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RESUMEN

TITULO: Caracterizacion fisicoquimica e implementacion de un
método analitico por cromatografia liquida para evaluar
la calidad en mieles del nororiente colombiano?

AUTOR: CRISTIAN JAHIR MURILLO MENDEZ?
PALABRAS CLAVE: Cromatografia, azucares, método analitico.
DESCRIPCION:

La miel ha sido uno de los alimentos naturales mas comercializados alrededor del
mundo, constituida por azucares, acidos organicos, proteinas, aminoacidos libres,
compuestos fendlicos, minerales, enzimas y vitaminas. Estos constituyentes hacen
de la miel un alimento que posee actividades antifingica, anticarcinogénica,
antiviral, antibacterial y antiinflamatoria. Debido estas caracteristicas, la miel es
apetecida por los consumidores para una alimentacion saludable sobre su calidad
de vida. Sin embargo, el precio asociado al producto ha generalizado en practicas
para reducir costos de produccion como la adulteracion por adicion de azucares,
que conduce al deterioro de las propiedades biol6gicas y nutricionales que la
caracterizan.

Aungue existe reglamentacion por parte del Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia para caracterizar la calidad de mieles; quiza, de nuestro conocimiento, el
pais no cuenta con métodos cromatograficos para seguir procesos de adulteracion
de mieles. Es asi que, el objetivo de este trabajo es evaluar la calidad de las mieles
por medio de la implementacion de un método analitico para el analisis de sacarosa,
glucosa, fructosa y HMF utilizando HPLC con detector UV-Vis y detector de indice
de refraccion (RI); y por medio de la determinacién de algunas caracteristicas
fisicoquimicas.

Los resultados obtenidos por el método HPLC fueron validados usando cinco figuras
de mérito. Entre ellas sobresalen la linealidad y la repetibilidad con R? > 0,99 y
coeficientes de variacibn < 5%, respectivamente. Ademas, se confirmd que la
relacion fructosa/glucosa (F/G) en mieles de Vetas (1,22), Barranquilla (1,14) y
Pamplona (1,15) cumplen con el intervalo (1,1 a 1,3) definido en numerosas
publicaciones internacionales para mieles naturales. Para la concentracion de HMF,
las mieles de Vetas (14,30), Barranquilla (11,37) y Pamplona (51,82) fueron
inferiores a limite maximo permitido por la norma del Ministerio de la Proteccion
Social de Colombia, que es < 60 mg/kg.

! Trabajo de grado

2 Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Dr. Luis Javier Lépez Giraldo.
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ABSTRACT

TITLE: Physico-chemical characterization and implementation of
an analytical method by liquid chromatography to
evaluate quality of northeast colombian honeys?

AUTHOR: CRISTIAN JAHIR MURILLO MENDEZ?
KEYWORDS: Liquid chromatography, sugars, analytical method.
DESCRIPTION:

Honey has been one of the most natural foods marketed around the world. This is
making of sugars, organic acids, proteins, free amino acids, phenolic compounds,
minerals, enzymes and vitamins. These constituents make honey a food with
antifungal, anticarcinogenic, antiviral, antibacterial and anti-inflammatory activities.
Because of these characteristics, honey is desired by consumers for healthy eating
on their quality of life. However, the price associated with the product has
widespread practices to reduce production costs as adulteration by addition of
sugars, which leads to deterioration of biological and nutritional properties that
characterize it.

Although there is regulation by the Ministry of Social Protection of Colombia to
characterize the quality of honey; perhaps, of our knowledge, the country has not
chromatographic methods for monitoring processes for adulteration of honey. Thus,
the aim of this study is to evaluate the quality of honey by the implementation of an
analytical method for the analysis of sucrose, glucose, fructose and HMF using
HPLC with UV-Vis detector and detector refractive index (RI); and by the
determination of some physicochemical characteristics.

The results obtained by the HPLC method was validated using five figures of merit.
Among them, they stand linearity and repeatability with R2 > 0.99 and coefficients of
variation < 5%, respectively.

In addition, it was confirmed that fructose/glucose ratio (F/G) in Vetas (1,22),
Barranquilla (1,14) and Pamplona (1,15) honeys meet the range defined in
numerous international publications for natural honeys (1,1 to 1,7). As regards the
content of HMF, Vetas (14,30), Barranquilla (11,37) and Pamplona (51,82) honeys
were lower than maximum permitted by the standard of the Ministry of Social
Protection of Colombia, which is < 60 mg/kg.

1 Bachelor Thesis

2 Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Dr. Luis Javier L6pez Giraldo.
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INTRODUCCION

La miel natural se ha considerado como una buena fuente nutricional, ya que esta
constituida en su mayoria por azucares, como la glucosa y la fructosa, y, en una
menor proporcion, por una variedad de sustancias como &cidos orgénicos,
proteinas, aminoacidos libres, compuestos fendlicos, minerales, enzimas y
vitaminas. Ademas, la miel natural se considera como un alimento con propiedades
biologicas beneficiosas, en estudios anteriores se ha demostrado que posee
actividades antifangica, anticarcinogénica, antiviral, antibacterial y antiinflamatoria
(Yilmaz et al. 2014).

Estas caracteristicas de la miel natural hacen de esta un producto exclusivo y
costoso en comparaciéon con otros endulzantes. Por ello, su fabricacion en la
apicultura se ha caracterizado en los ultimos afios por disminuir sus costos de
produccion logrando de esta manera competir con otros endulzantes en el mercado.
Una de las practicas comunes para reducir los costos de produccion es su
adulteracion mediante la adicion de azlcares, como fructosa y glucosa, cuando se
trata de obtener un producto con propiedades organolépticas similares a la miel
natural, pero a un menor costo. Esto ha conducido al deterioro de las propiedades

bioldgicas y nutricionales, que caracterizan a la miel natural.

En la region del nororiente colombiano existen zonas potenciales para la fabricacion
de productos a base de miel, como Santander, donde estas se han trabajado y
explotado de manera informal, dejando a un lado las técnicas adecuadas de su
produccion y la caracterizacion de su autenticidad de los productos que pueden

entrar al mercado.
En el pais uno de los problemas sustanciales de la apicultura radica en la forma de

fabricar y comercializar los productos a base de miel. Segun Arturo Silva Pérez

(Semana 2016), fundador de Apired (la cual se encarga de la elaboracion de
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productos derivados de la miel en Huila), el problema del pais es la falencia en la
tecnificacion de la actividad mielera para poder obtener el registro INVIMA y entrar
a los grandes mercados, pues la industria de la miel se hace de manera informal y

sin tener en cuenta herramientas técnicas e instrumentales (Semana 2016).

Debido a las pocas técnicas adecuadas que se encuentran en la apicultura para la
produccion de mieles, a la adulteracion de estos productos y a las condiciones
inadecuadas de almacenamiento, se tiene la necesidad de implementar técnicas
que permitan determinar la calidad de los productos a base de miel; ademas, para
garantizar al consumidor las propiedades nutricionales del producto que adquiere.

Debido a ello, se hace hincapié en la importancia de encontrar un método que sea
estable, confiable, econémico y sensible para la deteccibn de sus diversas
adulteraciones. La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en
inglés) se perfila como un método adecuado para la deteccion de los principales

componentes de la miel, y evaluar su calidad por medio de su composicion natural.

El Laboratorio de Alimentos, CICTA de la Universidad Industrial de Santander,
cuenta con un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) Thermo
Scientific y un detector ultravioleta-visible (UV-Vis) en serie con un detector de
indice de refraccion (RI) para realizar los analisis de azlcares y demas
componentes en la miel. Aunque en publicaciones anteriores se encuentran
estudios de determinacion de azucares en lodos, productos lacteos, frutas y jugos
con variables instrumentales similares a estas, se hace necesario implementar una
metodologia analitica utilizando HPLC para el analisis de glucosa, fructosa,
sacarosa e hidroximetilfurfural (HMF) en una matriz de miel de abejas con buena

precision y sensibilidad.

Asi mismo, el Laboratorio de Alimentos CICTA, en su mision de extension, esta muy

interesado en ofrecer este tipo de servicios a la cadena de apicultores con el fin de
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que estos Ultimos puedan reportar en sus etiquetas el contenido de sus
caracteristicas fisicoquimicas dentro de los criterios consignados en la resolucion
1057 del Ministerio de la Proteccion Social de Colombia (Ministerio de La Proteccion
Social 2010).
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1 MARCO TEORICO

1.1 AZUCARES

Los azUcares hacen referencia a una amplia gama de compuestos organicos
aldehidos y cetonas polihidroxilados (McMurry 2010). Los azucares son los bloques
de construccién de los hidratos de carbono, en los cuales suelen ser pensados como
moléculas simples, cuya Unica funcidn es la provision de energia y la construccion
de pared celular; pero también se encuentran en estructuras mas complejas, como
el ADN, los glicolipidos y en algunas enzimas con glicoproteinas (Clayden et al.
2001).

