en mayor medida para la determinacion

del contenido de agua en la micl.(10)

5.1. Principio del método:(2,3,4)
Se basa en ¢l método refractométrico de Chataway (1932) revisado por Wedmore

(1955)

5.1. Aparato:(2,3,4)
Refractémetro de Abbe.
5.12La miel se prepara para lz toma de muestra como se indica

anteriormente.(2,3,4)



5.1.3.Procedimiento.(2,3,4)

Determinar ¢l indice de refraccion de la muestra utilizando ¢! refractometro de Abbe a

temperatura 20 °c (293°k). Obtener el por je correspondi de b dad utilizando la
tabla Nim.1. Si la determinacion s¢ bace a una temperatura diferente de 20 °c(293°%),
cotregir 1a lectura a la temperatura patron de 20 °c (293°% ), de acuerdo a las siguientes

correcciones (2,3,4):

Para temperaturas superiores a 20 °¢(292 °k), sumar 0.00023 por cada °c{k) .

Para temperaturas inferiores a 20 °c (293° k), restar 0.00023 por cada °c (k).
CONSULTAR Tabla 1.

6.0. Determinacion de glucosa y sacarosa.(2,3,4)

6.1. Método de glucosa-oxidasa.(2,3,4)

6.1.1.1 Principio del método.

La glucosa-oxidasa por ser una enzima es un reactivo especifico para la determinacién
de glucosa (ocurren cambios caracteristicos en sus espectros de absorcion), las enzimas
actuan especificamente con un sustrato; el control de ph con Buffer nos asegura la
inactivacion de las otras enzimas que pudieran estar como contaminantes y se determina
espectro-fotometricamente por los cambios caracteristicos que ocurren en su espectro de

absorcidn y Ja formacion del color. (2)
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Tabla 1

iNDICE DE CONTENIDO  INDICE DE CONTENIDO  INDICE DE CONTENIDO
REFRACCION DE HUMEDAD REFRACCION DEHUMEDAD REFRACCION DE HUMEDAD

200C %) 20 oC %) 20 oC %6)
293K 293K 293K

1.5044 13.0 1.435 172 1.4830 214 )
1.5038 13.2 1.4930 174 1.4825 21.6
1.5033 134 14925 176 1.4820 218
1.5028 136 1.4920 178 14815 220
1.5023 138 14915 180 1.4810 222
1.5018 140 14910 182 1.4805 22.4
1.5012 14.2 1.4905 184 1.4800 226
1.5007 144 1.4900 18.6 14795 228
1.5002 146 1.4893 188 14790 230
1.4997 143 1.4890 19.0 1.4785 232
1.4992 150 1.4885 192 1.4780 234
1.4987 15.2 1.4880 194 1.4775 23.6
1.4982 154 1.4875 196 1.4770 238
14976 156 14870 198 1.4765 240"
1.497) 158 1.4865 200 1.4760 24.2
1.4966 16.0 1.4860 202 1.4755 24.4
14961 16.2 1.4855 204 14750 24.6
1.4956 164 1.4850 206 1.4745 248
1.4951 166 1.4845 208 1.4740 250
1.4946 168 1.4840 210

1.4946 170 1.4835 212
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La enzima glucosa oxidasa a un ph determinado actia sobre la glucosa oxidasa con

formacidn de acido glucourdnico y perdxido de hidrégeno, éste por accion de la peroxidasa

deja libre oxigeno activo que se hace reacch con la o-toluidina formando un complejo

colorido que absorbe en la region vesible & 530 nm.
6.1.2. Reactivosi(2,3.4)

Glucosa oxidasa: Tipo II, purificada de 15 000- 20 000 U/g Sigma Chemical Co. G-
6125 o equivalentc. ‘

~Peroxidasa : Tipo I P 8125
-Diclorhidrato de o-toluidina .

-Solucion de glucosa oxidasa-peroxidasa. En 200 cm 3 de solucion reguladora de ph
7.6, disolver 60 myg de glucosa oxidasa y 16 mg de peroxidasa. Agregar una solucion de 135
mg de diclorhidrato de o-toluidina en 260 ¢cm 3 de agua destilada.

Guardar en refrigeracion en frasco obscuro. De ser necesario, filtrar antes de usar.

Esta solucion es estable durante 6 semanas

-Soluci6n reguladora tris ph 7.6 Disolver 48.44g de tris (hidroximetil Jamino metano
en 500 cm 3 de agua destilada, afiadir 384 cm 3 de acido clorhidrico 0.8 M; ajustar el-ph a

7.6 si es necesario y llevar a un litro con agua destilada.
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+Acido clorhidrico 4 N

En 200cm 3 de agua destilada agregar 333.3 cm 3 de HCI concentrado (densidad
igual a 1.19g/cm. 3, pureza igual a 37.2 %) moviendo constantemente y aforar a un litro con
agua destilada.

-Acido clorhidrico 6N

En 200 ¢cm. 3 de agua destilada agregar 500cm3 de HCl concentrado moviendo

constantemente y llevar a un litro con agua destilada,
-Acido clorhidrico 0.8 N

En 200 cm3 de agua destilada agregar 66.67 cm3 de HCI concentrado moviendo

constantemente y aforar a un litro con agua destilada.
-Hidroxido de sodio SN

Disolver en 500 cm3 de agua destilada 200 g NaOH y Hlevar a un litro con agua

destilada.

-Solucién patrén de glucosa 0.1 mg/em3.En un mariaz volumétrico de 250 cm3
disolver 25 mg. de glucosa con 25 ¢cm3 dc agua. Hervir durante 2 minutos y llevar al

volumen con agua.
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-Indicador de fenofialeina 0.1%

En 50cm3 de etano! disolver 0.1 g de fenoftaleina y llevar a 100 cm3 con etanol.

6.1.3 Aparato, Espectrofotémetro, que permita leer en un rango visible de
530nm.(2,3.4)

6.1.4 Procedimiento.(2,3,4)

Pesar un gramo de micl, disolver en agua destilada, transferir a un matraz

volumétrico de 100 cm3 y completar el volumen con agua destilada.Diluir una ali de
Scm3 a 100cm3 en un matraz volumétrico. En cada uno de dos tubos de ensaye de 18 x 150

mm, pasar con pipeta 2 porciones de 2 cm3 de la muestra diluida.

En una gradilla poner un tubo con 2 cm3 de agua, seguido de un tubo conteniendo 2
cm3 dela solucion patron de glucosa, 2 tubos conteniendo la muestra diluida y otro tubo
con 2 cm3 de solucion patron de glucosa. Repetir esta secuencia si se hacen mas
determinaciones. Agregar a cada tubo 5.0 cm3 del reactivo glucosa-oxidasa (llevado a
temperatura ambiente) a intervalos apropiados dependiendo de la técnica de medicion que

sevaa emplear ( por ejemplo, de 30 -60 segundos con celdas de flujo continuo; para celdas

normales seran necesarios tienpos més largos ) comenzando con el tubo de agua que ser el
testigo de reactivos. Después de 60 minutos de la adicion del reactivo, agregar al primer
tubo 0.15 cm3 de icido clorhidrico 4N, mezclar perfectamente con un agitador vortex.
Continuar con la misma secuencia de tiempo en las otras soluciones. Ajustar el cero del
instrumento con el tubo que conticne agua y determinar Ia absorbancia del contenido de
cada tubo a 530 nm un minuto después de la adicién del 4cido, empleando celdas de 1cm

de paso de luz.
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Para determinar el % en peso de la glucosa. Se hara de acuerdo a la siguiente

formula:
(absorbancia de la muestra } (micro gramos del estandar )

(absorbancia estandar)

gl = mg de glucosa antes de hidrélisis.

(mg. de glucosa antes de ta hidrélisis ){factor de dilucién)
% de glucosa =

(peso de la muestra )

6.2. Determinacion de Glucosa oxidasa en presencia de yoduro de potasio.(10)

El metodo antes descrito es dificil de levar a cabo por lo que a continuacion se
descrive otra forma:

La glucoxidasa actia sobre la glucosa produciendo acido gluconico, mas peroxido
de hidrégeno;este Gltimo en presencia de yoduro de potasio libera yodo, que con el almidon
da una coloracién azul.

En cambio en su ausencia ,al no producirse perdxiodo de hidrogeno no se libera el
yodo, por lo tanto el almidén no se colorea de azul.

