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RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue desarrollar y validar un método de extraccion,
determinacion y cuantificacion simultdnea de tres carbohidratos: fructosa, glucosa y
sacarosa, por cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de indice
de refraccion, en muestras de miel, pan de abeja, dos complementos alimenticios para
abeja (proteico AO y cal6rico CO, ademas de su formulacion optimizada, proteico final
AF y caldrico final CF) y las materias primas para la elaboracién de estos ultimos, que
son investigadas en esta memoria bajo el marco del proyecto del Consorcio de

Desarrollo Tecnolégico Apicola CAPI_ID0904.

Para ello se recurri6 a la metodologia de HPLC-IR, utilizando una columna
cromatogréfica “amino NH,”, y una mezcla de acetonitrilo: agua desionizada (83:17),

como fase movil.

Se comprobd la separacion, y se obtuvieron los tiempos de retencion de los picos
cromatogréficos de los azlcares (fructosa, glucosa y sacarosa), lograndose definir y

validar el método para cuantificar estos carbohidratos.

Se determind la concentracion de estos analitos en las muestras estudiadas. Todas
ellas presentaron contenidos de los azulcares fructosa y glucosa, también se pudo
detectar sacarosa, sin embargo, este disacarido no esta presente en todas las matrices
analizadas. Las muestras de miel y de los prototipos denominados proteico (AO) y

proteico final (AF) no la presentan.



SUMMARY

The purpose of this work was to develop and validate a method of extraction,
simultaneous determination and quantitation of three carbohydrates: fructose,
glucose and sucrose, by high resolution liquid chromatography coupled to a
refractive index detector, in honey samples, bee bread, two for bee food
supplements (protean AO and caloric CO, in addition to its optimized
formulation, final protean AF and final caloric CF) and raw materials for the
production of the latter, are investigated in this report under the framework of

the Technology Development Consortium CAPI_ID0904 Beekeeping .

This was done by methodology HPLC-IR, using a chromatographic column
"amino NH,," and a mixture of acetonitrile: deionised water (83:17) as mobile

phase.

Separation was found and were obtained the retention times of the
chromatographic peaks sugars (fructose, glucose and sucrose), achieving

define and validate a method for quantifying these carbohydrates.

The concentration of these analytes in the samples studied. All of them showed
contents of sugars fructose and glucose, sucrose could also be detected,
however, this disaccharide is present in all matrices analyzed. Honey samples

and prototypes called protean (AO) and final protean (AF) without.



GLOSARIO DE TERMINOS

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

HPLC-IR: Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de indice

de refraccion

ACN: Acetonitrilo

Cca: Limite de decision.

Ccp: Capacidad de deteccion.
o: Desviacion estandar.

Cv: Coeficiente de variacion.
ppm: Partes por millon.

mV: Milivolt.

F: Fructosa.

G: Glucosa.

S: Sacarosa.

CO: Alimento caldrico.

AO: Alimento proteico.

CF: Alimento calorico final.
AF: Alimento proteico final.
%R: Porcentaje de recuperacion (exactitud).

%CV: Porcentaje de coeficiente de variacion (precision).
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1. INTRODUCCION

Esta memoria se lleva a cabo bajo el marco del proyecto “Desarrollo de alimentos
para fortalecer el estado nutricional de abejas meliferas” del Consorcio de Desarrollo
Tecnologico Apicola CAPI_ID0904, dentro de las necesidades de este proyecto se
debié desarrollar una metodologia por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para determinar el contenido de los perfiles de azlcares de diferentes
matrices, como: miel, pan de abeja, ademas de las materias primas para la
elaboracion de dos formulaciones de complementos alimenticios para abeja
denominados: calérico CO y proteico AO, con su respectiva formulacién optimizada

CF y AF, los cuales también fueron analizados.

Varios son los métodos que se han utilizado, para determinar los contenidos de
carbohidratos. Dentro de éstos, los métodos cromatograficos son en la actualidad una
herramienta imprescindible para la determinacién rapida y especifica de azlcares.
Esto supone una notable mejora frente a los analisis tradicionales donde las
interferencias presentes en la matriz y el consumo elevado de tiempo suponen serios
inconvenientes. Hoy en dia la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha
llegado a ser una de las técnicas de laboratorio mas importantes como herramienta
analitica para separar y detectar compuestos quimicos. Esta técnica permite la
separacion, identificacién y cuantificacion de los azlUcares presente en muestras

organicas.

Una de las matrices bioldgicas con altos contenidos de carbohidratos es la miel, la
cual es definida por GIL, (2010) como la sustancia natural dulce producida por la
abeja Apis mellifera a partir del néctar de las flores (miel de flores o de néctar) o de las
secreciones de las partes vivas de las plantas o de excreciones de los insectos
succionadores, presentes en las partes vivas de las plantas (miel de mielada) que las
abejas recolectan, transforman (combindndolas con sustancias especificas propias),

depositan, deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure .

La miel es un producto biolégico muy complejo; varia notablemente en su composicion
como consecuencia de la microbiota de origen, la zona, las condiciones climéticas, la

conservacion, etc. Su color va desde casi incoloro a pardo oscuro; su consistencia
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puede ser fluida viscosa total o parcialmente cristalina. El sabor y el aroma varian,
dependiendo de las plantas de origen; por todo ello, es méas apropiado hablar de
“‘mieles” que de “miel” (GIL, 2010).

En cuanto a su composicibn general la miel esta constituida principalmente de
carbohidratos disueltos en agua, la fraccion de azucares en la miel generalmente
representa niveles que oscilan entre 95 y 99% de los sélidos totales, otorgandole a
cada tipo de miel propiedades fisicas caracteristicas, como son el indice de refraccion,
la actividad de agua, higroscopicidad, tendencia a la granulacion, 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 polarizaciéon (levogiras) (JEAN —
PROST, 1995).

Los principales azucares encontrados en miel son la glucosa y fructosa, que componen
mas del 70% del producto, lo que indica la riqueza de carbohidratos de la miel. Su
contenido de azlcares reductores es normalmente 72 a 73%, y a ello debe la miel su
consistencia pegajosa y viscosa, Yy su alta densidad, (1,3 a 1,4 g/ml), asi como también
su alto poder edulcorante, 25% mas que el azicar de mesa (CORNEJO, 1993). Los
azlcares no se encuentran en el néctar, sino que se forman durante la maduracion y
almacenamiento de la miel (BIANCHI, 1990). Junto con otras sustancias como los
acidos, los compuestos nitrogenados y minerales, contribuyen decisivamente en el
sabor de la miel (HUIDOBRO et al., 1984).

Durante mucho tiempo se pensd que la fraccibn de azlcares en la miel estaba
compuesta basicamente por glucosa y fructosa, con algo de sacarosa y dextrinas en
cantidades menores, sin embargo, los nuevos métodos de analisis y separacion de
azUcares han puesto en evidencia la presencia de mas de 30 azucares diferentes
(WHITE et al., 1975).

Los oligosacaridos en la miel son una mezcla compleja de al menos 12 disacéridos,
alrededor de 11 trisacaridos, al menos un tetrasacarido y un pentasacarido (GOMEZ et
al., 1999). PERSANO et al. (1999), sefalan que estos oligosacaridos corresponden a:
disacaridos como maltosa, sacarosa, isomaltosa, gentobiosa, maltulosa, trehalosa,
turanosa, kojibiosa; trisacéridos y azucares superiores como, erlosa, isomaltotriosa,

maltotriosa, melicitosa, rafinosa, isomaltopentosa. Estos azlcares son derivados de
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diferentes combinaciones de s6lo dos monosacéaridos, por formacién de enlaces,
glucosa — glucosa o glucosa — fructosa a través de diferentes atomos de carbono,
resultando esto en una alta similitud estructural (GOMEZ et al., 1999).

Los carbohidratos de la miel son analizados en muchos casos, para obtener
informacién sobre diferentes aspectos de su calidad, de esta forma se tiene la
determinacion de azlcares reductores (glucosa y fructosa representan mas del 90% de
todos los azucares reductores), de sacarosa, azUcar total, y glucosa comercial
(BOGDANOV et al., 1997).

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).

