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RESUMEN 

La miel cosechada en el departamento de Chalatenango representa una fuente de ingresos 

económicos importantes para los pequeños apicultores y las cooperativas que exportan este 

dulce producto hacia los países del continente europeo, donde se evalúa estrictamente la 

calidad de la miel para aceptar, rechazar o fijar el precio. En este documento se presenta y 

discute el estudio de la calidad de la miel, a través del desarrollo de un método analítico de 

prevalidación, para la determinación de residuos de oxitetraciclina en muestras de miel de 

abeja (Apis mellífera) utilizando la técnica de cromatografía líquida de alta resolución. Así 

mismo, se analizan los parámetros fisicoquímicos de 15 muestras de miel que representan 

aproximadamente el 5% de los apiarios del departamento ubicado en la zona norte del país. 

Los resultados obtenidos han sido contrastados con la Norma Salvadoreña (NSO 

67.19.01:08), el Codex Alimentarius (CODEX STAN 12-1981) y la Norma Europea 

(2002/657/CE) para verificar el cumplimiento de los estándares de calidad exigidos. 
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1. INTRODUCCIÓN  

La miel es una sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar de las flores 

o de secreciones de otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen, transforman, 

combinan con sustancias especificas propias y almacenan en colmenas, de los cuales se 

extrae el producto sin ninguna adición.1 La composición es compleja y los carbohidratos 

representan la mayor proporción, dentro de los que destacan la fructosa y glucosa, pero 

contiene una gran variedad de sustancias menores como: enzimas, aminoácidos, ácidos 

orgánicos, antioxidantes, vitaminas y minerales.2 

La apicultura es una actividad generadora de empleos directos e indirectos en zonas rurales 

del país, siendo una alternativa de ingresos para agricultores y exportadores.3 Sin embargo, 

dicha actividad en El Salvador es afectada por diferentes factores, principalmente naturales, 

como plagas; así como la caída de precios del mercado exterior debido a la especulación 

sobre el producto contaminado, que a la fecha sigue impactando negativamente al sector.4 

Las tetraciclinas (TCs) son agentes bacteriostáticos de amplio espectro que muestran 

actividad contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluidos algunos 

anaerobios, y se han utilizado ampliamente para el tratamiento de enfermedades infecciosas,5 

convirtiéndose en antibióticos de uso habitual en seres humanos, animales y la agricultura. 

Actualmente el uso en humanos es cada vez menor, aunque siguen siendo muy habituales en 

veterinaria dentro y fuera de nuestro país, a pesar de la prohibición que ha hecho la Unión 

Europea (UE) de su utilización.6 La existencia de residuos de antibiótico en la miel es un 

problema importante, debido a los efectos que tiene en la salud de los consumidores.7 

Recientemente se ha reportado que hasta el 80% de la producción nacional de miel se exporta 

hacia la UE,8 quien ha establecido límites máximos de residuos (LMRs) para la presencia de 

tetraciclinas en productos alimentarios y para el caso de la oxitetraciclina (OTC), este es de 

25 µg. Kg-1.9 En la presente investigación se ha comprobado la calidad de la miel producida 

al realizar un muestreo representativo en el departamento de Chalatenango, verificando 

ciertos parámetros fisicoquímicos (humedad, pH, cenizas, y azúcares reductores), así como 

la determinación de OTC, generando un método confiable para verificar el cumplimiento de 

las normas internacionales establecidas por los países compradores. Así mismo, este estudio 
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proporciona información sobre las condiciones en la producción de miel en la zona norte de 

El Salvador. 

 

2. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

 

2.1 ANTECEDENTES 

El hombre reconoció a la abeja y con ella, la miel como alimento dulce, mucho después que 

esta hubiera asumido la importante función de la polinización, principal contribución del 

insecto como dinamizador de la diversidad biológica y del equilibrio de los ecosistemas.10  

El Salvador, al igual que todos los países subdesarrollados, basan su economía en el área 

agropecuaria siendo uno de los rubros más importantes en el producto interno bruto (PIB). 

La apicultura salvadoreña creció en el siglo XIX y gran parte del siglo XX con una serie de 

limitantes.11 

Desde el punto de vista económico, los productos obtenidos de la apicultura son muy 

demandados, por lo que son considerados una fuente generadora de ingresos. Entre estos 

están la miel de abeja, el polen y los propóleos, los cuales tienen un buen mercado 

internacional; ya sea por ser usados como materia prima para la elaboración de otros 

productos (industrias de panadería, confitería y de cereales, productos farmacéuticos y 

cosméticos) o como alimento natural.3 

En la producción apícola de nuestro país, el uso de antibióticos se ha generalizado a partir de 

la aparición de las enfermedades bacterianas de la cría. Esta práctica se encuentra 

ampliamente difundida, siendo las tetraciclinas (TCs) en su forma de clorhidrato los 

antibióticos más comúnmente utilizados. Los medicamentos deben ser usados para tratar 

enfermedades de la abeja durante el periodo no nectarífero; sin embargo, muchas veces se 

utilizan en épocas de abundancia de néctar y en concentraciones elevadas lo cual ocasiona 

un fuerte impacto en la calidad de la miel; ya que las abejas lo depositan en las celdas, junto 

al néctar de las flores, y pasa a formar parte del producto.12 
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Debido a lo anterior, ha aumentado la preocupación de los consumidores y apicultores por la 

posible presencia de antibióticos y sulfonamidas en la miel. Siendo algunas veces el interés 

desproporcionado en relación con el real riesgo toxicológico del medicamento y el valor 

económico del mercado de la miel. 13 

 

2.2. LA APICULTURA 

La apicultura se refiere a la actividad agrícola del manejo y crianza de la abeja Apis mellifera 

con el objeto de obtener miel y otros productos como polen, jalea real y propóleos,14 los 

cuales representan una gran fuente de riqueza por los múltiples beneficios que se pueden 

obtener a través de la explotación artesanal o industrial.15 

La existencia de la abeja melífera data de tiempos anteriores a la existencia del hombre y las 

primeras evidencias de contacto entre ambos llegan a través de pinturas rupestres. En las 

cercanías de ToghwanaDam, en MatopoHills, Zimbabwe, puede encontrarse una pintura 

rupestre, que data del período mesolítico (7,000 a.C.) situada en una caverna, cerca de la 

ciudad de Valencia, España. Otro ejemplo, es una pintura correspondiente al período 

paleolítico, aproximadamente 30,000 a 10,000 a.C. Las distintas civilizaciones de la historia 

utilizaron diferentes materiales y diseños para alojar a las colonias de abejas. Los egipcios 

utilizaban recintos cilíndricos hechos de barro (3,000 a 2,000 a.C.) y las culturas aborígenes 

americanas, empleaban la arcilla como material para instalar enjambres.16 

La apicultura propiamente dicha, comenzó cuando el hombre aprendió a proteger, cuidar y 

controlar las colonias de abejas que encontraba, por ejemplo, en árboles. A partir del siglo 

XVI, el hombre comienza a preocuparse por la producción de miel, el cuidado de la colmena 

y el estudio biológico de las abejas. En el año 1851, Langstroth revolucionó la apicultura, 

diseñando una colmena con techo desmontable y cuadros móviles, dispositivos 

fundamentales en la apicultura moderna. Con el creciente aumento en la producción apícola, 

llegó al continente americano, originaria de Europa, la especie melífera de abejas “Apis 

mellífera”, que asumió el rol prioritario en la apicultura.16 



6 
 

Los principales productos apícolas, son:16 

a) Miel: Es el producto dulce elaborado por las abejas obreras a partir del néctar de las 

flores que las mismas recogen y almacenan en panales, donde maduran hasta 

completar su formación. 

b) Polen: Es el elemento masculino de las flores, 

recogido por las abejas obreras depositado en la 

colmena y aglutinado en granos por sustancias 

elaboradas por las mismas abejas. 

c) Jalea real: Es el alimento de la larva de la abeja reina 

hasta el tercer o cuarto día de vida y está constituido 

por la secreción de las glándulas de la cabeza de 

abejas jóvenes (5-15 días de vida). 

d) Propóleos: Es una sustancia de consistencia viscosa, 

compuesto por resinas, ceras, aceites esenciales y 

polen, con olor y sabor característico, que cumple 

diferentes funciones dentro de la colmena. 

 

Entre otros productos de la colmena, se pueden 

mencionar: 

 

1. Cera de abeja:  Es un producto segregado por las 

glándulas ceríferas de las abejas, de composición 

muy compleja, que solidifica en la colmena. Se 

utiliza como ingrediente para ungüentos, velas y 

jabones, y como agente impermeabilizante para 

la madera y el cuero. 

2. Apitoxina: Es el veneno de la abeja, incoloro y 

soluble en agua. En la actualidad se estudian sus propiedades medicinales. 

 

 

 

Figura 1. Pintura 

rupestre correspondiente 

al periodo mesolítico.  

 

 

 

Figura 2. Pintura 

rupestre correspondiente 

al periodo paleolítico 
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2.3. LA APICULTURA EN EL SALVADOR 

La apicultura se inició en El Salvador en la época colonial con la introducción de las abejas 

melíferas conocidas “extranjeras”, de “castilla”, “negras”, o “alemanas”, cuyo nombre 

científico es Apis Mellifera, las cuales son originarias de Europa y África.17  

Posterior a la Colonia, algunos apicultores importaron abejas de otras razas europeas y 

caucásicas. La mansedumbre de estas razas permitió mantener colmenas en bancos colectivos 

y en algunos casos hasta se colocaban en los patios de las viviendas rurales.18  

La apicultura salvadoreña creció en el siglo XIX y gran parte del siglo XX con una serie de 

limitantes: entre ellas, la carencia de leyes que regulen y controlen la producción, resistencia 

de algunos apicultores a la adquisición de nueva tecnología, la falta de uniformidad del 

material apícola y el inadecuado sistema de financiamiento.18 

En 1976, con el fin de impulsar el desarrollo apícola y otras especies, el gobierno (por medio 

del Ministerio de Agricultura y Ganadería) implementó un programa de especies de abejas 

sin aguijón. En 1980, este programa se fortaleció con el proyecto “Fomento de la Apicultura”, 

financiado por la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO por sus siglas en inglés). En 1984, el Banco Central de Reserva de El Salvador, abrió 

a través de bancos comerciales, una línea especial de créditos para la producción de miel.19 

Ante la amenaza de la africanización de los apiarios, la FAO, en 1985, favoreció a los 

apicultores con el proyecto “Apoyo al Plan de Emergencia para el Control de Abeja 

Africanizada”, que capacitó adecuadamente a técnicos y productores de manera que el 

impacto en la producción fuera minimizado. Esto además se logró por la adaptación de la 

mayoría de los apicultores a las abejas africanizadas, ya que cambiaron la ubicación de los 

apiarios y utilizaron la vestimenta protectora. Se calcularon 190,000 colmenas antes del 

proceso de africanización y posteriormente a este, la población se redujo a 175,000 

colmenas.18 

La organización de los apicultores comenzó en 1980 con la fundación de la Sociedad 

Cooperativa de Apicultores de El Salvador (SCAES). En 1987 se organizó la Asociación 

Cooperativa de Comercialización, Aprovisionamiento, Ahorro y Crédito de Apicultores “La 

Libertad”. A partir de 1996 algunas organizaciones no gubernamentales comenzaron a 
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desarrollar proyectos apícolas en comunidades de escasos recursos y áreas de bosques.19 Ante 

la amenaza de la varroasis (enfermedad en las abejas producida por el ácaro parásito varroa) 

en 1996, los sectores involucrados con la apicultura (productores, exportadores, Ministerio 

de Agricultura y Ganadería y Universidad de El Salvador) comenzaron a reunirse para 

analizar su impacto en el país. Para 1998, se formó la Comisión Nacional Apícola de El 

Salvador (CONAPIS), una entidad jurídica, ajena a toda actividad política, religiosa o 

lucrativa, destinada a promover, fomentar y proteger la producción de miel de abeja y otros 

productos apícolas. Los principales logros de esta comisión son la coordinación en el uso de 

acaricidas para el control de la varroasis y la elaboración de la normativa de la calidad de 

miel en El Salvador, por medio de un comité formado por representantes de CONAPIS, 

Ministerio de Economía, Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología, Universidad de El 

Salvador y la Universidad Centroamericana “José Simeón Cañas”.18 

Hoy en día, la apicultura se ha convertido en una actividad agrícola muy importante en todo 

el globo.14 Según datos estadísticos de la página de estadísticas de la Organización para la 

Alimentación y la Agricultura (FAOSTAT), la producción de miel a nivel mundial en el año 

2019 fue de 1,852,598 toneladas, y los 10 países con los mayores volúmenes en el mismo 

año se presentan en la Tabla 1. 