Reactivos:

1-Solucién de yoduro de potasio al 1%, disolucion 1g de yoduro de potasio p.a. y
100m! de agua destilada,se hace en frio.

2-Solucion de almidén al 0.1%, poner .05g de Almidén soluble y 50ml de agua
destilada c.s.p.,5¢ pesa el almidén soluble en una balanza analitica, en un vaso de precipitado
de 50ml, disolverlo en 10ml de agua destilada fria. Luego llevar & un volumen de 40m! con
sgua destilada calicnte y someter al calentami iendo en ebullicién por tres -
minutos. Dejar enfriar espontancamente y una vez frio pasar a un matraz aforado de 50ml y
completar el volumen.Preparar una solucion nueva dias alternos.

3-Solucion de acido clorhidrico al 50%, en un matraz aforado de 50ml colocar
20ml de agua destilada, agregar 25mt de 4cido clorhidrico lent dolo:enfriar y
compleiar a volumen.

4-Solucion de glucosa al 8%, se disuelve 8g de glucosa p.a. en 20ml de agua
destilada y se comlpeta el volumen a 100m!.
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S-Solucion bufler fosfato ph6.S
Solucion rada A- Se disuelven 27.6 g de fosfato monosédico NaH2Po4H20 en un
litro de agua destilada (0.2M)
Solucién concentrada B-Se disuelven 2839g de fosfato disodico anhidro Na2HPod4, o bien
53.62g de Na2HPo4. 7H20 en un litro de agua destilada (0.2M). )
Mezclar 58.6ml de solucién concentrada A con 31.5 ml con agua destilada.

Material nacesario:

1-Balanza.

2-Bafo Maria.

3-Tubos de ensayo.

4-Gradilla para tubos de ensayo.
S-Pipetas,

6-Vaso de presipitacion.
7-Instrumental de laboratorio.

Preparacién de la muestra:

En un vaso de prccipi(ado de 50ml pesar 1200g de la muestra, agregarle Iml de
buffer ph 6.5 y disolver sin calemar. con varilla de wdno

Luego agregar 9ml de agua destilad A aun tubo de ensayo, ¢
incubar por 30 minutos en baflo Maria a 37°C.

Procedimientos:

A)Colocar en una gradilla 5 tubos de ensaye y agregar a cada uno agua destilada en
la porcion siguiente:

1 tubo 0.00 ml de agua destilada
2 tubo 0.20n1 de agua destiiada.
3 tubo 0.40 m! de agua destilada.
4 tubo 0.60 ml de agua destilada.
S tubo 0.80 ml de agua destilada.

B)Agregar luego lns cantidades de la muestra siguientes:

1 tubo 1.00m! de muestra.
2 tubo 0.80ml de muestra.
3 tubo 0.60ml de muestra.
4 tubo 0.40m} de muestra.
S tubo 0.20ml de muestra.

C)Colocar 1 ml de yoduro de potasio al 1% en cada tubo.
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D) Luego agregar una gota de acido clorhidrico al 50% y dos gotas de solucién de

almidon al 0.100%.

E) Incubar 5 minutos en bafio Maaria a 37°C y retirar.

Calculo y expresion de los resultados:

Comparar de inmediato los tubos problemas con ¢l testigo, cuya coloracién no

debera ser inferior a éste.

Preparacion del testigo:

Solucién de glucosa al 8% Iml
Yoduro de potasio al 1% iml,
Solucién de almidon al 0.100% 2 gotas.
Agua oxigenada al 3% 1 gota.
EL testigo es estable por 10 minutos.
N° de tubos no Cantidad de
inferior al testigo. glucosa.
495 elevada.

3 regular.

2 escasa.

1 vestigios.

0 nula.

Valor normal: no menos de la cantidad regular.

Interpretacion: cantidades menores de regular cantidad, corresponden a una miel
vieja, calentada, mal procesada o adulterada.

Existen mieles con bajo contenido natural de glucoxidasa, por contener sustancias
que desconponen el peroxido de hidrogeno que se ha formado.

7.0. Hidrolisis (para obtencion de sacarosa ):(2,3,4)

En un matraz de 50cm3 poner 25 cm3 de la solucion de miel, agregar Scm3 de 4cido
clorhidrico 6N y poner en bafio Maria a 60 oC (333 K ) por 17 minutos, enfriar la solucién

a temperatura ambiente y neutralizar con hidroxido de sodio SN y acido clorhidrico 0.8 N,

utilizando fenoftaleina como indicador.
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La determinacion se efecttia en Ja misma forma que para glucosa, utilizando 3 tubos

para la muestra y 2 para cl estandar.

Para determinar el % en peso de sacarosa se hard de do con las
formulas:
(absorbancia de la muestra después de la hidrélisis ){ micro gramos del estandar)
gdh =

{absorbancia del estandar )
gdh = miligramos de glucosa despues de la hidrolisis

(gdh - gl) (factor de dilucion)
% de sacarosa =

(peso de la muestra)
gdh = miligramos de glucosa despues de la hidrolisis

gl = mg de glucosa antes de hidrolisis.

8.0. Scparacion de azacares por cromatografia en columna:(2,3,4)

8.1 Pnncipio:(2,3,4)

La muestra es adsorbida en columna de carbén, seguida de la elucién de
monosacaridos, disaciridos y polisacaridos, eliminando las interferencias de los disacéridos

enla determinacion de glucosa y fructosa.

La elucion se leva a cabo con concentraciones cada vez mayores del alcohol,
seguido por la determinacion individual de los monosaciridos, la sacarosa y los disachridos

reductores colectivamente como maltosa después de la hidrolisis
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8.2 Preparacion y estandarizacion de la columna de adsorcion:(2,3,4)

Se utilizan columnas de 22inm de diametro exterior y 370 mm. de largo con una
seccion esférica de un litro y tapon de vidrio del No. 35/20 con unitn esférica en la parte

superior.

El absorbente es una mezcla 1 +1 de carbén Darco G-60 y filtro ayuda (celite 545 o
Dicalite 4200). En la panc baja de la columna insertar un tapon de lana de vidrio y agregar
suficiente absorbente seco al tubo seco (aproximadamente de 23-26 cm.), aplicar vacio para
comprimir hasta 17 cm. Separar el exceso de carbon de las paredes del tubo y agregar una
capa de filtro ayuda en la pante superior con empacado suave (1-1.5cm). Lavar la columna
con S00cm3 de agua destilada y 250 cm3 de alcohol al 50% y dejar reposar toda 1a noche
con ¢ alcohol al 50% sobre eila. El gasto debe ser de 5.5-8 Ocm3/minuto con agua bajo una

presion de 0.6327 kg./cm. Una velocidad menor de flujo retrasa excesivamente el analisis.

El contenido de alcohol de las soluciones eluyentes debe ajustarse de acuerdo al
poder retentivo del carbon utilizado. Lavar la columna con 250cm3 de agua libre de
alcohol, cuantitativamente agregar 10cm3 de una solucion de 1.000g de glucosa anhidra en
la parte superior y arrastrar en la columna con succién (sin dejar secar la columna). Agregar
300cm3 de agua e interrumpir fa succion,aplicar una presion maxima de 0.703 kg./cm2 y
colectar 5 fracciones de lavado de 50 cm3 en vaso de precipitado tarado. Incluir los 10cm3
de la muestra introducida cn la primera fraccidn de SO ¢m3. Evaporar las fracciones en

baflo de vapor,secar a 353K-373K(80 0C-1000C), en horo con vacio y pesar.
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Decantas el agua sobrante de la parte superior de la columna ,pasar 50cm3 de
alcohol al 50% y después 250cm3 de agua a través de 1a columna y repetir la cromatografia
\utilizando una solucidén de 1.000g de glucosa anhidra en10cm3 de alcohol al 1%, lavando
con 250 ¢m3 de alcohol al 1% como se indicd anteriormente.

Calarpi, 1 anl

como

1, squel que eluya la glucosa en 150cm3. Si fiera

necesario, repetir Ia cromatografia con alcohol al 2%.

Lavar 1a columna con 250cm3 de agua y después con 20 cm3 de alcohol al 5%.

