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1. RESUMEN

En el presente trabajo se evalué la técnica de cromatografia de gas acoplada a
espectrometria de masa utilizando una columna capilar altamente polar, para la determinacion de
siete carbohidratos encontrados en miel (monosacaridos y disacéridos). Se logré definir un
meétodo para determinar siete estandares de carbohidratos presentes en la miel. A través de éste se
obtuvo el tiempo de retencion de dos estandares de monosacéaridos (glucosa y fructosa) y de cinco
disacaridos (sacarosa, maltosa, trehalosa, celobiosa y melibiosa). Se realizaron algunas pruebas
de deteccidn de estos mismos estandares en miel, obteniéndose picos bien definidos y claramente
diferenciables en los monosacaridos, fructosa y glucosa. En el caso de los disacaridos no se
observd un patron bien definido en la separacion. Esto puede haberse debido a la gran similitud
estructural entre ellos y a la presencia de muchos otros disacaridos que no fueron analizados en
este trabajo. Por otra parte, se obtuvo el espectro de masa de los siete carbohidratos analizados,
observandose gran similitud en sus iones.

En paralelo a estos andlisis se evaluaron las actividades de las enzimas diastasa e
invertasa presente en mieles de la Regién de Los Lagos. Sin embargo no fue posible realizar
algun tipo de caracterizacién desde el punto de vista enzimético, debido a la gran heterogeneidad
en la edad de las muestras de miel, origen botanico y posibles tratamientos térmicos post cosecha

de las muestras.



1.1 SUMMARY

The present study has evaluated the technique of gas chromatography coupled with mass
spectrometry using a highly polar capillary column for determination of seven carbohydrate
standards found in honey (monosaccharides and disaccharides). It was possible to define a
standard method for to determine seven carbohydrates present in honey. Using this method we
have obtained the retention time of two standards of monosaccharides (glucose and fructose) and
five disaccharides (sucrose, maltose, trehalose, cellobiose and melibiose). Some tests of detection
were made for these same honey standards obtaining well-defined and clearly distinguishable
peaks for monosaccharides fructose and glucose. For this disaccharides we didn’t see a well-
defined pattern of separation. This may be due to the large structural similarity between them and
the presence of many other disaccharides that were not analyzed in this study. Moreover, we have
obtained the mass spectrum of the seven analyzed carbohydrates, wich show great similarity in
their ions. In parallel to these studies we assessed the activities of the enzymes diastase and
invertase present in honey samples from the Region de Los Lagos. We were unable to perform an
enzyme characterization because the great heterogeneity in age, botanical origin and possible heat

post-harvest treatments of the honey samples.



2. INTRODUCCION

2.1 La Miel.

Segun el Reglamento Sanitario de los Alimentos del Ministerio de Salud de Chile de
1997, la denominacién de miel (miel de abeja o miel virgen), estd s6lo y exclusivamente
reservada para designar el producto natural elaborado por la abeja Apis mellifera, con el néctar de
las flores y exudados de plantas aromaticas (Servicio Nacional de Salud, Chile, 1997). La miel es
un producto alimenticio liquido, espeso o cristalino, azucarado, producido por las abejas
meliferas mediante la recoleccion del néctar de las flores, de las secreciones procedentes de las
partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos sobre ellas. Luego, la miel es enriquecida
con secreciones propias de la abeja, transformada, almacenada y madurada en los panales de la
colmena (Gozélvez, 1990; Bianchi, 1990).

La composicion de la miel depende de muchos factores, tales como especies cosechadas,
naturaleza del suelo, raza de abejas, estado fisiolégico de la colonia, entre otros (Jean -Prost,
1995). Su composicion varia segun la fuente floral del néctar, y aln para una misma especie
botanica presenta fluctuaciones dentro de ciertos limites (Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura (1ICA), citado por Figueroa, 2003).

Como néctar se entiende por aquella solucién acuosa que contiene azlcar y es secretada
por las glandulas de las plantas llamadas “nectarios”, y que deriva basicamente de la savia de las
plantas por un proceso activo de secrecion (Garcia et al., 1986). La miel también puede ser

producida a partir de secreciones de insectos succionadores, los cuales ingieren la savia de las



plantas mezclandola con saliva y secreciones intestinales y el exceso de savia ingerido lo
depositan como pequefias gotas sobre la superficie de las hojas, siendo ésto utilizado por la abeja.
(Garcia et al., 1986).

Segun la norma del Instituto Nacional de Normalizacion del 2007, las mieles pueden ser
clasificadas segun su origen floral en:

e Miel monofloral: Se denomina a aquellas mieles en las que al menos el 45% del total de
sus granos de polen corresponden a una misma especie vegetal.

e Miel bifloral: Se denomina a aquellas mieles que presentan polenes de dos especies,
alcanzando un valor minimo de 50% en su conjunto, y un porcentaje no mayor al 5% de
diferencia entre ella.

e Mieles poliflorales: Se denomina a aquellas mieles que presenten en su composicion, en
forma significativa, granos de polen de tres 0 mas especies vegetales, sin que ninguna de

ellas alcance un porcentaje mayor o igual al 45%.

La miel se compone principalmente de carbohidratos disueltos en agua, predominando
glucosa y fructosa, encontrandose también en menor cantidad azlcares tales como sacarosa,
maltosa, trehalosa, melicitosa, celobiosa y otros oligosacaridos. Las proteinas, aminoacidos,
enzimas, acidos organicos, minerales, polen y otras sustancias como levaduras, algas, vestigios de
hongos y particulas sélidas se encuentran en menor cantidad en la miel, (Crane, 1990). En la tabla

1 se muestra un valor medio de los componentes de la miel.



Tabla 1: Constituyentes de la miel expresados en porcentaje.

Constituyentes mayores Promedio (%) 99,0 | Rango (%)
Agua 17,0 13,4 - 26,6
Fructosa 39,3 21,7-53,9
Glucosa 32,9 20,4 -44,4

Sacarosa 2,3 0,0-7,6

Maltosa 7,3 2,7-16,0

Polisacaridos 1,5 0,0-85
Constituyentes menores Promedio (%) 1,0 | Rango (%)
Acidos totales 0,57 0,17 -1,17
Minerales 0,17 0,02 -1,03
Nitrégeno (en aminoacidos y proteinas) 0,04 0,00-0,13
Enzimas < promedio < promedio
Constituyentes aromaticos < promedio < promedio
Otras sustancias < promedio < promedio

(Crane, 1990).



La miel contiene pequefias cantidades de diferentes enzimas, que son aportadas por las
abejas cuando traspasan la miel desde el buche a las celdillas. Las enzimas se encuentran dentro
de los componentes mas importantes de la miel, no porque sean significativas en la dieta humana,
sino porque juegan un rol vital en la produccion de miel y en la calidad de ésta (Crane, 1990).
Las mas importantes son diastasa (a — amilasa), invertasa (o — glucosidasa), glucosa - oxidasa,
catalasa y fosfatasa &cida. La diastasa rompe las cadenas de almidon liberando dextrinas y
maltosa; la invertasa es la enzima responsable de convertir la sacarosa en fructosa y glucosa,
azucares principales de la miel (White, 1975). Los componentes enzimaticos de la miel han sido
investigados por afios; el principal interés ha sido distinguir entre las mieles naturales y
artificiales (White, 1975), sin embargo, enzimas como la diastasa y la invertasa son también
utilizadas como indicadores de la frescura y tratamientos térmicos de la miel, debido a que sus
actividades disminuyen con los afios, almacenamiento inadecuado y calentamiento
(Karabournioti et al., 2001).

Karabournioti y colaboradores, en el 2001, menciona que la cantidad de enzima depende
de la edad de la abeja, el estado de la colonia, el flujo de néctar, las condiciones del ambiente y
las condiciones de practica de la apicultura. La invertasa ha sido considerada como la enzima méas
importante presente en la miel, cataliza la reaccion de transformacion de la sacarosa del néctar en
fructosa y glucosa (Graham, 1993). Otra enzima de importancia nombrada por el mismo autor es
la diastasa o amilasa, esta enzima es inestable al calor, por lo cual se utiliza como indicador de
calentamiento inapropiado de la miel. Por otra parte, White y colaboradores, en 1964 demostro
que la determinacion de la actividad de la invertasa es preferible a la de diastasa, dado que pone
de manifiesto mayor sensibilidad al calentamiento. Esta enzima es destruida gradualmente por

almacenamiento prologado de la miel a cualquier temperatura, por lo tanto también actia como



indicador de almacenamiento prolongado (Campusano, 1999). Las enzimas otorgan un caracter
antiséptico a la miel (Boettcher, 1998). Graham en 1993, sefiala que la enzima glucosa oxidasa
proviene de la glandula faringea de la abeja y oxida la glucosa a acido gluconico y peréxido de
hidrégeno, otro autor sefiala que la acumulacién de peréxido de hidrégeno en la miel diluida es la
causa de la mayor parte de sus efectos antibacterianos (Bianchi, 1990). En la tabla 2 se presenta
un resumen de las principales enzimas presentes en la miel.

La miel contiene diversos minerales, sin embargo su contenido no es muy elevado.
Minerales como el calcio y fosforo se encuentran en mayor proporcién, seguidos de potasio,
sodio, cloruro, magnesio y azufre (Graham., 1993). El contenido de minerales varia de 0,02% a
1%. Este contenido se relaciona con el del néctar y el del polen de las flores ya que es
transportado a la colmena adherido al cuerpo de la abeja e incorporado a la miel (Crane, 1990).
La miel ademas presenta un grupo de constituyentes menores como vitaminas A, E, K, C, B1,
B2, B6, Niacina, Biotina, Acido félico, entre otras; ademas se ha comprobado que la miel
procedente de distintas flores muestra gran variacion respecto a su contenido vitaminico y se cree
que esto depende sobre todo de la cantidad de polen que contiene la miel (Howes, 1953). La miel
contiene también constituyentes del aroma (alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres); lipidos
(glicéridos, fosfolipidos, &cido palmitico, &acido oléico, acido laurico, etc.); elementos
corpusculares (polen, esporas de hongos, levaduras, etc.) y pigmentos responsables del color

(carotenoides, clorofila y xantofila) (Cornejo, 1993).



Tabla 2: Principales enzimas presentes en la miel y su funcion.

Enzima Funcion
Invertasa Convierte la sacarosa a glucosa y fructosa
Diastasa Hidroliza el almidon a dextrinas y/o azlcar

Glucosa-oxidasa

Convierte glucosa a glucolactona; éste a su vez
produce é&cido glucénico y perdxido de
hidrégeno.

Catalasa

Convierte el perdxido de hidrégeno a agua y
oxigeno

Fosfatasa Acida

Remueve fosfatos inorganicos de fosfatos
organicos.

National Honey Board, citado por Aguilar (2001).