Tabla 1: Principales países productores de Miel en el 201920 

Posición Región Producción (T) 

1 China, Continental 444,100 

2 Turquía 109,330 

3 Canada 80,345 

4 Argentina 78,927 

5 Irán (Republica Islámica) 75,463 

6 Estados Unidos de América 71,179 

7 Ucrania 69,937 

8 India 67,141 

9 Federación de Rusia 63,526 

10 México 61,986 
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Destacan a nivel latinoamericano Argentina y México, que son también los países con mayor 

extensión territorial de la región. Según la misma fuente, Centroamérica tuvo en el 2019 una 

producción de 9,162 toneladas, de las cuales El Salvador produjo 1,678, situado sólo por 

debajo de Guatemala que alcanzó 5,981 toneladas.20 

De acuerdo con información disponible en el Sistema de Estadísticas de Comercio de 

Centroamérica, la exportación de miel en El Salvador fue de 827.6 toneladas para el año 

2019. La figura 3 muestra el comportamiento de la exportación de miel en los últimos 9 años, 

esta información es de la Base de Datos del SIECA.21 

 

Figura 3: Tendencias de la Exportación de Miel Salvadoreña desde 2010 hasta el 

201921 

2.4 MIEL DE ABEJA22 

La miel es el producto alimenticio creado por las abejas melíferas a partir del néctar de las 

flores o de las secreciones procedentes de partes vivas de las plantas o de excreciones de 

insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas, que las abejas 

recogen, transforman, almacenan y dejan madurar en los panales de colmena.  
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2.4.1 COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LA MIEL 

La miel es una mezcla muy compleja de sustancias ya que su procedencia es diversa y varía 

según diferentes factores como la situación geográfica, la época del año, la vegetación 

circundante a la colmena, entre otras.14 La miel se compone esencialmente de diferentes 

azúcares, predominantemente glucosa y fructosa. Además, contiene proteínas, aminoácidos, 

enzimas, ácidos orgánicos, sustancias minerales, polen y puede contener otros azúcares: 

sacarosa, maltosa, melecitosa y otros oligosacáridos (incluidas las dextrinas), así como 

vestigios de hongos, algas, levaduras y otras partículas sólidas, como consecuencia del 

proceso de obtención de la miel.22 

Como referencia, en la tabla 2 se muestran los datos promedios obtenidos del resultado del 

análisis de 492 muestras de miel 23 

Tabla 2: Composición Química promedio de la miel23 

Composición Promedio Contenido 

Humedad 17.2 13.4 - 22.9 % 

Fructosa 38.2 27.2 - 44.3 % 

Glucosa 31.3 22.0 - 40.7 % 

Sacarosa 1.3 0.2 - 7.6 % 

Maltosa 7.3 2.7 - 16.0 % 

Azúcares mayores 1.5 0.1 - 8.5 % 

Ácido libre (Glucónico) 0.43 0.13 - 0.92 % 

Lactona (Gluconolactona) 0.14 0.0 - 0.37 % 

Ácido total (Glucónico) 0.57 0.17 - 1.17 % 

Cenizas 0.17 0.02 - 0.03 % 

Nitrógeno 0.04 0.00 - 0.13 % 

pH 3.91 3.42 - 6.10 

 

2.4.1.1 HUMEDAD24 

El contenido de humedad es una de las características más importantes de la miel y está en 

función de ciertos factores tales como los ambientales y de contenido de humedad del néctar. 
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La miel madura tiene normalmente un contenido de humedad por debajo del 18.5% y cuando 

se excede de este nivel, es susceptible a fermentar, particularmente cuando la cantidad de 

levaduras osmofílicas es suficientemente alta. Además, el contenido de agua en la miel 

influye en su viscosidad, peso específico y color, condicionando así la conservación y 

cualidades organolépticas de este producto. Después de la extracción de la miel de la 

colmena, su contenido de humedad puede cambiar dependiendo de las condiciones de 

almacenamiento.  

2.4.1.2 CARBOHIDRATOS (GLÚCIDOS)25 

Los carbohidratos (o azúcares) son los componentes mayoritarios en la miel, variando su 

contenido entre el 60 y 80%, siendo los principales la fructosa (38%), glucosa (31%) y 

sacarosa (5%), contenidos que varían considerablemente entre una miel y otra. Por otro lado, 

se han identificado más de 20 oligosacáridos como la maltosa. La sacarosa está relacionada 

con el grado de maduración de la miel por lo que su valor debe ser menor al 5%; siendo el 

contenido máximo permitido por la mayoría de los países.  

2.4.1.3 PROTEÍNAS26 

Las proteínas en la miel se encuentran en cantidades muy pequeñas, procedentes del néctar 

o de las propias secreciones salivares de las abejas. Destaca la presencia de albúminas, 

globulinas, proteasas y peptonas. El contenido de proteínas en mieles centrifugadas oscila 

entre el 0.4% al 0.26%. 

2.4.1.4 MINERALES 

Se encuentran ampliamente representadas en la miel, aunque las proporciones varían según 

el origen floral y geográfico de ésta, cuanto más oscura sea la miel, mayor será el contenido 

de sales minerales. Se ha determinado en mayor proporción el potasio, además se han 

encontrado minerales como sodio, calcio, magnesio, hierro, cobre, manganeso, cloro entre 

otros, y elementos trazas como zinc, níquel y otros.26  

2.4.1.5 ENZIMAS 

Las enzimas son añadidas principalmente por las abejas, aunque algunas pocas proceden de 

las plantas. Las abejas añaden enzimas a fin de lograr el proceso de maduración del néctar a 
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miel y estás son en gran parte las responsables de la complejidad composicional de esta 

última. Las principales son la glucosa-oxidasa, la invertasa, y otras enzimas como las 

amilasas y catalasa; de estas últimas aún se sabe poco en cuanto a su efecto y contenido en 

las mieles.25, 27 

2.4.1.6 ÁCIDOS ORGÁNICOS 

Proporcionan el carácter ácido a la miel, cuyo pH medio es de 3.5 y le confieren parte de las 

propiedades antisépticas que posee. El principal es el ácido glucónico, producido por la 

fermentación aeróbica de la glucosa por enzimas de ciertas bacterias (Acetobacter) y mohos 

(Aspergilus). Otros ácidos presentes en pequeñas cantidades son el acético, cítrico, succínico, 

fórmico, málico, maléico y oxálico. 25,26 

2.4.1.7 SUSTANCIAS AROMÁTICAS 

En la miel se han aislado ésteres de ácidos alifáticos y aromáticos, aldehídos, cetonas y 

alcoholes.25 

2.5 NORMATIVAS NACIONAL, REGIONAL Y EUROPEA 

De acuerdo con la Corporación de Exportadores de El Salvador (Coexport), el 80 por ciento 

de la miel producida en El Salvador se destina a exportaciones a Europa y el resto se dirige 

hacia el mercado regional y nacional.8 Por lo tanto, las instituciones del área agropecuaria 

tanto nacional, regional y europeo han creado una serie de normativas con la finalidad de 

garantizar la calidad de la miel.14 

Las normas están homologadas a nivel centroamericano y las prácticas apícolas están 

supervisadas a nivel nacional por el Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG), a nivel 

regional por el Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA) y a 

nivel europeo se regula la miel de acuerdo con la Directiva del Consejo 2001/110/EC.14  

La Norma Salvadoreña de Miel de Abeja, define los parámetros fisicoquímicos y 

microbiológicos que son indicadores de calidad reconocidos mundialmente. Además, existen 

otros elementos normativos como el Manual de Buenas Prácticas Apícolas, (elaborado en el 

2004 por organismos que promueven actividades apícolas en Centroamérica, siendo la 

Comisión Nacional Apícola de El Salvador, “CONAPIS”, la contraparte salvadoreña), y el 
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Manual de Buenas Prácticas de Manufactura para Plantas Exportadoras de Miel de Abeja 

(elaborado por el OIRSA en el 2007) que regulan la cadena de producción de la miel desde 

la extracción correcta de la colmena hasta su exposición en el mercado. Esta documentación 

es evidencia que las instancias responsables de las actividades agrícolas en la región han 

realizado esfuerzos importantes que han permitido que la apicultura se desarrolle 

notablemente en el país.14 

2.6 SANIDAD APÍCOLA 

Para garantizar la calidad e inocuidad de la miel es importante mantener la colmena libre de 

contaminantes, así como también mantener un control sobre las enfermedades y plagas que 

afectan a las abejas, en ese sentido el apicultor debe estar alerta a fin de que las medidas de 

diagnóstico, prevención, control, vigilancia y muestreo sean aplicadas correctamente, lo que 

permitirá obtener productos apícolas de calidad.28  

Los productos de las abejas pueden estar contaminados a través de diferentes fuentes, las 

cuales se presentan en la tabla 3. 

Tabla 3: Tipos de contaminación de la miel29. 

A) Contaminantes ambientales  

1) Metales tóxicos como el plomo, cadmio y mercurio. 

2) Isotopos radioactivos 

3) Contaminantes orgánicos, bifenilos policlorados (PCB´s) 

4) Plaguicidas (insecticidas, fungicidas, herbicidas y bactericidas) 

5) Bacterias patógenas 

6) Organismos modificados genéticamente  

B) Contaminantes apícolas 

1) Acaricidas: compuestos sintéticos lipófilos y sustancias no tóxicas tales como 

ácidos orgánicos y componentes de aceites esenciales. 

2) Antibióticos utilizados para el control de enfermedades de crías de abejas, 

principalmente tetraciclinas, estreptomicinas, sulfonamidas y cloranfenicol 

3) Paradiclorobenceno, utilizado para el control de la polilla de cera y repelentes 

químicos 
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En la Norma Salvadoreña, se encuentran establecidos los límites máximos permitidos de 

productos veterinarios y contaminantes ambientales en la miel, descritos en la tabla 4  

Tabla 4. Límites máximos permitidos de productos veterinarios y contaminantes 

ambientales en la miel 22 

Grupo de sustancias Sustancias  LMR (μg. kg-1) 

Antibióticos Estreptomicina (CAS 57-92-1) ** 200 

Oxitetraciclina (CAS 79-57-2) 100 

Cloranfenicol (CAS 56-75-7) 0.3 

Nitrofurano - AHD (CAS 2827-56-7) 0.5 

Nitrofurano - AMOZ (CAS 43056-63-9) 0.5 

Nitrofurano - AOZ (CAS 80-65-9) 0.5 

Nitrofurano – SEM (CAS 563-41-7) 0.5 

Piretroides Flumetrina (CAS 69770-45-2) No requiere 

Tau fluvalinato (CAS 102851-06-9) No requiere 

Derivados de la tiazolidina Ciamizol (CAS 61676-87-7) 1000 

Formamidina Amitraz (CAS 33089-61-1) 200 

Ácidos orgánicos Cualquier tipo No requiere 

Organofosforados Coumaphos (CAS 56-72-4) 100 

Metales tóxicos Plomo/Pb (CAS 7439-92-1) 50 

Cadmio/Cd (CAS 7440-43-9) 25 

Mercurio/Hg (CAS 7439-97-6) 25 

**CAS: Chemical Abstracts Service 

2.6.1 ANTIBIÓTICOS EN LA MIEL29 

Los antibióticos pueden encontrarse como residuos en la miel debido a su utilización en la 

apicultura para el tratamiento de enfermedades bacterianas, como, la enfermedad de la loque 

europea y las enfermedades de las loqueas americanas causadas por las larvas de 

Paenibacilus (Bacillus) y por las bacterias Streptococcus pluton, respectivamente. Los 

residuos de antibióticos se originan principalmente del medio ambiente y de las prácticas 
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inadecuadas de la apicultura. Algunos antibióticos que se utilizan son cloranfenicol, 

tetraciclinas, eritromicina, lincomicina, monensina, estreptomicina y enrofloxacina. 