Los azucares se clasifican en dos tipos: monosacaridos o azucares simples y
oligosacaridos o azucares complejos formados por dos 0 mas monosacaridos, que
se pueden convertir por hidrolisis en azucares simples (McMurry 2010). Los
azucares simples se clasifican en dos tipos: la aldosa que consta de un aldehido
polihidroxilado, y la cetosa, una cetona polihidroxilada (Clayden et al. 2001). Existen
muchas formas en las cuales se puede representar a una aldosa o cetosa, pero la
forma méas adecuada de representarla es ciclica, de forma furanosa o piranosa
(Finch 1999). Los azlcares simples, cuando estan en solucién, se encuentran en
equilibrio en forma ciclica y aciclica de seis maneras, en las cuales las formas

aciclicas estan presentes en menos del 1% (Figura 1) (Finch 1999).
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Figura 1. Formas de una aldohexosa [Tomado de Clayden et al. 2001].
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Una descripcion detallada de un monosacarido, en el estado sélido cristalino no
desordenado, esta basada en los siguientes descriptores: nimero de carbonos
(pentosa de 5; hexosa de 6), configuracion relativa de sus centros quirales (glucosa,
gulosa, manosa), quiralidad (D- o L-), tamafio del anillo (forma piranosa o furanosa)

y configuracién anomérica (a- o B-) (Finch 1999).

Los azucares tienen muchos roles en todos los aspectos de la vida, como materiales
estructurales, sustratos respiratorios para la generacion de energia e intermediarios
metabdlicos, y en la sintesis de macromoléculas y otros componentes celulares
(Filip et al. 2016). Entre los muchos compuestos biolégicos que se encuentran en la
naturaleza, la glucosa es sin duda uno de los mas importantes biolégicamente,
debido a que la glucosa es responsable de generar gran parte de la energia
potencial necesaria para el crecimiento y la reproduccion exitosa (Galant et al.
2015).
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1.2 HIDROXIMETILFURFURAL

El  5-hidroximetilfurfural, conocido también como 5-(hidroximetil)furan-2-
carbaldehido o HMF (Figura 2), es un compuesto furanico que se forma como un
intermediario de la reaccion de Maillard y que proviene de reacciones de
deshidratacion directa de los azucares reductores bajo condiciones acidas durante
los tratamientos térmicos aplicados a las comidas (Capuano y Fogliano 2011). El
HMF se produce durante calentamiento de alimentos ricos en azlcares, en
productos caramelizados o en mieles, donde estd mas relacionado con condiciones
de temperatura superiores a 40 °C, el tiempo de almacenamiento y su composicién
(Capuano y Fogliano 2011; Fallico et al. 2004).

Figura 2. Estructura quimica del HMF [Tomado de Capuano y Fogliano 2011].
HO O

o
\ /

Se ha reportado, que el HMF a altas concentraciones es citotéxico, irritante a los
0jos, tracto respiratorio y piel; con una dosis letal de 2,5 g/kg por ingesta en ratas
(Capuano y Fogliano 2011). También, se detectaron actividades carcinogénica,
irritante del colon e inductor de papilomas en la piel (Capuano y Fogliano 2011;
Fallico et al. 2004). Se ha evidenciado, que el HMF se absorbe rapidamente en el
tracto gastrodigestivo en ratas y ratones, y que la velocidad de absorcion se
incrementa a medida que la concentracion de HMF aumenta (Capuano y Fogliano
2011).

En la miel, hay varios factores que afectan los niveles de HMF, tales como la

temperatura, el tiempo de calentamiento y el almacenamiento, el uso de recipientes
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metélicos y propiedades fisicoquimicas de la miel como el pH, la acidez total y el

contenido de cenizas y minerales (Fallico et al. 2004).

1.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

1.3.1 Generalidades: La cromatografia es un método analitico de separacién de
mezclas en el cual los analitos presentes en una mezcla se separan al ser
distribuidos en dos fases, una fase movil o eluyente, que puede ser liquida, gaseosa
o un fluido supercritico y una fase estacionaria, que puede ser liquida, gel o solida
(Bélanger et al. 1997; Parris 1984). La cromatografia involucra la separacién de
componentes de una mezcla en funcién de sus constantes de equilibrio de particion
(Ko) entre las dos fases (Hamilton y Sewell 1982). La particion es un fendbmeno
importante, sin tal, no llegaria a ocurrir la separacién cromatogréafica (Hamilton y
Sewell 1982).

1.3.2 Clasificacion: La cromatografia se clasifica por fase, por técnica, por método
de desarrollo y por mecanismo, donde, segun su técnica, esta cromatografia planar,
que se lleva a cabo sobre una superficie y cromatografia de columna, que se lleva
a cabo en tubos empacados (Bélanger et al. 1997). La cromatografia liquida es una
cromatografia en la cual la fase movil es liquida. Esta puede ser planar, encontrada
en cromatografia de papel o de capa fina; o de columna, como exclusion por tamafio

o intercambio i6nico (Bélanger et al. 1997).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (en inglés High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) es un tipo de cromatografia liquida en donde la separacion
ocurre entre un solvente como fase mévil y una columna empacada como fase
estacionaria (Paré y Bélanger 1997). La cromatografia liquida clasica ha sido
mejorada por HPLC (superando las desventajas que esta poseia en el tiempo y la

dificultad del analisis) haciendo presion al eluyente, tomando una analogia de la
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cromatografia de gases (en inglés Gas Chromatography, GC) (Hamilton y Sewell
1982).

Dependiendo de la naturaleza fisica de la fase estacionaria, la cromatografia liquida
se divide en cuatro tipos: cromatografia de adsorcion, cromatografia de particion,
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de exclusion por tamafio (Paré
y Bélanger 1997).

Otra de las clasificaciones de la cromatografia liquida es por la naturaleza quimica
de la fase estacionaria. Cromatografia de fase normal: la fase estacionaria es muy
polar (por ejemplo, silice o alimina) y la fase movil es poco polar (por ejemplo,
hexano); de este modo, las muestras polares son retenidas mas fuertemente por la
columna, Por lo tanto, el detector analizara primero los compuestos poco polares.
Cromatografia en fase reversa: la fase estacionaria no es tan polar (por ejemplo,
poliestireno) como la fase mavil (por ejemplo, agua o metanol), donde los
compuestos poco polares se retienen mas tiempo en la columna (Paré y Bélanger
1997).

En el andlisis por HPLC, que se desarrolla por elucién, la fase movil puede tener
dos caracteristicas del desarrollo cromatografico: la elucién isocratica, en la cual la
fase movil esta compuesta por uno o mas solventes en proporciones fijas durante
todo el andlisis, sin que cambie la polaridad del eluyente durante el andlisis; y la
elucién por gradiente que se lleva a cabo variando la composicién de los
disolventes, de modo que su polaridad se modifiqgue durante el tiempo de analisis
(Paré y Bélanger 1997).
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1.3.3 Preparacion de la muestra: La preparacion de muestras de mieles, antes
del andlisis por HPLC, no requiere de derivatizacion o purificacion de la muestra,
limitdndose a solo una filtracion y una dilucion previa al analisis (Montero et al.
2004). Algunas muestras, como bebidas, frutas y leches, requieren degasificacion,
desengrasado o extraccion en fase sélida (SPE) antes de inyectar al equipo
(Montero et al. 2004).

1.3.4 Detectores: Un detector en cualquier equipo cromatografico es aquel que
monitoriza los componentes de la muestra que salen de la columna a través de una
sefal que se obtiene en funcion del tiempo. Esta funcion esta relacionada a una
sefal eléctrica, que es proporcional a la cantidad de componentes que salen de la
columna, que puede ser usada para operar un sistema de procesamiento o
grabacion de datos tal como los potenciométricos, un integrador electrénico o un
sistema de computo (Swartz 2010).

En general, los métodos cromatograficos poseen dos clases de detectores,
detectores selectivos, que dan diferente respuesta dependiendo de las propiedades
quimicas y estructurales del analito (por ejemplo, detectores de absorbancia y
fluorescencia), y los detectores universales, que su respuesta es similar para la
mayoria de compuestos (por ejemplo, detector de indice de refraccion) (Swartz
2010).

Uno de los problemas fundamentales de la técnica de HPLC consiste en que sus
detectores no son universales, conduciendo a la premisa de utilizar detectores de
baja sensibilidad que puedan determinar propiedades fisicas generales, como
conductividad e indice de refraccion, o detectores de alta sensibilidad que puedan
determinar propiedades fisicoquimicas especificas, como absorbancia, en la ciencia

del andlisis instrumental (Engelhardt 1979).
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Un detector “ideal” en HPLC es aquel que posea una sensibilidad alta, buena
estabilidad, buena reproducibilidad y respuesta lineal (Montero et al. 2004). Tal
detector ideal no existe, pero puede haber detectores que se asemejen a las
propiedades encontradas para un analito en especifico, como el detector RI que se
utiliza frecuentemente para el andlisis de azlUcares en alimentos (Montero et al.

2004), pero poco sensible (Magwaza y Opara 2015).

El detector utilizado para determinar y cuantificar hidroximetilfurfural (HMF) es el
detector ultravioleta-visible (UV-Vis), uno de los detectores mas comunes de
propiedad especifica, que responde y da sefial a analitos que absorben la radiacién
electromagnética de la regidn ultravioleta y visible a una longitud de onda especifica
(Swartz 2010).

El detector de indice de refraccion (RI) es un tipo de detector en HPLC que se utiliza
ampliamente para la deteccion de azucares en alimentos, determinando su
autenticidad y grado de pureza (Verzele et al. 1987). El Detector RI mide la
diferencia del indice de refraccién, una propiedad intrinseca de todas las sustancias,
que es modificada por la presencia de un analito (Engelhardt 1979).

