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RESUMEN
El Hidroximetilfurfural (HMF) es un pardmetro indicador de la calidad y frescura de
la miel. Los niveles de HMF en miel aumentan cuando la miel es sometida al calor,
almacenada por largos periodos de tiempo o en condiciones no adecuadas y adulterada

con jarabes invertidos.

El Codex Alimentarius y la Comision Internacional de la Miel (IHC) recomiendan el
método espectrofotométrico basado en protocolos de White (AOAC 980.23) vy el
método por HPLC para la cuantificacion de HMF en mieles. Por lo que el objetivo
principal en el presente trabajo fue determinar los niveles de HMF por los métodos

mencionados.

El método espectrofotométrico se desarrollé utilizando un espectrofotometro
Shimadzu UV-1700, a una longitud de onda de 284 nm, y el método por HPLC se
desarroll6 utilizando un equipo de cromatografia de alta resolucion Merck Hitachi con
una columna R18 Merck Lichrocart, a una longitud de onda de 284 nm, con una fase

movil 90:10 de agua:metanol. Encontrandose un tiempo de retencion de 3.4 minutos

Los parametros evaluados para la validacion fueron: linealidad, sensibilidad, precision
y exactitud. Para la validacion del método por HPLC, se realizd un grafico de
calibracion en un rango de 19.97 mg/L a 99.86 mg/L con soluciones de HMF ,
presentando un r?=0.9999 el cual indica un alto grado de correlacion, un coeficiente
de variacion (CV%) de 0.31% para la repetibilidad del sistema instrumental estando
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este resultado dentro de lo estipulado por la USP, la cual indica un CV% no mayor del
2% , un CV% de 0.06 a 0.49% para la repetibilidad del método siendo este valor
aceptable segun la AOAC que establece un CV% no mayor a 5.3% , un porcentaje de
recuperacion de 90.87% el cual se ubica dentro del rango esperado de 80-110% segun
la AOAC y un limite de deteccion (LD) de 0.46 mg/L y un limite de cuantificacion
(LC) de 0.73 mg/L. . Para validar el método espectrofotométrico, se realiz6 un grafico
de calibracion en un rango de 12.24 mg/L a 195.84 mg/L con soluciones de HMF ,
presentando un r?= 0.9996 el cual indica un alto grado de correlacion, un CV% de
1.23% para la repetibilidad del sistema instrumental estando este resultado dentro de
lo estipulado por la USP, la cual indica un CV% no mayor del 2% y un CV% de 0.88
a 3.75% para la repetibilidad del método siendo este valor aceptable segun la AOAC
que estable un CV% no mayor a 5.3% ,un porcentaje de recuperacion de 115.70 % el
cual estd por encima de lo establecido por la AOAC de 80-110%, un porcentaje de
recuperacion por encima del 100% indican interferencias debidas a la matriz ,
finalmente se obtuvo un limite de deteccién (LD) de 0.61 mg/L y un limite de
cuantificacion (LC) de 1.4 mg/L.

Se analizaron en total seis muestras de miel provenientes de denominadas tiendas
organicas, mercados y supermercados de la ciudad de Arequipa. Se determind la
concentracion de HMF por HPLC obteniendo un rango de concentracion de 585.40
mg/kg — 1365.6 mg/kg en cuatro de las muestras, resultados por encima de los niveles
permisibles por la Norma Técnica Peruana que establece un maximo de 80 mg/kg, a
excepcion de dos muestras con una concentracion por debajo del LD y LC. En el
método por Espectrofotometria UV-Visible se obtuvo un rango de concentracion de
HMF de 596.4 mg/kg — 1471.9 mg/kg en cuatro de las muestras, estando estos
resultados por encima de los niveles permisibles, a excepcion de dos muestras con una
concentracion de 7.4mg/kg y 19.9 mg/kg.

Se realiz6 un analisis de varianza de dos factores para determinar si existe diferencia
significativa entre estos dos metodos, obteniéndose un p<0.05 por lo que se rechaza la
hipotesis nula, concluyendo asi que existe diferencia significativa entre ambos
métodos.

PALABRAS CLAVE: Hidroximetilfurfural, Mieles, Cromatografia liquida de alta
resolucién, Espectrofotometria UV-Visible, Reaccion de Maillard, Caramelizacion.
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ABSTRACT

Hydroxymethylfurfural (HMF) is an indicator of the quality and freshness of honey.
HMF levels in honey increase when honey is subjected to heat, stored for long periods

of time or under inappropriate conditions and adulterated with inverted syrups.

The Codex Alimentarius and the International Honey Commission (IHC) recommend
the spectrophotometric method based on White protocols (AOAC 980.23) and the
HPLC method for the quantification of HMF in honey. Therefore, the main objective
in the present work was to determine the levels of HMF by the mentioned methods.

The spectrophotometric method was developed using a Shimadzu UV-1700
spectrophotometer, at a wavelength of 284 nm, and the HPLC method was developed
using a Merck Hitachi high resolution chromatography device with an R18 Merck
Lichrocart column, at a length of 284 nm wave, with a 90:10 mobile phase of water:

methanol. Finding a retention time of 3.4 minutes

The parameters evaluated for validation were: linearity, sensitivity, precision and
accuracy. For the validation of the HPLC method, a calibration chart was made in a
range of 19.97 mg / L to 99.86 mg / L with HMF solutions, presenting a r2 = 0.9999
which indicates a high degree of correlation, a coefficient of variation (CV%) of 0.31%
for the repeatability of the instrumental system, this result being within the stipulations
of the USP, which indicates a CV% not greater than 2%, a CV% of 0.06 to 0.49% for
the repeatability of the method being this acceptable value according to the AOAC that
establishes a CVV% not greater than 5.3%, a recovery percentage of 90.87% which is
within the expected range of 80-110% according to the AOAC and a detection limit
(LD) of 0.46 mg / L and a quantification limit (LC) of 0.73 mg/ L. . To validate the
spectrophotometric method, a calibration graph was made in a range of 12.24 mg / L
to 195.84 mg / L with HMF solutions, presenting a r2 = 0.9996 which indicates a high
degree of correlation, a CV% of 1.23% for the repeatability of the instrumental system,
this result being within the stipulations of the USP, which indicates a CV% not greater
than 2% and a CV% of 0.88 to 3.75% for the repeatability of the method, this value
being acceptable according to the AOAC that stable CV% not exceeding 5.3%, a
recovery percentage of 115.70% which is above that established by the AOAC of 80-
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110%, a recovery percentage above 100% indicates interference due to the matrix,
Finally, a detection limit (LD) of 0.61 mg/ L and a quantification limit (LC) of 1.4 mg

/ L were obtained.

A total of six samples of honey from so-called organic stores, markets and
supermarkets in the city of Arequipa were analyzed. The concentration of HMF was
determined by HPLC obtaining a concentration range of 585.40 mg / kg - 1365.6 mg
/ kg in four of the samples, results above the levels allowed by the Peruvian Technical
Standard that establishes a maximum of 80 mg / kg , with the exception of two samples
with a concentration below the LD and LC. In the UV-Visible Spectrophotometry
method, an HMF concentration range of 596.4 mg / kg - 1471.9 mg / kg was obtained
in four of the samples, these results being above the permissible levels, except for two

samples with a concentration 7.4mg / kg and 19.9 mg / kg.

A two-factor analysis of variance was performed to determine if there is a significant
difference between these two methods, obtaining a p <0.05, so the null hypothesis is

rejected, concluding that there is a significant difference between the two methods.

KEY WORDS: Hydroxymethylfurfural, honey, high performance liquid

chromatography, UV-Visible spectrophotometry, Maillard reaction, caramelization.
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INTRODUCCION

La miel de abeja es un endulzante natural, compuesta por una mezcla compleja de
agua, hidratos de carbono, acidos organicos, proteinas, enzimas, aminoacidos,

vitaminas, minerales y metabolitos secundarios (1).

El 5-Hidroximetil-2-furaldehido o Hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido ciclico
que es producido por las reacciones de pardeamiento no enzimatico: Caramelizacion
y Reaccion de Maillard. EI HMF no es un componente intrinseco de la miel por lo que
suele estar ausente en miel fresca, su concentracion aumenta cuando es sometida al
calor, cuando es almacenada por largos periodos de tiempo o en condiciones
inadecuadas y por adulteracion con jarabes invertidos. Por esta razon, el HMF es un
reconocido pardmetro relacionado con la frescura y calidad de la miel (2).

El maximo nivel permitido en la normativa peruana actual segin la Norma Técnica
Peruana NTP (209.168.1999) es de 80mg/kg (3), valores superiores indican mieles
afiejas de baja calidad y/o excesivamente calentadas o adulteradas, por lo cual cambian
sus propiedades. De aqui surge la importancia de la determinacién de este compuesto
dentro de los parametros para el control de calidad que se le realizan a la miel ya que
con el objetivo de garantizar al consumidor las propiedades nutricionales de la miel
que adquiere, es necesario analizar los niveles de HMF en miel debido a que la
disponibilidad limitada y el precio asociado al producto ha ocasionado que se generen
practicas para reducir costos de produccion como la adulteracion por adicion de
azucares, que conduce al deterioro de las propiedades bioldgicas y nutricionales que

caracterizan a la miel.

El Codex Alimentarius (Alinorm 01/25 2000) ha establecido que el contenido de HMF
en miel después del procesamiento y / o la mezcla no debe ser superior a 80 mg / kg.
La Union Europea (Directiva de la UE 110/2001), sin embargo, recomienda un limite
inferior de 40 mg / kg con la siguiente excepcion: se permite 80 mg / kg para la miel

gue se origina en paises 0 regiones con temperaturas tropicales (4).

La Comision Internacional de la Miel (IHC) recomienda tres métodos para la
determinacion de HMF: 1) Método Espectrofotométrico basada en el protocolo de
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Winkler (1955), 2) Método Espectrofotométrico basada en el protocolo de White
(1979), y 3) Método Cromatografico usando Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) (5).

El método descrito por Winkler involucra la medida de la absorbancia UV de
soluciones de miel con acido barbiturico y p-toluidina afiadidos, mientras que el
método descrito por White involucra la medida de la absorbancia UV de soluciones
acuosas de miel clarificadas con y sin bisulfito y finalmente en el método de HPLC la
miel es disuelta en agua y después del filtrado, se determina el HMF por HPLC de
fase reversa , utilizando elucion isocratica con agua y metanol como fase movil, este
método separa el HMF de otros componentes evitando asi interferencias en la
determinacion las cuales pueden ser debido a varios aldehidos presentes en mieles de
acuerdo a su origen floral o a productos que aparecen durante el acondicionado o

almacenamiento (6).

Ambos métodos espectrofotométricos son rapidos, pero poco especificos y sensibles;
en particular la interferencia positiva y el uso de p-toluidina, un compuesto
carcinogénico reconocido sugiere que el método Winkler sea descartado. Por otro lado,
el método RP-HPLC es mas preciso y sensible que las espectrofotométricas, pero
bastante lento (4).

En los Gltimos afios la presencia de HMF en alimentos ha causado una preocupacion
toxicologica ya que estudios han demostrado que el HMF tiene efectos citotdxicos,
mutagénicos y carcinogénicos. Sin embargo, otros estudios sugieren que HMF no
representa un riesgo grave para la salud, pero el tema sigue siendo objeto de debate.
La creciente atencién de la comunidad cientifica con respecto a los efectos
potencialmente toxicos de HMF requiere nuevos esfuerzos para establecer métodos
rapidos, confiables y sensibles, para determinar el analito en matrices reales (4). Por
los motivos mencionados y por su relacion con la calidad de la miel es importante su

cuantificacion.
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HIPOTESIS

Dado que los niveles de Hidroximetilfurfural aumentan cuando la miel es sometida al
calor, almacenada por largos periodos de tiempo y adulterada con jarabes invertidos;
es probable que se encuentre en las diferentes mieles que se expenden en diversos
lugares de la ciudad de Arequipa y por consiguiente pueda ser identificada y
cuantificada mediante Espectrofotometria UV Visible y Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el contenido de Hidroximetilfurfural (HMF) por Cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y por Espectrofotometria UV Visible en mieles

comercializadas en Arequipa.

Obijetivos especificos

1. Desarrollar y validar las técnicas analiticas para la determinacion de HMF en
mieles por Cromatografia liquida de alta resolucion y por Espectrofotometria
UV Visible.

2. Cuantificar el contenido de HMF por Cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y por Espectrofotometria UV Visible en diferentes productos

comerciales de mieles.

3. Comparar y evaluar los niveles de HMF obtenidos por HPLC y por

espectrofotometria en los diferentes productos comerciales de miel.
4. Evaluary valorar el control del contenido de HMF en mieles en la ciudad de

Arequipa con fines de calidad verificando el cumplimiento de la Norma
Técnica Peruana NTP (209.168.1999)
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1. MIEL:

1.1. DEFINICION DE MIEL:

El Codex Alimentarius para la miel (Codex Stan 12-1981) de la FAQO, la define
como una sustancia dulce natural producida por abejas Apis mellifera a partir
del néctar de las plantas o de secreciones de partes vivas de la planta que las
abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, y

depositan, deshidratan, almacenan en el panal hasta su maduracion (7).

1.2. CLASIFICACION DE LA MIEL:

Segun el Codex Alimentarius la miel puede ser clasificada como (7):

i. Miel de flores o miel de néctar: procede principalmente del néctar de las
flores.

ii. Miel de mielada: procede principalmente de excreciones que los insectos
succionadores (Hemiptera) depositan sobre las partes vivas de las plantas, o de
secreciones de las mismas. Su color varia de pardo muy claro, o verdoso, a

pardo oscuro.

1.2.1. Segun su origen botéanico:

El Instituto de Normalizacién de Chile (2005) indica que la miel de flores se

puede dividir en tres categorias (8):

i. Miel monofloral: al menos 45% del total de sus granos de polen corresponden

a una misma especie floral. Tiene un sabor y aroma especifico.
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ii. Miel bifloral: compuesta por polen de dos especies florales, alcanzando en su
conjunto un valor minimo de 50% y en que ambas especies presentan un
porcentaje que no difiere de un 5% entre ellos.

iii. Miel polifloral: compuesta por granos de polen de 3 0 mas especies vegetales,
sin que ninguna de ellas alcance un porcentaje mayor o igual al 45%. En el

Perd, este tipo de miel es la m&s comuan.

1.2.2. Segun método de elaboracion:

El Codex Alimentarius para la miel (Codex Stan 12-1981) de la FAO,

distingue 4 métodos de elaboracion (7):

i. Miel centrifugada: se obtiene mediante centrifugacion de panales
desoperculados, sin larvas.

ii. Miel prensada: es la obtenida mediante la compresion de los panales, sin
larvas, con o sin aplicacion de calor moderado, a una temperatura méaxima de
45°C.

iii. Miel escurrida: es la miel obtenida mediante el escurrimiento de los panales
desopecurlados, sin larvas.

iv. Miel filtrada: miel que ha sido filtrada de manera que se elimine de manera

significativa el polen.

1.2.3. Segun su presentacion:

La Norma Técnica Peruana (NTP 209.168.1999), clasifica a las mieles segun

su presentacion de la siguiente forma (3):

i. Miel: miel en estado liquido o cristalizado o una mezcla de ambos.

ii. Miel en panal: miel almacenada por las abejas en panales recién construidos,
sin larvas. Esta miel es vendida en pafales enteros, cerrados o secciones de
tales panales.

iii. Miel en trozos: miel que contiene uno 0 mas trozos de panal.
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iv. Miel cristalizada o granulada: miel que ha experimentado un proceso natural
de solidificacion como consecuencia de la cristalizacion de la glucosa.

v. Miel cremosa (0 montada): miel que tiene una estructura cristalina fina y que
puede haber sido sometida a un proceso fisico que le confiere esa estructura

facil de untar.

1.3. CONSTITUYENTES DE LA MIEL.:

Los principales componentes de la miel son los azlcares y el agua.

1.3.1. AzUcares:

Comprenden mas del 95% de la materia seca. La mayoria de los azlcares
presentes en la miel son azlcares simples de seis carbonos, facilmente

asimilables por el cuerpo, como la fructosa (38.2%) y la glucosa (31.3%) (8).