Se han encontrado residuos de oxitetraciclina (la cual forma parte de las tetraciclinas y será 

estudiada en este trabajo), por encima de los estándares normativos de la miel, de igual 

manera ha sucedido con cloranfenicol. 

Los residuos de antibióticos en la miel se han convertido en una preocupación importante 

para el consumidor ya que algunos fármacos tienen el potencial de producir reacciones 

tóxicas en los consumidores directamente, mientras que otros pueden producir reacciones 

alérgicas o de hipersensibilidad. Los antibióticos de lactama causan erupciones cutáneas, 

dermatitis, síntomas gastrointestinales y anafilaxia a dosis muy bajas. Los efectos a largo 

plazo de la exposición a los residuos de antibióticos incluyen riesgos microbiológicos, 

carcinogenicidad, efectos reproductivos y teratogenicidad. 

Además, estos residuos consumidos junto con la comida y la miel pueden producir resistencia 

en poblaciones bacterianas. La resistencia a los antibióticos es un problema de salud pública 

mundial y sigue siendo un problema difícil. Los centros para el control y la prevención de 

enfermedades han descrito la resistencia a los antibióticos como "uno de los problemas de 

salud más urgentes del mundo", debido a que "el número de bacterias resistentes a los 

antibióticos ha aumentado y muchas infecciones bacterianas se están volviendo resistentes a 

los más comunes. 

La OMS ha identificado la resistencia a los antibióticos como "una de las tres mayores 

amenazas para la salud humana". La causa principal es la exposición a largo plazo a los 

antibióticos a través de su uso como medicamentos en humanos y animales, horticultura y 

para la conservación de alimentos. Los tipos de antibióticos utilizados en los animales son 

frecuentemente similares a los utilizados en humanos. 

Como ya se ha mencionado antes, uno de los antibióticos más utilizados ante el tratamiento 

de enfermedades en los apiarios es la Oxitetraciclina, y siendo necesario que exista un control 

de residuos de este antibiótico, es importante que se cumplan con las normas nacionales, 

regionales y europeas para que los productos apícolas y en específico la miel, puedan salir al 

mercado y además pueda ser exportado. 
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2.6.2. OXITETRACICLINA30 

La oxitetraciclina, antibiótico de amplio uso en medicina veterinaria, pertenece al grupo de 

las tetraciclinas (Figura 4a). Inhibe la síntesis de proteínas en la bacteria a nivel ribosomal. 

La oxitetraciclina presenta principalmente una acción bacteriostática frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas, así como también frente a otros microorganismos tales como 

micoplasmas, espiroquetas, clamidias y rickettsias. Se clasifica en la actualidad de acuerdo 

con la cinética de muerte bacteriana como codependiente.  

La oxitetraciclina en particular es un polvo cristalino amarillo, soluble en agua y que se 

disuelve en soluciones diluidas de ácidos o bases. El peso molecular de la oxitetraciclina es 

de 460.434 g/mol. El nombre IUPAC para la oxitetraciclina es (4S ,4aR, 5S, 5aR, 6S, 12aS)-

4-(dimetilamino)-3,5,6,10,12,12-a-hexahidroxi-6-metil-1,11-dioxo-1, 4, 4a,5, 5a, 6, 12, 12a-

octa hidrotetraceno-2-carboxamida; siendo su fórmula química abreviada C22H24N2O9. 

(Figura 4 b). Su CAS (Chemical Abstract Service) es el 79-57-2. 

 

 

 

a) b) 

 

Figura 4. a) Estructura química del grupo de tetraciclinas. b) Fórmula química de la 

oxitetraciclina 

 

2.7 PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS  

2.7.1 HUMEDAD2 

La determinación del contenido de humedad en esta investigación se realizó por el método 

refractométrico, basado en la medida del índice de refracción de la miel; utilizando un 

 

O

NH2

OH

N
CH3 CH3

OH O OH O
OH

OHHCH3OH



17 
 

refractómetro de Abbe, corregido a una temperatura de 20° C. A partir de los valores 

obtenidos y luego de las correcciones aplicadas, se calculó la humedad, utilizando la 

equivalencia mediante la tabla de Chataway (Anexo 1). 

2.7.2 AZÚCARES REDUCTORES 

Dentro de los métodos químicos para la determinación de azúcares están los métodos 

reductométricos, que se basan en la capacidad reductora de los distintos azúcares sobre 

disoluciones salinas de metales pesados (como el cobre (Cu2+), el hierro (Fe3+) o el yodo (I). 

Los monosacáridos, como la glucosa y la fructosa, se encuentran en forma hemiacetálica, 

con el grupo carbonilo libre. En disolución alcalina, la estructura hemiacetálica se rompe y 

el grupo carbonilo reductor se libera. En el caso específico del cobre, éste es reducido desde 

Cu2+ a Cu1+ en disolución alcalina, a temperatura de ebullición y en condiciones de trabajo 

estrictamente controladas, formándose finalmente un precipitado de óxido cuproso (Cu2O), 

que dependerá de la cantidad de azúcar que hubiera.31 

 

5Cu2+ + Hexosared                      Hexosaox + 𝟓 𝟐⁄  Cu2O↓ 

Figura 5. Reacción propuesta entre un azúcar reductor y Cu2+ 

De acuerdo con Preza De la Vega en el año 2007, la relación estequiométrica de la reacción 

de Fehling es que un mol de azúcar reductor reacciona con 5 moles de Cu2+ presentes en el 

licor de Fehling.32 

La Norma Salvadoreña para Miel de Abeja establece un porcentaje mínimo de azúcares 

reductores del 60% para miel de flores y del 65% para miel de mielato y su mezcla con miel 

de flores.25 

2.7.3 CENIZAS 

El contenido de sustancias minerales (cenizas) en la miel, se puede determinar en forma 

indirecta sobre la base de la conductividad eléctrica (Método Bianchi). La misma es una 

medida de la capacidad de una solución para transportar una corriente eléctrica. Las 

soluciones de electrolito conducen una corriente eléctrica por la migración de iones bajo la 

influencia de un campo eléctrico. Puede incluirse la miel entre los conductores eléctricos 
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secundarios ya que, además de azúcares y el agua que en estado puro ofrecen una gran 

resistencia a la corriente eléctrica, contiene también electrolitos, es decir, sustancias capaces 

de formar iones. En la miel estos están constituidos por las sales minerales, los ácidos 

orgánicos, aminoácidos, etc.33 

La correlación lineal existente entre la conductividad eléctrica de la miel y su contenido en 

cenizas ha sido encontrada de forma empírica, siendo posible la determinación del contenido 

en sales minerales a través de la medida conductividad eléctrica, y la aplicación de la 

siguiente ecuación:   

X = 1.74 A+ 0.14 

en donde “X”, es la conductividad específica (mS. cm-1) y “A”, el porcentaje de cenizas. Los 

valores de la pendiente (1.74) y de la ordenada al origen (0.14) se obtuvieron luego de realizar 

un estudio de la correlación entre el porcentaje de cenizas (determinado por el residuo de la 

calcinación de una masa de miel conocida) y la conductividad eléctrica medida de una 

disolución acuosa de miel25.  

La Norma Salvadoreña para Miel de Abeja no contempla el contenido de cenizas en sus 

requisitos.25 

2.7.4 pH34 

El pH es un parámetro de gran importancia a evaluar durante la obtención y almacenamiento 

de los alimentos por su influencia sobre el desarrollo de microrganismos y enzimas. Además, 

afecta las propiedades físicas del producto como la textura, estabilidad y resistencia. El pH 

de la miel se halla muy condicionado por el contenido de sales minerales, en especial de 

potasio, sodio y calcio. Por otro lado, en mieles de mielada puede aumentar su valor debido 

al efecto regulador de las sales tampones que contiene. El pH de la miel oscila entre 3.4 y 6.1 

con una media de 3.9. Esta variación depende de la procedencia botánica, siendo 

generalmente inferior o igual a 4.0 para mieles de tipo floral y superior a ese valor para mieles 

de mielada. 
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2.8 TÉCNICAS A UTILIZAR 

2.8.1 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICIENCIA  

 

Figura 6. Diagrama de bloques que muestra los componentes de un típico equipo de 

HPLC38 

La cromatografía es un método ampliamente utilizado para la separación, identificación y 

determinación de los componentes químicos de mezclas complejas. Ningún otro método de 

separación es tan poderoso y generalmente aplicable como la cromatografía.35  

La cromatografía es un método físico de separación en que los componentes a ser separados 

están distribuidos entre dos fases, una fija (fase estacionaria) y la otra (fase móvil) que se 

mueve en una dirección definida.36 

La cromatografía líquida de alta resolución, HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography), es un tipo de cromatografía que combina una fase móvil líquida y una fase 

estacionaria empaquetadas en una columna. Con el fin de obtener velocidades de flujo 

satisfactorias que reduzcan el tiempo de análisis y que optimicen la separación de analitos, 

el líquido debe ser presurizado a varios cientos de libras por pulgada cuadrada para alcanzar 

velocidades de flujo razonables (0.1 a 10 mL. Min-1).37 
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En principio se utilizó una alta presión para incrementar la velocidad lineal y reducir la 

difusión de los compuestos en el interior de las columnas empaquetadas, mejorando así la 

resolución de la cromatografía. Se emplearon para ello bombas capaces de generar hasta 500 

psi. En la década de los 70 la tecnología empleada experimentó grandes avances, con bombas 

capaces de generar hasta 6000 psi, mejores inyectores, detectores y columnas con partículas 

más pequeñas; en ese momento se mantuvo el acrónimo de HPLC, pero el nombre pasó a ser 

cromatografía líquida de alta eficacia.38 

2.8.1.1 CARACTERÍSTICAS INSTRUMENTALES DE HPLC 

2.8.1.1.1 SISTEMAS DE BOMBEO 

Un sistema de bombeo de HPLC debe ser capaz de generar elevadas presiones, producir un 

flujo libre de pulsaciones, conseguir un amplio intervalo de caudales con elevada 

reproducibilidad y estar dotado de componentes resistentes a la corrosión.38 

La bomba cromatográfica impele la fase móvil al flujo seleccionado dotándola de la presión 

necesaria para atravesar la columna y el resto del sistema.39 

Las bombas empleadas pueden ser de dos tipos: de flujo constante y de presión constante. En 

esta investigación se utilizó una bomba de flujo constante, específicamente de pistón; las 

cuales consisten en una cámara en la que el disolvente es impelido por el movimiento de 

vaivén de un pistón accionado por un motor de arrastre. El flujo de disolvente hacia dentro y 

hacia fuera del sistema es controlado por dos válvulas de cierre de bola, que se abren y se 

cierran alternativamente. Con este diseño el disolvente estaría en contacto directo con el 

pistón. Una desventaja de las bombas de pistón es el flujo pulsado que producen; este 