Los detectores Rl son los mas comunes que se emplean como universales, debido
a que se mide una propiedad fisica general de las sustancias, tanto asi que los
distribuidores de equipos para HPLC siempre ofrecen estos como detector. Son
detectores poco sensibles donde los niveles de sensibilidad varian con cada
distribuidor, pero generalmente modelos tipicos poseen un nivel de ruido de 107
RIU (unidades de indice de refraccion), mientras que los modelos mas sofisticados
y mas sensibles disponibles tienen la capacidad de detectar diferencias en indice
de refraccion en unidades de 10 RIU de magnitud (Swartz 2010).

26



2 ESTADO DEL ARTE

2.1 ANTECEDENTES DE CUANTIFICACION DE AZUCARES

En la industria de alimentos, se han implementado diversas técnicas de deteccion
de azlcares, se utilizan equipos analiticos bajo condiciones especificas para la

obtencion de valores con altos niveles de confianza (Peris-Tortajada 2012).

El analisis de azucares posee una dificultad debido a la cantidad de isémeros
presentes en un compuesto en particular; asi una aldosa o una cetosa posee varios
isbmeros debido a la ubicacion de sus grupos hidroxilo y, a su vez, puede existir en

varias formas diferentes (Molnar-Perl 2000).

Uno de los métodos més utilizados son los analisis por cromatografia de gases (GC)
y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). El método por HPLC provee un
analisis simultaneo mas rapido, eficiente y a bajos costos en comparacion con GC,
debido a que el analisis abarca distintos componentes en la muestra, que no
necesita un tratamiento previo a su andlisis; pero pierde propiedades de sensibilidad
y selectividad al usar detectores universales (Galant, et al. 2015; Montero et al.
2004; Molnar-Perl 2000; Molnar-Perl 1999; Agblevor et al. 2007).

Ferreira et al. determinaron (Ferreira et al. 1998), en 1998, azlcares en diversas
leches utilizando el método HPLC con detector UV-Vis en serie con detector RI.
Ellos reportaron concentraciones de glucosa, galactosa, lactosa, sacarosa y
maltosa con coeficientes de correlacion que superaban valores de 0,999, utilizando
el detector RI. En 1999, Yuan y Chen determinaron (Yuan y Chen 1999) azlcares,
acido ascorbico y compuestos furanicos utilizando HPLC con detector de arreglo de
fotodiodos (PAD) en serie con detector RI, con coeficientes de correlacion entre
0,9991 y 0,9995.
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La cuantificacion de azucares de productos naturales como las frutas puede
determinar cambios en diversas propiedades biolégicas, tales como su método de
polinizacidbn que modifican la proporcion de los azucares presentes en ellas. En
2007, Shin et al. determinaron (Shin et al. 2007) azucares en diferentes métodos de
polinizacibn en melones orientales utilizando el método HPLC con detector RI,
donde reportaron la influencia de las concentraciones de sacarosa, glucosa y

fructosa en los diferentes métodos de polinizacion.

Eyéghé-Bickong et al. optimizaron (Eyéghé-Bickong et al. 2012), en 2012, un
método de HPLC para el analisis y la cuantificacion simultanea de azlUcares y acidos
organicos en uvas utilizando una columna de intercambio i6nico y detector de
Arreglo de Diodos (DAD) en serie con detector RI; obteniendo coeficientes de
correlacion de 0,99 y 1,00 (Tabla 1). Kupina y Roman utilizaron (Kupina y Roman
2014), en 2014, el método de HPLC con detector RI para la determinacion total de

azucares en vinos.

Tabla 1. Variables del método HPLC para la determinacion de aztcares [Tomado de Eyéghé-Bickong et
al. 2012].

tr, Factor de | Coeficiente de Limite de
Compuesto . Detector 2 7

min respuesta correlacion deteccibn, g/L
Glucosa 10,77 | RI 0,95 1,00 0,16
Fructosa 11,45 | DAD 30178,51 0,99 0,30
Fructosa 11,72 | RI 0,81 1,00 0,07

La cuantificacion de azucares también se ha determinado en lodos y material
vegetal proveniente de industrias de fermentacion anaerobia. Asi, en 2015, Ribeiro
et al. (Ribeiro Vasconcelos de S& et al. 2015) validan un método analitico para
cuantificar azucares, acidos e inhibidores de la fermentacion de hemicelulosa para

la produccién de hidrogeno, por HPLC utilizando detector RI.
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Rodriguez-Gomez et al. (Rodriguez-Gomez et al. 2015) determinaron, en 2015,
fructosa, glucosa, lactosa y fructooligosacaridos en varios productos de leche,
utilizando el método HPLC con detector RI, donde se muestran los picos
cromatograficos caracteristicos (Figura 3). En 2015, Kola et al. reportaron (Kola et
al. 2015) datos de cuantificacion de azucares presentes en el pepino utilizando el

detector RI.

Figura 3. Cromatograma HPLC-RI representativo de una muestra de leche. Columna Luna 5u NH:
(250*4.6 mm, tamafio de particula 5 pm, Phenomenex); modo isocratico Acetonitrilo 76% y Agua
destilada 24% [Tomado de Rodriguez-Gomez et al. 2015].
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En 2016, Filip et al. (Filip et al. 2016) cuantificaron fructosa, glucosa, sacarosa y
sorbitol en hojas y cascara de fruta de manzana utilizando HPLC con detector RI, y

obtuvieron los cromatogramas de la Figura 4.
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Figura 4. Cromatogramas HPLC-RI de los estandares de sacarosa, glucosa, fructosay sorbitol (a); hojas
(b), y cascara de manzana (c). Columna Carbosep Coregel 87H3 (300*7.8 mm). [Tomado de Filip et al.
2016].
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2.2 ANTECEDENTES DE CUANTIFICACION DE AZUCARES EN MIELES

La miel es un alimento natural compuesto principalmente por azucares y otros
constituyentes como enzimas, proteinas, aminoacidos libres, acidos organicos,
carotenoides, vitaminas, minerales y sustancias aromaticas (da Silva et al. 2016).
La miel se define como “la sustancia natural dulce producida por las abejas a partir
del néctar de las flores o de secreciones de partes vivas de las plantas que las
abejas succionan y recolectan para formar, almacenar y madurar el producto final”
(Prodolliet y Hischenhuber 1998).

A lo largo de la produccién de la miel, se ha observado que el costo para su

elaboracion se ha reducido debido a la adulteraciéon de la misma. Esto conduce a
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modificar las cantidades de los azucares presentes y disminuir las cantidades de
otros nutrientes, como vitaminas y enzimas, deteriorando su calidad (Prodolliet y
Hischenhuber 1998).

Una de las primeras determinaciones de adulteraciones de la miel natural, utilizando
el método de HPLC con detector RI, fue la reportada por Abdel-Aal et al. (Abdel-Aal
et al. 1993) en 1993, cuando se modificd la composicién de azlicar en muestras de
miel natural con la adicion de jarabe de maiz con alto contenido de fructosa en
concentraciones conocidas (Tabla 2). Los resultados mostraron una relacion de
fructosa/glucosa (F/G) en la miel natural y la alteracion de dicha relacion por la
adicion del adulterante (Abdel-Aal et al. 1993).

Tabla 2. Resultados de la cantidad de fructosay glucosay su relacion [Tomado de Abdel-Aal et al. 1993].

Adulteracion, Fructosa, Glucosa, Relacion
% (p/p) % (p/p) % (p/p) fructosa/glucosa
0 47,6 43,4 1,10
10 48,4 42,9 1,13
20 49,2 42,7 1,15
30 50,0 42,2 1,18
40 50,9 41,7 1,22
50 51,2 41,6 1,23
Jarabe de maiz puro 56,2 39,5 1,42

Aunque se puede determinar la adulteracién del producto natural por la variacion en
los valores de F/G, las concentraciones de fructosa y glucosa (los azlcares

mayoritarios presentes en la miel) varian segun la regién de produccion.
Asi, en 2004, (Soria et al. 2004) se realizaron estudios melisopalinolégicos y

fisicoquimicos en mieles artesanales producidas en Madrid, Espafia, y se reporto,

por medio de HPLC utilizando una columna REZEX-Monosaccharide y un detector
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RI, el rango de valores de F/G en mieles naturales entre 1,13 y 1,36. Oroian (Oroian
2012) reporto, en 2012, los valores de F/G entre 1,1y 1,7, en mieles de Rumania

utilizando método de HPLC con detector RI.

Adams y colaboradores reportaron (Adams et al. 2008) en 2008 valores de las
concentraciones de glucosa y fructosa en mieles neozelandesas por HPLC
utilizando detector RI, y obtuvieron un cromatograma con las sefales caracteristicas

de estos azlcares (Figura 5).

Figura 5. Cromatograma HPLC-RI de una muestra de miel de Nueva Zelanda. Columna Shodex KS-801;
modo isocrético agua grado HPLC 1 mL/min [Tomado de Adams et al. 2008].
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En 2014, Boussaid et al. (Boussaid et al. 2014) realizaron estudios fisicoquimicos

en seis muestras de mieles de varias flores de Tunez; y reportaron, por medio de
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HPLC utilizando una columna Supelcogel y detector RI, valores de F/G entre 1,03y
1,17; valores de sacarosa y maltosa cada uno fueron por encima de 4% en peso.