Agregar en la parte superior 10cm3 de una solucién que c ga 100mg de mal y
100mg de sacarosa en alcohol al 5%. Eluir con 250 cm3 de alcohol al 5% como se
describio anteriormente, pesando el evaporado de 50cm3 de filtrado. Si es necesario, repetir
con alcohol al 7,8 y 9%.El disolvente 2, serd aquel que eluya aproximadamente el 98% de
disacaridos en 200cm3. El disolvente 1, previamente seleccionado no debe eluir los
disacéridos.

Las binaci mas satisfactorias encontradas con diferentes carbones fueron

(1%-T%; 2%-8%y 2%-9%) .Para terminar, pasar 100cm3 de alcohol al 50% a través de

la columna y guardar conuna capa de este disolvente.

8.3 Preparacion delas fracciones:(2,3,4)

Lavar la columna con 250cm3 de agua y d Iquier sobrenad Pasar
20cm3 de disolvente 1 a través de 1a columna y desechar. En un vaso de 50cm3  disolver
un gramo de muestra con 10cm3 de disolvente 1. Pasar la muestra (utilizando un embudo de
talio largo) por la columna y forzarla a través de ella. Lavar el vaso y el embudo con 15cm3

de disolvente | y agregarlos a la columna).
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En un matraz volumétrico de 250cm3 colectar todo el eluato empezando con la
introduccion de la muestra. Agregar 250cm3 de disolvente 1 y recolectar exactamente

250cm3 en total (fraccion 1, monosacéridos).

Decantar ¢l exceso de disolvente de la parte superior,agregar 265-270cm3 de
disolvente 2 y recolectar 250cm3 en ur matraz volumétrico (fraccidn 2,disacaridos),
decantar el exceso,agregar 110cm3 de alcohol al 50% (disolvente 3) y recolectar 100cm3
en matra volumétrico(fraccion 3, aziicares superiores), Mezclar perfectamente cada fraccion
.La columna puede guardarse por tiempo indefinido bajo slcohol al 50%. Desechar la
columna después de 8 determinaciones.Una vez obtenidos los tres niveles de azucares,

cada fraccion de ezicar se analiza de acuerdo a las siguientes técnicas.

8.4 Glucosa (Fraccién 1 Monosacaridos):(2,3,4)

8.4.1. Reactivos:(2,3,4)

Solucion de tiosulfato de sodio 0.05 N. Prepararse a partir de una solucion patrén
valorada O IN.

Solucién de almidén . Amasar 2.5 g de almidon soluble y aproximadamente 10mg de
yoduro mercirico en un poco de agua, disolver en aproximadamente 500cm3 de agua
hirviendo.
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8.4.2 Procedimiento:(2,3,4)

Pasar con una pipeta por duplicado 20 cm3 de la fraccion uno en matraces

Erlenmeyer de 250 cm3. Evaporar a sequedad en baflo de vapor y corriente de aire.

Agregar 20cm3 de agua, 20cm3 de solucion de yodo 0.05 N y lentamente agregar
25c¢m3 de hidroxido de sodio 0.1 N en 30 segundos. Inmediatamente poner los matraces en
un baflo de agua a 291 +,- 0.1 K (18 +- 0.1 0 C). Exaclament;: 10 minutos después de la
adicion del alcali , agregar 5 cm3 de Acido sulfurico 2 N, quitar del baflo y titular con

tiosulfato de sodio 0.05 N, usando solucion de almidén como indicador.

Hacer testigos por duplicado utilizando agua. Restar el gasto de titulacion del

problema del de testigo y calcular glicosa.

% glucosa= 56.275 (gasto- (0.01215 x F.C.)) x 100/mg. de muestra

En donde F.C. = correccion de fructosa de la determinacidn de fructosa
La ecuacidn es vilida para un rango del0-15mg de glucosa en 200cm3 En
presencia de glucosa, 1 mg. de fructosa requiere 0.01215 cm3 de tiosulfato de sodio 0.05

N para contenidos de fructosa de 15-60 mg.

8.5 Fructosa (fraccion 2 disacaridos):(2,3,4)
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8.5.1 Reactivos:(2,3,4)

Solucién de yodo 0.05 N disolver 13.5mg de yodo puro en una solucién de 24 g de

yoduro de potasio en 200 cm3 de agua, lievar a dos litros con agua. No estandarizar.

Solucién verde de bromocresol. Disolver 150 mg, de verde de bromocresol en 100

cm3 de agua.

Solucién de sulfito de sodio al 1% . Disolver un g de sulfito de sodio en 100 cm3 de

agua. Prepararia diariamente.

8.5.2 Procedimientos:(2,3,4)

Dentro de un matraz volumétrico de 200 cm3 pasar con pipeta una alicuota de 20
em3 dela fraccién 1. Agregar con pipeta 40 cm3 de solucién deyodo 0.05 N, agitando
vigorosamente , agregar 25 cm3 de hidroxido de sodio O.IN en 30 segundos e
inmediatamente poner el matraz en bafio de agua a 291 +-0.1°%k (18 +- 0.1%). Exactamente
10 minutos después de la adicién del lcali, agregar 5 cm3 de acido sulfurico 1 N y quitar
del bafto. Neutralizar exactamente el yodo con solucién de sulfito de sodio, utilizando 2
gotas de solucion de almidon como indicador cerca del punto final; si es necesario , titular
Ppor retroceso con solucion de yodo, agregar 5 gotas de verde de bromocresol y neutralizar
exactamente con hidroxido de sodio IN, después acidificar al primer cambio del

indicador.
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Diluir al volumen y en alicuota de 5 cm3 determinar el valor reductor por el método
de Shaffer- Somogyi (ver punto 8.6 ). Hacer por duplicado dos determinaciones y los

blancos.

Para calcular Ia fructosa restar los cm3 gastados en la titulacion de la muestras de

gastos para el testigo.

% de fructosa =500 ( (gasto x 0.1150 ) + 0.0915 )x 100/mg. de muestra.

correccidn de fructosa para la determinacion de glucosa = F.C.
F.C={((gastox 0.1150)+0.915 ) x 40.

La cantidad encerrada en el paréntesis corchete son mg, de fructosa en una alicuota

de 5 cm3, vilida entre 0.5y 1.75 mg. de fructosa.
8.6 Método de Shaffer - Somogyl:(2.3.4)
8.6.1 Reactivos:(2,3,4)

Reactivo Shaffer - Somogyi

En un vaso de 2 litros disolver con aproximadamente 500 cm3 de agua, 25g de
carbonato de sodio anhidro y 25 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (sal de
Rochelle), agregar con agitacion a través de un embudo con la punta bajo la superficie 7.5
cm3 de solucién de 100g de sulfato ciprico pentshidrato por litro. Agregar 20g de
bicarbonato de sodio, disolver y agregar 5 gramos de yoduro de potasio, pasar la solucién

aun matraz volumétrico de un litro.
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Agregar 250 cm3 de yodato de potasio 0.1 N(3.567 g/l ), diluir al volumen y filtrar 2
través de lana de vidrio. Dejarlo toda la noche antes de usar. Dejar que repose durante una
noche .
Solucién de yodo-oxalato. Disolver 2.5 g de yoduro de potasio y 2.5 g de oxalato de

potasio en agua y llevar a 100 cin3. Preparar cada semana,

Solucién esténdar de tiosulfato 0.005 N, Prepararse a partir de una solucion patrén

dalizada 0.1 N diari

Indicador de almidon.Amasar 2.5 g de almidén soluble y aproximad 10 mg.
de yoduro de mercurio en poco de agua. Disolver en aproximadamente 500cm3 de agua
hirviendo.

8.6.2 Procedimient0:(2,3,4)

En un tubo de ensaye de 25x 200mm pasar con pipeta una alicuota de Scm3 de
solucién que contenga 0.5-2.5 mg. de glucosa, agregar Scm3 del reactivo de Shaffer-
Soomogyi y mezclar bien por agitacion .Preparar un testigo usando Scm3 de agua y 5 cm3
de reactivos. Colocar los tubos tapados con un bulbo o embudo en bafio de agua en
ebullicion durante 15 minutos, retirar cuidadosamente los tubos y sin agitar pasarlos’a un
baiio de agua fiia por 4 minutos, retirar los tapones y agregar resbalando por las paredes
de cada tubo 2cm3 de la solucién de yodo-oxalato y después 3 cm3 de Acido sulfirico 2N
(56mlt.) (no agitar las soluciones ), mezclar hasta que todo el éxido cuproso se disuelva y
dejar reposar en bafto de agua fria 5 minutos, agitando 2 veces en ese tiempo. Titular con

tiosulfato de sodio 0.005 N, usando almidén como indicador.
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Restar los cm3 gastados para titular la muestra de los cm3 gastados para titular el

testigo y 1a idad de gl en 5 cm3 de solucién segunfa tabla Num. 2.