problema se puede solucionar utilizando bombas con dos pistones que al trabajar en serie o 

en paralelo consiguen un flujo constante, a pesar de que los cambios de viscosidad o de 

temperatura teóricamente deberían afectar al flujo bombeado. Las ventajas de estas bombas 

son múltiples: su pequeño volumen interno, sus altas presiones de salida, su fácil adaptación 

a los gradientes y sus caudales constantes, prácticamente independientes de la columna y de 

la viscosidad del disolvente.38, 39 

Otra de las características del sistema de bombeo utilizado en esta investigación es su sistema 

cuaternario con una sola bomba y una válvula para mezclar hasta cuatro disolventes. Dicho 
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sistema opera en caudales analíticos a semipreparados (máx. 10 mL. Min-1) y en todo el rango 

de presión de HPLC, hasta 19.000 psi, sin comprometer el rendimiento del gradiente. La 

válvula cuaternaria también funciona como un selector de disolvente que añade diferentes 

relaciones de disolvente para el ajuste del pH o del modificador de fase móvil. Cuando se 

configuran 2 bombas con una válvula cuaternaria cada una, el gradiente binario de alta 

presión resultante permite al analista seleccionar cualquiera de los 4 disolventes de cada 

bomba, creando un sistema automático de desarrollo de métodos con 16 pares de fases 

móviles.40 

2.8.1.1.2 SISTEMA DE INYECCIÓN38 

Los sistemas de inyección hacen posible la introducción de la muestra sin despresurizar el 

sistema y sin sobrecargar la columna. Habitualmente la muestra se suele introducir mediante 

bucles de muestra, dispositivos integrados en el equipo e intercambiables que permiten variar 

el volumen de muestra inyectado. Por otro lado, la mayor parte de los sistemas de HPLC 

utilizan inyectores automáticos, si bien suele ser también posible la introducción de la 

muestra de manera manual. Los sistemas de inyección son un componente fundamental del 

HPLC, ya que un factor limitante en la precisión de una separación cromatografía es la 

reproducibilidad con la que se pueda introducir la muestra en la columna. 

El equipo utilizado en esta investigación cuenta con un sistema automatizado de inyección 

que garantiza la reproducibilidad de la introducción de la muestra durante el análisis 

cromatográfico. 

2.8.1.1.3 FASE MÓVIL (ELUCIÓN ISOCRÁTICA Y POR GRADIENTE)38  

Existen dos modos básicos de elución: isocrático y por gradiente. En el primero de ellos y el 

cual fue el que se utilizó en la presente investigación, la composición de la fase móvil (que 

puede ser un disolvente puro o una mezcla) permanece constante a lo largo de cada inyección. 

Por otro lado, en el modo gradiente, la composición de la fase móvil cambia durante la 

separación, de manera continua o escalonadamente. El modo gradiente se suele utilizar para 

muestras que contienen compuestos con un amplio rango de polaridad cromatográfica, 

aumentando de manera significativa la eficacia de separación. En este caso, la fuerza de 

elución de la fase móvil se incrementa a medida que la separación tiene lugar, con la finalidad 
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de conseguir que los componentes de la muestra más fuertemente retenidos sean eluidos. El 

mezclador de las fases móviles puede estar situado después de las bombas, con lo que el 

gradiente se crea en alta presión, o antes de una sola bomba común, con lo que el gradiente 

se crea en baja presión y una válvula de mezcla selecciona la proporción de cada uno de los 

disolventes empleados. 

2.8.1.1.4 COLUMNAS38 

Las columnas son un elemento esencial para que transcurra la separación cromatográfica. La 

fase estacionaria está contenida en un tubo con terminaciones, aislada por ambos lados, que 

debe ser capaz de contener la presión generada en su interior tanto durante su fabricación 

como durante su uso. Las columnas deben proporcionar un camino controlado y adecuado 

para la entrada y la salida de la muestra, sin fugas, con el mínimo volumen posible y sin 

volúmenes muertos. Además, deben ser químicamente inertes respecto al sistema de 

separación (muestra, fase móvil y fase estacionaria). La mayor parte de las columnas están 

construidas en acero inoxidable para conseguir la mayor resistencia posible a la presión.  

Otro parámetro que diferencia las columnas cromatográficas entre sí es su relleno. Existen 

dos tipos básicos de relleno: pelicular y de partícula porosa. El primero consiste en bolas de 

vidrio o de polímero, no porosas y esféricas, con diámetro de 30 a 40 micras; en su superficie 

se deposita una capa delgada y porosa, que suele ser de sílice, de alúmina, de una resina 

sintética de poliestireno- divinilbenceno o de una resina de intercambio iónico. El 

recubrimiento también puede ser una fase estacionaria líquida que se mantiene fija por 

adsorción, una capa superficial orgánica.  

Los rellenos de partícula porosa están formados por micropartículas porosas de pequeño 

diámetro y con la menor dispersión posible, las cuales pueden ser de sílice, alúmina, resina 

sintética de poliestireno-divinilbenceno o resinas de intercambio iónico. Las partículas de 

sílice se preparan aglomerando partículas de sílice de tamaños inferiores en unas condiciones 

tales que se forman partículas mayores de diámetros muy uniformes. Las partículas 

resultantes a menudo se recubren con partículas orgánicas unidas física o químicamente a la 

superficie. 

La resolución cromatográfica es el grado de separación conseguido para dos componentes de 

una mezcla. Hay dos factores principales que determinan el poder de separación o resolución 
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que se puede alcanzar en una columna de HPLC: el poder de separación mecánico, debido 

longitud de la columna, el tamaño de partícula y la uniformidad del empaquetamiento; y el 

poder de separación químico, debido a la competición fisicoquímica de los compuestos de la 

muestra entre la fase estacionaria y la fase móvil. La eficiencia mide el poder de separación 

mecánico y la selectividad mide el poder de separación químico.  

El poder de separación mecánico en una columna estable y uniformemente empaquetada está 

determinado por su longitud y su tamaño de partícula y a menudo se mide y se compara por 

el número de platos (N). Los tamaños de partícula más pequeños producen mayor eficiencia 

y presión. Si se mantiene constante el tamaño de partícula se conseguirá mayor separación 

mecánica cuanto mayor sea la longitud de la columna. Las desventajas correspondientes son 

mayores tiempos de elución, mayor consumo de disolventes y mayor presión. 

El poder de separación químico vendrá determinado por la combinación de fase móvil y fase 

estacionaria. Para conseguir una buena separación entre analitos lo mejor es optimizar esta 

variable y escoger el modo de cromatografía o mecanismo de retención adecuado. 

El tipo de columna utilizado en esta investigación tiene un relleno de material poroso; es una 

columna de octadecilsiloxano monomérico convencionalmente unido químicamente a sílice 

porosa, adecuada para el análisis de una amplia gama de compuestos, desde ácidos hasta 

compuestos ligeramente básicos.   

2.8.1.1.4.1 SEPARACIONES BASADAS EN LA POLARIDAD 

En este tipo de separaciones el grado de retención de una molécula concreta estará 

determinado por los grupos funcionales principales que contenga y por su disposición 

espacial, en función de lo cual habrá moléculas altamente polares y altamente apolares. La 

regla básica que rige estas separaciones es que moléculas con polaridad cromatográfica 

similar tienden a atraerse, por ello habría que seleccionar una fase móvil y una fase 

estacionaria de diferentes polaridades. Los disolventes que forman parte generalmente de las 

fases móviles se pueden clasificar en series eluotrópicas, en función de su polaridad 

cromatográfica relativa, yendo desde el más polar, el agua, al menos polar, el hexano, 

pasando por metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. Se podría hacer una clasificación 

similar para las fases estacionarias. La sílica tiene una superficie hidrofílica que contiene 
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grupos funcionales silanol. La polaridad de dicha superficie puede ser modificada 

selectivamente uniéndole químicamente grupos funcionales no polares: de cianopropilsilil- 

(CN), n-octilsilil- (C8) y n-octadecilsilil- (C18, ODS).38 

En este trabajo se utilizó una columna C18 (Pinnacle II, 5um, 150x5.6 mm), donde las 

cadenas hidrofóbicas del relleno de octadecilsiloxano interactuaron con la OTC mediante un 

proceso de adsorción de fuerzas de van der Waalls41 cómo se observa en la figura 7. 

Figura 7. Propuesta de mecanismo de interacción entre la fase estacionaria de la 

columna cromatografía y la oxitetraciclina. 

Al observar los grupos químicos presentes en la estructura de la OTC, se cuenta que esta 

tiene tres constantes de disociación, donde el pKa1 es asignado al grupo tricarbonil, el pKa2 

al grupo dimetilamina y el pKa3 al grupo β-dicetona, lo cual hace que este compuesto 

presente carga en todo el rango de pH. Así, la OTC posee un comportamiento catiónico bajo 

un pH 3.27, comportamiento zwiteriónico entre los valores de pH de 3.22 y 7.32, y un 

comportamiento aniónico entre los valores de pH de 7.32 y 9.11, y un comportamiento 

diónico sobre pH 9.11 (ver figura 8 y tabla 5).42Debido a esto, el ajuste del pH es una etapa 

muy importante en al análisis de las tetraciclinas.43 Otra característica importante de la OTC 

es la gran cantidad de enlaces dobles conjugados, lo que le confiere extensas nubes , zonas 

de aromaticidad, y estructuras planas que favorecen interacciones de asociación intra e 

intermolecular.42  
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Figura 8. Equilibrio ácido-base de la OTC. Comportamiento catiónico bajo un pH 3.27; 

Comportamiento zwiteriónico entre los pHs 3.27 y 7.32; Comportamiento aniónico 

entre los pHs 7.32 y 9.11; comportamiento dianiónico sobre un pH 9.11.4. 
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Tabla 5. Sustituyentes y constantes de disociación ácido para tetraciclina (TTC) y la 

oxitetraciclina (OTC).42 

 R1 R2 pKa1 pKa2 pK3 

Tetraciclina (TTC) H H 3.30 7.68 9.69 

Oxitetraciclina (OTC) H OH 3.27 7.32 9.11 

 

El pH=4 de la fase móvil utilizado en esta investigación condicionó el comportamiento 

zwiteriónico de la molécula de OTC, como se muestra en la figura 9. 