La miel de mielada contiene los trisacaridos melecitosa y rafinosa los cuales
estan ausentes en la miel de flores (9). La erlosa se considera un caracterizador

de importancia en la miel de romero.

Entre los disacaridos, tenemos: maltosa, sacarosa, isomaltosa, maltulosa,
turanosa, o y P trehalosa (principal carbohidrato de la linfa de algunos
insectos), laminaribiosa, gentiobiosa y nigerosa. La sacarosa es un disacarido
que cuando aparece en cantidades elevadas, evidencia la inmadurez de la miel
0 bien la adulteracién de la misma con melazas por lo que se suele usar como
indicador de buena maduracion de la miel. La maltosa es el disacarido mas
importante con valores medios comprendidos entre 6.925% para mieles
multiflores y 7.86% para las frutales. La melibiosa, otro disacarido de interés,
se presenta en un bajo porcentaje que varia entre 0.45% hasta 0.61% para las
mieles poliflores (10). En la Tabla 1.1 se puede observar los principales

azucares presentes en la miel.
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Tabla 1.1: AzUcares principales presentes en la miel

AzUcares Estructura Quimica

CH,OH

OHOHzC O
CH,OH
Sacarosa OH
OH OH

CH,OH CH,OH
OH H 0
Maltosa OH OV oH
o) OH
OH OH

CH,OH
o)

Glucosa OH
0 OH

OH

HOH,C O

Fructosa
OH CH,0OH

OH

1.3.2. Agua:

Varia entre un 13 y 27% siendo su promedio de 17%. El contenido de agua esta
en funcion de factores ambientales como el clima y la estacion del afio (la miel
tiende a captar humedad del medio ambiente, por ello las mieles conservadas
en lugares humedos tienden a presentar un mayor contenido acuoso), origen
floral y regional, practicas de cosecha y recoleccion de la miel y del contenido
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de humedad del néctar. La miel madura tiene normalmente un contenido de
humedad por debajo del 18.5 % y cuando se excede de este nivel, es susceptible
a fermentar. Ademas, el contenido de agua en la miel es un factor importante
en su calidad ya que influye en su viscosidad, peso especifico y color,
influyendo asi en su conservacion y en sus caracteristicas organolépticas.
Después de la extraccion de la miel de la colmena, su contenido de humedad

puede cambiar dependiendo de las condiciones de almacenamiento.

La disponibilidad del agua en la miel puede variar como consecuencia de los
fendmenos de cristalizacion. Cuando la miel cristaliza se origina una
separacion de fases, provocando un aumento de la actividad de agua en la capa
superior. Cuando el contenido en agua supera el 18%, puede fermentarse,
aunque dependerd también de la carga microbiana inicial, el tiempo y la
temperatura de almacenamiento (11).

Otros constituyentes de la miel son:

1.3.3. Acidos organicos:

Se encuentran en un 0.57% siendo responsables de la acidez de la miel y
contribuyendo al sabor de esta (8). Ademas, contribuye a la proteccion del
producto frente a la proliferacion de microrganismo (10). El principal &cido, es
el acido gluconico el cual es producto de la oxidacion de la glucosa por la
glucosa oxidasa. Entre otros &cidos tenemos al: cido acético, butirico, citrico,
formico (presente también en el veneno de las abejas), lactico, mélico,
piroglutdmico y succinico (9). Se encuentran como acidos libres y también
como lactonas constituyendo estas Gltimas una reserva de acidez para la miel,
ya que puede liberarse en caso de alcalinizacion. El contenido de &cidos en la
miel varia de acuerdo al origen de la miel. La miel también contiene acidos
fendlicos entre los que se encuentra el cafeico, cinamico y ferulico, que le

confieren propiedades antioxidantes (10).
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Todos estos acidos tienen en comun la capacidad de disociarse en solucién
acuosa cediendo al medio iones de hidrogeno, cuya concentracion se determina
mediante la medida del pH y nos da informacion sobre la acidez de la miel (11).
El pH de la miel de flores varia entre 3.3 y 4.6, a excepcion de la miel de castafia
con un valor de pH de 5 a 6. Las mieles de mielada tienen un pH maés alto,
debido a su contenido alto en minerales, variando de 4.5 a 6.5. La miel es un
buffer, lo que significa que su pH no varia por adicion de pequefias cantidades
de acidos y bases. La capacidad buffer es debida al contenido de fosfatos,

carbonatos y otras sales minerales (9).

El efecto combinado de su acidez y el perdxido de hidrogeno ayudan a la

conservacion del néctar y la miel (11).

1.3.4. Minerales:

Las mieles de flores tienen un contenido de 0.1 y 0.3% del contenido total de
la miel mientras que la miel de mielada puede alcanzar el 1%. Entre los
minerales tenemos: zinc (Zn), cobre (Cu), calcio (Ca), hierro (Fe), magnesio
(Mg), manganeso (Mn) y Fosforo (P), este ultimo siendo el mas abundante con

un promedio de un tercio del total de minerales (9).

1.3.5. Elementos trazas:

Estos elementos dependen principalmente del origen botanico de la miel, por
lo que es posible diferenciar entre diferentes mieles monoflorales por
determinacion de los diferentes elementos trazas. Entre los elementos trazas
tenemos: aluminio (Al) , arsénico (As) , bario (Ba) , bromo (Br), cadmio (Cd),
cloro (CI) , cobalto (Co), fluor (F), iodo (1), plomo (Pb), litio (Li), molibdeno
(Mo), niquel (Ni), rubidio (Rb), silicio (Si), estroncio(Sr), azufre (S) vanadio
(V), zirconio (Zr) (9).
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1.3.6. Aminoéacidos y proteinas:

Su contenido es de aproximadamente 0.7%. La miel contiene casi todos los
aminoacidos fisiolégicamente importantes. El principal aminoécido es la
Prolina la cual es un indicador de la madurez de la miel, su contenido debe ser
mayor a 200 mg/kg, los valores por debajo de 180 mg/kg significan que la miel

probablemente ha sido adulterada por adicion de azucar (9).

Las proteinas presentes en la miel son principalmente enzimas (9), las cuales
provienen de las secreciones de glandulas hipofaringeas de las abejas obreras,
fluidos salivales y néctar de las plantas, son de caracter termolabil y su
actividad disminuye con el envejecimiento, por lo que su presencia es
indicadora de calidad de la miel (10). Las abejas afiaden diferentes enzimas a
fin de lograr el proceso de maduracion del néctar a miel (11).

La diastasa (alfa-amilasa y beta-amilasa) cataliza la hidrolisis de azUcares y
almidon, la alfa amilasa hidroliza las cadenas de almidén al azar, produciendo
una variedad de dextrinas y la beta amilasa separa el azicar de la maltosa (8).
La invertasa (sacarasa, alfa-glucosidasa) cataliza principalmente la conversion
de sacarosa a glucosa y fructuosa, y a la vez muchas otras conversiones. Las
otras dos enzimas principales son la glucosa oxidasa y catalasa las cuales
regulan la produccion de peréxido de hidrogeno, el cual es uno de los factores
antibacteriales de la miel.

La diastasa e invertasa desempefian un papel importante en la calidad de la miel
y son usados como indicadores de la frescura de la miel. Un valor minimo de
8 unidades de diastasa es aceptado por el Codex Alimentarius y la Directiva
Europea, su actividad decae cuando se almacena y se calienta la miel. La
invertasa es mas susceptible de dafios por almacenamiento y calor, y se utiliza
en algunos paises como indicador de la frescura de la miel. Las mieles frescas
tienen al menos 10 unidades segun Hadorn o 64 unidades internacionales (9).
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La actividad de la diastasa e invertasa varian en amplios limites, dependiendo
del origen botanico de la miel, por lo tanto, tienen un poder limitado como
indicador de frescura. Es por eso que el HMF es un mejor indicador de la
calidad (9).

1.3.7. Compuestos fenolicos:

Entre los flavonoides destacan: Pinocembrina, Pinobanksina, Quercetina,
Kaempferol, Crisina, Galangina, encontrdndose principalmente Pinocembrina,
a la cual se le atribuye diversas propiedades como la antioxidante (8). En la
Tabla 1.2 se observan los principales flavonoides presentes en la miel. Los
acidos fendlicos y polifenoles han sido sugeridos como marcadores para la
determinacion del origen botanico de la miel. En mieles oscuras se ha reportado
un mayor contenido de acidos fenolicos, pero menos flavonoides que en mieles

mas claras (9).

Tabla 1.2: Principales flavonoides presentes en la miel.

Flavonoides Estructura Quimica
HO o} ©
Pinocembrina m
OH O
Pinobanksina
OH
OH O
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Quercetina

Kaempferol

Crisina

HO (0]
Galangina O |
OH

1.3.8. Pigmentos:

El color de la miel es dado por los pigmentos. Se han identificado dos
fracciones: hidrosoluble y liposolubles. En las mieles claras domina la fraccién
liposoluble y en las oscuras la hidrosoluble. En la fraccion liposoluble se han
encontrado carotenoides, mientras que en los hidrosolubles compuestos

polifendlicos cuya oxidacién da lugar a compuestos de los tonos oscuros (10).

1.3.9. Compuestos carboxilicos, alcoholes y ésteres:

Estos compuestos volatiles contribuyen al aroma y sabor de la junto con los

azUcares y acidos, asi como con los alcaloides procedentes de la planta
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originaria. Dentro de los compuestos carboxilicos estan: formaldehido,
acetaldehido, propionaldehido, isobuturialdehido, isovalerialdehido,
metacroleina y acetona. Los alcoholes mas importantes son: isopropanol,
etanol, 2-butanol, n-propanol, 3-pentanol, isobutanol, alcohol bencilico y 2-
metil, 1-butanol. Y de los ésteres se destacan el formiato de metilo y formiato
de etilo (8).

Otros componentes presentes en la miel son algunas vitaminas como: B2,
B4, B5, B6, B11 y vitamina C (8).

1.4.  PARAMETROS DE CALIDAD FISICOQUIMICOS:

1.4.1. Diastasa:

La Diastasa proviene del néctar de las flores, fluidos salivales y secreciones de
las glandulas faringeas de las abejas. Su principal funcién es catalizar la
hidrdlisis del almidon liberando dextrinas y maltosa (8).

La actividad de la Diastasa en la miel se mide como el tiempo de reaccion en
el cual una masa definida de miel es capaz de hidrolizar una cantidad definida
de almidon. Esto se expresa como nimero de Diastasa (ND), el cual se define
como la cantidad de enzima en 1 g de miel capaz de degradar 0,01 g de almidén,
en 1hya40 °C. Los resultados se indican en unidades Gothe (unidades Schade)

por gramo de miel (8).
Esta enzima al romper enlaces glicosidicos en oligo y polisacaridos ayuda a
mantener el equilibrio de los azlcares en la miel evitado de esa forma la

cristalizacion (10).

Se ha demostrado que la actividad de esta enzima disminuye con el
calentamiento (ya que es termolabil) y tiempo de almacenamiento de la miel,
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es por ello es que se utiliza como indicador para medir la calidad de la miel y
su grado de frescura (8).

1.4.2. Acidez:

Su origen esta principalmente en las reacciones enzimaticas que tienen lugar
durante la maduracion y almacenamiento del producto. La acidez es una
caracteristica importante de la miel, ya que la protege frente al ataque
microbiano y contribuye a darle aroma y sabor, asi como le confiere

propiedades antibacterianas y antioxidantes (10).

En la miel pueden distinguirse tres tipos de acidez: libre, lactonica y total, todas
ellas influenciadas por el origen botanico. La acidez libre de la miel proviene
de todos los &cidos en estado libre. La acidez también se relaciona con la
probable fermentacion por desarrollo de microorganismos, pues durante las
fermentaciones los aztcares de la miel se transforman en alcoholes y acidos
por accion de levaduras. La acidez lactonica puede considerarse como una
reserva potencial de acidez ya que la reserva en lactonas origina &cidos cuando
la miel se alcaliniza. Las lactonas estan constituidas basicamente por las
glucolactonas, que estan en equilibrio con el &cido glucénico formado por
accion de la glucosa oxidasa. Ambos tipos de acidez aumentan durante el
almacenamiento, siendo mayor el incremento de las lactonas que de los acidos
libres. Durante el envejecimiento de la miel se da un aumento de la acidez
debido a la accion de la glucosa oxidasa, que transforma los azlcares en acidos.

La suma de la acidez libre y la acidez lactonica se denomina acidez total (10).

1.4.3. pH:

La evaluacién de este parametro resulta de gran importancia durante los
procesos de extraccion y almacenamiento, ya que influye en el desarrollo
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microbiano y es capaz de alterar la textura, viscosidad y resistencia a las
agresiones externas de la miel (10).

1.4.4. Humedad:

Entre las razones por las que puede incrementarse el porcentaje de humedad,
la més comun es la cosecha de la miel antes de alcanzar la humedad adecuada,
lo cual indica una falta de maduracion de la miel en panal. Sin embargo,
también puede originarse durante la extraccion de la miel y por exposicion de
la miel en ambientes himedos por periodos de tiempo prolongados; con cierta
frecuencia puede atribuirse también al almacenamiento en condiciones
inadecuadas. Un alto porcentaje de agua favorece el desarrollo de mohos y
levaduras, por lo que la miel con altos porcentajes de humedad se fermenta
facilmente (10).

1.45. Cenizas:

El contenido de cenizas es un criterio de calidad para evaluar el origen botanico
de la miel, debido a que los minerales provenientes del suelo son llevados a la
miel por medio del polen el cual es recolectado desde las plantas por las abejas.
Actualmente, para determinar las cenizas se realiza mediciones de
conductividad eléctrica. El potasio como uno de los mayores constituyentes
presentes en las cenizas, ademas se le atribuye la responsabilidad de la

propiedad antibacteriana (8).

Su contenido varia también segln las condiciones segun las técnicas de
extraccion. Es, por tanto, que un elevado contenido de cenizas esta relacionado
con problemas de higiene (tierra y arena). La miel adulterada con melaza

también puede presentar un alto porcentaje de cenizas (10).
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1.4.6. Color:

El color de las mieles se debe principalmente a su contenido de pigmentos
como: carotenos, xantofilas y a compuestos fenolicos, como flavonoides que

se encuentra en el néctar de las flores (10).

Sin embargo, también se relaciona con su contenido mineral (al formarse sales
minerales se forman mas compuestos pardos y la miel sera mas oscura), grado
de frescura, temperatura de los tratamientos térmicos y tiempo de
almacenamiento (a mayor concentracion de HMF el color de la miel sera mas

oscura).

1.4.7. Solidos insolubles en agua:

La miel es sometida a un proceso de filtracion y sedimentacion para eliminar
restos de insectos, granos de arena, trozos de panal, restos de cera, polvo y otros
solidos insolubles. Un valor que supere el maximo de sélidos insolubles puede

deberse a un filtrado inadecuado y/o problemas de higiene (10).

1.4.8. Fenoles totales:

Los compuestos fendlicos estan constituidos por un anillo aromatico y al menos
un grupo hidroxilo en cualquier posicién. Normalmente tienen un anillo de un
grupo funcional (alcohol, &cido, aldehido) que le da unas caracteristicas
determinadas y uno o varios sustituyentes en cualquier posicion libre. Las tres
familias principales presentes en la miel son: &cidos benzoicos, acidos
cinamicos y flavonoides, pigmentos como la clorofila, carotenoides vy
derivados de los taninos son compuestos que afectan al color de la miel (10).
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1.5. REQUISITOS:

La Norma Técnica Peruana (NTP 209.168.1999), estable los siguientes

requisitos (3):

i. La miel no deberé tener ninguin sabor, aroma o contaminacion inaceptable que
haya sido absorbida de una materia extrafia durante su elaboracion y
almacenamiento. La miel no deberad haber comenzado a fermentar o producir

efervescencia.

ii. La miel no deberé calentarse en medida tal que se menoscabe su composicion

y calidades esenciales.

iii. La miel que se ponga a la venta al por menor o que se utilice en cualquier
producto para consumo humano debera estar exenta de moho visible y de
sustancias inorganicas y organicas extrafias a su composicion, tales como

insectos, restos de insectos, larvas o granos de arena.

iv. Lamiel no debera contener sustancias toxicas que deriven de microorganismos

o0 plantas en cantidades que puedan constituir un peligro para la salud.

v. No se permite ningun aditivo alimentario.

