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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO CUALITATIVO DEL CONTENIDO METALICO EN MUESTRAS DE MIEL
MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE PLASMA INDUCIDO POR LASER*

AUTOR: CHACIN PENALOZA, Carolina

PALABRAS CLAVES: miel, espectroscopia de plasma inducido por laser (LIBS), contenido
metalico, contaminacién ambiental**

DESCRIPCION:

La miel es un alimento que contiene varios metales. La mayoria de los metales provienen del
suelo y del néctar de las flores con las cuales se elabora la miel. La polucién ambiental y otras
fuentes de contaminacién introducidas por el hombre incrementan la presencia de elementos
peligrosos para la salud. Elementos como Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn contaminan la miel y
disminuyen la calidad de la misma. En nuestro pais no hay legislacion respecto a los niveles de
trazas permitidos de estos elementos.

Se han utilizado diversas técnicas de espectroscopia atdbmica de absorcidn y emision para el
andlisis del contenido metalico de la miel. En este estudio se implementd por primera vez la
técnica de espectroscopia de plasma inducido por laser (LIBS) para el analisis cualitativo del
contenido metalico de muestras de miel. Esta técnica espectroscopica presenta la ventaja de
ser rapida y econdmica ya que requiere de poco procesamiento de la muestra.

El Laboratorio de Espectroscopia Atdmica y Molecular de la Universidad Industrial de
Santander ha desarrollado un sistema experimental para utilizar esta técnica en diferentes
materiales de interés tecnolégico en estado sélido y liquido. En este estudio se presenta un
primer analisis elemental cualitativo de diferentes muestras de miel de abejas comerciales,
mediante dicha técnica.

* Trabajo de grado para optar al titulo de Fisico.

** Director: Rafael Cabanzo Hernandez, MSc. Escuela de Fisica, Facultad de Ciencias.
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ABSTRACT

TITLE: QUALITATIVE STUDY OF METAL CONTENT IN HONEY SAMPLES BY LASER
INDUCED BREAKDOWN SPECTROSCOPY*

AUTHOR: CHACIN PENALOZA, Carolina

KEYWORDS: honey, laser induced breakdown spectroscopy, metal content, environmental
pollution.**

DESCRIPTION:

Honey has contents of many metals. Most of these metals came from soil and flower nectar
used in honey production. Environmental pollution and other pollution sources introduced by
man increase the presence of dangerous components. Elements like Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb and
Zn pollutes honey and decreases its quality. In our country there is no legislation about allowed
trace levels of these elements.

Many emission and absorption spectroscopic techniques have been used for the analysis of
honey metal content. In this study, for the first time, the Laser induced Breakdown Spectroscopy
technique has been implemented for the qualitative analysis of honey metal content. This
techniqgue has the advantage of being fast and economic, because it almost doesn’t need
sample preparation.

The Atomic and Molecular Spectroscopy Laboratory of the Industrial University of Santander
have been developed an experimental system to use this technique in many materials of
technological interest, in solid and liquid state. In this study we present an elemental qualitative
analysis of many trade honey samples by this technique.

* Paperwork required to obtain Physist title

** Director: Rafael Cabanzo Hernandez, MSc. Physics School, Science Faculty
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1. INTRODUCCION

La miel es un alimento producido por las abejasréirpdel néctar de las flores y que
estd compuesta principalmente por carbohidratosh yua menor proporcién por
proteinas, vitaminas y minerales. En la miel taml@étan presentes varios metales a
nivel de trazas. La mayor cantidad de éstos sealel¢ las plantas productoras del
néctar asi como del suelo en donde dichas plaatas@ientran. Sin embargo, también
es necesario tener en cuenta la contaminacion atabiela legitimidad de las practicas
de procesamiento de la miel como fuentes que irem&an el contenido metélico de la
misma, mas especificamente el contenido de eles¢altess como Cd, Cr, Cu, Fe, Ni,
Pb y Zn, los cuales pueden afectar adversamesedud del consumidor y por ende, la

calidad y seguridad de la miel.

Entre las principales técnicas espectroscopicasemmgntadas para el analisis de la
composiciéon elemental de la miel se encuentrapaatsoscopia de absorcion atémica
(AAS), la espectroscopia de emision atomica cosrpéagenerado por acoplamiento
inductivo (ICP-AES) y la espectrometria de masapldema de acoplamiento inductivo

(ICP-MS). Todas estas técnicas presentan la degsede tener que realizar un

tratamiento preliminar de la muestra que se quaesadizar, lo que a su vez aumenta el
riesgo de contaminacion. Por otra parte, la téaécaspectroscopia de plasma inducido
por laser (LIBS) ha demostrado ser una herramiefitaz en el estudio elemental de

trazas en diferentes muestras en estado solidaddigy gaseoso; ya que permite la
determinacion de todos los elementos sin necesidgateparacion de la muestra y sin
importar si dicha muestra es conductora o no cdndaicCabe resaltar el hecho de que
no se cuenta con esta Ultima ventaja en las técmeaespectroscopia de absorcion

atémica.

La necesidad de analizar la composicion elememtdhdniel surge del propdsito de
hacer una clasificacion de la miel segun su orlg@anico y geografico. Los paises de
la Unién Europea exigen a los apicultores espexifed origen floral, caracteristicas
organolépticas, propiedades fisicoquimicas y origmografico de la miel que
suministran al mercado. Esta practica asegura rétalode la calidad de la miel en

beneficio de la salud del consumidor.
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En este estudio, por primera vez, se implement@ecw@d la técnica LIBS para el
andlisis cualitativo de la composicion elementaladeiel, con la finalidad de realizar

un analisis comparativo entre diferentes muestiatecciales.

El Laboratorio de Espectroscopia Atdmica y Molecula la Universidad Industrial de
Santander ha desarrollado un sistema experimeatal gtilizar la técnica LIBS en
diferentes materiales de interés tecnoldgico eadessélido, liquido y gaseoso. En este
estudio se presentan los primeros resultados ddéstica en el analisis cualitativo de
contenido metalico en muestras de miel encontradasl comercio y que para efectos

de este trabajo solo seran identificadas mediaugos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ESPECTROSCOPIA DE PLASMA INDUCIDO POR LASER

Histéricamente, la espectroscopia de emision agnmmequeria la atomizacion y
excitacion mediante llama, arco eléctrico y chisfétrica. Sin embargo, actualmente
las fuentes de plasma se han convertido en lasim@stantes y mas ampliamente

utilizadas en espectroscopia de emision optica.