Proteinas y aminoacidos también son considerados constituyentes de la miel, se han
determinado albuminas, globulinas, peptonas y proteasas (Molina, 1988). Los aminoécidos
presentes en la miel derivan de la hidrolisis de las proteinas y del polen, siendo este ultimo la
fuente méas importante de este componente. La miel s6lo contiene nitrégeno en aminoécidos y
proteinas en rango de 0,0 — 0,13%, con un promedio de 0,04%, es decir, su aporte nutricional es
casi insignificante (Crane, 1990). Dentro de los constituyentes de la miel también se encuentra
hidroximetilfurfural, que es un aldehido ciclico (C¢HsO3) el cual se produce por degradacion de
los azucares, principalmente a partir de la deshidratacion de la fructosa y de la glucosa en medio
acido, sobre todo a altas temperaturas (Molina, 1988), debido a esto el HMF también se utiliza
para determinar el calentamiento excesivo de la miel (Karabournioti et al., 2001). Las diferencias
en el contenido de HMF en distintas mieles han sido atribuidas al calentamiento, almacenamiento
a temperatura ambiente y adicion de azlcares invertidos (Persano et al., 1999). Seguin Rodgers,
citado por Aguilar (2001), la formacion de HMF no es especifica para la miel sobrecalentada ya

que esto ocurre en muchos compuestos y formulaciones que contienen azlcares.

2.2 Los carbohidratos.

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes de la biosfera y a su vez
los mas diversos. Ciertos glucidos como el azlcar y el almidon son fundamentales en la dieta
humana y la oxidacion de éstos es la principal ruta de obtencién de energia en las células no
fotosintéticas (Binkley, 1988). Las funciones que cumplen en los diversos organismos son
energéticas, de ahorro de proteinas, reguladores del metabolismo de las grasas y juegan un

importante rol estructural. Desde el punto de vista quimico, los carbohidratos son
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polihidroxicetonas o polihidroxialdehidos o bien sustancias que dan lugar a estos compuestos
después de su hidrélisis (Preis, 1980). En la figura 1 se observan las estructuras quimicas de los
carbohidratos mas comunes. Existen tres clases principales de hidratos de carbono:
monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos consisten en una sola unidad
de polihidroxicetona o polihidroxialdehido; el monosacéarido mas abundante en la naturaleza es la
glucosa. Los oligosacéridos consisten en cadenas cortas de unidades de monosacaridos unidas por
enlaces glucosidicos, los mas abundantes son los disacéridos siendo el mas comun de éstos la
sacarosa. Los polisacéaridos consisten en cadenas largas de cientos o miles de unidades de
monosacaridos, como son la celulosa (cadena lineal) o el glucégeno (cadenas ramificadas), los
mas comunes de este grupo son el almidon y la celulosa fabricados por las plantas (Lehninger,

1995).

2.3 Carbohidratos en la miel.

La fraccion de azUcares en la miel generalmente representa niveles que oscilan entre 95y
99% de los sdlidos totales, otorgandole a cada tipo de miel propiedades fisicas caracteristicas,
como son el indice de refraccion, la actividad de agua, higroscopicidad, tendencia a la
granulacién, asi como su poder rotatorio, refiriéndose éste a la accion de la miel sobre la luz
polarizada, la mayoria de las mieles hacen girar a la izquierda el plano de polarizacién (levogiras)
(Jean — Prost, 1995). Los principales azUcares son la glucosa y fructosa (monosacaridos), que
componen mas del 70% del producto, lo que indica la riqueza de carbohidratos de la miel. Su

contenido de azUcares reductores es normalmente 72 a 73%, y a €l debe la miel su consistencia
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Figura 1: Carbohidratos mas abundantes en la naturaleza. Estructura quimica de los

monosacaridos, fructosa (A) y glucosa (B) y del disacarido sacarosa (C).
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pegajosa y viscosa, y su alta densidad, (1,3 a 1,4 g/mL), asi como tambien su alto poder
edulcorante, 25% mas que el azucar de mesa (Cornejo, 1993).

Los oligosacéridos en la miel son una mezcla compleja de al menos 12 disacaridos,
alrededor de 11 trisacaridos, al menos un tetrasacarido y un pentasacéarido (Gomez et al., 1999).
Persano y colaboradores en 1999, sefialan que estos oligosacaridos corresponden a: disacéridos
como maltosa, sacarosa, isomaltosa, gentobiosa, maltulosa, trehalosa, turanosa, kojibiosa;
trisacaridos y azUcares superiores como, erlosa, isomaltotriosa, maltotriosa, melicitosa, rafinosa,
isomaltopentosa. Estos azucares son derivados de diferentes combinaciones de solo dos
monosacaridos, por formacién de enlaces, glucosa — glucosa o glucosa — fructosa a través de
diferentes atomos de carbono, resultando esto en una alta similitud estructural (Gémez et al.,
1999).

Los azlcares son los constituyentes mas importantes en la miel, siendo los atributos
fisicos de la miel determinados por la clase y concentracion de éstos. Muchos de los azlcares
presentes en la miel no se encuentran en el néctar, si no que se forman durante la maduracion y
almacenamiento por accion de las enzimas (Bianchi, 1990; White, 1975).

Los carbohidratos de la miel son analizados en muchos casos, para obtener informacion
sobre diferentes aspectos de su calidad, de esta forma se tiene la determinaciéon de azUcares
reductores, de sacarosa, azlcar total, y glucosa comercial. Debido a que la glucosa y la fructosa
representan mas del 90% de todos los azlcares reductores, la proporcion fructosa/glucosa y las
concentraciones de sacarosa son buenos criterios para diferenciar mieles monoflorales (Bogdanov
etal., 1997).

Debido a la importancia de la informacion nutricional en los alimentos en general, y

principalmente la que considera a los carbohidratos por su asociacion a patologias como obesidad
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y diabetes, resulta primordial contar con métodos adecuados de identificacion y cuantificacion de

los carbohidratos en la miel.

2.4 Técnicas utilizadas para determinar carbohidratos.

Debido a que los carbohidratos son moléculas hidrosolubles, fuertemente polares y no
volatiles, no son separados con facilidad por los métodos de rutina disponibles, ya que no son
cromoéforos y no logran ser detectados mediante la espectroscopia de absorcién. Por lo anterior la
derivatizacion de los carbohidratos se utiliza para favorecer sus caracteristicas cromatograficas y
de absorbancia; sin embargo, este procedimiento puede dar lugar a la formacion de multiples
picos para cada analito, como resultado de una derivatizacién incompleta. Los carbohidratos
presentes como mono u oligosacaridos, deben ser derivatizados para poder analizarlos mediante
las técnicas de cromatografia de gases. Se han desarrollado diversas técnicas de derivatizacién
que incluyen: la formacion de alquil - éteres o alquil - ésteres, asi como una trimetil-sililacion
(Carlson, 1968).

Los métodos de andlisis actualmente utilizados para separacién, identificacion y
cuantificacion de carbohidratos son: cromatografia de gas (GC), cromatografia liquida de alta
precision (HPLC) y en menor medida, electroforesis capilar (CE). Debido a que son compuestos
altamente polares, muy hidrofilicos y muy poco volétiles, antes de ser analizados por métodos de
cromatografia de gas, los carbohidratos deben ser convertidos en sus derivados volatiles estables,
como derivados trimetilsilil o acetato. Debido a esta razon, se utilizan con mayor frecuencia las

técnicas de HPLC (Cheng et al. 2006).
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Se han utilizado diversos detectores acoplados a los métodos cromatograficos para
identificar carbohidratos, como son detector de ionizacién de llama (FID) y espectrometro de
masa (MS) para GC; deteccion del indice refractivo (RI), deteccidn de pulsacion amperométrica
(PAD), deteccién de la dispersion de luz por evaporacion (ELSD) y MS son los detectores mas
comunmente usados para HPLC. A pesar de la alta sensibilidad de todos los detectores
mencionados, la espectrometria de masa ha sido la mas utilizada ya que proporciona los analisis
cualitativos y cuantitativos a la vez, debido a su capacidad de identificacion molecular y a su alto
nivel de sensibilidad (Medeiros & Simoneit, 2007).

Recientemente, la cromatografia liquida (LC) combinada con espectrometria de masas de
ionizacion por electrospray (ESI — MS) ha sido propuesta como un método util para el analisis de
trazas de carbohidratos en medios complejos, como son muestras de aerosol y celulosa
modificada por hidrélisis enzimética (Cheng et al., 2006; Wan et al., 2006; Cohen et al., 2004).

Considerando lo anteriormente expuesto los métodos cromatograficos acoplados a
espectrometro de masa son una buena alternativa para el analisis de carbohidratos, debido a su

alta sensibilidad y precision, por lo tanto se plantea la siguiente hipétesis.

2.5 Hipdtesis.

Mediante la técnica de cromatografia de gas acoplada a espectrometria de masa es posible

determinar la composicion de carbohidratos presentes en miel de abejas.
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2.6 Objetivo General.

Evaluar una técnica de cromatografia de gas con detector de masa, para determinar la

composicion de carbohidratos en miel.

2.7 Objetivos Especificos.

1. Determinar las condiciones Optimas para la separacion cromatografica de
estandares de carbohidratos.

2. Implementar una técnica en cromatografia de gas acoplada a espectrometria de
masa para la determinacion de carbohidratos en miel de abeja, utilizando una
columna capilar altamente polar.

3. Determinar la composicion de carbohidratos en muestras de miel.

4. Evaluar la actividad de las enzimas, diastasa, invertasa y glucosa oxidasa en

muestras de miel y relacionarlas con su origen boténico.
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MATERIAL Y METODO

3.1 Material.

3.1.1 Muestras de Miel: Todas las muestras de miel utilizadas tanto para los analisis
enzimaticos como para los analisis cromatogréficos, fueron muestras centrifugadas provenientes
en su mayoria de apiarios de la Regién de Los Lagos, y enviadas a andlisis polinico

correspondiente.

3.1.2 Reactivos: En Merck se adquirieron los siguientes reactivos: Piridina, Acido
trifluoroacético, Cloruro de hidroxilamina, Metanol, Tolueno, Hexano, Acido clorhidrico,
Fructosa, Sacarosa, Trehalosa, Cloruro de Sodio, Acido acético glacial, Fenoftaleina, Fosfato
hidrégeno disodio dihidratado, Yoduro de potasio, Tris — (hidroximetil) aminometano, acetato de
sodio trihidratado; en Sigma se adquirieron: Hexametildisilazano, p-nitrofenil-a-D-
glucopirandsido y Melibiosa. Ademas se utilizé: Fosfato hidrogeno de potasio (Fluka), Almidon
anhidro (Riedel De Haén AG), Glucosa (Mallinckrodt Chemical), Maltosa (BDH Chemicals),
Celobiosa (Calbiochem), N,O -Bis (Trimetilsilil)Trifluoroacetamida + Trimetilclorosilano
(BSTFA + TMCS) (SUPELCO), Hidroxido de sodio (Winkler Ltda), Filtros de acetato de

celulosa (0,45 um) (MFS).
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3.1.3 Soluciones: Para el analisis cromatografico de estandares de carbohidratos se utilizo:

Solucioén de piridina: contiene 12 mg / mL de cloruro de hidroxilamina (reactivo de oxima).

Solucién silanizante: solucion de BSTFA + TMCS al 5% en tolueno, con la cual se silanizo el

material de vidrio utilizado.

Para la determinacion de Invertasa en miel se prepararon segun protocolo (Bogdanov et al., 1997)
las siguientes soluciones:

Solucién Tampon (pH 6,0): Se disolvieron 2,332 g de fosfato hidrégeno de potasio y 0,512 g de

fosfato hidrdgeno disodio en agua destilada hasta un volumen de 200 mL.