En 2014, Yilmaz y colaboradores (Yilmaz et al. 2014) realizaron estudios
fisicoquimicos de identificacion de azlcares en mieles naturales adulteradas
deliberadamente con jarabes de fructosa y sacarosa, por método HPLC utilizando
una columna Agilent Zorbax y detector RI, y reportaron perfiles cromatograficos de
cada muestra, mostrando los cambios relevantes de los picos cromatogréaficos que
corresponden a los dos azucares (Figura 6). En estos perfiles, se muestra un
aumento del area del pico de la fructosa a medida que la concentracién de jarabe
de fructosa aumenta, pero presenta una disminucion en otros picos (Yilmaz et al.
2014).

Figura 6. Perfiles cromatogréaficos por HPLC-RI de muestras de miel natural adulteradas con jarabe de
fructosa y sacarosa en concentraciones conocidas. Columna Agilent Zorbax; acetona 80%, agua 20%
[Tomado de Yilmaz et al. 2014].
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Nayik y colaboradores (Nayik et al. 2015) reportaron en 2015 valores de
concentraciones de varios azucares en muestras de mieles uniflorales en Kashmir
Valley, India. En estas muestras obtuvieron, por HPLC utilizando una columna
Waters X-bridge Amide y detector RI, un perfil de azlcares, que permitié corroborar
la presencia de fructosa (entre 36,42 y 40,61%, en peso) y glucosa (entre 30,56 y
33,98%, en peso), que se observan en el cromatograma (Figura 7) (Nayik et al.
2015).

Figura 7. Perfil cromatogréfico de azGcares por HPLC-RI en miel Saffron (1: Fructosa, 2: Glucosa, 3:
Xilosa, 4: Maltosa, 5: Isomaltosa, 6: Trehalosa, 7: Sacarosa, 8: Rafinosa, 9: Maltotriosa). Columna Waters
X-bridge Amide 5 pm (250*4.66 mm); acetonitrilo 80%, agua 20% [Tomado de Nayik et al. 2015].
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En los estudios de adulteracion de la miel por adicion de jarabes enriquecidos por
algun monosacérido, se reporté que el cambio en las concentraciones de azucar en
mieles naturales modifica propiedades fisicas, como viscosidad y fluidez (Abdel-Aal
et al. 1993; Oroian 2012), y propiedades biolégicas como la cantidad de enzimas y
vitaminas (Soria et al. 2004; Boussaid et al. 2014).
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Finalmente, en la Tabla 3 se presentan en forma resumida las condiciones

cromatograficas de andlisis por HPLC para la determinacion de azucares en mieles

usados por diferentes autores (Yilmaz et al. 2014; Abdel-Aal et al. 1993; Soria et al.
2004; Oroian 2012; Adams et al. 2008; Boussaid et al. 2014; Nayik et al. 2015).

Tabla 3. Principales condiciones cromatograficas para la determinacion de azUcares.

Autor Método Condiciones cromatograficas Re::a/ccz;lon
Abdes!;Aal HPLC-RI, Columna Fase movil: Agua grado HPLC. |Entre 1,10
et al. Carbohydrate Temo: 85 °C 142
(1993) Aminex P y

HPLC-PDA y HPLC- L
Adams et RI, Columna Shodex EES.ST%V%S%? grado HPLC. No se
al.3” (2008) | KS-801 en serie con Terln - éo °C reportaron
Shodex KS-802 P
Fase movil: Acido Sulfarico
Boussaid et | HPLC-RI, Columna |0,005M. Entre 1,03
al.3® (2014) | Supelcogel C-610H |Flujo:0,75 mL/min y 1,17
Temp: 30 °C
Fase movil: 80% acetonitrilo,
Nayik et \I;IVZI{;SR)LEr (iaollur;na 20% agua. Entre 1,07
al.® (2015) | & 9 Flujo: 0,6 mL/min y 1,25
Amide . o
Temp: 85 °C
Fase movil: 80% acetonitrilo,
Oroian3® XIII:')[I(;(C::hTI gﬂﬁ{m: 20% agua. Entre 1,1y
(2012) i yp Flujo: 1,3 mL/min 1,7
Temp: 30 °C
. HPLC-RI, Columna |Fase movil: Agua desionizada.
;%2'?;50 sy | REZEX- Flujo: 1,0 mL/min entre 113
' Monosaccharide Temp: 90 °C y
Avil [0) o)
_ HPLC-RI. Columna Fase movil: 80% acetona, 20%
Yilmaz et Agilent Zorbax agua. No se
al.! (2014) cagrboh drate Temp: 25 °C reportaron
y Flujo: 1,4 mL/min
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2.3 ANTECEDENTES DE CUANTIFICACION DE HMF EN MIELES

El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) es un indicador importante en la calidad
de la miel. El HMF se origina a partir de la descomposicion de los azlcares en la
matriz de la muestra y su presencia esta fuertemente relacionada con la frescura y
la pureza del producto; una concentracion elevada (por encima de 100 mg/kg) de
este compuesto indica un almacenamiento en condiciones de sobrecalentamiento
(Yilmaz et al. 2014, Soria et al. 2004; Nayik et al. 2015; Moniruzzaman et al. 2013;

Garcia-Villanova et al. 1993).

En 2013, Moniruzzaman et al. (Moniruzzaman et al. 2013) cuantificaron HMF en
distintas mieles de Malasia, utilizando el método de HPLC con detector PAD (Figura
8), y concluyeron que tres de las mieles evaluadas tenian cantidades de HMF que
estaban en el limite de la concentracion permitida (60 mg/kg) por las normativas

internacionales.

Figura 8. Concentraciones de HMF encontradas en diferentes mieles de Malasia [Tomado de

Moniruzzaman et al. 2013].
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Hay diversas normativas que estipulan varios criterios fisicoquimicos y
microbiolégicos que la miel natural debe cumplir, como el Codex Alimentarius de la
Union Europea y el Ministerio de la Proteccion Social de Colombia, en ellas, se
establecen métodos volumétricos y espectrofotométricos para la determinacion de
azucares reductores, azlUcares no reductores y HMF (Ministerio de La Proteccion
Social Colombia 2010; DIRECTIVA Comision Europea 2001). No obstante, se ha
evidenciado que la utilizacibn de metodologias cromatogréaficas aporta resultados
de magnitudes similares y con mayor detalle quimico que las metodologias
volumétricas y espectrofotométricas (Parris 1984). Es asi que Zappala et al.
(Zappala et al. 2005) determinaron concentraciones de HMF aplicando diversos
métodos, y mostraron que el método por HPLC-DAD reportaba valores similares a

los valores obtenidos por el método espectrofotométrico.

2.4 CRITERIOS FISICOQUIMICOS DE ACEPTABILIDAD EN MIELES

Para evaluar la calidad de las mieles naturales producidas en distintos paises se
han implementado normas y leyes que establecen valores de caracteristicas
fisicoquimicas aceptables para éstas. Tanto la resolucion 1057 de 2010 del
Ministerio de la Proteccion Social de Colombia como la Directiva 2001/110 del
Codex Alimentarius de la Comisién Europea (Ministerio de La Proteccion Social
Colombia 2010; DIRECTIVA Comision Europea 2001) establecen unos valores de

caracteristicas fisicoquimicas que deben cumplir la miel, expuestos en la tabla 5.
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Tabla 4. Criterios fisicoquimicos de las mieles aceptables para su comercializacion.

Caracteristicas Valores permitidos Valores permitidos
fisicoquimicas Ministerio de la P. Social Codex Alimentarius

Humedad <20% <20%

Azucar reductor >60% >60%

Sacarosa <10% <10%

Cenizas <0,6% -

HMF <60 mg/kg <50 mg/kg

Acidez libre <50 meq acido/kg <50 meq acido/kg

2.5 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS EN MIELES

Ademas de la identificacion y cuantificacion de azucares y HMF en mieles naturales
por HPLC, también se han evaluado algunas caracteristicas fisicoquimicas
(Boussaid et al. 2014; Nayik et al. 2015; Moniruzzaman et al. 2013) que poseen
estos productos, como el contenido de humedad, acidez libre, el contenido de
cenizas, conductividad, etc. Es asi que Kadri et al. (Kadri et al. 2016) reportaron
valores de humedad, cenizas, acidez libre, pH y materia seca en mieles de flores de
café en Brasil (Tabla 4).

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas reportadas por Kadri et al.

Muestra Acincqigél':(o;al, pH Hum(;;dad, 21?:’”02 Cenizas, %
17,6 3,97 17,5 81,27 0,18

2 19,2 3,86 18,4 82,10 0,14
16,8 3,99 17,9 80,89 0,19
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Algunas mieles cumplen con los requisitos fisicoquimicos al reportarse valores de
humedad, de cenizas, y de acidez libre dentro de los valores permisibles. En mieles
de regiones aridas se reportaron valores de humedad menores de 20%, de cenizas
por debajo de 0,4% y de acidez libre menores de 30 meqg/kg (Habib et al. 2014). En
mieles de Etiopia, se reportaron valores de humedad menores del 19%, de cenizas
por debajo de 0,3% y de acidez libre menores de 40 meqg/kg (Belay et al. 2013).

