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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Las abejas son tan antiguas como el hombre y quizas, como él, llevaron en sus
inicios una vida nédmada. Probablemente las dificultades presentadas con otros
animales les obligaron a vivir en sociedad con los de su especie. La miel es
considerada en el mundo entero un regalo de la naturaleza y simbolo de pureza;
numerosos cantos de alabanza se han escrito a través del tiempo, ponderando a
la miel y sus beneficios, por ejemplo en el Viejo Testamento, los Vedas, el Popol-

Vuh e incluso con poetas contemporaneos.!”

La miel es una disolucidon sobresaturada en azucares y puede cristalizar por
diferentes factores: contenido de agua, semillas de nucleacién, temperatura, grado
de sobresaturaciéon y viscosidad. Se considera que durante el proceso cristaliza
principalmente glucosa debido a la formacién de monohidrato de glucosa y la

fructosa, al presentar una mayor solubilidad, se exhibira mas tiempo en solucién.!"!

Por sus caracteristicas sensoriales en la industria de alimentos se le ha empleado
como ingrediente de varios productos; ademas de su consumo directo, la miel
tiene usos medicinales en afecciones oculares, dolores musculares, heridas
cutaneas, enfermedades respiratorias y gastrointestinales.” También otros
estudios han demostrado su actividad antimicrobiana, antioxidante, cicatrizante y

antiinflamatoria.>®

La miel puede conservar sus propiedades hasta por anos; sin embargo, factores
ambientales pueden ocasionar la pérdida del olor, sabor y color. Ademas, se
puede generar el 5-(hidroximetil)-2-furaldehido, que es un producto de
degradacion de azucares por calentamiento. Sin embargo, al tener buenas
condiciones de almacenamiento es posible aumentar su vida de anaquel. Como
prueba de ello, en el Museo de Agricultura de Dokki, en Egipto, se conservan dos

recipientes que contienen miel que data del 1400 a.C.®




1. Introduccion

El presente trabajo plantea el estudio de mieles mexicanas y extranjeras utilizando
métodos electroquimicos con la finalidad de establecer la calidad de las distintas
mieles. Dentro de los parametros de calidad a evaluar en las muestras de miel se
encuentran: azucares reductores, fructosa, hidroximetilfurfural (HMF), humedad,
cenizas, acidez libre y pH. Las determinaciones han sido realizadas por medio de
la potenciometria, conductimetria y polarografia. Ademas, ha sido determinado el

contenido de humedad a través de refractometria.

Adicionalmente se pretende verificar el efecto que ejerce la concentracion de
hidroxido de sodio sobre la reaccidén de Fehling, la cual es una alternativa en la
cuantificacion de azucares reductores a través de una volumetria, donde el vire del
indicador azul de metileno establece el final de esta valoracion; para el presente

estudio se pretende monitorear esta reaccién por medio de una potenciometria.!”’

Actualmente la produccion de miel en México es exportada principalmente a
Europa (Alemania, Inglaterra, etc.) y Estados Unidos, por lo que se hace evidente
que este producto posee ciertas caracteristicas que aun continian siendo
utilizadas. Se espera que esta investigacién pueda incentivar mas estudios sobre
miel y en si sobre productos naturales; ademas se espera no perder el caracter

informativo, cumpliendo asi el compromiso de la ciencia con la sociedad.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar y comparar mieles mexicanas y extranjeras por medio de técnicas

electroquimicas.

2.2 Objetivos particulares

I. A través de métodos analiticos se determinaran los principales parametros
de calidad establecidos para mieles en la Norma Mexicana NMX-F-036-
NORMEX-2006.

II.  Estudiar el efecto que ejerce la concentracién de hidroxido de sodio sobre

la reaccién de Fehling.
[ll.  Cuantificar el contenido de azucares reductores empleando potenciometria.

IV. Utilizar la Polarografia Diferencial de Impulsos en la cuantificacion de HMF

y Fructosa.

V. Cuantificar el contenido de acidez libre a través de una valoracion acido-

base y el contenido en cenizas por conductimetria.

VI. Comparar la calidad de las mieles analizadas.
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3. ANTECEDENTES

3.1 La apicultura

La apicultura como actividad del sector agropecuario esta destinada al manejo y
crianza de la abeja Apis melifera con la finalidad de obtener los productos
derivados de esta: miel, polen, jalea real, propdleo y veneno. Otro beneficio de
esta practica y no menos importante es la polinizacion cruzada, la cual se efectua
cuando la abeja recolecta néctar y polen de las flores. Es esencial en muchas
cosechas y en otras hace que sean mas abundantes, de mejor calidad o mas

tempranas que las que resultan de la autopolinizacion.®

Esta actividad inicié con la especie Apis melifera sobre el continente americano en
el momento en que los colonizadores trajeron colmenas durante el siglo XVII; su
importancia radica principalmente en la produccion de miel que de ésta se deriva.

Hablando en cifras, el promedio de producciéon de miel en México entre el 2012 al
2017 fue de 59 mil toneladas de miel por afo. En el siguiente diagrama se
encuentran los datos de produccién correspondientes a cada afio durante el

periodo mencionado.

PRODUCCION DE MIEL EN MEXICO
2012-2017
70 o1 65
0 o59
" 62
S 50 57
L 51
g 40
S
v 30
©
3 20
Z 10
0
2012 2013 2014 2015 2016 2017
Ao de produccién
Figura1.  Produccién de miel en México durante el periodo de 2012-2017.%*
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Durante el periodo de 2012 a 2016 México ocup6 el séptimo lugar en produccion a
nivel mundial; los Estados con mayor produccion fueron: Yucatan, Campeche y
Jalisco. En el siguiente mapa se encuentran los principales Estados productores
del pais y su produccion promedio durante el periodo mencionado en la Republica

Mexicana.

Figura 2. Principales Estados productores de miel en México dentro de la Republica
Mexicana durante el periodo 2012-2016.1""

1. Yucatan
11 mil toneladas

2. Campeche

6. Oaxaca :
4 i oo eiadas 8 mil toneladas
_ 3. Jalisco
7. Q_umtana Roo 7 mil toneladas
3 mil toneladas 4. Chiapas
8. Puebla 7

& mil toneladas
5. Veracruz
mil toneladas

3 mil toneladas

9. Guerrero
2 mil toneladas

10. Michoaca

n
2 mil tonelada

Fuente: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

3.1.1 Historia de la apicultura

Las abejas aparecen sobre la Tierra hace unos 60 millones de afos, en la era
terciaria y, por lo tanto, su existencia es anterior al hombre. Este descubre que la
miel que producian estos insectos era una sustancia dulce capaz de mejorar sus

alimentos, por lo que inicia su recoleccién en el periodo Mesolitico (comprendido
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entre 10,000 y 5,000 a.C.), y se piensa que en el Neolitico aprende a controlar las

abejas y enjambres.!'""!

Como testimonio de la recoleccion de miel durante el periodo mesolitico, se
encuentra una pintura rupestre en la Cueva de la arana, ubicada en la localidad de

Bicorp en Valencia, Espaia.

Figura 3. Pintura rupestre que ilustra la recoleccion de miel, situada en la Cueva de la

arafia en Espania.

Probablemente, la transicion de la recoleccidon primitiva de la miel a la apicultura
debid ocurrir independientemente en muchos lugares. Sin embargo, se considera
que durante el periodo comprendido entre el 8,000 y 4,000 a.C., esta actividad se
fue gestando en las civilizaciones mediterraneas. En tablillas de arcilla con
escritura pictografica correspondientes al 4,000 a.C., los Sumerios reflejaron su

conocimiento de la miel y las abejas.'?
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Los antiguos egipcios criaban abejas y comerciaban con la miel y la cera a lo largo
de la costa oriental de Africa. La miel, ademas de ser un ingrediente basico en la
momificacién, desempefié un papel importante en la sociedad egipcia como se
aprecia en pinturas encontradas en paredes de tumbas y templos egipcios, donde
se da una idea de los medios de los que se valian en ese entonces para la
extraccion y almacenamiento de miel. Como prueba de ello, se encuentran
pinturas en las tumbas de Luxor (1,450 a.C.) y en las paredes del templo del Sol
de Ne-user-re (2,400 a.C.).

Figura 4. Fragmento del mural en la Tumba 100, Luxor. Como se puede apreciar se

almacena miel en vasijas.

De Egipto, la apicultura pasé a Grecia y mas tarde a Roma. En Grecia, la
apicultura fue venerada a tal grado que en algunas monedas del siglo V y IV a.C.
se representa a la diosa Artemisa con el cuio de una abeja. Ademas, el consumo
de miel fue abundante y se empleaba para embalsamar. Se cuenta que al morir
Alejandro Magno, su cuerpo fue trasladado de Babilonia a Alejandria en un
recipiente lleno de miel para conservar su cuerpo. Los romanos también

practicaron la apicultura y aprovecharon las propiedades medicinales, cicatrizantes
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y antisépticas de la miel. Debido a la expansion del Imperio Romano la apicultura

se extendio al resto de Europa.

El impulso de la apicultura como actividad se logro en el siglo XV, época en que se
investiga la vida de las abejas, su morfologia, su reproduccion, entre otros
aspectos. Posteriormente, en el siglo XIX algunos cientificos (Huber, Dzierzon,
Sylviac, et al.) realizaron observaciones que resultaron en una transformacion de
la apicultura, convirtiéndose asi en una industria floreciente. Desde ese momento,
surgieron inventos (colmena moévil de Langstroth), modificaciones a los métodos
de trabajo y mejoras en el material apicola, logrando un gran progreso para la

industria apicola.l'""!

Figura 5. Tetradracma de Efeso (ciudad griega de la época arcaica). En esta moneda

se observa una abeja y un ciervo (simbolos de Artemisa).

3.1.2 La miel de abeja

De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-036-NORMEX-2006, la miel “es la
sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar de las flores o
de secreciones o de otras partes vivas de la planta que las abejas recogen,
transforman, combinan con sustancias especificas propias y almacenan en

panales; de los cuales se extrae el producto sin ninguna adicion”.!"¥



https://3.bp.blogspot.com/-laaxLuNtA4g/WBFdPHkwmrI/AAAAAAAAD-U/1sODdTq_oQsO0nJP60OVELe6ijQ5K9ABQCLcB/s1600/Tetraracma+de+%C3%89feso.jpg
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La miel es una solucion sobresaturada de azucares simples, principalmente
fructosa y glucosa, ademas presenta otros carbohidratos en proporciones
minimas, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerales, sustancias
aromaticas, pigmentos, sustancias volatiles, cera, polen, algas, levaduras vy

particulas solidas a causa de la cadena de produccion.!"

El proceso de elaboracion de la miel inicia en la vesicula melifica de la abeja,
pequefio depdsito que se encuentra aislado de su aparato digestivo. Aqui es
donde se almacena el néctar u otros jugos dulces que la abeja recolecta
previamente con su trompa y enriquece con enzimas (invertasas) procedentes de
las glandulas salivales de la abeja. Esta mezcla es cedida a otra abeja, y asi
sucesivamente hasta ser depositada finalmente en las celdillas del panal. Durante
la trasformacién del néctar a miel basicamente ocurren cambios fisicos y quimicos,
como pérdida de la humedad del néctar debido a evaporacion durante su
almacenamiento en la colmena e hidrélisis de la sacarosa por accion de la

invertasa."

La cosecha de la miel generalmente se lleva una o dos veces al afio y su precio es
mayor comparado con otros edulcorantes como el azucar de cana y el jarabe de
maiz, por ello su adulteracién es una practica frecuente. Por tal motivo, varios

paises cuentan con especificaciones y normas para su comercializacion.

La miel ha acompafado a la humanidad durante bastante tiempo por su funcién
edulcorante; sin embargo, el uso de azucar de cafia y endulzantes de naturaleza

sintética (sacarina o aspartame) ha provocado una disminucién en su consumo.
3.1.2.1 Miel en México

No existen evidencias de que el género Apis existiese en la época precolombina.
Sin embargo, si se desarrollé la meliponicultura y fue asi como algunas culturas
asentadas emplearon esta abeja. Se cultivaron principalmente diversas variedades

de abejas sin aguijon de los géneros Trigona y Melipona, destacando la especie
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Melipona beechei bennett, conocida en Yucatan y nombrada en idioma maya

como: “xunaan-kab”, “kolel-kab” o “pool-kab”.['"

El desenvolvimiento de la meliponicultura maya es interesante y representativo del
resto del area mesoamericana. Los mayas cortaban los troncos donde
encontraban panales, los transportaban a sus viviendas y los cuidaban hasta el
instante de su cosecha.l"¥ De esta manera en festividades religiosas se preparaba

el “balché”, bebida a base de miel, corteza del balcheé y agua.

El documento mas antiguo sobre aspectos relacionados con el cultivo de las
abejas en esta zona es el cddice Tro-Cortesiano en el cual se hace mencién de
estas festividades. Festejos similares fueron descritos por el Obispo Diego de
Landa, quien comenta que en los meses de noviembre y diciembre los
meliponicultores mayas celebraban fiestas dedicadas principalmente al dios Ah
Mucen Cab (“dios descendente”, asociado con las abejas). Segun algunas
leyendas Ah Mucen Cab, “el que cuida la miel” es, también, quien carga el cielo
para asegurar un buen flujo de néctar, tan importante para asegurar una buena

cosecha de miel.["!

Figura 6. Ah Mucen Cab (Dios maya de las abejas y la miel).
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En nuestro México prehispanico también se aprecio la cera, pues en la peninsula
de Yucatan se cree que la cera negra, producida por las abejas meliponas, tiene
gran fuerza en ofrendas. Razon por la cual se le empleaba en la elaboracion de

velas.

La miel era ampliamente conocida por las culturas prehispanicas y se
comercializaba mediante trueque en grandes mercados como Tlatelolco vy
Acolman. Las culturas que practicaron esa actividad fueron las asentadas en el
Golfo de México, Centroamérica y diversos pueblos del valle de México: Aztecas,

Xochimilcas, Tlacopenses, Acolhuas y Texcocanos.

A la llegada de los espafioles a América, se hubiera pensado en una introduccién
inmediata de la abeja comun Apis melifera, pero la delicadeza de este insecto
para soportar grandes viajes aunado al monopolio real de miel y cera en Espana,
complicaron su insercion al continente americano. Se cree que fue introducida por
América del Norte, y que fueron los ingleses al contar con mejores barcos, pues
en 1622 ya se encontraba esta especie en Virginia, colonia inglesa en ese
momento. Para 1722 fue trasladada a Florida, que por entonces era colonia
espanola. Con la ocupacion inglesa sobre la isla cubana en 1763, Espafa cedio
Florida a cambio de la Habana usurpada por los ingleses y bajo estas

circunstancias entra la abeja melifera a la isla de Cuba.

Existen testimonios de la difusion de la abeja melifera sobre Centroamérica y
América del Sur durante los siglos XIX y XX. En 1834 fueron llevadas a Uruguay,
en 1848 a Chile, en 1855 a Argentina, 1868 a Bolivia y en 1911 a Yucatan. La
lenta expansioén de la crianza de Apis melifera en el Estado de Yucatan se debié a
la resistencia que presentaron los criadores de abeja melipona. Hoy en dia México
es el quinto lugar en exportacion de miel de Apis melifera a nivel mundial; sin
embargo, aun existe la cosecha de abeja melipona hasta el punto en que ambas

especies coexisten en algunas regiones del pais.
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3.1.2.2 Clasificacion de la miel

La miel se puede clasificar desde diversos aspectos:

De acuerdo con su origen botanico:

a) Miel de flores: Es aquella que es obtenida principalmente del néctar de las
flores.

-Miel monofloral: compuesta primordialmente de flores de una misma familia,
género O especie y posee caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas vy
microscopicas propias.

-Miel multifloral: compuesta primordialmente de néctar de diferentes especies
vegetales sin que ninguna sea predominante.

b) Miel de mielada: Es aquella que es obtenida principalmente de secreciones de

partes vivas de las plantas o excreciones de insectos succionadores.

De acuerdo con su método de extraccion:

Miel escurrida: Se obtiene por el drenado de la miel de los panales
desoperculados, sin larvas.

Miel prensada: Obtenida mediante el prensado del panal, sin larvas.

Miel centrifugada: Obtenida por proceso de centrifugacion de los panales
desoperculados, sin larvas.

Miel filtrada: Ha sido sometida a filtracion y durante el proceso es eliminado el
polen de manera significativa [Cabe resaltar que el analisis de polen (palinologia)
ayuda a identificar las flores de las que proviene el néctar, este estudio se realiza
a través de un microscopio, y se observa el tamafno, la forma y los relieves
superficiales del polen]. En general todo tratamiento o exposicién al que se someta

la miel produce ligeros cambios que reducen su valor gastronémico.
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De acuerdo con su presentacion:

a) Miel: puede encontrarse en estado liquido, cristalizado o mezcla de ambos.

b) Miel en panal: se comercializa en panales enteros, cerrados o secciones de
tales panales.

c) Miel con trozos de panal: contiene uno o0 mas trozos de panales con miel,
exentos de larvas.

d) Miel cristalizada o granulada: Ha experimentado un proceso de solidificaciéon
como consecuencia de la cristalizacion de azucares que puede ser natural o
inducido.

e) Miel cremosa o cremada: La que tiene una estructura cristalina fina y que pudo

haber sido sometida a un proceso que le confiera esa estructura.

De acuerdo con su forma de produccion:

a) Miel convencional: Obtenida por métodos tradicionales de produccion.

b) Miel organical/ecolégica: La que durante su produccion y procesamiento, cumple
los requisitos de certificacidon para esta denominacién (Control de plagas con acido
férmico o aceites esenciales, excluye el uso de medicamentos obtenidos por
sintesis quimica para el tratamiento de enfermedades en las abejas, prohibe la
alimentacion artificial con azucar no organico y mantiene un estricto control sobre

la zona de recoleccién de néctar).

De acuerdo con su destino:

a) Miel para consumo directo.
b) Miel para uso industrial: Responde a los requisitos de control de calidad a
excepcion del indice de diastasa y contenido de HMF, los cuales podran ser

menor que 8 (escala Shade) y mayor que 80 mgkg™ respectivamente.
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De acuerdo con su proceso:

a) Miel procesada: Es aquella que ha sido sometida a un proceso de
acondicionamiento que podria incluir homogenizacioén, filtracion, fraccionamiento
mecanico de cristales o tratamiento térmico.

b) Miel no procesada: Es aquella que no ha sido sometida a procesos de

acondicionamiento.