Solucién de Sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido: Se disolvieron 0,15063 g de pNPG en

solucién tampon hasta un volumen de 25 mL con agua destilada. Para lograr la completa
disolucion se calentd la solucidn sin exceder los 60°C.

Solucién de término de la reaccion: Se disolvieron 9,0855 g de tris - (hidroximetil) aminometano

en agua destilada y se diluy6 a 25 mL. Se ajusté a pH 9,5 con acido clorhidrico 3 M.

Para la determinacién de Diastasa en miel se prepararon segun protocolo (Bogdanov et al., 1997)
las siguientes soluciones:

Solucioén patrén de yodo: Se disolvieron 8,8 g de yodo sublimado y 22 g de yoduro de potasio en

40 mL de agua destilada, y se diluy6 hasta 1 litro.

Solucion Tampoén de acetato (pH 5,3): Se disolvieron 87 g de acetato de sodio trihidratado y

10,5 g de acido acético glacial en 500 mL de agua destilada.
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Solucién de almidon al 2%: Se disolvieron 2 g de almidon anhidro en 100 mL de agua destilada.

Se llevd a ebullicion por 3 minutos, con agitacion constante, y posteriormente se dejé enfriar a
temperatura ambiente. Se llevé a un volumen final de 100 mL con agua destilada.

Solucioén de cloruro de sodio: Se disolvieron 14,5 g de NaCl en 500 mL de agua destilada hervida

(libre de COy).

Solucién de yodo 0,0007 N: Se disolvieron 20 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua

destilada, se adicionaron 5 mL de solucién patrén de yodo y se diluy6 hasta 500 mL con agua
destilada. Esta solucion fue estandarizada de la siguiente manera: 5 mL de la solucion de almidon
al 2% se diluy6 con 10 mL de agua destilada, 1 mL de esta solucion diluida se adicioné a
matraces que contenian 10 mL de la solucién de yodo 0,0007 N y una cantidad de agua destilada
necesaria para obtener valores de absorbancia de 0,760 + 0,02. El volumen de agua utilizado fue

el mismo utilizado para medir la absorbancia en las muestras.

3.1.4 Equipos e instrumentos: El desarrollo de la parte experimental fue realizado en el
Laboratorio de Fitoquimica, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad

Austral de Chile, en el cual se utilizaron los siguientes equipos e instrumentos:

e Cromatdgrafo de gases, modelo CP-3800, columna capilar VF-23ms de longitud: 60
metros; diametro interno: 0,25 mm; y film: 0,25 um (VARIAN).

e Espectrometro de masas modelo Saturn 2200 GC/MS/MS, con inyector automatico
modelo CP-8410, (VARIAN).

e Software, Varian Chromatography Workstation, Star System Control version GC/MS 6.5.

e Software NIST 98 MS Library Database in Saturn Format.
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e Espectrofotometro marca Milton Roy, Spectronic 3000, Array.

e pHmetro marca Cole Palmer modelo DigipHase.

e Micro centrifuga marca Denver Instrument.

e Bafo termorregulado marca VWR internacional.

e Bafo ultrasonido Cole Palmer, rango 47 Khz.

e Balanza Analitica Sartorius, Modelo A 200S con grado de precision de 0,0001g.
e Balanza Sartorius, Modelo PT1200, con grado de precision de 0,1 g.

e Agitador marca Mixer.

3.2 Métodos.

3.2.1 Preparacion de estandares de carbohidratos: Se prepararon diluciones de los
estandares de carbohidratos de la forma descrita en el método Pierce — Pourtallier (Bogdanov et
al., 1997). Los estandares se prepararon en las siguientes concentraciones: Glucosa (5.000 ppm),
Fructosa (5.000 ppm), Sacarosa (2.500 ppm), Maltosa, Melibiosa, Trehalosa y Celobiosa (1.500
ppm). Estas diluciones se prepararon con una solucién de 25% metanol en agua destilada,

posteriormente se filtraron con un filtro de acetato de celulosa.

3.2.2 Separacion cromatografica de estandares de carbohidratos: Para el andlisis
cromatografico se usé como referencia el protocolo aceptado por la comision europea de miel
(Bogdanov et al., 1997) y se realizaron algunas modificaciones a la metodologia de acuerdo a los

equipos y condiciones del laboratorio existente.
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Un volumen de 100 pL de la solucidn estandar de carbohidrato se transfirié a un vial de 2
mL. Posteriormente la muestra se seco con una corriente de nitrégeno a 50°C, para eliminar el
contenido de agua (aproximadamente 20 minutos). Se adicionaron 200 uL de reactivo de oxima,
se mezcl6 por vortex y se incub6 por 30 minutos a una temperatura de 70 — 75°C. Posteriormente
la muestra se enfrio a temperatura ambiente y se adicionaron 100 pL de hexametildisilazano y 10
uL de &cido trifluoroacético y se dejé reposar a temperatura ambiente por 30 minutos. Pasado
este tiempo se transfirié el contenido a tubos eppendorf y se centrifugd por 3 minutos a 6000
rpm. Luego se extrajo el sobrenadante y se transfirid a viales de 1,5 mL para inyeccion
automatica. Un esquema del procedimiento se muestra en la figura 2.

Se inyectaron 0,5 pL de estandar dentro de la columna capilar utilizando el modo split
(particion de la muestra, antes de entrar a la columna), con la finalidad de obtener una mejor
resolucion de los picos. Se utilizé helio como gas de arrastre con un flujo de 1,0 mL/min, y una
temperatura de inyector de 250°C. Las temperaturas del detector fueron: linea de transferencia
250°C, multiplicador 80°C y trampa de iones a 200 °C, respectivamente. Las temperaturas del

horno de columna fueron ajustadas como se indica en la tabla 3.

3.2.3 Determinacion de carbohidratos en muestras de miel: Se prepararon diluciones de la
miel de la forma descrita en el método Pierce — Pourtallier (Bogdanov et al., 1997). Las muestras
de miel se prepararon, pesando 1,5 g y diluyendo a 250 mL en agua destilada, posteriormente se
filtraron con un filtro de acetato de celulosa. Un volumen de 100 pL de la solucion fue sometido
al mismo protocolo descrito para los estandares como se describe en el método Pierce —
Pourtallier. También se prepararon mieles fortificadas adicionando una concentracion conocida

de cada carbohidrato.



100 pL de muestra (dilucion de miel o estandar),

previamente secada con Nitrégeno a 50°C

|

Adicionar 200 pL reactivo de oxima
Sellar, mezclar bien y calentar

entre 70 — 75°C (30 min.)

v

Enfriar a temperatura ambiente y adicionar

100 pL de hexametildisilazano
Adicionar 10 pL de acido trifluoroacético
l Sellar y dejar reposar 30 min.

Centrifugar a 6000 rpm

Inyectar 0,5 pL

Figura 1: Esquema del método Pierce — Pourtallier. Método utilizado

cromatogréfico de los carbohidratos.
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para el andlisis


Eugenio
Rectángulo


Tabla 3: Temperaturas del horno de la columna utilizadas para el analisis de carbohidratos.

Temperatura (°C) | Aumento (°C/min.) | Tiempo de espera (min.) | Total (min.)
120 - 2,00 2,00
170 20,0 0,00 4,50
190 5,0 0,00 8,50
220 20,0 0,00 10,00
250 2,5 3,00 25,00

22
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3.2.4 Analisis por espectrometria de masa de los estandares de carbohidratos: El
cromatografo de gas utilizado en los analisis se encontraba acoplado a un espectrometro de masa,
obteniéndose de esta forma el cromatograma y el espectro de masa simultdneamente. Se utilizé el
método de ionizacion por impacto electronico ajustandose el encendido del filamento seis
minutos después de la inyeccion de la muestra y el rango de deteccidn de iones entre m/z 70 y

650. Los espectros fueron analizados mediante el Software Varian Chromatography Workstation.

3.2.5 Determinacion de la actividad de diastasa en miel: La determinacion de la enzima
diastasa en miel se realizO mediante el protocolo aprobado por la comision europea de miel
(Bogdanov et al., 1997). El principio de la técnica se basa en la unidad de actividad diastasica,
°Goethe (°G), que es la cantidad de enzima capaz de hidrolizar una solucion de almidén al 1%
hasta un punto final en 1 hora a 40°C. La determinacion se realizo utilizando una solucion
estandar de almiddn capaz de generar un complejo coloreado en presencia de yodo. Por la accién
de la enzima presente en la muestra de miel bajo condiciones estandar, se produce una
disminucion del color azul que es medido a intervalos de tiempo a una absorbancia de 660 nm.

Preparacion de la muestra: Se pesaron 10 g de miel en un vaso de precipitado de 50 mL y
se adicion0 5 mL de la solucion tampodn de acetato y 20 mL de agua destilada. La miel se disolvio
mediante agitacion y luego se adicionaron 3 mL de cloruro de sodio y se llevd a un volumen
final de 50 mL con agua destilada.

Determinacion: Se transfirieron 10 mL de la solucion de miel a un tubo de 50 mL y se
incubaron a bafio maria (40°C). Después de 15 minutos, se adicionaron 5 mL de la solucion de
almidon, éste se considerd como el tiempo inicial de la reaccion. Luego de 5 minutos, se tomd 1

mL de esta solucion y se le adicion6 a 10 mL de la solucion de yodo diluida (0,0007 N).
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Finalmente se adiciond el volumen de agua destilada determinada en la estandarizacion de
almidon y se midi6 la absorbancia a 660 nm a intervalos de tiempo por una hora hasta obtener
una absorbancia menor a 0,235.

La actividad diastasica se calcula como numero diastasico (DN), que corresponde al
numero de la escala Gothe. Este nimero expresa la cantidad de diastasa como volumen de
almidoén al 1% hidrolizado por la enzima en 1 gramo de miel en 1 hora a una temperatura de

40°C. Esto se obtiene a través de la siguiente formula:

60min x 01 x 10 300
DN = = [
t X 0,01 2,0 tx
DN = mL de sol. de almidédn (1%) / g miel / hora a 40°C

tx = es el tiempo de reaccion en minutos.

100 mL X 50 mL X 60 min.

Factor 300 =
2 g de almidén 10 ¢ almidén 5 mL almidén x 10 mL miel

Para obtener DN se realiz6 un grafico de absorbancia vs tiempo en minutos. De la recta
resultante se determind el tiempo en que la mezcla alcanza una absorbancia de 0,235. También se
puede utilizar una ecuacion de regresion lineal para determinar tx. Se divide 300 por el tiempo en

minutos requeridos para obtener una absorbancia de 0,235.
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3.2.6 Determinacion de la actividad de invertasa en miel: La determinacion de Invertasa en
las muestras de miel se llevd a cabo utilizando el protocolo descrito por Bogdanov y
colaboradores en 1997. EI método se basa en la degradacion del sustrato p - nitrofenil - a - D -
glucopirandsido a glucosa y p - nitrofenol, éste ultimo es transformado a nitrofenolato al
adicionar una solucion de término (pH 9,5). EI nitrofenolato es determinado
fotocolorimétricamente a 400 nm, de esta forma se obtiene la cantidad de sustrato convertido por
la enzima en un intervalo de tiempo. La actividad de la enzima se expresa en unidades, donde una
unidad se define como la cantidad de enzima que permite transformar un micromol de sustrato
degradado en un minuto por kilogramo de miel. La actividad también puede ser expresada como
nUmero invertasico.