 

Figura 9. Estructura zwiteriónica de la OTC entre pH 3.27 y 7.32 

En la fase estacionaria todos los grupos silanol (Si-OH) residual se encuentran prácticamente 

protonados a un pH=2-3. Sin embargo, a pH por encima de 3, el silanol puede disociarse para 

formar Si-O-, ocasionando la retención de la OTC a través del grupo dimetilamino 

protonado44. Además de esto, la OTC en presencia de iones metálicos y la adsorción en el 

grupo silano fácilmente puede formar un complejo de quelato en la columna de fase inversa, 

debido a la presencia de dos grupos cetonas en su estructura, lo que origina la formación de 

picos cola durante el análisis. Para evitar la formación de complejos de quelatos y su 

adsorción en columnas de fase inversa se utilizó ácido oxálico como un agente de supresión 

de ionización; el cual, minimiza la aparición de mecanismos de separación mixtos para el 

antibiótico y mitiga eficazmente la ionización incompleta, producto de los silanoles 

residuales en la fase estacionaria. La concentración de la disolución del ácido (0.01 M) 

contribuye, además, en la mejora de la simetría del pico cromatográfico.45 
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2.8.1.1.5 DETECTORES 

Un detector es un instrumento con la capacidad de percibir la presencia de un compuesto y 

enviar la señal eléctrica correspondiente a un ordenador de registro. Las características 

ideales de un detector son múltiples, se pueden citar la alta sensibilidad, la respuesta lineal 

para los diferentes analitos, la reproducibilidad y el tiempo de respuesta corto. Además, 

resulta interesante que el detector presente una respuesta semejante para todos los analitos, o 

alternativamente una respuesta selectiva y altamente predecible para una o más clases de 

analitos.46  

Según las características y concentraciones de los compuestos implicados en la separación 

cromatográfica, se puede escoger el detector más adecuado para cada aplicación. De manera 

general se distinguen dos tipos básicos de detectores. El primero de ellos engloba los que 

están basados en la medida de una propiedad de la disolución, que se verá afectada por la 

presencia en la misma de las moléculas que se van a separar, destacando los detectores que 

miden el índice de refracción, la constante dieléctrica y la densidad. El segundo tipo está 

formado por aquellos que miden una propiedad de los compuestos que se desean separar, 

destacando los de absorbancia, los de fluorescencia y los de espectrometría de masas.38 

2.8.1.1.5.1 DETECTOR DE ABSORCIÓN UV-VIS CON ARREGLO DE DIODOS47  

La detección ultravioleta es ampliamente utilizada en HPLC a causa de su buena sensibilidad 

y rango lineal, porque permite detectar analitos en el orden de los nanogramos y por presentar 

un costo económico razonable. Funciona en el rango de longitud de onda de 190 a 350 nm, 

y en algunos equipos se hace extensivo a la zona visible del espectro (350 a 700 nm). Entre 

los detectores ultravioleta están: el fotométrico, que emite la mayor parte de la energía a una 

longitud de onda fija de 254 nm; el espectrofotométrico, permite trabajar en un rango más 

amplio del espectro, lo que favorece la sensibilidad de los compuestos que no absorben a 254 

nm o de otras longitudes de onda para las que existen filtros; por último, el detector de arreglo 

de diodos (DAD), que permite en tiempo real conocer todo el espectro de UV/Visible dentro 

de un rango de longitud de onda. La base de su funcionamiento es simple; el haz de radiación 

es dispersado por medio de una red de difracción fija, siendo recogidas simultáneamente 

todas las longitudes de onda dispersadas mediante una matriz de fotodiodos. 
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En este contexto, la literatura consultada explica que las tetraciclinas presentan dos 

longitudes de onda de absorción máxima a 275 y 350 nm en el detector ultravioleta.45 Sin 

embargo, para este estudio se monitoreo los cromatogramas desde 200-500 nm, donde se 

verificó que las longitudes de onda de detección de 350, 355 y 360 nm presentan altas 

respuestas. Cabe mencionar, que se decidió trabajar con los datos encontrados en la longitud 

de onda de 355 nm, debido a que presenta los mejores valores estadísticos. 

2.8.1.1.6 CROMATOGRAFÍA DE PARTICIÓN (FASE NORMAL Y FASE 

REVERSA)48 

La separación de las sustancias se logra por migración diferencial de los solutos. La fase 

estacionaria de la cromatografía de partición es un líquido soportado en un sólido inerte, el 

más usado es el ácido silícico o gel de sílice. La fase móvil puede ser un disolvente puro o 

una mezcla de disolventes, la polaridad puede ser notablemente diferente a la del líquido 

estacionario. 

2.8.1.1.6.1 FASE NORMAL38 

La fase estacionaria es polar y la fase móvil es no polar. Un ejemplo será el uso de la sílica 

como fase estacionaria y del hexano como fase móvil. De esta manera los compuestos no 

polares eluyen antes de la columna, mientras que los polares quedan retenidos. 

2.8.1.1.6.2 FASE REVERSA38 

Se usa una fase estacionaria no polar, como la C18, y una fase móvil polar, como una 

disolución acuosa. De esta forma, los compuestos no polares quedarán retenidos en la 

columna, mientras que los polares saldrán rápidamente. Este tipo de cromatografía es el más 

utilizado hoy en día, debido a su mayor reproducibilidad y a sus amplias aplicaciones. 

2.8.2 EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA49,65 

La extracción en fase sólida, SPE (Solid Phase Extraction) es un método rápido, confiable y 

preciso para la preparación de muestra, limpieza y concentración del analito de interés, libre 

de interferencias y en una adecuada concentración para su detección y medición. La SPE 

tiene lugar mediante mecanismos de intercambio iónico, interacciones apolares e 

interacciones polares, donde se produce la adsorción-desorción de los analitos en la superficie 
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del material activo de las columnas, estableciéndose un equilibrio entre la concentración de 

analito en la fase estacionaria y la fase móvil. Dentro de las ventajas de la SPE con respecto 

a otras técnicas como la extracción líquido-líquido se cuentan: 

a) La rapidez en la preparación de la muestra  

b) Un bajo costo, debido a que hay un menor consumo de solventes y reactivos y 

una menor generación de residuos.  

c) Permite la concentración de sustancias a nivel de trazas.  

d) Requiere una menor cantidad de muestra.  

e) Elimina las posibles interferencias.  

f) Mejora la seguridad debido a que reduce la exposición a los solventes.  

g) Es de fácil automatización permitiendo un simultáneo procesamiento de lotes de 

muestras múltiples.   

2.8.2.1 DESCRIPCIÓN DEL CARTUCHO DE SPE49 

sLa SPE para muestras líquidas ha llegado a ser una 

técnica ampliamente usada después de la introducción en 

el año de 1970 de cartuchos de adsorbentes desechables 

conteniendo poros del tamaño de la partícula que permite 

el procesamiento de la muestra mediante succión suave. 

Un típico cartucho de SPE consiste en pequeñas columnas 

o cartuchos de plástico como se muestra en la Figura10. 

Estas columnas se rellenan con cantidades variables 

(desde 100 hasta 500 mg) de distintos materiales similares a 

los empleados para el relleno de HPLC, de mayor 

granulometría con tamaño de la partícula del orden de 50-

60 mm, empacado entre metal poroso o plástico fritado. 

La muestra es colocada en el cartucho y forzada a atravesar por cualquiera de las formas 

siguientes.  

• Un émbolo (presión positiva) 

• Aplicando vacío (presión negativa)  

Figura 10. Cartuchos SPE 

HLB. 
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• Por centrifugación. 

2.8.2.2 ETAPAS DE LA SPE 

El proceso de extracción en fase sólida se realiza en cuatro etapas. En la primera etapa, la 

fase estacionaria debe acondicionarse con un disolvente para activarlo y mejorar la 

reproducibilidad de la retención de los analitos, así como para eliminar las posibles impurezas 

que pueda contener. Posteriormente se realiza la carga de la muestra con el objetivo de retener 

al máximo los analitos, en seguida, se realiza una etapa de limpieza con el fin de eliminar los 

componentes de la matriz que pudieran interferir en la determinación y finalmente se realiza 

la elución del analito para su posterior análisis.49 

Entre los parámetros que pueden afectar la recuperación están49:  

1) El tipo de fase estacionaria  

2) El volumen de muestra  

3) La velocidad de flujo de la extracción  

4) La composición del solvente de elución  

5) El volumen del solvente de elución. 

Debido a que las concentraciones de los analitos son generalmente bajas, la correcta selección 

de la fase estacionaria que mejor se adapte al analito es una etapa importante a la hora de 

optimizar el proceso de preconcentración, además existen diferentes tipos de adsorbentes y 

éstos se eligen en función de las características de los analitos que se quieren determinar. Por 

otro lado, se debe establecer el volumen de muestra a ser procesado para no exceder la 

capacidad de retención del adsorbente y evitar que todo el analito que entre por el cartucho 

salga sin ser retenido. En cuanto a la velocidad de extracción, este paso debe efectuarse a una 

velocidad determinada (generalmente entre 1 a 10 mL/min) ya que flujos demasiado rápidos 

pueden producir bajas recuperaciones del analito. Para conseguir una concentración 

relativamente elevada del analito es deseable recuperarlo en un mínimo volumen del solvente 

de elución; por esta razón es importante establecer la composición del solvente de elución en 

el cual se obtenga mayor porcentaje de recuperación del analito.49 
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En la presente investigación, se optó por utilizar cartuchos Chromabond® HLB (ver anexo 

5), de 3 mL de capacidad, previamente acondicionado con 1 mL de metanol y 1 mL de agua 

calidad HPLC, puesto que las tetraciclinas pueden presentan fuertes interacciones con los 

cartuchos SPE, por diferentes mecanismos, incluida las interacciones hidrofóbicas, enlaces 

de hidrógeno, quelación e intercambio catiónico,50 debido a los grupos oxigenados y el anillo 

aromático presente en la estructura de la molécula.45 

La figura 11  muestra que el copolímero de este cartucho es lipofílico e hidrofílico, pues 

posee una relación equilibrada de dos monómeros: N -vinilpirrolidona-divinilbenceno 

(NVP/DVB).51 

 

 

Figura 1151. Composición química de los cartuchos Chromabond HBL (por sus siglas 

en ingles Hydrophilic-lipophilic balanced phase) 

 

Para el procedimiento de limpieza y concentración del analito, diversos autores han 

demostrado que el cartucho HLB es superior al C18 a base de sílice, debido a las 
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interacciones iónicas entre los grupos catiónicos de las Tetraciclinas en condiciones ácidas y 

el grupo carbonilo en el resto del sorbente de la vinilpirrolidona. Más importante aún, el 

sorbente en fase sólida no tiene grupos de silanol que pueden interactuar con OTC y provocar 

una baja recuperación.52 

 

Figura 12. Propuesta de Interacción entre la OTC y el cartucho Chromabond HLB. 

 

2.8.3 REFRACTOMETRÍA53 

La refractometría es una técnica analítica que consiste en la medida del índice de refracción 

de un líquido con objeto de investigar su composición, si se trata de una disolución, o su 

pureza, si es una sustancia. 

El principio de esta técnica es la medición del cambio de dirección que sufre el haz de luz al 

pasar de un medio a otro. Actualmente tiene una aplicación importante en pruebas de control 

de calidad de jarabes, jugos, aceites, vidrio, hidrocarburos aromáticos, miel entre otros, así 

como en las áreas de investigación y desarrollo de nuevos productos de las industrias 

alimenticia, química, petroquímica, farmacéutica, etc.  

Los refractómetros son instrumentos de medición que basan su funcionamiento en el 

fenómeno de refracción de la luz. Las determinaciones refractométricas se fundamentan 
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principalmente en supuesto de que al aumentar la densidad de una solución se origine un 

incremento en el valor del índice de refracción. De este modo cuando se produce un gradiente 

de concentración en una solución cabe esperar que el cambio en el índice de refracción sea 

proporcional. 

2.8.3.1 REFRACTÓMETRO ABBE54  

El funcionamiento del refractómetro Abbe está basado en el estudio del ángulo límite en el 

que se produce la reflexión total del rayo que atraviesa los prismas y la muestra entre ellos. 

Como este valor depende de los índices de refracción de las sustancias atravesadas y, dado 

que el valor correspondiente a los prismas es conocido, resulta posible conocer el índice de 

refracción de la muestra. Solo es necesario colocar el objetivo en la posición correspondiente 

al ángulo límite y leer el ángulo en la escala situada junto a éste. Es importante hacer las 

correcciones correspondientes tomando en cuenta la temperatura.  

 

Figura 13. Refractómetro Abbe 

2.8.4 POTENCIOMETRÍA:MEDICIÓN DE pH25 

Para la determinación de pH se utilizó un pHmetro, el cual posee un electrodo combinado en 

el que se encuentran en un mismo dispositivo él electrodo indicador (membrana de vidrio) y 

el electrodo de referencia (electrodos de Ag/AgCl interno y externo)8. La membrana está 

conformada por una red irregular de tetraedros de silicatos (SiO4) unida mediante un átomo 
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de oxígeno. Coordinados a los átomos de oxígeno se encuentran iones tales como Li+, Na+, 

K+ y Ca2+. Los cationes monovalentes, principalmente el Na+ pueden moverse lentamente a 

través de la red del silicato. La superficie de la membrana se hincha cuando absorbe agua, 

permitiendo que se dé un equilibrio de intercambio iónico entre los iones H+ y los cationes 

metálicos del vidrio. 