Entre las principales ventajas de las fuentes dengd se encuentra, en primer lugar,
una menor interferencia entre las lineas espestrdie los diferentes elementos
(consecuencia directa de las temperaturas masdal€vd&n segundo lugar, se obtienen
buenos espectros de emisién para la mayoria deslemeentos bajo las mismas
condiciones de excitacion; en consecuencia, se epuedgistrar simultdneamente
espectros para docenas de elementos. Las fuentisndetienen la desventaja de que
las condiciones Optimas de excitacion varian mutshan elemento a otro, es decir que
se necesitan altas temperaturas para la excitdeidmos y temperaturas bajas para la
excitacion de otros elementos. Como consecuescia dnterior, esta caracteristica de
las fuentes de plasma es especialmente importané analisis multielemental. Otra
ventaja de las fuentes de plasma es que permitenndear elementos no metalicos

como el cloro, bromo, iodo y azufre.

Primero se desarrollaron tres fuentes de plasnda, waa con un tipo de plasma de alta
temperatura: plasma de acoplamiento inductivo (I@Rsma de corriente continua
(DCP) y plasma inducido por microondas (MIP). Mésientemente surgio la técnica

LIBS junto con una nueva forma de producir plas8t&QOG, 2001].

La técnica espectroscopica LIBS (siglas en inglésLdser Induced Breakdown

Spectroscopy) combina la generacion de un plasilager interactuar una muestra
con un haz laser de alta intensidad) con la espexipia de emision atomica. Es una
técnica de analisis elemental basada en el estledias emisiones de un plasma. El
sistema que permite analizar y clasificar la radraes el espectrografo, el cual consta

de un sistema 6ptico para recolectar y dirigirddiacion hacia la rendija de entrada de
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un sistema de dispersion el cual se encarga deasdparadiacion en sus diferentes
longitudes de onda [KENNEDY, HAMMER; 1997].

2.1.1 LIBS como técnica de analisis de composiciélemental

El andlisis cualitativo en espectroscopia consistela identificacion de una linea o
grupo de lineas espectrales caracteristicas dieoneeto. La linea espectral se origina a
partir de transiciones entre niveles de energiatdmos o iones, con una longitud de
onda especifica. Para establecer el método apaligi requiere el conocimiento y
calibracion de las lineas caracteristicas de capacee atdmica o idnica. Para la
identificacién se usa como criterio la longitudat®la y, como sistema de referencia de
calibracion se usa el espectro del hierro. Finateyese escogen las lineas analiticas de
cada elemento segun lo descrito en el parrafoiantgréstas sirven de referencia para

identificar la presencia de cualquier elementosemuiestra que se quiere analizar.

En el andlisis cualitativo el problema mas comue ga presenta es el solapamiento
espectral, asi como también pueden presentarsderstecias por la presencia de
bandas moleculares (originadas ya sea del medmuntdante o de compuestos
moleculares dentro de la muestra a analizar). fstlelema se puede corregir de dos
maneras: seleccionando lineas analiticas que anceentren interferidas, o mejorando

la resolucion del sistema instrumental.

Los factores que afectan precision y exactitudaddlisis elemental mediante la técnica

LIBS son los siguientes:

* La homogeneidad de la muestra, ya que solo unaefiaquantidad de material
se analiza.

» Condiciones atmosféricas.

* Propiedades del laser: fluctuaciones en la engrgiigpulso, longitud de onda,

ancho temporal del pulso.

Propiedades mecanicas, como la preparacion de éatraulas rugosidades que

presenta la superficie pueden cambiar la distdoca del lente a la muestra, o
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afectar el area del haz que se focaliza sobre kstray variando la irradiancia
[JAIMES, 2005].

2.1.2 Ventajas de la espectroscopia de plasma indd por laser

La técnica LIBS se caracteriza por su eficiencialerdeterminacion de trazas en

muestras que estan en cualquiera de los tres ssladagregacion de la materia (sélido,
liquido y gaseoso) mediante el estudio del plasneasg genera sobre la superficie de la
muestra al focalizar un haz laser de alta poten@a.ventajas que ofrece la técnica

LIBS sobre otras técnicas espectroscopicas son:

* Puede aplicarse en muestras conductoras y no domnasicya que el laser actia
como fuente de excitacion para cualquier matelgatjue no ocurre con otras
fuentes de excitacion como por ejemplo los elecsod

* No es necesaria la preparacion de muestras, aaralagse prescinde de procesos
quimicos que implican el riesgo de contaminaciétadauestra.

* Es una técnica netamente Optica, por lo que sotegere el acceso Optico al
material para realizar el andlisis, con lo cual pesible ejecutarla a gran
distancia y en cualquier tipo de atmdsfera.

» Puede considerarse no destructiva ya que el voluwtleenuestra afectado por el
laser se encuentra en el rango d&-10° cnt, dependiendo del material, la
longitud de onda y ancho del pulso del laser, etasb de solidos. Cuando se
aplica en fluidos, la masa evaporada es desprecjabl volumen analizado se
renueva constantemente, por lo que tiene aun mepastancia.

En principio se pueden determinar todos los eleosedependiendo del limite
de deteccion [JAIMES, 2005].

2.1.3 Plasma inducido por laser en medios acuosos

Se ha aplicado ampliamente la técnica LIBS en magedsolidas y gaseosas, con la
ventaja de que este tipo de muestras han sidoi@dasddetalladamente en las areas de
Fisica del Estado Solido y Fisica Estadistica dee§arespectivamente. El estudio de

muestras liquidas conlleva la dificultad de que estado de la materia no esta aun tan
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bien descrito como los otros dos. Ademas de estonezlio liquido da lugar a

fendmenos que no se presentan en ninguno de tsdis casos.