Preparacion de la muestra: Se pesaron 5 g de miel y se disolvié con solucién tampdn hasta
un volumen final de 25 mL.

Determinacion: Se incubaron 5 mL de la solucién de sustrato a 40°C durante 5 minutos,
posteriormente se adicionaron 0,5 mL de la solucion de miel, este se consideré como el tiempo de
partida de la reaccién. Se mezclé por algunos segundos y se incubd por 20 minutos a 40°C,
pasado este tiempo se adicion6 0,5 mL de la solucion de término de la reaccién, se mezclo y se
enfrié a temperatura ambiente. Luego se midid la absorbancia a 400 nm en espectrofotometro a
intervalos de tiempo durante 1 hora. Con cada muestra y en paralelo se prepard un blanco de
muestra. Los blancos se prepararon adicionando la solucién de miel (que contiene la enzima)
posterior a la solucion de término y a la solucion sustrato.

La cantidad de p - nitrofenol en uM producido durante el analisis, corresponde

exactamente a la cantidad de sustrato en uM utilizados. La actividad invertésica de la miel, se
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calculo a partir de la absorbancia a 400 nm y los resultados se expresaron en unidades por

kilogramo de miel mediante la siguiente formula:

Ukg = 6 x 005 x 005208 x 104 X AA,,

15894 X AA,

1umol de p-NPG

minutos x Kg miel
Donde:
U : Es una unidad internacional con una utilizacion definida de 1 uM por minuto.
6 : Es el factor para los mililitros de solucion de muestra usada (volumen total).

0,05 : Convierte el tiempo de reaccién desde 20 a 1 minuto.
104 : Convierte la cantidad de miel tomada (0,1 gen 0,5mL) a 1 kg.
0,05298 : Es el factor de conversién para g en UM por mL, donde 7,37 es el factor para

p - nitrofenol desde el correspondiente grafico.

Sin embargo, la actividad de la invertasa es comunmente expresada como numero
invertasa (IN); éste indica la cantidad de sacarosa hidrolizada por gramo de miel en 1 hora por las
enzimas contenidas en 100 g de miel bajo las condiciones del analisis.

Si la actividad invertdsica se determina simultineamente por el método descrito

anteriormente y por el método polarimétrico, la relacién mostrada entre IN y AA4q resulta:

IN = 21,64 X AA40()
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Donde 21,64 es la pendiente de la recta del grafico de AAsgo V/s IN.

3.2.7 Determinacion de actividad glucosa-oxidasa en miel: La glucosa-oxidasa es una
enzima secretada por las glandulas hipofaringeas de la abeja para oxidar la glucosa a
glucolactona y luego a &cido gluconico (principal acido orgéanico de la miel) mas peréxido de
hidrégeno (H,05).

El método para medir la actividad de glucosa-oxidasa en miel se basa en la neutralizacion
con hidréxido de sodio 0,1 N del acido glucénico generado después de 48 horas, en una muestra
de miel previamente neutralizada.

El procedimiento se llevo a cabo en dos etapas:

1. Neutralizacion de la acidez de la miel: Se pesaron 10 g de miel y se disolvieron en 75 mL
de agua destilada libre de CO,, se adicionaron 3 gotas de fenoftaleina y esta solucién se
titul6 con hidréxido de sodio 0,1 N.

2. Medicion de la actividad enzimatica: La solucion neutralizada se dejé a temperatura
ambiente por 48 horas, pasado este periodo se midi6 la actividad de la glucosa-oxidasa,
para lo cual se realizdé una nueva titulacion con hidroxido de sodio 0,1 N. EIl volumen
gastado indica los miliequivalentes de acido gluconico producido por la accion de la
glucosa-oxidasa de la miel. Si el cambio de color se produce con la primera gota de
hidréxido de sodio afiadido, se puede concluir que la enzima fue destruida por el calor o
bien la miel lleva largo tiempo almacenada. Los mL de hidroxido de sodio utilizados en
ésta titulacion permitieron expresar la actividad de glucosa-oxidasa en miliequivalentes de

glucosa oxidasa/ kg de miel, segun la siguiente formula:



Donde:

1000

10

meq de glucosa oxidasa/ kg = —YXNx1000_

10

: Volumen de NaOH 0,1N gastado en la titulacion.
: Normalidad del NaOH.
: Factor de conversion a 1 kg de miel.

: Peso de la muestra.

28



29

4. RESULTADOS

4.1  Optimizacion de los pardmetros cromatogréaficos para el analisis de carbohidratos.

Los carbohidratos son moléculas hidrosolubles, fuertemente polares y no volatiles, debido
a esto no son separados con facilidad por los métodos de rutina disponibles, por lo cual la
derivatizacion de estas moléculas es necesaria de manera de favorecer sus caracteristicas
cromatograficas, con el inconveniente que este procedimiento puede dar lugar a la formacién de
maltiples picos para cada analito, como resultado de una derivatizacion incompleta. Los
carbohidratos presentes como mono u oligosacaridos, deben ser derivatizados para poder
analizarlos mediante las técnicas de cromatografia de gases. Se han desarrollado diversas técnicas
de derivatizacion que incluyen: la formacion de alquil - éteres o alquil - ésteres, asi como una
trimetil-sililacion (Carlson, 1968). Por esta razon el primer paso a seguir en la determinacion
cromatogréafica de los carbohidratos fue someter a una derivatizacion los estandares,
convirtiéndolos a sus oximas y posteriormente a sus derivados trimetil sililados (Figura 3).

Para obtener un método por medio del cual se pudiera lograr una buena separacion
cromatogréfica de los siete estdndares analizados se probaron distintas modificaciones de los
pardmetros de las corridas. Considerando las posibles concentraciones de estos carbohidratos en
miel se hicieron pruebas con distintas concentraciones. Asi se llegd a determinar las
concentraciones de trabajo, asi como también tiempos de corrida, encendido del filamento, modo
split, rampas de temperaturas, obteniéndose en un principio picos poco definidos de base muy

anchay linea base muy poco regular.
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Figura 1: Estructuras quimicas de los monosacéridos derivatizados. (A) Fructosa oxima hexaquis

trimetil silil; (B) Glucosa oxima hexaquis trimetil silil.
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Otro problema encontrado fue la superposicion de picos, como en el caso de fructosa y
glucosa, los cuales en un comienzo se superponian impidiendo su separacion. Finalmente esta
separacion se logré variando los tiempos y temperaturas en la zona de elucion de estos
estandares. Casos como el de celobiosa y maltosa no fueron posibles de mejorar debido a que

estas dos moléculas son isbmeros estructurales.

4.2  Analisis Cromatografico.

Al realizar el analisis cromatogréafico de los estandares se obtuvieron los perfiles de los siete
carbohidratos evaluados y por medio de éstos se determinaron sus tiempos de retencion.

La primera etapa del andlisis cromatografico fue encontrar una rampa de temperatura
adecuada para obtener una buena separacién e identificacion de los carbohidratos. Se analizaron
inicialmente los estandares por separado, mediante las condiciones de temperatura del horno de
columna detallado anteriormente; de esta manera se obtuvieron los tiempos de retencion de cada
uno, como se pueden apreciar en la tabla 4.

Con la finalidad de evaluar la separacion obtenida para los estandares por separado,
considerando gque en una muestra de miel los carbohidratos estaran en una mezcla, se gener6 una
figura con la superposicion de todos los cromatogramas de los carbohidratos analizados (figura
4). Mediante la cual se observo una clara separacion de los monosacaridos, fructosa y glucosa, asi
como también de los disacaridos sacarosa, trehalosa y melibiosa. En el caso de celobiosa y
maltosa se observo una superposicion de la sefial de maltosa sobre el pico de menor intensidad de
celobiosa. Con esta primera aproximacion se determind que este método podria ser efectivo para

la separacidn de por lo menos cinco de los carbohidratos analizados.



Tabla 4: Tiempo de retencion de los estandares de carbohidratos analizados.

Carbohidrato Tiempo de Retencion

(min.)

Fructosa 7,876
Glucosa 8,245
Sacarosa 13,389
Trehalosa 14,011
Celobiosa 14,950
Maltosa 15,114
Melibiosa 16,528

32
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Figura 4: Superposicion de los cromatogramas de los estandares. (A) fructosa (5000 ppm); (B)
glucosa (5000 ppm); (C) sacarosa (2500 ppm); (D) trehalosa (1500 ppm); (E+F) celobiosa (1500
ppm) y maltosa (1500 ppm) y (G) melibiosa (1500 ppm). Se puede observar la clara separacion
obtenida para cinco de los estandares, excepto para los disacaridos celobiosa y maltosa. En el eje
X se aprecia el tiempo de elucidon en minutos y en el eje y las megacuentas que corresponden a
una medida de intensidad de la sefial. Los detalles de las condiciones cromatogréficas utilizadas

se describen en la seccion métodos.
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Como la miel es una mezcla de monosacaridos y una gran diversidad de oligosacaridos,
los cuales se encuentran en distintas concentraciones, fue necesario analizar una mezcla de
estandares, simulando en alguna medida la composicion de la miel, de esta manera se logré
evaluar el funcionamiento del método en presencia de una mezcla de azucares. De esta forma se
obtuvo el perfil cromatografico de una mezcla de carbohidratos (figura 5) en el cual se utilizaron
las mismas concentraciones utilizadas para el analisis de los estandares individuales. En este
cromatograma se pudo apreciar claramente la separacion lograda de los monosacéaridos fructosa y
glucosa y de los disacaridos sacarosa, trehalosa y melibiosa. Mediante este analisis se pudo
observar la superposicion de los disacaridos celobiosa y maltosa. La dificultad de separacién de

estos disacéridos se podria deber a su gran similitud estructural (figura 6).

4.3  Analisis mediante espectrometria de masa.

En paralelo a la obtencion de los cromatogramas de los carbohidratos analizados se
obtuvieron sus espectros de masa, los cuales permitieron determinar los iones caracteristicos para
estas moléculas bajo las condiciones de analisis.