En la Tabla 1.3 se observan los parametros de calidad que debe de cumplir la

miel para ser comercializada.
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Tabla 1. 3: Parametros de calidad de la miel.

Parametros de Tino de miel Valor
Calidad b permitido
Conte'nldo aparente Mlel_es no |,nd|cadas a Minimo 65 %
de azUcar reductor,  continuacion
calculado como Miel de mielada Minimo 60 %
azucar invertido Blackboy (Xanthorrhoea preissii) Minimo 53 %
Mieles no indicadas a o 0
Contenido de continuacion Maximo 21 %
humedad Miel de brezo (Calluna) Méaximo 23 %
Miel de trébol (Trifolium) Méaximo 23 %
Mlel_es no [ndlcadas a Maximo 5 %
continuacion
Miel de mielada, mezclas de miel
de mielada y miel de flores,
Robinia, espliego, Citrus, Alfalfa,
meliloto, Re_d Gum _(Eucalyptus Maximo 10 %
camaldulensis),Acacia
Contenido aparente  "Leatherwood" (Eucryphia
de sacarosa lucinda),"Menzies Banksia"
(Banksia menziesii),
"Red Bell" (Calothamnus
sanguineus),
"White stringy bark™ (Eucalyptus ‘o 0
scabra), "Grand Banksia" Maximo 15 %
(Banksia grandis), "Blackboy"
(Xanthorrhoea preissii)
Contenido de sélidos gcéenlseasdilstmtas el Maximo 0.1 %
insolublegg.agus Miel prensada Méaximo 0.5 %
: Mieles no indicadas a ‘i 0
scjjosrt]ztiigligg r?leinerales PONLINCRERn Mimo 0%
. Miel de mielada o una mezcla de L
(cenizas) miel Méximo 1.0 %
Maéaximo 40

miliequivalent

Acidez Todas las mieles .
es de acido por
1000 gramos.
Act|V|dad dela Todas las mieles Minimo 3
diastasa
Contenido de . Maximo80
Hidroximetilfurfural Todas las mieles mg/kg

Fuente: NTP 209.168.1999 (3)
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1.6. PROCESO DE EXTRACCION DE LA MIEL:

Segun su clasificacion la miel puede proceder del néctar de las flores y de las
secreciones azucaradas depositadas en las plantas por ciertos insectos y de los
exudados dulces de ciertas partes vivas de las plantas. Estos productos son
absorbidos por las abejas, pasan a un buche (pequefia bolsa eléstica que poseen
separada del aparato digestivo), donde se mezclan con enzimas procedentes de
las glandulas salivares de las abejas, que inician el proceso de transformacion
de las sustancias meliferas en miel. Dentro de la colmena la recolectora
regurgita el contenido de su buche y son otras abejas las que finalizan el proceso
pasando la bola de néctar de una a otra, enriqueciéndola con mas enzimas, hasta

depositarla en las celdillas del panal (12).

La miel es un producto alimenticio y como tal, el proceso de obtencion requiere
practicas de higiene muy cuidadosas. Por esta razén el lugar destinado a la
extraccion de miel sélo debe servir para esta operacion y estar libre de todo lo

que sea extrafio al mismo proceso (8).

Las actividades que se realizan en el proceso de extraccion de la miel son las

siguientes:

1.6.1. Desoperculado:

Consiste en la remocion de los opérculos, los cuales son capas o sellos de cera
con los que las abejas han cerrado las celdas del panal una vez que la miel esta
madura en la colmena. Las abejas operculan la miel s6lo cuando ésta ha
alcanzado el contenido 6ptimo de humedad (inferior al 18%) la cosecha de miel
no operculada, aumentard el riesgo de fermentacion. El sistema de
desoperculado méas difundido es mediante calor, su empleo incorrecto a altas
temperaturas, produce graves alteraciones en la calidad de la miel, elevando los
niveles de HMF y el color, para evitar las consecuencias del mal uso del
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desoperculado por calor se suele utilizar cuchillos de acero inoxidable para
remover el opérculo (14).

En el caso de realizar el proceso de extraccion y separacion de la cera de
opeérculo de la miel se tiene que tener en cuenta que cuando la cera de opérculo
esta recién extraida se puede separar bien de la miel por centrifugacion, cuando
pasa el tiempo parte de la miel cristaliza sobre la superficie de los opérculos y
la separacion es mas dificil. Para esta separacion se recomienda usar las
separadoras mecanicas que trabajen en frio ya que permite incorporar la miel
recuperada por este proceso a la extraida (15), ademas de evitar los sistemas
con calor los cuales pueden provocar que los niveles de HMF se elevan en gran
medida y la disminucidn de la actividad diastasica (16), por lo que en el caso
de utilizar los sistemas que usan calor la miel recuperada no se mezclara con la
del extractor, esta podrad ser vendida a la industria para ser utilizada como

materia prima (15).

1.6.2. Escurrido de cuadros:

Luego del desoperculado los cuadros comienzan a escurrir la miel por lo que
se depositan los cuadros de miel preferentemente sobre bandejas de acero
inoxidable o de grado alimentario, luego se revisan los cuadros y se detectan
aquellos que no fueron correctamente desoperculados y se procede a abrir los

opérculos con la ayuda de un peine de acero inoxidable (14).

1.6.3. Extraccion:

La extraccion es un proceso por el cual se sustrae la miel del panal,
recolectandose ademas de miel, porciones de cera y algunas impurezas (restos
de abejas,madera,etc). Se realiza en un extractor el cual es un recipiente
cilindrico de capacidad variable, en el cual se coloca una canastilla en la que
se depositan los cuadros desoperculados para extraer la miel utilizando fuerza
centrifuga (8).
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1.6.4. Tamizado o Filtrado:

El filtrado de la miel es un proceso opcional ya que algunos establecimientos
realizan el proceso de sedimentacion. Se realiza para eliminar la mayor
cantidad de impurezas que se obtienen junto a la miel, como restos de
cera,abejas,etc. Se emplean tamices con mallas de acero inoxidable, el niUmero
de estos varia de acuerdo a la cantidad de impurezas, estos se colocan a la salida
del extractor y filtra la miel que va al deposito, fosa o tanque. Se recomienda

el uso de tamices con diametro menor a 5 mm (14).

1.6.5. Utilizacion de deposito de miel y bombeo (opcional):

El deposito de miel se ubica a la salida del extractor, debe de mantenerse
cerrado y abrirse solo en caso de limpieza o reemplazo del tamiz. La capacidad
de la bomba a ser utilizadas para extraer la miel del depdsito debera ser acorde
al volumen y viscosidad de la miel, estas no deben de batir ni espumar la miel
para no agregar aire, se aconseja implementar un sistema de bombeo
automatico con alarma o sistema de corte y arranque de la bomba. EI bombeo
puede realizarse hacia un tanque decantador, o hacia tambores para su
almacenamiento. Las cafierias de transporte de miel hacia el tanque decantador
y/o tambores deben ser de acero inoxidable grado alimentario (14).

1.6.6. Sedimentacion o Decantado:

Este proceso se realiza en caso de no realizarse el filtrado. EI decantado es un
sistema fisico de reposo de la miel obtenida, que se utiliza para que las posibles
particulas pesadas caigan hacia el fondo del tanque y las mas livianas queden
arriba. En este proceso se logra la separacion de las particulas e impurezas
presentes en la miel a través del reposo para lo cual se utilizan tanques con tapa
para evitar contaminaciones. Los materiales sélidos (tales como particulas y
otras impurezas) se acumulan en la parte superior. Una buena decantacion de
logra en 48 horas, no debe de dejar la miel en los tanques méas de 5 dias,
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especialmente aquellas de facil cristalizacion o cuando la temperatura ambiente
desciende (14).

1.6.7. Envasado en tambores y almacenamiento:

Las condiciones de almacenamiento son un punto critico en la cadena de
produccidn. Si no se tiene un local resguardado de los rayos solares, la lluvia,
con piso de cemento y una correcta manipulacion de tambores, la miel
envasada sufrird modificaciones fisicas y quimicas que afectaran
negativamente su calidad. Los tambores en los que se almacenan deben de
tener un recubrimiento interno de resina fendlica horneada o pintura epoxica,
en el caso de emplearse tambores usados deberdn proceder de la industria
alimenticia y ser lavados perfectamente (8).

Los tambores se deben almacenar en locales cerrados que impidan la entrada
del agua y no exponerlos a la luz solar. La accion del sol eleva los valores de
HMF y disminuye la actividad diastasica de la miel. El lugar de
almacenamiento se tiene que mantener siempre fresco y ventilado, con
humedad relativa ambiente menor a 70 °C, a fin de disminuir los riesgos de
deterioro por absorcion de humedad, se debe asegurar una temperatura de
almacenamiento inferior a 20°C para evitar el deterioro en la miel y evitar

temperaturas altas por periodos prolongados (14).

2. HIDROXIMETILFURFURAL.:

0
W\OH

Figura 1. 1: Estructura quimica del 5-Hidroximetil-2-furaldehido.
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5-Hidroximetil-2-furaldehido o Hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido
ciclico que es producido por reacciones de pardeamiento no enzimatico como
la caramelizacion y la reaccion de Maillard por lo que se forma por la
condensacion de un compuesto carbonilico (azlcar reductor) y una amina
(aminoécido, péptido o proteina) lo que produce una destruccion de un
aminoacido junto con la apariencia de algunos productos antinutritivos,
algunos tdxicos. Por esta razon, es importante el estudio de productos de la

reaccion, incluyendo la HMF y compuestos relacionados (2).

La concentracion de HMF es ampliamente reconocida como un parametro que
afecta la frescura de la miel ya que este compuesto no es intrinseco de la miel
por lo que esta usualmente ausente (o presente en pequefias cantidades) en miel
fresca, mientras que su concentracion tiende a aumentar durante el
procesamiento y/o debido al envejecimiento de la miel (17). Debido a que la
reaccion de formacion se lleva a cabo a altas temperaturas (30°-34°C) las

mieles no deberian presentar una concentracion muy alta de HMF (8).

Estudios previos han reportado que la miel almacenada a bajas temperaturas
y/o en ambientes frescos tienen bajos 0 minimas concentraciones de HMF,
mientras que la miel no fresca y/o almacenada a temperaturas medias o altas

tienen altas concentraciones de HMF (17).

2.1. TOXICOLOGIA:

El tratamiento térmico, asi como el almacenamiento de los alimentos producen
una serie de reacciones que conducen a compuestos que pueden afectar en la
salud. A pesar de ser el HMF una sustancia conocida en la industria alimentaria
y quimica desde hace décadas, la relacion entre HMF y sus metabolitos, y la
salud no se ha estudiado en detalle hasta el afio 2006 (18).

Existen evidencias del efecto potencialmente nocivo del HMF basadas en

ensayos in vitro y en experimentos realizados en animales de laboratorio.
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Diferentes estudios han demostrado que el HMF a elevadas concentraciones
presenta efectos citotdxicos provocando irritacion en membranas mucosas,

piel, 0jos y tracto respiratorio superior.

Sin embargo, el principal riesgo para la salud es derivado de la presencia del
HMF ya que el HMF es transformado a 5- sulfoximetilfurfural (SMF) por
accion de las enzimas sulfotransferasas (SULT) como se puede observar en la
Figura 1.2. En el afio 2009, se detecto6 por primera vez el SMF in vivo en sangre
de ratones. Este derivado del HMF induce efectos genotdxicos y mutagénicos
en bacterias y lineas celulares de mamiferos debido a que la interaccion del
SMF con ADN, ARN y proteinas puede provocar dafios estructurales en estas
macromoléculas (18), dichos efectos son productos de la mayor reactividad del
SMF frente al HMF, ya que el grupo sulfato ubicado en la posicion alilica
puede ser escindido espontaneamente resultando en un compuesto electrofilico.
Sin embargo, no existe evidencia que el SMF es formado a partir del HMF en

humanos, ya que no ha sido detectado en orina (17).

O\\S//O
/N
O\ o HO @) 0
5-Hidroximetilfurfural (HMF) 5-Sulfoximetilfurfural (SMF)

Figura 1. 2: Metabolismo de 5-Hidroximetilfurfural (HMF) a 5-Sulfoximetilfurfural
(SMF)

Fuente: Adaptado de Lorenzo,G (18).

La ingesta diaria estimada de HMF esta en un rango de 4 a 30 mg por persona
al dia (19). La toxicidad aguda por via oral del HMF como compuesto puro es

relativamente baja, siendo la dosis letal (DL50) de 2.5 g/kg de peso corporal
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en ratas (18). La dosis maxima observada sin efectos adversos es de 80-100

mg/kg de peso corporal por dia (19).

En roedores, el SMF se ha identificado como nefrotoxico iniciador y promotor
del céncer de colon y de procesos nefrotoxicos (18).El Programa Nacional de
Toxicologia de Estados Unidos llevo a cabo un estudio durante 2 afios sobre la
carcinogenicidad del HMF encontrando que el HMF aumentaba la incidencia
de adenomas hepatocelulares en ratones hembra, no obstante Abraham (19)
observo que esta incidencia no dependia de la dosis, ademas que la cepa
utilizada en el estudio (B6C3F1) es conocida por poseer una alta
susceptibilidad a la formacion de tumores en el higado, en ese estudio no se
reportd carcinogenicidad en ratas de ambos géneros ni en los ratones machos,
es por esto que Abraham considera la relevancia de ese estudio como dudosa
(19). Maés tarde, el HMF ha demostrado ser un carcindgeno débil en ratones
debido al aumento significativo del nimero de pequefios adenomas intestinales
(18).

Para humanos, la enzima sulfotransferasa mas importante es la SULT1AL que
tiene una mayor actividad enzimatica que la SULT de roedores. Asi mismo los
humanos expresan la SULT en diferentes tejidos, mientras que los roedores
expresan la SULT principalmente en el higado, ejemplo de esto es que el
intestino de humanos es rico en SULTSs , mientras que en los ratones los niveles
de esta enzima son muy bajos en el intestino , comparados a los niveles que se
encuentran en su higado (20). Por lo que los humanos podrian ser mas sensibles
a los efectos toxicos del HMF (19).

En el estudio llevado por Zhang en ratas se encontré que la administracion de
HMF aumentaba el nimero y tamafio de las fosos de criptas aberrantes (FCA)
las cuales son una agrupacién de glandulas anormales en forma de tubo en el
revestimiento del colon y el recto, los FCA se forman antes que los pélipos
colorrectales y son uno de los cambios méas tempranos que se pueden observar
en el colon y que pueden conducir a un cancer en el colon , por el contrario, en

otro estudio a corto plazo se usaron ratones transgénicos que expresen un alto
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nivel del SULT1Al1 Y SULT2A2 humano en distintos tejidos. Esta
modificacion genética lleva a un claro incremento de la sulfatacion de HMF a
SMF, en este experimento ni el HMF ni el SMF indujeron la formacion FCA

preneoplasicos (17).

Estos resultados conducen a dudar si el HMF tiene potencial carcinogénico o
no. Ademas, existen hallazgos contradictorios sobre la posible
carcinogenicidad de HMF, y la evidencia de su potencial carcinogénico es muy
limitada. A su vez, el nimero de estudios realizados y las especies utilizadas
son limitadas. Basandose en los resultados disponibles, los posibles riesgos de
efecto carcinogénico, no son actualmente identificables por lo que se estima

gue son extremadamente bajos (17).

2.2. MECANISMO DE FORMACION:

El HMF es un compuesto intermedio en la Reaccidn de Maillard que se produce
cuando los azucares reductores se calientan en presencia de aminoacidos. La
Caramelizacion es una ruta alternativa, la cual consiste en la deshidratacion
térmica directa de fructosa, sacarosa, y en menor medida, de glucosa, no
requiere la presencia de grupos amino y esta catalizada en condiciones &cidas.
En la Figura 1.3 se representan las principales rutas de formacion del HMF
(18).
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Figura 1.3: Principales rutas de formacion del 5- Hidroximetilfurfural. Adaptado de
Lorenzo,G (18).