3.1.2.3 Caracteristicas fisicas de la miel

3.1.2.3.1 Olor, sabor y color

Toda miel es dulce, debido a su gran contenido en azucares, pero algunas son
mas dulces que otras porque los azucares presentan grados de dulzura. Asi, la
fructosa es ligeramente mas dulce que la sacarosa, la glucosa es menos dulce y la
maltosa, otro disacarido, es menos dulce aun. Por tanto, mieles extremadamente
dulces generalmente contienen cantidades de fructosa superiores al promedio.
Las mieles de acacia, pipirigallo (Onobrychis sativa), la de cardos (Cirsium) y la de
balsamina (Impatiens glandulifera) son extremadamente dulces. Sin embargo, este
no es el unico factor que determina la dulzura de la miel, pues los humanos
sentimos la dulzura subjetivamente. Ademas, la dulzura relativa no es la misma en
todas las concentraciones: una disolucion de sacarosa al 10% se percibe como
mas dulce que una de azucar invertido a la misma concentraciéon, pero a medida
que se aumenta la concentracion en ambas, la disolucién de azucar invertido se

percibe como mas dulce que la de sacarosa.®

El sabor de la miel también guarda relacién con su aroma, el cual se atribuye a
compuestos aromaticos presentes en pequefas proporciones; estos provienen de
los vegetales de origen. Los compuestos mas agradables del aroma presentan
puntos de ebullicibn bajos y son los mas volatiles. No obstante, el aroma
caracteristico de una miel esta determinado por compuestos que presentan puntos

de ebullicion elevados.
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El color de una miel comunmente va desde transparente (acacia, salvia y el trébol
rojo) hasta casi negro, con algunas excepciones hacia el verde (miel de tilo),
amarillo grisaceo (miel de borraja), café verdoso (miel del arbol del cielo). Entre las

mas oscuras estan las de color vino violaceo, color café rojizo u oscuro.

Las mieles con sabores delicados son siempre claras, mientras que las mieles
oscuras tienen por lo general sabores mas fuertes. Aunque, es posible encontrar

mieles claras con sabores fuertes.

El color puede indicar en cierta forma la calidad de una miel, pues al estar
almacenada el aumento en la temperatura provoca oscurecimiento, aunque la
presencia de metales también oscurece la miel. Sin embargo, hay que tener
presente que la naturaleza de algunas mieles es oscura en si misma y las
diferentes mieles oscurecen a diferentes velocidades. Para medir y clasificar el
color de la miel se utiliza un colorimetro de Pfund que utiliza una escala de 0 a 140
milimetros, con el cual se clasifica las diferentes tonalidades, la gama de colores

inicia en el blanco agua hasta el ambar oscuro.

3.1.2.3.2 Cristalizacion

Fenomeno natural que se presenta en la miel debido a que es una disolucion
sobresaturada en azucares. Este proceso puede efectuarse en cuestion de
semanas o meses Yy no esta relacionado con la pérdida de la calidad del producto.
Los factores asociados a la cristalizacién de la miel son: relacién entre el
contenido de fructosa (levulosa) y glucosa (dextrosa) (L/D; mayor cantidad de
glucosa mas rapido se efectua la cristalizacion, mayor cantidad de fructosa menor
es la tendencia a cristalizar), humedad (si es menor a 17% tiene mas probabilidad
de cristalizarse), temperatura y presencia o ausencia de particulas suspendidas
(cristales diminutos, burbujas de aire, particulas de cera o propdleos, granos de

polen, polvo del aire o del recipiente contenedor).!®
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Algunas mieles permanecen liquidas sin recibir algun tratamiento especial, entre
éstas se encuentra la de acacia, nisa (Nyssa aquatica), y la de algodoncillo
(Asclepias). Otras granulan con bastante rapidez; sucede con la de diente de ledn

y la de Tah (Viguiera helianthoides).

3.1.2.3.3 Densidad

La densidad relativa de la miel esta en funcion del contenido en agua y esta oscila
entre 1.40 y 1.44 a la temperatura de 20 °C. Para medirla se utiliza comunmente
un hidrometro o puede evaluarse por medio del indice de refraccion dado por un

refractdmetro, empleando posteriormente una tabla de conversion.

3.1.2.3.4 Higroscopicidad

La miel absorbe agua muy facilmente bajo ciertas condiciones a pesar de ser un
producto natural. Esto plantea una desventaja en el sentido de que la miel es mas
proclive a fermentar, pero gracias a esta propiedad se brinda suavidad y no se

permite que los alimentos donde se incorpora se sequen.

La absorcion de agua en una muestra de miel se relaciona con su contenido en

agua y el grado de saturacion del vapor de agua del aire.

3.1.2.3.5 Viscosidad

Las mieles presentan diferentes viscosidades y, por lo tanto, fluiran lenta o
rapidamente. Su viscosidad esta asociada principalmente a su contenido de agua;
si este es menor, mayor sera la viscosidad y fluira lentamente. También se
relaciona con la temperatura; al aumentar la temperatura sobre la miel disminuye
su viscosidad y hay una tendencia a fluir mas rapidamente. Esta propiedad se
presenta cuando el liquido exhibe un comportamiento newtoniano; sin embargo,

algunas mieles tienen comportamientos no newtonianos. Por ejemplo, en la miel
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de brezo se necesita agitar para volverse mas liquida y fluir con mayor facilidad,

por lo que esta tendencia se atribuye al contenido en proteinas.

3.1.2.3.6 Conductividad eléctrica

Es util para saber si la fuente de miel es néctar o ligamaza, y quiza pueda
emplearse para saber si la miel se encuentra adulterada. Esta propiedad se mide
sobre miel diluida, y es posible que su medicion sea un método para saber si la
miel es 0 no apropiada para que las abejas la almacenen y la consuman durante el
invierno, ya que algunos de sus elementos relacionados con su aumento en la
conductividad también hacen que la miel no sea apropiada para las abejas

confinadas a sus colmenas en la estacion fria.®
3.1.2.3.7 indice de refraccion

Es una propiedad optica importante, su aumento se debe al contenido de sdlidos
presentes en las muestras de miel, y su disminucion se debe a que el contenido
de agua es alto. Por lo que es util en la determinacién de humedad; para ello se

emplea un refractometro.
3.1.2.4 Composicidon quimica de la miel

La miel es una mezcla muy compleja de sustancias cuya composicion varia segun
diferentes factores como, la situacién geografica, época del afio, vegetacion
circundante a la colmena, entre otras.!"®"1 De manera general, la miel se compone
de carbohidratos (fructosa y glucosa, principalmente), proteinas, aminoacidos,
enzimas, acidos organicos, polen, sustancias minerales, hongos, algas, levaduras

y otras particulas a consecuencia de la cadena de produccién.['®

En la tabla 1 se muestran los resultados promedio de la composicion quimica de la

miel obtenidos de un estudio de 490 muestras de miel florales de E.U.A.["Y]
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Tabla 1. Composicién quimica promedio de la miel.
Composicion Promedio Contenido
Humedad 17.2 13.4-22.9%
Fructosa 38.2 27.2-44.3%
Glucosa 31.3 22.0-40.7%
Sacarosa 1.3 0.2-7.6%
Maltosa 7.3 2.7-16.0%
AzUcares mayores 1.5 0.1-8.5%
Acido libre (Glucénico) 0.43 0.13-0.92%
Lactona (Gluconolactona) 0.14 0.00-0.37%
Acido total 0.57 0.17-1.17%
Cenizas 0.17 0.02-1.03%
Nitrégeno 0.04 0.00-0.13%

pH 3.91 3.42-6.10

En pequefas cantidades es posible encontrar enzimas, hormonas, metales
pesados, etc. Por eso no puede hablarse de una composicion Unica para la miel,

pues las caracteristicas de cada cosecha hacen cada lote de produccién distinto.

3.1.2.5 Normativa nacional e internacional!'"!

Los criterios aceptados a nivel mundial para evaluar la calidad de las mieles son
los sugeridos en el Codex Alimentarius, con sus ligeras variantes en cuanto a
valores maximos y minimos establecidos. Ademas del Codex Alimentarius, se
encuentra la Directiva Europea, la International Honey Comission (IHC) y la NMX-
F-036-NORMEX 2006 (Norma Mexicana).

La IHC surge en un principio para discutir los métodos de andlisis y los estandares
de calidad de la miel de abeja; en colaboracién con la comision del Manual Suizo
de Alimentos (Swiss Food Manual) dirigid analisis inter-laboratorios, y mas tarde

se intereso en estudiar la composicion de miel de abeja monofloral.

La legislacion de la UE especifica no afnadir a la miel ningun ingrediente

alimentario, ni ninguna otra sustancia aparte de miel, mientras el Codex sugiere no
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extraer ningun constituyente particular de la miel salvo cuando no pueda evitarse a
cambio de garantizar la ausencia de materia extrafia, inorganica u organica. La
miel no puede ser procesada hasta el punto de alterar su composicion esencial.
Ademas, en el Codex se tiene en cuenta la inclusion de mieles que provienen de

otras especies de abejas.

Por otro lado, la legislacion de la UE considera la definicion de miel para uso
industrial, sujeta a consideracién en el Codex. Denominacion que se refiere a
mieles apropiadas para su uso industrial o para su utilizacién como ingrediente de

otros productos alimenticios elaborados ulteriormente, y por lo tanto puede:

> Presentar un sabor o un olor extrano
> Haber comenzado a fermentar o haber fermentado

» Haberse sobrecalentado

En general, estas comisiones estan encaminadas hacia la busqueda de
parametros que nos permitan discernir sobre la calidad de una miel. Aunque,

algunos criterios son muy especificos, otros se asemejan entre si.

3.1.2.6 Parametros de calidad en la miel

Para evaluar la calidad de la miel se emplean andlisis fisicoquimicos y
microbiolégicos como indicadores de las condiciones de madurez y frescura, en
general se espera un deterioro minimo desde su cosecha hasta el correspondiente

analisis para que su consumo sea aceptable.

Los criterios de calidad aceptados en el Codex Alimentarius no son obligatorios y
pueden ser adoptados por cualquier Estado. Sin embargo, en la norma de la Unién
Europea se especifica claramente que todos los Estados integrantes deben
abstenerse de adoptar disposiciones no contempladas en la Directiva
2001/110/CE.
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Para la legislacion del Codex y la Directiva de la UE, el contenido en cenizas fue
uno de los criterios de calidad que desaparecidé. En su lugar encontramos como
criterio de calidad la medida en la conductividad eléctrica. Con respecto a la norma

mexicana se mantiene como criterio de calidad el contenido en cenizas.

En la siguiente tabla se resumen los criterios de calidad que establecen en la

Union Europea (Directiva 2001/110/CE), Codex Alimentarius y la Norma Mexicana
(NMX-F-036-NORMEX-2006).

Tabla 2. Principales criterios de calidad para mieles en distintas normativas.

Directiva de la
UE

NMX-F-036-
NORMEX 2006

Criterios de calidad

Codex

Contenido en humedad:
Mieles florales <20g/100g <21g9/100g <20g/100g
Brezo, trebol <239/100g <239/100g
Industrial o de panaderia <25g/100g
Contenido aparente en aziicares reductores:
Mieles florales >60g/100g >60g/100g >64g/100g
Miel d(_e mielada o mezclas de miel de >45/100g >45/100g
mielada con mieles de flores
Contenido aparente en Sacarosa:
Mieles florales <5g/100g <5g/100g <5g/100g
Alfalfa, Citrus spp., Falsa acacia, Madreselva
francesa, Menzies Branksia, RegGum, <109/100g <109/100g
Leatherwoog y Eucriphiamilligani.
Espliego y borraja <159/100g <159/100g
Contenido de sélidos insolubles en agua:
Mieles disti_ntas de la miel prensada <0.19/100g <0.19/100g <0.3g/100g
Mieles prensadas <0.5g/100g <0.5g/100g
Conductividad eléctrica:
Mieles <0.8 mS/cm <0.8 mS/cm No
Miel de mielada y miel de castafio y mezclas >0.8 mS/cm >0.8 mS/em | mencionado
de las mismas
Acidez:
Mieles <50meq/kg <50meq/kg <40meq/kg
Miel para uso industrial <80meq/kg
Actividad de diastasa (luego de procesar y mezclar):
Mieles florales (en escala Schade) =8 >8 >8
Mieles con bajo cc_mtenldo natural de >3 >3 >3
enzimas
Contenido de hidroximetilfurfural:
En general, excepto para uso industrial <40mg/kg <40mg/kg <40mg/kg
De origen tropical <80mg/kg <80mg/kg <80mg/kg
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3.2 Identificacion de azicares reductores
3.2.1 Reaccion de Fehling

3.2.1.1 Factores involucrados en la reaccion

De acuerdo con una investigacion realizada anteriormente se determin6 que en la
reaccion redox que se utiliza para cuantificacion de azucares reductores se
encuentran involucrados diversos factores: temperatura, presion y dismutacion de
Cu"*(a) en la solucién de Fehling; asi, también se determiné el efecto que tiene la
concentracion de CuSOyp,), KOOC(CHOH),COONa-4H20i) Y NaOHe) en la
reaccion; el método usado fue gravimetria.”® No obstante, es fundamental
ahondar sobre la relacion que guardan los moles de Cu(ll) con los moles de

azucar reductor con base en las condiciones planteadas por Fehling.
3.2.1.2 Método volumétrico

Este método consiste en una reaccién redox que ayuda a identificar aldosas y
cetosas, pues ambas poseen caracter reductor. Por ejemplo, la glucosa y la
fructosa que dan positivo en la reaccién de Fehling; también la sacarosa al ser
previamente sometida a una hidrdlisis acida, pues bajo estas condiciones esta
molécula se rompe en una molécula de fructosa y una de glucosa (ambas se

oxidan con el licor de Fehling).

El método fue publicado por Hermann von Fehling en 1848, siendo este en
principio una alternativa a la cuantificacion de azucares reductores en orina.
Aunque, se menciona que esta prueba posee un caracter mas técnico;
simultaneamente, se indica la cantidad de Sulfato de cobre y azucar reductor que

posiblemente reaccionan en disolucion sobre el punto de ebullicion.
Para hoy en dia esta reaccion sigue dando controversia pues se reportan

diferentes estequiometrias, algunos mencionan que no es estequiométrica u otros

se basan en tablas que ayudan a determinar la cantidad de azucar reductor
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reaccionante. Sin embargo, este método ha sufrido modificaciones como la
introducida por Eynon-Lane en 1923; en la cual se utiliza azul de metileno como
indicador del punto final de la valoracion; el vire de este indicador es de azul a
incoloro vy, representa el punto a la equivalencia. El Dr. Octavio Reyes Salas y
Q. Joaquin Preza de la Vega introducen una modificacién a este método e
inclusive determinan que 5 moles de Cu(ll) reacciona por un mol de azucar

reductor.”
3.2.1.3 Método potenciométrico

El método potenciométrico, es una alternativa al seguimiento de la reaccién de
Fehling, pues estd reaccibn puede monitorearse como una valoraciéon
potenciométrica./”! Adicionalmente, en esta investigacion se concluye que 5 moles
de Cu(ll) reaccionan con un mol de azucar reductor (fructosa, glucosa y el doble
para una hidrdlisis de sacarosa) y que este punto a la equivalencia coincide con

5/6 de AE de la curva potenciométrica obtenida experimentalmente.

El equipo potenciométrico consiste en: un alambre de cobre, un electrodo de
referencia de (Ag/AgCI/KClc) 3 molL™) y un voltimetro. Se debe tener en cuenta
que esta reaccion debe efectuarse a temperatura de ebullicién del agua (92 °C en

el Centro de la Ciudad de México).

3.3 Técnicas utilizadas

3.3.1 Electroquimica

La quimica electroanalitica abarca un grupo de técnicas analiticas sustentadas en
las propiedades eléctricas y quimicas de las sustancias cuando forman parte de
un sistema electroquimico. Asimismo, puede definirse como el estudio de los
procesos de reaccion que ocurren en la interfase electrodo-disolucién, generados

espontaneamente o por medio de una perturbacion externa.
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Los métodos electroquimicos se basan en la medicion de la corriente en funcién
del potencial, empleando condiciones que favorecen la carga o polarizacién del
electrodo de trabajo. Esta polarizacion se favorece cuando los electrodos de
trabajo tienen un area superficial muy pequefa, unos pocos milimetros cuadrados

como maximo.?"!

Las reacciones quimicas heterogéneas ocurridas en la interfase electrodo-
disolucién, producto de la diferencia de potencial entre dos electrodos se conoce
como electrdlisis. Para que se lleve a cabo la reaccion electroquimica, la especie
electroactiva debera difundir desde el seno de la disolucién hasta la interfase
electrodo-disolucion, alli podra sufrir una transformacion quimica debida a la
ganancia o la pérdida de electrones, al terminar el proceso la especie difunde

nuevamente.?!

Electrodo
Red. Redais

ne

OXet OxXyis

Figura 7. Oxidaciéon de una especie reductora sobre un electrodo convencionalmente

llamado “anodo”.

Las técnicas abarcadas por la electroquimica permiten obtener limites de

deteccion bajos e informacion termodinamica y cinética sobre los sistemas




3. Antecedentes

estudiados. Ademas, presentan las siguientes ventajas con respecto a ofras

técnicas analiticas:??

e Deteccion de estados de oxidacion particulares de un elemento.

e Deteccion de sustancias organicas e inorganicas.

e Aplicable a compuestos con propiedades redox particulares y, sustancias
involucradas de alguna manera en reacciones redox.

e La instrumentacion es barata con respecto a otras técnicas.

3.3.1.1 La electroélisis

Si se impone una perturbacion de caracter eléctrico por medio de un generador de
corriente eléctrica sobre un sistema compuesto por un anodo, un catodo y una
disolucién que permita el movimiento de las cargas transportadas por los iones, se
efectuard una reaccion electroquimica debida a la transferencia de carga

interfacial, sea idnica o electronica.