Las abejas no s6lo producen miel, también fabrican otros productos como el “pan de
abeja”, con este término se desigha a los granulos de polen, que son almacenados en
las celdas, a esta masa de polen se le afiade, miel, néctar, y secreciones glandulares
propias de la abeja. El polen almacenado de esta manera se somete a una
fermentacion acido lactica y se convierte en lo que se llama; pan de abejas. El cual,
tiene una flora bacteriana especifica, encontrdndose ademas tres géneros microbianos:
Pseudomonas, Lactobacillus y Saccharomyces. Esto sugiere que los microorganismos
estdn probablemente implicados en el almacenamiento del polen (HERBET et al.,
1978).

En cuanto a su composicion, es rico en vitaminas del complejo B, aminoacidos
esenciales y acidos grasos. Los carbohidratos son las sustancias principales de los
granulos de polen, que llegan a alcanzar un 49%, contiene un 20-40% de azUcares
reductores y 0-20% de no reductores. En el pan de abejas después de la hidrélisis
fermentativa del almidoén, la sacarosa, polisacaridos y otras combinaciones sacariferas,
se recopila gran cantidad de monosacaridos y azUcares fermentables. Se ha
determinado fructosa, glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, rafinosa e inosina. El
contenido total de azlcares y sustancias sacariferas es de 43-70% y de &cido lactico
0,7-1,1%. Un contenido mas alto de disacaridos en algunas muestras se caracteriza
por la baja presencia de &cido lactico. De los azlcares la mayor parte son

monosacéridos, con un 12,5-20% de fructosa, 18,5-29% de glucosa, 0,0-3,4% de


http://33m.lista.cl/wiksocial/Vitaminas.html
http://33m.lista.cl/wiksocial/Amino%C3%A1cidos.html
http://33m.lista.cl/wiksocial/%C3%81cidos_grasos.html
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galactosa y un contenido mas estable de inosina. Se detectan trazas de sacarosa, 3-
7,8% de maltosa. Se encuentra rafinosa sélo en el pan de abeja (CALZADA, 2008).

En lo que concierne a los carbohidratos, estos se pueden definir quimicamente como
derivados aldehidos o cetdnicos de alcoholes superiores o polivalentes (con mas de un
grupo OH) o como compuestos que por hidrolisis forman estos derivados (TEIJON,
2001). En la Figura 1 se muestran los azlicares mas comunes encontrados en miel y

pan de abeja.

0

H
H OH
OH

Figura 1. Estructura quimica de los monosacéaridos, fructosa (1) y glucosa (2) y
del disacérido sacarosa (3).

Fuente: Teijon (2001).

Existen tres clases principales de hidratos de carbono: monosacaridos, oligosacéaridos
y polisacaridos. Los monosacaridos consisten en una sola unidad de polihidroxicetona
o polihidroxialdehido; el monosacarido mas abundante en la naturaleza es la glucosa.
Los oligosacéridos consisten en cadenas cortas de unidades de monosacéridos unidas
por enlaces glucosidicos, los mas abundantes son los disacéridos siendo el mas
comun de éstos la sacarosa. Los polisacéridos consisten en cadenas largas de cientos

0 miles de unidades de monosacéridos, como son la celulosa (cadena lineal) o el
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glucégeno (cadenas ramificadas). Los mas comunes de este grupo son el almidén y la
celulosa, fabricados por las plantas (LEHNINGER, 1995).

De acuerdo a las exigencias nutricionales de las abejas, los carbohidratos juegan un
papel importante en el suministro de energia que se utiliza en la sintesis de materia
organica, contraccion muscular, conduccion del impulso nervioso, produccién de
amino&cidos, produccion de cera, entre otros (DIETZ, 1975). Las abejas en etapa
adulta pueden sobrevivir con una dieta compuesta solo de hidratos de carbono y agua.
Proteinas, lipidos, vitaminas y minerales son nutrientes esenciales en la creacién y
desarrollo de las larvas. Las fuentes de energia utilizadas por las abejas proceden del
glucégeno almacenado en la grasa corporal y de los alimentos contenidos en la
cosecha de la miel o la hiel de la miel. Sin embargo, no todos los azlicares pueden ser
metabolizados por las abejas, estas ya adultas utilizan glucosa, fructosa, sacarosa,
maltosa, trehalosa y melezitosa (STANDIFER et al, 1997).

De los métodos de andlisis que actualmente se utilizan para separacion, identificacion
y cuantificacibn de azlcares, se destacan la cromatografia de gases (GC),
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y en menor medida, electroforesis
capilar (CE) (CHENG et al., 2006). Debido a que los azGcares son altamente polares,
muy hidrofilicos y muy poco volatiles, antes de ser analizados por métodos de
cromatografia de gas, los carbohidratos deben ser convertidos en sus derivados
volatiles estables, como derivados trimetilsilii o acetato, lo que lo hace un método
complejo. Sin embargo la determinacion de carbohidratos por HPLC es un método

sencillo que no requiere derivatizar los azlcares para su identificacion.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se define como la técnica analitica
de separacion ampliamente utilizada dada su sensibilidad, su facil adaptaciéon a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies y,
sobre todo, su aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria,
asi como en muchos campos de la ciencia y la sociedad en general. Algunos ejemplos
de estos materiales incluyen: aminoacidos, proteinas, 4cidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibiticos, esteroides, especies
organo-metdlicas y una variedad de sustancias inorganicas (SKOOG, 2001). En la

Figura 2 se muestra un esquema que representa un HPLC.
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Cromatograma

Columna HPLC
(Fase Estacionaria)

) B O o
EEEEY s s e

e

Muestra | —

‘ Inyector < - - " = S R A e ]
t AutoSampler

1

N m !’ Detector

Computador
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Solvente

Fase Movil)
Reservorio Bomba

Figura 2. Esquema general de un sistema de HPLC.
Fuente: http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10048919&locale=es_ES*.

Se utilizan diversos detectores acoplados a los métodos cromatograficos, como por
ejemplo, el detector de indice de refraccion (IR), detector de ultra violeta/visible
(UV/Vis), detector de fluorescencia y deteccion de la dispersion de luz por evaporaciéon
(ELSD), son los detectores mas comunmente usados para HPLC (MEDEIROS et al.,
2007).

Para la determinacién de carbohidratos el sistema de cromatografia liquida de alta
resolucion debe ser acoplado a un detector de indice de refraccién (Figura 3), este
mide la diferencia de indice de refraccion entre el solvente puro y el solvente que
contiene la muestra. Es un detector universal, ya que es altamente improbable que el
indice de refraccion del soluto sea similar al del solvente. Como inconveniente tiene la
desventaja de ser muy poco sensible, esto limita su campo de aplicacion y es muy
afectado por cambios de temperatura. No se puede utilizar con programacion de
solventes porque el cambio de la composicion de la fase moévil se acompafia del
cambio de su indice de refracciéon, como consecuencia no se estabiliza la linea base.
Existen tres tipos diferentes de detectores de indice de Refraccion: Fresnel, Deflexion e
Interferométrico (QUATTROCCHI et al, 1992).

! http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10048919&locale=es_ES (Consultado el
6 de enero 2012).
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Figura 3. Esquema de un detector de indice de refraccion.

Fuente: Skoog, (2001).

En el caso de esta memoria el detector a utilizar es el de deflexion un detector
diferencial que, al contrario del Fresnel, s6lo usa un prisma para todo el rango de
indices de refraccion, pero emplea celdas de mayor tamafio, del orden de 8 a 10 pl.
Una celda contiene la fase movil pura, y a través de otra celda fluye el eluido de la
columna (muestra). Cuando se produce un cambio del indice de refraccion en la celda
de la muestra, se produce un cambio en la trayectoria del haz luminoso que es
registrado por el sistema optico (QUATTROCCHI et al., 1992).

De los antecedentes anteriores se ha planteado la siguiente hipoétesis de trabajo: es
posible mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a un
detector de indice de refraccion determinar y cuantificar simultdneamente fructosa,
glucosa y sacarosa en muestras organicas.

El objetivo general de este trabajo es, desarrollar y validar un método de extraccion,
separacion y cuantificacion de fructosa, glucosa y sacarosa, por cromatografia liquida
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de alta resolucion (HPLC) acoplado a un detector de indice de refraccion (IR), en
muestras bioldgicas.

Objetivos Especificos.
1. Desarrollar un método de extraccién de azucares desde matrices organicas.