2.2.1. REACCIONES DE OSCURECIMIENTO O DE PARDEAMIENTO:

Durante la fabricacion, el almacenamiento y otros procedimientos en que
intervienen, muchos alimentos desarrollan una coloracion que, en ciertos casos,
causa la mejora de sus propiedades sensoriales, mientras que en otros las
deteriora; la complejidad quimica de los alimentos hace que se propicien
diversas transformaciones responsables de estos cambios.
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En estas reacciones se sintetizan compuestos de colores que van desde un ligero
amarillo hasta el café oscuro; dichos mecanismos se han clasificado como
reacciones enzimaticas y no enzimaticas en el segundo grupo se incluyen la
caramelizacion y la reaccion de Maillard (21). Como se menciond
anteriormente, el HMF es un compuesto intermedio en la Reaccién de Maillard

y la Caramelizacion es una ruta alternativa en su formacion.

Tabla 1. 4: Aspectos generales de la Caramelizacion y de la Reaccion de

Maillard
Mecanismo de Grupos amino  Temperatura pH Azlcares
formacion necesarios elevada optimo  reductores
N . Alcalino .
Caramelizacion No Si . Si
/&cido
Maillard Si No Alcalino Si

Fuente: Adaptado de Budai (21).

2.2.2. REACCION DE MAILLARD:

Esta reaccion, conocida también como reaccion de oscurecimiento de Maillard,
designa un grupo muy complejo de transformaciones que traen consigo la
produccion de multiples compuestos. Entre ellos pueden citarse las
melanoidinas coloreadas, que van desde amarillo claro hasta café oscuro e
incluso negro, y afectan también el sabor, aroma y valor nutritivo del alimento;
ademas, dan lugar a la formacién de compuestos mutagénicos o potencialmente

carcinogénicos, como la Acrilamida y el HMF.
Para que tales reacciones se lleven a cabo se requiere un azucar reductor (cetosa

0 aldosa) y un grupo amino libre, proveniente de un aminoacido o de una

proteina.
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Esta reaccion se da con frecuencia durante el almacenamiento y en procesos
como el horneado, tostado, fritura, etc. Confiriéndoles nuevos colores, olores,
sabores y texturas agradables para el consumidor, aungque también pueden
originarse sustancias aromaticas y compuestos pardos indeseados. Ademas,
puede disminuir el valor nutritivo de los alimentos, principalmente el de afectar
la calidad de las proteinas, debido a la destruccién de aminoécidos o

disminucion de su biodisponibilidad, y la de otros nutrientes (21).

i. QUIMICA DE LA REACCION DE MAILLARD:

Como se puede observar en la Figura 1.3 el HMF se forma por degradacién del
producto de Amadori a través de una enolizacion- 1,2, siendo la 3-
deoxiglicosulosa el intermedio clave. Cuando el medio de reaccion y las
condiciones térmicas son apropiados, el compuesto de Amadori forma el 1,2-
eneaminol, el cual pierde un grupo hidroxilo en el C- 3 y sufre una
desaminacion en el C- 1 formando asi el compuesto intermedio 3-
deoxiglicosulosa. La 3- deoxiglicosulosa se cicla y genera un hemiacetal el

cual se deshidrata formando finalmente el HMF (18).

ii. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN LA REACCION DE
MAILLARD:

a) Carbohidratos:

Los azUcares reductores que mas favorecen la reaccion de Maillard son,
primero, las pentosas, y segundo, las hexosas; asimismo, las aldosas acttian
mas facilmente que las cetosas, y los monosacaridos son mas efectivos que los
disacaridos. De acuerdo con ello y en términos generales, la xilosa es el azucar
mas activo, seguido de la galactosa, la glucosa, la fructosa, la lactosa y la
maltosa; por su parte, la sacarosa, que carece de poder reductor, interviene sélo
si se hidroliza previamente. Este ordenamiento no es estricto, ya que, en el

freido de papas, la fructosa es mas activa que la glucosa (17).
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b) Proteinas y amino&cidos:

El tipo de aminoéacido es decisivo ya que sera mas reactivo en la medida en que
se tenga mas de un grupo amino. La lisina es el mas activo; también pueden
intervenir otros amino&cidos, como la arginina, la histidina y el triptéfano. Se
sabe que en los sistemas modelo de glucosa-aminoécido, la velocidad se
incrementa con los aminoacidos cuyo grupo amino esta mas alejado del
carboxilo (17).

c) Concentracion de hidratos de carbono y proteinas:

Para que se lleve a cabo la reaccién es necesario que estén presentes los 2
sustratos: hidratos de carbono y proteinas. Al aumentar la concentracion de

estos sustratos en el alimento, mayor sera la intensidad de la reaccion.

d) Tiempo y temperatura de coccion:

Las temperaturas elevadas aceleran la reaccion es decir que, si bien la reaccion
puede ocurrir a temperatura ambiente, se ve favorecida a altas temperaturas,
pero debido a que su energia de activacion (Ea) es baja, se observa de igual
manera en condiciones de refrigeracion, al aumentar el tiempo de coccion,
aumenta la intensidad de la reaccion. En términos generales, la Ea es del orden
de 16 a 30 kcal/mol, y el valor de su coeficiente de temperatura, Q1o (en el
intervalo de 0 a 70°C), es de 2 a 3; es decir, por cada 10°C de aumento, la

velocidad se incrementa entre dos y tres veces (17).

e) pH:
A pH alcalino (pH>7) se incrementa la velocidad y alcanza un maximo a pH 9.
Por lo contrario, el mecanismo se inhibe en condiciones muy acidas (pH 3). La

cantidad de azucares aciclicos incrementa al incrementar el pH. El pH de la

miel de flores varia entre 3.3 y 4.6, a excepcion de la miel de castafia con un
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valor de pH de 5 a 6. Las mieles de mielada tienen un pH més alto, debido a su
contenido alto en minerales, variando de 4.5 a 6.5 (17).

f) Actividad de agua (aw):

Los alimentos de humedad intermedia, con valores de actividad de agua de 0.6
a 0.9, son los que mas favorecen esta reaccion, una actividad de agua menor no
permite la movilidad de los reactivos y al contrario una actividad de agua

mayor ejerce una accion inhibidora ya que el agua diluye a los reactivos (17).

g) Metales:

El cobre y el hierro tienen un efecto catalizador sobre la formacion de las
melanoidinas en la Gltima etapa de esta reaccion. El oxigeno y las radiaciones
electromagnéticas acttan de manera semejante. La ausencia de estos agentes
(metal, luz y oxigeno) no previene el inicio de la reaccion, ya que solo

favorecen la polimerizacion final (17).

h) Inhibidores:

Los inhibidores més comunes son los sulfitos, metabisulfitos, bisulfitos y
anhidrido sulfuroso, acttan retardando la aparicion de productos coloreados,
pero no evitan la pérdida del valor biolégico de los aminodcidos. Su uso esta

limitado ya que produce efectos adversos a la salud (17).

2.2.3. CARAMELIZACION:

Es la reaccion de pardeamiento de azucares calentados a altas temperaturas
(>80°C) en ausencia se proteinas y aminoacidos. Esta reaccion puede ser
benéfica o dafiina para la calidad del alimento y puede ser prevenida evitando

altas temperaturas durante el procesado y utilizando bajas temperaturas para el
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almacenamiento. Se favorece en condiciones alcalinas o acidas. Requiere
mayor energia de activacion y temperaturas mas elevadas que la Reaccion de
Maillard, aunque, de manera similar, también se forma el intermedio 3-

desoxglicosulosa. En la Figura 1.3 se observa que durante la caramelizacion,
los azucares reductores a traves de la enolizacion- 1,2 sufren reacciones de

deshidratacion y ciclacion para formar finalmente el HMF (18).

2.3. HIDROXIMETILFURFURAL COMO INDICADOR DE CALIDAD EN
LA MIEL:

Si bien actualmente el HMF se usa como indicador de la calidad y frescura de
la miel, ya que es un indicador del calentamiento o de un inadecuado
almacenamiento, su contenido esté en relacion directa con el calor que ha sido
sometida la miel y con su grado de envejecimiento. De igual modo, el
contenido de HMF va aumentando espontaneamente con el transcurso del
tiempo a temperatura ambiente, observandose una notable diferencia del
incremento segun procedan de zonas frias y calidas (12).

Se utilizo por primera vez en 1908 como un indicador de la adulteracion de la
miel con jarabes invertidos (jarabes de glucosa y fructosa). El azucar de cafia
(sacarosa) se "invierte" calentdndolo con un acido alimentario, y este proceso
crea HMF. Sin embargo, se repar6 rapidamente que la miel al ser sometida al
calor también tenia niveles altos de HMF vy, por lo tanto, pasd de ser un
indicador de adulteracion a ser un indicador de cambios de calentamiento y
almacenamiento. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los niveles altos de
HMF (mas de 100 mg/kg) aun pueden ser un indicador de adulteracion con

azUcares invertidos.
El contenido de HMF no es intrinseco de la miel por lo que su contenido

normalmente esta por debajo de 1 mg/ kg. Es habitual que HMF esté por debajo

de 10 mg / kg en miel fresca extraida (18).
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En el estudio realizado por Khalil (23) el contenido de HMF de muestras
frescas de miel de Malasia almacenadas por 3-6 meses (2.80-24.87 mg/kg)
estuvo dentro de los valores recomendados (80 mg/kg para mieles tropicales),
mientras que las muestras de mieles almacenadas por periodos mas largos (12-
24 meses) contuvo concentraciones de HMF mucho mas altas (128.19-1131.76
mg/kg).Por lo tanto, se recomienda que la miel de abeja deberia ser consumida

dentro del afio.

3. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE (UV-Vis):

La espectrofotometria es uno de los métodos de analisis mas usados, y se basa
en la relacién que existe entre la absorcion de luz por parte de un compuesto y
su concentracion. Cuando se hace incidir luz monocromética (de una sola
longitud de onda) sobre un medio homogeéneo, una parte de la luz incidente es
absorbida por el medio y otra transmitida, como consecuencia de la intensidad
del rayo de luz sea atenuada desde lo a I, siendo lo la intensidad de la luz
incidente y | la intensidad del rayo de luz transmitido, el compuesto absorbera
una parte de la radiacion incidente (Po) y dejara pasar el resto (P). La mayor
parte de la absorcion de los compuestos organicos resulta de la presencia de
enlaces © (es decir, insaturados). Un cromdforo es un grupo molecular que,
normalmente, contiene un enlace m. La espectroscopia UV-Vis utiliza la
radiacion del espectro electromagnético, cuya longitud de onda comprende los
100 y 800 nm.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas
para absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-
Visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede
absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura
atdbmica y de las condiciones del medio. Las moléculas pueden absorber
energia luminosa y almacenarla en forma de energia interna. Cuando la luz

(considerada como energia) es absorbida por una molécula se origina un salto
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desde un estado energético basal o fundamental, E1, a un estado de mayor
energia (estado excitado), E2. Y solo se absorbera la energia que permita el
salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie de estados excitados (0
bandas) que la distingue del resto de moléculas. Por Gltimo, la molécula en
forma excitada libera la energia absorbida hasta el estado energético
fundamental. EI método espectrofotométrico se rige por la ley de Lambert-

Beer.

3.1. LEY DE LAMBERT-BEER:

La Ley de Lambert establece que cuando pasa luz monocromaética por un medio
homogéneo, la disminucion de la intensidad del haz de luz incidente es
proporcional al espesor del medio, lo que equivale a decir que la intensidad de
la luz transmitida disminuye exponencialmente al aumentar aritméticamente el

espesor del medio absorbente. La expresion matematica es:

T=l/lo=e™® (Ec 1.1)
donde lo es la intensidad incidente, | es la intensidad transmitida, e es la base
de los logaritmos naturales, k es una constante y b es el paso Optico
(normalmente en centimetros).

La Ley de Beer es idéntica a la ley de Lambert, excepto porque esta expresada
en términos de concentracion. La cantidad de luz absorbida es proporcional al
numero de moléculas absorbentes por las que pasa la luz.

Ambas leyes se combinan en una sola, generando la Ley de Lambert-Beer

T= I/lo=g™® (Ec 1.2)
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donde c es la concentracion de las especies absorbentes (normalmente
expresada en g/L o mg/L). Esta ecuacion puede transformarse en una expresion

lineal tomando el logaritmo y, normalmente, se expresa de la siguiente forma:

A= -logT = -log(l/10)=log (lo/l) = exbxc (Ec 1.3)

donde € es la absorcion molar o coeficiente de extincion. El coeficiente de
extincion (g) es caracteristico de una sustancia en condiciones definidas de

longitud de onda, disolvente y temperatura.

3.2. PARTES BASICAS DE UN ESPECTROFOTOMETRO:

El equipo se compone generalmente de:

i. Fuente de luz: ldmpara de tungsteno (rango visible, 900 a 340nm) encendido
instantaneo, lampara de arco de deuterio (rango UV, 340 a 200nm) necesita un
calentamiento previo

ii. Soporte para la muestra

iii. Dispositivos de dispersion: prisma, o red de difraccion estos dispositivos
causan que diferentes longitudes de onda de luz sean dispersadas con angulos
distintos. Cuando se combinan con una rendija adecuada de salida, pueden
utilizarse para seleccionar una longitud de onda. Un monocromador consta de
una rendija de entrada, un dispositivo de dispersion y una rendija de salida que
permite seleccionar la longitud de onda deseada. Idealmente, lo que sale es luz
monocromatica.

iv. Detector: suele ser un fotodiodo, convierte una sefial de luz en una sefial

eléctrica.
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3.3. ESPECTROFOTOMETRO CONVENCIONAL:

Muestra

Monocromador

Detector

Rendija de salida

Dispositivo de
dispersion
Fuente Rendija de ?
® entrada

Figura 1. 4: Esquema de un espectrofotometro convencional de haz simple (24).

Un espectrofotémetro convencional (Figura 1.3) enfoca la luz policromaética de
la fuente sobre la rendija de entrada de un monocromador, que transmite
selectivamente la longitud de onda deseada, por lo que la luz “monocromatica”
atraviesa la muestra, y llega al detector. La absorbancia de la muestra se
determina midiendo la intensidad de luz que alcanza el detector cuando no hay
muestra (el blanco) y comparandola con la intensidad de la luz que alcanza el
detector después de atravesar la muestra. Este disefio es el adecuado para medir
la absorbancia en un solo punto del espectro. Es menos apropiado, sin embargo,
para medir diferentes compuestos a diferentes longitudes de onda o para
obtener espectros de muestras.

3.4. DISENO DE HAZ SIMPLE O DE DOBLE HAZ:

Un espectrofotometro puede ser de haz simple o de doble haz. En un
espectrofotometro de haz simple, la radiacion pasa a través de una sola solucién
a la vez, es decir, el blanco y la muestra se miden consecutivamente, con un
intervalo de varios segundos para una medida a una longitud de onda. En este
tipo de instrumentos se requiere de calibrar el aparato a cero de absorbancia
con el blanco. Una vez ajustado se retira la celda con el blanco y se colocan las
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muestras y estandares que si contienen la especie absorbente y se efectia la
lectura correspondiente. Los instrumentos de un solo haz son particularmente
adecuados para medidas cuantitativas de absorcion a una unica longitud de
onda (medidas puntuales). Las cubetas que contienen la cubeta y el blanco se

sitlan alternativamente en la trayectoria del haz.

En un espectrofotometro de doble haz (Figura 1.6), un haz de radiacion pasa a
través de la solucion muestra y otro haz pasa a través de la solucion blanco o
de referencia. El detector alterna entre la medida del haz de muestra y la del
haz de referencia. En esta configuracion, se coloca un chopper en el paso
Optico, cercano a la fuente. EI chopper hace que la luz de referencia y la luz
que atraviesa la muestra llegue intermitentemente al detector. Gira a una
velocidad tal que las medidas alternas de blanco y muestra ocurren varias

veces por segundo.

Monocromador

~

Rendija de

> u
Fuente  entrada Chapper-Q D _ﬁ' Detector

Muestra

Referencia

Dispositivo
de dispersion

Figura 1.5: Sistema Optico de un espectrofotometro de doble haz (24).