Para evaluar estos resultados se contd con datos descritos anteriormente, bajo condiciones
experimentales similares (Sanz et al., 2002, Medeiros — Simoneit, 2007), asi como también con el
Software NIST 98 MS Library Database, donde se obtuvo informacion acerca de los iones
caracteristicos para algunos carbohidratos en sus formas oxima trimetil silil. Con esta
informacién se pudo realizar una comparacion de los resultados obtenidos en cuanto a la

composicidn de los iones presentes en los espectrogramas de las muestras analizadas.
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Figura 5: Perfiles cromatograficos de las oximas trimetil sililadas de carbohidratos. Los picos
fueron identificados como: (A) fructosa (5000 ppm); (B) glucosa (5000 ppm); (C) sacarosa (2500
ppm); (D) trehalosa (1500 ppm); (E+F) celobiosa (1500 ppm) y maltosa (1500 ppm) y (G)
melibiosa (1500 ppm). En el eje x se aprecia el tiempo de elucién en minutos y en el eje y las
megacuentas que corresponden a una medida de intensidad de la sefial. Los detalles de las

condiciones cromatograficas utilizadas se describen en la seccion métodos.
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Figura 6: Estructuras moleculares de los disacaridos maltosa y celobiosa. Estos disacaridos estan
compuestos por dos moléculas de glucosa unidas por el C1 de una de ellas y el C4 de la otra,
diferencidndose Unicamente en la configuracion del enlace glicosidico. La maltosa presenta un

enlace o (1 —4) glicosidico y la celobiosa un enlace B (1 — 4) glicosidico.
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En la figura 7 se presenta el espectro de masa obtenido para fructosa; se observan los
iones de mayor abundancia, m/z 217 y 73. En la figura 8 se observa el espectro de masa obtenido
para glucosa, apreciandose los iones de mayor abundancia m/z 319; 73; 147; 217 y 320. El
espectro de masa obtenido para el disacarido sacarosa permitié determinar los iones de mayor
abundancia para este carbohidrato, que fueron: m/z 361, 362 y 73 (figura 9). En la figura 10 se
observa el espectro de masa para el disacarido trehalosa, a través del cual se determinan los iones
m/z, 361; 362 y 73, como los de mayor abundancia. En el espectro de masa obtenido para el pico
de mayor sefial de celobiosa (figura 11), se determiné que los iones de mayor abundancia fueron:
m/z 361, 73, 204, 147, 217 y 362. En la figura 12 se observa el espectro de masa obtenido para el
estandar de maltosa, apreciandose los iones m/z 361, 73 y 362, como los de mayor abundancia.
Finalmente en la figura 13 se observa el espectro de masa obtenido para el pico de mayor sefial
de melibiosa, desde el cual se determinaron los iones m/z 361, 73, 204, 217, 147, 305, 205 y 362
como los de mayor abundancia.

El andlisis de espectrometria de masa de los carbohidratos se utiliz6 para confirmar la
identidad de los picos obtenidos en los cromatogramas, asi se podrian utilizar los parametros de
tiempo de retencidn y composicion idnica de los espectros de masa, para la identificacion de estas
moléculas. En la tabla 5, se presenta un resumen de los iones de mayor abundancia observados

para cada uno de los carbohidratos analizados.
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Figura 7: Espectro de masa obtenido en el analisis del estandar de fructosa. Se aprecian los iones
m/z 217 y 73 de mayor abundancia, acompafiados de varios otros de menor abundancia. Eje x:

masa/carga (m/z); eje y: porcentaje de intensidad.
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Figura 8: Espectro de masa obtenido en el analisis del monosacérido glucosa. Se observan los

iones de mayor abundancia m/z 319, 73, 147, 217 y 320. Eje x: masa/carga (m/z); eje y:

porcentaje de intensidad.
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Figura 9: Espectro de masa obtenido en el andlisis del estandar de sacarosa. Se pueden observar
los iones mas abundantes m/z 361, 362 y 73. Eje x: masa/carga (m/z); eje y: porcentaje de

intensidad.
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Figura 10: Espectro de masa obtenido en el analisis del estdndar de trehalosa. Se pueden observar
los iones de mayor abundancia m/z 361, 362 y 73. Eje x: masa/carga (m/z); eje y: porcentaje de

intensidad.



42

100% 1S
e 732
2045
£0%
;5
1473 275
25%]
538.8
W35
7E 9 1293 191.5 2438 16 3197
'z ) 86 5408
D°,-"_ M mll J|| Al i Ill L |

Figura 11: Espectro de masa obtenido en el analisis del estandar de celobiosa. Se pueden observar
los iones de mayor abundancia m/z 361, 73, 204, 147, 217 y 362. Eje x: masa/carga (m/z); eje y:

porcentaje de intensidad.
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Figura 12: Espectro de masa obtenido en el anélisis del estandar de maltosa. Se pueden observar
los iones de mayor abundancia m/z 361, 73 y 362. Eje x: masa/carga (m/z); eje y: porcentaje de

intensidad.
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Figura 13: Espectro de masa obtenido en el analisis del estandar de melibiosa. Los iones de
mayor abundancia observados son m/z 361, 73, 204, 217, 147, 305, 205 y 362. Eje x: masa/carga

(m/z); eje y: porcentaje de intensidad.



Tabla 5: lones de mayor abundancia observados en los espectros de masa de los diferentes

carbohidratos.

CARBOHIDRATO IONES (m/2)
Fructosa 217,73
Glucosa 319; 73; 147, 217, 320
Sacarosa 361; 362; 73
Trehalosa 361; 362; 73
Celobiosa 361; 73; 204; 147, 217; 362
Maltosa 361; 73; 362
Melibiosa 361; 73; 204; 217; 147; 305;
205y 362
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4.4  Analisis cromatografico de muestras de miel.

Se realizaron pruebas de determinacién de carbohidratos en miel utilizando el método
probado con los estandares. Se utilizé una muestra de miel monofloral de raps la que se fortifico
con los estandares de disacaridos analizados en este estudio. Las fortificaciones se realizaron
agregando una concentracion conocida de cada estandar a la miel. No fue necesario realizar
fortificaciones de glucosa y fructosa, dado que estos monosacaridos se pudieron identificar
claramente, debido a que la miel esta compuesta mayoritariamente por estos carbohidratos.

En la figura 14 se aprecia el cromatograma de la muestra de miel sin fortificar y los
cromatogramas de las muestras fortificadas con sacarosa o con trehalosa. En la figura 15 se
observa el cromatograma de la miel sin fortificar y los cromatogramas de las fortificaciones con
celobiosa y maltosa, en la figura 16 se observan los cromatogramas de la miel sin fortificar y de
la fortificacion con melibiosa. Esto se hizo con la finalidad de comparar los picos obtenidos en la
miel con los estandares evaluados. Las fortificaciones realizadas con los disacaridos sacarosa y
trehalosa permitieron corroborar la presencia de estos disacaridos en la muestra de miel original y
la posibilidad de deteccidén de estos carbohidratos en muestras de miel bajo este método, lo
mismo ocurrid con melibiosa. Con esta prueba se pudo estimar a cual pico observado en la
muestra de miel correspondia el de los estandares. Esto permitid incluso tener una idea de la
posicion de los picos de los disacaridos maltosa y celobiosa que eluyen en la zona donde hay gran
cantidad de picos no identificados, los que podrian corresponder a carbohidratos no considerados

en este analisis.
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Con la finalidad de evaluar el método obtenido para la determinacion de carbohidratos, se
analizaron algunas muestras de miel: una miel monofloral de alfalfa chilota (figura 17) y cuatro
mieles multiflorales (figuras 18, 19, 20 y 21).

Con este analisis se pudo determinar con claridad la separacion de los monosacéridos
glucosa y fructosa en las muestras de miel, observandose picos claramente definidos. Con
respecto a lo observado en la zona de elucion de los disacéaridos, considerdndose los tiempos de
retencion y los espectros de masa obtenidos, se pudo identificar sacarosa, trehalosa y en algunos
casos melibiosa, carbohidrato encontrado en muy baja concentracion en las mieles. La
identificacion de maltosa y celobiosa fue més dificil debido a la gran similitud estructural de
estos carbohidratos. Por otro lado, la miel presenta una gran diversidad de otros oligosacaridos

que parecen estar eluyendo cercanos a los tiempos de elucién de maltosa y celobiosa.

45  Analisis enzimaticos en miel.

El reglamento sanitario de los alimentos del Ministerio de Salud de Chile, considera como
miel fresca y de buena calidad aquellas que presenten un valor no menor a 8 en la escala de
Goethe de la enzima diastasa. La enzima glucosa oxidasa no es considerada dentro de los
parametros de evaluacién de calidad dentro del reglamento sanitario de los alimentos, sin
embargo, varios autores han citado este analisis como un buen complemento para evaluar la
calidad de la miel. No se ha descrito un valor determinado como esperado para la actividad de

esta enzima, solo se evalUa la presencia o ausencia de su actividad.
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Figura 14: Perfiles cromatograficos obtenidos para miel de raps y las fortificaciones. (1) perfil
cromatografico de miel de Raps, (2) perfil cromatografico obtenido para miel fortificada con
sacarosa en una concentracién de 2500 ppm, (3) perfil cromatografico obtenido para miel
fortificada con trehalosa en una concentracién de 1500 ppm. Eje x: tiempo de elucién en minutos.
Eje y: megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones

cromatograficas utilizadas se describen en la seccion métodos.
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Figura 15: Perfiles cromatograficos obtenidos para miel de raps y las fortificaciones. (1) perfil
cromatografico de miel de Raps, (2) perfil cromatografico obtenido para miel fortificada con
celobiosa en una concentracion de 1500 ppm, (3) perfil cromatogréfico obtenido para miel
fortificada con maltosa en una concentracion de 1500 ppm. Eje x: tiempo de elucion en minutos.
Eje y: megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones

cromatograficas utilizadas se describen en la seccion métodos.



50

Figura 16: Perfiles cromatograficos obtenidos para miel de raps y para la fortificacion con
melibiosa. (1) Perfil cromatografico de miel de Raps, (2) perfil cromatogréafico obtenido para
miel fortificada con melibiosa en una concentracion de 1500 ppm. Eje x: tiempo de elucion en
minutos. Eje y: megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones

cromatograficas utilizadas se describen en la seccion métodos.
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Figura 17: Cromatograma de una muestra de miel monofloral de alfalfa chilota. (1)
Cromatograma obtenido en el rango completo de iones (RIC), donde se aprecia claramente los
picos de los carbohidratos de mayor concentracion (fructosa y glucosa, A y B respectivamente).
(2) Cromatograma obtenido al seleccionar el ion mas abundante presente en los disacaridos (361
m/z). Se observan los picos de los disacéaridos sacarosa (C); trehalosa (D) y posiblemente
melibiosa (E). Eje x: tiempo de elucién en minutos. Eje y: megacuentas, (medida de intensidad de
la sefial). Los detalles de las condiciones cromatograficas utilizadas se describen en la seccién

métodos.
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Figura 18: Cromatograma de la muestra de miel multifloral 1. (1) Cromatograma obtenido en el
rango completo de iones (RIC), donde se aprecia claramente los picos de los carbohidratos de
mayor concentracion (monosacaridos A y B). (2) Cromatograma obtenido al seleccionar el ion
especifico para disacaridos (m/z 361). Se observan los picos de los disacéridos sacarosa (C),
trehalosa (D) y posiblemente melibiosa (E). Eje x: tiempo de elucion en minutos. Eje y:
megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones cromatograficas

utilizadas se describen en la secciéon métodos.
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Figura 19: Cromatograma de la muestra de miel multifloral 2. (1) Cromatograma obtenido en el
rango completo de iones (RIC), donde se aprecia claramente los picos de los carbohidratos de
mayor concentracion (monosacaridos A y B). (2) Cromatograma obtenido al seleccionar el ion
especifico para disacaridos (m/z 361). Se observan los picos de los disacéridos sacarosa (C),
trehalosa (D) y posiblemente melibiosa (E). Eje x: tiempo de elucion en minutos. Eje y:
megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones cromatograficas

utilizadas se describen en la secciéon métodos.
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Figura 20: Cromatograma de una muestra de miel multifloral 3. (1) Cromatograma obtenido en el
rango completo de iones (RIC), donde se aprecia claramente los picos de los carbohidratos de
mayor concentracion (monosacaridos). (2) Cromatograma obtenido al seleccionar el ion
especifico para disacaridos (m/z 361). Se observan los picos de los disacaridos sacarosa (C);
trehalosa (D) y posiblemente melibiosa (E). Eje x: tiempo de elucion en minutos. Eje y:
megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones cromatograficas