Sin  embargo, algunos reportes se muestran valores de caracteristicas
fisicoquimicas que estan por encima de los criterios fisicoquimicos de las normas
vigentes. Algarni y colaboradores (Algarni et al. 2016) reportaron valores de
humedad por encima de 27%, de acidez libre por encima de 100 meqg/kg y de HMF
por encima de 100 mg/kg en mieles de Arabia Saudita; lo que indica que estas
mieles no deben ser comercializadas en el mercado. También se reportaron
(Chuttong et al. 2016) valores de humedad por encima de 40% y de cenizas por
encima de 0,6% en mieles tailandesas; valores altos no permitidos para su

comercializacion.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad de las mieles estudiadas por medio de la implementacion de un
método analitico para el analisis de sacarosa, glucosa, fructosa y HMF utilizando
HPLC con detector UV-Vis y detector de indice de refraccion (RI); y por medio de la

determinacién de algunas caracteristicas fisicoquimicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar un método analitico por cromatografia liquida de alta eficiencia
para la determinacion de glucosa, fructosa, sacarosa y HMF en materiales de

referencia.

e Aplicar el método desarrollado en mieles producidas en el nororiente

colombiano.

e Evaluar algunos criterios fisicoquimicos en las muestras descritos en la
resolucién 1057 del 2010 del Ministerio de la Proteccion Social de Colombia y

en el Codex Alimentarius de la Unién Europea.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 Reactivos, muestras y material de referencia: Los reactivos glucosa,
fructosa y sacarosa fueron suministrados por Merck. EI HMF fue suministrado por
Sigma-Aldrich. Toda el agua que se utilizo en el procedimiento fue ultra-pura (0,056
pNS/cm) tipo HPLC, obtenida del equipo Aqua Solutions del laboratorio de alimentos
CICTA. Se obtuvieron 8 muestras de mieles no representativas en supermercados
y comunidades de apicultores de las regiones de Vetas, Barranquilla, Cucuta,

Pamplona, Arauca, Charala, San Gil y Ocafia.

4.1.2 Instrumentacion: Se utiliz6 un cromatografo liquido HPLC Thermo Dionex
Ultimate 3000 equipado con desgasificador, inyector automatico, una columna ICE
COREGEL 107-H (Transgenomic) acoplada en un horno que mantuvo la
temperatura. Se empleé un detector UV-Vis en serie con un detector RI (las

condiciones cromatogréficas empleadas aparecen en la Tabla 6).

Tabla 6. Parametros del equipo de HPLC para el andlisis de azlcares.

Pardmetros Especificaciones
Columna COREGEL 107-H 7,8 x 300 mm (8 ym)
Temperatura de la columna 30°C
Temperatura del detector RI 30°C
Longitud de onda detector UV-Vis 285 nm
Volumen de inyeccion 20 pL
Flujo 0,6 mL/min
Fase movil Solucion acuosa 5 mM de H2SOq4

41



4.1.3 Preparacion de la curva de calibracién: Se prepararon las soluciones
patron de sacarosa, glucosa, fructosa y HMF pesando el reactivo en una balanza y
diluyendo en agua tipo 1. Se realizaron las soluciones para la curva de calibracion

teniendo en cuenta las siguientes concentraciones:

Tabla 7. Concentraciones de los patrones utilizados para las curvas de calibracion.

Concentraciéon | Concentracion | Concentracion .,
Concentracidon
Patrones | de sacarosa, de glucosa, de fructosa,
de HMF, mg/L
mg/mL mg/mL mg/mL

1 1,0 - - 0,25
2 2,5 2,5 2,5 0,50
3 5,0 5,0 5,0 1,00
4 10,0 10,0 10,0 1,50
5 15,0 15,0 15,0 2,00
6 20,0 20,0 20,0 2,50
7 - - - 3,00

4.1.4 Analisis instrumental: Para la determinacién de azucares por HPLC, se
disolvieron, a 23 °C, aproximadamente 0,5 g de miel en 25 mL de agua tipo HPLC,
y la mezcla pasé por un filtro de jeringa de 0,45 um y membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF). Se inyectaron 20 uL del filtrado al equipo HPLC. Los azucares
se identificaron y cuantificaron con el detector RI, de acuerdo con sus tiempos de
retencién y la concentracion se calcul6 utilizando la curva de calibracion de cada

uno.

Para la determinacion de HMF, se disolvieron, a 23 °C, aproximadamente 0,5 g de
miel en 25 mL de agua tipo HPLC, y la mezcla pasé por un filtro de jeringa de 0,45
pum y membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Se inyectaron 20 uL del filtrado
al equipo HPLC. Se utilizé el detector UV-Vis a 285 nm, donde se identificaron y

cuantificaron de acuerdo con sus tiempos de retencion y a la curva de calibracion.
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Algunas muestras se diluyeron para que se establecieran dentro del intervalo de la

curva de calibracion.

4.1.5 Analisis fisicoquimicos: Se realizaron los siguientes analisis fisicoquimicos

a las mieles estudiadas:

Contenido de humedad: Se determind el indice de refraccion de las muestras de
miel utilizando un refractbmetro manual marca BRIXCO a una temperatura de 20
°C. La lectura se convirti6 en contenido de humedad (en unidades de porcentaje
masa/masa) utilizando la tabla que se indica en el método oficial descrito por AOAC
969.38 para humedad (Anexo 1).

Contenido de cenizas: Para la determinacion de cenizas, se pesaron
aproximadamente 2 g de miel. La muestra se calenté suavemente en una mufla
marca LabTech a 110 °C durante 4 h, y luego se llevé hasta 150 °C durante 4 h, en
donde cada hora se aumentaba la temperatura en 50 °C hasta alcanzar una
temperatura final de 350 °C. Lo anterior se hizo para evitar la pérdida de la muestra
por formacién de espuma. Por ultimo, la muestra se sometié a una temperatura de
550 °C durante 6 h. Se registr6 el peso de las cenizas y el resultado se expresé en

porcentaje en peso de cenizas en la muestra.

Acidez libre: Para la determinacion de acidez libre, aproximadamente 10 g de miel
se pesaron y se disolvieron en un vaso precipitado de 250 mL con 75 mL de agua
destilada. La solucién de la muestra se titul6 con NaOH 0,05N hasta un pH de 8,3
utilizando un pHmetro marca SCHOTT previamente calibrado. El volumen de NaOH
utilizado se registrd, se multiplicé por la concentracion y se dividio por el peso de la
muestra. El valor resultante se expresé en unidades de miliequivalentes de acido

por kg de muestra.
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4.2 EVALUACION DEL METODO Y ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la implementacion del método por HPLC, se determinaron y se

evaluaron las siguientes figuras de mérito.

4.2.1 Limite de deteccion (LOD): El limite de deteccidn se determiné empleando

la siguiente formula (The United States Pharmacopeia, n.d.):

LOD =B + (3*0) (1)

Donde B es la concentracion, en mg/L, minima detectable del analito (10
repeticiones) y o es la desviacién estandar de las mediciones efectuadas para

determinar B.

5.2.2. Limite de cuantificacién (LOQ): El limite de cuantificacion se determind

usando la formula(The United States Pharmacopeia, n.d.):

LOQ =B + (10 x 0) (2)

Donde B es la concentracion, en mg/L, minima detectable del analito (10
repeticiones) y ¢ es la desviacién estandar de las mediciones efectuadas para

determinar B.
5.2.3 Linealidad: La linealidad se establecié por medio de la regresion lineal de

las curvas de calibracion de los patrones. El criterio de aceptacion fue un valor de

coeficiente de regresion lineal R? > 0,99 (Berrio et al. 2013).
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5.2.4 Exactitud: Para evaluar la exactitud se determind el porcentaje de
recuperacion. Se pesaron aproximadamente 0,5 g de una muestra de miel, se
adicionaron cantidades conocidas de glucosa (100, 200 y 300 mg) y se aforé con
agua tipo 1 a 25 mL. Seguidamente, se inyect6 al HPLC y se calculo la
concentracion. Finalmente, se aplicé la siguiente férmula para determinar el

porcentaje de recuperacion (Berrio et al. 2013):

% R = =45 100 3)

E

Donde C,z es la concentracion del analito (glucosa) en miel enriquecida con
glucosa, C, es la concentracion del analito (glucosa) en miel sin enriquecer y Cr €s

la concentracion del enriquecido de glucosa adicionado.

Se realiz6 la prueba t de Student para la recuperacién mediante la férmula (Berrio
et al. 2013):

texp — R-100 % \/g (4)

Donde R es el promedio de los datos de recuperacion (6 réplicas) y oz es la

desviacion estandar de los datos de recuperacion.

La exactitud se evalu6 por medio de la t de Student experimental, y para aceptar los
datos, el valor de t experimental debe ser menor de 2,45 (valor de t tabulado con 6

grados de libertad y una confianza del 95%) (Berrio et al. 2013).
5.2.5 Precision: En esta figura, se determin¢ la repetibilidad del método usando

como descriptor el coeficiente de variacion (CV) de seis repeticiones. El criterio de

aceptacion fueron valores de CV < 5% (Horwitz 1982).
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cV = % * 100 (5)

Donde x es el promedio de los datos (6 réplicas) y o, es la desviacion estandar de

los mismos.

5.2.6 Andlisis estadistico: Los datos obtenidos fueron sujetos a un Andlisis de
Varianza (ANOVA) a una sola via, para determinar si los datos diferian
significativamente entre si. Para los datos que diferian significativamente entre si,

se realizo la prueba de Tukey para agruparlos por similitud.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 PRUEBAS PRELIMINARES

Se realizaron pruebas preliminares para determinar las condiciones cromatograficas
para la deteccién y la cuantificacion de los analitos sacarosa, glucosa, fructosa y
HMF. Por medio de estas pruebas se determiné una fase movil en modo isocratico
de H2SO4 5 mM, una columna ICE-Coregel C-107H a 30°C, una temperatura del
detector RI de 30°C con un tiempo de corrida de 12 min para el andlisis de sacarosa,
glucosa y fructosa; y un detector UV-Vis a 285 nm con un tiempo de corrida de 40

min para el analisis del HMF.