La interaccion del haz laser con un medio liquiddwtar a la generacion de ondas de
choque, ya que esa cantidad de energia vaporizparteade la muestra de tal manera
gue se crean burbujas que se expanden en la sipddl liquido y por lo tanto generan

ondulaciones en el mismo. También se presenta ¢osguconoce como efecto de
“splash”, el cual consiste en la formacion de unlende vapor que al interactuar con el

haz de alta intensidad opaca las emisiones dehplas

Se ha reportado que los principales ajustes gpeiesgen hacer para evitar el efecto de

ondas de choque (ademas del efecto de “splash”) son

» Variar la longitud de onda (y por ende la denside@nergia) del haz incidente

» Cambiar el angulo de incidencia del haz laser epeela superficie del liquido

» Variar la posicion del enfoque del laser en eliiguméas o menos cerca de la
superficie)

* Variar el nimero de disparos del haz laser sobmeukestra

» Variar la geometria de los elementos épticos usados

Los estudios experimentales y tedricos de la téchlBS en medios acuosos se han
enfocado principalmente en las caracteristicas gvtducion en el tiempo del plasma
resultante y también en los fenbmenos de ondashalgue y de “splash” que ocurren
subsecuentemente al decaimiento del plasma [KENNEDNVMER; 1997].
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2.2 COMPOSICION ELEMENTAL DE LA MIEL

Dependiendo del origen botanico y de la composigidimica del néctar de las plantas
productoras, la miel esta compuesta por una mezelaarbohidratos, incluyendo
fructosa (27,3-44,3%), glucosa (22-40,8%), malt¢d8Z-16%), sacarosa (1,5-3%),
azucares pesados (0,1-8,5%), proteinas, aminoacit@minas y minerales. El
contenido de minerales es bajo y representa de€),2% de la miel de néctar. La miel
de mieladapuede llegar a exceder el Po&En dicho porcentaje de la composicién se

encuentran los elementos menores, traza y tOXiessritos a continuacion.

2.2.1 Elementos menores

Los principales elementos presentes en la miekkpntasio, calcio, sodio, magnesio y
manganeso. Las cantidades de estos elementosrékié@nciadas principalmente por la
composicién del suelo (origen geografico) y poreedd sus caracteristicas geoquimicas
y geoldgicas, tales como actividad volcanica edt@mica, condiciones regionales y
cambios climaticos en el area habitada por lasaabgjs asi como se observa que en las
mieles producidas en regiones costeras estan ngiagas por la salinidad del mar, la
cual incrementa considerablemente las cantidadesdie y potasio.

El metal mas abundante de la miel es el potas®,oguaila entre 45-85% del contenido
total de minerales. El segundo mas abundante esodib, seguido por calcio y
magnesio. El cobre, hierro, cinc y manganeso seegian presentes en cantidades
intermedias [PISANI, PROTANO; 2008].

2.2.2 Elementos traza

Se consideran elementos traza en la miel los nsetidealuminio, cadmio, cobalto,

cromo, niquel y plomo, principalmente.

Cabe resaltar el hecho de que el contenido mirerdh miel se correlaciona con el
color de la misma. Las mieles oscuras y ambarinasenen mayores cantidades de
ciertos metales (hierro y cobre por ejemplo) geeniéeles palidas. El color oscuro de la

miel esta estrechamente relacionado con el comtedé hierro, plomo y cadmio;
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mientras que el color de las mieles palidas edtciomado con el contenido de
aluminio y magnesio [PISANI, PROTANO; 2008].

2.2.3 Elementos toxicos

La miel, como cualquier producto natural, es susiglepa ser contaminada. Entre los
contaminantes del medio ambiente encontrados enidh se destacan el arsénico,

cadmio, cromo, plomo, vanadio, platino y estafio.

Por otra parte, la miel puede contaminarse a pdgtimalos habitos del procesamiento
de la misma. La naturaleza acida de la miel incremnéa probabilidad de liberar

elementos tales como cromo, plomo y cinc de lagaheentas o contenedores
metalicos [CAROLI, FORTE; 1999].

2.2.4 Técnicas quimicas y espectroscopicas empleadas padeterminar la

composicion elemental de la miel

Las principales técnicas quimicas utilizadas sorimigunetria, cromatografia,

electroforesis capilar, voltamperometria y potemgtria. Se ha reportado la
caracterizacion de muestras de miel provenientesCdedoba (Argentina) y su

correspondiente clasificacion segun su origen gdogr mediante analisis

guimiométrico, teniéndose en cuenta las propiedagigsnicas de la miel (pH,

concentraciones de aminodcidos libres y glucosa) perfil de composicion elemental
(cantidades de cinc y calcio) [BARONI, ARRUA; 2008pr otra parte, se ha empleado
la cromatografia i6nica en la determinacion de hastpesados y de transicion
(principalmente hierro, cobalto, cobre, cadmio,ueig plomo y cinc), asi como de
nitratos, sulfatos y oxalatos en muestras de iidJRAWSKI, NAMIESNIK; 2008].

Recientemente se ha desarrollado un sistema ddroébeesis capilar para la
determinacion simultanea de cationes presentes mel, mas que todo potasio, calcio,
sodio, magnesio, manganeso, niquel y litio [SUARBEIDOBRO; 2005]. Por otro

lado, cabe resaltar que hace relativamente podwaseenido utilizando la técnica de
voltamperometria de pulso anddico diferencial (DFWA®N la determinacion de

metales pesados y de transicion tales como cadeio, cinc, plomo, niquel y cobalto
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[BULDINI, CAVALLI; 2001]. Finalmente, hace unos cots afios se adecud una
técnica de analisis potenciométrico para el estdelocontenido metalico de la miel,
mediante la reaccion electroquimica de electrodeidos de los diferentes cationes
presentes en la muestra analizada. Mediante estacdése logré determinar el
contenido de cinc, cadmio y plomo en muestras del rmomercial [MUNOZ,
PALMERO; 2008].

Mediante la técnica de espectroscopia de absoati@mica de llama (FAAS3e ha
estudiado el contenido metalico, siendo asi quéase analizado los contenidos de
potasio, sodio, calcio, magnesio, estroncio, hjeocabre, cinc, litio y rubidio. Los
resultados del andlisis del contenido metéalicodida utiles en la caracterizacion de la
miel segun su origen geografico [LOPEZ, BLANCO; 9p9ambién se ha usado la
técnica de espectroscopia de absorcion atomicaraterenica (ET-AAS) en la
determinacion de trazas de aluminio, cadmio, cobatbmo, cobre, niquel, plomo, cinc
y vanadio, gracias a su alta sensibilidad [HERNANMDERAGA; 2005].