utilizadas se describen en la secciéon métodos.
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Figura 21: Cromatograma de una muestra de miel multifloral 4. (1) Cromatograma obtenido en el
rango completo de iones (RIC), donde se aprecia claramente los picos de los carbohidratos de
mayor concentracion (monosacaridos). (2) Cromatograma obtenido al seleccionar el ion
especifico para disacaridos (m/z 361). Se observan los picos de los disacaridos sacarosa (C);
trehalosa (D) y posiblemente melibiosa (E). Eje x: tiempo de elucion en minutos. Eje y:
megacuentas, (medida de intensidad de la sefial). Los detalles de las condiciones cromatograficas

utilizadas se describen en la secciéon métodos.
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La enzima invertasa es también considerada un parametro de calidad, indicador de frescura 'y
de tratamientos térmicos, no obstante al igual que la glucosa oxidasa tampoco es considerado
como un parametro de evaluacion de calidad de la miel, dentro del reglamento sanitario de los
alimentos del Ministerio de Salud de Chile. Sin embargo si son consideradas en otros paises.
Varios autores han citado este analisis como complementario a los andlisis de rutina de
evaluacion de calidad de la miel. Los valores esperados para invertasa en miel fresca y no
sometida a tratamiento térmico flucttan entre 50 — 200 U/kg para la mayoria de las mieles, siendo
este limite muy permisivo o muy severo en algunos casos (Persano et al., 1999). Segun la
Comisién Internacional de la Miel, el valor minimo aceptado para el nimero invertasa (IN) es 10,
si bien al igual que la enzima diastasa la variacion natural de esta enzima es grande. Sin embargo
su utilidad para el control de calidad de las mieles se ha comprobado y es utilizado para evaluar
el estado de frescura de la miel de abeja en Alemania, Bélgica y Espafia.

Para el estudio enzimatico se analizaron 24 muestras de miel procedentes de la Region de
Los Lagos, de diversos origenes florales. Uno de los pardmetros méas importantes que se deben
considerar al momento de comparar actividad enzimatica es la edad de las mieles. Sin embargo,
debido a que no se contaba con la fecha de cosecha de las muestras utilizadas, se considero la
fecha de recepcion en el laboratorio como parametro estimativo de la edad de estas mieles. Los
analisis enzimaticos se realizaron durante el afio 2006.

Los valores obtenidos para las distintas enzimas se muestran en la tabla 6, donde se puede
apreciar gran heterogeneidad en los resultados. En varias muestras de miel se observaron valores
bajo lo esperado para diastasa (minimo 8 en la escala Goethe), evidenciando la disminucion en la
calidad de estas mieles al momento del anélisis. Por ejemplo, en el caso de las mieles que tenian

fecha de recepcion en el laboratorio del afio 2003 se observd una disminucion de todas las
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Tabla 6: Analisis enzimatico y sus correspondientes origenes botanicos.

Muestras de

Afio de ingreso

] ] Invertasa Glucosa oxidasa | Diastasa . ]
miel al laboratorio Origen botanico
U/kg IN meq / kg DN
Miel monofloral de Ulmo
M —-40-05 2005 158,7 21,6 35,6 10,0 ) o
(Eucryphia cordifolia)
Miel monofloral de Ulmo
M -41-05 2005 84,1 11,4 28,6 5,0 ) o
(Eucryphia cordifolia)
Miel monofloral de Ulmo
M-42-05 2005 79,4 10,8 27,4 5,3 ) o
(Eucryphia cordifolia)
Miel monofloral de Ulmo
M-63-05 2005 50,3 6,8 14,8 5,2 . o
(Eucryphia cordifolia)
Miel monofloral de Tineo
M —-16 -05 2005 72,9 9,9 25,4 15,7 ) o
(Weinmania trichosperma)
Miel monofloral de Tineo
C-4 2003 5,8 0,7 78 3,0 . o
(Weinmania richosperma)
Miel monofloral de Tiaca
M - 64 - 05 2005 93,5 12,7 32,9 5,0 ] .
(Caldcluvia paniculada)
Miel monofloral de Raps
C-3 2003 48,3 6,5 5,3 4,8 )
(Brassica sp)
Miel monofloral de Alfalfa
M - 36 - 05 2005 11,8 1,6 11,5 10,2 ) o
chilota (Lotus uliginosus)
Miel monofloral de Alfalfa
M - 66 — 05 2005 30,0 4,0 9,4 7,0 ) o
chilota (Lotus uliginosus)
Miel monofloral de Alfalfa
M - 116 - 05 2005 31,5 4,2 9,6 51 ) o
chilota (Lotus uliginosus)
Miel monofloral de Alfalfa
M - 48 - 06 2006 3134 42,6 26,1 29,9 ) o
chilota (Lotus uliginosus)
Miel monofloral de Alfalfa
Cc-9 2003 61,0 8,3 38,8 6,0 ] o
chilota (Lotus uliginosus)
) Miel monofloral de Hierba
Hierba azul 2003 4,9 0,6 6,4 1,4 .
azul (Echium sp.)




Tabla 6 (Cont.): Andlisis enzimatico y sus correspondientes origenes botanicos.
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Muestras de

Afio de ingreso al

. ] Invertasa Glucosa oxidasa Diastasa . )
miel laboratorio Origen botanico

U/kg IN meq / kg DN
Miel multifloral

M-73-05 2005 131,8 | 17,9 24,0 13,5
Miel multifloral

M -78-05 2005 76,5 10,4 25,4 6,9
Miel multifloral

M-117-05 2005 334 45 14,8 10,3
Miel multiflora

M-118-05 2005 1253 | 17,0 45,1 13,3
Miel multiflora

M -49 -06 2006 266,0 | 36,2 36,3 27,3
Miel multifloral

M -50-06 2006 169,2 | 23,0 21,8 17,3
Miel multifloral

M -52-06 2006 1953 | 26,6 35,5 17,7
Miel multifloral

M -53-06 2006 1294 | 17,6 30,6 11,9
Miel multifloral

M —-54 - 06 2006 135,8 | 18,4 28,0 14,8
Miel multifloral

M —-55-06 2006 129,7 | 17,6 21,0 13,2
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actividades enzimaticas evaluadas, asi como es el caso de varias mieles con fecha 2005. Esto
posiblemente se debe a mieles deterioradas por vejez o almacenamiento inadecuado desde su
recoleccidn. En el caso de la enzima invertasa los valores obtenidos fueron bastante dispares, sin
embargo, si se consideran las concentraciones establecidas por Persano y colaboradores en 1999
(entre 50 y 200 U/kg) se observa que varias de las mieles analizadas se encuentran dentro del
rango aceptado para mieles relativamente frescas y que no han sido sometidas a tratamientos
térmicos. Sin embargo, como en nuestro pais no existe un registro de las concentraciones
esperadas de esta enzima, es dificil realizar una comparacién entre las muestras analizadas. En el
caso de la actividad de la enzima glucosa oxidasa se observd presencia de actividad en todas las

muestras, sin embargo se detectd una notoria disminucion en las muestras del afio 2003.
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5. DISCUSION

La composicion de la miel depende de muchos factores, tales como especies vegetales
cosechadas, naturaleza del suelo, raza de abejas, estado fisiologico de la colonia, entre otros (Jean
- Prost, 1995). Su composicion varia segun la fuente floral del néctar, y ain para una misma
especie boténica presenta fluctuaciones dentro de ciertos limites (Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura (1ICA), citado por Figueroa, 2003).

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes de la biosfera y a su vez
los més diversos. Son fundamentales en la dieta humana y la oxidacion de éstos es la principal
ruta de obtencidn de energia en las células no fotosintéticas (Binkley, 1988). Las funciones que
cumplen en los organismos son energéticas, de ahorro de proteinas, reguladores del metabolismo
de las grasas y juegan un importante rol estructural (Preis, 1980). Los carbohidratos son los
constituyentes mas importantes en la miel, siendo los atributos fisicos de la miel determinados
por la clase y concentracion de estos. Muchos de los carbohidratos presentes en la miel no se
forman del néctar, pero si durante la maduracion y almacenamiento de ésta, por accion de
enzimas (Bianchi, 1990; White, 1975).

La miel es probablemente la mezcla mas compleja de oligosacéaridos conocida en la
naturaleza, lo cual hace muy dificultoso la determinacion de éstos. Los carbohidratos de la miel
son analizados en muchos casos, para obtener informacion sobre diferentes aspectos de su
calidad, de esta forma se tiene la determinacion de azucares reductores, de sacarosa, azlcar total,
y glucosa comercial. Debido a que la glucosa y la fructosa representan méas del 90% de todos los
azucares reductores, la proporcion fructosa/glucosa y las concentraciones de sacarosa son buenos

criterios para diferenciar mieles monoflorales (Bogdanov et al., 1999)
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Se han realizado muchos estudios para lograr la separacion de los carbohidratos mediante
metodos basados en cromatografia de gas con detector de ionizacion en llama (FID) y HPLC,
inclusive el empleo secuencial de éstos, sin embargo, no se han obtenido resultados satisfactorios
con éstos métodos y ninguno tiene una clara ventaja sobre el otro. Los métodos de GC — FID son
mas sensibles presentando muy bajos limites de deteccion y capacidad de separar y cuantificar un
gran namero de oligosacéridos. Sin embargo presentan dos inconvenientes: 1. La necesidad de
derivatizar los azlcares para hacerlos volatiles, lo cual emplea gran cantidad de tiempo y 2. La
aparicion de varios picos para un solo compuesto, debido a la presencia de formas tautoméricas
de los azlcares reductores. Los métodos de HPLC ya sea en fase normal o reversa, incluyendo
intercambio anidnico, han sido muy utilizados con el propdsito de superar estos inconvenientes.
Estos métodos no requieren gran preparacién de la muestra, pero también presentan dos
inconvenientes: 1. Dificil separacion de carbohidratos estructuralmente similares y 2. Limites de
deteccion demasiados altos para los detectores de indice de refraccion utilizados, (2 6 3 veces
mas que en GC). Esto hace que la cuantificacion de los oligosacaridos presentes en menor
concentracion sea imposible (Gomez et al., 1999).

La mayor limitante para la determinacion de carbohidratos por GC es la derivatizacion
necesaria de estos compuestos, proceso largo y dificultoso (Mateo et al., 1987). Sin embargo se
han obtenido mejores resultados utilizando esta metodologia, inclusive se ha llegado a mejorar
considerablemente la determinacién de carbohidratos realizando modificaciones a las
metodologias de derivatizacion. En un principio la técnica mas utilizada era la obtencién de
derivados trimetil silil éteres (Sweeley et al., 1963); posteriormente se introdujo la utilizacion de
hidroxilamina, la que al reaccionar en condiciones adecuadas con los azucares genera los

derivados oximas de los carbohidratos, proceso que se realiza antes de la trimetil sililacion. Esta



62

técnica dio mejores resultados en comparacion a la utilizacion de los derivados éteres para la
identificacion de algunos azdcares, ya que se logro reducir la generacion de seis posibles formas
tautoméricas a un minimo de dos; con esto se obtuvo la simplificacion de los cromatogramas.
Algunos azucares son mejor reconocidos en la miel por uno de los dos procedimientos. Asi para
el caso del derivado eter de maltosa trimetil silil se obtienen picos bien resueltos, mientras que el
derivado oxima trimetil silil presenta una interferencia con turanosa e isomaltosa. En el caso del
disacarido trehalosa el derivado éter trimetil silil no puede ser identificado debido a la
superposicion de las sefiales con kojibiosa y nigerosa, pero la deteccion se logra perfectamente al
realizar la reaccion de oximacion antes de la trimetil sililacion para este disacarido (Mateo et al.,
1987).