2. Desarrollar y validar un método para la determinacion simultanea vy
cuantificacion de tres azlcares: fructosa, glucosa y sacarosa, mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de
indice de refraccion (HPLC — IR).

3. Cuantificar fructosa, glucosa y sacarosa en muestras de miel, pan de abeja,

complementos para abeja y otras matrices organicas.
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2. MATERIAL Y METODO

2.1 Ubicacion del estudio

El desarrollo de la parte experimental fue realizado en el laboratorio de analisis
instrumental, ubicado en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos ICYTAL,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad Austral de Chile.
Los recursos para la realizacion de esta investigacion se obtuvieron del proyecto
“Desarrollo de alimentos para fortalecer el estado nutricional de abejas meliferas”
CAPI_ID0904.

2.2 Materiales

2.2.1 Muestras de miel y pan de abeja. Todas las muestras utilizadas para los
analisis cromatograficos, provienen de apiarios de las regiones segunda, tercera y

cuarta.

2.2.2 Muestras de complementos alimenticios para abeja. Estas fueron elaboradas
en el laboratorio de andlisis instrumental, de la facultad de Ciencias Agrarias de la

Universidad Austral de Chile.

2.2.3 Materias primas para la elaboraciéon de complementos alimenticios para
abeja. Algunas materias primas como: levadura de cerveza, azlcar y aceite fueron
obtenidas en diferentes supermercados, otras como la harina de quinoa y lupino fueron

adquiridas en la empresa AVELUP y la albumina de huevo proviene de PRINAL.

2.2.4 Reactivos. Acetonitrilo (PA), acetato de zinc, &cido acético glacial, ferrocianuro
de potasio adquiridos en Merck; los patrones fructosa (para biologia molecular),

glucosa y sacarosa (para analisis) fueron obtenidos de Winkler.
2.2.5 Soluciones. En la extraccién de carbohidratos se utilizo:

Solucibn de Carrez |. Se prepara disolviendo 24 g de acetato de zinc
Zn(CH3CO0),*2H,0 y 3 g de &cido acético glacial en 50 ml de agua desionizada,
aforado a 100 ml con agua (calidad HPLC).

Solucién de Carrez II: se disuelven 10,6 g ferrocianuro potasico Fe (CN)e K;*3H,0 en 50

ml de agua (calidad HPLC) y se afora a 100 ml con agua desionizada.
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2.2.6 Equipos e instrumentos. Se utilizaron los siguientes equipos e instrumentos:
cromatografo de alta resolucion Constant Metric® 3200 solvent delivery system LDC
analytical, detector RI MERCK differential refractometer RI-71, Waters™ 717 plus
autosampler, horno columna Waters™ temperature control Module I, Jeringa
Hamilton® de 50 pl; columna: cartridge Merck Purospher STAR-NH, 250 x 4,6 mm (5
pgm) con precolumna; la integraciéon de los picos cromatograficos se realizé mediante el

Software integrador Clarity®.
2.3 Métodos

2.3.1 Método de extraccion para matrices organicas. Pesar 5 g de muestra
homogeneizada (muestra sélida) o 10 ml de muestra liquida, trasladar a un matraz
aforado de 100 ml, se adicionan 20 ml de agua desionizada y se calienta a 60°C por 30
min. Luego se enfria y se agregan 10 ml de Carrez | y 10 ml de Carrez Il, se agita y se
enraza a 100 ml con agua grado HPLC, se deja decantar, y se toma con pipeta
automatica 1,5 ml (una cantidad suficiente para realizar las determinaciones por HPLC)
del sobrenadante, el cual es trasladado a un tubo eppendorf, esté es ultracentrifugado
a 12.000 rpm por 12 min, una vez que la muestra este trasparente es inyectada en el
HPLC-IR (ANEXO 1). (Método adaptado, determinacion de &cido soérbico y benzoico
por HPLC/UV visible en alimentos de origen vegetal).

2.3.2 Método de extraccién para muestras de miel. Pesar 5 g de muestra de miel
dentro de un matraz aforado de 50 ml, luego se afiade 25 ml de agua desionizada
disolviendo la muestra y se afora con acetonitrilo grado HPLC hasta completar 50 ml,
se agita para luego filtrar utilizando papel Whattman N°1. Se toma una alicuota con
pipeta automatica y se traslada a un tubo eppendorf, ultracentrifugar a 10.000 rpm por
10 min, la solucién clarificada es inyectada en el cromatografo de alta eficacia HPLC-IR
(Método oficial AOAC 977.20).

2.4 Determinacién de parametros instrumentales y experimentales para la

deteccion de carbohidratos simples por HPLC-IR

Primero se realiz6 la preparacion de los patrones para obtener las curvas de
calibracién, y lograr validar esta metodologia. Una vez validado el método se lleva a
cabo el proceso de extraccion de cada muestra la cual es inyectada en el HPLC-IR,

este entrega los cromatogramas con las areas de cada analito. Finalmente se
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cuantifican las muestras, para determinar los azlcares presentes y su concentracion.
El Cuadro 1 presentan las condiciones instrumentales para la determinacion de
carbohidratos.

Cuadro 1. Condiciones de deteccion HPLC.

Columna Cartridge Merck Purospher STAR-NH; 250 x

4,6 mm, 5 ym de tamano de particula.

Fase movil Acetonitrilo/Agua , 83:17 viv

Flujo 1,2 ml/min.

Presion 98 PSI x 100

Temperatura 30°C

Tiempo 25 min

Deteccion indice de refraccion (refractébmetro
diferencial).

Volumen de inyeccion (muestras) 20 pl

Modo Isocratico

2.4.1 Preparacion de los estandares. Los patrones de fructosa, glucosa y sacarosa
se prepararon pesando 1,0 g de cada azUcar en un matraz aforado, enrazado con agua

grado HPLC a 25 ml. Cada estandar queda a una concentracion de 40.000 pg/ml.

2.4.2 Preparacion de la curva de calibracién. La curva de calibracion se realizé
preparando en un matraz aforado una soluciéon que contenia 6,25 ml de cada uno de
los tres patrones de 40.000 pg/ml, luego se llevo al aforo (25 ml) con agua desionizada,
obteniendo una mezcla de fructosa, glucosa y sacarosa a una concentracion de 10.000
ug/ml cada azucar. Esta mezcla de patrones fue inyectada en el cromatdgrafo, se
analiz6 6 veces, obteniendo de ella 6 curvas de calibraciéon (ANEXO 2).

2.5 Validacion de Metodologia

Para validar la metodologia se determinaron los limites de decision, capacidad de

deteccion, precision y exactitud.

2.5.1 Limite de decision y capacidad de deteccion. Son los valores establecidos por
la norma ISO 11.843. Cca corresponde, segun la definicién 1SO, al limite en el cual y a

partir del cual se puede concluir con una probabilidad de error “a” que una muestra no

es conforme. Dicho limite igualmente corresponde a una concentracion minima, que
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establece en este caso una probabilidad de un falso positivo de un 1%. Se obtiene con
el valor del intercepto de una curva de calibracién promedio y,, pero se le suma la
desviacion estandar (o) del valor multiplicado por 2,33 (que representa un a=0,01 con

una varianza constante en el intervalo del ruido a o) (2.1) (ANEXO 4).

CcB es la capacidad de deteccién que por definicion corresponde al contenido minimo
de la sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado en una muestra,

con una probabilidad de error B.
Estadisticamente corresponde a la probabilidad de obtener un falso negativo en un 5%.

Se procede analizando un blanco de muestra enriguecido con analito hasta el limite de
decision (Cca). Este blanco enriquecido pasa por todo el proceso analitico del método.
El proceso se repite 20 veces. Se analiza y se calcula desviacion estandar (o) de la
determinacion. El resultado se obtiene sumando al limite de decision la o obtenida
multiplicada por 1,64 (2.2) (ANEXO 5).

Cca=y,+(233*0) (2.1) Ccp=Cca+(L64*0) (2.2

2.5.2 Exactitud. Es el grado de concordancia entre el resultado del ensayo y un valor
de referencia aceptado, también la exactitud indica la proximidad de la mediciéon con
respecto del valor de referencia que se ha usado para calibrar el instrumento,

expresandose como % de recuperacion.