5.2 ANALISIS DE PATRONES Y CURVAS DE CALIBRACION

Las soluciones patréon de sacarosa, glucosa, fructosa y HMF fueron sometidas, por
separado, al método por HPLC establecido anteriormente; donde se determinaron

sus tiempos de retencién (para 5 réplicas), indicados en la Tabla 8.

Tabla 8. Tiempos de retencién de los analitos identificados por HPLC.

Analito tr, Min CV, %
Sacarosa 7,22 +0,04 0,62
Glucosa 8,22+0,01 0,18
Fructosa 8,87 £ 0,02 0,18
HMF 33,52 + 0,06 0,17

Las curvas de calibracion se obtuvieron para la sacarosa, glucosa, fructosa y HMF

(Anexo 4, 5, 6 y 7 respectivamente).

La ecuacién de la recta para cada curva se calculé y se determind el valor de R?

(Tabla 9). En éstas se observa una tendencia del comportamiento lineal que hay
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entre la concentracion y el area. Ademas, se observa que los valores de R? son
mayores a 0,99, lo que confirma que el método se comporta de forma lineal dentro
del intervalo establecido (EURACHEM, n.d.).

Tabla 9. Caracteristicas de las curvas de calibracion.

Analito Ecuacion de larecta | Valor de R? | R? ajustado Intervalo
Sacarosa y =5,0463 x + 0,6498 0,9992 0,9989 1-20
mg/mL
Glucosa y =5,3888 x + 1,1817 0,9992 0,9989 2,5-20
mg/mL
- 25-20
Fructosa y =5,4192 x + 0.6910 0,9999 0,9999
mg/mL
HMF y =4,0223 x + 0,0367 0,9956 0,9941 21’5/5'__ 3

5.3 ANALISIS DE AZUCARES EN MIELES

Los azlcares sacarosa, glucosa y fructosa se identificaron en ocho mieles de las
regiones de Vetas, Barranquilla, Cucuta, Pamplona, Arauca, Charala, San Gil y
Ocaifia, por medio de sus tiempos de retencion (Tabla 10); en la Figura 9 se puede
observar un cromatograma tipico de las distribuciones de los azUcares analizados

en mieles. Los valores se expresan como el promedio de tr * la desviacion estandar.
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Tabla 10. Tiempos de retencién de los azUcares en mieles.

Region de la tr, min (10 réplicas)
miel Sacarosa Glucosa Fructosa
Vetas 7,21 +0,01 8,19+ 0,01 8,84 £0,01
Barranquilla 7,22 +0,01 8,20+0,01 8,85+0,01
Clcuta 7,21 0,01 8,20+ 0,01 8,84 + 0,01
Pamplona 7,21 +£0,01 8,20 £ 0,01 8,84 £0,01
Arauca 7,25+0,01 8,20 £ 0,01 8,85+0,01
Charala 7,21 +£0,01 8,20 £ 0,01 8,84 £0,01
San Gil 7,23 +£0,01 8,20+ 0,01 8,85+ 0,01
Ocafa 7,25+ 0,01 8,20+ 0,01 8,85+ 0,01

Figura 9. Cromatograma HPLC-RI de una miel de Pamplona (1: Sacarosa, 2: Glucosay 3: Fructosa).
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Las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa se determinaron en las ocho

mieles colombianas donde se relacion6 el area obtenida para cada pico con la

concentracion del analito en las curvas obtenidas, con diez réplicas. A los datos

finales se realizaron analisis de varianza de un solo factor y se obtuvieron valores

de F para cada grupo de datos con nivel de significancia del 95% (conni1 =7y nz =

40). Los resultados de la prueba Fischer se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Resultados de la prueba F de Fischer para el andlisis de azlcares.

Variable Valor de F experimental Valor critico de F
Concentracion de sacarosa 2525,99 2,25
Concentracion de glucosa 104,55 2,25
Concentracion de fructosa 103,54 2,25

La prueba F de Fischer muestra que el valor de F experimental es mucho mayor
que el valor critico de F, lo que indica que los resultados en cada grupo de datos
difieren significativamente entre si. Seguidamente, se implement6é una prueba de
Tukey (para un nivel de confianza del 95%) con el fin de agrupar los datos con
valores que tienen un orden de magnitud similar. Los resultados se muestran en la
Tabla 12 como el promedio + la desviacion estandar; los datos que comparten la

misma letra de superindice no poseen diferencias significativas.

Tabla 12. Contenido de azUcares en mieles colombianas.

Region de la Contenido de azucar, % de muestra /G Contenido
miel Sacarosa Glucosa Fructosa F+G [%]

Vetas 12,71 £0,06°| 31,45+0,9°| 38,24 +0,43| 1,22 69,7
Barranquilla 8,6 + 0,34 33+ 1P 37+13 1,14 69,7
Clcuta 20,2 £ 0,62 31+£1° 28+1°¢| 0,88 58,9
Pamplona 9,1+0,49 33+ 1P 38+12 1,15 71,3
Arauca 2,53 + 0,09f 41 +12| 34,2+0,9°| 0,83 75,3
Charala 17,6 +0,4° 33,6 +0,9° 29,3+0,7¢| 0,87 62,8
San Gil 6,4+0,2¢| 39,8+0,92| 34,7+0,8°| 0,87 74,5
Ocafa 2,02 +0,08f 42 +12| 351+0,9°| 0,84 76,8

Los resultados también se expresaron por medio de un diagrama de cajas y bigotes,
donde se puede observar claramente la diferencia significativa entre las muestras
de mieles para los porcentajes de sacarosa, glucosa y fructosa; mostrados en las

figuras 10, 11 y 12 respectivamente.
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Figura 10. Distribucidn de caja y bigotes del porcentaje de sacarosa en las mieles evaluadas.
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Figura 11. Distribucidn de caja y bigotes del porcentaje de glucosa en las mieles evaluadas.
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Figura 12. Distribucién de caja y bigotes del porcentaje de fructosa en las mieles evaluadas.
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Los resultados de la Tabla 12 muestran que los porcentajes de fructosa y glucosa
varian entre 28 y 38% y entre 31y 42%, respectivamente. El azicar predominante
en mieles de Vetas, Barranquilla y Pamplona fue fructosa con valores cercanos a

38%. Para las demas mieles, la glucosa estaba en mayor proporcion.

Asi mismo, la relacion F/G para las mieles de Vetas, Barranquilla y Pamplona
estuvieron entre 1,14 — 1,22, los cuales se encuentran cercanos al intervalo 1,1 —
1,7, definido por Abdel-Aal (1993), Boussaid (2014), Nayik (2015) y Yilmaz (2014)
para mieles de calidad. Las deméas mieles reportaron una relacion F/G cerca de
0,85; este valor puede estar asociado con una posible adulteracion con jarabes de
glucosa. La relacion F/G esta directamente relacionada con la dulzura de la miel,
teniendo una miel mas dulce a medida que esta relacion aumenta (Boussaid et al.
2014). También, se determiné la cantidad de azucar reductor, expresado como la
cantidad de fructosa+glucosa (Contenido F+G), para este valor, solo la miel de

Cdcuta present6 una concentracion menor que 60%. Las demas mieles presentan
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valores de la cantidad de azucar reductor por encima del 60%, valor aceptado por
las normativas del Colombia y de la Comision Europea para su comercializacion
(Ministerio de La Proteccion Social Colombia 2010; DIRECTIVA Comision Europea
2001).

Las concentraciones de sacarosa variaron entre 2 y 20%. Las mieles de Vetas,
Cucuta y Charala presentaron concentraciones de sacarosa por encima de 10,00%,
lo cual es indicativo de una cosecha prematura en la cual la sacarosa no se convirtié
en glucosa y fructosa por la accion de la sacarasa (una glucoisomerasa) (Ozcan et

al. 2006); o una posible adulteracion con jarabes de sacarosa.

5.4 ANALISIS DE HMF EN MIELES

El HMF se analiz6 en las ocho mieles de las regiones de Vetas, Barranquilla,
Cdcuta, Pamplona, Arauca, Charala, San Gil y Ocafia por medio de sus tiempos de
retenciéon (Tabla 13), donde se puede observar la sefial caracteristica en el
cromatograma (Figura 13). Los valores se expresan como el promedio de tr * la

desviacion estandar.

Tabla 13. Tiempos de retencién del HMF en mieles.

Region de la miel tr, Min
Vetas 33,52 + 0,02
Barranquilla 33,55+ 0,05
Cucuta 33,59 £ 0,05
Pamplona 33,58 £ 0,06
Arauca 33,58 £ 0,05
Charala 33,62 £ 0,07
San Gil 33,64 £ 0,04
Ocafia 33,64 £ 0,04
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Figura 13. Cromatograma HPLC-UV-Vis de una muestra de miel de Pamplona 1) HMF.
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Las concentraciones de HMF se analizaron en las ocho mieles colombianas y se
registraron tres réplicas. A los datos finales se les realiz6 un analisis de varianza de
un solo factor (la variable fue concentracion de HMF) donde se obtuvo un valor de
F de 23301,49 con un nivel de significancia del 95% (n1 =7 y n2 = 16). El valor critico
de F es 2,66, que es mucho menor al valor de F experimental, lo que indica que los

resultados difieren significativamente entre si.