En el presente estudio se utiliz6 el método Pierce — Pourtallier en el cual se generan los
derivados oxima de los carbohidratos previo a la silanizacion de éstos y se utiliz6 una columna
cromatogréfica altamente polar, a diferencia de varios estudios anteriores en los cuales se han
utilizado columnas no polares 0 medianamente polares para la determinacion de carbohidratos

por cromatografia gaseosa.

5.1  Analisis cromatograéfico.

Al implementar un método como el logrado en este estudio se deben llevar a cabo
numerosas pruebas, para asi establecer los pardmetros adecuados en el equipo que se esta
utilizando y obtener resultados que sean reproducibles en el tiempo. Por otro lado se deben
considerar las dificultades particulares de la muestra sometida a estudio, en nuestro caso miel.

Desde el punto de vista del andlisis de carbohidratos la miel es considerada una de las mezclas
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mas compleja de estas moléculas en la naturaleza. Teniendo esto en cuenta, para lograr establecer
los parametros adecuados el plan experimental debia incluir necesariamente la utilizacién de
estandares conocidos de los carbohidratos que se pretendia analizar en las muestras de miel.
Ademas se consider6 utilizar concentraciones de los estandares aproximadas a las esperadas en
una muestra de miel, es decir, mayores concentraciones de monosacéridos, fructosa y glucosa
(5000 ppm), y del disacarido sacarosa (2500 ppm), que de los disacaridos trehalosa, maltosa,
celobiosa y melibiosa (1500 ppm).

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que el método desarrollado y las
condiciones experimentales utilizadas permitieron una separacion eficiente de los estandares de
carbohidratos utilizados. Particularmente se lograron sefiales excelentes para los monosacaridos
glucosa y fructosa, en el caso de los disacaridos sacarosa, trehalosa y melibiosa también se
obtuvieron buenos resultados reproducibles. Sin embargo, para los disacaridos celobiosa y
maltosa se observé superposicion de las sefiales, debido a que celobiosa present6 un pico de dos
puntas en la que el de menor intensidad se superpuso con el pico de maltosa (figura 4). Esto se
pudo deber a la presencia de formas tautoméricas de estos disacéridos reductores, como fue
descrito por Gomez y colaboradores en 1999.

Mediante este método de cromatografia gaseosa se lograron determinar los tiempos de
retencion para cada uno de los siete estdndares evaluados, con cromatogramas de linea base
regular y picos bien definidos. Al analizar los tiempos de retencién obtenidos de los
cromatogramas se determind que bajo las condiciones experimentales utilizadas el orden de
elucién de los carbohidratos fue el siguiente: fructosa, glucosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa,
maltosa y melibiosa (tabla 4 y figura 4). Después de esta primera etapa de analisis individual de

los estandares se realizaron pruebas en las que se utiliz6 una mezcla de los carbohidratos. Esto se
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realizé con la finalidad de evaluar el comportamiento del método frente a la presencia simultanea
de los azlcares que habian sido separados exitosamente en los analisis previos, y como una forma
de obtener una aproximacion preliminar a la situacion que se deberia encontrar al analizar las
muestras de miel. Se observé la clara separacion de cinco de los siete estandares utilizados en la
mezcla, mientras que para celobiosa y maltosa nuevamente se observé una superposicion. En este
analisis se observaron los mismos tiempos de retencion que los obtenidos para los estandares
individuales, por lo tanto el orden de elucion fue el mismo.

Una vez determinados los tiempos de retencion de los estandares de carbohidratos se
realiz6 el mismo tipo de analisis en muestras de miel. Los resultados demostraron que el método
utilizado permite la eficiente determinacioén de monosacaridos en miel. Se observaron picos bien
definidos los que presentan tiempos de retencion similares a los obtenidos con los estandares. Por
lo tanto se comprobé que este método se puede utilizar para determinar fructosa y glucosa en una
mezcla compleja como es la miel.

Con respecto a la determinacion de disacaridos en miel mediante el método descrito en
este trabajo se logro la identificacion de sacarosa, trehalosa y melibiosa. Considerando los
tiempos de retencion para los disacéridos celobiosa y maltosa se determind su presencia en la
zona donde se obtuvo gran cantidad de picos no identificados, imposibilitando su determinacion
certera. Si se analizan las intensidades de las sefiales se puede observar que los azlcares presentes
en mayor concentracion en la miel son los monosacéridos y en mucha menor concentracion los
disacéridos, lo que se respalda con lo descrito en la literatura.

Como una forma de corroborar que las sefiales obtenidas en la muestra de miel
efectivamente corresponden a los disacéaridos analizados, se realizaron pruebas en las cuales se

fortifico una muestra de miel monofloral de raps con cada uno de los estandares de disacaridos.
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Esto permitio estimar a cual pico observado en la miel podria corresponder el estandar respectivo.
Para el caso de los disacaridos sacarosa, trehalosa y melibiosa se logré establecer que los picos
observados en la muestra de miel con tiempos de retencion similares a los obtenidos en los
andlisis individuales de estos estandares, efectivamente correspondian a estos carbohidratos
(figura 14 y 16). Para los disacéridos celobiosa y maltosa no se pudo discriminar con exactitud a
cual pico presente en la miel correspondia cada estandar, debido a que éstos azlcares eluyen en la
zona donde hay una gran cantidad de picos no identificados. Sin embargo, se hizo una
aproximacion a cual de estos picos podrian corresponder (figura 15).

Posteriormente se analizaron muestras de miel de distinto origen floral y se observé
(teniendo como parametro las pruebas de fortificacion de la miel), que es posible identificar
fructosa, glucosa, sacarosa, trehalosa y melibiosa. Por otro lado se observé que en todas las
muestras analizadas la intensidad de los picos de fructosa siempre fue mayor que la de glucosa.
Este dato es de gran importancia debido a que la relacion fructosa / glucosa y las concentraciones
de sacarosa son buenos criterios para diferenciar mieles monoflorales (Bogdanov et al., 1999).
Por otro lado también se pudo observar entre las muestras de miel analizadas diferencias en la
intensidad de la sefial obtenida para trehalosa (figura 18 y 19, letra D), asi como para sacarosa
(figura 17 y 19, letra C), poniendo de manifiesto la posible utilizacion de éste método para

evaluar diferencias en las concentraciones de disacaridos de diferentes mieles.

5.2 Analisis de espectrometria de masa.

El analisis de los carbohidratos se realizé en un cromatdgrafo de gas acoplado a un

espectrometro de masa, por lo cual de forma simultdnea a la obtencion de los cromatogramas se
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obtuvieron los espectros de masa de los siete carbohidratos analizados. Se determinaron los iones
caracteristicos para cada uno, estableciéndose de esta manera un nuevo parametro que, en
conjunto con los tiempos de retencidon obtenidos en la cromatografia de gases, permitiria la
identificacion de los carbohidratos en miel. Los espectros de masa obtenidos en el anélisis de los
siete carbohidratos utilizados en este estudio fueron muy similares entre si, sin embargo, después
de un minucioso analisis pudieron determinarse algunas diferencias las cuales permitieron
establecer los patrones de iones caracteristicos para cada estandar.

Los espectros de masa obtenidos para los monosacéridos, fructosa y glucosa, fueron muy
similares. Sin embargo se observé una marcada diferencia en la intensidad relativa del ion m/z
217 este se encuentra presente con una gran intensidad en el espectro de masa obtenido para
fructosa pero en muy baja intensidad en el de glucosa. Asimismo, en el caso del ion m/z 319, se
encuentra con una gran intensidad en el espectro de masa obtenido para glucosa y con muy baja
intensidad en el de fructosa. Esto también se observo en los casos de los iones m/z 73, 205 y 147,
presentes en ambos espectros de masa pero en diferentes intensidades. Por lo anterior se propone
que estas diferencias entre las intensidades de los iones propios de los monosacaridos podrian
considerarse como un pardmetro de identificacion para estos carbohidratos. Los espectros de
masa obtenidos para los disacaridos también fueron muy similares, encontrandose algunas
diferencias a nivel de las intensidades relativas de algunos iones. En el caso de los disacaridos no
reductores, sacarosa y trehalosa, que presentan espectros de masa muy similares, en acuerdo a
como fue descrito en el 2004 por Simoneit y colaboradores. No obstante ellos muestran grandes
diferencias en las intensidades relativas de los iones m/z 217, 191 y 437. Por lo anterior también
mediante un analisis mas minucioso de los espectros de masa de estos carbohidratos podria

utilizarse sin problema el patrén de iones para su identificacion en conjunto con los tiempos de
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retencion. En el caso de los espectros de masa de los disacaridos reductores celobiosa, maltosa y
melibiosa, (figura 11, 12 y 13), al igual que para los otros carbohidratos analizados se observé
gran similitud entre ellos. Pero se detectaron diferencias en las intensidades relativas de los iones
m/z 73, 204, 217 y 538, permitiendo en cada caso la identificacion individual de cada estandar.
En el caso de melibiosa se observé mayor intensidad del ion m/z 305 que en celobiosa y maltosa
pudiéndose considerar la presencia de este ion como mas especifico para melibiosa.

Comparando los espectros de masa obtenidos para los monosacaridos y para los
disacéaridos, estos ultimos presentaron un ion caracteristico que esta ausente por completo en el
patron de iones de los monosacaridos. Este se trata del ion m/z 361 haciéndolo un ion especifico
de disacaridos y por lo tanto un excelente pardmetro de identificacion para estas moléculas.

Estos resultados se compararon con los antecedentes descritos en la literatura (Simoneit et
al., 2004; Sanz et al., 2002; Medeiros & Simoneit 2007), con lo que se comprobd que en las
condiciones utilizadas en este estudio es posible identificar mediante el espectro de masa los
carbohidratos presentes en una muestra de miel.

Segun estudios realizados por Simoneit y colaboradores en el 2004, los iones clave para
pentosas, hexosas y heptosas como trimetil silil éteres son generalmente los iones m/z 73, 147,
191, 204 y 217; los disacaridos presentan un ion clave adicional que es el ion 361 m/z y los
azucares reductores tienen iones clave adicionales que son 205 m/z, 217 m/z, 307 m/z 'y 319 m/z.

Sanz y colaboradores en el 2002 obtuvieron el espectro de masa para el disacarido
maltosa, analizandolo bajo condiciones experimentales similares a las utilizadas en este estudio.
Se puede apreciar que los iones de mayor abundancia observados por estos autores son

préacticamente iguales a los detectados en este trabajo (figura 22).
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Otra importante informacion con la cual se conto para evaluar los resultados obtenidos fue
la base de datos de la libreria NIST 98, desde donde se extrajo informacion acerca de los iones
caracteristicos para algunos carbohidratos en sus formas oxima trimetil silil. Como era de esperar,
se observo gran similitud al compararlos con los datos obtenidos en este estudio (figura 23). En la
tabla 7 se puede apreciar la gran similitud de los iones caracteristicos de los carbohidratos
obtenidos por Medeiros y Simoneit (2007) con los obtenidos en el presente trabajo, aun cuando
estos autores evaluaron los derivados trimetil sililados sin su previa transformacion a las oximas.
A pesar de lo anterior se puede observar un patron similar en los iones obtenidos.