Para calcular la exactitud, en el caso de no existir patrones de referencia certificados
para el analito en cuestion se recurre a la determinacién de la “Recuperacion”, para ello
debe usarse un blanco de muestra adicionado de una cantidad conocida de analito,
sometido al procedimiento analitico. Esto debe repetirse a lo menos 3 veces (ANEXO
6).

%R =

@Xmo (2.3)

Donde:

%R: Porcentaje de recuperacion.

CF: Concentracion del analito medida en la muestra fortificada.
CV: Concentracion del analito medida en la muestra sin fortificar.

CA: Concentracion del analito adicionada.
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2.5.3 Precision. Describe la reproducibilidad de los resultados, concordancia entre los
valores numéricos de diferentes mediciones obtenidos analiticamente determinados en
el mismo equipo bajo las mismas condiciones, se expresa habitualmente como el
coeficiente de variacion (CV) (ANEXO 6).

%CV = % %100 2.4)

Donde:

%CV: Porcentaje de coeficiente de variacion.

o: Desviacion estandar.

X : Promedio.

2.6 Cuantificacion del contenido de fructosa, glucosa y sacarosa en las diversas

muestras bioldgicas

Los cromatogramas de cada muestra fueron solapados con los obtenido al inyectar la
mezcla de patrones, esto se hizo con la finalidad de comparar los picos conseguidos
en cada muestra con los estandares evaluados y saber si realmente correspondian a
los azucares en estudio, hay que tener en cuenta que en un equipo HPLC acoplado a
un detector de indice de refraccion IR los cambios de temperatura, afectan el tiempos
de retencién de los analitos, y las muestras biolégicas pueden poseer distintos
carbohidratos, es por eso que se usa un horno columna para mantener la temperatura
constante mientras dure el andlisis. Colocando una mezcla que contenia los tres
patrones cada diez muestras inyectadas se mantenia un control y asi se pudo estimar
a cual patrén correspondian los picos observados en las matrices. Este andlisis
permitié determinar con claridad la separacion de los carbohidratos: fructosa, glucosa

Yy sacarosa.

Con las curvas promedio (ANEXO 3) y las areas obtenidas en los cromatogramas, se
cuantifica la cantidad de cada analito presentes en las muestras analizadas, el

resultado es expresado en g/100 g (ANEXO 7).
2.7 Andlisis estadistico de los resultados

Los datos obtenidos de los carbohidratos presentes en las muestras, se analizaron con
el programa STATGRAPHICS centurion (ANEXO 7).
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3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS.

En el proceso de desarrollar el método analitico cromatogréafico el cual permita la
separacion y la cuantificacion de fructosa, glucosa y sacarosa se probaron distintas
condiciones hasta conseguir la separacién cromatogréfica y deteccion. Luego de esto

se optimizé un método de extraccion de los carbohidratos presentes en las muestras.
3.1 Determinacion de los parametros para el analisis cromatogréfico

En este estudio se utiliz6 una columna NH, (amino), que es una columna de
intercambio i6nico disefado para la separacion de carbohidratos (mono y disacéaridos
tales como fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa), ademas de aniones, y
acidos organicos. Debe ser usada con una fase mévil compuesta principalmente por

acetonitrilo y agua.

Debido a que en la determinacién de carbohidratos el HPLC esta acoplado a un
detector de indice de refraccion, no se puede realizar una elucién en gradientes, por lo
que las preparaciones de fase movil, se disefiaron en la utilizacion de sistema de
elusion en forma isocratica. URENA et al. (2007), propone que la fase movil utilizada
para determinar carbohidratos, debe contener los solventes acetonitrilo y agua
desionizada, este autor recomienda una proporcion de acetonitrilo/agua 80/20 v/v a
una temperatura de columna de 30° C y un flujo de 1,5 ml/min. Por otra parte, la Norma
chilena, NCh 574 plantea una fase movil de acetonitrilo/agua, 80/20 v/v, un flujo de 1,3
ml/min y una temperatura de horno columna de 30°C, sin embargo al probar estas
proporciones de fase moévil no se observd una clara separacion de los picos
cromatogréfico por lo cual se modificaron los volimenes hasta alcanzar una proporcion
de ACN/H,0 desionizada, 83/17 v/v.

Una vez definida la proporcion de la fase movil, se comenz6 a determinar el flujo,
Urefia et al. (2007), propone un flujo de 1,5 ml/min, la Norma chilena plantea un flujo
de 1,3 ml/min, no obstante con el fin de ahorrar fase movil se compararon los flujos 1,0
y 1,2 ml/min siendo este ultimo el adecuado, ya que se observo mayor definicién de los

picos.

En cuanto a la temperatura no hubo cambio, se mantuvo a 30 °C como lo propuesto
por Urefa et al. (2007) y la NCh 574, (2006).
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En definitiva, se determina que la separaciéon éptima de los tres patrones, es en forma
isocratica, con una columna amino NH, de 250 x 4,6 mm, una mezcla de solventes
ACN/H,O desionizada en una proporcioén de 83/17 v/v, con un flujo de 1,2 ml/miny a
una temperatura de 30 °C.

Mediante las condiciones de fase modvil, temperatura del horno columna y el flujo
detallado anteriormente; se determina el orden de elusion de los carbohidratos, que
corresponde a: fructosa, glucosa y finalmente sacarosa, obteniéndose también los
tiempos de retencion. Inicialmente los estandares (fructosa, glucosa y sacarosa), se
analizaron por separado, se hicieron pruebas con distintas concentraciones de los
Mismos y una vez establecidos los parametros para obtener una separacion adecuada,
para identificar los picos cromatograficos, se preparo una mezcla de patrones a
distintas concentraciones, para determinar en una sola inyeccién los tiempos de cada

azucar. El tiempo de corrida de la muestra corresponde a un periodo de 25 minutos.

En la Figura 4, se puede observar una clara definicion y separacién de los analitos en
estudio (en el cromatograma se designa a cada azlcar con su inicial en mayuscula),
Ademas se presentan los picos con sus tiempos de retencién para cada carbohidrato,
apareciendo en primer lugar el monosacérido fructosa a los 6,447 min, seguido por
glucosa 8,327 min y por ultimo el disacarido sacarosa 15,843 min. Con esta primera
aproximacion se determind que este método era adecuado para la separacion y

cuantificacion de los tres carbohidratos analizados.
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Figura 4. Cromatograma de la mezcla de patrones, que muestra los tiempos de
retencién de: fructosa, glucosa y sacarosa a una concentracién de
10.000 pg/ml cada analito.
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3.2 Validacion

Segun Quattrocchi et al. (1997) una vez desarrollado un método de analisis por HPLC,
al igual que toda técnica analitica, esta deberia validarse para demostrar su idoneidad,
es decir, se debe confirmar y documentar que los resultados por él producidos son

confiables.

3.2.1 Curva de calibracion. Para validar la metodologia se realizaron 6 curvas de
calibracion, pero como se determinaron tres azlcares en forma simultdnea se genera
una curva de calibracion para cada uno de los analitos, obteniendo 18 curvas en total
(ANEXO 2), las que mostraron una buena linealidad. Para cada carbohidrato en
estudio se obtuvo una curva de calibracién promedio (ANEXO 3). Con las curvas de
calibracion promedio, se obtienen las ecuaciones para el célculo de la concentracion
de estos azlcares presentes en las muestras. Los resultados del ensayo se resumen
en el ANEXO 7.

3.2.2 Sensibilidad, exactitud y precision. Estos parametros fueron determinados

separadamente para cada uno de los tres carbohidratos en estudio.

La sensibilidad de un método analitico seguin Quattrocchi et al. (1997) corresponde a la
minima cantidad de analito que puede producir un resultado significativo. Los limites de
decision y capacidad de deteccion definidos por ISO (Cca y Ccf), no presentan una

diferencia dramatica entre si.

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor
medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales, la
exactitud de un método o error sistematico corresponde al valor medio obtenido
comparado con el valor verdadero o valor aceptado, estos parametros se presentan en
el Cuadro 2. Todos los valores obtenidos son aceptables para un método validado.

Cuadro 2. Caracteristicas analiticas de la metodologia para la determinacion de
fructosa, glucosay sacarosa.