En el anodo ocurrira una reaccién de oxidacion donde el reductor cede electrones:

Redi < Ox4 + ne

En el catodo ocurrira la reaccion complementaria, reaccién de reduccion, donde el
oxidante acepta electrones:

Oxs + ne” «— Red,

La direccidn de la corriente eléctrica va del catodo al anodo, por lo que los
electrones van a fluir en sentido contrario, es decir del anodo al catodo. En ese
sentido, el estudio de la electrolisis acepta la siguiente suposicion: las velocidades
de todas las reacciones son infinitas, como el cambio de electrones y el

desplazamiento de los iones.”*!
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Citodo

Osudante

2939

Solucion electrolitica

Figura 8. En la electrolisis, una especie dona electrones (reductor) y otra especie

acepta electrones (oxidante).
3.3.1.2 Transporte de materia

La especie electroactiva puede aproximarse al electrodo a través de tres

fendmenos: migracién, difusion y conveccion.

El movimiento por migracién se efectua cuando la especie cargada es sometida a
un campo eléctrico; si se genera un gradiente en la concentracion de la especie
esta tendera a moverse por difusion y cualquier movimiento no efectuado por
cualquiera de las anteriores podra llamarse conveccion; por ejemplo, el

movimiento de una especie bajo la influencia de agitacion.!
3.3.1.3 El electrolito soporte

Es una sustancia ionica, disociada completamente en el medio y presente en
exceso respecto al analito. Ademas, tiene la particularidad de disminuir la
resistencia interna en la celda electroquimica y asegurar que la especie
electroactiva llegue al electrodo mediante difusion.”® La mision del electrolito

soporte es minimizar la corriente debida a migracion por la especie electroactiva.




3. Antecedentes

Por ello, la velocidad de migracion del analito hacia el electrodo de carga opuesta

se hace practicamente independiente del potencial aplicado.

Los electrolitos soportes pueden ser: acidos fuertes (HCI, H,SO,), sales neutras
(cloruros, sulfatos, nitratos o percloratos alcalinos), disoluciones amortiguadoras o
agentes complejantes (tartrato, citrato, cianuro, fluoruro, amoniaco) en

concentraciones al menos 1000 veces superiores al analito.

3.3.1.4 Celda electroquimica

Sistema compuesto por tres electrodos: electrodo de trabajo, electrodo de
referencia y electrodo auxiliar. La diferencia de potencial (AE) es establecida entre
el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia, mientras que la corriente (i) se

mide entre el electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar.

Dispositive para
formar gotas de
Hg controladas

electénicamente Potenciostatol
e— )
7\
L (a)
s \ 'j
Tubo capilar —t+— s
| e fr— -
Entrada . VAT,
. ! ' Salida de nitrogenc
nitrégeno
Electrodo auxiliar
de Pt
Disolucion de analito
Electrodo de gota
de mercuric
Electrodo de Gota de mercurio

referencia de

Depdsito de mercurio
Ag/AGCVKCI 3M °p 2

utilizado

Figura 9. Componentes de una celda electroquimica.
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3.3.1.5 Polarografia

El primer tipo de voltamperometria fue la polarografia de barrido lineal
desarrollada por el quimico Jaroslav Heyrovsky a principios de 1920.%* Esta
técnica voltamperométrica obtiene informacion sobre el analito a través de la
corriente que circula en una celda electroquimica en funcién del potencial aplicado
sobre un electrodo indicador o de trabajo. La diferencia de esta con respecto a
otras voltamperometrias es la utilizacion del electrodo de gota de mercurio como

electrodo de trabajo.?>*°!

El electrodo de gota de mercurio esta constituido por un tubo de vidrio capilar de
10 a 15 cm de longitud, diametro interno entre 0.06 y 0.08 mm, y se encuentra
conectado a un depdsito de mercurio. La gota de mercurio crece continuamente
hasta que cae, generalmente a una frecuencia de 1 a 6 segundos; durante tal
proceso se registra la corriente y el potencial. Actualmente se cuenta con
dispositivos automatizados que controlan la caida de la gota con un martillo que

puede ser impulsado de forma mecanica o por impulsos electromagnéticos.

Una ventaja presente en el electrodo de gota de mercurio es la elevada
sobretension para la reduccion de protones, o que permite ampliar el campo para
efectuar reducciones en medio acido; otra de sus caracteristicas es la obtencion
de curvas intensidad potencial reproducibles, ya que la superficie del electrodo se

renueva constantemente.

Entre los inconvenientes se encuentra la limitacion del uso del electrodo como
anodo, pues la oxidacidén del mercurio ocurre a potenciales ligeramente superiores
a 0 V al utilizar el electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCliy 3 molL™. Otra
dificultad que no es exclusiva al electrodo de gota de mercurio es la interferencia
debida al oxigeno disuelto en el medio, pues produce dos ondas de reduccidén que

corresponden a los siguientes procesos:
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OZ(ac) +2H" + 2¢e—> H,0O, E=-01V
H,O, + 2H  + 2" > 2H,O E=-09V

Para solucionar este problema se burbujea nitrogeno o argdn durante unos
minutos en la disolucion donde se encuentra el analito, eliminando de esta forma

el oxigeno disuelto.®’]
3.3.1.5.1 El polarograma

Las curvas de intensidad de corriente en funcién del potencial obtenidas mediante
el uso de un eléctrodo de gota de mercurio se denominan polarogramas.

Los parametros de mayor interés en la polarografia desde el punto de vista
analitico son la intensidad de corriente y el potencial. La intensidad de corriente
limite (iy), es establecida cuando en una reduccion el potencial es lo
suficientemente negativo para que todo el analito en la superficie del electrodo se
reduzca. El potencial de media onda (E12), es la variable cualitativa del método,

debido a que es caracteristico del analito en un determinado medio.

Figura 10. Polarograma tipico y sus partes. Como la corriente es positiva es probable
que el proceso corresponda a una oxidacion. Este polarograma fue obtenido

por Polarografia Clasica.
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Las reacciones de oxidacion ocurren a valores positivos de corriente, mientras que

las reducciones estan atribuidas a valores negativos de corriente.

Si la intensidad de corriente que crece de forma ilimitada se situa en la parte
derecha del polarograma, se llamara barrera anddica, esta se corresponde a la

reaccion de oxidacion del mercurio, el cual puede representarse como:

Hg < Hg* + 2¢’

Si la intensidad de corriente que crece de forma ilimitada se situa en la parte
izquierda del diagrama, se llamara barrera catddica; esta se puede encontrar

asociada a las siguientes reacciones de reduccion:

2H20 + 2" & Hyg + 20H"  (medio basico)

2H" + 2e” > Hyg (medio acido)

Entonces, el intervalo de potenciales que se encuentra entre la barrera anddica y
catddica se llama dominio de electroactividad, dentro de este se oxidan o se

reducen las especies electroactivas.*
3.3.1.5.2 Polarografia Clasica

La polarografia clasica es un tipo de electrdlisis, donde se registra la corriente que
fluye en el electrodo de gota de mercurio (EGM) durante una variacion lineal del

potencial (polarografia clasica o de corriente directa, DCP).

La corriente que fluye a través del electrodo de trabajo tiene dos componentes, la
corriente faradaica (ir), que depende de la oxidacion o reduccion del analito, y la
corriente capacitiva (i.), debida a la carga y descarga de la doble capa

electroquimica en la superficie del electrodo de trabajo.
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La corriente de difusion (i;) sera el valor maximo para (i), cuando todo el analito,

transportado al electrodo de trabajo por difusion, se oxida o reduce.

La relacion entre la corriente de difusion (corriente limite de difusidén) y la

concentracion de la especie esta descrita por la ecuacion de llkovic:
iq = 0.607nDY2m2/3t}/°C

Donde:

iy . Corriente de difusién

n: Numero de electrones intercambiados
D: Coeficiente de difusién

m : Flujo del mercurio

t: Tiempo de goteo

C: Concentracion del analito

Bajo condiciones experimentales constantes, la ecuacion de llkovic toma la
siguiente forma general:
id = nKDC

Donde KP es la constante de difusion convectiva; n el nimero de electrones

intercambiados y C la concentracion de la especie.

La no linealidad entre la intensidad de corriente y la concentracion del analito
puede asociarse a fenobmenos de adsorcion en el electrodo, factores cinéticos,
reacciones quimicas acopladas o una posible evaporacién del disolvente durante

la eliminacién de oxigeno disuelto.®
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3.3.1.5.3 Polarografia Diferencial de Impulsos

La polarografia diferencial de impulsos es una técnica electroanalitica basada en
la medida de la corriente antes y después de aplicar un impulso de potencial al
electrodo. La diferencia de la corriente por cada impulso (Ai) es registrada en
funcién del potencial cuyo aumento es lineal, obteniendo una curva en forma de

pico, la altura maxima del pico es proporcional a la concentracion.?® 303"

50 mv
: |
-3
K ‘ &
i S :
-T -
Si |* de gateo”!
Tiempo
b

Figura 11. Senales de excitacion empleadas en Polarografia Diferencial de Impulsos.

La polarografia diferencial de impulsos presenta limites de deteccién mas bajos
que la polarografia clasica; es posible medir concentraciones de hasta 10 molL™,

mientras que la polarografia clasica detecta concentraciones hasta 10° molL™".

Esto se debe porque al aplicar un impulso, se provoca un aumento de la especie
electroactiva en la superficie del electrodo, generando un salto en la corriente

faradaica y una disminucién en la corriente capacitiva debido a la carga de la gota.

Por tanto, hay una disminucion mas rapida de la corriente capacitiva con respecto
a la faradaica, de tal forma que al medir la corriente total antes de la caida de la
gota, la corriente capacitiva es practicamente nula y la faradaica aun es
importante. Obteniendo asi, una mayor sensibilidad de la técnica y, ademas hay

una mejor resolucion de ondas contiguas con respecto a la polarografia clasica.
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La ecuacién que relaciona la intensidad de corriente para esta técnica es la
[ nZFZACAE b
v T 4RT e

: NUmero de electrones intercambiados

siguiente:

Donde:
i,: Corriente de pico

: Constante de Faraday

: Constante de los gases
: Temperatura absoluta

: Area de superficie del electrodo

a x> 3 x = 3

: Concentracion del analito
AE,: Amplitud del impulso

Tp: Tiempo de la corriente muestreada por impulso
3.3.2 Conductimetria®

La conductimetria se basa en el hecho de que las disoluciones electroliticas se
comportan como conductores eléctricos donde los iones en solucion son los
responsables del transporte de carga. Como un conductor obedece la ley de Ohm,
dicha conduccion se verifica en el volumen de solucién delimitado por la distancia

entre dos electrodos de posicion fija.

La resistencia eléctrica de una disolucion medida con una celda conductimétrica

esta dada por:

'
R:pz

Donde R es la resistencia eléctrica de la disolucion expresada en Ohms (Q), p la
resistividad eléctrica (Q-cm),? la longitud entre los electrodos (cm) y A, el area

traslapable de los electrodos (cm?).
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La relacion £/A puede definirse como constante de celda conductimétrica, k. es
caracteristica de cada arreglo de electrodos. Su valor debe permanecer constante

durante todo el experimento si se desea precision en los resultados.

La conductancia es el inverso de la resistencia de la disolucién (¢ =R™), y la
conductividad especifica es el inverso de la resistividad ( = p™'). Las unidades de
la conductancia estan dadas en Siemens (S = Q") y la conductividad especifica en

Scm™.

G = =E

x|

La constante de celda se determina midiendo la resistencia de una celda

conductimétrica que contiene una disolucién estandar de conductividad conocida.

La relacion entre la conductividad y la concentracion se define por medio de la
conductividad molar o equivalente, dependiendo de las unidades usadas para
expresar la concentracion, tenemos que esta relacion se expresa por medio de las

siguientes ecuaciones:

/\eq:—

zCp

Donde A,, es la conductividad molar (Scm?mol™), C, es la concentracién molar
(mol-cm™), Neq €S la conductividad equivalente (Scm?eq™") y zC, la concentracion
equivalente (eq-cm™), donde z corresponde a la carga del i6n considerado (o las
cargas, positivas o negativas, involucradas en la sal).

En esta Ultima ecuacién resulta conveniente expresar la concentraciéon en mol cm™
o en eq cm™, de tal manera que se simplifiquen las unidades de A,,. Es importante

reiterar que el equivalente en conductimetria, a diferencia del equivalente quimico,
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solo depende de la carga del ion (z), de tal forma que se construye la siguiente
correspondencia:
_ Z/\mCO

6_1
"R k.

Y como todo ion participa en la conduccién de la corriente en las disoluciones:

G _l_ZZ/\mCO
"Rk,

De esta manera, si se mide la conductancia o la resistencia de las soluciones, es
facil calcular la conductividad de estas por medio de la concentracion y el valor de

la constante de la celda:

3.3.3 Potenciometria

La potenciometria es un método de analisis electroquimico que permite relacionar
la diferencia de potencial generada en una celda electroquimica en funcién de la

actividad de las especies idnicas presentes en el medio.!

La actividad de la especie i es un valor que depende de la fuerza i6nica del medio;
cuyo valor para disoluciones muy diluidas se aproxima al valor de la concentracion
de la especie i.

A=y P
Donde:
A;: Actividad de la especie i
v:: Coeficiente de actividad de la especie i

C;: Concentracion de la especie i
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Los métodos de analisis potenciométricos se basan en la medida del potencial de
celdas electroquimicas sin paso de corriente apreciable. El equipo empleado en
potenciometria comprende un electrodo de referencia, un electrodo indicador y un
dispositivo de medida de potenciales. A diferencia de otras técnicas presenta la

ventaja de ser sencilla y barata.

El electrodo de referencia ideal tiene un potencial que se conoce con exactitud, es

constante y no sufre modificaciones por la composicion de la disolucion de analito.

El electrodo indicador responde de manera rapida y reproducible a cambios en la
concentracion de analito y puede ser de tres tipos: metalico, de membrana y los

transistores de efecto de campo sensibles a iones.®

Los electrodos indicadores que sirven como sensores potenciométricos en una

celda electroquimica son modelados por la ecuacion de Nernst-Nikolsky.

RT
E=E +— Ln(A)

Donde:

E: Potencial del electrodo

E : Potencial estandar del electrodo

R: Constante de los gases ideales (8.314510 CVmol 'K a 25°C)
T: Temperatura absoluta (Kelvin)

n: Numero de electrones intercambiados

F: Constante de Faraday (9.6485309x10* Cmol™ a 25°C)

A;: Actividad de |la especie i

Si asumimos que trabajamos a 25 °C y realizamos la conversion al logaritmo

decimal, la ecuacion anterior se simplifica de la siguiente manera.

0.05916
E=F +TLOQ(AL)
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Como no es posible determinar el potencial absoluto de un electrodo , se hace uso
de un potencial relativo del electrodo, definido como el potencial de una celda
electroquimica que contiene un electrodo de referencia y un electrodo trabajo y un
potencial asociado a la unién liquida que se manifiesta al poner en contacto dos
disoluciones de electrolito de diferente composicion, este se desarrolla a través de
la interfase y proviene de la desigualdad de cationes y aniones en la superficie de
contacto debida a la diferencia en las velocidades de difusion de estas especies.

Por lo tanto, el potencial relativo del electrodo sera:
Erel = Etrabajo - Ereferencia + E]

Si los potenciales del electrodo de referencia y de unién liquida se consideran
constantes, el valor de la diferencia de potencial en funcion de la actividad del

analito esta dado en la siguiente ecuacion:
0.05916
AE = K + ,BTLOQ(AJ

Donde K engloba los valores de E. 4, Y Ej, mientras g es un factor que considera

las desviaciones de las condiciones ideales. La ecuacion anterior describe el
comportamiento de la diferencia de potencial (4E) en funcion del logaritmo de la
actividad del analito (Log(4;)).*®

En una titulacion potenciométrica se sigue la variacion del potencial electroquimico
de una solucion en funcion del volumen o de la cantidad de una solucion
titulante.”® Por lo tanto, es necesario que el electrodo indicador sea sensible al
analito, o a una especie que mantenga relaciéon estequiométrica con él. La
informacion brindada por este tipo de titulaciones es mucho mas confiable y util
que la que proviene de una titulacién con indicadores quimicos, ya que describe el
comportamiento de la concentracion del analito y el potencial durante la titulacion

completa. Ademas, en una titulacion colorimétrica aplicada a soluciones
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coloreadas o turbias, el vire del indicador no siempre es perceptible, mientras que

el color de la disolucién no afecta las mediciones potenciométricas.

Potenciostato ’

Electrodo de
referencia (Eref)

Potencial de
union liquida

(Ej) /

Membrana porosa

Q\\ Electrodo
indicador (Eind)

Solucién

E=Eind +Ej - Eref

Figura 12. Componentes de un sistema potenciométrico formado por un electrodo de

referencia, un electrodo de trabajo y un voltimetro.

3.3.4 Refractrometria

La refraccién es el cambio de direccion y velocidad que experimenta una onda
electromagnética al pasar de un medio a otro, el cual tiene distinto indice de

refraccion.

El indice de refraccion es un cociente de velocidades, la velocidad de la onda en el
medio de referencia (vacio) entre la velocidad de la onda en el medio de estudio.
La ecuacion de esta relacion es la siguiente:

C

77=V
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Donde:
n . Indice de refraccion
C: Velocidad de la luz en el vacio (3x10® m-s™)

V: Velocidad de la luz en el medio

El seno del angulo de incidencia se relaciona con el seno del angulo de refraccion
de la onda, donde el producto del indice de refraccion del primer medio por el seno
del angulo de incidencia es igual al indice de refraccién del segundo medio por el
seno del angulo del segundo medio. Esto, queda plasmado en la siguiente

ecuacion que ilustra la Ley de Snell:
mSenb; = n,Senb,

Uno de los instrumentos mas empleados en refractrometria es el refractrometro de
Abbe; el liquido problema se coloca formando una pelicula muy delgada entre dos

prismas, y la radiacién rasante incide y se refracta en el prisma de refraccién.

Recorriendo con un anteojo la cara superior de este prisma, se puede encontrar el
angulo de emergencia del rayo limite. Por ello, el prisma va montado de tal modo
que puede girar alrededor de un punto central de su superficie, siendo sometido a
rotacion hasta que se hace coincidir la linea de separacion de las regiones claras y
oscuras que se observa a través del anteojo con el reticulo del ocular. El aparato
tiene una escala donde es posible medir directamente el valor del indice de

refraccion.

El indice de refraccion para mezclas binarias varia linealmente con la composicién
de éstas, aunque siempre sera conveniente comprobar esta actividad mediante la

construccion de curvas de calibrado.

Existen también refractometros mas sencillos que los de Abbe. A continuacién se

presenta una imagen que ilustra la refraccion de la luz.




]
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Figura 13. Refraccion de la luz.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipo, material y reactivos

Tabla 3. Material y equipo de laboratorio utilizados.