El detector compara estas dos sefiales continuamente o muchas veces en un
segundo Yy efectda la lectura relacionando la lectura de la muestra con la lectura
del blanco. De esta manera se compensan las fluctuaciones que pudiesen existir
por: ruido, variacion de voltaje, variacion en la intensidad de la fuente
luminosa, asi como el funcionamiento irregular de la fuente, detector y

transductor.

Tradicionalmente, la mayor estabilidad de los instrumentos de doble haz, ha
sido fundamental en el disefio de los espectrofotometros de alto rendimiento.
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Sin embargo, recientes avances en el disefio de ldmparas y de la electronica han
mejorado la estabilidad de los espectrofotometros de haz simple y han llevado
a un resurgimiento de esta configuracion. Los instrumentos de haz simple

ofrecen mayor sensibilidad y mas facilidad de uso (24).

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION:

La cromatografia liquida de alta resolucion es un método, usado principalmente
para la separacion de componentes de una muestra de acuerdo a su polaridad,
en la cual los componentes de la muestra se distribuyen en dos fases: una fase
estacionaria sélida la cual esta depositaba en la columna cromatogréafica donde
se produce la separacion, esta generalmente compuesta por un sélido poroso,
con un tamafio de particula muy pequefio, y una fase mavil liquida la cual esta
compuesta por solventes o una mezcla de solventes con un alto grado de pureza,
la fase movil pasa a través de la columna a una velocidad constante
transportando la muestra hacia la fase estacionaria, el componente més afin a
la fase estacionaria se retiene més y tarda més en salir de la columna (eluir) y

el mas afin a la fase movil se retiene menos y sale antes de la columna (25).

41. COMPONENTES:

PC for Data
Acquisition

HPLC Column

Injector

Solvent Pump Detector Waste

Figura 1.6: Componentes basicos del HPLC (26).
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En la Figura 1.6, se muestra los componentes béasicos del HPLC vy
posteriormente se detalla sus partes.

4.1.1. Reservorio de la fase movil:

Alimenta al sistema con la fase movil, puede emplearse como reservorio
cualquier frasco de laboratorio de buena calidad (el vidrio suele ser el material
mas utilizado). El reservorio ha de taparse, para evitar la entrada de polvo. A
través del tapon discurre el tubo (generalmente de teflon) que conduce la fase
movil al sistema de bombeo. Este tubo suele tener en su extremo un filtro de
titanio de 10 um de poro, que evita el paso hacia el equipo cromatogréfico de
particulas solidas que pueda contener la fase movil.

Se suelen incorporar 2-4 reservorios (con una capacidad tipica de 1L cada uno)
que permiten la preparacién automatizada de mezclas de disolventes como fase
mavil o la formacidn de los correspondientes gradientes. Suelen estar provistos
de un sistema de desgasificacion (que pueden generar efectos indeseados sobre

la bomba, la columna o el detector) (25).

4.1.2. Sistema de bombeo:

Este dispositivo es capaz de proporcionar a la fase movil la presion necesaria
para atravesar, al flujo seleccionado, la columna y el resto del sistema. Las
principales caracteristicas que debe reunir una bomba son: la obtencién de
flujos o caudales de 0,1 a 10 ml/min y la capacidad de trabajar a presiones de
hasta 6.000 psi (400 bar) (25).

4.1.3. Inyector (manual o automatico):

Permite incorporar la muestra a la fase movil antes de la columna, sin
interrumpir el caudal del solvente a través de sistema. Los inyectores de

valvulas, conocidos como inyectores de bucle (loop), se utilizan practicamente
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en el 100% de los cromatdgrafos, destacando por la precision de la inyeccion
y el mantenimiento de la presion de la bomba. Resisten presiones de hasta
7.000 psi. Los inyectores pueden ser manuales y automaticos. En los manuales,
se puede cambiar facilmente el bucle (loop), que es el que determina el
volumen de muestra que entra en la columna. Los inyectores automaticos o
automuestreadores trabajan de permitiendo variar el rango de volumen
inyectado, presentan una mayor precision que los manuales, optimizando el
rendimiento del equipo HPLC (25).

4.1.4. Columna:

La columna es la parte mas importante del sistema cromatografico. La columna
tiene que tener una longitud suficiente para separar los compuestos de interés,
una columna mas larga de lo necesario implica un mayor consumo de
disolvente y de horas de trabajo. Las columnas mas habituales tienen
longitudes entre 10 y 30 cm. El didmetro, suele ser de 4-5 mm; este didmetro
es un compromiso entre el consumo de disolvente, el tiempo de analisis y la
resolucion cromatografica. Las primeras fases estacionarias estaban formadas
por particulas de 35 a 70 um, porosas, actualmente se estan formados por
particulas de 5 um o0 menores. Una primera exigencia para la fase estacionaria
es su estabilidad y resistencia a las altas presiones. La carcasa de las columnas
suele ser de acero inoxidable, ya que se trata de un material inerte, resistente a

las altas presiones y con el interior liso (25).

4.1.5. Detectores:

El detector permite “ver” y ubicar en tiempo y espacio la posicion de cada
componente de una muestra. Los detectores deben de reunir ciertas

caracteristicas, tales como (25):
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i. Tener un amplio rango de respuesta ya que un cambio de la concentracion
produce un cambio en la sefial.

ii. Poseer una respuesta lineal, el detector tiene que ser capaz de medir
propiedades del analito que se incrementen linealmente al aumentar su
concentracion.

Iii. Responder a todos los solutos.

iv. Tener sensibilidad apropiada

v. Los cambios de temperatura no deben de modificar la sefial emitida por los
detectores.

vi. Poseer una buena relacion sefial/ruido: Estas perturbaciones que se producen
en la linea base del detector se deben a la electronica propia del instrumento, a
problemas relacionados con las variaciones de temperatura, oscilaciones de la
tension de la linea eléctrica, o a fluctuaciones en el caudal.

vii. No destruir la muestra, ésta propiedad es caracteristica de casi todos los
detectores de HPLC, a excepcion del detector electroquimico.

viii. Tener una constante de tiempo baja: la constante de tiempo de un detector
indica la velocidad con que éste responde a un cambio instantaneo a la
concentracion del analito.

El detector UV-Visible posee buena sensibilidad, no es destructivo y puede
emplearse con gradientes de solventes, con la Gnica limitacion de que éstos
sean transparentes en la longitud de onda de trabajo, ademas es un detector muy
poco sensible a los cambios de caudal y de temperatura. Es el detector de
primera eleccion y el mas empleado, debido a su simplicidad de uso, robustez
y confiabilidad. Cuando no es posible su empleo porque el analito carece de
grupos cromdéforos o porque su respuesta es baja, es posible usar otros
detectores (25).

4.1.6. Sistema de tomay procesamiento de datos:

Un dispositivo de recoleccion y salida de datos esta conectado a la salida

electrénica del detector. El dispositivo de recogida de datos toma la sefial
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electrénica producida por el detector y emite un gréfico de respuesta en funcion
del tiempo. Este cromatograma resultante puede evaluarse para informacion

tanto cualitativa como cuantitativa (25).

4.2. CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA:

La cromatografia de fase reversa es la técnica de separacion por cromatografia
liquida maés utilizada actualmente en los laboratorios. Se habla de fase reversa
cuando la cadena funcional R tiene caracter apolar (hidréfobo). EI grupo R
suele ser una cadena C8 (n-octil) o C18 (n-octadecil). Dichas cadenas alifaticas
se orientan paralelas unas a otras, perpendicularmente a la superficie de las
particulas (a modo de peine). Es importante no utilizar eluyentes con valores
de pH superiores a 7,5 para evitar la hidrélisis de los grupos siloxano. La
polaridad de los grupos funcionales de los analitos es determinante en el orden
de elucion de los compuestos. El orden de elucion en fase reversa es de mas
polar a menos polar. La fase movil suele tener un marcado caracter polar,
siendo habitual utilizar mezclas de agua con distintas concentraciones de

metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano (25).

5. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO:

51. METODO ANALITICO:

El método analitico se refiere al procedimiento que explica detalladamente
todas las operaciones necesarias para efectuar un analisis concreto. Puede
incluir a las preparaciones de la muestra, los estandares de referencia y los
reactivos, uso de aparatos, generacion de la curva de calibracién, uso de la

férmula para los calculos, etc.; pero no se limita sélo a ello.
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5.2. VALIDACION:

La validacién de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que
los resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza
la validacion de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder
determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado para los

fines previstos (27).
En general, se establece que el laboratorio DEBE validar (27):

i. Métodos no normalizados: Corresponden a métodos desarrollados por el
laboratorio o método nuevos (ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien,
a métodos que tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no
estan normalizados.

ii. Método normalizado con una modificacion significativa: Cuando se trata de un
método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté normalizado,
tiene poco sentido encarar una validacion como si fuera una metodologia
desconocida para estos casos se puede realizar una validacion retrospectiva, en
base a los datos experimentales que el laboratorio dispone, para la cual se
realizara la recopilacion de la mayor cantidad de datos historicos disponibles,
para luego realizar un proceso de ordenamiento y seleccion de los datos
recopilados como curvas de calibracion, resultados de ensayos, entre otros. En
caso de ser un método nuevo (o uno antiguo del que no se dispongan de datos

suficientes) se debe realizar una validacion prospectiva.

En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validacion menor o

verificacion cuando se trate de (27):

i. Métodos normalizados.
ii. Métodos normalizados usados fuera de su alcance propuesto. Ejemplo: uso en
otra matriz.
iii. Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados. Ejemplo:
uso en otros analitos.
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iv. Métodos previamente validados, que haya sufrido alguna alteracion
significativa por lo cual deben volver a evaluarse. Estas variaciones pueden ser;
cambio de equipo, cambio de componentes de equipo como columnas,
detectores, cambio analista, cambio de la matriz que contiene la muestra o de

nivel de concentracién del analito de interés, entre otros.

Tiene como objetivo el comprobar que el laboratorio domina el método de
ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de tratarse de un
método normalizado modificado para la verificacion se requiere solo realizar
aquellas pruebas que indiquen que la variacion realizada no afecta el ensayo
(27).

El objetivo de la validacién y la verificacion, es demostrar que el método
utilizado por un laboratorio es adecuado para la aplicacion en la que se
propone utilizar, asi, como también demostrar que las modificaciones que
pudieron haberse realizado no afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los

resultados por este entregado (27).

En relacion a los parametros de validacién o verificacion estos deberan
determinarse de acuerdo al tipo de método. Para este fin la Tabla 1.5 puede
ser utilizada como guia:

Tabla 1. 5: Parametros analiticos de acuerdo al método cuantitativo

PARAMETROS METODO CUANTITATIVO
ANALITICOS NORMALIZADO MODIFICADO NUEVO
Linealidad Si Si Si

Sensibilidad SioNo Si Si
Limites de

Deteccion y de SioNo Si Si

Cuantificacion

Precision Si Si Si

Fuente: Adaptado del Instituto de Salud Publica de Chile (27).
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53. PARAMETROS ANALITICOS:

5.3.1. LINEALIDAD:

Es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra. Con el fin de
determinarlo se realiza un grafico de concentracion versus respuesta, que se

conoce como funcion respuesta (normalmente llamada recta de calibrado) (24).

5.3.2. SENSIBILIDAD:

Es la capacidad de un método analitico para detectar pequefias concentraciones
de analito. En una regresion lineal la sensibilidad corresponde a la pendiente
(m) de la recta de calibracion. Se dice, que un metodo es sensible cuando una
pequefia variacion de concentracion determina una gran variacion de respuesta.
La sensibilidad permite observar la capacidad de respuesta instrumental frente
a una determinada cantidad de analito. En el tiempo, visualiza como se

comporta el instrumento (24).

5.3.3. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION:

El limite de deteccion es la minima cantidad de analito que puede ser detectado
aungue no necesariamente cuantificado con precision y exactitud. El limite de
cuantificacién es la minima cantidad de analito que puede determinarse

cuantitativamente con una adecuada exactitud y precision (24).
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5.3.4. PRECISION:

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas mdltiples de una misma muestra homogénea en

condiciones predeterminadas. Engloba los siguientes tipos de estudios (24):

i. Repetibilidad: Evalta la variabilidad del método efectuando una serie de
andlisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (mismo
analista, mismos aparatos y reactivos) en un mismo laboratorio y un periodo
corto de tiempo

i. Precisiéon intermedia: Evalla la variabilidad del método efectuando una serie

de andlisis sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes
(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio

i. Reproducibilidad: Evalta la variabilidad del método entre laboratorios

[
diferentes bajo condiciones operativas diferentes.

En la Tabla 1.6, se resumen los factores que pueden o no variar en los estudios

de repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad

Tabla 1. 6: Variacion de factores en el estudio de la precision.

¥ Precision o
Factores Repetibilidad ) Reproducibilidad
intermedia
Instrumento Igual Diferente Diferente
Dia de analisis Igual Diferente Diferente
Analista Igual Diferente Diferente
Otros factores:
e Columna
cromatografica Igual ) )
o Diferente Diferente
e Condiciones
ambientales
¢ Reactivos, etc.
Laboratorio Igual Igual Diferente

Fuente: Validacion de Métodos Analiticos, AEFI (28).
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5.3.5. EXACTITUD:

Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado convencionalmente como
valor verdadero (nominal, teérico, o de referencia) y el valor encontrado
experimentalmente. Es la capacidad del método analitico para proporcionar

resultados lo més cercanos posibles al valor teérico o nominal.

El porcentaje de recuperacion se define como eficacia en el rescate del analito
de la matriz de la muestra. Es un parametro que se debe estudiar durante el
desarrollo del método analitico. La recuperacion ideal es del 100%.
Recuperaciones mayores indican interferencias debidas a la matriz y
recuperaciones menores indican perdidas de analito durante las fases de

preparacion de la muestra (28).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE INVESTIGACION:

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
de la Universidad Catolica de Santa Maria, en el pabellon H-204/205.

2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:

2.1. EQUIPOS:

i. Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion:

Marca: Merck Hitachi

Modelo: LaChrom Elite

Detector: UV-Visible

Columna: LiChroCART RP-18 125mmx4mmx5um
Software: EZ Chrom Elite

ii. Espectrofotometro UV Visible:

Marca: Shimadzu

Modelo: UV-1700
iii. Balanza analitica:

Marca: OHAUS

Modelo: Discovery

Sensibilidad: 0.1 mg
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iv. Purificador de agua:
Marca: ELGA LabWater
Modelo: PURELAB Classic
Resistividad a 25 °C: 18,2 MQecm

v. Agitador tipo vortex:
Marca: Thermo SCIENTIFIC
Modelo: Maxi Mix Il

vi. Bomba de aspiracion:
Marca: Lab Companion
Modelo: VE-11

2.2. REACTIVOS:

e Estandar de Hidroximetilfurfural > 98% (Merck)
e Metanol grado HPLC (Merck)

e Agua calidad ultra pura

e Solucion de Carrez I: Ferrocianuro de Potasio

e Solucion de Carrez 11: Acetato de Zinc

e Bisulfito de sodio

2.3. MATERIALES:

e Fiolas de 5, 10, 50, 100 mL.
e Pipetas volumétricas de 1, 2, 5 mL.
e Probetas de 100 mL.

e Vasos de precipitado de 25, 50 y 100 mL.
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e Baguetas.

e Espétulas.

e Embudo

e Celdas de cuarzo (Purshee)

e Sistema de filtracion al vacio
e Papel filtro

e Tubos de ensayo 18x150mm
e Gradilla

e Frascos de vidrio de 1L

24. OTROS MATERIALES:

e Jeringas descartables de 10 mL.
e Filtro de membrana de nylon 0.45 pm (Whatman)

e Filtros de jeringa ANOTOP 0.22 um (RephiQuik)

3. METODOS:

3.1. MUESTRAS DE ESTUDIO:

Se selecciond seis mieles al azar de diferentes marcas provenientes de
denominadas tiendas organicas, mercados y supermercados de la ciudad de
Arequipa en el mes de junio, a cada muestra se le asigné un codigo (A, B, C,
D, E, F) con el objetivo de diferenciarlas. La muestra A y E provienen de
supermercados, las muestras C y D de denominadas tiendas organicas y las
muestras B y F de mercados. Se tuvo en cuenta el origen botanico de la miel

(mieles poliflorales).
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3.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC):

3.2.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

e Equipo: Cromatografo liquido de alta resolucion

e Columna: LiChroCART RP-18 125mmx4mmxSpum
e Sistema: Isocratico

e Fase movil: Agua ultrapura:Metanol (90:10)

e Detector: UV-Visible, 284 nm

e Velocidad de flujo: ImL/minuto

e Volumen de inyeccion: 20 puL

e Tiempo de retencion: 3.4 minutos

e Tiempo de corrida: 10 minutos

3.2.2 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DEL ESTANDAR DE
HMF:

Se pes6 2.19 mg del estandar de HMF y se enrasé con agua ultra pura en una
fiola de 10 mL (219 ppm), luego se transfirio 2.28mL de esta solucion a una

fiola de 5mL y se enraso con agua ultra pura para obtener una concentracion

stock de 100 ppm (concentracion real de 99.86 ppm).