Parametros Fructosa Glucosa Sacarosa
Limite de decisién Cca (ppm) 450,53 366,53 283,78
Capacidad de deteccion Ccf (ppm) 475,01 395,56 306,93
Exactitud (%) 102,1 99,0 91,5
Precision (%) 3,8 7,4 5,7
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3.3 Métodos de extraccion

En este estudio se desarrollaron dos métodos de extraccion, uno para diversas
matrices organicas que es un procedimiento para la extraccion de pequefias moléculas
solubles que se ha usado habitualmente en la determinacién de conservantes como
acido sorbico y benzoico por HPLC-UV/Vis en alimentos de origen vegetal, utilizando el
reactivo de carrez. El segundo es el método oficial 977.20 propuesto por la AOAC,

exclusivo para la extraccion de azlcares en miel.

Ambos métodos fueron probados para efectuar la extraccion de los carbohidratos

presentes en las matrices sin realizar cambios.

Las dos técnicas de extraccién fueron probadas, inyectando cada muestra por
triplicado en el HPLC-IR, la primera (que utiliza el reactivo de carrez) demostrd ser una
técnica de extracciébn muy eficiente, obteniendose una buena separacion y definicién
de los picos, ademas al solapar los tres cromatogramas obtenidos se aprecia similitud

entre las areas de las muestras analizadas.

El método oficial de la AOAC 977.20 para extraccion de azlcares en miel, manifestd
una formaciébn de dos fases, esto produjo una serie de problemas en los
cromatogramas mostrando diferencias significativas en las areas de un misma matriz

inyectada tres veces (Figura 5).

Por este motivo se puso a prueba en muestras de miel, el método que utiliza el reactivo
de carrez, (ya que demostrd ser eficaz en las matrices analizadas anteriormente),
lograndose una extraccion eficiente, obteniendo una matriz transparente y homogénea.
Estas muestras inyectadas por triplicado en el HPLC-IR arrojaron cromatogramas con
areas muy similares (alta precision). La Figura 6 presenta el cromatograma donde
estan superpuestas las tres muestras de miel, a las cuales se le aplicé el método

mencionado anteriormente.

Con este resultado se decidio utilizar sin excepcion el método que emplea el reactivo
de carrez. Sin embargo, a esta técnica se le hicieron cambios a nivel de material
instrumental, reduccion en la cantidad de muestra y de reactivos. Asi se logré tener un
método que ademas de eficiente es de bajo costo, siendo beneficioso, ya que todos los

solventes grado HPLC son de elevada pureza y alto valor econémico.
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Figura 5. Cromatograma logrado al aplicar el método oficial de la AOAC 977.20
para extraccion de azlUcares en miel, donde se observa la diferencia
entre las areas de las muestras inyectadas por triplicado.
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Figura 6. Cromatograma de muestra de miel, obtenido con el método que utiliza
el reactivo de carrez para extraccion de azucares, donde se aprecia la
baja diferencia entre las areas de cada muestra inyectada.
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3.4 Andlisis cromatograficos de las muestras

Una vez validada la metodologia, se comenzd a probar la técnica de extraccion
propuesta anteriormente, en diferentes matrices organicas, se realizaron pruebas de
determinacion de carbohidratos en miel, pan de abeja y complementos alimenticios
para abeja, ademas de las materias primas para elaborar estos.

Se analizaron primero las materias primas utilizadas para elaborar los complementos
alimenticios, luego las muestras de miel provenientes de tres regiones de Chile,
posteriormente las de pan de abeja y para finalizar con este estudio los prototipos de
los complementos alimenticios para abeja: caldrico CO y proteico AO, ademas de la

formulacién optimizada de cada uno de ellos caldrico final CF y proteico final AF.

3.4.1 Materias primas para la elaboraciéon de complementos alimenticios para
abeja. Se analizaron muestras correspondiente a las materias primas empleadas para
elaborar el complemento para abeja, las cuales son: azlcar (sacarosa, utilizada como
patrén), albumina de huevo, harina de lupino, harina de quinoa y levadura de cerveza
en polvo, mostrando concentraciones variables de los carbohidratos analizados
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Contenido de azlucares simples presentes en las materias primas
utilizadas para la elaboracién de los complementos para abeja.

Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/1009)
Albumina de huevo 0,15 0,70 0,00
Harina de Lupino 0,00 0,00 2,08
Harina de Quinoa 0,14 3,90 0,00
Levadura de Cerveza 0,00 0,00 0,00

3.4.2 Miel. Fueron analizadas veinte muestras de miel. CRANE (1975) afirma que los
diferentes tipos de miel suelen tener los mismos azlcares, aunque en cantidades
variables. Su porcentaje esta relacionado con la flora y en una menor influencia con el
clima y origen geografico. En las muestras de miel analizadas en este estudio, se
encontrd la presencia de fructosa en un promedio de 47,58 g/100g, para glucosa un
promedio de 44,25 g/100g y ausencia total de sacarosa, esto concuerda con los
descrito por ALAMANNI (1994) que indica que los dos azUcares cuantitativamente
predominantes en la miel son estos monosacaridos, que representan del 85 al 95% del

total, estando la fructosa en mayor concentracién con un 38% por término medio y la
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glucosa con un 31%. Segun WHITE (1975) s6lo algunas excepciones como la miel de
diente de leén (Leontodon autumnalis, L) y de colza (Brassica napus, L) presentan un
contenido en glucosa mayor que en fructosa. El valor medio de la relacion
Fructosa/Glucosa encontrado por WHITE (1978) fue de 1,2:1.

URENA et al. (2007), indican que el disacarido sacarosa puede encontrarse en alguna
proporcion debido a la incapacidad de las abejas de convertirla completamente. Sin
embargo, este valor es bajo, con un contenido medio de 2,3%.

3.4.3 Pan de Abeja. CALZADA (2008), indica que el contenido total de azlUcares y
sustancias sacariferas en pan de abeja se encuentra en el rango de 43-70% y para el
acido lactico 0,7-1,1%. Un contenido mas alto de disacaridos en algunas muestras se
caracteriza por la baja presencia de acido lactico. De los azlcares la mayor parte son
monosacéridos. En el pan de abejas hay 12,5-20,0% de fructosa, 18,5-29,0% de
glucosa. Se detectan trazas de sacarosa. A su vez, en el pan de abejas la correlacién

de la fructosa/glucosa es de 0,63-0,72, es decir, predomina la glucosa.

No obstante los resultado obtenidos en esta memoria revelan que, en las 10 muestras
de pan de abeja analizadas predomina la fructosa con un contenido promedio de 25,07
g/100g por sobre la glucosa la cual presenta una media de 18,32 g/100g y 0,71 g/100g
de sacarosa. Esto es debido a que en el pan de abeja se registran diferencias en el

contenido de carbohidratos, segun el origen botanico y la temporada.

3.4.4 Complementos alimenticios para abeja. Se analizaron los dos prototipos de
complementos alimenticios para abeja AO (10 muestras) y CO (17 muestras) que
fueron elaborados en el laboratorio de analisis instrumental en el marco del proyecto
CAPI_ID0904, con el fin de determinar si su contenido en azlcares era similar al de
pan de abeja original que usan las abejas para su alimentacién. En el Cuadro 4 se
observan ambos alimentos los cuales presentan fructosa y glucosa, diferenciandose
en su contenido. Siendo el alimento cal6rico el Unico que presenta el disacarido

sacarosa.

Cuadro 4. Contenido de carbohidratos en prototipos de alimentos para abeja.

Prototipo Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/100g)

Cal6rico CO 34,01 37,13 0,57
Proteico AO 21,41 24,60 0,00
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Finalmente se creo una formulacion optimizada para cada complemento alimenticio
(CF y AF) estas fueron analizadas, presentando ambos prototipos fructosa y glucosa,
sin embargo difieren en su contenido, puesto que el alimento calérico CF como es de
esperar presenta valores mas elevados y presencia de sacarosa, a diferencia del
complemento proteico AF en el cual este disacarido esta ausente. En la Figura 7 se

observa la clara diferencia entre las areas de las muestras analizadas.
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Figura 7. Comparacion entre los cromatogramas de los prototipos de

complemento alimenticio optimizados cal6rico CF y proteico AF,
donde se aprecian la diferencia entre las areas de los carbohidratos

en estudio.
En definitiva la determinacion y cuantificacién de estos tres carbohidratos, permite

hacer comparaciones entre los promedios obtenidos en las muestras analizadas.