Material y equipo

*Balanza analitica "Mettler AE240" *Agitadores de vidrio y magnéticos
*Conductimetro "644 Metrohm" *Micropipetas de 100 y 1000 pyL
*Milivoltimetro "Tacusel" S6N *Pipetas volumétricas de 2,3 y 10 mL

*Polarégrafo "797 VA Computrance”
*pH metro "713 Metrohm"
*Refractémetro "Atago N-3E"

*Vasos de precipitados de 50 mL
*Buretas de 10 y 50 mL
*Soporte universal

*Parrilla de calentamiento "Corning" *Pinzas para bureta

*Termoémetro Branna de -10°C a 110°C
*Electrodos: gota de mercurio, platino,
cobre y Ag/AgCI/KCl5) 3 M

*Espatula

+Vidrio de reloj

*Matraces volumétricos de 10 y 25 mL

Tabla 4. Lista de reactivos utilizados.
‘ Reactivo Pureza ‘ Marca comercial
Acetato de sodio trihidrato R.A. (99%) J.T. Baker
Acido acético glacial R.A. (2 99%) Merck
Acido bérico R.A. (99%) Analytyka
Acido clorhidrico RA. Merck
Acido nitrico RA. Merck
Agua desionizada y destilada - -
Azul de metileno R.A. (99%) Gurr
Borax R.A. J.T. Baker
Cloruro de calcio R.A. Mallinckrodt
Cobre electrolitico - -
Disoluciones amortiguadorasde pH (4, 7 y 10) R.A. Merck
Fructosa anhidra R.A. (= 99%) Sigma-Aldrich
Glucosa Q.P. Sigma-Aldrich
Hidréxido de sodio 99.30% J.T. Baker
Hidroximetilfurfuraldehido R.A. (99%) Sigma-Aldrich
Tartrato de sodio y potasio R.A. (99%) J.T. Baker
Sulfato de cobre pentahidratado R.A. (99%) CIVEQ
Nitrégeno 99.90% Praxair




4.2 Muestras analizadas

Tabla 5. Informacion de las muestras analizadas.

Muestra

M1 (Japén)

Informacién del producto

Miel "Nature’s Finest Pure Honey"
(Acacia, Fecha de envase: 05-Abril-2012)
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Descripcion de la muestra

Estado fisico: liquido, Color: ambar,
Olor: ligero a flores de acacia

M2 (Azerbaiyan)

Miel "Qinyet Ogullari"
(Fecha de envase: 05-Julio-2015)

Estado fisico: liquido, Color: ambar,
Olor: intenso a nueces

M3 (Alemania)

Miel "Akazien Honig"
(Fecha de envase: 01-Octubre-2014)

Estado fisico: liquido, Color: ambar,
Olor: ligero y caracteristico

Miel "Nature’s Finest Pure Honey"

Estado fisico: liquido, Color: ambar,

M4 (Japon) (Milkvetch; Fecha de envase: 13-Mayo-2010) | Olor: ligero y caracteristico de Milkvetch
M5 (Cuba) Miel "Apisun" Estado fisico: liquido, Color: ambar,
Olor: intenso

(Fecha de envase: 2016)

M6 (Alemania)

Miel "Breltsaner Honig"
(Miel de Wald Wurzig;
Fecha de envase: Noviembre de 2012)

Estado fisico: liquido, Color: ambar
obscuro, Olor: intenso

Miel "Panalli"

Estado fisico: solido, Color: blanco agua,

M7 (México) (Miel de Mezquite, México; Olor: suave v agradable
Fecha de envase:NR*) ) yag
o Miel "Erongaricuaro” Estado fisico: solido, Color: ambar
M8 (México) obscuro, Olor: Desagradable, tonos a

(Fecha de envase: 2016)

piloncillo

M9 (El Salvador)

Miel "Miel de las abejitas"
(Fecha de envase: NR)

Estado fisico: sélido, Color: ambar
obscuro, Olor: Intenso

M10 (E.U.A.)

Miel "Texas Honey"
(Fecha de envase: NR)

Estado fisico: sélido, Color: ambar claro,
Olor: intenso y desagradable

M11 (México)

Miel "Maya Vinic"
(Miel de Yucatan;
Fecha de envase: 2017)

Estado fisico: sélido, Color: ambar claro,
Olor: suave y caracteristico

M12 (Canada)

Miel "Canadian Pure Honey"
(Fecha de envase:15-Junio-2012)

Estado fisico: liquido, Color: ambar
obscuro, Olor: intenso y desagradable

Miel "Miel de Fleurs Flower Honey"

Estado fisico: liquido con cristales

M13 (Francia) (Fecha de envase: NR) depositados, Color: ambar, Olor: intenso
M14 (Canada) Miel "Clover Crest" Estado fisico: liquido, Color: ambar
obscuro, Olor: intenso y desagradable

(Fecha de envase: 25-Noviembre-2011)

M15 (Alemania)

Miel "Langnes”
(Fecha de envase: Diciembre de 2012)

Estado fisico: liquido, Color: ambar
obscuro, Olor: ligero y agradable

M16 (Guatemala)

Miel "Guatebee"
(Fecha de envase NR)

Estado fisico: solido, Color: ambar
obscuro, Olor: ligero con tonos a canela

M17 (Francia)

Miel "Lune de miel"
(Miel de acacia,
Fecha de envase: 11-Diciembre de 2011)

Estado fisico: liquido, Color: ambar, Olor:
ligero a flor de acacia

M18 (Tailandia)

Miel "DaiTung"
(miel de macadamia;
Fecha de envase: NR)

Estado fisico: liquido, Color: ambar, Olor:
intenso y caracteristico
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Muestra Informacién del producto Descripcion de la muestra
M19 (Tailandia) (n“ﬂ'é?' 46 Wild Blossom: Estado fisico: iauido, Golor: ambar claro,
Fecha de envase: 27-Abril-2017) )
M20 (Tailandia) (Fecha e ervane: g-uEer?gr"o-zow) o imanse o
w2 et | e Sooddongentoney’ | i o o Gt e

NR: No reportado

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Método potenciométrico de Fehling

Es factible, monitorear la reaccidén de Fehling por medio de una potenciometria,
donde un alambre de cobre funciona como electrodo de trabajo, el electrodo de
Ag/AgCI/KCliaey 3 molL™ como electrodo de referencia y se utiliza un voltimetro

para medir potenciales.”!

Asimismo, se ha descrito que la reacciéon de Fehling guarda una relacion de 5
moles de Cu(ll) presente en disolucion ([CuLzH4]®)"" por cada mol de aztcar
reductor a la temperatura de ebullicion.”*! No obstante, ain no se encuentra
reportada una estequiometria, dado que no se concluyen los productos definitivos

de reaccién. Ademas, es sabido que esta en funcion de diversos factores.?””

Asumiendo las consideraciones anteriores, se pretende evaluar el efecto que tiene
la concentracién de hidréxido de sodio en la disoluciéon B (Fehling) sobre la
relacion molar Cu(ll)/Az. reductor. Por tal motivo, se variara la concentracion de
hidréxido de sodio desde 0 molL™" hasta 2.5 molL™" en diferentes disoluciones de
sal de tartratos 1.2 molL™. En tal caso, se espera que la concentracién de
hidroxido de sodio tenga un efecto en la cuantitividad de la reaccién. En este
trabajo, asumimos la seriedad de la investigacion realizada por Joaquin Preza de
la Vega, quien concluye que tras obtener experimentalmente una curva

potenciométrica para una valoracion de este tipo, es posible definir un punto a la
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equivalencia a 5/6 de AE. Este valor se encuentra cercano al vire del indicador

sugerido para esta reaccion redox (azul de metileno).”!

Es importante destacar que uno de los objetivos perseguidos en Quimica Analitica
es la exactitud y la precision de sus resultados. Por otro lado, las reacciones redox
en teoria presentan constantes de reaccidon considerables; es decir, valores que se
traducen en reacciones muy favorecidas. Asimismo, este método de cuantificacion
ha sido utilizado por diferentes tesistas en el laboratorio 114 del Posgrado de la

Facultad de Quimica; por mencionar algunos trabajos:

e Estudio electroquimico aplicado a la cuantificacion de azucares en mieles
(Joaquin Preza de la Vega en 2007)

e Nuevos criterios de calidad para miel basados en procedimientos
electroquimicos (Héctor Demian Caballero Puente en 2009)

e Aporte analitico al conocimiento de la calidad de la miel. Comparacion entre
algunas mieles mexicanas y extranjeras (Aquiles Tlaonin Diaz Roldan en
2012)

e Aplicacion de la electroquimica analitica al control de calidad de productos
apicolas (Norma Elisa Gazcén Orta en 2012)

e Estudio de la calidad para la miel basados en procedimientos

electroquimicos (Diana Berenice Romero Molotla en 2013)
4.3.1.1 Efecto del hidroxido de sodio

Asumiendo que el reactivo hidréoxido de sodio es relevante en la reaccion de
Fehling, se optd por evaluar el efecto que tiene la concentracién de este sobre la
disolucion final de Fehling (Mezcla de disolucion A y B). Uno de los fines
perseguidos es encontrar la concentracion de NaOH en la disolucion B a partir de
la cual es plausible obtener resultados precisos en cada valoracion efectuada.
Para cumplir este objetivo, se decidio variar la concentracion de hidréxido de sodio

en distintas soluciones de tartratos 1.2 moIL'1; entonces, se vario la concentracion
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de hidroxido de sodio desde 0 molL™" hasta 2.5 molL™". Por otro lado, se considera
gue la concentraciéon de la disolucion A empleada en todos los experimentos sera

cercana a 0.28 molL'de CuSO..

Se asumira que la relacion estequiométrica es de 5 moles de Cu(ll) por cada mol
de azucar reductor. Esta, se obtuvo considerando las tesis mencionadas y las
condiciones establecidas por Fehling en 1848 y obedeciendo a la ley de
proporciones constantes, donde se establece que dos o mas elementos se
combinan para dar un determinado compuesto y esto sucede en una relacion

constante de masas.

4.3.2 Parametros fisicoquimicos en mieles
4.3.2.1 Humedad

Por diversas razones el contenido de humedad en una miel puede ser elevado, la
mas comun es su cosecha antes de alcanzar su maduracion en panal, aunque,
también suele atribuirse a su proceso de extraccion, condiciones de envasado,

almacenamiento y su exposicion prolongada a ambientes humedos.

Un alto contenido de humedad facilita el desarrollo de mohos y levaduras, por lo

que la miel con alto contenido de humedad es susceptible de fermentar.

De acuerdo con lo establecido en la Norma Mexicana (NMX-F-036 NORMEX
2006) se puede calcular el contenido de humedad en muestras de miel a través
del método refractométrico, en el cual se determina el contenido de humedad por

medio de la medicidon de solidos disueltos.

Experimentalmente se colocaron una o dos gotas de muestra en la lente del
refractometro (ATAGO N-3E) y se cubrid esta superficie, entonces, se procedio a
tomar la lectura resultante del equipo. Estas lecturas registradas en ° Brix tuvieron

una correccién a la temperatura a la cual se efectudé la medicion. Para este caso
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hay que sumar o restar respectivamente 0.0023 ° Brix por grado Celsius en que la
temperatura se encuentra por encima o por debajo de la temperatura de trabajo
del instrumento (20°C). Entonces, el porcentaje de humedad correspondera a la

diferencia entre 100 y los grados corregidos a la temperatura de trabajo.
4.3.2.2 Cenizas

La conductividad eléctrica de una disolucion de miel se relaciona con la cantidad
de sustancias minerales presentes en la muestra. Por lo tanto, es posible
establecer una relacion entre el contenido de cenizas (minerales) y la
conductividad especifica de una disolucion de miel, ya que en medio acuoso los
minerales se encuentran disociados en iones con capacidad para conducir la

electricidad.

La conductividad especifica ( x; ) es una medida de la facilidad con que la
corriente eléctrica fluye a través de una solucion, esta propiedad depende de la
concentracion de cada especie conductora (iones en solucién), la temperatura y la
naturaleza de las especies en solucion. La conductividad especifica de una

solucion de una especie i esta dada por:

xi =Gk,
Donde:
x;: Conductividad especifica (uS cm™)
G: Conductancia (uS)

k.: Constante de celda (cm™)

Asimismo, es mediante la conductividad especifica de una disolucion de miel que
se puede calcular el porcentaje de cenizas en la misma. A continuacion, se

presenta la ecuacion lineal que expresa la relacion entre ambos parametros:©%4”!

Xm = 1.74A + 0.14
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Donde:
X,,: Conductividad especifica de la miel (mS-cm™)
A: Contenido de ceniza (g /100 g miel)

La conductividad es una medida importante en mieles y se encuentra en algunas
normas como parametro de calidad. Varios estudios proponen que la
conductividad en miel es importante en el conocimiento del origen palinolégico,

boténico y geografico.l'®'"]

En esta determinacion se empled un conductimetro (644 Metrohm), mediante el
cual se tienen valores de conductancia (G) que son transformados a conductividad
especifica. A cada disolucion de miel elaborada se le midié6 su conductancia a
temperatura ambiente y se le resté el valor de la conductancia del blanco; el
blanco en este caso, fue la misma agua utilizada en las disoluciones de miel. Con
la conductancia debida a la muestra de miel (X,,), se empled la ecuacion descrita

anteriormente en este apartado para obtener asi el porcentaje de cenizas.

Es importante saber que para emplear la ecuacion se deben elaborar disoluciones
de miel de concentraciéon cercana a 0.10 g'mL™; tomando en cuenta esta
consideracién se procede a efectuar las medidas en la conductividad eléctrica y se

procede a obtener el contenido de cenizas para cada muestra.

4.3.2.3 pH

El nivel de acidez en muestras de miel tiene un marcado efecto sobre el sabor.
Mieles como las de mielato son ricas en elementos minerales y presentan valores
bajos de pH. Otras, presentan caracteristicas diferenciables segun el origen floral.
Los acidos de la miel representan aproximadamente el 0.5 % de los sdlidos, pero
estos no solo contribuyen al sabor, sino a dar una mayor estabilidad de la miel

frente a microorganismos.
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Para realizar esta determinacion se empled un potenciometro (Metrohm 713), el
cual fue previamente calibrado con disoluciones estandar de pH 4, 7 y 10. Las
lecturas registradas de pH, corresponden a lecturas de diluciones preparadas a
partir de la disolucién madre de miel. Se tomaron 2.0 mL de disolucion madre y se
llevaron al aforo a 10.0 mL con agua desionizada, por lo tanto, se utilizd la misma
disoluciéon empleada para determinar el porcentaje de cenizas, de tal manera que

la concentracién final en cada disolucién fue aproximadamente 1x10™ g-mL™.

4.3.2.4 Acidez libre y lacténica

La miel es una matriz compleja que contiene diversos compuestos, por lo que las
especies que aportan protones en disolucion al encontrarse en distintas
concentraciones y con pka’s similares, dificultan la homogenizaciéon de puntos
finales de acidez libre y lactdnica. La acidez total en la miel es la suma de la
acidez libre y lacténica, y puede atribuirse a acidos organicos, lactonas o ésteres
internos y algunos iones inorganicos (Al, Fe, Cu, Ni, Zn y Pb). Las lactonas
durante el tratamiento con una base abren rapidamente el anillo lacténico para

producir una sal de cadena abierta.

La fermentacion en la miel causa un incremento en la acidez, por ello es
importante monitorear la concentracién de acido en las muestras como criterio de
calidad. El limite maximo de acidez permitido en la NMX-F-036-NORMEX-2006 es
de 40 meq-Kg"; sin embargo, en normas como el “Codex’ se considera 50
meq-Kg' como limite superior debido a la existencia de mieles con una acidez
natural elevada. El contenido de acidez libre puede considerarse una medida
indirecta de la frescura de una miel, aunque existen parametros que son mas
directos y confiables para determinar dicha frescura, como el contenido en HMF y
azucares reductores. Se dice que el acido glucénico es el que mas contribuye a la
acidez en una miel, pues es sabido que la glucosa oxidasa presente de forma
natural en una miel efectia una reaccion de oxidacion en la cual se genera dicho

acido.
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Figura 14. Catalisis de descomposicién de B-D-glucosa a acido glucénico a través de
Glucosa oxidasa (GOD).

Durante el proceso de descomposicién de la glucosa por accién de la glucosa
oxidasa existe como intermediario de reaccion la gluconolactona, esta influye en la

concentracion de acidez.

En la determinacion de acidez libre y lactonica se prepararon dos disoluciones de
hidroxido de sodio de concentracion 9.7x10° y 9.3x10° molL™, estas soluciones
fueron estandarizadas con biftalato de potasio. Para efectuar la valoracion acido-
base, se coloco la solucién de sosa en una bureta de 10.0 mL y se procedi6 a
valorar cada muestra de miel; por lo que se tomaron 500 uL de solucion madre y
se vertid en un vaso de precipitados de 50 mL, se adicion6 agua desionizada
hasta cubrir el electrodo del potencidmetro y se colocod el sistema en agitacion

constante.

4.3.2.5 Azucares reductores

La determinacion de azucares reductores se efectu6 mediante una valoracion
potenciométrica, para lo cual se prepararon las soluciones propuestas por Fehling:
disolucién A (CuSO,- 0.28 molL™") y disolucién B (Tartrato de sodio y potasio 1.2
molL™ en NaOH 1.2 molIL™). En un vaso de precipitados de 50 mL se colocd una
alicuota de 3.0 mL de cada una de las disoluciones y se procedié a valorar con
una disolucién de miel previamente preparada; para su elaboracion se tomaron

250 uL de solucién madre vertidos en un matraz volumétrico de 25.0 mL y
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aforados con agua desionizada para una concentracién final de miel aproximada
5x10° g-mL™".

Para efectos cuantitativos, se utilizara la relacion que existe entre los moles de
cobre y los moles de azucar reductor, en las cual 5 moles de Cu(ll) reaccionan con

1 mol de aztcar reductor a temperatura de ebullicion.!”!
4.3.2.6 Fructosa

La fructosa o levulosa es un monosacarido de férmula molecular CeH1206y masa
molecular de 180.16 gmol™. Esta cetosa se encuentra enlazada a glucosa para
formar sacarosa o azucar comun. En condiciones ambientales se presenta como
cristales blancos que se descomponen a temperaturas entre 103 — 105°C, también

presenta una elevada solubilidad en agua.