3.2.3. PREPARACION DE LA FASE MOVIL:

Se filtro al vacio 1L de metanol grado HPLC vy se utilizé el Purificador de

agua para obtener 1L de agua ultra pura.
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3.3.  VALIDACION DEL METODO ANALITICO (HPLC):

3.3.1. LINEALIDAD:

Preparacion de la gréafica de calibracion:

A partir de la solucién stock de 99.86 mg/L filtrada por filtro anotop 0.22 um,
haciendo uso del inyector automético del HPLC se inyecto 18uL,16uL, 10uL,8
ulL,6 uL y 4 uL para asi obtener concentraciones de 89.88 ppm, 79,89 ppm,
49.93 ppm, 39.95 ppm, 29.96 ppm, y 19.97 ppm (Tabla 2.1). Este
procedimiento se realizé por triplicado para evaluar los estimadores de
regresion (coeficiente de regresion lineal, pendiente e intercepto de las curvas

de calibracion).

Tabla 2. 1: Concentraciones de HMF para la Grafica de Calibracion por
el Método de HPLC.

Volumen inyectado Concentracion real

por HPLC
20 uL. 99.86 ppm
18uL 89.88 ppm
l16uL 79.89 ppm
10pL 49.93 ppm
8 uL 39.95 ppm
6 uL 29.96 ppm
4 uL 19.97 ppm

Fuente: Elaboracion propia.

La linealidad es la relacidn entre la concentracion de un analito y su respuesta.
El estudio de la linealidad no s6lo implica una representacion grafica, sino que
es necesario realizar una comprobacion estadistica. Luego de realizar la grafica

de calibracidn, se establece la ecuacion de la recta:

Y=bx+a (Ec 2.1)
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Siendo (a) el intercepto, (b) la pendiente, (x) la concentracion del analito en

mg/L , (y) la sefial del método analitico y (n) el nimero de mediciones.

2xly
bzzxy—”z (Ec 2.2)
5. 20
n
azfy-be (Ec 2.3)
n

La pendiente (b) se encuentra relacionada con la sensibilidad del método por
lo cual es un pardmetro indicativo de la sensibilidad del método, de forma que
a mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a los
cambios de la concentracion del analito). El intercepto (a), termino
independiente, u ordenada en el origen, es la interseccion de la recta con el eje
de ordenadas y es indicativo del error sistematico, no difiriendo
estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo, por lo que se determina
para evaluar que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion se

adjudique Unicamente a un error aleatorio.

El coeficiente de correlacion (r) nos indica el grado de relacion entre la variable
X (concentracion), y la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1. Si (r) es
cercano a la unidad significa que existe correlacion con una probabilidad
elevada. Si r=0 indica ausencia de relacion lineal entre las variables. El valor

recomendable para el coeficiente de correlacion es > 0.999.

3.3.2. SENSIBILIDAD:

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. La sensibilidad de
calibraciéon corresponde a la pendiente de la curva de calibracion. Los
parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son:
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i. Limites de deteccion: Segun la USP XXII, es la menor concentracion de
analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una
muestra en las condiciones establecidas. Se expresa en unidades de
concentracion (%, ppm, ppb, etc.)

ii. Limites de cuantificacion: Segun la misma referencia anterior, es la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud
razonables en las condiciones establecidas. También se expresa en unidades de

concentracion.

Se pueden estimar estos pardmetros a partir de la grafica de calibracion, para

ello se realizaron las siguientes determinaciones:

i. Determinacion de la pendiente (b) y la ordenada (a) de la grafica de calibracion
(concentracion vs respuesta). El valor de Ybl es igual a la ordenada (a).

ii. Determinacion de la desviacidn estandar correspondiente a cada concentracion,
para asi obtener una segunda grafica de calibracion (concentracion vs
desviacion estandar). El valor de Sbl es igual a la ordenada obtenida en esta
grafica.

Se calcula el limite de deteccidn (3 desviaciones estandar del blanco) y el limite

de cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco) para n medidas

individuales.
YbI+3 Sbl 1 _
Limite de deteccién (LD)= ———— x— (Ec2.4)
b Vi
YbI+10 Shl 1 |
Limite de cuantificacion (LC) = — X7_ (Ec 2.5)
n

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

3.3.3. PRECISION:

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas mdltiples de una misma muestra homogénea en

condiciones predeterminadas.

I. Repetibilidad del sistema instrumental:

Este parametro estudia la variabilidad debida Gnicamente al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma concentracion o muestra de
forma consecutiva en las mismas condiciones operativas (por un mismo
analista, con los mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y

en un periodo de tiempo corto.

La estimacion de la repetibilidad instrumental, se realiza con el célculo de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV) de una serie de

medidas y se calcula matematicamente de la siguiente manera:

cv (%)=f:€ x100 (Ec 2.6)

Donde:
s=desviacion estandar
x= media aritmética de los resultados

Para la determinacion de este parametro se inyecto en el HPLC 5 veces el punto
medio de la gréfica de calibracion (49.93 ppm).

ii. Repetibilidad del método:

Este ensayo se efectlia sobre una serie de concentraciones que se analiza de
manera independiente por el mismo instrumento y el mismo analista. Para lo

cual se debe de analizar un minimo de 3 concentraciones por triplicado. Para

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANTA MARIA

este ensayo se toman los datos obtenidos de la gréafica de calibracion. De igual

manera, este parametro de expresa matematicamente por el CV%.

3.3.4. EXACTITUD:

La exactitud es el parametro que mide el grado de concordancia entre los
valores obtenidos y el valor verdadero. La exactitud se expresa mediante el
porcentaje de recuperacion dada por la cantidad valorada con respecto a la

cantidad conocida.

Este parametro se expresa mediante el porcentaje de recuperacion el cual se

determiné mediante la siguiente formula:

[M.EJ-/M] (Ec 2.7)

Porcentaje de Recuperacion (%oR)= W— x100

Donde:

M.E: Concentracion muestra enriquecida
M: Concentracion de la muestra

St . Concentracion del estandar

Para el desarrollo de este parametro, se utilizé el método de porcentaje de

recuperacion, para lo cual se elaboraron 3 soluciones, las cuales fueron:

i. Preparacion de la solucion estandar:

Se preparo una solucion estandar de HMF a una concentracion aproximada de
5 ppm. Se filtré e inyect6 al HPLC.
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ii. Preparacion de la solucién muestra:

Se peso6 aproximadamente 5g de la muestra de miel en un vaso de precipitado
de 50mL.Se disolvio la muestra en aproximadamente 25mL de agua ultrapura
y se transfiri6 a una fiola de 50mL.Se afiadi6é 0.5 mL de la solucion de Carrez
I y se mezclo, luego se afiadié 0.5mL de la solucion de Carrez 11 y se mezclo,
finalmente se enrasod con agua ultra pura. Se realizé una dilucion 1:10, se filtro
e inyecto al HPLC.

iii. Preparacion de la solucién muestra enriquecida:

En una fiola de 50mL se afiadid6 5mL de la solucién muestra y 1 mL de la

solucién estandar y se enraso con agua ultra pura. Se filtré e inyect6 al HPLC.

3.3.5. CUANTIFICACION DE HMF POR HPLC:

El contenido de HMF en las 6 muestras fue medida por el método de HPLC

propuesto por la Comision Internacional de la Miel (IHC).

Se homogenizo la muestra de miel, mezclando a profundidad por al menos 3
minutos. Se pes6 aproximadamente 5g de la muestra de miel en un vaso de
precipitado de 50mL.Se disolvio la muestra en aproximadamente 25mL de
agua ultrapura y se transfirié a una fiola de 50mL.Se afiadié 0.5 mL de la
solucién de Carrez | y se mezcl6, luego se afiadié 0.5mL de la solucién de
Carrez Il y se mezclo, finalmente se enrasé la fiola a 50mL con agua ultrapura.
Se filtraron por filtro Anotop 0.22 um y se procedio a inyectar por HPLC por
duplicado.
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3.4. VALIDACION DEL METODO (ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VISIBLE):

3.4.1. LINEALIDAD:

Preparacion de la gréafica de calibracion:

Para llevar a cabo la determinacion de este parametro se pes6 6.12 mg del
estandar de HMF y se disolvié en 25mL de agua ultra pura, obteniendo una
solucion stock de 244.8 ppm. A partir de esta solucion stock se tomaron
alicuotas de 0.5 mL, 2mL, 3.5 mL, 5mL, 3.25 mL y 4 mL para obtener
concentraciones de 12.24 ppm,48.96 ppm 85.68 ppm, 122.4 ppm, 159.12ppm
y 195.84ppm (Tabla 2.2). Luego de preparar cada uno de los patrones, estos
fueron tratados por el método 980.23 de la AOAC. Este procedimiento se
realizo6 por triplicado para evaluar los estimadores de regresion (coeficiente de
regresion lineal, pendiente e intercepto de las curvas de calibracion).

Tabla 2. 2: Concentraciones de HMF para la Grafica de Calibracion por

el Método de Espectrofotometria UV-Vis.

Volumen tomado Volumen final Concentracion
0.50 mL 10 mL 12.24 ppm
2.00 mL 10 mL 48.96 ppm
3.50 mL 10 mL 85.68 ppm
5.00 mL 10 mL 122.4 ppm
3.25mL 5SmL 159.12 ppm
4.00 mL 5SmL 195.84 ppm

Fuente: Elaboracion propia.

La linealidad es la relacién entre la concentracion de un analito y su respuesta.
El estudio de la linealidad no s6lo implica una representacién grafica, sino que
es necesario realizar una comprobacion estadistica. Luego de realizar la gréfica

de calibracidn, se establece la ecuacion de la recta:
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Y=bx+a (Ec 2.8)

Siendo (a) el intercepto, (b) la pendiente, (x) la concentracion del analito en

mg/L , (y) la sefial del método analitico y (n) el nUmero de mediciones.

2xXy
b=2xy-—”2 (Ec 2.9)
.20
Iy-bXx (Ec 2.10)
n

La pendiente (b) se encuentra relacionada con la sensibilidad del método por
lo cual es un pardmetro indicativo de la sensibilidad del método, de forma que
a mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a los
cambios de la concentracion del analito). El intercepto (a), termino
independiente, u ordenada en el origen, es la interseccion de la recta con el eje
de ordenadas y es indicativo del error sistematico, no difiriendo
estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo, por lo que se determina
para evaluar que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion se

adjudique anicamente a un error aleatorio.

El coeficiente de correlacion (r) nos indica el grado de relacién entre la variable
X (concentracion), y la variable y (respuesta). Su valor méaximo es 1. Si (r) es
cercano a la unidad significa que existe correlacion con una probabilidad
elevada. Si r=0 indica ausencia de relacion lineal entre las variables. El valor

recomendable para el coeficiente de correlacion es > 0,999.

3.4.2. SENSIBILIDAD:

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. La sensibilidad de
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calibraciéon corresponde a la pendiente de la curva de calibracion. Los
pardmetros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son:

i. Limites de deteccion: Segun la USP XXII, es la menor concentracion de
analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una
muestra en las condiciones establecidas. Se expresa en unidades de
concentracion (%, ppm, ppb, etc.)

ii. Limites de cuantificacion: Segun la misma referencia anterior, es la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud
razonables en las condiciones establecidas. También se expresa en unidades de

concentracion.

Se pueden estimar estos parametros a partir de la grafica de calibracion, para

ello se realizaron las siguientes determinaciones:

i. Determinacion de la pendiente (b) y la ordenada (a) de la grafica de calibracion

(concentracion vs respuesta). El valor de Ybl es igual a la ordenada (a).

ii. Determinacion de la desviacién estandar correspondiente a cada concentracion,
para asi obtener una segunda grafica de calibracion (concentracion vs
desviacion estandar). El valor de Shl es igual a la ordenada obtenida en esta
grafica.

Se calcula el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del blanco) y el limite
de cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco) para n medidas

individuales.

Ybi+3 Sbl 1 .
Limite de deteccién (LD)= ————— x— (Ec 2.11)

b Vi
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Ybl+10 Shl 1
Limite de cuantificacion (LC)= ——— x— (Ec2.12)

b vh

3.4.3. PRECISION:

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas mdltiples de una misma muestra homogénea en

condiciones predeterminadas.

i.  Repetibilidad del sistema instrumental:

Este parametro estudia la variabilidad debida Gnicamente al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma concentracion o muestra de
forma consecutiva en las mismas condiciones operativas (por un mismo
analista, con los mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y

en un periodo de tiempo corto.

La estimacion de la repetibilidad instrumental, se realiza con el célculo de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV) de una serie de

medidas y se calcula matematicamente de la siguiente manera:
OV @4)== X100 (Ec2.13)
Donde:
s=desviacion estandar
x= media aritmética de los resultados

Para la determinacidn de este parametro se inyecto en el HPLC 5 veces el punto

medio de la gréfica de calibracién (85.68 ppm).
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ii. Repetibilidad del método:

Este ensayo se efectla sobre una serie de concentraciones que se analiza de
manera independiente por el mismo instrumento y el mismo analista. Para lo
cual se debe de analizar un minimo de 3 concentraciones por triplicado. Para
este ensayo se toman los datos obtenidos de la gréafica de calibracion. De igual

manera, este parametro de expresa matematicamente por el CV%.

3.4.4. EXACTITUD:

La exactitud es el parametro que mide el grado de concordancia entre los
valores obtenidos y el valor verdadero. La exactitud se expresa mediante el
porcentaje de recuperacion dada por la cantidad valorada con respecto a la

cantidad conocida.

Este parametro se expresa mediante el porcentaje de recuperacién el cual se

determind mediante la siguiente formula:

[M.E]-M] (Ec 2.14)

Porcentaje de Recuperacion (%R)= T x100

Donde:

M.E: Concentracion muestra enriquecida
M: Concentracion de la muestra

St : Concentracion del estandar

Para el desarrollo de este parametro, se utiliz6 el método de porcentaje de

recuperacion, para lo cual se elaboraron 3 soluciones, las cuales fueron:
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i. Preparacion de la solucion estandar:

Se prepard una solucién estandar de HMF a una concentracion aproximada de
5ppm. Se leyo su absorbancia en el espectrofotémetro UV-Vis.

ii. Preparacion de la solucion muestra:
Se pes6 aproximadamente 5g de la muestra de miel en un vaso de precipitado
de 50mL.Se disolvi6 la muestra en aproximadamente 25mL de agua ultrapura
y se transfirio a una fiola de 50mL.Se afiadié 0.5 mL de la solucion de Carrez
I'y se mezclo, luego se afiadio 0.5mL de la solucion de Carrez 11 y se mezclo,
finalmente se enrasé con agua ultra pura. Se realiz6 una dilucion 1:10, se filtro,
y se ley6 su absorbancia en el espectrofotémetro UV-Vis.

iii. Preparacion de la solucion muestra enriquecida:
En una fiola de 50mL se afiadid6 5mL de la solucién muestra y 1 mL de la
solucién estandar y se enraso con agua ultra pura. Se ley6 su absorbancia en el
espectrofotometro UV-Vis.

3.5. CUANTIFICACION DE HMF POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VISIBLE:

El contenido de HMF en las 6 muestras fue medida por el método
espectrofotométrico de White propuesto por la Comision Internacional de la
Miel (IHC).