8.7 Sacarosa.(Fraccion 3.disacaridos):(2,3,4)

Aun matraz volumétrico de 50 cm3 pasar con pipeta una alicuota de 25cm3 dela
fraccion 2 , agregar 5 cm3 de acido clorhidrico 6N y 5cm3 de agua, dejar reposar 17
minutos en baio de agua a 60°c(333°k) enfriar y neutralizar con hidroxido de sodio 5N

(103 ¢ 500 ¢m3), utilizando verde de bromocresol como indicador.

Ajustar al color acido del indicador usando icido sulfirico 2N para corregir el
excedente Diluir al volumen y enuna alicuota de 5cm3, determinar el valor reductor por el
metodo de Shaffer-Somogyi (8.6).Restar la titilacion del blanco y calcular la sacarosa por

referencia a la curva  construida de la tabla Num. 3
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Tabla.
tiosulfato
de Na mg. de glucosa =(0.199)(cm3 de tiosulfato de sodio 0.005 N) +0.048
0.005 N Décimas de cm3 de tiosulfato . 0.005N

0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09

mg. de Dextrosa en 5 cm3 de solucién

3 0.378 0.389 0.400 0411 0.422 0.433 0.444 0.455 0466 0477
4 0.488 0.499 0.510 0.521 0.532 0.543 0.554 0.565 0.576 0.587
5 0.598 0.609 0.620 0.631 0.642 0.653 0.664 0.675 0.686 0.697
6 0.707 0.718 0.729 0.740 0.751 0.762 0.773 0.784 0795 0.806
7 0.817 0.828 0.839 0.850 0.861 0.872 0.883 0.894 0.905 0916
8 0.927 0.938 0.949 0960 0971 0.982 0993 1.004 1.015 1.026
9 1.037 1.048 1.059 1.070 1.081 1.092 1.103 1.114 1.125 1.136

10 1.147 1.158 1.169 L1180 1.191 1.202 1.213 1.224 1235 1.246
11 1.257 1.268 1.279 1290 1.301 1312 1.323 1334 1345 1.356
12 1.367 1.378 1.389 1.400 1411 1.422 1433 1444 1455 1466
13 1.477 1.488 1.499 1510 1.521 1.532 1.543 1.554 1.565 1.576
14 1.587 1.598 1.609 1620 1.631 1.642 1.653 1.664 1.675 1.686
15 1,697 1.708 1.719 1730 1.741 1.752 1.763 1.774 1.785 1796
16 1.806 1.817 1.828 1.839 1.850 1.861 1.872 1.883 1.894 1.905
17 1.916 1.927 1938 1949 1960 1971 1.982 1.993 2.004 2.015
18 2.026 2,037 2.048 2.059 2070 2081 2092 2.103 2.114 2.125
19 2136 2147 2158 2.169 2.180 2.191 2202 2.213 2224 2.235
20 2.246 2257 2268 2279 2290 2301 2.312 2323 2334 2345
21 2.356 2.367 2.378 2.389 2400 2411 2422 2433 2444 2455
22 2466 2477 2488 2499 2510 2.521 2.532 2.543 2.554 2.565
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Hacer determinaciones control con cantidades conocidas de glucosa y aplicar las

correcciones para cualquier desviacion de los equivalentes tabulados.

Tabla Num. 3
mg. de sacarosa en cm3 de tiosulfato de
alicuota de 5 cm3 sodio 0.005N

Oxidasa requeridos
0.225 1.75

0.502 3.95
1.004 8.72
1.260 11.28

9.0.Disacéridos reductores como maltosa.(fraccion 3. azucares superiores):(2,3,4)

9.1 Procedimiento:(2,3,4)
En un tubo de ensaye de 25x 200 mm. pasar con pipeta una alicuota de Scm3 de la fraccion
2 y determinar el valor reductor por el método de Shaffer- Somogyi, excepto que los tubos
se hierven 30 minutos.

Se pueden usar 15 minutos para el blanco con agua.

Calcular el % de disacaridos reductores como maltosa.

% maltosa =((gasto x 0.2264) + 0.075) x 100/mg. de muestra.
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Correccion de maltosa para la determinacion de sacarosa = M.C

M.C.= gasto de maltosa x 0.92

La cantidad encerrada en el paréntesis corchete son mg. de maltosa en una
alicuota de 5 cm3, valido entre 0.15 y 3.80 mg. de maltosa. El valor reductor de la maltosa

en 15 minutos es de 92% de! valor final.

10.0.Azicares superiores o dextrinas. (fraccion 3):(10)

La adulteracion de la miel por ¢l agregado de glucosa col ial se pone en

por la presencia de dextrinas con distintos métodos.

En la industria se obtiene la glucosa por hidrélisis del aimidon por medio de écidos.
La transformacion es la siguiente: Aimidon-Dextrinas-Maltosa-Glucosa. Depende de la
cantidad de los dcidos, su concentracion y la cantidad empleada referida a la cantidad de

almidon, tambien ejercen gran influencia la presion y fa temperatura,

La hidrolisis es mas rapiuda con los cidos fuertes, cuando se usa mayor cantidad de
acido y mayor presion, pero se necesita mas tiempo y més presion, porque asi las sustancias

que dan lor se volatilizan mejor y el jarabe tiene olor més parecido al aziicar.

El origen de su preparacidn fue buscar una materia prima barata como el almidon
para poder usar en el lugar de la sacarosa. Actualmente no se puede competir con la

sacarosa obtenida de la cafia o remolacha, pero se la usa por las propiedades que le dan la
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gran cantidad de dextrinas que contiene, que no permiten que cristalice ni fermente, lo cual

le da una gran aplicacion para dulces, confituras, etc.

Para que la glucosa posea estas propiedades, dede contener popr lo menos un 25%

de dextrinas, Si tiene cantidades menores, 1a glucosa tiende & cristalizar.

El agregado de glucosa comercial a la miel no solo representa una razoén de orden
economico, sino también que la miel mantenga un aspecto transparente y no permiitir su

cristalizacion, gracias a las dextrinas.

10.1 Procedimiento:(2,3,4)

En un matraz volumétrico de 50cm3 pasar con pipcta una alicuota de 25 cm3 de
Ia fraccion 3, agregar Sem3 de acido clorhidrico 6N y 5 cm3 de agua, calentar 45 minutos
en bafio de agua hirviendo , enfriar, neutralizar como se indica para sacarosa, levar al
volumeny determinar el valor reductor per el método de Shaffer-Somogyi. Restar ¢l gasto
de la muestra del gasto del testigo y obtener el equivalente de glucosa de la curva

construida de la Tabla Num. 4.

Tabla Num. 4
mg. de glucosa cm3 gastados

0.05 0.020

o.to 0.60

0.25 1.85

0.50 4.00

1.00 8.50

2.00 17.60

% de aziicares superiores = 40 (glucosa equivalente) x 100/ mg. de muestra.
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11.0.Determinacion del contenido de azicares reductores:(6)
11.1 Principio del método:(6)

El método es una modificacion del método Lane y Eynon (1923), que oonsisie en
reducir la modificacion de Soxhlet de a solucién de Fehlig titulando, en punto de ebullicion,
con una solucién de los azicares reductores de 1a miel, utilizando azul de metileno como
indicador interno. Para lograr la maxima exactitud en este tipo de determinacion, es presiso
que durante el proceso de normalizacion y en la determinacion de los azicares reductores
de 1a miel, Ia reduccion de la solucion de Fehling se realice a volumen constente. Por tanto,
es esencial proceder a una titulacion preliminar para determinar el volumen de agua, que

debe afiadirse antes de realizar las determinaciones para cumplir con cste requisito.