Con estos resultados se puede concluir que el método experimental para analisis de
carbohidratos en una mezcla compleja, desarrollado en este estudio, permite identificar siete
estandares de carbohidratos, cinco de los cuales fue posible identificar exitosamente en muestras
de miel. Por otra parte se logro la identificacion de los carbohidratos analizados utilizando una
columna cromatogréfica altamente polar, lo cual no ha sido descrito anteriormente. El siguiente
paso en un estudio de estas caracteristicas es poder utilizar el método desarrollado en forma
rutinaria para la identificacion de carbohidratos en muestras de miel. Por lo tanto, se debe avanzar

en la validacion del método.
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Figura 22: Comparacion de los espectros de masa de maltosa oxima octaquis trimetil silil.

(1.A) Espectro de masa y (1.B) estructura molecular del disac&rido maltosa oxima octaquis

trimetil silil. (2) Espectro de masa obtenido para maltosa oxima octaquis trimetil silil bajo el

metodo desarrollado en este estudio. Se puede observar la gran similitud entre los principales

iones obtenidos por Sanz y colaboradores en el 2002 con los obtenidos por medio del método

desarrollado en este trabajo.
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Figura 23: Comparacion de espectros de masa obtenidos para glucosa oxima hexaquis trimetil
silil. (1) Espectro de masa obtenido de la base de datos de la libreria NIST, version 6.2. (2)
Espectro de masa obtenido mediante el método desarrollado en este trabajo. Se puede apreciar los

iones caracteristicos de mayor abundancia m/z 73, 147, 205, 217 y 319.
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Tabla 7: Comparacion de los iones obtenidos por Medeiros & Simoneit (2007) con los
determinados en el presente estudio. Se puede apreciar gran similitud de los iones caracteristicos
de los carbohidratos en ambos estudios, aun cuando se utilizaron distintas condiciones

experimentales.

Formula lones caracteristicos lones caracteristicos
Carbohidrato Molecular (m/z), obtenidos en el (m/z), obtenidos por
presente estudio. Medeiros & Simoneit.
Fructosa Ce Hi2 Og 217: 73 217; 437; 147
Glucosa Cs Hi2 Og 319; 73; 147; 217y 320 204; 191, 217
361; 73; 204; 147; 217y
Celobiosa CioHy Opg 204: 361
362
Maltosa C12 H O11 361; 73; 362 204; 361; 191
361; 73; 204; 217; 147;
Melibiosa C12 H O11 204; 361
305; 205y 362
Sacarosa Ci2Hy Opn 361; 362; 73 361; 217; 437
Trehalosa C12 Ha O11 361; 362; 73 361
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La validacion del método involucra en primer lugar poder contar con un ndmero de
muestras de miel cuya trazabilidad permita conocer con exactitud al menos, el origen botéanico,
estado sanitario de la colmena, fecha de cosecha y condiciones de almacenamiento. De esta
manera se podrian determinar todos los parametros necesarios para la validacion del método
(exactitud, limite de deteccion, robustez, estabilidad, limite de cuantificacion). Finalmente uno de
los parametros importantes que se puede determinar con este poderoso método analitico es no
solo la identificacion si no la cuantificacion de los carbohidratos presentes en una muestra de
miel. Esto es de vital importancia para el posible etiquetado con el valor nutricional de los
carbohidratos e identificar posibles fraudes debido a incorporacién de azlcares exdgenos a las
muestras de miel (Cotte et al., 2003). En mercados cada vez mas exigentes el poder contar con
analisis precisos de estos parametros es de suma importancia. Por otro lado la cuantificacion de
carbohidratos podria ser una poderosa herramienta para la identificacién de mieles monoflorales,

como se ha descrito anteriormente (Cotte et al., 2004; Mateo & Bosch — Reig, 1998).

5.3 Analisis enzimaticos en miel de abeja.

La miel contiene pequefias cantidades de diferentes enzimas, que son aportadas por las
abejas cuando traspasan la miel desde el buche a las celdillas. La cantidad de cada enzima
depende de la edad de la abeja, el estado de la colonia, el flujo de néctar, las condiciones del
ambiente y las condiciones de practica de la apicultura. (Karabournioti et al., 2001). La invertasa
se ha considerado como la enzima mas importante presente en la miel, cataliza la reaccion de
transformacion de la sacarosa del néctar en fructosa y glucosa. La diastasa es otra enzima de

importancia, es inestable al calor, por lo cual se utiliza como indicador de calentamiento de la
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miel. Otra enzima de importancia encontrada en la miel es la glucosa oxidasa que oxida la
glucosa a acido glucénico y peréoxido de hidrégeno, la acumulacion de perdxido de hidrégeno en
la miel diluida es la causa de la mayor parte de sus efectos antibacterianos (Bianchi, 1990).

Los componentes enziméticos de la miel han sido investigados por afios, el principal
interés ha sido distinguir entre las mieles naturales y artificiales, sin embargo, enzimas como la
diastasa y la invertasa se han utilizado como indicadores de frescura y tratamientos térmicos de la
miel, debido a que sus actividades disminuyen con los afios, almacenamiento inadecuado y
calentamiento (Karabournioti et al., 2001), (White, 1975). Por otra parte, White y colaboradores,
(1964) demostraron que la determinacion de la actividad de invertasa es preferible a la de
diastasa, ya que es mas sensible al calentamiento. Debido a lo anterior se considera que éste seria
un parametro mas adecuado para la evaluacion de mieles etiquetadas como de alta calidad (miel
virgen) (Persano et al., 1999).

Los resultados obtenidos en este estudio para las tres enzimas analizadas presentaron gran
heterogeneidad en sus niveles tanto entre mieles de distinto origen floral como de distinto afio de
ingreso al laboratorio. Sin embargo, al realizar una comparacién de algunas de las mieles
analizadas en este estudio se pudo observar que las cuatro mieles del afio 2003, presentaron
valores inferiores de las tres enzimas, si se comparan con las muestras del afio 2006. Para el caso
de invertasa las muestras del afio 2003 presentaron un valor de numero invertasico (IN) inferior a
10, que es el valor minimo aceptado por la Comision Internacional de Miel. Los valores
obtenidos para la enzima diastasa también fueron menores al valor aceptado por el Reglamento
Sanitario de los Alimentos del Ministerio de Salud de Chile. Estos resultados estarian indicando
una posible disminucion de las actividades enziméaticas por almacenamiento prolongado, sin

embargo no se puede descartar que estas mieles hayan sido sometidas a tratamientos térmicos. Si
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bien en este estudio no se realizd un analisis estadistico, estos resultados preliminares pueden
servir como un indicio de que un analisis mas detallado de los niveles de enzimas en muestras de
miel a las que se conozca sus condiciones de cosecha y almacenamiento seria de utilidad para
evaluar su calidad. Solo de esta forma seria posible determinar los valores estandar de cada una
de las tres enzimas analizadas, en el caso particular de las mieles chilenas. Por ejemplo esta
aproximacion permitiria determinar los valores iniciales de las enzimas desde un tiempo cero,
considerandose éste el momento de la cosecha y de esta forma conseguir una tipificacion de las
mieles a nivel enziméatico. También se podrian realizar analisis en el laboratorio de disminucién
de la actividad enzimética por tratamientos térmicos y por almacenamiento prolongado.
Considerando que las concentraciones enzimaticas encontradas en la miel dependen de
varios factores como son: periodo de recoleccién de néctar (estado fisioldgico de la colmena),
condiciones ambientales, flujo de néctar, tratamientos térmicos, modo de almacenamiento, edad
de las mieles, entre otros, es dificil interpretar los resultados obtenidos en este estudio en término
de frescura, dado que el valor inicial de actividad enzimatica se desconoce. Entonces podemos
confirmar que las enzimas pueden ser un complemento Util, pero mayormente como un parametro

de caracterizacion de mieles monoflorales (Persano et al., 1999).

5.4 Conclusiones.

De cuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que:
- Se logré desarrollar un método de cromatografia de gas acoplado a espectrometria de
masa utilizando una columna cromatografica altamente polar para determinar

eficientemente los monosacaridos, fructosa y glucosa y los disacaridos, sacarosa,
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trehalosa y melibiosa en muestras de miel. Sin embargo no se logré una buena
separacion de los disacéaridos maltosa 'y celobiosa.

- Se logré determinar los tiempos de retencion y los espectros de masa para los siete
carbohidratos analizados.

- Se lograron cuantificar los niveles de las enzimas invertasa, diastasa y glucosa oxidasa
en muestras de miel. Sin embargo la correlacion entre los niveles de estas enzimas y el
origen botanico de la miel requiere el conocimiento previo de la edad de las mieles, de
las condiciones de almacenamiento, asi como también de los posibles tratamientos
térmicos, a los que pudieran haber sido sometidas las muestras de miel, para obtener

resultados confiables.

55 Proyecciones del trabajo.

Llevar a cabo un analisis minucioso de los carbohidratos de la miel es de suma
importancia si se considera la posibilidad de utilizar este parametro, en conjunto con el analisis
polinico para determinar el origen floral, estimar la calidad y cristalizacion de las mieles. Este
logro permitiria considerar la posibilidad de etiquetar las mieles con su valor nutricional,
permitiendo de esta manera poder introducir en el mercado mieles con baja concentracion de
glucosa y mayor concentracion de fructosa.

El hecho de poder validar una técnica analitica de alta resolucion como es la
cromatografia de gas acoplada a espectrometria de masa, para la determinacion de carbohidratos
en muestras de miel, seria de gran importancia debido a la creciente demanda de este producto en

los mercados internacionales, acorde con las cada vez mayores exigencias del consumidor por
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adquirir productos organicos 100% naturales y con una detallada descripcion de sus
constituyentes.

También seria interesante avanzar en estos estudios para lograr una tipificacion de las
mieles de nuestro pais en cuanto a su composicion de azlcares y enzimas, como se ha hecho en
otros paises. Esta informacion permitiria conocer los niveles basales de las enzimas presentes en
las mieles de nuestro pais y de esta forma poder definir las concentraciones esperadas para estas
enzimas.

La actividad invertasa es particularmente sensible al sobrecalentamiento y
almacenamiento prolongado y su utilidad como parametro de calidad en mieles ha sido
comprobado. Esta caracteristica se utiliza para conocer el estado de frescura de la miel de abejas
de Alemania, Bélgica y Espafia, debido a lo cual seria muy interesante la posibilidad de
implementar en nuestra region la determinacion de esta enzima como analisis complementario a
la determinacion de diastasa para estimar el grado de frescura y posibles tratamientos térmicos.

La enzima glucosa oxidasa oxida la glucosa a &cido glucénico y peroxido de hidrégeno, la
acumulacion de peroxido de hidrégeno en la miel es la causa de la mayor parte de sus efectos
antibacterianos. Este fendmeno podria ser de gran importancia para la determinacion de esta
enzima en miel con la finalidad por ejemplo de poder etiquetar mieles con mayor poder

antibacteriano, para privilegiar su uso en personas que manifiesten un sistema inmune deprimido.
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