Se homogenizo la muestra de miel, mezclando a profundidad por al menos 3
minutos , se pes6 aproximadamente 5g de la muestra de miel en un vaso de
precipitado de 50mL.Se disolvié la muestra en aproximadamente 25mL de
agua ultrapura y se transfirio a una fiola de 50mL.Se afiadié 0.5 mL de la
solucion de Carrez | y se mezcld, luego se afiadié 0.5mL de la solucion de
Carrez 11y se mezcld, finalmente se enrasé con agua ultrapura. Se filtr6 a través
de papel filtro, rechazando los primeros 10mL del filtrado. Se pipeteo 10mL
del filtrado y se transfirié 5mL a cada tubo de ensayo. Se afiadié 5mL de agua
ultra pura al primer tubo (solucién de muestra) y 5mLde la solucién de bisulfito
de sodio al 0.1% al segundo tubo y se mezcld bien (solucion de referencia)
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Se determind la absorbancia de la solucion muestra y de la solucion de
referencia a 284 y 336nm en celdas de cuarzo de 1cm. Cuando la absorbancia

a 284nm excedio un valor de 0.6 se procedi6 a realizar una dilucion.

Para el céalculo y expresion de resultados, se utilizo la siguiente formula:

Asg4-A330%F % DxPeso tedrico (Ec 2.8)
Peso real

amr (& /=
kg

126 g/mol 1L 10 mL 4 1000g ” 1000 mg (Ec 2.9)

Factor 14.97=
"% 16830 L/mol  1000mL  SmL Wk Ig

Donde:

Azgs = Absorbancia a 284 nm
Aszs = Absorbancia a 336 nm
14.97 = Factor
126 = Peso molecular del HMF
16830 = Absortividad molar de HMF a una A=284nm
D = Factor de diluciéon (mL/g)
1000 = Conversion de g a mg
10/5 = Volumen total a analizar (10mL) entre volumen de muestra
(5mL)
1/1000 =conversion de L a mL

1000 = conversion de gamg
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC):

1.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO:

1.1.1. LINEALIDAD:

La linealidad es la relacion entre la concentracion de un analito y su respectiva

respuesta.

Para su desarrollo fue necesario elaborar una gréfica de calibracion con el
estandar de HMF, para lo cual se prepararon 7 soluciones con las siguientes
concentraciones: 12.24 ppm, 48.96 ppm 85.68 ppm, 122.4 ppm, 159.12ppm y
195.84ppm las cuales fueron procesadas por HPLC por triplicado. En la Tabla
3.1 figuran las areas cromatograficas de acuerdo a cada concentracion

evaluada, asi como los promedios de las areas cromatograficas.

Tabla 3. 1: Datos para la determinacion de la linealidad del método.

Concentracion AREA 1 AREAIlI AREAIIl PROMEDIO

(ppm) (MUA) (MUA) (MUA) DE AREAS
19.97 0964515 9970665 9941622 9958934
29.96 14811372 14835732 14896399  14847834.3
39.95 19698726 19764065 19711953  19724914.7
49.93 24738606 24742364 24714526 24731832
79.89 39042656 39008248 39078703  39043202.3
89.88 43843791 43850136 43601943 43765290
99.86 48472765 48800062 48333225  48535350.7

Fuente: Elaboracion propia (Excel)
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Figura 3.1: Gréfico de calibracion correspondiente al HMF por HPLC

En la Figura 3.1 se observa el grafico de calibracion correspondiente a los datos
de la Tabla 3.1, permitiéndonos obtener los valores de a,b y r? , donde:

a 433483
b 482544
r’  0.9999

El valor de r?=0.9999, indica que existe un alto grado de correlacion ya que

este valor es cercano a la unidad.

Khalil (23), en su investigacion utilizando el mismo método, obtuvo un
coeficiente de determinacion de 0.9997. Mientras que, Truzzi (29) obtuvo un
r?=0. 9999.Kukurova (30) realizé algunas modificaciones, utilizando una fase
movil compuesta por 90% de agua ultra pura y 10% de acetonitrilo, y un
detector UV a una longitud de onda de 280 nm, obteniendo un r?=0.9993.

Murillo (31), desarrollo un método utilizando un detector UV a 285nm en serie

con detector de indice de refraccion, una fase movil compuesta por 5mM de
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acido sulfdrico en modo isocréatico con un flujo de 0.6 mL/min, obteniendo un
r’=0.9956.

Martysiak- Zurowska (32), desarrollo un método en el cuél disolvio 1 g de miel
en 10mL de agua destilada acidificada (25mL de 0.35 mol/L de solucion de
HCL en 1 L de agua destilada), la cual fue filtrada y procesada por HPLC, asi
como una fase movil compuesta de 85mL de agua y 15mL de acetonitrilo,

obteniendo asi un r?=0.9971

Spano (4) propuso un método alternativo, debido a que al determinar HMF en
la miel del &rbol de fresa encontr6 un pico interferente en el cromatograma el
cual determino que se trataba del acido homogentisico (marcador de origen
botanico de la miel del arbol de fresa), para eliminar esta interferencia
desarrollo un método con una elucién en gradiente utilizando : &cido sulfdrico
0.01M en agua-metanol (90:10) por 2 minutos y &acido sulfarico 0.01M en
agua-metanol (70:30) por 5 minutos, obteniendo un r?>=0.999.

En el presente trabajo, se obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.99994,
obteniéndose mejores resultados de linealidad de los autores anteriores, los
cuales también concluyeron que existe una correlacion lineal entre el analito y

Su respuesta.

1.1.2. SENSIBILIDAD:

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. Los parametros a definir
al evaluar la sensibilidad de un método son limites de deteccidn y limites de

cuantificacion.

En la Tabla 3.2 se puede observar las areas cromatograficas de acuerdo a cada
concentracion evaluada, asi como los promedios de las areas cromatogréaficas

y la desviacién estandar.
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Tabla 3. 2: Areas cromatograficas y su desviacion estandar para la

determinacion del parametro sensibilidad.

Concentracion AREAI1 AREAIl AREAIII S

(ppm) (mUA) (mUA) (mUA)

19.97 9964515 9970665 9941622  15304.7258
29.96 14811372 14835732 14896399  43786.3853
39.95 19698726 19764065 19711953  34544.1722
49.93 24738606 24742364 24714526  15104.7631
79.89 39042656 39008248 39078703  35230.6772
89.88 43843791 43850136 43601943  141498.221
99.86 48472765 48800062 48333225  239628.714

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

Con los datos de la Tabla 3.1, se realiz6 el grafico de la concentracion vs el
promedio de areas (Figura 3.1), y con los datos de la Tabla 3.2 se realiz6 el
grafico de concentracion vs desviacion estandar (Figura 3.3) correspondientes

al HMF, para poder hallar los limites de deteccidn y cuantificacion.
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y = 482544x + 433483

40000000 R?=0.9999

30000000

20000000
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10000000

0
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Figura 3.2: Gréfico de concentracion vs absorbancia

El valor de Ybl para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la
grafica concentracion vs area
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Figura 3.3: Gréfico de concentracion vs desviacion estandar

El valor de Sbl para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la

grafica concentracion vs desviacion estandar.

y = 2129.6x - 49549

Shl= 49549

Luego, usando la ecuacion de la gréfica de calibracion para HMF.

y = 482544x + 433483

Tomamos la pendiente (b= 482544), para calcular el limite de deteccion (LD)
(ecuacidn 2.4) y de cuantificacion (LC) (ecuacion 2.5). Determinandose asi el
valor de LD de 0.46 mg/L y el LC de 0.73 mg/L.
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En la investigacion realizada por Truzzi (29), se obtuvo un LD de 0.09 yun LC
de 0.27 mg/L, en el método desarrollado por Spano (4) se obtuvo un LD de 0.2
mg/L y un LC de 0.4 mg/L, Martysiak- Zurowska (32) en su investigacion
obtuvo un LD de 3.36 mg/L y un LC de 10.08 mg/L.

1.1.3. PRECISION:

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas mdltiples de una misma muestra homogénea en

condiciones predeterminadas.

La repetibilidad del sistema instrumental estudia la variabilidad debida
Unicamente al instrumento, y se determina analizando repetidamente una
misma concentracion o muestra de forma consecutiva en las mismas
condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos aparatos y

reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

La estimacion de la repetibilidad instrumental, se realiza con el célculo de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion porcentual (CV%) de

una serie de medidas.

Se analiz6 por HPLC 5 veces una misma concentracion de 49.93 mg/L, las
areas obtenidas se muestran en la Tabla 3.3, donde se observa un CV% de
0.31% estando los resultados dentro de lo estipulado por la USP, la cual indica
en general un CV% del sistema no mayor del 2%, inyectando 5 veces una
solucion estandar, pudiéndose obtenerse valores inferiores al 1% e incluso

menaores.
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Tabla 3. 3: Areas cromatograficas correspondientes de HMF a una
concentracion de 49.93 mg/L.

Repeticion Area
1 24837509
2 24766198
3 24715867
4 24659308
5 24655511
Promedio 24726878.6
S 76755.2543
CV% 0.31%

Fuente: Elaboracion propia.

Kmecl (33), en su investigacion utilizo como fase maévil una solucién de
hidrogenofosfato de disodio (pH=3) y metanol (950:50), y un detector UV-Vis
a 284nm, obteniendo un coeficiente de variacion de 0.5%.

Para la determinacion de la repetibilidad del método, se utilizaron los CV% de

las concentraciones utilizadas para hallar la linealidad.

En la Tabla 3.4 se muestran los coeficientes de variacién para cada

concentracion del parametro de linealidad.

Tabla 3.4: Datos obtenidos para determinar el coeficiente de variacion

porcentual

Conc. AREAI AREAIl AREAIII

(ppm) (mUA) (mUA) (mUA)

19.97 9964515 9970665 9941622 9958934 15304.7258 0.15%
29.96 14811372 14835732 14896399 14847834.3 43786.3853 0.29%
39.95 19698726 19764065 19711953 19724914.7 345441722 0.18%
49.93 24738606 24742364 24714526 24731832  15104.7631 0.06%
79.89 39042656 39008248 39078703 39043202.3 35230.6772 0.09%
89.88 43843791 43850136 43601943 43765290 141498.221 0.32%
99.86 48472765 48800062 48333225 48535350.7 239628.714 0.49%

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

Promedio S CV%
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Para definir si el método era repetible o no, se considerd los limites establecidos
por la AOAC. Como la concentracion maxima considerada para la realizacion
de la gréfica de calibracion fue de 99.86 ppm de HMF, se considerd entonces
un de CV% aceptable de no mayor al 5.3% (el cual corresponde a una

concentracion de 100 ppm) como se puede observar en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Precision esperada (repetibilidad) en funcién a la

concentracion del analito.

Unidad CV (%)

100 % 1.3
10 % 1.9
A0 2.7
01 % &Ll

100 Ppm 9.3
10 ppm 7.3
1 ppm 11
100 Ppb 15

10 Ppb 21
1 ppb 30

Fuente: AOAC internacional (34).

Por lo observado en la Tabla 3.4, los valores de coeficiente de variacion
obtenidos (con un valor minimo de 0.06% y maximo de 0.49%. no sobrepasan
el valor limite mencionado de 5.3%, lo cual permite concluir que el método

aplicado posee repetibilidad.
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1.1.4. EXACTITUD:

La exactitud es el parametro que mide el grado de concordancia entre los

valores obtenidos y el valor verdadero. Se expresa como porcentaje de

recuperacion

Para el desarrollo de este parametro, se prepararon 6 fiolas: una fiola con

estdndar de HMF a una concentracion aproximada de 5 ppm, 2 fiolas con

muestra y 2 fiolas con muestra méas estandar. Esta operacion se realizo por

duplicado.

Tabla 3. 6: Porcentaje de recuperacion del HMF.

Muestra Estandar Muestra+Estandar
(area) (area) (area)
Repeticion 1 7667027 2075269 9563009
Repeticion 2 7654931 2080083 9534910
Promedio 7660979 2077676 9548959.5
% de Recuperacion 90.87%

Fuente: Elaboracion propia

La recuperacion fue de 90.87%, ubicandose dentro del rango esperado segun

la concentracion del analito (80-110%) expresado en la Tabla 3.7, por lo que

se considera que el método es exacto.
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Tabla 3. 7: Porcentaje de recuperacion esperado en funcion a la

concentracion del analito.

Unidades % de Recuperacion
100%

10% 98-102
1% 97-103
0.10% 95-105
100 ppm 90-107
30 80-110
1 ppm
100 ppb 80-110
10 ppb 60-115
1 ppb 40-120

Fuente: AOAC internacional (34).

1.2.  CUANTIFICACION DE HMF EN MIEL POR HPLC:

Los resultados de la concentracion de HMF en mg/kg de las diferentes mieles
son detallados en la tabla que se presenta a continuacion, el calculo de las
concentraciones fue realizado tomando como relacion la concentracion de
estandar conocida y el area del pico de cada muestra, asi como la dilucion
realizada para cada muestra. En la Tabla 3.8 se muestra los resultados del
contenido de HMF en mg/kg de las 6 marcas analizadas (n=3) e inyectadas por

duplicado.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Tabla 3. 8: Contenido de HMF (mg/kg) por el Método de HPLC.

Tiempo i
Muestras de Area (rlrjg//IkZ) Hll?/'l‘g?:r?glllgg) S
retencion

Al 3.49 496746

Al 3.53 514727

A2 3.52 448850 N iy ]
A2 3.53 447627

A3 3.53 489078

A3 3.53 494427

B1 353 27459016 13570640

B1 351 27116005 1339.7890

B2 35 29580788 1375.6620

B2 349 29710185 13817860  196%634  16.391
B3 35 20249104 1379.9170

B3 349 28825769 13595870

C1 349 30639975 598.9840

c1 347 30612075 598.4290

C2 345 30999898 589.9680

c2 344 31010989 5901830  °0>418 14429
C3 344 29269382 567.7420

C3 342 29241952  567.2010

D1 342 18375029 854.6120

D2 343 18538615 862.4390

D3 341 18418783 8735710

D4 34 18365840 8709880  °0/472 74l
D5 333 17384399 871.8160

D6 337 17376494 871.4070

E1 3.37 339987

E1 3.35 333337

E2 3.35 448478 » » _
E2 3.34 452494

E3 3.34 327092

E3 3.32 314222

F1 332 40785052  838.1820

F1 33 40823349 838.9790

2 320 42149788  859.9750

F2 328 43431753 8864540 009259 18.08
F3 327 41902959  848.4870

F3 326 41853638 847.4760

*nd= no detectable.
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El Codex Alimentarius (Alinorm 01/25 2000) ha establecido que el contenido
de HMF en miel no debe ser superior a 80 mg / kg. La Unién Europea
(Directiva de la UE 110/2001), sin embargo, recomienda un limite inferior de
40 mg / kg con las siguientes excepciones: se permite 80 mg / kg para la miel
que se origina en paises o regiones con temperaturas tropicales (23). La Norma
Técnica Peruana NTP (209.168.1999) establece un contenido de 80mg/kg

como maximo de HMF en miel (3).

1400.000 1 1365634 . .
— Nivel méaximo permisible: 80 mg/kg

1200.000
1000.000 - 867.472 853.259
800.000 -

585.418
600.000 -

400.000 A

200.000 -

Concentracion HMF (mg/kg)

0.000

A B C D E F
Muestras de miel

Figura 3.4: Comparacion del contenido de HMF (mg/kg) en las diferentes muestras
de miel

Como se puede observar en la Figura 3.4 la concentracion de HMF en las
muestras B (1365.6 mg/kg), C (585.4 mg/kg), D (867.5 mg/kg) y F (853.3
mg/kg) se encuentran por encima de 80 mg/kg incumpliendo asi los niveles
maximos permitidos. Estos niveles de HMF sugiere la posibilidad que: 1) la
miel haya sido sometida a altas temperaturas, 2) almacenamiento inadecuado
o prolongado (miel afieja) y 3) adulteracion con jarabe de azlcar invertido. En
contraste, en las muestras Ay E las concentraciones de HMF se encuentran por
debajo del limite de deteccién y del limite de cuantificacion, por lo que el
método es inexacto a concentraciones de HMF < 1mg/kg.
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En la Figura 3.5 se puede observar el Cromatograma correspondiente a la
muestra C, que muestra la presencia del HMF.
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Figura 3.5: Cromatograma correspondiente a la muestra C, que muestra la
presencia del HMF

2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE:

2.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO:

2.1.1. LINEALIDAD:

La linealidad es la relacion entre la concentracion de un analito y su respectiva

respuesta.
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Para su desarrollo fue necesario elaborar una gréafica de calibracion con el
estandar de HMF, para lo cual se prepararon 6 soluciones con las siguientes
concentraciones: 12.24 ppm, 48.96 ppm 85.68 ppm, 122.4 ppm, 159.12ppm y
195.84ppm. Luego de preparar cada uno de los patrones, estos fueron tratados
por el método de White. Este procedimiento se realizd por triplicado para
evaluar los estimadores de regresion (coeficiente de regresion lineal, pendiente

e intercepto de las curvas de calibracion).