Al observar el Cuadro 5 que compara los promedios de las muestras de miel y pan de
abeja se aprecia una clara diferencia en el contenido de cada azucar siendo siempre
mayor en las muestras de miel. Sin embargo, es el pan de abeja quien muestra los tres
analitos estudiados presentando una baja concentracion de sacarosa.

Cuadro 5. Comparacion en cuanto al contenido de carbohidratos de muestras
de miel y pan de abeja.

Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/1009)
Miel 47,58 44,25 0,00
Pan de Abeja 25,07 18,32 0,71
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El Cuadro 6 muestra que los contenidos de fructosa y glucosas presentes en las
muestras de miel son muy cercanos a los encontrados en la formulacién optimizada del
complemento alimenticio para abejas denominado calérico (CF). La diferencia entre
ambas muestras, es que en miel hay ausencia de sacarosa.

Cuadro 6. Comparacién en cuanto al contenido de azlUcares simples en
muestras de miel y complemento alimenticio para abeja calérico

CF.
Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/100g)
Miel 47,58 44,25 0,00
Caldrico CF 32,68 35,99 0,38

Las muestras del complemento alimenticio proteico contiene fructosa y glucosa
presentando similitudes con respecto a las de pan de abeja en cuanto a los niveles de
estos monosacaridos esto se observa en el Cuadro 7, mostrandose ausencia de
sacarosa en AF (complemento proteico optimizado) y trazas de esta azlcar en el pan
de abeja con un promedio de 0,71 g/100g.

Cuadro 7. Comparacion en cuanto al contenido de hidratos de carbono en
muestras de complemento alimenticio proteico AF y pan de abeja.

Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/100g)
Proteico AF 23,12 23,38 0,00
Pan de Abeja 25,07 18,32 0,71

3.5 Anélisis Estadistico

Para llevar a cabo este andlisis estadistico se compara cada variable dependiente:
fructosa, glucosa y sacarosa con los 4 niveles diferentes de muestras: miel, pan de
abeja, COy AO.

Puesto que el andlisis de varianza (ANOVA), no es aplicable debido a la no normalidad
en los datos, lo cual viola el supuesto de que estos provienen de distribuciones
normales (ANEXO 8). Por consiguiente es necesario aplicar la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis.

3.5.1 Comparacion de las muestras analizadas con respecto al monosacérido
Fructosa. Se realiz6 un andlisis de Kruskal-Wallis para Fructosa, con el fin de
determinar cuales medianas son significativamente diferentes de otras. La Figura 8,
presenta a la variable dependiente fructosa versus el factor muestra expresado en un

grafico de caja y bigotes.
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Gréfico Caja y Bigotes
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Figura 8. Grafico de cajas y bigotes que ilustra la comparacion de concertacion
del carbohidrato Fructosa entre las distintas muestras (n=4).

Kruskal-Wallis evalta la hipotesis que indica, que las medianas de Fructosa dentro de
cada uno de los 4 niveles de muestra son iguales. Se obtuvo un P-valor < 0,05, que
indica una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas de este analito

con un nivel de confianza del 95,0%.

Al observar la gréafica, y ver que las cuatro cajas de cuartiles son pequefias demuestra
gue hay una baja dispersion de los datos de concentracion de éste monosacarido entre
las mismas muestras. En la miel y complemento proteico AO se observan valores
atipicos que son puntos por debajo del valor minimo, estas son muestras que se

escapan de rango (ANEXO 7).

3.5.2 Comparacion de las muestras analizadas con respecto al monosacarido
Glucosa. Al igual que en el andlisis de fructosa se aplica la prueba de Kruskal-Wallis la
cual evalta la hipotesis de que las medianas de Glucosa dentro de cada uno de los 4

niveles de muestra son iguales.
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Esta prueba arroja un P-valor < 0,05 lo que sefiala una diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas de este azlcar, debido a que no hay solapamiento

entre muestras, con un nivel de confianza del 95,0%.

En la Figura 9 se muestran los resultados mediante una grafica de cajas y bigotes.

Gréfico Caja y Bigotes
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Muestra

Figura 9. Gréafico de cajas y bigotes que expresa la comparacion de
concentraciéon del carbohidrato Glucosa entre las distintas
muestras (n=4).

Al observar las cajas de cuartiles de pan de abeja, complemento AO y CO con
respecto a la muestra de miel, nos podemos dar cuenta que, esta Ultima es la que
presenta una caja mas ancha lo que indica una mayor dispersién de los datos para el
analito Glucosa. 3.5.3 Comparacion de las muestras analizadas con respecto al
disacarido Sacarosa. Se ejecuta la prueba Kruskal-Wallis, para expresar cuales
medianas de Sacarosa son significativamente diferentes de otras. El programa
presenta mediante un grafico de caja y bigotes (Figura 10) a este analito contra el

factor muestra.
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Grafico Caja y Bigotes
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Figura 10. Grafico de cajas y bigotes que ilustrala comparacion de concertacion
del carbohidrato Sacarosa entre las distintas muestras (n=4).

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis que evalla la hip6tesis de que las medianas de
Sacarosa dentro de cada uno de los 4 niveles de muestra son iguales, se determiné
gue existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas de este

disacarido (P-valor < 0,05), con un nivel del 95,0% de confianza.

La Figura 10, muestra claramente que las muestras de miel y AO no contienen el

carbohidrato sacarosa.

Con respecto al prototipo calérico CO, éste presenta contenidos del disacéarido en
estudio. Siendo su caja de cuartiles muy compacta mostrando una baja dispersion en

los datos de concentracion de este azlcar en las muestras analizadas.
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4. CONCLUSIONES

Se determiné y cuantifico de forma simultanea tres azucares: fructosa, glucosa
y sacarosa presentes en matrices organicas mediante HPLC acoplada a un
detector de indice de refraccion IR.

Se logr6 desarrollar y validar un método de extraccion, separacion y
cuantificacién para los tres analitos en estudio. Los parametros analiticos Cca,

Ccp, precision y exactitud fueron adecuados, para los fines requeridos.

Se encontro fructosa y glucosa en todas las muestras analizadas (miel, pan de
abeja y en las dos formulaciones optimizadas de complemento alimenticio para
abejas AF y CF) estos contenidos oscilan dentro de un rango de 23,1 - 47,5

g/100g para fructosa y 18,3 - 44,3 g/100g para glucosa.

En cuanto al disacarido sacarosa este se encontraba completamente ausente
en las muestras de miel y en el complemento alimenticio para abejas
denominado proteico AF, sin embargo, en el pan de abeja se encontré un
contenido de 0,71g/100g y en el complemento alimenticio calérico CF
contenidos de 0,38 g/100g.

Finalmente, la metodologia implementada y validada en este estudio demostrd
ser una técnica rapida y eficiente en la determinacién de Fructosa, Glucosa y

Sacarosa, ademas de tener un bajo costo.
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6. ANEXOS

ANEXO 1. Fotografias del equipo utilizado en la determinacién de carbohidratos.

Determinacién de azUcares simples: Cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a un detector de indice de refraccion HPLC-IR.
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Anexo 2. Curvas de Calibracion de azlUcares simples: Fructosa, Glucosa y
Sacarosa.
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Curva 3.
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Anexo 3. Curvas Promedio.

Curva promedio para Fructosa.
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Concentraciébn Curval Curva2 Curva3 Curva4 Curva5 Curvab
(Ppm)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3500 670,866 648,780 661,355 632,993 622,667 550,929
5250 926,335 840,065 1025,371 913,667 914,846 908,806
7000 1221,778 1184,102 1331,810 1306,700 1227,897 1234,331
8750 1538,951 1500,613 1664,039 1605,701 1486,625 1538,224
10500 1918,766 1753,230 2085,059 1840,269 1718,983 1861,755
12250 2137,102 2115,783 2495,061 2166,557 2107,885 2150,120
14000 2551,491 2589,210 2989,531 2486,741 2418,195 2402,089

Pendiente 0,179 0,179 0,210 0,177 0,170 0,175

Intercepto 1,038 -38,283 -76,787 14,167 11,748 -12,853
R 0,999 0,996 0,997 0,999 0,999 0,999

Pendiente 0,182

Intercepto -16,828
R 0,998

Curva promedio para Glucosa.
Concentracion
(ppm) Curval Curva2 Curva3 Curvad4 Curva5 Curvab

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3500 635,347 570,135 573,770 586,098 634,973 505,153
5250 795,414 947,908 896,756 860,261 879,894 822,409
7000 1068,979 1090,579 1174,445 1260,085 1189,727 1090,199
8750 1570,09 1457,620 1535,612 1405,000 1466,883 1412,141
10500 1761,905 1774,415 1794,244 1887,324 1555,164 1791,415
12250 2020,025 1955,176 2165,111 2159,402 1935,237 1934,503
14000 2358,006 2333,462 2463,843 2443,072 2324,302 2187,526

Pendiente 0,168 0,164 0,177 0,177 0,158 0,161
Intercepto -12,484 10,095 -30,149 -27,671 39,021 -15,601
R 0,996 0,998 1,000 0,998 0,995 0,998
Pendiente 0,168
Intercepto -6,131
R 0,997
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Curva promedio para Sacarosa.