11.2. Reactivos:(6)
A) Modificacién de Soxhler de la solucidn de Fehling.

A.1- Disollver 69.28pr de sulfato ciprico pentahidrato (CuSO4,5H20:pm=249.71)

en agua destilada hasta obtener un litro de solucion.
Conservar durante un dia antes de proceder a Ja tutulacion.
A 2-Disolver 346gr de tartrato sddico-potisico (C4H4 KNo6,4H2P:pm=282.23) y

100gr de hidroxido de sodio (NaOH) en agua destilada hasta obtener un litro, Filtrar con un

filtro preparado de asbesto.
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B-Solucion patron de azicar invertido (acuosa, 10gt/litro)

Pesar exactamente 9.5gr de sacarosa pura, adadir Sml de acido clorhidrico (CCl pure
al 36.5% p/p. aproximadamente) y disolver en agua hasta obtencr unos 100ml; conservar
esta solucion acidificada durante varios dias a temperatura  ambiente (7 dias
aproximadamente, entre 12° ¥ 15° o 3 dias entre 20° y 25°), y diluir después hasta obtener
un litro.(N.B. El azicar invertido acidificado al 1.0 por ciento permanece estable durante
varios meses) Neutralizar un volumen aprppiado de esta solucion con hidréxido de sodio
IN (40gr/lt) inmediatamente antes de utilizar y diluir hasta obtener la concentraciéon

necesaria (2gr/it) para la normalizacién.

C-Solucion de azul de metileno.

Disolver 2gr en agua destilada y diluir hasta obtener 1it.

D-Crema de alimina.

Preparar una solucion fria saturada de alumbre (K2S04A12(s04)3,24H20) en agua.

Afiadir hidroxido aménico removiendo cc hasta ob una solucioén

alcalina que reaccione con tornasol, dejar que el precipitado sedimente y lavar por
decantacion con agua hasta que cl agua procedente de los lavados, tratada con solucion de
cloruro de bario, muestre sélo ligeros indicios de sulfatos. Verter el agua sobrante y

conservar la crema restante en una botella cerrada.
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11.3.Procedimiento:(6)
Preparacion de la muestra de ensayo-primer procedimiento.

q

A-Tomar una muestra de 25gr p

exact , de miel homogeneizada y

colocarla en un matraz volumétrico de 100m; afladir Smi de crema de ahimina , diluir en

agus & 20°c hasta volumen y filtrar,
B-Diluir 10m! de esta solucion en agua destilada hasta obtener 500m! (solucién
diluide. de miel)

o bien

Preparacion de 1a muestra de ensayo-Segundo procedimiento.

A- Pesar cuidad una cantidad rep iva de unos 2gr de la muestra de
miel homogeneizada, disolver en agua destilada y diluir en un matraz graduado hasta obtener

200m) de solucion (solucion de miel).

B-Diluir 50ml de a solucion de miel en agua destilada hasta obtener 100ml( solucién
diluida de miel).

11.4 Normalizacion de la solucion de Fehling modificada:(6)

Normalizar la solucion A modificada de Fehling de forma que S5ml
exactamente (transvasar con pipeta), mezclados con Sml aproximadamente de la solucién B
de Fehling, reaccionen completamente con 0.050gr de azicar invertido, afiadido en forma de

25ml de solucion diluida de azdcar invertido (2gr/lt)
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11.5.Titulacién preliminar:(6)

Al final de la titulacién de reduccion, el volumen total de los reactivos afadidos deberd ser
de 35ml. Esto se consigue afadiendo e} volumen adecuado de agua antes de comenzar ia
titulacién. Puesto que en los criterios de composicion de la norma para la miel se especifico
que ésta debe contener mas de un 60% de azicares reductores(calculados como azicar
invertido),es necesaria una titulacién preliminar para determinar el volumen de agua qué ser
preciso afadir a una muestra dada para ascguyrar que la reduccion se realice a volumen
constante. Para calcular el volumen de agua, que es presciso afladir, se resta de 25ml el
volumen de solucién diluida de miel, que se ha consumido en Ia titulacién pretiminar.

Con una pipeta de 5m! de solucién A de fuhling en un matraz Erlenmeyer de 250ml,
y afladir aproximadamente 5ml de solucién B de Fehling. Aiadir 7ml de agua destilada, un
poco de pdmez en polvo, u otro regulador adecuado de la ebullicién y echar, con una
bureta unos 15ml de solucidn diluida de miel. Calentar la mezcla fria sobre una tela metalica
hasta ebullicion y mantener en ebullicion moderada al 0.2% sin interrumpir la ebullicidn,
completar la titulacion , sin que el tiempo total de ebullicion pase de 3 minutos, con
pequeftas adiciones repetidas de solucion diluida de miel, hasta que el indicador pierda el
color. Lo que hay que observar es el color del liquido que permanece en la partew superior.

Tomar nota del volumen total de solucién diluida de miel (x mi) que se ha utilizado.
11.6.Determinacion:(6)
Calcular la cantidad de agua que es necesario afadir para que al final de la titulacion,

el volumen total de los reactivos sea de 35ml ;para ello, restar de 25ml la titulacidn

preliminar (x ml)
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Verter con una pipeta Smi de solucién A de Fehling en un matraz Erlenmeyer de

250mt y afiadir aproximadamente Sml de solucion B de Fehlig.

Afadir (25-x) mi de agua destilada , un poco de pémez en plovo u otro regulador
4decuado de la ebullicion y de una bureta, todo el volumen, menos 1.5mi de solucién
diluida de miel deterininada cn la titulacion preliminar. Calentar la mezcla fria sobre una tela
metalica hasta ebullicién y mantener en ebullicién moderada durante 2 minutos. Afadir
1.0ml de solucién de azul de metileno al 0.2% sin interrumpir la ebullicion y completar la
titulacion, sin que el tiempo total de ebullicidon pase de Iminutos, con pequeflas adiciones
repetidas de solucion diluida de miel, hasta que el indicador pierda el color. Tomar nota del
volumen total de solucion diluida de miel (Y ml). La diferencia entre titulaciones duplicadas

no debera ser superior a 0.1ml.

11.7. Calculo y expresion de los resultados :(6)
2gr
(PXY)
Donde ; C = gr de azucar invertido por 100gr de miel (%)
P = peso de la muestra de micl utilizada.

Y = volumen de solucion diluida de miel consumida durante la

determinacidn (ml).
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11.8. Notas sobre ¢! procedimiento:(6)

Para la exactitud y reproductibilidad de la determinacion, es ial establ para
cada muestra individual cuél es el volumen de agua necesario para obtener un volumen total

de mezcla reactiva de 35ml.

12.0 Determinacion de acidez.(2,3,4)
La miel o soluciones neutralizadas tienden a la reversién de su acidez original.
Esto, que ha sido observado por Osborn, origina una dificultad en la determinacién de la

acidez de Ia miel.

Cocker ha atribuido esta tendencia a la produccién de acido, por accidn de enzimas;
este Acido seria el acido glucénico, el cual se forma a partir de la glucosa.
glucoxidasa
Glucosa +02-weeeemumen > Acido glucénico.

-H20
Acido gluconico<-—-------> Gluconolactona
L ———

+H20

La determinacion de acidez titulable es un procedimiento normalizado de analisis de

la miel, habiéndose experimentado considerables dificultades en la obtencién de puntos

finales estables.
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12.1.1 Reactivos:(2,3,4)

Solucion de hidroxido de sodio 0.05 N
Solucién de 4cido clorhidrico 0.05N
12.1.2 . Material:(2,3,4)

Vasos de precipitado de 250 cm3
Microbureta de 10cm3

Pipeta volumétrica de 10 cm3

12,1.3.Aparato e instrumentos :(2,3,4)

Agitador magnético

Potenciometro
12.1.4. Procedimiento:(2,3,4)
Enun vaso de precipitado de 100 cm3 pesar 10 g de miel, agregar 75 cm3 de
agua destilada libre de biéxido de carbono, disolver por agitacion con un agitador
magnético, 0 con una varilla de vidrio.

Introducir los electrodos del potencio metro en la solucion anotando la lectura.

Titular con hidréxido de sodio 0.05N a una velocidad aproximada de Scm3/minuto

deteniendo la adicion cuando el ph sea de 8.5. inmediatamente después agregar 10 cm3
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de hidroxido de sodio 0.0SN y titular por retroceso con #cido clorhidrico 0.05N hasta
alcanzar el ph de 8.3. Hacer un testigo con 75cm3 de agua destilada libre de bioxido de

carbono,

Los datos se expresan en miliequivalentes/Kg. de miel.