En la cuantificacidon de fructosa en mieles se empleara la Polarografia Diferencial
de Impulsos, asumiendo que una de las dos sefales de reduccion presentadas en
el medio CaCl, 1 molL™" presenta una buena definicidn y correlacion lineal al tratar
sus correspondientes datos. La senal de reduccidon mencionada se encuentra a
—-1.560 mV de un dominio de electroactividad para el cloruro de calcio de 73.20
mV a —2100 mV. Asimismo, el método empleado sera el de adiciones patron a

través de una solucién de fructosa previamente elaborada.
4.3.2.7 Sacarosa

La sacarosa es un disacarido de formula molecular Cq2H22011 y masa molecular
de 342.20 g'mol™. Es un sélido blanco que descompone a 186 °C y presenta una
solubilidad en agua de 200 g/100 mL a 25 °C. Se compone de fructosa y glucosa
unidas por un enlace covalente o-glucosidico, al romper este enlace mediante
hidrdlisis acida o empleando enzimas se producen un equivalente de glucosa y un
equivalente de fructosa, azucares reductores que se pueden determinar por el

método volumeétrico de Fehling.
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Para realizar la hidrolisis acida de la sacarosa se adicionaron 10 gotas de acido
clorhidrico concentrado a una solucion elaborada a partir de 250 pL de disolucion
madre de miel vertidos en un matraz volumétrico de 25.0 mL, a este se le adicion6
suficiente cantidad de agua desionizada hasta la linea de aforo. Esta solucion se
dejé reposar por un lapso de 24 horas para posteriormente llevar al aforo con agua
desionizada. Esta disolucion se valord por el método volumétrico de Fehling y por
comparacion entre los azucares reductores determinados para una disolucion
elaborada de la misma forma, pero sin adicién de acido es posible calcular la

cantidad de sacarosa presente en la muestra.

Figura 15. Hidrolisis acida de la Sacarosa (Ci,H22044); este proceso genera una
molécula de fructosa y una molécula de glucosa. La ruptura también puede

generarse por accion de la enzima invertasa.

4.3.2.8 Hidroximetilfurfural (HMF)

El 5—(hidroximetil)-2-furfuraldehido es un compuesto heterociclico de férmula
molecular C¢HgOs y masa molar de 126.11 gmol™. Es un sélido cristalino
amarillento oscuro con punto de fusiéon de 31.5 °C y es soluble en agua, metanol,
etanol, acetona, etc. Es ligeramente volatil por lo que debe conservarse en

refrigeracion.

La miel al envejecerse o al ser sometida a calentamiento incrementa su cantidad
de HMF, proceso que se ve favorecido en mieles con mayor acidez. El HMF es un
compuesto sin valor nutricional y es producto de la oxidacion de fructosa y glucosa
en medio acido. Ademas, es un intermediario en la formacion de los pigmentos

oscuros que producen el pardeamiento y su presencia en la miel esta relacionada
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con alteraciones de color, desarrollo de sabores, olores extrafios y pérdida del
valor nutritivo del producto. Al formarse este compuesto en mieles se da la

aparicion de una coloracidén oscura sobre el producto.

La cuantificacion de HMF se realizé a través de electroquimica analitica y el
método de adiciones patron. En este analisis se emple6 el polarégrafo (797 VA
Computrance de Metrohm) y la técnica empleada fue Polarografia Diferencial de
Impulsos. Los electrodos utilizados fueron: el electrodo de gota de mercurio como
electrodo de trabajo, el de Ag/AgCI/KClc) 3 molL™ como electrodo de referencia y

un electrodo auxiliar, platino.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Resultados del método potenciométrico de Fehling
5.1.1 Efecto de hidréxido de sodio

5.1.1.1 Relacion molar Cu(ll)/Glucosa

En el estudio del efecto que tiene la concentracion de hidroxido de sodio en la
relacion molar Cu(ll)/Glucosa sobre la determinacion volumétrica de azucares
reductores, se prepararon disoluciones a distintas concentraciones de hidroxido de
sodio en sal de tartratos 1.2 molL™" (Disoluciones B). Por lo tanto, se pesaron
distintas masas de hidroxido de sodio, estas fueron disueltas y aforadas en
matraces volumétricos de 10.0 mL. En la siguiente tabla se encuentran las masas
de hidroxido de sodio empleadas; asi también, el valor de su concentracion en la

correspondiente disolucion B en un medio de sal de tartratos constante 1.2 molL™".

Tabla 6. Disoluciones B preparadas a partir de diferentes masas de hidréxido de
sodio (P.M. 40 g mol™; P. 91.74 %) disueltas y aforadas a 10.0 mL en sal de

tartratos 1.2 molL™".

Disoluciones B

Especificaciones 1 2 3 4 5 6 7 8
Myaon (9) 0.0000|0.1499 | 0.3216 | 0.4674 | 0.6594 | 0.8168 | 0.9718 | 1.1115
NaOH (molL") real | 0.00 | 0.34 | 0.74 1.07 | 1.51 1.87 | 223 | 2.55

Ademas, se prepararon 200 mL de Sulfato de cobre (0.2785 + 6x107%) molL™" 59,
(Disolucion A) y 3 disoluciones de glucosa de 250 mL (titulante) con las siguientes
concentraciones: (6x10° + 7.09x107°) molLg5%, (1.5x102 + 1.76x10™) molL"gs0, y

(3x102 + 3.51x10™) molL"gsq,.

Para evaluar el efecto de la concentracion de hidréxido de sodio presente en la
disolucion B sobre la relaciéon molar Cu(ll)/Glucosa en la reaccion de Fehling, se
prepararon licores de Fehling (mezcla de disolucién A y B) en distintos vasos de

precipitados con los siguientes volumenes: 2.0,5.0 y 10.0 mL.
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Finalmente, se concretaron un total de 24 experimentos conservando las
condiciones establecidas por Fehling, a excepcion de la concentracion de sosa en
la disolucion B, como se describié anteriormente. El punto de equivalencia de la
valoracion rédox se puede determinar de dos formas: potenciométricamente y por
el vire del indicador azul de metileno (azul rey-incoloro). De esta forma, se
calcularon las relaciones molares Cu(ll)/Glucosa en el punto final de la valoracion
en cada uno de los experimentos; el vire del indicador coincide con 5/6 AE de la
curva potenciométrica experimental. En la siguiente tabla se encuentran los

resultados de la relacion molar para cada uno de los experimentos efectuados.

Tabla 7. Resultados de la relacion molar Cu(ll)/Glucosa para 2.0, 5.0 y 10.0 mL de

licor de Fehling.

Disolucién B Estequiometria Cu(ll)/Gluc

No.| NaOH (moIL'1) thr::hg Fgrmhg I;IeohTir‘nLg
1 0.00 RNE RNE RNE
2 0.34 RNE RNE RNE
3 0.74 RNE y PP RNE y PP RNE y PP
4 1.07 4.74 4.99 5.02
5 1.51 4.74 4.99 5.16
6 1.87 4.84 5.01 5.16
7 2.23 4.86 5.07 5.27
8 2.55 4.89 5.15 5.21
Xorom 4.81 5.04 5.16
Sh 0.07 0.07 0.09
Ua 0.03 0.03 0.04
Ug 0.06 0.06 0.07
Uy (95%) 0.14 0.14 0.16
Resultados 481+014 | 5.04+0.14 | 5.16+0.16

Fehling: Sulfato de cobre 0.2785 molL™" (Disolucion A) e Hidréxido de sodio X molL™ en sal
de tartratos 1.2 molL™ (Disolucion B). Donde, X = 0.00, 0.34, 0.74, 1.07, 1.51, 1.87,2.23 y
2.55.

RNE: Relacién no estimada pues la reaccion no fue completa o determinada.

PP: Presencia de precipitado (6xido cuproso).
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En las condiciones establecidas para la reaccion de Fehling se cumple que 1 mol
de azucar reductor reacciona con 5 moles de Cu(ll) para dar diferentes productos
de reaccion y un precipitado rojo ladrillo CuxOg). Sin embargo, al variar la
concentracion de hidroxido de sodio presente en la disolucion B es posible
encontrar relaciones molares distintas al 5/1 o en su defecto no estimar una
relaciéon molar. Tal como puede observarse en la tabla 7, donde para disoluciones
B de concentracién de hidréxido de sodio por debajo de 7.4x10™ molL™" no es
posible asociar una relacién estequiométrica, pues no se registraron saltos
potenciométricos (curvas) para estos sistemas y no fue posible establecer un
punto de equivalencia. No obstante, en algunos casos existe evidencia de la
generacion de oxido cuproso en el fondo del recipiente, como el que se presentd
en los experimentos en los cuales se utilizé una disolucién B No. 3 (Figuras 16 y
17).

A continuacién, se presentan dos fotografias correspondientes a una serie de
valoraciones para 10.0 mL de licor de Fehling. En cada experimento efectuado se
utilizé una disolucién B distinta de acuerdo con la tabla 6. Ademas, esta serie de
reacciones fueron seguidas potenciométricamente y por el vire del indicador azul

de metileno (2 gotas al 1%).

Figura 16. Serie de valoraciones rédox correspondientes a 10.0 mL de licor de Fehling
con diferentes disoluciones B conforme la tabla 6. Titulante glucosa (3x1072+

3.51x10‘4) molL "gse,. Fotografia tomada 2 horas después de obtener la serie.
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Figura 17. Serie de valoraciones rédox correspondientes a 10.0 mL de licor de Fehling
con diferentes disoluciones B conforme la tabla 6. Titulante glucosa (3x102+

3.51x10*) molL"gs. Fotografia tomada 2 horas después de obtener la serie.

Dis. B Dis. B Dis.B Dis.B Dis.B " Dis.B Dis.B Dis. B
#1 #2 43 #4 #5 L #6 87 #8

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que a partir de
una disolucién B de concentracién de hidroxido de sodio mayor o igual a 1.07
molL™ es posible registrar curvas potenciométricas y estimar relaciones molares
de Cu(ll)/Glucosa. El valor promedio de las relaciones molares Cu(ll)/Glucosa fue
cercano a 5 para licores de Fehling de 5.0 mL con una ligera imprecision en la
medida. No obstante, el valor promedio de la relaciéon Cu(ll)/Glucosa para licores
de 2.0 y 10.0 mL es menor y mayor a 5 respectivamente, estos valores indican

sesgo en la medida y denotan la existencia de errores de caracter sistematico.

Como primera suposicion, este error se encuentra asociado al volumen
dispensado por las alicuotas; sin embargo, es necesario un analisis mas detallado
para poder detectarlo. Se sabe que este tipo de errores no se detectan facilmente

y se atribuyen a errores en los instrumentos de medida o al método de medicion.

Con base en los datos de la tabla 7 se concluye que para obtener una relacion de
5 moles de Cu(ll) por cada mol de azucar reductor es necesario utilizar una
disolucion B con al menos 1 molL™" de hidréxido de sodio en sal de tartratos 1.2
molL™ (Serie de 5mL; Tabla 7). Es importante recordar que en esta serie de

valoraciones el azucar reductor fue glucosa, un isémero de la fructosa que posee
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la misma férmula molecular pero diferente arreglo en el espacio. Por lo tanto, es
de suponerse que ambas posean distinta cinética de reaccién, que finalmente

pueda contribuir al resultado final de esta determinacion.
5.1.1.2 Relacion molar Cu(ll)/Fructosa

De la misma forma en que se evalud el efecto ejercido por la concentracion de
hidréxido de sodio presente en la disolucion B sobre la relacion molar

Cu(ll)/Glucosa, también se determiné el efecto sobre la relacion Cu(ll)/Fructosa.

La fructosa es un monosacarido que presenta propiedades reductoras y, por lo
tanto, da positivo en la reaccion de Fehling. Por lo cual, para evaluar este efecto
se prepararon disoluciones B a diferentes concentraciones de hidréxido de sodio
en sal de tartratos 1.2 molL™". Por lo tanto, se pesaron distintas masas de hidréxido
de sodio, estas fueron disueltas y aforadas en matraces volumétricos de 25.0 mL
con una disolucién de tartratos 1.2 molL™" previamente elaborada. En la siguiente
tabla se encuentran los valores correspondientes a las masas de hidroxido de
sodio empleadas, asi también sus respectivas concentraciones en cada una de las

disoluciones B.

Tabla 8. Disoluciones B preparadas a partir de diferentes masas de hidréxido de
sodio (P.M. 40 g mol™; P. 91.74 %) disueltas y aforadas a 25.0 mL en sal de

tartratos 1.2 molL™".

Disoluciones B

Especificaciones 1 2 3 4 5 6 7 8
Myaon (9) 0.000{0.4144|0.8122 | 1.236 | 1.6004 | 2.0557 | 2.4123 | 2.8164
NaOH (molL™) real 0.00 | 0.38 | 0.75 | 113 | 147 | 1.89 | 2.21 2.58

Ademas, se elaboraron 200 mL de una disolucién de Sulfato de cobre (0.2783 +
5.99x10) molL 959, (Disolucion A) vy 3 disoluciones de fructosa de 250 mL
(titulante) con las siguientes concentraciones: (5.9x10° + 7.08x10°) molLgsq,
(1.48x102 % 1.75x10™) molL g5 y (2.95x107 + 3.5x10™*) molL"gsq,.
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Para cuantificar el efecto de la concentracién de hidréxido de sodio presente en la
disolucion B sobre la relaciéon molar Cu(ll)/Fructosa para la valoracion de Fehling
se tomaron licores de 2.0, 5.0 y 10.0 mL. De esta forma, se procedio la reaccion
en las condiciones establecidas por Fehling; asimismo, se determinaron los puntos
de equivalencia sobre el diagrama potenciométrico experimental para cada
valoracion redox y se obtuvieron las siguientes relaciones molares Cu(ll)/Fructosa

al final de cada valoracion.

Tabla 9. Resultados de la relacion molar Cu(ll)/Fructosa para 2.0, 5.0 y 10.0 mL de
licor de Fehling.

Disolucién B Estequiometria Cu(ll)/Fruc

No.| NaOH (moIL'1) thr::hg Fgrmhg I;IeohTir‘nLg
1 0.00 RNE RNE RNE
2 0.38 RNE RNE RNE
3 0.75 RNEyPP | RNEyPP RNE y PP
4 1.13 4.88 4.86 4.99
5 1.47 4.71 4.86 4.99
6 1.89 4.69 4.86 5.01
7 2.21 4.71 4.88 5.01
8 2.58 4.71 4.88 5.04
Xorom 4.74 4.87 5.01
Sn-1 0.08 0.01 0.020
Ua 0.04 0.005 0.009
Ug 0.06 0.06 0.07
Ut (95%) 0.14 0.12 0.14
Resultados 474+014 | 487+012 | 5.01+£0.14

Fehling: Sulfato de cobre 0.2783 molL™" (Disoluciéon A) e Hidréxido de sodio X molL™" en sal
de tartratos 1.2 molL"’ (Disolucién B). Donde, X = 0.00, 0.38, 0.75, 1.13, 1.47, 1.89, 221y
2.58.

RNE: Relacién no estimada pues la reaccion no fue completa o determinada.

PP: Presencia de precipitado (6xido cuproso).

Con base en la tabla anterior a partir de una disolucion B de concentracion de

hidroxido de sodio 1.13 molL™ en disolucidon de tartratos 1.2 molL™" es posible
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obtener curvas potenciométricas y relaciones molares de Cu(ll)/Fructosa. Por lo
tanto, se recomienda trabajar con disoluciones B con una concentracion de

hidroxido de sodio al menos 1 molL™" en sal de tartratos 1.2 molL™".

Adicionalmente, con la finalidad de disminuir el error asociado al volumen
dispensado al momento de preparar los licores de Fehling y, encontrar las
relaciones molares Cu(ll)/Fructosa mas cercanas a 5/1, se decidio utilizar buretas
para tomar los diferentes volumenes de disolucion A y B al preparar los licores de
Fehling. De tal forma, que se prepararon licores de Fehling con los siguientes
volumenes: 3.0, 6.0, 9.0, 12.0, 15.0 y 18.0 mL. Por lo que, previamente se
elaboraron 500 mL de Sulfato de cobre (0.27825 + 6x10™°) molL"gs%, 500 mL de
fructosa (0.1003 + 2.5x10%) molL"gs9, y 4 disoluciones B de 100 mL con las
siguientes concentraciones de hidréxido de sodio: 1.2, 1.6, 2.0 y 2.5 molL™, todas
en sal de tartratos 1.2 molL™". En la siguiente tabla, se encuentran los resultados
obtenidos para las relaciones molares Cu(ll)/Fructosa para diferentes volumenes
del licor de Fehling, considerando diferentes disoluciones B.

Tabla 10. Resultados de la relacién molar Cu(ll)/Fructosa para 3.0, 6.0, 9.0, 12.0, 15.0

y 18.0 mL de licor de Fehling.

Estequiometria Cu(ll)/Fru

NaOH 3mL 6 mL 9mL 12 mL 15 mL 18 mL

No. (moIL'1) Fehling Fehling Fehling Fehling Fehling Fehling
1 1.20 4.58 4.77 4.99 5.07 4.88 5.05
2 1.60 5.11 5.09 5.16 5.13 5.13 5.16
3 2.00 5.11 5.11 5.16 5.13 4.94 5.16
4 2.50 4.97 4.83 4.95 5.01 4.96 4.97
Xprom 4.94 4.95 5.07 5.09 4.98 5.09
Sh 0.25 0.18 0.11 0.06 0.11 0.09
Ua 0.13 0.09 0.06 0.03 0.05 0.05
Ug 0.13 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09
Ut (95%) 0.37 0.26 0.22 0.19 0.20 0.20

Resultados | 4.94+0.37 | 4.95+0.26 | 5.07 £0.22| 5.09+0.19 | 4.98+0.20 | 5.09 £ 0.20

Fehling: Sulfato de cobre 0.27825 molL™" (Disolucién A) e hidréxido de sodio X molL™" en
sal de tartratos 1.2 molL™" (Disolucion B). Donde, X =1.2,1.6, 2.0y 2.5.
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Luego de observar los resultados de la tabla 10 se concluye que el valor promedio
de la relacion molar Cu(ll)/Fructosa para los diferentes volumenes del licor de
Fehling es ligeramente sesgado de 5 en la mayoria de los casos. De esta manera,
se concluye que utilizar buretas para adicionar los volumenes de la disolucion A 'y
B ha mejorado el resultado promedio de las valoraciones. Sin embargo, los valores
han mostraron una imprecision ligeramente mayor con respecto a los
experimentos realizados con el uso de pipetas (Tabla 7 y 9). Finalmente, se
confirma que la concentracidon de hidréxido de sodio en la disolucion B de Fehling
juega un papel importante en la cuantificacion de azucares reductores y que es
necesario emplear una concentracién al menos 1 molL™" en la disolucién B (Tabla
7y 9) para que se cumpla que 5 moles de Cu(ll) reaccionan con un mol de azucar

reductor.