 

Figura 14. Estructura clásica de un electrodo selectivo de iones hidrógeno combinado 

referencia14. 

2.8.4.1 TITULACIONES REDOX55 

Una reacción de oxidación-reducción es un tipo de reacción en la que se transfieren 

electrones de un reactivo a otro. Una sustancia que tiene una fuerte afinidad por los electrones 

se conoce como agente oxidante, el cual como su nombre indica, tiene facilidad para oxidar 

a otras especies y él mismo sufre reacciones de reducción. El agente reductor es una especie 

que cede electrones con facilidad, sufriendo por tanto él mismo reacciones de oxidación.  

Las valoraciones redox se basan en reacciones de oxidación-reducción entre el analito y el 

reactivo. La curva de valoración es la representación gráfica de la variación del potencial de 

la disolución que contiene el analito en función del volumen de valorante añadido. 
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2.8.4.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CURVA DE VALORACIÓN55. 

La estequiometría de la reacción de valoración es una variable que influye en la forma de la 

curva de valoración redox, de modo que si la estequiometría valorante: analito es 1:1, el punto 

de equivalencia coincide exactamente con el punto de inflexión de la curva. Sin embargo, si 

la estequiometría de la reacción de valoración no es 1:1, el punto de equivalencia no coincide 

con el punto de inflexión de la curva. Sin embargo, debido a que para trabajar en condiciones 

óptimas se eligen reactivos valorantes agentes oxidantes o reductores enérgicos, el salto de 

potencial en la zona de equivalencia es tan brusco que, aunque se considere que el punto de 

equivalencia coincide con el de inflexión de la curva, el error cometido es mínimo. 

2.8.4.3 DETECCIÓN DEL PUNTO FINAL EN VALORACIONES REDOX55 

Las dos formas principales de detectar un punto final en una volumetría de oxidación-

reducción: La primera se basa en un método instrumental, concretamente mediante 

potenciometría, determinándose el potencial de un electrodo indicador frente a un electrodo 

de referencia como el electrodo de calomelanos saturado (ECS), la segunda se basa en 

detectar el punto final con el uso de indicadores químicos.  

2.8.4.4 INDICADORES REDOX55  

Los indicadores de oxidación-reducción se usan extensivamente para detectar el punto final. 

Un indicador redox general es un compuesto que cambia de color cuando pasa de su forma 

oxidada a reducida o, al contrario. La semirreacción a la que se debe el cambio de color puede 

escribirse como:  

InOx + ne- ↔ InRed 

Si dicha reacción es reversible, podemos aplicarle la ecuación de Nernst. Para que el ojo 

humano pueda observar el cambio de color de la forma oxidada del indicador a la forma 

reducida se requiere que la proporción de concentraciones de ambas formas varíe unas 100 

veces, que es lo mismo que decir que se requiere que la relación [InRed]/[InOx] ≤ 0,1 se 

transforme en [InRed]/[InOx] ≥ 10. 
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2.8.4.5. AZUL DE METILENO56 

El azul de metileno (cloruro de tetrametiltionina, C16H18ClN3S) es un colorante aromático 

heterocíclico, miembro de los colorantes de tiazina. Se presenta como cristales de color azul 

oscuro inodoros y es soluble en agua y cloroformo, pero moderadamente en alcohol. En su 

estado oxidado, el color de esta sustancia es azul debido al hecho de que la molécula de 

fenotiazinio absorbe la luz visible fuertemente en la región de 600 a 700 nm, lo que permite 

que se transmita el resto del espectro visible (350 a 600 nm). En su forma reducida, es 

incoloro y no absorbe la luz en la región visible (Figura 15). 

N

S N
+

N
CH3

CH3 CH3

CH3

 Cl- 

 

+ H+    + e- 

Reducción 

   Oxidación    

NH

S NN

CH3

CH3CH3

CH3  +  Cl- 

Forma oxidada (Color azul).   Forma reducida (Incoloro) 

Figura 15. Estructura química del indicador azul de metileno en su forma reducida y 

oxidada. 

2.8.5 CONDUCTIMETRÍA14 

La conductividad específica (X) de una solución cualquiera es una medida de la facilidad con 

que la corriente eléctrica fluye a través de la matriz de la solución y depende, en primer lugar, 

de la concentración de cada especie conductora (es decir la cantidad de cada uno de los iones 

en solución), la temperatura y la naturaleza de las especies en solución.  

La conductividad se determina utilizando un conductímetro, que en realidad mide la 

conductancia “L” (en μS). El valor de L se convierte en conductividad específica (X) a través 

del valor de la constante de celda del aparato, empleando la relación siguiente: 

𝑋 = 𝐿. 𝑘𝑐 

Donde:  

X es la conductividad específica expresada en μS·cm-1,  
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L es la conductancia de la solución medida del conductímetro y expresada en μS, y 

kc es el valor de la constante de celda del conductímetro que tiene un valor dado en cm-1 

Está demostrado que la conductividad de la miel está directamente relacionada con el 

porcentaje de cenizas de esta. Se ha propuesto una ecuación lineal que describe dicha 

relación: 

𝑋 = 1.74𝐴 + 0.14 

Donde:  X es la conductividad específica expresada en mS·cm-1, y A es el porcentaje en masa 

de cenizas de la miel.  

Por lo tanto, el valor del porcentaje de cenizas estará dado por la siguiente ecuación: 

𝐴 =
𝑋 − 0.14

1.74
 

La conductividad es un parámetro importante de las mieles y está incluida, en algunas normas 

como un parámetro de calidad. Hay estudios que proponen que la conductividad en la miel 

es un insumo importante para conocer el origen palinológico, botánico y geográfico de la 

misma. 

 

Figura 16.  a) Sistema de electrodos de una celda conductimétrica. b) Celda de 

inmersión 
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2.9 VALIDACIÓN DE MÉTODOS  

La validación es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la 

capacidad del método satisface los requisitos para la aplicación analítica deseada. Esta se 

fundamenta en la determinación de diversos parámetros que se aplican de acuerdo con la 

categoría a la que pertenezcan.57 

2.9.1. PARÁMETROS DE VALIDACIÓN DE UN MÉTODO 

2.9.1.1 LINEALIDAD 

La linealidad de un método analítico es su capacidad para obtener resultados de prueba que 

sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una trasformación matemática 

(mínimos cuadrados) bien definida, a la concentración de analito en muestras en un intervalo 

dado.58 

Utilizando el método de estimación por mínimos cuadrados, se calculó el valor de la 

pendiente (b), la ordenada en el origen (a), el coeficiente de determinación (r2), el intervalo 

de confianza para la pendiente (IC(b)), el intervalo de confianza para la ordenada al origen 

(IC(a)), y el coeficiente de variación de regresión (CV x/y).
59 

2.9.1.2 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD58 

La exactitud de un procedimiento analítico es la proximidad entre los resultados de la prueba 

obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La exactitud se calcula como el 

porcentaje de recuperación de la cantidad valorada con respecto a la cantidad conocida de 

analito añadida a la muestra, o como la diferencia entre la media de la valoración y el valor 

verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza. 

La recuperación (eficiencia de la extracción) se calcula como 

 

 

%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
(CMA-CM)*100

𝐶𝐴
 

 

Dónde:   

           CMA = Concentración de la muestra más el patrón 

           CM = Concentración inicial de la muestra 
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           CA = Concentración del patrón añadido 

 

Al hablar de precisión, se hace referencia al grado de concordancia entre los resultados 

obtenidos de una serie de medidas repetidas, por tanto, depende de la magnitud de los errores 

aleatorios que afectan el método de análisis, y se cuantifica mediante parámetros estadísticos 

de dispersión, fundamentalmente, como la desviación estándar, la desviación relativa y la 

varianza.59 

Para obtener un grado de precisión aceptable en una serie de medidas repetidas es necesario 

realizar el método en condiciones de mínima de variabilidad, es decir: El mismo 

procedimiento de medida, aplicado por los mismos operadores, en las mismas condiciones 

de operación y el mismo lugar, en un periodo corto de tiempo.59 

El coeficiente de variación se calcula mediante la fórmula siguiente: 

CV = (
𝑆

𝑦
) ∗ 100 

Dónde:   

          S = Desviación estándar 

          y = media  

 

2.9.1.3 LÍMITE DE DETECCIÓN (LD)60 

El menor contenido que puede medirse con una certeza estadística razonable o la menor 

concentración del analito en una muestra que puede detectarse, pero no necesariamente 

cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la prueba. 

Para obtener el límite de detección de un método, el LD debe basarse en el análisis de 

muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso de medición obteniendo resultados 

calculados con la misma ecuación que para las muestras de ensayo.  

 

𝐿. 𝐷 =
3.3 ∗ 𝑆𝑏

𝑏1
 

Donde: 
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           LD= Límite de detección. 

            Sb= Desviación estándar de las mediciones de muestra fortificada. 

             b= Pendiente de la recta de calibración. 

 

2.9.1.4 LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (LC)60 

La menor concentración de un analito que puede determinarse con una precisión 

(repetibilidad) y una exactitud aceptable bajo las condiciones establecidas de la prueba.  

 

𝐿. 𝐶 =
10 ∗ 𝑆𝑏

𝑏1
 

 

Donde: 

           LC= Límite de Cuantificación. 

            Sb= Desviación estándar de las mediciones de muestra fortificada. 

             b= Pendiente de la recta de calibración. 
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3. METODOLOGÌA EXPERIMENTAL 

3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO DE LABORATORIO.  

 

3.1.1 MATERIAL Y REACTIVOS 

 

• Agitadores de vidrio y magnéticos • Acetonitrilo calidad HPLC 

• Termómetro • Metanol calidad HPLC 

• Balones volumétricos de 5, 10, 50 100, 500, 

1000, 2000 mL 

• Ácido clorhídrico (concentrado) 

• Ácido Oxálico 

• Beaker de 25, 50, 125, 500 mL • Hidróxido de Sodio (0.1M) 

• Erlenmeyer de 125 mL • Sulfato de cobre Pentahidratado 

• Micropipetas de 20, 100 y 100 µL • Agua calidad HPLC  

• Puntas para micropipeta 20, 100 y 100 µL • Tartrato de sodio y potasio 

• Probeta de 10, 25, 100 mL • Acetona HPLC 

• Embudos de vidrio 

• Filtros de nylon para jeringa, con poro de 

0.22µm 

• Clorhidrato de oxitetraciclina 

(Patrón secundario) 

• Ácido Sulfúrico Concentrado 

• Espátula de metal • Ácido Sulfúrico Concentrado 

• Buretas de 50 mL • Azul de metileno 

• Pipeta volumétrica de 20 mL • Zinc en granallas 

• Jeringa de 3 mL • Negro de eriocromo 

• Frasco lavador • EDTA disódico 

• Pipeta Pasteur • Ácido cítrico monohidratado 

• Viales  • Fosfato disódico  

• Vidrio de reloj • Nitrógeno (N2(g)). 

• Cartuchos 3 mL SPE • Acetato de etilo 

• Soporte Universal • Hidróxido de amonio 

• Pinzas de nuez • Cloruro de amonio 

• Pinzas de sostén   

• Papel filtro  

  

 

3.1.2 EQUIPO DE LABORATORIO 

 

• Baño limpiador ultrasónico 

Branson 2510MT. 

• Detector de arreglo de diodos SPD-M20A 

• Balanza Analítica, Mettler-

Toledo 

• Cromatógrafo Shimadzu LC-2010ª HT  

• Conductimetro • Plato de calentamiento con agitación magnética.  