Seguidamente, se implement6 una prueba de Tukey utilizando el software MiniTab
2016 (version de prueba) con nivel de confianza del 95%, con el fin de agrupar los
datos con valores que tienen un orden de magnitud similar. Los resultados se
muestran en la Tabla 14 como el promedio de la concentracion de HMF + la
desviacion estandar; los datos que comparten el mismo superindice no poseen

diferencias significativas.
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Tabla 14. Concentracién de HMF en mieles colombianas.

Region de la miel Concentracion de HMF, mg/kg
Vetas 14,7 £ 0,3
B/quilla 11,5 +0,1f
Cucuta 866 + 11°¢
Pamplona 52,0+ 0,2
Arauca 1894 + 22°
Charala 272 + 2¢
San Gil 772 + 49
Ocafa 2930 + 232

Los resultados también se expresaron por medio de un diagrama de cajas y bigotes;

se puede observar (Figura 14 y 15) la diferencia significativa entre las muestras de

mieles para las concentraciones de HMF.

Figura 14. Distribucién de caja y bigotes de concentracion de HMF en mieles de Vetas, Barranquilla 'y

Pamplona.
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Figura 15. Distribucidon de caja y bigotes de concentracién de HMF en mieles de Cuacuta, Los Llanos,

Charala, San Gil y Ocafia.
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Las concentraciones de HMF determinadas en las ocho mieles colombianas
variaron entre 15 y 2930 mg/kg. Las mieles de Vetas, Barranquilla y Pamplona
mostraron una concentracion de HMF menores que 55 mg/kg. La concentracién de
HMF mas alta se observd en la miel de Ocafia. Tanto ésta como las mieles de
Cdcuta, Arauca, Charalad y San Gil se encontraron concentraciones muy por encima
de la reglamentacion (60 mg/kg), lo que sugiere que estas mieles se almacenaron
en condiciones inapropiadas y que no cumplen con la concentracion reglamentada
por las normativas. Se ha demostrado, que el parametro de HMF se relaciona con
la calidad de la miel y su tratamiento térmico, pero no con su origen (Boussaid et al.
2014).

Ademas, la concentracion de HMF en la miel depende de la cantidad adulterada de

sacarosa que pueden modificar tanto los valores de F/G, como la concentracién de

sacarosa. Esto se debe a que el HMF puede ser producido por el calentamiento de
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azucares provenientes de una inversion de la sacarosa (en presencia de un medio
acido) (da Silva et al. 2016).

El HMF es un excelente indicador de frescura y pureza de la miel; altas
concentraciones de HMF en la miel indican condiciones de sobrecalentamiento o de
almacenamiento inadecuado (Garcia-Villanova et al. 1993). De acuerdo con el
Resolucion 1057 del Ministerio de la Proteccion Social, el contenido de HMF de la

miel no debe superar los 60 mg/kg.

5.5 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS MIELES

El contenido de humedad, de cenizas y acidez libre se determinaron en ocho mieles
de las regiones de Vetas, Barranquilla, Cacuta, Pamplona, Arauca, Charala, San Gil

y Ocania.

A los datos finales, se les realizd un analisis de varianza de un solo factor, y se
obtuvieron valores de F para cada grupo de datos con un nivel de significancia del
95%. Los resultados de la prueba F se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados de la prueba de Fischer parala determinacion de caracteristicas fisicoquimicas.

. Grados de Valor de F Valor critico de
Variable . )
libertad experimental F
Contenido de niy=7
humedad nz = 16 (3 réplicas) 37585 2,66
Con_tenldo de ni f 7 o 83.82 350
cenizas nz = 8 (2 réplicas)
. . n=7
Acidez libre _ . 1897,75 3,50
nz = 8 (2 réplicas)
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La prueba F de Fischer muestra que el valor de F experimental fue mas alto que el
valor critico de F, lo que indica que los resultados en cada grupo de datos difieren

significativamente entre si.

Seguidamente, se uso el software MiniTab 16 (versién de prueba) para implementar
una prueba de Tukey (para un nivel de confianza del 95%) con el fin de agrupar los
datos con valores que tienen un orden de magnitud similar. Los resultados se
muestran en la Tabla 13 como el promedio de los valores de humedad, cenizas y
acidez + la desviacion estandar; los datos que comparten la misma letra de
superindice no poseen diferencias significativas.

Tabla 16. Resultados de caracteristicas fisicoquimicas de las mieles evaluadas.

Region de la | indice de | Contenido de | Contenido de | Acidez libre,
miel refraccion | humedad, % cenizas, % meq/kg
Vetas 1,4969 15,9+0,0¢| 0,317 +0,0032 31,5+0,3°
Barranquilla 1,4930 17,4 +0,0°| 0,198 + 0,009¢ 34,5+0,32
Cucuta 1,4969 15,9 +0,0°| 0,217 + 0,001 352+0,32
Pamplona 1,4910 18,2 +0,02| 0,138 + 0,003 34,4+0,82
Arauca 1,5021 13,9+0,0%| 0,015+ 0,0019 24,7 £ 0,3°¢
Charala 1,5007 14,4 +0,2¢| 0,060 + 0,002¢ 20,7 + 0,49
San Gil 1,5012 14,2 +0,2¢| 0,039 £ 0,001f 16,2+ 0,3
Ocafia 1,5002 14,6 £ 0,29 0,020 + 0,0019 18,7 £ 0,3

Los resultados de la Tabla 16 muestran que el contenido de humedad varia entre
13,9y 18,2%. Se observa que la miel de la regién de Pamplona posee el valor mas
alto de humedad, de 18,2%. Las mieles de las regiones de Arauca, Charala, San
Gil y Ocana presentan valores de humedad bajos, entre 13,9 y 14,6%. En general
las mieles estudiadas presentan valores de contenido de humedad por debajo del
valor permitido (< 20%) en las normativas de Colombia y de la Comision Europea

para su comercializacion.
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El contenido de agua esta estrictamente relacionado con el grado de madurez en la
colmena, el origen botanico de la muestra de miel, las técnicas de cosecha y la
extraccion del panal en relacion con el proceso de maduracion por las abejas (Belay
et al. 2013). Ademas, altos procentajes de humedad, por encima del 27%, pueden
dar inicio a la fermentaciébn durante el almacenamiento, lo que resulta en la
produccion de etanol y diéxido de carbono (Kadri et al. 2016). En las mieles bajo
estudio, se supone, por los valores de humedad obtenidos, que la formacion de
etanol y diéxido de carbono es casi nula al presentar un contenido de humedad tan

bajo que no ocurre el proceso de fermentacion.

Respecto al contenido de cenizas, reportado en la Tabla 16, se presentan valores
entre 0,317 y 0,015%. La miel de la region de Vetas posee el valor mas alto del
contenido de cenizas, de 0,317%. En las mieles de las regiones de Arauca, Charala,
San Gil y Ocafia se encontraron valores de contenido de cenizas bajos, que variaron
entre 0,015 y 0,060%. En general las mieles estudiadas presentan valores por
debajo del 0,6%, que es el valor aceptado de la cantidad de cenizas en las

normativas del Colombia y de la Comision Europea para su comercializacion.

La acidez libre en las mieles estudiadas varia entre 16,2 y 35,2 meqg/kg. Las mieles
de las regiones de Barranquilla, Clcuta y Pamplona tenian valores de acidez libre
por encima de 34 meqg/kg, mientras que las mieles de las regiones de Arauca,
Charala, San Gil y Ocafia tenian valores de acidez libre menores del 25,0 meqg/kg.
Todas las mieles bajo analisis tenian valores de acidez libre menores que 60
meg/kg, que es el valor aceptado dentro del criterio permitido del contenido de
cenizas en las normativas del Colombia y de la Comision Europea para su

comercializacion.
La acidez libre también esta relacionada con el proceso de fermentacién, para el

cual valores altos de acidez libre pueden dar inicio a la fermentacion durante el

almacenamiento, lo que resulta en la produccion de etanol y diéxido de carbono®®.
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En las mieles bajo estudio, se tiene una evidencia adicional de que no ocurre el
proceso de fermentacion debido a que los valores de acidez libre fueron bajos, lo

gue no permite que las mieles se fermenten.

5.6 EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO DE LOS REQUISITOS

A continuacién, se hace una compilacion del cumplimiento de los criterios
fisicoquimicos de las mieles naturales para su comercializacién de acuerdo con los
valores establecidos por las normativas del Ministerio de la Proteccion Social de

Colombia y del Codex Alimentarius de la Comision Europea.

Tabla 17. Cumplimiento de criterios fisicoquimicos en las mieles evaluadas.

Contenido

Regi6n de de azUcar |Contenido Contenido Contenido|Contenido Acidez
. reductor de de de .
la miel de HMF ) libre

(fructosa [ sacarosa humedad | cenizas

+ glucosa)
Vetas S N S S S S
Barranquilla S S S S S S
Cucuta N N N S S S
Pamplona S S S S S S
Arauca S S N S S S
Charala S N N S S S
San Gil S S N S S S
Ocafa S S N S S S

S = Si cumple, N = No cumple
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5.7 EVALUACION DE METODO

El limite de deteccion de sacarosa, glucosa y fructosa fueron de 24,9, 19,8 y 19,7
mg/L respectivamente; y el limite de cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa
fueron de 28,4, 25,5 y 20,5 mg/L respectivamente, lo que indica que el método
puede determinar estos azlUcares en concentraciones mayores que 28 mg/L.
Ademas, se obtuvieron valores de limite de deteccidbn menores a los reportados
(Chavez-Servin et al. 2004; Chinnici et al. 2005).