5.2 Resultados de analisis fisicoquimicos en mieles
5.2.1 Humedad

El contenido de humedad en mieles es un factor importante para su conservacion;
un porcentaje alto, generalmente = 20 % representara un riesgo de fermentacién
debido a accion por levaduras. Consecuentemente, se vuelve imprescindible el
monitoreo de humedad en mieles; para ello, se utilizé un refractémetro (Atago N-
3E). El funcionamiento de este equipo se sustenta en el fendbmeno que presenta la
luz al cambiar de un medio a otro (refraccion) y por medio de esta propiedad es

posible estimar los so6lidos totales sobre las muestras de miel.

Experimentalmente se colocaron 1 o 2 gotas de la correspondiente muestra sobre
el cristal del instrumento; entonces, se cubrid el prisma y se registraron lo grados

Brix determinados por éste.

A continuacion, se presentan los resultados de humedad correspondientes a las

muestras de miel analizadas.
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Tabla 11.  Resultados globales del porcentaje de humedad en mieles de Apis melifera.

Muestra ° Brix medidos | ° Brix corregidos = % Humedad * 0.1 %*

M1 (Japodn) 80.60° 80.59° 19.41 %
M2 (Azerbaiyan) 83.20° 83.19° 16.81 %
M3 (Alemania) 82.00° 81.99° 18.01 %
M4 (Japon) 79.00° 78.99° 21.01 %
M5 (Cuba) 80.60° 80.59° 19.41 %
M6 (Alemania) 82.80° 82.79° 17.21 %
M7 (México) 80.80° 80.79° 19.21 %
M8 (México) 82.40° 82.39° 17.61 %
M9 (EI Salvador) 83.00° 82.99° 17.01 %
M10 (E.U.A.) 83.00° 82.99° 17.01 %
M11 (México) 80.40° 80.39° 19.61 %
M12 (Canada) 79.40° 79.39° 20.61 %
M13 (Francia) 83.80° 83.79° 16.21 %
M14 (Canada) 80.20° 80.19° 19.81 %
M15 (Alemania) 80.80° 80.79° 19.21 %
M16 (Guatemala) 79.60° 79.59° 20.41 %
M17 (Francia) 83.60° 83.59° 16.41 %
M18 (Tailandia) 82.00° 81.99° 18.01 %
M19 (Tailandia) 81.80° 81.79° 18.21 %
M20 (Tailandia) 82.20° 82.19° 17.81 %
M21 (Tailandia) 81.40° 81.39° 18.61 %
M22 (Tailandia) 82.40° 82.39° 17.61 %

*Con base en el informe de calibracién del instrumento se reporta una incertidumbre de

1 0.1 % para el refractometro (Atago N-3E).

Ejemplo de calculo del contenido de Humedad: Muestra M1.
Grados Brix medidos = 80.60°
Grados Brix corregidos = 80.60° + (—0.0023°)(2) = 80.59°
Contenido de humedad (%) = 100 — 80.59 = 19.41 %

Con base en la tabla anterior se puede decir que todas las muestras a excepcion
de tres (M4, M12 y M16) cumplen con la Norma Mexicana NMX-F-036-2006, la
cual establece un 20% de humedad como valor maximo para mieles que son

producidas por Apis melifera; por lo tanto, las muestras que no se ajustaron a lo
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establecido en dicha norma presentaran un riesgo mayor de fermentacién. Cabe
mencionar que estas tres muestras presentaron olores ligeramente
desagradables, quiza como producto de una posible descomposicion. Ademas,
estas fueron analizadas anteriormente, por lo que sus condiciones de
almacenamiento debieron afectar su calidad. Generalmente una miel puede
conservarse por afos, perdiendo solo algunas de sus propiedades con el paso del
tiempo. Sin embargo, la exposicién prolongada a factores externos produce la

pérdida de su color, olor y sabor.

5.2.2 Cenizas

La determinacion de cenizas es referida como el analisis de residuos inorganicos
que quedan después de la completa incineracion de la materia organica de un
alimento. De forma alterna, es mediante la conductividad especifica de

disoluciones de miel que se puede estimar el contenido de cenizas totales.

Para el correspondiente analisis se prepararon disoluciones a partir de 2.0 mL de
disolucion madre (Aproximadamente 5g de miel en 10mL) aforados en un matraz
volumétrico de 10.0 mL con agua desionizada. Consecutivamente, se registro la
conductancia en Siemens (expresada en S u Q') perteneciente a cada disolucion;
de este valor se rest6 la conductancia correspondiente al blanco; finalmente, este
valor se multiplicé por la constante de celda del instrumento Kc (7.8x10™ cm™)

para obtener la conductividad especifica de la disoluciéon de miel analizada.

La conductividad especifica (X,,) se substituyd en la siguiente ecuacién para

calcular el porcentaje de cenizas totales:

_ Xy, —0.14
T 1.74
Donde:

A: Porcentaje de cenizas en miel (%)

X,,: Conductancia especifica de solucién de miel (mS-cm™)




Tabla 12.

melifera.

Concentracion

Xm = Xsm=XH20
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Resultados globales del porcentaje de cenizas en muestras de miel de Apis

Muestra (g mL'1) X sm (MS cm'1) (mS cm”) % Cenizas Ugse, (% Cenizas)
M1 (Japodn) 0.10176 0.190 0.189 0.028 +1.6x10°
M2 (Azerbaiyan) 0.10013 0.464 0.463 0.185 +4.3x10°
M3 (Alemania) 0.10009 0.570 0.569 0.247 +4.7x10°
M4 (Japédn) 0.10110 0.228 0.227 0.050 +2.4x10°
M5 (Cuba) 0.10093 0.296 0.295 0.089 +3.3x10°
M6 (Alemania) 0.10009 0.517 0.516 0.216 +4.5x10°
M7 (México) 0.10024 0.266 0.265 0.072 +2.9x10°
M8 (México) 0.10004 0.456 0.455 0.181 +4.3x10°
M9 (El Salvador) 0.10016 0.236 0.234 0.054 +2.5x10°
M10 (E.U.A)) 0.10006 0.380 0.379 0.137 +3.9x10°
M11 (México) 0.10011 0.190 0.189 0.028 +1.6x10°
M12 (Canada) 0.10015 0.190 0.189 0.028 +1.6x10°
M13 (Francia) 0.10006 0.163 0.162 0.013 +8.5x10°
M14 (Canada) 0.10008 0.247 0.246 0.061 +2.7x10°
M15 (Alemania) 0.10001 0.289 0.288 0.085 +3.2x10°
M16 (Guatemala) 0.10016 0.217 0.215 0.043 +2.2x10°
M17 (Francia) 0.10012 0.365 0.364 0.129 +3.8x10°
M18 (Tailandia) 0.10009 0.176 0.176 0.020 +1.3x10°
M19 (Tailandia) 0.10002 0.179 0.179 0.022 +1.3x10°
M20 (Tailandia) 0.10008 0.162 0.161 0.012 +8.1x10°
M21 (Tailandia) 0.10003 0.150 0.150 0.006 +4.0x10°
M22 (Tailandia) 0.10009 0.237 0.236 0.055 +2.5x10°

X sm: Conductancia de solucion de miel; X 1,0: Conductancia de agua desionizada y X n:

Conductancia especifica de solucidon de miel.

De acuerdo con los resultados anteriores todas las muestras de miel presentaron

un contenido en cenizas por debajo del 0.6 % (0.6 g de cenizas / 100 g de miel).

Por ello puede decirse que todas las muestras cumplen con lo establecido en la

norma. Adicionalmente se concluye que estas muestras son de mieles florales

pues presentaron una conductividad especifica X m< 0.8 mS-cm™ y, no son mieles

de mielada X » > 0.8 mS-cm™, estos parametros son considerados en el Codex y

la Directiva de la Union Europea.
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5.2.3 pH
Las lecturas de pH se efectuaron directamente en las mismas disoluciones de miel

empleadas en la determinacién de cenizas. En la siguiente tabla se encuentran

tabulados los resultados correspondientes a las muestras analizadas.

Tabla 13.  Resultados globales de la determinacion de pH en muestras de miel de Apis

melifera.
Muestra pH % 0.003* |
M1 (Japdn) 3.452
M2 (Azerbaiyan) 4.775
M3 (Alemania) 3.705
M4 (Japdn) 3.422
M5 (Cuba) 3.746
M6 (Alemania) 4.383
M7 (México) 3.810
M8 (México) 4.564
M9 (El Salvador) 3.782
M10 (E.U.A.) 3.645
M11 (México) 3.550
M12 (Canada) 3.514
M13 (Francia) 3.589
M14 (Canada) 3.580
M15 (Alemania) 3.616
M16 (Guatemala) 3.436
M17 (Francia) 3.830
M18 (Tailandia) 3.250
M19 (Tailandia) 3.247
M20 (Tailandia) 3.527
M21 (Tailandia) 3.562
M22 (Tailandia) 4.043

*Con base en el informe de calibracion del instrumento se reporta una incertidumbre de

+ 0.003 pH para un potencidometro (713 Metrohm).
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El valor de pH de las soluciones de miel cae dentro del intervalo de 3 a 5, por lo
que las mieles son acidas; esto es debido principalmente a la disociacion de
acidos débiles (organicos) y a la presencia de equilibrios de hidrdlisis que efectuan
algunos metales presentes en su forma idnica al encontrarse en disolucién
acuosa. El grado de acidez influye sobre el desarrollo de ciertos microorganismos,
la actividad enzimatica (invertasa, diastasa, glucosa oxidasa, catalasa y fosfatasa

acida) y la textura, entre otras propiedades.

5.2.4 Acidez libre y lacténica

Para cuantificar la acidez libre, lactdnica y total se prepararon dos disoluciones de
hidroxido de sodio cercanas a 102 molL™" con agua destilada previamente hervida
para eliminar carbonatos. Posteriormente, se estandarizaron con Biftalato de
potasio R.A, encontrando asi que la concentracién de ambas fue: 9.7x107 y
9.3x10™ molL™. Una vez calculada la concentracion, se procedié a adicionar una
de ellas en una bureta de 10.0 mL y se efectud la correspondiente valoraciéon
acido-base. Para ello, se vertieron 500 yL de solucién madre en un vaso de
precipitados de 50 mL, se adicioné agua destilada hasta cubrir el electrodo de
vidrio y se dejo el sistema en agitacion constante. Durante la valoracion se
realizaron adiciones de 0.1 mL de solucion titulante, de esta forma se obtuvieron
los diagramas para cada valoracion y, mediante estos se cuantificé tanto la acidez

libre como la lactonica.
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Grafico de valoracion acido-base
10 - Muestra M2 (0.50064 g de miel/mL)

———= Punto de equivalenciaa 0.80 mL

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
Vol. agregado de Hidréxido de sodio (mL)

Figura 18. Valoracion &cido-base. 500 pL de disoluciéon madre M2 con hidroxido de
sodio 9.7x10° molL™.

Como puede apreciarse en el grafico anterior (Figura 18) solo hay un punto de
equivalencia que concierne al contenido de acidez libre; por consiguiente, esta
muestra no contiene acidez lacténica. Al considerar el volumen gastado al punto
de equivalencia y la concentracion del titulante; 0.8 mL de hidréxido de sodio
9.7x10 molL™, el contenido de acidez libre presente en la muestra M2 es el
siguiente:

H* (meq) = (Cnaon) Vnaon)

9.7x1073 meq
mL

H* (meq) = < >(0.8 mL) = 7.76x1073 meq

7.76x1073 meq
[H¥] =
0.5mL

> = 1.55x1072 meq/mL
Para expresar la acidez libre en los términos sugeridos en la norma mexicana
(meq H*/ Kg de miel) hay que considerar la forma en que fue elaborada la

disolucién madre de miel para la muestra M2, de acuerdo con esto:
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meq H* (1.55)610_2 meq)( 10 mL ) (1000 g
mL

= =31 K

Kg 5.0064 g/ \ 1Kg ) meq/Kg

Este mismo procedimiento se utilizé en las muestras restantes, encontrando
unicamente la presencia de acidez libre y descartando la acidez lactonica debido a

que en todos los casos se obtuvieron graficas con un solo punto de equivalencia.

A continuacion, en la tabla siguiente se muestran los resultados de las muestras

de miel analizadas.

Tabla 14. Resultados globales del contenido de acidez libre en muestras de miel de
Apis melifera.

Muestra Acidez libre (meq-Kg™) = Ussy, (meq-Kg™)
M1 (Japodn) 9.53 +0.23
M2 (Azerbaiyan) 31.00 +0.73
M3 (Alemania) 8.72 +0.21
M4 (Japon) 14.39 +0.35
M5 (Cuba) 25.95 + 0.63
M6 (Alemania) 3347 +0.81
M7 (México) 8.71 +0.21
M8 (México) 29.50 +0.72
M9 (EI Salvador) 14.47 +0.35
M10 (E.U.A.) 14.35 +0.35
M11 (México) 22.10 + 0.54
M12 (Canada) 13.00 +0.32
M13 (Francia) 9.29 +0.23
M14 (Canada) 9.29 +0.23
M15 (Alemania) 20.46 +0.50
M16 (Guatemala) 20.43 +0.50
M17 (Francia) 5.57 +0.14
M18 (Tailandia) 5.58 +0.14
M19 (Tailandia) 9.30 +0.23
M20 (Tailandia) 5.58 +0.14
M21 (Tailandia) 9.30 +0.23
M22 (Tailandia) 5.58 +0.14
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Los niveles de acidez libre para estas muestras se encuentran por debajo de 40
meq-kg™"; por consiguiente, todas las muestras cumplen con la norma mexicana y
son aptas para su consumo. El acido mas abundante en una miel es el acido

glucénico que se encuentra en equilibrio con la gluconolactona.

Aunque es sabido que durante una fermentacién también se incrementan los
niveles de acidez, algunas muestras tienen la particularidad de ser mas acidas, tal
es el caso de la miel de abeja meliponini. El sobrecalentamiento es otro factor que

contribuye al incremento de acidez sobre una muestra.
5.2.5 Azucares reductores

En la cuantificacion de azucares reductores en miel se utiliz6 el método
volumétrico de Fehling, este se basa en una reaccion redox, donde los azucares
reductores se oxidan y el ién Cu(ll) que forma un complejo en disolucion con la sal
de tartratos a pH basico ([CuL;H4]%)?*"! se reduce, formando de esta manera un

precipitado de color rojo ladrillo Cu20.

Aunque muchos autores declaran que es desconocida la estequiometria de esta
reaccion, se sabe experimentalmente que 5 moles de Cu(ll) reaccionan con 1 mol
de azucar reductor a la temperatura de ebullicion.”*® Por lo tanto se plantea lo

siguiente:
5 [CUL2H-4]6-(aC) + 1 Az. Reductor(ac) e n Productos (ac) T 5/2 CUZO(S)

Esta reaccion se monitoreé de acuerdo con el procedimiento desarrollado en
varias tesis previas a la presente, usando un simple alambre de cobre, un
electrodo de Ag/AgCI/KClac) 3 molL™ y un potenciémetro; por lo tanto, es una
adaptacion que esta al alcance de cualquier laboratorio pues el costo del material
es relativamente barato y es una técnica que cualquier estudiante puede

manipular sin el mas minimo problema. Si recordamos que una potenciometria
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consiste en el registro del potencial de una solucion en funcién de titulante
agregado el cual a su vez reacciona con una sustancia de interés (analito) y como
resultado es posible obtener un grafico a través del cual se determina el punto a la
equivalencia de la reaccion redox. En el caso de la reaccidén de Fehling este punto
se encuentra a 5/6 del potencial impuesto por la especie [CuL,H.4]% o también a
1/6 del potencial condicional del azucar reductor. Entonces, sencillamente se
puede plantear la siguiente ecuacion que describe el potencial de equilibrio al

punto de equivalencia:

E = Egav +2 AE"™

cut

De modo que, antes de efectuar la correspondiente valoracion, se prepard una
disolucién a partir de 250 uL de disolucién madre aforados con agua destilada en
un matraz de 25.0 mL. Esta disolucién se colocé en una bureta de 10.0 mL y se
procedié a montar el siguiente sistema, formado por: un electrodo de Ag/AgCI/KCI
3 mol L', como electrodo de referencia, un alambre de cobre, como electrodo de
trabajo y un milivoltimetro. Posteriormente, en un vaso de precipitados de 50 mL
se adicionaron 3.0 mL de disolucién de Sulfato de cobre 0.27825 molL™"y 3.0 mL
de disolucion de L-(+)-tartrato de sodio y potasio 1.2 molL™ en hidréxido de sodio
2.5 molL™, asimismo, se adicioné suficiente agua destilada hasta cubrir los
electrodos del sistema descrito anteriormente y una gota de azul de metileno al
1%. Esta solucion se calentd hasta llevar al punto de ebullicion; una vez que esto
sucede y, con una agitacion vigorosa en el sistema, se procede a adicionar
lentamente la disolucion de miel. Para identificar el punto de equivalencia en esta
reaccion hay dos posibilidades: el vire del indicador azul de metileno (azul rey-
incoloro) y de forma potenciométrica. A continuacién, se presenta la curva de

valoracion potenciométrica obtenida para la muestra M15.




Figura 19.
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Valoracion potenciométrica de Fehling
Muestra M15 (0.50007 g de miel/mL)

4 6 8 10 12 14

-260 -
-310 -

Punto de
equivalenciaa 8.9 mL

de disolucion de miel
gastada.

Vol. agregado de disolucién de miel (mL)

Potencial (mV)
; o)

()]

=)

o

=

o
1

-460 -

Curva potenciométrica para 3.0 mL de licor de Fehling (Disolucién Ay B) con
una disoluciéon de miel de la muestra M15 (250 uL de disolucién madre
aforados a 25.0 mL).

Con base en la grafica anterior se determiné el punto a la equivalencia, el cual se

encuentra a 5/6 AE que corresponde con 9.0 mL de disolucién de miel empleada.