Actualmente las técnicas mas utilizadas en el sindle la composicion elemental de la
miel son la espectroscopia de emision atomica denm generado por acoplamiento
inductivo (ICP-AES) y la espectrometria de masas plesma generado por
acoplamiento inductivo (ICP-MS). La primera se &ado en la determinacion de
plomo, cobre, cadmio, cromo, cobalto, niquel, maega y cinc en la miel
[IOANNIDOU, ZACHARIADIS; 2005]. La segunda ha sidampleada en el andlisis
cuantitativo de bario, cobre, plomo y cinc, asi oans respectivas razones isotopicas
[PACKER, GINE; 2001].

La espectroscopia de fluorescencia de reflexid ti# rayos X (TXRF¥s otra técnica
alternativa que permite la determinacion de potasioro, azufre, fosforo, calcio,
manganeso, rubidio, cobre, hierro, niquel, crommom, titanio, plomo, estroncio y
arsénico. Los resultados de los estudios realizadnsesta técnica también han sido
Gtiles en la determinacion del origen botanicoadmiel [GOLOB, DOBERSEK; 2005].
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2.3 APLICACIONES DEL ESTUDIO DE LA COMPOSICION ELEM ENTAL DE
LA MIEL

La necesidad de analizar la composicion de la sugje del proposito de hacer una
clasificacion de la misma segun su origen botapigeografico. Los paises de la Unién
Europea exigen a los apicultores especificar elgeori floral, caracteristicas
organolépticas, propiedades fisicoquimicas y origmografico de la miel que
suministran al mercado. Esta practica asegura mralode calidad de la miel en
beneficio de la salud del consumidor [MADEJCZYK, BALKIEWICZ; 2008].

2.3.1 La composicion elemental de la miel como ira#idor de su origen botéanico

En el trabajo realizado por Pisani y colaboradoge®, consistio en hacer un analisis
comparativo del contenido de metales de diversasstras de miel de Siena (Italia)
mediante la técnica de ICP-AES, se destacO la enfiia de las caracteristicas
geoldgicas y geoquimicas del lugar de origen ld emela composicion quimica de la
misma, especialmente en el contenido de calciojosgd manganeso [PISANI,
PROTANO; 2008].

Se ha reproducido este tipo de estudio en divdiggres del mundo. Es asi como
Vikas y colaboradores han cuantificado el contexiglanetales de diversas muestras de
miel de la India con el propésito de establecealia dependencia de la composicién
elemental de la miel con respecto al tipo de flasgdas por las abejas en la produccion
del néctar [VIKAS, SARKAR; 2003]. Un estudio anatog este fue llevado a cabo por
Tuzen y colaboradores en el departamento de quideck Universidad Erciyes en
Turquia [TUZEN, SILICI; 2007].

2.3.2 La miel como indicador de contaminacion ambieal
Entre los principales contaminantes, de la miebv@nientes del medio ambiente se
encuentran los pesticidas, bacterias, residuosaf@uticos, acaricidas (usados para

control de enfermedades de las abejas), bifentisl@rinados (PCBs), hidrocarburos

poliaroméaticos (PAHS) y metales pesados.
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De esta manera es posible realizar un monitoredestalb de la region geografica

habitada por las abejas productoras de la mieljanedel analisis del contenido de

plomo, cromo y cadmio de la miel, utilizando lartiéa de espectroscopia de absorcion
atomica (AAS) o espectroscopia de emision atomioa plasma generado por

acoplamiento inductivo (ICP-AES) [CONTI, BOTRE; 290

2.3.3 La miel como indicador de malos habitos de aultura

La miel también es susceptible a ser contaminadalgso herramientas y equipos
utilizados en el procesamiento de la miel. Debit@antacto con la miel, algunos
metales (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Pb, Ni y Zn) puetieerarse del material del equipo,
si dicho material es acero inoxidable, acero gahzaio o aluminio. Los contaminantes
metalicos, tales como Cd, Co, Fe Mn y Pb, tambiggdpn ser afiadidos mediante las
sustancias suministradas para la nutricion de bagas. Tales caracteristicas han sido
analizadas mediante espectroscopias atomicas dg@arfiPOHL, 2009].

Caroli y colaboradores han reportado los resultatkisanalisis de la composicion
elemental de la miel en diferentes etapas de sdupcddn. Realizaron el analisis de
muestras de miel fresca, miel recolectada y sellext@acto de miel (miel recolectada
sometida a centrifugacion vy filtracion) y miel cawial. Las cantidades de As, Cd, Cr,
Ni, Pb, Sn y V fueron determinadas por Q-ICP-M3jlés en inglés de plasma de
acoplamiento inductivo acoplado a espectrometriendgas de cuadropolo) y HR-ICP-
MS (siglas en inglés de plasma de acoplamientaciib acoplado a espectrometria de
masas de alta resolucién). Las concentracionesud® @, Fe y Zn fueron determinadas
mediante la técnica de ICP-AES. Se lleg6 a la emn@h de que las cantidades de cobre
no difieren significativamente en las diferentesgpas de produccion de la miel. Por otra
parte, la cantidad de manganeso es significativeemaayor en la miel fresca, mientras
que las concentraciones de Ni, Pb y Sn son magores extracto de miel y en la miel
comercial [CAROLI, FORTE; 1999].

Por otra parte, el contenido de agua en la mied @sbciado a las condiciones
climaticas, técnicas de procesamiento, condiciatesimacenamiento y el grado de
madurez de la miel. La conductividad eléctricaalenlel esta asociada al contenido de

proteinas, acidos organicos y minerales [KNOPP, ;KI®P6].
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este estudio consistio en analizar el contenidalicet de la miel mediante la técnica
espectroscopica LIBS, ya que dicha técnica ha deattusser eficaz en el analisis de
elementos trazas en multiples tipos de materialesséado solido, liquido y gaseoso.
También cabe resaltar el hecho de que esta tébaicido ampliamente estudiada en
muestras en estado sélido y gaseoso, mientras @agta hace relativamente poco se
implemento para el andlisis de muestras en estgdad. Por esta dltima razén, fue

necesario adecuar el montaje experimental panaédikes de las muestras.