Tabla 3.9: Datos para la determinacion de la linealidad del método.

Concentracion Absorbancia Absorbancia Absorbancia

(mg/L) | (AUC) I1(AUC) 1l (AUC) ' romedio
12.24 0.083 0.077 0.08 0.080
48.96 0.298 0.278 0.283 0.286
85.68 0.534 0.532 0.541 0.536
122.4 0.753 0.756 0.769 0.759
159.12 0.98 0.985 1.003 0.989
195.84 1.189 1.208 1.228 1.208

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

y = 0.0062x - 0.0024
R2=0.9996

0 30 60 90 120 150 180
Concentracion (mg/L)

Figura 3.6: Gréfico de calibracion correspondiente al HMF por
Espectrofotometria UV-Vis.
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En la Figura 3.6 se observa el grafico de calibracion correspondiente a los datos
de la Tabla 3.9, permitiéndonos obtener los valores de a,b y r? , donde:

a 0.0024
b 0.0062
r? 0.9996

El r>=0.9996 indica que existe un alto grado de correlacion ya que este valor es
cercano a la unidad.

Truzzi (29) en su investigacion utilizando el mismo método obtuvo un r?=0.
9989. Zambrano (16) obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9981 en una

de sus gréficas de calibrado.

En el presente trabajo, se obtuvo un r?=0.9996, obteniéndose mejores
resultados de linealidad de los autores anteriores, los cuales también

concluyeron que existe una correlacién lineal entre el analito y su respuesta.

2.1.2. SENSIBILIDAD:

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. Los parametros a definir
al evaluar la sensibilidad de un método son limites de deteccion y limites de

cuantificacion.

En la Tabla 3.10 se puede observar los resultados obtenidos para el célculo

del limite de deteccion y de cuantificacion.
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Tabla 3. 10: Areas cromatograficas y su desviacion estandar para la
determinacion del pardmetro sensibilidad.

Concentracion Absorbancia Absorbancia  Absorbancia

(mg/L) | (AUC) 11 (AUC) 11 (AUC) S
12.24 0.083 0.077 0.08 0.003
48.96 0.298 0.278 0.283 0.010
85.68 0.534 0.532 0.541 0.005
122.4 0.753 0.756 0.769 0.009
159.12 0.98 0.985 1.003 0.012
195.84 1.189 1.208 1.228 0.020

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

Con los datos de la Tabla 3.10, se determind el grafico de la concentracion vs
el promedio (Figura 3.7), y el gréfico de concentracion vs desviacion estandar
(Figura 3.8) correspondientes al HMF, para poder hallar los limites de

deteccién y cuantificacion.

1.200
_1.000
2 0.800
S 0.600
C
S 0.400
P
[@}
2 0.200
<

0.000
0 30 60 90 120 150 180

Concentracion (mg/L)

y =0.0062x - 0.0024
R2 =0.9996

Figura 3.7: Grafico de concentracion vs area
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El valor de Ybl para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la

grafica concentracion vs area
y = 0.0062x — 0.0024

Ybl=0.0024

0.025
y = 7E-05x + 0.0023
g 0020 R2=0.6876 .
& -
20015 e
5 e o
S 0.010 o
- R .
80005 | . o
e
0.000

0 30 60 90 120 150 180 210
Concentracion (mg/L)

Figura 3.8: Gréfico de concentracion vs desviacion estandar

El valor de Sbl para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la

grafica concentracion vs desviacion estandar.

y = 7E-05x + 0.0023

Sbl=0.0023

Luego, usando la ecuacion de la gréfica de calibracién para HMF.

y = 0.0062x - 0.0024
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Tomamos la pendiente (b= 0.0024) para calcular el limite de deteccion (LD)
(ecuacion 2.4) y de cuantificacion (LC) (ecuacion 2.5). Determindndose asi el
valor de LD de 0.61 mg/L y el LC de 1.67 mg/L.

En la investigacion realizada por Truzzi (29), se obtuvo un LD de 0.23 y un
LC de 0.70 mg/L. Zambrano (16) obtuvo un LD= 0.97 mg/L y LC=1.4 mg/L.

2.1.3. PRECISION:

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas multiples de una misma muestra homogénea en

condiciones predeterminadas.

La repetibilidad del sistema instrumental estudia la variabilidad debida
Unicamente al instrumento, y se determina analizando repetidamente una
misma concentracion o muestra de forma consecutiva en las mismas
condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos aparatos y

reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

La estimacion de la repetibilidad instrumental, se realiza con el calculo de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion porcentual (CV%) de

una serie de medidas.

Para el ensayo de repetibilidad del sistema instrumental se analiz6 por
espectrofotometria UV-Vis 5 veces una misma concentracion de 85.68 mg/L,
las absorbancias obtenidas se muestran en la Tabla 3.11 donde se observa un
CV% de 1.23% estando los resultados dentro de lo estipulado por la USP, la
cual indica en general un CV% del sistema no mayor del 2%, analizando 5
veces una solucion estandar, pudiéndose obtenerse valores inferiores al 1% e

incluso menores.
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Tabla 3. 11: Absorbancias correspondientes de HMF a una

concentracion de 85.68 ppm.

Repeticion Absorbancia
1 0.534
2 0.532
3 0.541
4 0.545
5 0.529
Promedio 0.006610598
S 0.5362
CV% 1.23%

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

Para la determinacion de la repetibilidad del método, se utilizaron los CV% de

las concentraciones utilizadas para hallar la linealidad.

En la Tabla 3.12 se muestran los coeficientes de variacién para cada

concentracion del parametro de linealidad.

Tabla 3.12: Datos obtenidos para determinar el coeficiente de variacion

porcentual.

Conc. Absorbancia Absorbancia Absorbancia Promedio S %CV

(ppm) I I i

12.24 0.083 0.077 0.08 0.08  0.003 3.75%
48.96 0.298 0.278 0.283 0.286  0.010 3.64%
85.68 0.534 0.532 0.541 0.536  0.005 0.88%
122.4 0.753 0.756 0.769 0.759  0.009 1.12%
159.12 0.98 0.985 1.003 0.989 0.012 1.22%
195.84 1.189 1.208 1.228 1.208 0.020 1.61%

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

Para definir si el método era repetible o no, se considero los limites establecidos
por la AOAC. Como la concentracién maxima considerada para la realizacion

de la gréfica de calibracién fue de 195.64 ppm de HMF, se consider6 entonces
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un de CV% aceptable de no mayor al 5.3% (el cual corresponde a una
concentracion de 100ppm) como se puede observar en la Tabla 3.5.

Por lo observado en la Tabla 3.12, los valores de coeficiente de variacion
obtenidos (con un valor minimo de 1.12% y maximo de 3.75%. no sobrepasan
el valor limite mencionado de 5.3%, lo cual permite concluir que el método

aplicado posee repetibilidad.

2.14. EXACTITUD:

La exactitud es el parametro que mide el grado de concordancia entre los
valores obtenidos y el valor verdadero. Se expresa como porcentaje de

recuperacion.

Para el desarrollo de este parametro, se prepararon 6 fiolas: una fiola con
estandar de HMF a una concentracién aproximada de 5 ppm, 2 fiolas con
muestra y 2 fiolas con muestra méas estandar. Esta operacién se realiz6 por
duplicado.

Tabla 3. 13: Porcentaje de recuperacion del HMF.

Muestra Estandar ~ Muestra+Estandar
(Absorbancia) (Absorbancia)  (Absorbancia)
Repeticion 1 0.099 0.662 0.834
Repeticion 2 0.093 0.618 0.839
Promedio 0.096 0.640 0.8365
% de Recuperacion 115.70%

Fuente: Elaboracion propia
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La recuperacion fue de 115.70%, ubicandose por encima del rango esperado
segun la concentracion del analito (80-110%) expresado en la Tabla 3.7.

Los porcentajes de recuperacion por encima del 100% indican interferencias
debidas a la matriz. Este hallazgo concuerda con lo descrito por Zappala (6) el
cual indica que el método de HPLC es mejor que el método
espectrofotométrico debido a que el método por HPLC separa el HMF de otros
componentes evitando asi las interferencias en la determinacion. Estas
interferencias podrian ser debido a varios aldehidos presentes en mieles de
acuerdo a su origen floral o a productos que aparecen durante el acondicionado

o almacenamiento.

2.2. CUANTIFICACION DE HMF EN MIEL POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS:

Los resultados de la concentracion de HMF en mg/kg de las seis mieles
analizadas (n=3) son detallados en la Tabla 3.14. El célculo de las
concentraciones se realizo utilizando las ecuaciones 2.8 y 2.9 detalladas

anteriormente.

Tabla 3.14: Contenido de HMF (mg/kg) por el Método de
Espectrofotometria UV-Visible.

Absorbancia HMF

Muestras (A284-A336) (mglkg) Promedio S

Al 0.014 20.2

A2 0.013 19.4 19.9 0.44
A3 0.015 20.2

B1 0.212 1493.2

B2 0.214 1472.8 1471.9 21.68
B3 0.218 1449.8

C1 0.401 590.7

Cc2 0.408 604.4 596.4 7.11
C3 0.413 594.1

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

D1 0.143 1001.3

D2 0.141 987.3 1018.5 15.91
D3 0.14 1021.4

El 0.005 7.4

E2 0.004 5.9 7.4 1.53
E3 0.006 9.0

F1 0.267 877.9

F2 0.267 873.0 886.2 18.85
F3 0.273 907.8

Fuente: Elaboracion propia (Excel).

En un primer andlisis de las muestras utilizando 5g y disolviendo en 50mL, los
valores de las absorbancias a 284nm excedian el limite de absorbancia de 0.6
especificado por White, llegando a alcanzar valores de 4, la cual es la maxima

absorbancia del espectrofotometro UV-Vis.

Por los motivos mencionados se procedié de la siguiente manera: para las
muestras A, C y E se realizaron diluciones de 1:100 (0.5g de muestra en 50mL.),
para la muestra B y D 1:500 (0.1g de muestra en 50mL) y para la muestra F
1:250 (0.1g de muestra en 25mL). Utilizando la formula detallada

anteriormente, se calcularon los valores detallados en la Tabla 3.14.

Como se puede observar en la Figura 3.9 la concentracion de HMF en las
muestras B (1471.9mg/kg), C (596.4mg/kg), D (1018.5mg/kg) y F (886.2
mg/kg) se encuentran por encima de 80 mg/kg incumpliendo asi los niveles
méaximos permitidos. Estos niveles de HMF sugiere la posibilidad que: 1) la
miel haya sido sometida a altas temperaturas, 2) almacenamiento inadecuado
o prolongado (miel afieja) y 3) adulteracion con jarabe de azUcar invertido.

En contraste, en las muestras A y E las concentraciones de HMF se encuentran
por debajo del nivel maximo permitido, por lo que la miel: 1) es fresca, 2) ha
sido almacenada en un ambiente fresco y 3) no ha sido sometida a tratamientos
térmicos, es decir, su calidad es satisfactoria en términos de contenido de HMF.
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Figura 3.9: Comparacion del contenido de HMF (mg/kg) en las 6 mieles analizadas
por Espectrofotometria UV-Vis por el Método de White.

3. COMPARACION DE LOS METODOS:

En contenido de HMF en las 6 muestras fue medido por dos métodos (White y
HPLC), propuestos por la Comision Internacional de la Miel. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 3.15.
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Tabla 3.15: Comparacion del contenido de HMF (mg/kg) por el Método
de HPLC y por el Método UV-Vis (White).

HMF (mg/kg)
Muestras Meétodo UV-Vis
Método HPLC
(White)
A nd 199 1044
B 1365.634 +16.4 14719 +21.68
C 585.418 +14.4 596.4 +7.11
D 867.472 7.4 1018.5 +15.91
= nd 74 +1.53
F 853.259 +18.1 886.2 +18.85

Fuente: Elaboracion propia.

Un analisis de varianza de dos factores (Tabla 3.16) fue aplicado con el objetivo
de determinar si existe diferencia significativa entre los métodos utilizados
(HPLC y Espectrofotometria UV-Vis)

Tabla 3. 16: Analisis estadistico de ANOVA para la determinacién de
diferencia significativa entre los métodos de HPLC y Espectrofotometria

UV-Vis.
Origende Grados Promedio Valor
las de de los F Probabilidad critico
variaciones libertad cuadrados para F
Método 1 25829.25 139.6888479 1.71088E-11 4.25967727
Muestras 5 1866749.3 10095.68837 4.80834E-39 2.62065415

Interaccion 5 5531.53623 29.91546111 1.44273E-09 2.62065415
Dentro del 24 184.905598

grupo

Total 35

Fuente: Elaboracion propia (Excel).
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Se obtuvo un p<0.05 por lo que se rechaza la hipdtesis nula, concluyendo asi
que existe diferencia significativa entre ambos métodos a un nivel de confianza
del 95%. Este hallazgo coincide con el estudio realizado por Zappala (6) que
indica que el método de White y el método HPLC difieren significativamente,
a un rango de concentraciones de 0-108.8 mg/kg. A su vez, también coindice
por lo reportado por Jalili (35) a un rango de concentraciones de 16.61-843-51

mg/kg.

El método por HPLC es mas apropiado para la determinacion de HMF en miel
debido a que este método separa el HMF de otros componentes y asi evita las
interferencias en la determinacion, estas interferencias pueden ser debidas a
sustancias probablemente derivadas del calentamiento de la miel o de un mal
almacenamiento y a varios aldehidos presentes en las mieles de acuerdo a su
origen  floral. Estas sustancias interfieren con los métodos
espectrofotométricos, los cuales, en contraste con los métodos

cromatograficos, no son capaces de revelarlos.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

Se desarrollé y validé dos técnicas analiticas por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion y  Espectrofotometria UV-Visible para la cuantificacion de
Hidroximetilfurfural. Para la validacion se evalud los pardmetros de: linealidad,
sensibilidad, precision y exactitud. Estando los resultados dentro de lo aceptado por la
AOAC y USP, a excepcion del porcentaje de recuperacion por el método de

Espectrofotometria UV-Visible a causa de interferencias debidas a la matriz.

SEGUNDA:

Se determind la concentracion de Hidroximetilfurfural en seis muestras de miel por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién y Espectrofotometria UV-Visible
obteniendo en cuatro de las muestras niveles por encima del limite permisible de 80
mg/kg que establece la Norma Técnica Peruana, a excepcion de dos muestras con

niveles por debajo de dicho limite.

TERCERA:

La técnica analitica por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion es méas apropiada
para la determinacion de Hidroximetilfurfural en miel debido a que separa este
compuesto de otros componentes evitando interferencias en la determinacion las
cuales pueden ser debidas a sustancias derivadas del calentamiento de la miel o de un
mal almacenamiento y a varios aldehidos presentes en las mieles de acuerdo a su

origen floral.
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SUGERENCIAS
1. Un mayor control por parte de la autoridad responsable en las mieles de la
ciudad de Arequipa, para asegurar el cumplimiento de la Norma Técnica

Peruana.

2. Efectuar el analisis en otros tipos de mieles, como pueden ser: mieles frutales,

mieles de mielada, mieles de eucalipto,etc.
3. Realizar estudios concluyentes acerca de los posibles efectos toxicos del HMF.

4. Ampliar el estudio del HMF en otras muestras de alimentos, como jugos de

frutas, vinos,etc.

5. Validar la determinacién de HMF por otros métodos analiticos.
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