Entonces, el contenido de azucares reductores presente en la muestra de miel

sera el siguiente:

Ejemplo de calculo del contenido de azlcares reductores: Muestra M15.

0.2783 mmol

Cu (II)(mmol) = (3.0 mL) ( —7

) = 0.8349 mmol

1
Az.reductor (mmol) = (0.8349 mmol Cu(II)) <§> = 0.1669 mmol

180.16 mg
Az.reductor (g) = (0.1669 mmol) (—mol ) = 30.07 mg = 0.03007 g
Muestra (5) — <0.50007 g) (0.25 mL) (8.9 mL) — 0.04450
uestra (g) = —T T 9mL) = 0. g

masa de Az.reductor
% Az.reductor = ( )(100)

masa de muestra
0.03007 g

% Az.reductor = (m

)(100) — 6757 %
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Tabla 15. Resultados globales del contenido de azucares reductores en las muestras
de miel.
Muestra % Azicares reductores ‘ Ugse, (% Azlcares)
M1 (Japédn) 67.95 217
M2 (Azerbaiyan) 63.24 1 2.01
M3 (Alemania) 71.55 +2.29
M4 (Japdn) 71.69 +2.29
M5 (Cuba) 72.68 +2.33
M6 (Alemania) 65.89 +2.10
M7 (México) 77.95 +2.50
M8 (México) 73.77 +2.36
M9 (El Salvador) 73.85 +2.36
M10 (E.U.A.) 80.18 +2.58
M11 (México) 79.46 +2.55
M12 (Canada) 72.37 +2.31
M13 (Francia) 79.10 +2.54
M14 (Canada) 69.89 +2.23
M15 (Alemania) 67.57 +2.13
M16 (Guatemala) 69.83 +2.23
M17 (Francia) 72.39 +2.32
M18 (Tailandia) 74.20 +2.38
M19 (Tailandia) 64.67 1+ 2.06
M20 (Tailandia) 73.30 +2.35
M21 (Tailandia) 68.30 +2.18
M22 (Tailandia) 66.78 +2.13
De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-036-2006 se establece que el

contenido de azucares reductores en una muestra de miel debe encontrarse por

encima del 63.88 % para mieles producidas por Apis melifera. Con base en este

criterio todas las muestras cumplen con el contenido minimo requerido de

azucares reductores, salvo la muestra M2 que tiene porcentaje de 63.24 %. En

efecto, el error de esta muestra con respecto al valor establecido en la norma es

infimo, quiza, como producto de un error de caracter aleatorio durante el proceso

de cuantificacion. Finalmente, a pesar de que el valor de M2 cuenta con una

incertidumbre de £ 2.01, se decide rechazar el producto. De tal modo que, todas

las muestras de miel a excepcion de M2 cumplen con el contenido de azucares

reductores decretados en la Norma Mexicana (NMX-F-036-2006).
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5.2.6 Fructosa

Para cuantificar el contenido de fructosa en las muestras se utilizé la Polarografia

Diferencial de Impulsos y el método de adiciones estandar.

Por lo tanto, en una celda electrolitica se adicionaron 10.0 mL de CaCl; 1 molL”
(electrolito soporte), consecutivamente, se llevdo a cabo un barrido de potencial
desde 73.20 mV a — 2100 mV para obtener la sefal residual. Entonces, se
adicionaron 25 pL de disolucion madre y, se efectuaron 5 adiciones de 30 pL de
una solucién estandar de fructosa 9.85x10? molL™, obteniendo de esta forma los
polarogramas durante cada etapa del proceso. En las condiciones establecidas de
trabajo, la fructosa presenté dos sefales atribuidas a reduccion. Una de las
sefales se presentd a Eq» =-1560 mV y la otra a Eq2, = -1720 mV. Ambas sefales
presentan diferencias; sin embargo, para efectos cuantitativos se decidié trabajar
con la senal a E12 = -1560 mV, pues al manipular sus datos se obtiene una mejor

correlacion lineal.

Curvas i/E en PDI de adiciones de fructosa
Muestra M6 (0.50043 g de miel/mL)
G

E — A Electrolito soporte
E
D —B.25 puL muestra

(nA)

C.25 pL muestra + 2.96
pmol fructosa
) 25 pL muestra + 5.91
pmol fructosa
=———F.25 plL muestra + 8.87
pmol fructosa
F.25 plL muestra + 11.83
pmol fructosa
G.25 pl muestra + 14.78
pmol fructosa

= o
wn N wn
1 1 1

[y

Intensidad de corriente

0.5

1
-1.85 -1.75 -1.65 -1.55 -1.45 -1.35
Potencial (V)

Figura 20. Polarograma diferencial de impulsos. Condiciones: potencial inicial -1850
mV, potencial final -1350 mV, velocidad de barrido (V/s) 0.005, amplitud de
impulso (V) 0.050, tiempo de impulso(s) 0.040 y tamafio de gota: 4.
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Para la elaboracién de la recta de adiciones patron, se grafico la corriente de pico
correspondiente a E42 = -1560 mV contra la cantidad de fructosa afadida a la
celda electrolitica. De la muestra de miel M6 se tomaron 25 pl de solucion madre
(0.50043 g'mL") y se trazé el correspondiente polarograma; asimismo se
obtuvieron los polarogramas para adiciones de 30 pL de solucion patréon de

fructosa 9.85x10° molL™'. Cada adicion contenia:

umol de fructosa por cada adicién de 30 pL:

1mL 1L 9.85x10%mol\ (1x10° pmol
0 ) )
1000 ul/ \1000 mL L mol

= 2955 H.mOl C6H1206

La cantidad de fructosa presente en la muestra de miel se calcula por medio de la

interseccion de la recta obtenida sobre el eje de las abscisas.

Determinacion de fructosa
Muestra M6 (0.50043 g de miel/mL)
12 -

19.17 umol 0.8

Intensidad de corriente (pA)

de fructosa
(CeH1206)
y =0.0337x+0.6468
RZ=0.9992
" T T T 0 T T 1
=20 -15 -10 5 0 5 10 15

pmol de fructosa

Figura 21. Gréfico lineal obtenido por el método de adiciones patron de Fructosa.

Ejemplo de calculo del contenido de fructosa: Muestra M6.
Y =0.0337x + 0.6468
Sivy=0
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0 =0.0337x + 0.6468

x = 19.17 pmol de Fructosa

180.16 1x107°
Fructosa (g) = (19.17 umol )( ug)( g> =3.45x103 g
mol ng
, 1x1073mL\ /0.5004 g _2
Miel (g) = (25 uL)( " >( — ) = 1.25x107% g

masa de fructosa

% Fructosa = (

)(100)

masa de muestra
% Fructosa = 27.60 %

Tabla 16.  Resultados globales del contenido de Fructosa presente en las muestras de

miel.
Muestra % Fructosa ‘ Ugse, (% Fructosa) ‘
M1 (Japédn) 36.40 +1.22
M2 (Azerbaiyan) 40.61 +1.52
M3 (Alemania) 38.00 +1.82
M4 (Japon) 42.43 + 3.81
M5 (Cuba) 39.51 +6.76
M6 (Alemania) 27.60 +1.24
M7 (México) 42.15 +1.85
M8 (México) 38.57 1273
M9 (El Salvador) 33.19 +4.10
M10 (E.U.A.) 35.80 +3.18
M11 (México) 36.50 +0.79
M12 (Canada) 38.36 +2.40
M13 (Francia) 37.80 +212
M14 (Canada) 36.10 + 3.63
M15 (Alemania) 23.39 +1.71
M16 (Guatemala) 26.47 1243
M17 (Francia) 31.77 +1.46
M18 (Tailandia) 28.84 +1.03
M19 (Tailandia) 35.30 +2.00
M20 (Tailandia) 37.50 +3.29
M21 (Tailandia) 33.80 +2.93
M22 (Tailandia) 35.60 +1.81
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La fructosa es uno de los monosacaridos presentes en mayor proporcion en las
mieles y su variacion es debida a la regidn y floracion con la que las abejas han
estado en contacto. La norma mexicana no considera este azucar dentro de los
parametros de calidad; sin embargo, se sabe que una miel puede ser adulterada

con jarabe alto en fructosa o incluso con sacarosa o glucosa.

5.2.7 Sacarosa

Para esta prueba se transvasaron 250 uL de disolucion madre de miel a un matraz
volumétrico de 25.0 mL, posteriormente se adiciond una pequefa cantidad de
agua destilada y 10 gotas de acido clorhidrico concentrado. Este sistema se dejo
en reposo por aproximadamente 24 horas y, una vez concluido este tiempo, se
adicion6 agua destilada hasta aforar la disolucién. Finalmente se utilizé el mismo
método de Fehling y, mediante un calculo sencillo se determind el porcentaje de

sacarosa presente en cada muestra de miel.

Tabla17.  Resultados globales del contenido de sacarosa presente en las muestras de

miel.
Muestra % Sacarosa Ugse, (% Sacarosa)

M1 (Japdn) 3.71 +0.50
M2 (Azerbaiyan) 5.69 +0.49
M3 (Alemania) 7.28 +0.50
M4 (Japon) 4.92 +0.50
M5 (Cuba) 7.58 +0.50
M6 (Alemania) 4.87 1+ 0.50
M7 (México) 7.98 +0.60
M8 (México) 2.83 +0.55
M9 (El Salvador) 1.82 +0.54
M10 (E.U.A.) 1.17 +0.59

M11 (México) 0.00

M12 (Canada) 0.00
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Muestra % Sacarosa ‘ Ugse, (% Sacarosa) ‘

M13 (Francia) 0.00

M14 (Canada) 3.09 +0.50
M15 (Alemania) 9.17 £ 0.50
M16 (Guatemala) 12.34 1+ 0.52

M17 (Francia) 4.97 £ 0.50
M18 (Tailandia) 0.84 £ 0.50
M19 (Tailandia) 1.32 1+ 0.51
M20 (Tailandia) 0.00

M21 (Tailandia) 6.34 +0.49
M22 (Tailandia) 0.00

De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-036-2006 se establece que el
contenido de sacarosa en muestras de miel debe ser igual o menor al 5%; por lo
tanto, las muestras M2, M3, M5, M7, M15, M16 y M21 no cumplen con la norma.
En contraste, el Codex Alimentarius y la Directiva Europea consideran valores por
encima del 5 % de sacarosa; por ejemplo, para mieles de alfalfa, citrus spp., falsa
acacia, etc. (< 10 %) Ademas, las mieles de espliego y borraja pueden tener un

contenido en sacarosa hasta del 15 %.
5.2.8 Hidroximetilfurfural (HMF)

La determinaciéon de HMF se realiz6 mediante electroquimica por el método de
Polarografia Diferencial de Impulsos y el de adiciones patron. Se detecto la sefal
de reduccién del HMF mediante el trazado de los polarogramas de intensidad de
corriente contra potencial, utilizando el electrodo de gota de mercurio como

electrodo de trabajo.

La reduccion electroquimica se lleva a cabo sobre el grupo formilo del HMF, dando
lugar a una sefal en la zona de reduccion.!™® La determinacion de HMF es quiza el

mejor parametro que ayuda a determinar el manejo y almacenamiento de la miel.

La norma indica como método oficial al método Winkler*", el cual emplea

reactivos con acido barbiturico, que tiene uso restringido en México.
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Experimentalmente se emplearon 10 mL de una solucion buffer (Boratos a pH=10)
como electrolito soporte. Consecutivo a la obtencion de la sefal residual se
adicionaron 500 yL de una solucién madre de miel (del orden de 0.5 g/mL) y se
efectud el correspondiente barrido, de tal manera que, si no se observa sefal, se
adicionan otros 500 yL de muestra. Si en definitiva en la segunda adicién no hay
sefal, no se adiciona mas solucién de miel, ya que el contenido de HMF se
encuentra por debajo del Limite de Deteccion (LD). No obstante, si se observa
senal, se procede a efectuar adiciones de 20 pL de una solucion patrén de HMF
1.18x10° molL™". A continuacién se muestra como ejemplo el polarograma

resultante de la muestra 13, obtenido por Polarografia Diferencial de Impulsos.

Curvas i/E en PDI de adiciones de HMF
T Muestra M13 (0.50030 g/mL)
G — A Electrolito soporte
'i r 08 F ——B.1000 plL muestra
% E C.1000 pL muestra + 0.24 pmol HMF
(7]
E 0 0.6 ——D.1000 pL muestra + 0.47 pmol HMF
(¥
2 = F.1000 pL muestra + 0.71 pmol HMF
=]
ﬁ - 0.4 F.1000 pL muestra + 0.95 umol HMF
[}
E G.1000 pL muestra + 1.18 pmol HMF
- 0.2
I A
-1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5
Potencial (V)

Figura 22. Polarograma diferencial de impulsos. Condiciones: potencial inicial -1100
mV, potencial final -1500 mV, velocidad de barrido (V/s) 0.005, amplitud de
impulso (V) 0.050, tiempo de impulso(s) 0.040 y tamafo de gota: 4.

Al considerar la concentracion del patron de HMF que se empled sobre esta
determinacién, se calcula que cada adicién de 20 yL de solucion patron contiene
0.2367 ymol de HMF. Por lo tanto, estos valores correspondientes a cada adicion
se graficaron contra el corriente limite de pico medida, obteniéndose asi la curva

de adiciones patrén, como se muestra en la figura siguiente.
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Determinacion de HMF
Muestra M13 (0.50030 g/mL)

0.9 -

E 0.8 -

T

£ 0.7 -

g

S 04722 06

§ umol de 0.5

E: HMF

? 0.4 -

5 0.3 y =0.5143x + 0.2429

R? = 0.9999

—* 0 : :
0.5 0 0.5 1

umol de HMF

Figura 23. Grafico obtenido a partir del método de adiciones patréon para cuantificar
HMF presente en la muestra 13.

La cantidad de HMF presente en la muestra de miel se calcula por la interseccién

de la recta sobre el eje de las abscisas. Por tanto, del grafico para M13 se obtiene:

Contenido de HMF: Muestra M13.
Y =0.5143x + 0.2429
Siy=0
0 =0.5143x + 0.2429
x = 0.4722 ymol de HMF

miel (%) _ 0.50030%

alicuota = 1.0 mL

0.50030 1x1073K
miel (Kg) = (Tg> (1mL) <Tg> = 5.003x10"*kg

ug ) <1x10‘3mg
l

HMF (mg) = (0.4722 umol) (126.11mm0 " > = 0.0595 mg

mg) _ ( 0.0595 mg

HMF (ppm) = (_ 5.003x10~*kg

=118.92
Kg ) ppm
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Tabla 18. Resultados globales del contenido de 5-(hidroximetil)-2-furfuraldehido

presente en las muestras de miel.

| Muestra HMF (ppm) | Ussy, (ppm)
M1 (Japdn) 184.25 +7.19
M2 (Azerbaiyan) <LD
M3 (Alemania) 131.01 +6.79
M4 (Japon) 249.20 +9.53
M5 (Cuba) 50.88 +1.82
M6 (Alemania) 45.91 +1.26
M7 (México) <LD
M8 (México) <LD
M9 (EI Salvador) 171.02 +20.58
M10 (E.U.A.) 56.98 +1.30
M11 (México) 25.22 +0.71
M12 (Canada) 263.20 1 16.53
M13 (Francia) 118.92 +3.92
M14 (Canada) 259.83 1 35.40
M15 (Alemania) 301.40 * 16.66
M16 (Guatemala) 88.80 +4.71
M17 (Francia) 146.35 +27.23
M18 (Tailandia) 110.89 +2.91
M19 (Tailandia) 77.43 +6.78
M20 (Tailandia) 42.64 +1.00
M21 (Tailandia) 40.22 +1.70
M22 (Tailandia) 41.52 +1.35

<LD: Debajo del Limite de Deteccion.

La norma establece un contenido maximo de 40 ppm de HMF para mieles recién
cosechadas y de 80 ppm para aquellas con mas de seis meses de envasado.
Conforme con esto las muestras M2, M7, M8, M11 y M21 cumplen con la
normativa, de las cuales tres de ellas son de origen mexicano y son mieles
frescas. Las muestras M5, M6, M10, M19, M20, M21 y M22 también aprueban la
norma y probablemente tengan mas de seis meses desde su cosecha. Las
muestras restantes contienen niveles altos de HMF; si se considera que es uno de
los parametros mas importantes, se concluye que estas mieles son de baja calidad

y que sus condiciones de almacenamiento no han sido las adecuadas.
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5.2.9 Resultados globales

Tabla 19.  Resultados globales.

Azucares Fructosa Sacarosa HMF Acidez Humedad Sdlidos

Muestras Redouctores (%p/p) (%plp)  (mg/Kg) pH totfl (%p/p) (gl‘I_OOg
(%p/p) (meq*Kg) miel)
M1 (Japédn) 67.95 36.40 3.71 184.25 | 3.452 9.53 19.41 0.028
M2 (Azerbaiyan) 63.24 40.61 5.69 <LD |4.775 1.00 16.81 0.185
M3 (Alemania) 71.55 38.00 7.28 131.01 | 3.705 8.72 18.01 0.247
M4 (Japédn) 71.69 42.43 4.92 249.20 |3.422 14.39 21.01 0.050
M5 (Cuba) 72.68 39.51 7.58 50.88 |3.746 25.95 19.41 0.089
M6 (Alemania) 65.89 27.60 4.87 4591 |4.383 33.92 17.21 0.216
M7 (México) 77.95 42.15 7.98 <LD |3.810 8.71 19.21 0.072
M8 (México) 73.77 38.57 2.83 <LD |4.564 29.50 17.61 0.181
M9 (El Salvador) 73.85 33.19 1.82 171.02 | 3.782 14.47 17.01 0.054
M10 (E.U.A.) 80.18 35.80 1.17 56.98 |3.645 14.35 17.01 0.137
M11 (México) 79.46 36.50 0.00 25.22 |3.550 22.10 19.61 0.028
M12 (Canada) 72.37 38.36 0.00 263.20 |3.514 13.00 20.61 0.028
M13 (Francia) 79.10 37.80 0.00 118.92 |3.589 9.29 16.21 0.013
M14 (Canada) 69.89 36.10 3.09 259.83 | 3.580 9.29 19.81 0.061
M15 (Alemania) 66.82 23.39 9.17 301.40 |3.616 20.46 19.21 0.085
M16(Guatemala) 69.83 26.47 12.34 88.80 |3.436 20.43 20.41 0.043
M17 (Francia) 72.39 31.77 4.97 146.35 |3.830 5.57 16.41 0.129
M18 (Tailandia) 74.20 28.84 0.84 110.89 |3.250 5.58 18.01 0.020
M19 (Tailandia) 64.67 35.30 1.32 77.43 |3.247 9.30 18.21 0.022
M20 (Tailandia) 73.30 37.50 0.00 42.64 |3.527 5.58 17.81 0.012
M21 (Tailandia) 68.30 33.80 6.34 40.22 |3.562 9.30 18.61 0.006
M22 (Tailandia) 66.78 35.60 0.00 41.52 [4.043 5.58 17.61 0.055

<LD: Debajo del Limite de Deteccion.