La linealidad del método se determiné a través de los valores de R? para las curvas
de calibracion de sacarosa, glucosa, fructosa y HMF, en todos los casos los valores
de R? fueron mayores a 0,99. Esto confirma que el método se comporta linealmente
en los rangos establecidos por los limites superior e inferior de sus respectivas
curvas de calibracion. Estos resultados se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Parametros de la linealidad del método.

Rango de aceptacion
Linealidad
Sacarosa Glucosa Fructosa HMF
Limite superior 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 3,00 mg/L
Limite inferior 1 mg/mL 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL 0,25 mg/L
Puntos tomados 6 5 5 7
R? 0,9992 0,9992 0,9999 0,9956

Se evalud la exactitud del método por medio del porcentaje de recuperacién de
glucosa (%R) en una muestra de miel. Los resultados muestran un promedio de %R
de 95% con una desviacion de 5% (Tabla 19). El valor de t de Student experimental
fue de 2,38, menor que el t de Student tabulado (2,45) (Miller y Miller 2002), lo que
indica que el método posee una buena exactitud. Estos valores se establecieron

con 6 grados de libertad y una confianza del 95%.
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Tabla 19. Resultados de recuperacion.

Concentracion | Concentraciéon de Concentracion de | Porcentaje de
de glucosa glucosa adicional glucosa total recuperacion
inicial [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] [%0]
4,00 4,70 87,74
4,00 4,69 87,55
8,00 8,98 97,34
1,19
8,00 9,00 97,55
12,00 12,60 95,07
12,00 12,61 95,13
Promedio 95
Desviacion 5
Parametro t de Student experimental 2,38

Por ultimo, se determiné la precision por medio de la repetibilidad de los datos
tomados por un solo analista empleando intervalos de tiempo de dos dias entre
medicién, para un total de 6 ensayos. Los datos de porcentaje de azlcares
reportaron coeficientes de variaciéon (CV) entre 0,51 y 3,98% (Anexo 2) y los de
concentracion de HMF (para 3 ensayos) estuvieron entre 0,41y 1,72% (Anexo 3);
de acuerdo con estos valores, se evidencia que los datos cumplen con el criterio de
precision al mostrar valores de CV menores al 5% (Horwitz 1982).
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6 CONCLUSIONES

Se confirmé que el método desarrollado para la determinacion de sacarosa,
glucosa, fructosa y HMF cumple con criterios de linealidad, repetibilidad y exactitud
segun la Guia de Laboratorio para Validacion de Métodos de Eurachem, que hacen
al método lineal, preciso y exacto.

Se determinaron las concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y HMF en las
ocho mieles colombianas estudiadas, y se mostraron diferencias significativas entre
ellos con una confianza del 95%. En tres de estas mieles el contenido de F/G (entre

1,1y 1,3) y HMF (menor que 60 mg/kg) fue similar al reportado en la literatura.

Se evalug el contenido de humedad, de cenizas y de acidez libre de las ocho mieles
colombianas estudiadas reportandose resultados dentro de la normativa vigente.
También se determiné que solo dos de las mieles evaluadas cumplen con los
criterios de calidad respecto a la concentracion de sacarosa, azUcares reductores y
HMF reportados en las normativas del Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia y del Codex Alimetarius de la Comisién Europea.
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ANEXOS

Anexo A. Tabla de correlacion del indice de refraccion con la humedad en mieles.

indice de % de indice de % de indice de % de
refraccion humedad refraccion humedad refraccion humedad
1,5044 13,0 1,4935 17,2 1,4830 21,4
1,5038 13,2 1,4930 17,4 1,4825 21,6
1,5033 13,4 1,4925 17,6 1,4820 21,8
1,5028 13,6 1,4920 17,8 1,4815 22,0
1,5023 13,8 1,4915 18,0 1,4810 22,2
1,5018 14,0 1,4910 18,2 1,4805 22,4
1,5012 14,2 1,4905 18,4 1,4800 22,6
1,5007 14,4 1,4900 18,6 1,4795 22,8
1,5002 14,6 1,4895 18,8 1,4790 23,0
1,4997 14,8 1,4890 19,0 1,4785 23,2
1,4992 15,0 1,4885 19,2 1,4780 23,4
1,4987 15,2 1,4880 19,4 1,4775 23,6
1,4982 154 1,4875 19,6 1,4770 23,8
1,4976 15,6 1,4870 19,8 1,4765 24,0
1,4971 15,8 1,4865 20,0 1,4760 24,2
1,4966 16,0 1,4860 20,2 1,4755 24,4
1,4961 16,2 1,4855 20,4 1,4750 24,6
1,4956 16,4 1,4850 20,6 1,4745 24,8
1,4951 16,6 1,4845 20,8 1,4740 25,0
1,4946 16,8 1,4840 21,0 - -
1,4940 17,0 1,4835 21,2 - -
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Anexo B. Tabla de datos de concentraciones de azUcares en las mieles.

Region de | 54t Ensayos, % % o | cv
la miel 1 2 3 4 5 6
Sacarosa | 12,67 | 12,74 | 12,71 | 12,74 | 12,61 | 12,79 12,71 0,06| 0,51
Vetas Glucosa | 30,35 30,51 31,99 | 32,37 | 31,44 | 32,04 31,5 0,8 2,69
Fructosa | 37,73 | 37,84 | 38,72| 38,69 | 38,13 | 38,34 38,2 04| 1,10
Sacarosa| 8,54| 854| 8,26| 8,22| 8,97| 8,89 8,6 0,3 3,62
B/quilla Glucosa | 31,50| 31,55| 32,34 | 32,35| 34,22 | 33,82 33 1| 3,551
Fructosa | 36,36 | 36,32 | 36,23 | 36,14 | 38,74 | 38,79 37 1| 3,49
Sacarosa | 19,44| 19,30| 20,66 | 20,58 | 20,46 | 20,45 20,2 0,6| 3,03
Cucuta Glucosa | 30,01 29,63 | 32,35| 32,15| 32,10 | 32,15 31 1| 3,93
Fructosa | 26,18 | 26,21 | 28,30| 28,15| 28,15| 28,17 28 1| 3,75
Sacarosa| 8,70 8,70| 9,18| 9,21| 9,49| 9,551 9,1 0,3 3,98
Pamplona |Glucosa | 31,73| 31,79 | 33,62 | 33,66 | 34,13 | 34,17 33 1| 3,40
Fructosa | 36,49| 36,48 | 38,63 | 38,61 | 39,07 | 39,13 38 1| 3,27
Sacarosa| 2,39| 246| 2,56 | 257| 260| 2,60 2,53 0,09| 3,46
Arauca Glucosa | 39,41 | 39,72| 42,15| 41,67 | 41,82 | 41,87 41 1| 2,94
Fructosa | 33,00| 32,97 | 34,95| 34,53 | 34,72 | 34,71 34,2 09| 2,66
Sacarosa | 16,96 | 17,31| 17,74| 17,78 | 17,88 | 17,80 17,6 04| 2,08
Charala Glucosa | 32,20 32,53 | 34,14 | 34,09 | 34,15| 34,21 33,6 0,9| 2,77
Fructosa | 28,33 | 28,33 | 29,72 | 29,70 | 29,77 | 29,79 29,3 0,7| 2,50
Sacarosa| 6,03 6,20 6,54| 6,40| 6,52| 6,70 6,4 0,2 381
San Gil Glucosa | 38,86| 38,41 | 40,15| 40,12 | 40,66 | 40,58 39,8 09| 2,35
Fructosa | 33,75| 33,76 | 34,84 | 34,86 | 35,47 | 35,39 34,7 0,8| 2,20
Sacarosa| 2,01 2,02| 197 191| 209| 212 2,02 0,08| 3,84
Ocafia Glucosa | 40,60 | 40,42 | 41,65| 41,59 42,81 | 42,80 42 1| 2,46
Fructosa | 34,06| 33,91 | 35,46 | 35,49 | 35,95| 35,95 351 09| 2,62
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Anexo C. Tabla de datos de concentraciones de HMF en las mieles.

Region de la miel

Concentracion HMF, mg/kg

X

Cv

Vetas

14,381
14,841
14,793

14,7

0,3

1,72

B/quilla

11,486
11,639
11,366

115

0,1

1,19

Clcuta

859,966
859,257
879,418

866

11

1,32

Pamplona

51,934
51,772
52,194

52,0

0,2

0,41

Arauca

1906,897
1905,610
1868,603

1890

22

1,15

Charala

271,285
273,811
270,137

272

0,69

San Gil

768,773
770,271
776,514

772

0,53

Ocafia

2944,131
2931,532
2899,889

2930

23

0,78
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Anexo D. Curva de calibracidn del patron de sacarosa.
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Anexo E. Curva de calibracion del patron de glucosa.
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Anexo F. Curva de calibracion del patron de fructosa.
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Anexo G. Curva de calibracion del patron de HMF.
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