3.1 EQUIPOS Y MONTAJES

Como fuente de excitacion se utilizé un laser Nd&rAulsado (Quanta Ray, Spectra

Physics) con ancho temporal de 8 ns y energia e ple¢ aproximadamente 80 mJ y

frecuencia de 10 Hz. En vista de que los elememt&s abundantes presentes en las
mieles son el sodio y el potasio [POHL, 2009], gero el laser a una longitud de onda
de 532 nm, ya que en un estudio previo realizadel émboratorio de Espectroscopia

Atdmica y Molecular se encontré que a esta long#eabtienen mejores espectros de
emisién del sodio y el potasio en muestras liquiddiSLABONA, 2006].

Con un prisma de Pellin-Broccae se pudo varianguip de inclinacion del haz laser
respecto a la superficie del liquido. Dicho haz éméocado sobre la muestra con una
lente convergente de 5 cm de distancia focal. ldeac&n emitida por el plasma se
recolectd mediante una fibra optica (High ResolutigdSB Fiber Optic Spectrometer
serial number HR4C224MASTER) colocada en las paredéernas de una cubeta de
1x1x4,5 cm, estandar para fluorescencia y que onémte muestra. La radiacion fue
llevada a la hendija de un espectrografo Ocearc®(iR4000 CG-UV-NIR) o DK480
de Spectral Products dotado con tres rejillas deaation. Los espectros fueron
adquiridos con un tiempo de integracion de 4 segsin@omo sistema de deteccion se
utilizé una camara CCD de Princeton InstrumentpeR&cientific, RTE/CCD 128-H,
de 1024x128 pixeles, con detectores de 25x25 Como en una adquisicion dicho
sistema detector registra aproximadamente 35,7%laroual se llamara ventana), el
registro del espectro para el rango UV-Visible isedd en diferentes sectores centrados

en la longitud de onda de la linea de interés.Viestanas espectrales escogidas fueron
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las centradas en las regiones de 240, 280, 3203380400, 420, 440, 590, 630, 670 y
770 nm del rango espectral de interés. En cadayersatomaron tres espectros, los
cuales fueron almacenados para posteriormente l@alel promedio y realizar la
correspondiente calibracion y analisis. A contindlac se ilustra el montaje

experimental para la técnica LIBS en la siguieigeré:

i J Laser Nd:YAG

Prisma
<1 > Lentede enfoque A
\\‘ /1‘\/\./ \ J\
;'I;., \\
g .
Fibra optica Ordenador

/_ —i
Espectrografo

Muestra de miel en
celda de cuarzo

Figura 1. Montaje experimental para la técnica LIBS.
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3.2 MUESTRAS DE ESTUDIO

Las muestras analizadas fueron mieles comercialesalgunos casos se conoce el
origen geografico. Estas muestras se analizaronpinesamiento adicional y sin
tenerse ningun conocimiento sobre la fecha de basatc de los procedimientos de

produccion de la miel. En total se estudiaron dieestras de miel comercial.

3.3 ADECUACION DEL MONTAJE Y PARAMETROS EXPERIMENTA LES

3.3.1 Eleccién del portamuestra

Se escogi6 como portamuestra una celda de cuarzauiede area, ya que con ésta la
fibra 6ptica se puede ubicar a la menor distancgbpe del punto donde se enfoca el
haz laser y se forma el plasma, por tanto la cadtde radiacion recolectada es mayor
en comparacion con otros tipos de portamuestra @leno una celda de cuarzo de
mayor tamafio o un balén de vidrio de 28°afe area [VILLABONA, 2006]. En la
figura 2 se muestra una fotografia del montaje exy@atal de la técnica LIBS. Para

garantizar que la sefial de oxigeno registrado pnevexclusivamente de la muestra, se

cred una atmésfera de argon en la region de fodmalel plasma mediante una aguja.

Figura 2. Fotografia de la muestra ubicada en el montajererpntal de LIBS.

26



3.3.2 Efectos del splash y ondas de choque

Al utilizar la técnica espectroscépica LIBS en sfudio de muestras en estado liquido
se debe tener en cuenta estos dos efectos. Eb efecbndas de choque se puede
considerar despreciable siempre y cuando el plaggnarado en la superficie de la
muestra presente lineas de emision. El efectopglasis’ es contrarrestado cubriendo la
celda de cuarzo con una ventana de zafiro, deotahad que se deje una pequefia
abertura por donde es liberada la presion que sergen el sistema al interactuar con
la radiacion laser [VILLABONA, 2006].

En este caso no fue necesario utilizar la ventanaadiro, ya que el alto grado de
viscosidad de la miel no permitidé la aparicion de efecto “splash” apreciable. La
obtencion de lineas de emision en los espectra&mmdnel hecho de que el efecto de
las ondas de choque no fue significativo bajo agliones experimentales utilizadas,
permitiéndose de esta manera la generacion dehalas la superficie de la muestra y

la aparicion su correspondiente espectro de emision

3.4 TRATAMIENTO DE LOS ESPECTROS

Para cada muestra se tomaron tres mediciones anveathna espectral con el fin de
observar las variaciones de intensidad de la savaitica de los elementos de interés y
calcular un promedio. Para calibrar la longitudbdda de cada espectro e identificar los
elementos de interés, en cada ventana se adquirgspectro de muestra de carbdn
mineral. Una vez calibrados los espectros se ealizanalisis cualitativo mediante la
identificacion de lineas analiticas caracteristidascada elemento en cada ventana

espectral.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la seccidon de anexos se presentan los espéatnasios en las diferentes ventanas
espectrales seleccionadas para este estudio delésdauestras de miel. Cada espectro
es el resultado del promedio de 3 espectros tomaltess mediciones de cada ventana

espectral para cada una de las diferentes muestras.

4.1 ANALISIS DE VARIACION DE INTENSIDADES DE LINEAS
ESPECTRALES

4.1.1 Analisis de variacion de intensidad de la léa espectral de potasio debido a
fluctuaciones en energia del pulso laser

La figura 3 ilustra la variacion de la intensidaglld linea de potasio en una prueba de

cinco espectros tomados en la ventana espectia@em de la muestra N°10:

30000 - -

25000

20000

Intensidad [K]

15000

10000

T T T T T T T T T
Esp 1 Esp 2 Esp 3 Esp 4 Esp5
Llenado 2

Figura 3. Variacion de la intensidad de la linea de K (786,81m) debido a
fluctuaciones en la energia del pulso laser endastra N°10. Cada punto corresponde
al area bajo la curva de la linea de K del espextquirido.