Para establecer la calidad de una muestra de miel, basta con determinar su
contenido de HMF, azucares reductores y nivel de acidez. Por lo tanto, muestras
como M5, M6, M7, M8, M10, M11, M19, M20, M21 y M22 son consideradas de
buena calidad. Las restantes son de baja calidad dado que presentaron un alto
contenido de HMF; salvo M2 que se descarta por su bajo contenido de azucares
reductores. El calentamiento y la exposicion prolongada a la luz de una muestra
eleva los niveles de HMF, producto de degradacién de azucares. Por este motivo,

son importantes las condiciones de almacenamiento para conservar una muestra.
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6. CONCLUSIONES

Se lograron determinar los principales parametros acordados en la Norma
Mexicana (NMX-F-036-NORMEX-2006), dentro de los cuales el HMF es uno de
los indicadores mas importantes a considerar, pues su presencia se encuentra
relacionada a una exposicion prolongada a niveles altos de temperatura por
exposicién al sol o debida a calentamiento. Cabe mencionar que las muestras
mexicanas cumplen e inclusive presentan niveles que se encuentran por debajo

del LD de la técnica empleada.

El hidroxido de sodio es necesario para efectuar la reaccion redox de Fehling; a
partir de una concentracion de 1 molL™" de este reactivo en la disolucién B se
definen curvas potenciométricas experimentales, las cuales son Uutiles en la

determinacién de azucares reductores.

Fue posible cuantificar el contenido de azucares reductores por medio de una
potenciometria; en general el contenido de estos en mieles se debe principalmente
a fructosa y glucosa. Todas las muestras presentaron un contenido en azucares
dentro del 60 y 80%. De acuerdo con lo establecido en la Norma Mexicana este
contenido debe ser mayor a 64 %. Por lo que unicamente la muestra M2 no

cumplié con lo establecido en esta norma.

Con base en la Norma Mexicana se establece un contenido en sacarosa menor o
igual al 5%; en general so6lo algunas muestras cumplieron con este parametro y se
encontraron por debajo de ese valor. No obstante, algunas muestras como M15
(9.17%) y M16 (12.34%), presentaron valores anormales en su contenido de
sacarosa. Todo parece indicar que durante la hidrolisis acida hubo rupturas de
algun polisacarido que género una mayor concentracion de azucares reductores o

bien que la miel fue cosechada antes de haber llegado a maduracion.
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En cuanto al nivel de acidez presente en las muestras todas cumplieron con lo
acordado en la Norma Mexicana pues su contenido esta por debajo de 40 meq /
Kg. Ademas, de acuerdo con las curvas experimentales obtenidas se sabe que la
acidez total corresponde a la libre, pues si se hubiera presentado la acidez
lactonica se habrian observado dos puntos de equivalencia en el grafico de

valoracion.

El pH de disoluciones de las muestras es acido y se encuentra entre 3 y 5; esta

acidez se debe principalmente a acidos débiles presente en las muestras.

Los valores de humedad encontrados fueron los permitidos para mieles de Apis
melifera, por lo que su valor en humedad es menor al 20% en la mayoria de los

casos, salvo las muestras M4, M12 y M16.
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8. ANEXOS
8.1 Estimacion de la incertidumbre

La incertidumbre tipo A (Ua) esta basada en un analisis estadistico de una serie de
mediciones para el experimento, mientras que la incertidumbre tipo B esta
asociada con los instrumentos con los que se realizaron las mediciones.

Para estimar la incertidumbre tipo A (incertidumbre de repeticiones) se emplea la
siguiente ecuacion:

S
UA=\/_1,—1

Donde S es la desviacion estandar de las muestras analizadas y n el numero de
muestras.

La incertidumbre tipo B se estima a partir de un modelo matematico. Si el modelo
matematico consiste sbélo en sumas y restas, la expresion para estimar la
incertidumbre es la siguiente:

Siy=p=xq

U= U, +U,°

Cuando el modelo matematico consiste solo en multiplicaciones y divisiones, se
utilizan incertidumbres relativas tal y como se muestra a continuacion:

Siyz%
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(5) = () +(3) () +(D

b= 0+ (2 ¢ (5 (%)

La incertidumbre combinada total o simplemente incertidumbre combinada se
estima combinando la incertidumbre tipo A con el tipo B, tal y como se muestra a

continuacion:
U, = /UAZ + Up?

Finalmente, la incertidumbre expandida (U.,) se estima multiplicando una

constante por la incertidumbre combinada encontrada. La constante igual a 2 se
utiliza para una confiabilidad del 95%.

Uexp. =K U,

8.1.1 Incertidumbre en métodos instrumentales

Para estimar la incertidumbre asociada al método de curva de calibracion y
adiciones estandar, debe encontrarse la incertidumbre asociada a la recta de
regresion lineal. Para ambos métodos, el estadistico Sy, estima los errores
aleatorios sobre la variable dependiente y se calcula mediante la siguiente
ecuacion:

Syjx = n—2

Por lo tanto, en esta ecuacién se utilizan los residuos de y, (y; — §;) , donde los
valores de §; son los valores ajustados a partir de la ecuacion de regresion lineal.
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Asimismo, n-2 corresponde a los grados de libertad; n es el numero de datos
utilizados en la determinacion.

Asimismo, mediante el valor de la desviacion tipica es posible estimar la
desviacién estandar de la pendiente y la ordenada de la ecuacion de regresion
lineal mediante las siguientes ecuaciones:

Sb = —Sy/x —
\/Zi(xi — x)?
Sa = Sy/x -

Finalmente, la ecuacién para el error aleatorio de la concentracion determinada
por el método de curva de calibracién es la siguiente:

_ Sy/x . i_l_l (YO _yi)z
0 b m n  b?Y(x;—x)>

Sx

Donde y, corresponde al valor experimental a partir del cual se determina el valor
de la concentracion Xo, Sxo es la desviacion estandar estimada de Xo, m es el
numero de lecturas, n es el numero de datos y b es la pendiente de la recta, los
parametros restantes han sido mencionados anteriormente.

Sin embargo, si el método empleado en la cuantificacion es el de adiciones
estandar, debera evaluarse la desviacion estandar asociada al valor extrapolado
con la siguiente ecuacion:

S _Sy/x_ l y?
XE b n - b2 X;(x; —x)?

Si se aumenta el valor de n, se mejora la precision de la cantidad estimada: en
general, en un experimento de adiciones estandar deberian usarse al menos 6
puntos.
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8.1.2 Estimacion de la incertidumbre en un estandar

Se prepard un patron primario de Cu (ll) mediante la digestion de 0.1593 g de Cu®
(M ¢, =63.546 g mol'1) de alta pureza (99.99 %) en HNO3 (Merck, 65 %). Se llevo
a un volumen de 25.0 mL.

Modelo matematico:

1000 - mg, - Pg,
cu — Mcu . V

Donde:

C.,,: Concentracion del patrén (molL™)

1000: Factor de conversion (mL) a (L)

m¢,: Masa del material de alta pureza (g)

P, Pureza del metal dada como fraccion en masa
V- Volumen final del estandar (mL)

Con base en el modelo matematico las fuentes de incertidumbre principales son:
la masa de cobre, la pureza del cobre, masa molar del cobre y el volumen de aforo
de la disolucion.

Para la masa pesada de cobre se toma como incertidumbre la resolucién de la
balanza analitica (0.0001 g); para la pureza del cobre se toma el valor del informe
de calibracién (+ 0.0001) dividido entre /3 para obtener la incertidumbre estandar;
para la masa molar del cobre se toma la incertidumbre reportada en la IUPAC para
el cobre (+ 0.003) dividida entre v/3 para obtener la incertidumbre estandar; y para
el volumen de aforo se tiene como tolerancia 0.04 mL para un matraz volumétrico
de 25 mL clase A. Con los datos proporcionados inicialmente se tiene que la
concentracion de cobre y su incertidumbre al 95% de confianza es la siguiente:
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o _1000-me, - Py _ (1000 mL/L)(0.15939)(0.9999)
cu ™ Mg, -V B (63.546 g/mol)(25mL)

o - [0+ () )+ ()

0.0001 g)z (0.000058)2 (0.0017 g/mol )2 (0.04 rnL>2
0.1593 g 0.9999 63.546 g/mol 25 mL

= 0.1003 molL™

U.(Cey) = (0.1003) - \/(

U.(Ccy) = 1.7x107* molL™?
Uexp = 2 - Ug = 3.4x10~* mol L™

Ceu = (0.1003 + 0.0003) molL tog,

8.1.3 Estimacién de la incertidumbre relacion molar Cu(ll)/Fructosa

Tomando como ejemplo de estimacion de la incertidumbre sobre un conjunto de
datos, se seleccionaron los resultados de la relacion molar Cu(ll)/Fructosa
correspondientes a 5 mL de licor de Fehling (Disoluciéon Ay B).

A continuacion se muestra una parte de la tabla 9 (Resultados y Analisis) que es
empleada para ejemplificar la estimacién de la incertidumbre sobre los resultados
obtenidos.

Tabla 20.  Datos de la relaciéon molar Cu(ll)/Fructosa, tomados de la tabla 9 (Resultados

y Analisis) para ejemplificar la estimacién de su incertidumbre.

Disoluciéon B Relacion molar Cu(ll)/Fructosa

No. | NaOH (molL") 10 mL Fehling
1 0.00 RNE
2 0.38 RNE
3 0.75 RNE y PP
4 1.13 4.99
5 1.47 4.99
6 1.89 5.01
7 2.21 5.01
8 2.58 5.04
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Tomando los valores desde el experimento 4 hasta el 8, se calcula el valor
promedio de la relacién molar (R.M. = 5.01) y la desviacion estandar de la muestra
(Sn-1 = 0.02). Entonces se evalua la incertidumbre debida a la repetibilidad o
incertidumbre tipo A.

Para estimar la incertidumbre B, se parte del modelo matematico empleado para
determinar la relacion molar de Cu(ll)/Fructosa.

R.M.= CeuVeu
CAZ ' Vp.eq.

Donde:

R.M. : Relaciéon molar

Ccv. - Concentracion de cobre

Ve - Volumen de alicuota de cobre

C,, : Concentracién de azucar reductor

V,.eq. - Volumen al punto de equivalencia

De acuerdo con el modelo matematico, se estima la incertidumbre tipo B en base
a la siguiente ecuacion:

2 2

2
U Cu UVCu UCAZ 2 UVp.eq.
U, = ®.M)- |( )+( )+( )+
M \/ CCu VCu CAZ V;).eq.
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Para la concentracion de Sulfato de cobre se tiene lo siguiente: CuSO,4 = (0.2783
+ 5.99x107) molL"gs9.

En tanto, para la concentracién de fructosa empleada en esta serie se tiene:
Fructosa = (2.95x107 + 3.5x10™) molL"gsv.

Asimismo, se empled una pipeta clase A de 10 mL con una tolerancia igual a 0.04
mL. La incertidumbre del volumen del punto de equivalencia se estima con la
tolerancia de la bureta de 25 mL (+ 0.03 mL) con la que se realizé el experimento
tomando en cuenta que la medicién del volumen se realiza mediante una
diferencia; por lo tanto, la incertidumbre en el volumen es:

Uypeq = +/(0.03mL)2 + (0.03 mL)2 = 0.042 mL

Por lo tanto la incertidumbre en la relacién molar Cu(ll)/Fructosa es:

0.00299M\2  /0.04 mIN2  [1.75x10-*M\> /0.042 mL\>

0.2783M 10 mL 2.95x1072M 18.82 mL

Finalmente, se calcula la incertidumbre total de la siguiente manera:

U. = .U, + Uz = 0.07

Considerando la multiplicacion de la incertidumbre total por un factor de cobertura
igual a 2, el cual corresponde a una probabilidad del 95% para la incertidumbre
tenemos:

Upp. = 2+ Up = 0.14

Por lo tanto el valor para la relacidn molar con su respectiva incertidumbre es el
siguiente:

R.M.= (5.01 + 0.14)es,
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8.2.3 Muestras de miel analizadas y sus incertidumbres

Tabla 21. Disoluciones de miel empleadas en el anadlisis con sus respectivas

incertidumbres.

Muestra masa (g) Vol. final (mL) | Concentracién (g mL™")  Ussy, (g mL™)
M1 (Japdn) 5.0881 10 0.50881 + 0.00407
M2 (Azerbaiyan) 5.0064 10 0.50064 + 0.00401
M3 (Alemania) 5.0045 10 0.50045 + 0.00400
M4 (Japodn) 5.0549 10 0.50549 + 0.00404
M5 (Cuba) 5.0465 10 0.50465 + 0.00404
M6 (Alemania) 5.0720 10 0.50720 + 0.00406
M7 (México) 5.0111 10 0.50111 + 0.00401
M8 (México) 5.0966 10 0.50966 + 0.00408
M9 (El Salvador) 5.0279 10 0.50279 + 0.00402
M10 (E.U.A.) 5.0692 10 0.50692 + 0.00406
M11 (México) 5.0469 10 0.50469 + 0.00404
M12 (Canada) 5.0074 10 0.50074 + 0.00401
M13 (Francia) 5.0030 10 0.5003 + 0.00400
M14 (Canada) 5.0041 10 0.50041 + 0.00400
M15 (Alemania) 5.0007 10 0.50007 + 0.00400
M16 (Guatemala) 5.0082 10 0.50082 + 0.00401
M17 (Francia) 5.0058 10 0.50058 + 0.00400
M18 (Tailandia) 5.0044 10 0.50044 + 0.00400
M19 (Tailandia) 5.0012 10 0.50012 + 0.00400
M20 (Tailandia) 5.0042 10 0.50042 + 0.00400
M21 (Tailandia) 5.0015 10 0.50015 + 0.00400
M22 (Tailandia) 5.0043 10 0.50043 + 0.00400

8.2 Linealidad, limite de detecciéon(LD) y cuantificacion(LDC) del método

Como ejemplo para los calculos de linealidad y limite de deteccidén se muestran los
resultados obtenidos para la curva de calibracion de la sehal de reduccion del
HMF a un potencial de pico (Ep) de -1.27 V, misma que se obtuvo al graficar la
corriente de pico de dicha sefial (obtenida por polarografia diferencial de impulsos)
contra la respectiva concentracion de hidroximetilfurfural en la celda, al realizar
adiciones comprendidas entre 2.36x10™° molL-1 y 1.40x10™* molL™ en una solucién
buffer de boratos 0.5 molL™ a pH = 10.
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Tabla22. Valores de intensidad de corriente de pico (i,) de la sefial de reduccion de
HMF en -1.27 V.
Volumen de HMF (pl) | [HMF]ceiga | ipico (NA)
0 0.0 0.0
20 2.36x10° | 59.9
40 4.72x10° | 134.9
60 7.06x10° | 208.9
80 9.40x10° | 283.9
100 1.17x10™* | 361.9
120 1.40x10™ | 421.8
Figura 24. Curva de calibracién por PDI para la sefial en -1.27 V de HMF en boratos.

450.0
400.0
350.0
300.0
a 250.0

c
= 200.0
y =3E+06x - 12.713

150.0 R? = 0.9991

100.0
50.0

0.0

0.00E+00 1.00E-04 1.50E-04

5.00E-05
HMF (molL?)

A partir de la curva de calibracion obtenemos la ecuacion de la recta que
corresponde a la regresion lineal de los puntos graficados. La linealidad del
método esta dada por el coeficiente de correlacion, de tal forma que se tiene:

y = 3x10%% — 12.713
R? = 0.9991
n==6
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Donde “y” es la intensidad de corriente experimental (iexp), “X” €s la concentracion
de HMF en la celda, R? es el coeficiente de correlacion de la recta, y “n” es el

numero de datos experimentales.

De tal forma, la curva presenta un coeficiente de correlacion muy cercano a la
unidad, lo cual indica que la corriente es directamente proporcional a la
concentracion, es decir que esta sefial de reduccidon se encuentra regulada por la
difusion convectiva, lo que permite su aplicacion con fines cuantitativos.

Para calcular el limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacidén se utilizaron
las siguientes ecuaciones:

([2Gexp = iea)’] ”

WSl m-2)

ica = (Cexp * m) +b

3S;
LDD = /¢

10S;/c

LDC =

Donde, Sj. es la desviacion estandar de la recta, iexp €s la intensidad de corriente
experimental, Cey, €s la concentracion del HMF en la celda, “m” es la pendiente de
la ecuacion de linealidad y “b” es la ordenada de la ecuacién de linealidad.

Los resultados que se obtienen al aplicar las ecuaciones anteriores se muestran
en la siguiente tabla:

Tabla 23.  Valores para el calculo del limite de deteccién y cuantificacion para HMF.
LDD LDC
-1 E]
Cexp (mOIL-1) iexp (nA) ical (nA) (iexp'icalc)2 Silc molL molL
2.36E-05 59.9 61.47 25 4.68 4.47E-06 | 1.49E-05
4.72E-05 134.9 135.36 0.2 ppm ppm
7.06E-05 208.9 208.95 0.0 0.56 1.88
9.40E-05 283.9 282.26 2.7
1.17E-04 361.9 355.27 44.0
1.40E-04 421.8 427.99 38.3




8. Anexos

Aplicando esta metodologia se obtienen para la fructosa los siguientes resultados:
Ecuacion de la recta: y = 440688x-11.778
Linealidad del método: R* = 0.9995
LDD: 3.56x10™ 6 6.41 ppm
LDC: 1.19x10™ 6 21.38 ppm

8.3 Diagrama de distribucién de especies de la soluciéon de Fehling

Figura 24. Diagrama de distribucién de especies c(Cu) vs pH (c(Cu), tot = 0.217 molL™).
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Fuente: The Species of Fehling’s Solution. European Journal of Inorganic Chemistry,

Volume: 2016, Issue: 12, Pages: 1798-1807.
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