Concentracion

(ppm) Curval Curva 2 Curva3 Curva4 Curva5 Curvab
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3500 624,824 760,359 693,228 674,463 657,597 580,182
5250 927,145 888,270 964,026 861,573 987,337 911,697
7000 1278,268  1191,362 1250,875 1372,181 1245,758 1314,353
8750 1511,147  1458,603 1645,848 1548,929 1487,633 1551,405
10500 1899,738  1902,663 1896,379 1831,982 1788,037 1832,683
12250 2223,957  2051,423 2243,208 2186,811 2126,832 2219,488
14000 2493,357  2442,021 2589,859 2519,558 2512,108 2532,577
Pendiente 0,180 0,169 0,183 0,178 0,173 0,181
Intercepto -4,732 41,506 11,665 13,231 22,758 -20,806
R 0,999 0,996 0,999 0,997 0,998 0,999
Pendiente 0,177
Intercepto 10,604

R 0,998




44

Anexo 4. Limite de decisién Cca para Fructosa, Glucosa y Sacarosa.

Formulas para calcular el limite de decisién Cca

Promedio de los interceptos en area + (2,33 * D. Estandar de los
interceptos)

Cca (area) =

Cca (concentracion) = (Cca area - Promedio intercepto) / Promedio pendiente

Limite de decision Cca para Fructosa.

Compuesto R? (%) Error estdndar  Intercepto  Pendiente
Fructosal 99,7841 41,9804 1,03809 0,17889
Fructosa2 99,2972 75,805 -38,2831 0,17858
Fructosa3 99,4564 78,3567 -76,7874 0,210066
Fructosa4 99,8515 34,4298 14,1675 0,176968
Fructosab 99,8128 37,1148 11,7483 0,169847
Fructosa6 99,8672 32,2891 -12,8534 0,175495
Promedio 99,6782 49,99596667 -16,828335 0,181641

Des. Estandar 0,24060012 21,24358648 35,1219918 0,01430823

Cca

Concentracion (ppm)

65,006
450,527

Limite de decision Cca para Glucosa.

Compuesto R? (%) Error estdndar  Intercepto  Pendiente
Glucosal 99,2689 72,8841 -12,4835 0,168321
Glucosa2 99,5753 54,0614 10,095 0,164058
Glucosa3 99,9003 28,2154 -30,1494 0,177061
Glucosa4 99,5429 60,4128 -27,671 0,176696
Glucosa5 99,0931 76,2372 39,0205 0,157943
Glucosab 99,5086 57,1252 -15,6005 0,161113
Promedio 99,4815167  58,15601667 -6,1314833  0,167532

Des. Estandar 0,27739847 17,10676881  26,3545892 0,0080078
Cca 55,275
Concentracion (ppm) 366,534




Limite de decisién Cca para Sacarosa.
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Compuesto R? (%) Error estandar  Intercepto  Pendiente
Sacarosal 99,8918 29,8138 -4,73195 0,179531
Sacarosaz2 99,1653 78,3151 41,5059 0,169186
Sacarosa3 99,8749 32,6232 11,6647 0,182696
Sacarosa4 99,484 64,6061 13,2312 0,17779
Sacarosab 99,6886 48,9109 22,7579 0,173441
Sacarosa6 99,809 40,0332 -20,8061 0,181369
Promedio 99,6522667  49,05038333 10,6036083 0,1773355

Des. Estandar 0,28223305 19,07685249 21,5984153 0,00513054

Cca

Concentracion (ppm)

60,928
283,780




Anexo 5. Capacidad de deteccion Ccp para Fructosa, Glucosa y Sacarosa.
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Fructosa Area Glucosa Area Sacarosa Area

1 44,78 1 98,20 1 33,45

2 42,47 2 94,53 2 39,57

3 42,22 3 95,63 3 33,21

4 46,80 4 99,86 4 34,78

5 49,20 5 96,02 5 30,96

6 47,55 6 91,44 6 31,08

7 43,03 7 90,12 7 35,72

8 48,55 8 97,72 8 32,30

9 49,97 9 92,25 9 32,20

10 41,23 10 92,81 10 33,38

11 44,90 11 97,10 11 36,96

12 46,58 12 93,32 12 37,72

13 46,21 13 96,22 13 31,76

14 45,67 14 90,54 14 31,00

15 40,46 15 92,14 15 36,03

16 44,93 16 90,67 16 32,89

17 43,66 17 94,53 17 34,06

18 45,79 18 92,63 18 37,21

19 42,16 19 98,38 19 33,11

20 48,05 20 97,36 20 35,12
Promedio 45,06 |Promedio 94,43 |Promedio 34,07
Desv. Estandar 2,71 Desv. Estandar 2,97 |Desv. Estandar 2,50
Cv 0,06 Cv 0,03 |[Cv 0,07
Pendiente 0,25 Pendiente 0,23 |Pendiente 0,25
Intercepto -16,83 |Intercepto -6,13 |Intercepto 10,60
Cca (mV) 65,006 |Cca (mV) 55,27 |Cca (mV) 60,93

Cca (ppm) 450,527 | Cca (ppm) 366,53 |Cca (ppm) 283,78
CcB (mV) 69,455 |Ccp (mV) 60,14 |CcB (mV) 65,03
CcB (ppm) 475,019 | CcpB (ppm) 395,56 |CcB (ppm) 306,93




Anexo 6. Exactitud y precision.

Muestra fortificada con los analitos: Fructosa, Glucosay Sacarosa.
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Muestras Fructosa Glucosa Sacarosa
M1 Enrigquecida 266,19 389,246 695,337
M2 Enriguecida 282,859 399,902 653,964
M3 Enriquecida 264,303 346,909 620,083
Promedio 271,117 378,6857 656,461
Des. Estandar 10,212 28,030 37,689
CVv 0,038 0,074 0,057
Muestra de referencia.
Muestras Fructosa Glucosa Sacarosa
M1 Referencia 11,27 128,166 481,769
M2 Referencia 8,721 116,356 395,008
M3 Referencia 9,498 163,782 330,875
Promedio 9,830 136,101 402,551
Promedio (Area) Fructosa Glucosa Sacarosa
Promedio M Enriquecida 271,1 378,7 656,5
Promedio M Referencia 9,8 136,1 402,6
Diferencia 261,3 242,6 253,9
Promedio (Concentracion ppm) Fructosa Glucosa Sacarosa
M Enriquecida (pug/ml) 1585,2 2297,0 3642,0
M Referencia (ug/ml) 146,8 849,0 2210,2
Diferencia 1531,1 1484,6 1372,0
pg/g Fructosa Glucosa Sacarosa
M Enriquecida 31704,9 45939,6 72840,2
M Referencia 2935,2 16979,8 44204,0
Diferencia 30622,616 29691,7821 27440,3206
Porcentaje de Recuperacion o Exactitud.
| %R (30000) 102,1 99,0 91,5 |

Porcentaje de coeficiente de variacion o Precision.

| % CV 3,8

74

5,7
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Anexo 7. Resumen y presentacion de la cuantificacion de las muestras

expresadas en g/100g.

Cuantificacion de materias primas para la elaboracién de sucedaneo de pan de

abeja.

Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/1009)
Albumina 0,15 0,70 0,00
Harina de Lupino 0,00 0,00 2,08
Harina de Quinoa 0,14 3,90 0,00
Levadura de Cerveza 0,00 0,00 0,00

Cuantificacién muestras de Miel.