A partir de la figura anterior se observa que tarisidad de la linea no varia de manera
significativa debido a las fluctuaciones en la gfedel pulso laser. Por otra parte, cabe
resaltar el hecho de que la intensidad de lasdiaspectrales no es tan importante para

efectos cualitativos.

28



4.1.2 Andlisis de variacion de la relacion de intesdad de las lineas espectrales de

potasio debido al efecto de llenado de la cubeta
Las figuras 4 y 5 muestran el efecto que tieneal@aeion del llenado de la celda de
cuarzo contenedora de la muestra de miel sobmgdasidad de las lineas de emision

observadas en los espectros tomados en cada Uas cdaco mediciones realizadas en
la ventana espectral de 770 nm de la muestra N°10:

L

20000 +

Intensidad media de [K]

b

Llenado de la Cubeta

Figura 4. Variacion de la intensidad de la linea de K (786,8m) por efecto del
llenado de la cubeta con la muestra N°10. Cadamaortesponde al promedio del area
bajo la curva de los cinco espectros adquiridoscambiar muestra. Como barra de
errores se toma la desviacion estandar.

0,2

o1 t

Intensidad [K/O]

0,0 T T T

Llenado de la Cubeta

Figura 5. Variacion de la relacién de intensidad de [K/Of ptecto del llenado de la
cubeta con la muestra 10. Como barra de erroresrsela desviacion estandar.
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De las figuras 4 y 5 se observa que el efectoat@dlo de la celda tiene un impacto
bastante significativo en la intensidad de lasd$nebservadas en el espectro. Esto se
debe principalmente al hecho de que el llenadoadeubeta determina el nivel a la
posicion en que queda la superficie de la mudisfwada con respecto a la fibra optica,
de tal forma que dicha posicion afecta considenabige la ubicacion de la pluma de

plasma y por ende, la cantidad de radiacién retardagor la fibra éptica.

También se observa en la figura 5 que la relaciénintensidades entre las lineas
espectrales de potasio y oxigeno presenta una miariacion que la correspondiente a
las intensidades de las lineas espectrales deigpdasa figura 4. Esto refleja el hecho
de que el efecto de llenado de la cubeta tiene ayomimpacto en los valores de
intensidad que pueden adquirir las lineas espestiglie en la relacion entre dichos

valores de intensidades de las diferentes lineas deismo espectro.
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4.2 ANALISIS CUALITATIVO ELEMENTAL

4.2.1 Referencias de lineas de analiticas de losméntos detectados en la miel

Las lineas analiticas reportadas en la literatwa ge utilizan en las técnicas
espectroscopicas estandar para el analisis dedridotde metales en muestras de miel

se listan en la tabla 1 [TERRAB, RECAMALES; 2005].

Elemento Longitud de onda [nm] Técnica espectroscia
Aluminio 396,152 ICP-AES
Arsénico 189,042 ICP-AES
Bario 455,403 ICP-AES
Boro 208,96 ICP-AES
Cadmio 228,802 ICP-AES
Calcio 315,89 ICP-AES
Cinc 334,502 ICP-AES
Cobalto 228,616 ICP-AES
Cromo 267,716 ICP-AES
Cobre 324,75 FAAS
Estroncio 407,771 ICP-AES
Fosforo 255,493 ICP-AES
Hierro 262,167 ICP-AES
Litio 670,784 ICP-AES
Magnesio 382,935 ICP-AES
Manganeso 279,5 ICP-AES
Niquel 221,647 ICP-AES
Plomo 220,353 ICP-AES
Potasio 766,49 ICP-AES
Potasio 404,9 FAAS
Rubidio 780 FAAS
Silicio 212,412 ICP-AES
Sodio 589,92 ICP-AES
Vanadio 311,838 ICP-AES

Tabla 1. Lineas analiticas de los diferentes elementoslicmtaletectados en la miel
reportadas en la literatura.
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Teniendo en cuenta estas lineas analiticas repsriead la literatura, se escogieron las
12 ventanas espectrales mencionadas en la seaiamtetodologia experimental para
realizar el estudio de las diferentes muestras ig¢ Para la CCD y el espectrografo

disponibles en el montaje, las ventanas espectsalesecciones de aproximadamente
35,75 nm [JAIMES, 2005].

Es asi como la ventana espectral de 240 revelaszpcia de las lineas espectrales mas
intensas del silicio (251,61; 252,41 y 252,85 nmoyo (249,68 y 249,77 nm) y arsénico
(245,65 y 237,08 nm); mientras que en la ventan28fese detectan las lineas mas
intensas de magnesio (280,27 y 285,21 nm), mangai239,48; 279,83 y 280,11),
plomo (280,2 y 283,31 nm) y otra linea intensailigics (288,16 nm).

Por otra parte, la ventana de 320 muestra la prizséle las lineas mas intensas del
cobre (324,75 y 327,4 nm) y niquel (300,25 y 30%08. La ventana de 340 abarca las
lineas mas fuertes del cobalto (340,51; 345,35;584¢ 350,23) y mas lineas intensas
niquel (341,48; 349,3; 351,5; 352,45 nm). La presede hierro se confirma en la

ventana de 370.

Mas adelante en el rango espectral, la ventan®@@eahtiene las principales lineas del
calcio (393,37 y 396,85 nm), aluminio (394,4 y 3% nm), estroncio (407,77 nm),
vanadio (411,18 nm) y plomo (405,78 nm). La ventdeal20 incluye las principales
lineas del cromo (425,43; 427,48 y 428,97 nm). éatana de 440 contiene la linea
mas intensa del bario (455,4 nm). La ventana dend@@stra la presencia del doblete
del sodio, mientras que la ventana de 630 revetmdsencia de las lineas mas fuertes
del cinc (636,23 nm) y cadmio (643,85 nm). Finaltedas ventanas espectrales de 670
y 770 muestran las lineas mas intensas del del(6%0,78 nm) y potasio (766,49 nm)

respectivamente.