{cm3 de NaOH al 0 05N de la muestra)--{cm3 de NaOH del blanco) x 50
Acidez libre =

g de mucstra

(10-cm3 de acido clorhidrico 0.05) x 50
Lactona =

g de muestra,

Acidez total = Acidez libre + lactona.

Si no se cuenta con un potenciometro se puede utilizar el metodo que a continuacion
se describe:

12.2. Tiwfacion con FenoRaleina:(6,10)

Principio del metodo

Se basa en el proceso de neutralizacion de un acido mediante un hidroxilo en

Al Voo, 1

presencia de un indicador interno, Ia fenoftaleina. El prc ) y

P

requiere mantener la fenoflaleina rosa durante 10 segundos; la titulacibn debe ser

relativamente rapida para obtener valores comparativos.

Reactivos.
1-Solucion de hidroxido de sodio 0.1N(libre de carbonatos).

2-Indicador de fenoflaleina al 1% (m/V) en etanol neutralizado.



muestra: 10 g.

&

=2

agregar 1 gotas
ce tenalf:alerna

e—

DETERMINACION DE ACIDEZ

agregar 75 mi. de
agua destilada

4

con pipeta de § mi.,
agrsgar gota a gota
solucién 0,1 N de
hidroxico ce sadio

Agitar constantemente.

disolver con
variila de vidrio
colocar la solucidn de
miel en un Erlenmeyer

de 250 ml,
Cudando tome un color
rosado y se mantenga por
10", detener el goteo y
contar los ml. gasiados
de la solucion.
RESULTADO

Acictéz = 10 = v
cnce v es igual al nimero
de Wi, gde NalH 0,1 N utilizados
en la neutralizacién ce 10 g ce miet
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3-Agua destilada, previa exiraccion del diodxido de carbono, hirviéndola y enfriandola

a continuacion.
Procedimiento

Preparacion de la muestra.

Pesar la miel (10.0g) y disolverla en 75ml de agua destilada.

Titulacion.

A) Titlar la muestra de ensayo con solucién de hidroxido de sodio 0.1N libre de
carbonatos, utilizando como indicador 4 6 5 gotas de fenoftaleina.

B) El color del punto final debera persistir durante 10 segundos.

() Para las mezclas de color oscuro se tomard menor cantida.

D) Owro modo de proceder, consiste en utilizar un ph- metro y titular la muestra

hasta ph 8.3

Calculos y expresion de los resultados.

Los resultados se expresan en milivales (miliequivalentes) de #icido/Kg de miel y se
calculan en la forma siguiente:

Acidez=10v.

donde v = niumero de ml de NaOH 0.1N utitizados en 1a neutralizacién de 10gr de miel.

13.0. Determinacion de cenizas ( substancias minerales ):(2,3,4,6)
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Material
Capsula de platino
Equipo
Mufla

13.1. Procedimiento:(2,3,4,6)

En yn crisol de porcelana pesar 1gr de miel, poner bajo una lampara infrarroja de
375 Watts hasta carbonizar la muestra y evitar las pérdidas por formacion de espuma y
derrame. También se puede calcinar la muestra en una mufia a 600°c)873 °k) hasta lpeso

constante.(2,3,4 norma reguionat europea)

13,2.célculos:(2,3,4,6)
Peso de cenizas x 100
% de cenizas = ~wemwmee-.
peso de la muestra.

14.0. Determinacion de sdlidos insolubles en agua:(2,3,4)

14.1. Procedimiento:(2,3,4)

Disolver 29 g de miel en una cantidad adecuada de agua destilada a 80° (353°k) y
mezclar bien, filtrar a través de un crisol fino de vidrio sinterizado (tamafio del poro de 15 -
40 micras) previamente secado y tarado y favar a fondo con agua caliente a 80 °¢(353°k)
hasta climinacion de los azucares. Dejar secar la cdpsula durante una hora a 135°%(408°k),

enfriar y pesar con aproximacion de 0,1 mg.
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14.1.2, célculos:(2,3,4)

peso de solidos insolubles x 100

% solidos insolubles en agua =
peso de la muestra .

14.2.0tra variante de sdlidos insolubles en agua es:(6)

En un vaso de presipitado de 100ml pesar de 2 a 3 gr de miel, disolverla con una
cantidad apropiada de agua destilada, calentar a 80°c y mezclar . Con anticipacién poner
a peso constante un crisol de Gooch y ¢l papel filtro, colocar el crisol a una alargadera de
vidrio que va insertada a un matraz Kitasato y éste a su vez a la bomba de vacio, hacer
pasar la muestra y continuar el lavado hasta eliminar los azicares.

Continuar el lavado hasta eliminar los aziicares. Colocar el crisol durante 1 hora en la
éstufa a una temperatura de 135°, sacar , dejar enfiiar y pesar.

Calculos.

Peso del crisol con Peso del crisol con
muestra himeda - muestra deca

% de humedad x 100
Peso de la muestra.

15.0. Determinacion de dextrinas:(2,3,4)
15.1.1 Procedimiento:(2,3,4)
En una cépsula de porcelana disolver, con aproximadamente 4 ¢cm3 de agua, 8

gramos de miel (4g para miel obscura ), transferir a un matriz volumétrico de 100cm3, en

caso de quedar residuos en la cipsula, disolver con 2 cm3 ,de agua, agregar esta solucién
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al matraz y lavar la cipsula con 2 porciones de un cm3 de agua, agregando 5-6 cm3 de
alcohol absoluto antes de cada decantacion. Llevar ¢l matrdz al volumen con alcohol

bsol agitando const Dejar que fas dextrinas se sedimenten y el liquido sea

claro.

Decantar el liguido claro a través de papel filtro y lavar el residuo del matraz con 10

cm3 de alcohol, pasando los lavados a través del filtro.

Disolver las dextrinas en el matraz con agua hirviendo y filtrar en el papel ya usado,
lavar recibiendo el filtro en un matraz de porcelana conteniendo arena seca, lavar cl matraz y
el filtro varias veces con pequelas parciones de agua caliente. Evaporar en bailo de agua y
secar hasta peso constante a 70°¢(343°k ) bajo una presion de aproximadamente SOmm de
mercurio. Disolver las dextrinas con agua y llevar a volumen conocido con agua, usando 50

“cm3 de agua por cada 0.5 g de precipitado.

Determinar los azucares reductores antes y después de la inversién ( ver punto 6.0)

15.1.2. Calculos:(2,3.4)

Calcular el peso de azicares invertidos antes de la inversién y el de sacarosa como

se indica en 6.0,

Cilculos para dextrinas .
g de dextrinas = g filirados -( g azicares reductores +- g azucares invertida + g sacarosa).

g de dextrinas
% de dextrinas = ~-s--—-.
g de muestra.
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15.2.Existen en la actualida metodos mas sensillos para la determinacion de
dextrinas como ¢l que se menciona a continuacion:(10)

Principio de el metodo:

A diferencia de las dextrinas de almidon, los componentes de la micl semcjantes a las
dextrinas (azucares superiofes) no presentan rieaccion si se acidifica la solucidn de miel con
acido clorhidrico y se la mezcla luego con alcohol,

Reactivos

A) Alcohol etilico absoluto.
b) Acido clorhico

¢) Acido tricloroacético.
D) Agua destilada

Procedimicnto

Preparacion de la muestra para el ensayo.
En un vaso de presipitado de 50m! pesar 1g de la muestra y disolverla en Sml de
agua destilada.

Determinacion

A) En un tubo de ensayo colocar 1ml de la solucion preparada, agregarle 2 gotas de
acido clorhidrico concentrado y finalmente 5ml de alcoho! etilico absoluto.

B) Tapar, agitar y observar ¢l medio alcohélico.
Expresion de los resultados:

Reacciones posibies

A) Negativa:mezcla limpia u opalescencia muy débil.

B) Positiva: Turdez franca, liquido opaco.

C) Positivo fuerte:enturbiamiento lechoso, precipitacion.
D) Dudosa: opalescencia débil.

En caso de duda, tratar un volumen de la solucion problema (Smi), con iguat
volumen de &cido tricloroacético al 10%, filtrar y repetir 1a experiencia anterior en un tubo
de ensayo.