• pHmetro, ISE meter 225 • Bomba de vacío 

• Refractómetro Abbe  

• Columna Pinnacle II C18 5 um 150x5.6mm 
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3.2 MUESTRAS  

El estudio se realizó con 15 muestras de miel proporcionadas por una empresa apícola 

dedicada a la exportación, cuyos apiarios se encuentran distribuidos en distintos municipios 

del departamento de Chalatenango y representan alrededor del 5% de los apiarios61 del 

departamento antes mencionado. Los datos de la procedencia de la miel recolectada son 

presentados en la tabla 6. 

Tabla 6. Información de la procedencia de muestras de miel utilizadas para el análisis 

de restos de oxitetraciclina. 

No Código Fecha de cosecha Lugar  
1 MM1 07/12/2017 Río Grande Tejutla, Chalatenango 

2 MM2 18/11/2017 Santa Rosa, Nueva Concepción  

3 MM3 24/11/2017 Cantón el Tamarindo, San Antonio La Cruz 

4 MM4 28/11/2017 Cantón Plan Grande, Dulce Nombre de María 

5 MM5 01/12/2017 Las Mercedes, El Gramal Chalatenango  

6 MM6 13/12/2017 CantónChilamate, Nueva Concepción 

7 MM7 14/12/2017 Potrero Sula, Nueva Concepción  

8 MM8 27/11/2017 Hacienda Cantón El Portillo, San José Las Flores 

9 MM9 16/11/2017 Cantón Agua Fría, Agua Caliente 

10 MM10 13/11/2017 Chilamate, Chalatenango 

11 MM11 28/11/2017 Laguna Seca, Nueva Concepción 

12 MM12 03/12/2017 CantónSunapa, Nueva Concepción  

13 MM13 13/12/2017 CantónCimarrón, Nueva Concepción 

14 MM14 30/12/2017 Cantón Candelaria M/Comalapa 

15 MM15 03/12/2017 El Zapotal de Agua, Chalatenango 

 

3.3 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS25. 

3.3.1 DETERMINACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES  

3.3.1.1 Titulación de disolución de CuSO4.5H2O con EDTA 

En un Erlenmeyer de 250 mL se incorporó un agitador magnético y 5 mL de disolución de 

sulfato de cobre pentahidratado (0.3 mol. L-1). A continuación, se agregó 57 mL de disolución 

de amoníaco, comprobándose un pH=8.06 para la mezcla.  Se agitó fuertemente hasta la 

incorporación de una pequeña cantidad de indicador murexida. 
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Se llenó una bureta con disolución de sal disódica de EDTA 0.109 mol. L-1(estandarizado) y 

se valoró la disolución de cobre, observándose en el punto final un cambio de color de 

naranja-amarillo a un violeta profundo. Este procedimiento se repitió tres veces para 

encontrar el promedio de volumen gastado y determinar la concentración real de la disolución 

de cobre.  

3.3.1.2 Titulación de disolución de CuSO4.5H2O con disolución de muestra de miel 

Se preparó una disolución de miel de aproximadamente 0.5 g en 100.0 mL de agua destilada; 

a continuación, se elaboró la disolución de Fehling a titular, mezclando 5.0 mL de la 

disolución Fehling A (CuSO4·5H2O; en este caso se utilizó a una concentración de 0.30 mol. 

L-1) y 5.0 mL de la disolución Fehling B (tartrato de sodio y potasio 1.170 mol. L-1 e 

hidróxido de sodio 2.500 mol. L-1) en un vaso de precipitado de 50 mL. Una vez preparada 

la disolución de Fehling, se incorporó el indicador (azul de metileno 2%) y se colocó el vaso 

de precipitados en una parrilla de calentamiento con agitación, llevando un control de la 

temperatura (por arriba de los 87°C). Posteriormente, la disolución de Fehling se tituló con 

la disolución de miel preparada.  

La solución titulante de miel se adicionó poco a poco, agitando hasta que la coloración azul 

desapareció completamente. Se repitió tres veces la titulación para verificar el punto exacto 

de viraje. Registrándose a continuación el volumen. 

 

Figura 17. Procedimiento para la determinación de azúcares reductores  

 

Se preparó una 

disolución de miel 

0.5 g. 100 ml
-1

 En una 

bureta de 

50 mL se 

incorporó la 

disolución 

de miel 

Se preparó una disolución de Fehling y se añadió unas 

gotas de azul de metileno. Iniciando la titulación. 

Se calentó a 87°C hasta observar 

cambio de color. Repitiendo 3 veces. 
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3.3.2 DETERMINACIÓN DE CENIZAS.  

Se preparó una disolución de miel de aproximadamente 1.0 g en 10.0 mL de agua 

desionizada. Posteriormente se colocó en un vaso de precipitado de 20.0 mL y se midió la 

conductividad eléctrica con la ayuda de un Conductímetro. Como se trata de una propiedad 

aditiva, se midió las conductividades tanto de la disolución, como del agua desionizada, para 

calcular la conductividad debida únicamente a los componentes de la miel a través de una 

simple resta. Una vez se determinó la conductividad eléctrica de la miel se procedió a calcular 

el porcentaje de cenizas utilizando la relación lineal que existe entre ambas. 

 

Figura 18. Procedimiento para la determinación de cenizas  

3.3.3 DETERMINACIÓN DE HUMEDAD.  

Se colocó una porción de miel entre los prismas del refractómetro. A continuación, se 

observó la lectura correspondiente y se tomó la temperatura a la que se realizó dicha 

medición. Se retiró la miel cuidadosamente y se limpiaron los prismas. Como la lectura del 

índice de refracción se efectuó a una temperatura superior a 20°C, se añaden 0.00023 por 

cada grado centígrado de diferencia. Si la temperatura es inferior a 20 °C, se restan 0.00023 

por cada grado centígrado de diferencia.  

ηD
20 = ηD

T + (0.00023)(T − 20°C) 

El contenido de humedad de la muestra, con el índice de refracción corregido se obtiene de 

la tabla 15, ver Anexo 10.  

A continuación, se 

midió la conductividad. 

Se preparó una disolución 

de miel 1g. 10 ml
-124

 

Medición de la conductividad 

del agua HPLC
24
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3.3.4 DETERMINACIÓN DE pH. 

Se preparó una disolución de miel de aproximadamente 1.0 g en 10 mL (se utilizó la misma 

disolución que en la determinación de cenizas). Posteriormente se colocó la disolución en un 

vaso de precipitado de 20mL y se midió el pH con la ayuda de un pH metro.  

 

Figura 19. Resumen del procedimiento para la determinación de pH 

3.4 DESARROLLO DE LA METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE 

OXITETRACICLINA POR HPLC 

3.4.1 PREPARACIÓN DE CURVA DE CALIBRACIÓN  

• De acuerdo con el procedimiento de Zhou,45 y la Guía de Validación de Métodos 

Analíticos Mexicana,62 se preparó una disolución madre de 201.4 mg. L-1 de 

clorhidrato de oxitetraciclina (0.95% de pureza), para lo cual se pesaron 21.2 mg de 

estándar de OTC, incorporándose a un balón volumétrico de 100 mL, al cual se le 

añadieron 50 mL de metanol hasta disolver. Una vez disuelto se procedió al aforo.  

• Se tomaron distintos volúmenes de la disolución madre de OTC (0, 12.5, 17.5, 25, 50 

y 125 μL) para la preparación de cada uno de los puntos de la curva de calibración. 

Dichas soluciones fueron preparadas por duplicados independientes mezclados en 

beakers de 30 mL, conteniendo 0.005 Kg de miel de abeja (Tabla 7). 

 

 

Se preparó una disolución 

de miel 1g. 10 ml
-124

 

A continuación, se 

realizó la toma de pH 
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Tabla 7. Datos de la curva de calibración para cuantificar OTC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Se preparó una disolución tampón (Na2-EDTA-McIlvaine buffer, 0.1 mol. L-1) 

disolviendo 11.8 g de ácido cítrico monohidratado, 13.72 g de Na2HPO4 y 33.62 g 

Na2EDTA en un litro de agua calidad HPLC, ajustando el pH 4.0 ±0.05, con 

volúmenes de HCl 0.1 mol. L-1 o NaOH 0.1 mol. L-1.46 

• A continuación, se incorporó a cada muestra de miel, 20 mL de tampón (McIlvaine) 

y se agitó fuertemente hasta disolver. 

• Posteriormente la disolución de miel fue transferida a un cartucho Chromabond® 

HLB de 3 mL previamente acondicionado con 1mL de metanol y 1 mL de agua 

calidad HPLC. 

• El cartucho de extracción en fase sólida (SPE) se lavó con 10 mL de agua y la 

muestra (OTC) se arrastró con 5 mL de acetato de etilo hasta un matraz de 5 mL. 

• Luego, se evaporó el disolvente a temperatura ambiente bajo una corriente de 

nitrógeno, y finalmente se aforó hasta la marca con 5 mL utilizando fase móvil.  

• El procedimiento anterior se aplicó para la determinación de OTC en las muestras 

de miel. 

 

 

Puntos Miel adicionada 

(Kg) 

Volumen de disolución 

tomado (µL) 

Concentración 

(mg. L-1) 

1 0.005 0.0 0.000 

2 0.005 12.5 0.524 

3 0.005 17.5 0.725 

4 0.005 25.0 1.005 

5 0.005 50.0 2.014 

6 0.005 125.0 5.035 
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Figura 20. Diagrama del proceso para la preparación de curva de calibración y 

tratamiento de muestras. 
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3.4.2 CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

El equipo de HPLC utilizado para la determinación de OTC en las muestras, se adecuó en las 

condiciones cromatográficas detalladas en la tabla 8. 

Tabla 8. Condiciones cromatográficas utilizadas en la determinación de OTC en 

muestra de miel de abeja 

Condiciones cromatográficas Valores 

Velocidad de flujo   0.600 mL. min-1 

Fase móvil (72:13:15) ácido oxálico/acetonitrilo/metanol 

Temperatura 30 °C 

Longitud de onda 355 nm 

Volumen de inyección 20 microlitros 

Columna Pinnacle C18 5 um 150x5.6mm 

 

3.5 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS DE VALIDACIÓN 

3.5.1 LINEALIDAD60,62 

• Se midió la respuesta analítica de un blanco y se preparó una curva de calibración con 

5 puntos para determinar el área cromatográfica producida por las disoluciones a 

diferentes concentraciones. 

•  Cada punto de la curva de calibración (incluido el blanco) se inyectó por triplicados 

y se calculó el promedio de las áreas bajo la curva de cada pico cromatográfico. 

• Se determinó el coeficiente de correlación y se comparó con el criterio de aceptación 

establecido en la Guía de Validación del Organismo Salvadoreño de Acreditación y 

la Guía de Validación de Métodos Analíticos de México. 

• Criterios de aceptación Intervalo de trabajo 

a)  r ≥ 0.98  

b) El intervalo de confianza de la pendiente debe incluir la unidad 
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3.5.2 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD62 

• Se preparó tres niveles de concentración (0.725, 1.007, 5.035 mg. L-1) adicionando 

OTC a la matriz de miel libre antibiótico. 

• Cada nivel fue inyectado por triplicado. 

• Para el cálculo de la exactitud se utilizó el porcentaje de recobro, al obtener el cociente 

de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada de oxitetraciclina a la 

miel, expresada en porcentajes.  

• Se calculó el promedio aritmético(ӯ), la desviación estándar(S), el coeficiente de 

variación (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(µ) del 

porcentaje de recobro. 

• Criterio de aceptación 

• La norma mexicana establece que el IC(µ) debe incluir el 100% o que el 

promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo de 98-102% 

para los métodos cromatográficos. Por otro lado, la comisión europea 

establece un porcentaje de recobro de 70-120% y el OSA un porcentaje de 80-

120%. 

• La norma mexicana y salvadoreña establece que el coeficiente de variación 

no debe ser mayor de 2% para métodos cromatográficos. Mientras, la 

comisión europea establece un coeficiente de variación menor al 20%7.  