4.2.2 Analisis cualitativo de la muestra de miel N©

Se conoce que la muestra de miel N°10 es proveniknta region de la Sierra Nevada
de Santa Marta, por esta razon se concentrd ugsnéspecial en dicha muestra, siendo
utilizada para analizar los efectos de variaciétadécnica LIBS que se discutiran mas

adelante, ademas de realizar su correspondiertisisucaalitativo.

32



La figura 6 muestra el espectro obtenido en laarentle 240 nm, en el que se observa

la presencia de varias lineas de hierro y platino:

] 6
160009 1 pt (1): 229,24

2 Fe (1): 231,819
3 Pt (I): 243,661
4 Pt (l): 249,85

5 Fe (I): 252,744
6 Fe (I): 254,598

14000
12000
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8000 | |
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4000 ~
2
1,

2000 L 3 ? M ‘
{ MWWW Mﬁwﬁ\“muww} ‘\ww.ﬂ‘ WVJ ‘»«w\
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220 225 230 235 240 245 250 255
Longitud de onda [nm]

Figura 6. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleid ventana 240.

Se descarta la posibilidad de que la linea espaufiraero cinco del espectro de la
figura 6 sea de silicio, puesto que se tendriaahservar el grupo de lineas que se
observa en el espectro tomado de una muestra de.\Adcontinuacion se ilustra dicho

espectro en la figura 7:
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1 Si (I): 250,69 2
2 Si (I): 251,43
3'Si(I): 251,61
4Si(I): 252,41
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Figura 7. Espectro de la muestra de vidrio correspondietderantana 240.
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En la figura 8 se observa el espectro correspoteleita ventana de 280. Nuevamente
se descarta la posibilidad de que la linea espeuirmero 6 de dicho espectro sea de
manganeso, ya que se tendria que ver el grupesldineas (279,48; 279,83 y 280,11
nm) que se observan en el espectro tomado de uastnauwe manganeso, el cual se
muestra en la figura 9:

14000
1 Fe (I): 260,683 6 Ti (1) 260,512
2 Pt (l): 267,715

120004 3 Fe (I): 271,166

1 4Fe(): 275,014 5

10000 5Fe (l) 277,323

6 Pt (1) 279,327
7 Fe (1): 282,328
80004 g Fe (I): 288,796
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2000 + ‘ “
] 1 2 5 4 \‘ 7 8
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Longitud de onda [nm]

Figura 8. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleeid ventana 280.
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Figura 9. Espectro de la muestra de manganeso correspoadi¢amtventana 280.

Tampoco se vieron las dos lineas espectrales nessas del magnesio en la ventana
de 280. Por otra parte, no se observaron las liméasfuertes del aluminio, cobre y

cobalto en la ventana de 320. Tampoco estan pessdss lineas del niquel en la
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ventana de 340. En la figura 10 se muestra ekéspeorrespondiente a la ventana de

400:
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Figura 10. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporelefd ventana 400.

En la figura 10 se observan las lineas
resaltar que no esta presente la linea
11 se observa el grupo de lineas mas

la ventana de 420:
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Figura 11. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporelefd ventana 420.
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En la figura 12 se muestra el espectro tomadcaevehtana de 590, en el cual se
observa la presencia del doblete del sodio:

8000 1 Na (I): 589 1
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Figura 12. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 590.

No se observaron las lineas caracteristicas delycel cadmio en la ventana de 630,
tampoco se vio la linea del litio en la ventan®@de, ambos espectros se incluyen en la

seccion de anexos. Finalmente, en la figura 13serva la presencia del potasio en la
ventana de 770:
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Figura 13. Espectro de la muestra de miel N°10 corresporgli@ria ventana 770. La

linea denominada espurea corresponde a erroréglipes inevitables originados en la
rejilla de difraccion del espectrégrafo.
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4.2.3 Analisis cualitativo elemental de las demasuastras de miel

En todas las muestras de miel estudiadas mediariéeica espectroscopica LIBS se
observaron las lineas de 393,85 nm de calcio, 941;9n de hierro, 279,327 nm de
platino y 656,28 nm de hidrogeno, reportadas pehiran y colaboradores mediante la

técnica espectroscoépica ICP-AES.

En ninguna de las muestras de miel analizadascmtaron las lineas de 324,75 nm
de cobre ni 285,21 nm de magnesio. Tampoco se gnaamninguna de las muestras el
grupo de tres lineas de 279,48; 279,83 y 280,1demanganeso ni el grupo de las
tres lineas espectrales del silicio en 251,61;4459,252,85 nm, respectivamente. No se
observaron las lineas fuertes de aluminio en 308,229,27 nm ni las lineas de cinc y

cadmio en 636,23 y 643,85 nm, respectivamente. Geadtar que tampoco se observé
la presencia de las lineas intensas de niquel4n4& 349,3; 351,5; 352,45 nm ni las
lineas mas intensas del plomo y arsénico en 40HV§ 245,65 nm, respectivamente.

Por ultimo, tampoco se encontro el grupo de lasaBnmas sensibles de cobalto en
340,51; 345,35; 346,58 y 350,23; ni las lineas n@doro en 249,68 y 249,77 nm

[LACHMAN, KOLIHOVA; 2007].

Adicionalmente, se encontré que la muestra N°li@oatuna linea de talio en 291,92
nm y una linea de bismuto en 293,782 nm. Las magedP3, N°5 y N°10 contienen
lineas de estroncio en 407,77 nm. Todas las msgestxaepto la muestra N°1 contienen
la linea de vanadio en 4011,18 nm y el grupo dééadineas mas intensas de cromo en
425,43; 427,48 y 428,97 nm. Por otra parte, todasnhuestras, excepto la muestra
N°10, presentan una linea de titanio en 589,93Llam€muestra N°3 contiene la linea mas
intensa de litio en 670,78 nm. Cabe resaltar gaenlaestras N°3 y N°8 fueron las
Unicas en las que no se encontraron las lineasotsip en 766,49 y 769,9 nm.

Finalmente, solo la muestra N°10 contiene el deldet sodio en 589 y 589,59 nm.