Muestra Fructosa (g/100q) Glucosa (g/1009) Sacarosa (g/100g)
Miel 1 49,89 46,50 0,00
Miel 2 49,42 48,86 0,00
Miel 3 50,93 39,07 0,00
Miel 4 49,18 42,08 0,00
Miel 5 50,04 41,50 0,00
Miel 6 49,89 47,22 0,00
Miel 7 48,02 50,39 0,00
Miel 8 49,26 45,36 0,00
Miel 9 48,24 44,71 0,00
Miel 10 53,33 42,51 0,00
Miel 11 46,84 44,97 0,00
Miel 12 44,78 45,61 0,00
Miel 13 48,07 46,84 0,00
Miel 14 24,61 24,46 0,00
Miel 15 49,37 40,82 0,00
Miel 16 46,04 48,36 0,00
Miel 17 51,62 46,59 0,00
Miel 18 47,42 43,88 0,00
Miel 19 47,25 51,00 0,00
Miel 20 47,50 44,24 0,00

Promedio 47,58 44 25 0,00




Cuantificacion muestras de Pan de Abeja.
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Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/100q)
Pan de Abeja 1 19,52 16,12 0,00
Pan de Abeja 2 28,02 20,86 0,00
Pan de Abeja 3 25,32 18,04 0,00
Pan de Abeja 4 24,91 19,32 0,00
Pan de Abeja 5 26,28 18,57 2,37
Pan de Abeja 6 22,53 15,01 2,32
Pan de Abeja 7 21,21 19,92 8,77
Pan de Abeja 8 25,62 13,44 0,00
Pan de Abeja 9 20,79 13,62 0,00

Pan de Abeja 10 23,71 15,79 0,00
Pan de Abeja 11 24,30 18,67 0,00
Pan de Abeja 12 25,06 17,20 0,00
Pan de Abeja 13 29,75 24,98 0,00
Pan de Abeja 14 24,98 19,39 0,00
Pan de Abeja 15 27,32 21,27 0,00
Pan de Abeja 16 25,26 19,94 0,00
Pan de Abeja 17 26,81 17,68 0,00
Pan de Abeja 18 24,64 19,09 0,00
Pan de Abeja 19 30,28 19,12 0,00
Promedio 25,07 18,32 0,71

Cuantificacion de Sucedaneo Proteico AO.
Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/1009) Sacarosa (g/100g)

AO 1 23,57 26,47 0,00

AO 2 24,93 27,40 0,00

AO 3 21,75 23,93 0,00

AO 4 22,78 25,14 0,00

AO5 21,72 24,30 0,00

AO 6 22,03 25,10 0,00

AO 7 21,12 24,06 0,00

AO 8 13,93 21,03 0,00

AO 9 18,45 20,85 0,00

AO 10 23,82 27,69 0,00
Promedio 21,41 24,60 0,00




Cuantificacion de Sucedaneo Calorico CO.
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Muestra Fructosa (g/100g) Glucosa (g/100g) Sacarosa (g/100g)
CO1 34,17 38,57 1,53
CO2 37,31 39,99 0,18
COo3 33,75 35,36 0,80
CO14 32,01 36,40 1,28
CO5 37,48 44,05 1,21
CO6 32,01 37,93 0,57
CO7 30,78 34,88 0,80
cos8 32,14 35,20 0,76
CO9 35,37 40,16 0,07
CO 10 33,55 38,87 0,14
co11 38,23 43,87 0,00
CO 12 33,77 19,38 0,04
CO 13 31,18 36,00 1,93
CO 14 32,20 36,75 0,30
CO 15 35,34 38,26 0,08
CO 16 34,69 38,49 0,00
CO 17 34,11 37,09 0,08

Promedio 34,01 37,13 0,57

Cuantificacion del Prototipo optimizado de Sucedaneo Proteico final AF.

Muestra

Fructosa (g/100g)

Glucosa (g/1009)

Sacarosa (g/100g)

AF

23,12

23,38

0,00

Cuantificacion del Prototipo optimizado de Sucedaneo Calérico final CF.

Muestra

Fructosa (g/100q)

Glucosa (g/1009)

Sacarosa (g/100g)

CF

32,68

35,99

0,38




ANEXO 8. Andlisis estadistico.

ANOVA Simple — Fructosa por Muestras.

Resumen Estadistico para Fructosa
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Muestra Recuento Promedio Des. Coeficiente Minimo Maximo Rango
Estandar de Variacion

AO 10 21,41 3,16462 14,781% 13,93 24,93 11,0

CcO 17 34,0053 2,21369 6,50985% 30,78 38,23 7,45

Miel 20 47,585 5,75231 12,0885% 24,61 53,33 28,72

Pan de 19 25,0689 2,7972 11,158% 19,52 30,28 10,76

Abeja

Total 66 33,6394 10,8989 32,3993% 13,93 53,33 39,4

Muestra Sesgo Estandarizado Curtosis Estandarizada

AO -2,11536 2,00286

CcO 0,815568 -0,470696

Miel -6,61935 13,6519

Pan de Abeja -0,190088 0,0701903

Total 1,27279 -2,02424

Cuadro ANOVA para Fructosa por Muestra

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio  Raz6n-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 6783,05 3 2261,02 149,44 0,0000

Intra grupos 938,07 62 15,1302

Total (Corr.) 7721,12 65

Prueba de Kruskal-Wallis para Fructosa por Muestra

Muestra

AO

CO

Miel

Pan de Abeja

Tamafio Muestra
10
17
20
19

Rango Promedio

8,8
39,0
54,95
19,0

Estadistico = 53,766 Valor-P = 1,25868E-11
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ANOVA Simple - Glucosa por Muestras

Resumen Estadistico para Glucosa

Muestra Recuento Promedio Des. Coeficiente Minimo Maximo Rango
Estandar de Variacion

AO 10 24,597 2,33487  9,49248% 20,85 27,69 6,84

CO 17 37,1324  5,29434 14,258% 19,38 44,05 24,67

Miel 20 44,2485 5,60527 12,6677% 24,46 51,0 26,54

Pan de 19 18,3174 2,76988  15,1216% 13,44 24,98 11,54

Abeja

Total 66 31,973 11,6262  36,3626% 13,44 51,0 37,56

Muestra Sesgo Estandarizado Curtosis Estandarizada

AO -0,563464 -0,312296

CO -3,95294 7,05702

Miel -4,35597 7,37126

Pan de Abeja 0,339644 0,742705

Total -0,099232 -2,53598

Cuadro ANOVA para Glucosa por Muestra

Fuente Sumade Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 7553,38 3 2517,79 126,64 0,0000

Intra grupos 1232,61 62 19,8808

Total (Corr.) 8785,99 65

Prueba de Kruskal-Wallis para Glucosa por Muestra

Muestra Tamafio Muestra Rango Promedio
AO 10 25,2

CO 17 38,7647

Miel 20 54,75

Pan de Abeja 19 10,7895

Estadistico = 54,2495 Valor-P = 9,92673E-12
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ANOVA Simple - Sacarosa por Muestra

Resumen Estadistico para Sacarosa

Muestra Recuento Promedio Des. Coeficiente Minimo Maximo Rango
Estandar de Variacion

AO 10 0,0 0,0 % 0,0 0,0 0,0

CcoO 17 0,574706 0,607105 105,638% 0,0 1,93 1,93

Miel 20 0,0 0,0 % 0,0 0,0 0,0

Pan de 19 0,708421 2,08669  294,555% 0,0 8,77 8,77

Abeja

Total 66 0,35197 1,18483  336,628% 0,0 8,77 8,77

Muestra Sesgo Estandarizado Curtosis Estandarizada

AO

CcO 1,56128 -0,158872

Miel

Pan de Abeja 6,4087 12,2712

Total 19,5328 66,6787

Cuadro ANOVA para Sacarosa por Muestra

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 6,97397 3 2,32466 1,71 0,1741

Intra grupos 84,2741 62 1,35926

Total (Corr.) 91,248 65

Prueba de Kruskal-Wallis para Sacarosa por Muestra

Muestra Tamafo Muestra Rango Promedio
AO 10 24,5

CO 17 52,2941

Miel 20 24,5

Pan de Abeja 19 30,8947

Estadistico = 37,7651 Valor-P = 3,16931E-8
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