En caso negativo, fa mezca se mantendré limpiade lo contrario, es presumible Ia
presencia de dextrinas de almidén.
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16.0. Determinacion de hidroximetilfurfural ( HMF):(10,6)

La miel recién extraida contiene nwy pequeia cantidad de HM. F. En cambio , st
se almacena la miel a elevadas temperaturas o bien se 1a entibia o se la calienta,ello da lugar
a que los aziicares contenidos en la miel, especialmente los de 1a fructosa,se transformen en

H.M.F., por deshidratacion, formandose un aldehido.

La cantidad de HM.F. que se forma en la micl,depende del grado de temperatura a

la que se expone y al tiempo de exposicion.

De acuerdo a la experiencia practica, cuando hay temperaturas medias entre 12°¢
y 14°%, el aumento anual del contenido de H.M.F. es minimo. Aproximadamente 5-6 ppm
en las micles. Aparte de la temperatura, tambien elvator del ph de una miel posee

importancia para la velocidad de formacion del HM F.

E! método mas usado para la verificacion del HMF. en la miel, es el de
procedimiento colorimétrico de Winker (1955). El HM.F. reacciona con el reactivo de

determinacion formando un color rojo perceptible a simple vista.

16.1.Principio de) metodo cualitativo:(10,6)

Se basa en el método de Fisher.

Reactivos:
Eter etilico de peroxidos.
Resorcina,

Acido clorhidrico.
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Procedimiento:

A) Pesar 2g de la muestra y agregar 7mt de éter etilico.

B) Mezclar con varilla de vidrio intensamente durante S minutos.

C) Transferir la solucion ctérea a un tubo de ensayo y agregarle 2ml de solucién de
resorcina al 1% en acido clorhidrico, recientemente preparada, v

D) Dejar en reposo en tugar oscuro durante 10 minutos.

E) Meazclar por inversion el tubo, esperar 20 scgundos para estabilizar el color y

comparar con la tabla de colores.

16.2. Principio del método cuantitativo(2,3,4)

Se basa enelmétodo de winkler.

16.2.1 Material:(2,3,4)
Matraces volumétricos

Tubos de ensaye

16.2.2. Instrumentos y aparatos:(2,3,4)
Espectofotdmetro

Bailo Maria .

16.2.3 Reactivos:(2,3,4)
Acido acético glacial.
Isopropanol.

Acido barbitarico.
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Pasar a un matraz volumétrico de 100 cm3, 500 mg. de &cido barbitirico, disolver
en aproximadamente 70 cm3 de agua destilada en baflo Maria, enfriar y completar hasta el

volumen.
- P- Toluidina .

Disolver en un matraz volumétrico de 100 ¢cm3, 10 g de p-toluidina con 50cm3 de
isopropanol, calentando suavemente en baflo Maria, enfriar , agregar 10cm3 de acido
acético glacial. Completar al volumen con isopropanol. Guardar en frasco dmbar en la

oscuridad.
16.2.4. Preparacién de la curva estandar de HMF:(2,3,4)

Preparar diluciones de HMF que contengan 1,2,3,4,5 mg./ cm3 , agregar Sem3 de
p-toluidina y un cm3 de 4cido barbitirico, agitar por 1 6 2 minutos. Transferir rapidamente a
celdas de un cmn. de paso de luz y leer la ahsorbancia a 550nm cuando haya alcanzado su
maximo desarrolio de color (1 a 4 minutos ) , utilizando agua tratada de igual manera a

como en el testigo.
16.2.5. Preparacion de la muestra:(2,3,4)

Disolver 10g de miel con 20 cm3 de agua, pasar a un matraz volumétrico de 50

cm3 y llevar a volumen, La muestra debera ser lizada i di (2,3,4)
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procedimiento.

En cada uno de 2 tubos de cnsaye, pasar con pipeta 2 alicuotas de 2.0 cm3 de
solucion de miel y agregar a cada uno 5.0 cm3 de p-toluidina. A uno de los tubos
agregar 1.0 cm3 de agua ( testigo) y al otro 1.0 cm3 de acido barbittrico, agitar por 1 6
2 minutos . Transferir ripidamente a celdas de un em. y leer la absorbancia de la

muestra a 550 nm, ajustando a cero con el testigo.(2,3,4 norma reguional europea)
Calculos:

Determinar el contenido de HMF interpolando al valor de absorbancia obtenida en Ia
gréfica preparada con las absorbancias de la curva de calibracion. (2,3,4, norma reguinal

europea)
17.0Determnacién de la actividad de la Diastasa:(10,6)

La determinacion de la actividad de las enzimas de la miel estd adquiriendo cada vez
mayor importancia como una forma de valor de calidad. Entre esas enzimas se encuentra la
diastasa cuya determinacion analitica solo se rcaliza en determinados laboratorios, los

cuales no siempre estan al alcance de los productos.

Teniendo en cuenta lo manifestado, es impresindible disponer de un método simple
para quienes no cuentan con la dotacion comoda de un laboratorio y quieren determinar la

cantidad aproximada de diastasa, a fin de poder valorar la calidad de la miel.

Es asi que se ha propuesto un nuevo método simple que no requiere instrumental

complicado y es de ficil realizacion.
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En este método el sustrato de almidon se incuba con la muestra, produciéndose la
hidrolisis enzimatica, que se determina por ¢l agregado del reactivo yodo, el cual produce
coloracion con el remanente de almidén no hidrolizado. La disminucién del color que ocurre
en los tubos del desconocido después de incubarlo, respecto al tubo control, ¢s una medida

de 1a actividad de la diastasa de la muestra, que se expresa en unidaes de diastasa.

17.1. Principio del metodo:(10,6)

El sustrato de almidon tamponado se incuba con la muestra, produciéndose la
hidrélisis enzimatica, que se determina por el agregado del reactivo yodo, el cual produce
con ¢l remanente de almidén no hidrolizado.

17.2 Reactivos:(10,6)

1-Buffer acetato ph 5.3 (1.59M):

Acetato de sodio.........ccocecriennnn. 87g.
Acido acético glacial...........oeo..... 10.5ml.
Agua destilada C.5.p. e, 500mt.

Disolver el acetato de sodio en 400m! de agua, afladir el 4cido acéticio disuelto en un
poco de agua y completar hasta 500ml,

Ajustar el ph a 5.3 con acetato de sodio o icido acético segiin el caso utilizando un
ph-metro.

2-Solucion de cloruro de sodio al 1%

Cloruro de sodio..

..lg
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Agua destilada .5.p........ocoverccienne 100ml.
Disolver el cloruro de sodio p.a.en agua destilada hervida y completar a volumen. El

tiempo de conservacion esta limitado por Ia formacion de mohos.

3- Solucién de almidon

Almidon soluble.... .0.050g

Agua destilada €.S.P......ccorvrrrineninn 100ml

Pesar el almidon soluble, en una balanza analitica, en un vaso de presipitacién de
50ml, disolverlo en 10ml de agua destilada fria. Lucgo pasarlo a unvaso de presipitacion de
100ml con ayuda de agua destilada y lievar a un volumen de 70m! con agua destilada

caliente.

Q

al calentamiento y 1o en ebullicién por tres minutos. Dejar enfriar

espontaneamente y una vez frio, pasar a un matraz aforado de 100m! y completar a volumen

con agua destilada.

4-Solucion de yodo 0.1 N.

Yoduro de potasio....

Agua destitada c.s.p.........c.corniene 100ml

Se disuelve el yoduro de potasio libre de yodato p.a. en 30/ 40 ml de agua en un
matraz aforado de un litro, con tapa esmerilada.

Se pesa el yodo p.a. resublimado sobre vidrio de reloj, empleando una balanza

comin y se pasa, e un ) y seco, al matraz aforado que contiene la

ped

solucion concentrada de yoduro de potasio.

Se tapa cl matraz y se agita hasta que el yodo se haya disuelto.
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Se deja la solucidn en reposo unos 20 minutos, para que tome la temperatura, s¢

ileva a volumen con agua destilada y se homogeniza.

L.a solucién de yodo se conserva bien en frascos pequefios, en lugar frio y oscuro.

5-Solucion de floruro de sodio.

Floruro de sodio.... .28

Agua destilada c.s.p... ....100ml

Disolver ¢! floruro de sodio en 30/40m! de agua destilada y en un vaso de

presipitacion, transvasar a un matraz aforado de 100ml y completar a volumen.

6-Solucién de trabajo de yodo 0.01 N
Solucion de yodo..........ccocvvns 1 parte,
Solucion de floruro de sodio.....9 partes.