Los resultados anteriormente descritos se resuméntabla 2:
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Longitud de onda | Muestras de miel en las qus
observada en LIBS se detect6 la linea de
Elemento [nm] emision
Calcio (Cal ll) 393,96 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
Potasio (K I) 766,4; 769,81 1,2,4,5,6,7,9,10
Litio (Li I) 670,794 3
Hierro (Fe I) 371,417 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
Sodio (Na 1) 589,01; 589,56 10
Cromo (Cr 1) 425,094 2,3,4,5,6,7,8,9,10
Estroncio (Sr Il) 407,503 3,5,10
Vanadio (V I) 411,96 2,3,4,5,6,7,8,9,10
Titanio (Ti ) 589,93 1,2,3,4,5,6,7,8,9
Platino (Pt I) 279,178 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
Talio (TI 1) 291,92 1
Bismuto (Bi I) 293,782 1

Tabla 2. Lineas analiticas de los diferentes elementoslicetaletectados en las

muestras de miel analizadas mediante la técni8s.LI

A continuacién se muestra la tabla 3 que resumeelesmentos detectados en los
diferentes espectros tomados, mediante la técripactoscopica LIBS, para cada

muestra de miel analizada:

H|O|Ca|Fe|Pt|K [Cr|Ti |V |S|Li |[Na|Tl |Bi
1 (X X[ X [ X |[X X X | X
2 [ X[ XX [ X | X [ X | X |[X |X
3 [ X[ XX [ X [X X [ X [ X|X|X
4 [ X [ X [X [ X | X [ X |[X [ X [|X
S [ X [ X X [ X | X [ X [ X [X XX
6 X | XX | X | X [X [ X [X [X
7 [ X[ XX [ X | X [ X [ X [ X |X
8 [ X[ X | X [ X |[X X | X X
9 X | X | X | X | X [X [ X [X [X
10X | X | X | X | X [ X |X XX X

Tabla 3. Elementos observados en las muestras de miel c@aner
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Cabe resaltar el hecho de que no se detecto plnsénico ni cadmio, los cuales estan
entre los elementos toxicos encontrados en laem@lropeas. Por otra parte, tampoco
se observé aluminio ni cobre. Finalmente, el Uremmento toxico detectado en las

muestras de miel analizadas fue el platino.
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5. CONCLUSIONES

En general, las mieles comerciales estudiadas restman diferencias significativas en
el contenido de elementos trazas. Sélo se encontidiferencias en el contenido de
titanio, estroncio y vanadio, ademas del hecho e lg muestra N°3 contiene litio y
adicionalmente, la muestra N°1 contiene talio ynbi®. Por dltimo, cabe resaltar que
las muestras N°3 y N°8 fueron las Gnicas que nten@an potasio.

La Unica miel que contiene sodio es la correspoeli@ la muestra N°10, como se
menciond anteriormente, dicha muestra es provenimia region de la Sierra Nevada
de Santa Marta, siendo asi que su proximidad alGagbe incrementa el contenido de
sales tales como sodio y potasio con respecto rakemo de los mismos en mieles

producidas en regiones del interior del continente.

Teniendo en cuenta los estudios anteriores desandi la composicién elemental de
mieles comerciales europeas, se encontrd6 mediantdehtificacion de los metales
presentes en las muestras de mieles comercialesnloainas, que el ambiente
geografico de las plantas y abejas productorasaiiesi mieles esta libre de elementos

toxicos tales como plomo, arsénico y cadmio.

Se observo que las fluctuaciones en la energiguleb laser causan una variacion

relativamente poco significativa en la intensidadas lineas espectrales.

Se encontrdo que el efecto de llenado de la celdtarpaestra tiene un impacto
significativo en la intensidad de las lineas delmja que este factor determina la
posicién de la pluma del plasma con respecto ita bptica y por lo tanto se afecta
considerablemente la cantidad de radiacion readegbor la misma.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda que en estudios posteriores se ereglianalisis cuantitativo de las
muestras, mediante otras técnicas, y habilitaistiereanera las comparaciones entre las

diferentes mieles comerciales.

También se recomienda repetir el estudio presergadeste trabajo a longitudes de
onda de 1064, 355 y 266 nm para evaluar la calidgalbs espectros de emision de los

elementos diferentes del potasio y sodio.

Finalmente cabe resaltar la importancia de hacemaitisis simultdneo de las muestras
de miel a través de LIBS y la técnica de ICP, pevaluar la calidad de las
determinaciones elementales y lograr una validaciénla técnica para el analisis

elemental en muestras de miel.
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8. ANEXOS

A.1 Espectros de muestra de miel N°1
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Figura A.1.1 Espectro de la muestra de miel N°1 correspondeefdeventana 240
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Figura A.1.2 Espectro de la muestra de miel N°1 correspondeefdeventana 280
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Figura A.1.3. Espectro de la muestra de miel N°1 correspondeetdeventana 320
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Figura A.1.4. Espectro de la muestra de miel N°1 correspondeetdaeventana 340
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Intensidad [U.A.]

Figura A.1.7.
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A.2 Espectros de muestra de miel N°2
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Figura A.2.10 Espectro de la muestra de miel N°2 correspondeetderentana 630

55



6000

3000 /

Intensidad [U.A.]

1 H (I): 656,28

2 Esplrea 7\ ‘
P / WW%

A

650

T T T T
660 670 680
Longitud de onda [nm]

Figura A.2.11 Espectro de la muestra de miel N°2 correspondeetderentana 670

1 Ar (I): 763,51
2 K (I): 766,49
3K (I): 769,9
14 Ar (1): 772,376
50 (I): 777,54

6 Espurea
14000

Intensidad [U.A.]

7000

\
\

T
760

T T T
770 780
Longitud de onda [nm]

Figura A.2.12 Espectro de la muestra de miel N°2 correspondeetderentana 770

56



A.3 Espectros de muestra de miel N°3
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A.5 Espectros de muestra de miel N°5
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A.6 Espectros de muestra de miel N°6
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A.7 Espectros de muestra de miel N°7
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A.8 Espectros de muestra de miel N°8
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A.9 Espectros de muestra de miel N°9
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A.10 Espectros de muestra de miel N°10
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Figura A.10.4 Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 340
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Figura A.10.5Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 370
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Figura A.10.6 Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 400
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Figura A.10.7 Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 420
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Figura A.10.8 Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 440
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Figura A.10.9 Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleefd ventana 590
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Figura A.10.10Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleetd ventana 630
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Figura A.10.11Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleid ventana 670
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Figura A.10.12Espectro de la muestra de miel N°10 corresporeleetd ventana 770
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