Mezel

ambas sol

Esta solucién se conserva bien en un frasco pequefio y
oscuro, en la heladera.

17.3 Material necesario:(6,10)

1-Balanza.
2-Bafio Maria.
3- Tubos de ensayo.
4. Gradilla para tubos de ensayo.
5- Pipetas.
6- Vaso de presipitacion.

7- Instrumental de laboratorio.
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17.4. Preparacion de la muestra:(6,10)
Pesar 2g de la muestra de miel en un vaso de precipitacion de 50m! y afladir 1ml de

buffer 5.3ph, mezclar con varilla de vidrio.

17.5 Procedimiento:(6,10)

1- Colocar en una gradilla 10 tubos de ensayo y agregarle a cada uno 1 m! de
solucion de cloruro de sodio al 1%.

2- Agregar al primer tubo 1 ml de la muestra y mezclar por aspiracion y expulsién

con una pipeta.

3- Pasar luego 1ml del primer tubo al segundo. Mezclar y conti asi hasta el

noveno tubo, desechando el Gltimo ml.

4- El tubo décimo sirve de testigo.

5- Colocar en cada tubo Iml de solucion de almidon 0.050% e incubar por 30
minutos a 37°.

6- Retirar, enfriar rapidamente y colocar una gota de solucién de trabajo de yodo en
cada tubo y agitar.

Observar la coloracion.

17.6. Calculo y expresion de los resultados:(6,10)

U.D.(dilucion mayor que permanece incolora) x 2.

Dilucion. 5

Tubo N° 1 dilucion ..o 12,
Tubo N° 2: dilucion..............cccev e 1/4.
Tubo N° 3: dilucion ... 1/8.

Tubo N° 4: dilucion....
Tubo N° 5: dilucion......ccccreervnerivnennn 1/32.
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Tubo N°6: ditucion.... ... .1/64
Tubo N° 7: dilucion.
Tubo N° 8: dilucion
Tubo N°9: dilucion....... ...

Ejemplo: Si el tubo § es el uitimo incoloro, se tiene 32 x 2 = 64 U.D. valor normal:
no menos de 64 UD.

Interpretacion: normalmente los valores estan entre 64 a 128 U.D., cantidades
menores de 64 U.D. corresponden a una miel vigja, calentada, mal procesada o adulterada.
Existen mieles con bajo contenido natural de diastasa, por ejemplo, mieles de citicos.

18 0 Contaminantes {5.8)

18 1. Microbivlogicas(8)

La miel debera satisfacer a las siguientes normas microbiologicas:
Germenes patdgenos o toxinas patogenas : Ausentes.

Recuento de colonias aerobias (31 +- 1°c) maximo.1.10 a la 4 col/gr.
Emerobacterias totales. Ausentes /25gr.

Mekos maximo 1 10afa 2 coligr.

Ausencia Tgr
Saimonelia-Shigella /25 gr.

Mohos. méximo | 10 a la 2 col/gr.

Las tolerancias de productos cc i ¥ st ias toxicas no deberan

sobrepasar las contenidas en la legislacion vigente y en su defecto en las normas

internacionales aceptadas .
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18.2. Materia extrafia objetable:(5)

El producto objeto de esta norma debe estar libre de: fragmentos microscépicos de

insectoy excretas de roedores, asi como de cualquier otra materia extrafa.

18.3.No se permite el uso de aditivos alimentarios para su conservacion, suminisiro

de agus, ni mezclarla con almidon, melazas, glucosa, dexirinas o azicaresi(S)

18.4. Contaminantes quimicos:(5)

El producto objeto de esta norma no deberd contener ningun contaminante quimico
(plaguicidas u otros) en cantidades que puedan presentar un riesgo para la salud. Los
limites méximos para estos contaminantes quedan sujetos a lo que establezea la secretaria
de Salubridad y Asistencia.

19,0.Muestreo(5)

Cuando se requiera el muestreo del producto para una inspeccion este podra ser
establecido de coman acuerdo entre productores y compradores, recomendandose el uso de
la Norma Oficial Mexicana NOM-R-18.

20.0. Marcado ,etiqueiado, envase y embalaje:(5)

20.1. Marcado y etiquetado:(S)

20.1.1 Marcado en el cnvase(5)



63
Cada envase del producto debe llevar una etiqueta o impresion  permanente, visible

e indeleble con los siguientes datos

Denominacion del producto, conforme a la clasificacion de esta norma.

Nombre o marca comercial registrada, pudiendo aparecer ¢l simbolo del fabricante.

El contenido neto de acuerdo con las disposiciones de la Secretaria de Comercio
leyenda contenido neto debera ir seguide del dato cuantitativo y simbolo de fa unidad
correspondiente de acuerdo al sistema general de unidades de medida, expresado en
minuasculas, sin pluralizar y sin punto abreviatorio, debera presentarse en el dngulo inferdor
derecho o centrada en la parte inferior, de manera clara y ostensible en un tamafio que

guarde proporcion.

Nombre o razon social del fabricante o fitular del registro y domicilio donde se
envase ¢l producto.

La leyenda PRODUCIDO EN MEXICO:

Texto de las siglas: S.S.A. No A, debiendo figurar en el espacio el

nomero de registro correspondiente.

20.1.2 Marcado en el embalaje:(5)

Deben anotarse los datos necesarios en 10.1.1 para la identificacion del producto y

todos aquellos otros que se juzguen convenientes, tales comno las precauciones que deben

tenerse en el manejo y uso de los embalajes.



20.2 Envase:(5)

El producto objeto de esta norma, se debe envasar en un material atéxico, resistente
e inocuo, que garantice la estabilidad del mismo , que evite su contaminacion, no altere su

calidad , ni sus especificaciones sensoriales.

20.3. Para el embalaje final dela miel de abeje se deben usar cajas de cartén o de

algin otro material apropiado, que tengan la debida resistencia y que offezcan la

proteccion ad da a los s para impedir su deterioro exterior, a la vez que faciliten

su ipulacién en el iento y distribucion de los mismos, sin exponer a las

personas que los manipulen.(5)

20.4. Almacenamiento:(S)

El producto terminado debe almacenarse en focales que reinan los requisitos

sanitarios que sefiala la Secretaria de Salubridad y Asistencia.
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21.0 Conclusion.

México tiene una produccion de 69,500 toneladas por afio, esto lo ubica como el

cuarto productor de miel en el mundo y segundo exportador a nivel mundial.

Se estima que de 1a produccion anual de miel en México, un 80% de ésta se exporta,
esto se debe a que la miel mexicana esta catalogada como una de las mejores del mundo. La
miel en el extranjero se encuentra regida por la Norma Regional Europea, o cual junto con
la oferta y la demanda de el mercado le asigna un precio. En éste momento son muy pocos
los apicultores nacionales que conocen las caracteristicas organolépticas y quimicas de sus

mieles, por lo tanto no pueden exijir en un momento dado un buen precio para ésta.

Dentro  de los articulos mencionados en el Tratado de Libre Comercio, ¢l segundo
producto enlistado: Es la miel, lo cual trac como consecuencia una mayor cxigencia en

cuanto a calidad de nuestras micles.

En el presente trabajo se llevd acabo una recopilacion de normas e informacidn con el
proposito de conocer la mayor cantidad de técnicas aplicables a la miel, encontrandose que la
mayoria no se llevan a cabo por ser solo clasificadas en base a color y porcentaje de humedad
pasando por alto las otras pruebas por ser muy costosas, un ejemplo es Ia técnica de
separacion de azicares por cromatografia en columna la cual en México no se ha
estructurado, es muy laboriosa y altamente costosa. Por lo anterior se propone:

1- Actualizar fa Norma Regional Europea con métodos modemos, con la
consecuente actualizacion de las normas méxicanas '

2- Elaborar una norma méxicanas o boletin técnico con técnicas analiticas sencillas

que estén abatadas por una autoridad oficial
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3-Difundir la informacién para que tanto ¢l apicultor como los acopiadores den

precio justo en basc a la calidad de la miel.

4-En base al tratado de librc comercio: Dar mas importancia a las pruebas
microbiologicas que en México no han sido consideradas, afectando nuestro comercio al ser

introducidas mieles de otros paises que no siempre serén de mejor calidad que Ia nacional
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