 

3.5.3 LÍMITE DE DETECCIÓN Y LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN62  

Según la normativa mexicana de validación, el Límite de detección (LD) y cuantificación 

(LC) con base en la curva de calibración y desviación estándar de los blancos es determinada 

de la siguiente forma: 

• Se prepararon tres concentraciones diferentes por dilución (0.524, 0.725, 1.005 mg. 

L-1), y se midió la respuesta analítica de la curva generada por los tres puntos; 

calculándose la concentración de los preparados por dilución, sin incluir los blancos. 

Se calculó b1 (pendiente), r2 (coeficiente de determinación) y el IC(β1) (Intervalo de 

confianza para la pendiente). 
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• Seguidamente se prepararon únicamente 3 blancos (La norma establece la 

preparación de 5), midiéndose la respuesta analítica de cada uno y se calculó el 

promedio y desviación estándar (Sb) de las mediciones. 

• Se calcularon el límite de detección (LD) y Limite de cuantificación (LC) y se 

consideraron los siguientes criterios de aceptación: r2 ≥ 0.98 e IC(β1), no debe incluir 

el cero.  

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FISICOQUIMICOS 

Se presentan los resultados obtenidos en el análisis de las 15 muestras de miel, donde se 

describen los cálculos utilizados para conocer la composición fisicoquímica de cada una de 

las mieles estudiadas. 

4.1.1 DETERMINACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES 

Se realizó la titulación de la disolución de CuSO4.5H2O (74.904 g en 1000 mL) con la 

disolución de EDTA 0.1089 mol. L-1, permitiendo la utilización de la disolución de Cu2+, 

como patrón secundario. El punto de equivalencia se determinó mediante la titulación del 

Cu2+. La reacción de titulación es la siguiente: 

Cu2+ + Y4-   CuY2- 

Siendo la estequiometría de la reacción 1:1, el punto de equivalencia obtenido fue de 14.0 

mL y al titular 5.0 mL de la disolución de CuSO4.5H2O se procede a realizar el cálculo de su 

concentración.  

 

14.0 𝑚𝐿 (
0.1089 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐸𝐷𝑇𝐴

1.0 𝑚𝐿
) (

1 𝑚𝑚𝑜𝑙 CuSO4. 5H2O

1.0 𝑚𝑚𝑜𝐿 𝐸𝐷𝑇𝐴
) = 1.5246 𝑚𝑚𝑜𝑙 CuSO4. 5H2O 

 

[CuSO4. 5H2O] = (
1.5246 𝑚𝑚𝑜𝑙

5.0 𝑚𝐿
) = 0.3049 𝑚𝑜𝑙. 𝐿−1 
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Para la reacción de Fehling, se titularon 5.0 mL de disolución de CuSO4.5H2O de 

concentración 0.3049 mol. L-1, con la solución de miel (0.5 g en 100.0 mL de agua destilada), 

por lo que la cantidad de mmoles de Cu2+ que reacciona con los azúcares reductores de la 

miel son: 

5.0 𝑚𝐿 (
0.3049 𝑚𝑚𝑜𝑙 CuSO4. 5H2O

1.0 𝑚𝐿
) (

1𝑚𝑚𝑜𝑙 Cu2+

1.0 𝑚𝑚𝑜𝑙 CuSO4. 5H2O
) = 1.5246 𝑚𝑚𝑜𝑙 Cu2+ 

Tomando como ejemplo el volumen gastado en la muestra uno; se tiene, que se requirieron 

14.8 mL de disolución de miel para hacer reaccionar en su totalidad los 1.5246 mmol Cu2+.  

Para calcular los mmoles de azúcares reductores que reaccionaron con los mmoles de Cu2+ 

se utilizó la relación estequiometria de 1 mmol de azúcar reductor por 5 mmoles de Cu2+, 

posteriormente se calculan los miligramos de azucares reductores utilizando la masa molar 

de 180.16 g. mol-1: 

1.5246 𝑚𝑚𝑜𝑙 Cu2+ (
1 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑.

5 𝑚𝑚𝑜𝑙 Cu2+
) = 0.3049 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑. 

 

0.3049 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑. (
180.16 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑.

1 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑.
) = 54.93 𝑚𝑔 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑. 

Una vez calculado los miligramos de azúcares reductores que corresponden a los 14.8 mL de 

disolución de miel, se calculan para los 100 mL de disolución preparados en total: 

 

54.93 𝑚𝑔 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑. (
100 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑.

14.8 𝑚𝐿  𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑.
) = 371.14 𝑚𝑔 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑. 

 

Conociendo que en los 100.0 mL de disolución se disolvieron 500.9 mg de miel puede 

calcularse el porcentaje de azúcares reductores presentes en la miel:  

 

(
371.148 𝑚𝑔 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑

 500.9 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑒𝑙
) 𝑥 100 = 74.10  % 𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑 

 

De igual manera se desarrollan los cálculos para las demás muestras de miel. Es de tomar en 

cuenta que en todos los casos se tomaron 5.0 mL de disolución de CuSO4.5H2O de 
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concentración 0.3049 𝑚𝑜𝑙. L−1, por lo tanto, en todas las muestras los mmoles de Cu2+ 

titulados son 1.5246 y por consiguiente los mmoles titulantes de azúcares reductores son 

0.3049. 

Tabla 9. Resultados obtenidos en la determinación de azúcares reductores 

Muestra 
Disolución de miel 

(mg miel.. L
-1 disolución) 

Concentración  

(g miel.. L
-1

 disolución) 

V(mL) en  

punto de 

equivalencia 

Porcentaje de 

azúcares 

reductores 

1 500.9/100 5.009 14.80 74.10 

2 500.9/100 5.009 14.90 73.60 

3 500.5/100 5.005 14.40 76.21 

4 500.8/100 5.008 15.00 73.12 

5 500.8/100 5.008 15.50 70.76 

6 501.1/100 5.011 15.60 70.27 

7 500.8/100 5.008 15.30 71.69 

8 500.4/100 5.004 14.60 75.19 

9 501.1/100 5.011 15.30 71.65 

10 501.2/100 5.012 14.70 74.56 

11 501.3/100 5.013 14.60 75.05 

12 501.2/100 5.012 14.90 73.56 

13 501.4/100 5.014 15.10 72.55 

14 501.9/100 5.019 15.10 72.48 

15 503.1/100 5.031 15.00 72.79 

 

Según la Norma Salvadoreña para Miel de Abejas (NSO 67.19.01:08) el porcentaje de 

azúcares reductores mínimo para miel de flores es del 60%. La Normativa del CODEX 

alimentario establece que el porcentaje de azúcares reductores para la miel en flores no debe 

ser menor al 65%. Todas las muestras de miel estudiadas poseen un porcentaje arriba del 

70% por lo que cumplen con las normas.  
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4.1.2 DETERMINACIÓN DE CENIZAS 

En la presente determinación, se midió la conductividad específica (µS·cm-1) con la ayuda 

de un conductímetro. Para la muestra 1 se muestran los resultados de las mediciones y 

cálculos obtenidos: 

Conductividad específica del agua (χH2O) = 1.26 µS·cm-1 

Conductividad específica de la disolución de miel (χdisolución) = 296.48 µS·cm-1 

Conductividad específica de la miel (χdisolución- χH2O) = 295.22 µS·cm-1 

En donde “χ”, es la conductividad específica (mS·cm-1) y “A” el porcentaje de cenizas. 

Por lo tanto, el valor del porcentaje de cenizas estará dado por la siguiente ecuación: 

𝐴 =
𝜒 − 0.14

1.74 
 

Previo a calcular el porcentaje, debido a que la conductividad específica obtenida esta 

expresada en µS·cm-1y esta debe expresarse en mS·cm-1, se realizó la conversión dividiendo 

entre 1000. Para este caso, 295.22 µS·cm-1 equivalen a 0.30 mS·cm-1.  

El cálculo respectivo para el porcentaje de cenizas para esta muestra de miel se muestra a 

continuación: 

𝐴 =
0.30 − 0.14

1.74 
= 0.09% 

Este mismo procedimiento se utilizó para los cálculos de todas las muestras. 

Tabla 10. Resultados obtenidos en la determinación de cenizas. 

Muestra 
Concentración 

(gmiel. L
-1

disolución) 

Conductividad 

específica χ 

(µS·cm-1) 

χdisolución - χH2O 

(µS·cm-1) 

Conductividad 

específica 

(mS·cm-1) 

% de 

cenizas 

1 100.046 296.48 295.22 0.30 0.09 

2 100.080 244.12 242.86 0.24 0.06 

3 100.048 180.20 178.94 0.18 0.02 

4 100.100 211.48 210.22 0.21 0.04 
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5 100.032 269.28 268.02 0.27 0.07 

6 100.066 612.00 610.74 0.61 0.27 

7 100.074 379.44 378.18 0.38 0.14 

8 100.116 161.16 159.90 0.16 0.01 

9 100.014 143.48 142.22 0.14 0.00 

10 100.016 195.16 193.90 0.19 0.03 

11 100.030 221.00 219.74 0.22 0.05 

12 100.050 259.08 257.82 0.26 0.07 

13 100.162 333.88 332.62 0.33 0.11 

14 100.244 367.20 365.94 0.36 0.13 

15 100.048 419.56 418.30 0.42 0.16 

 

La Norma Salvadoreña no reporta el porcentaje de cenizas, pero en el CODEX 

ALIMENTARIUS si establece que el porcentaje máximo es del 0.80 %. Por lo tanto, todas 

las mieles poseen un porcentaje de cenizas aceptable. La muestra con mayor porcentaje 

presenta un valor de 0.27%. 

4.1.3 DETERMINACIÓN DE HUMEDAD 

Se colocó la muestra 3 en el refractómetro para obtener su índice de refracción. Debido a que 

en el momento de la medición se registró una temperatura entre los 28 °C y 29 °C, se realizó 

la corrección con respecto a la temperatura de 20 °C según los valores presentados a 

continuación.  

• Temperatura superior a 20 °C - agregar 0. 00023 por °C  

 

• Temperatura por debajo de 20 °C - restar 0. 00023 por °C 

 

Una vez determinado el índice de refracción de la muestra 3, se procedió a la corrección 

 

ηD
20 = ηD

T + (0.00023)(T° de trabajo − 20°C)  

ηD
20 =  1.486 + (0.00023)(29°C − 20°C) 
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Una vez corregido el valor del índice de refracción, se busca en la tabla su valor 

correspondiente de porcentaje de humedad. Por lo tanto, se tiene que el porcentaje de 

humedad para la muestra 3 es de 19.4%. De igual manera se procedió a realizar el cálculo 

para las demás muestras de miel.  

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 11. 

Tabla 11. Resultados obtenidos en la determinación de humedad 

Muestra 
Temperatura 

(oC) 

Índice de refracción 

medido (η) 

Índice de refracción 

corregido (η) 

Porcentaje 

de humedad  

1 29 1.4915 1.4935 17.2 

2 29 1.4885 1.4905 18.4 

3 29 1.4860 1.4880 19.4 

4 29 1.4925 1.4945 16.8 

5 28 1.4885 1.4903 18.4 

6 28 1.4905 1.4923 17.8 

7 28 1.4930 1.4948 16.4 

8 28 1.4895 1.4913 18.2 

9 28 1.4920 1.4938 17.0 

10 28 1.4880 1.4898 18.6 

11 28 1.4915 1.4933 17.4 

12 28 1.4910 1.4928 17.4 

13 28 1.4930 1.4948 16.6 

14 28 1.4930 1.4948 16.6 

15 28 1.4935 1.4953 16.4 

La miel sufre una etapa de maduración en la colmena y en el producto que ha completado 

este proceso, el porcentaje de humedad debe de ser inferior al 20% como se establece en el 

CODEX Alimentarius63 y la norma salvadoreña de miel de abeja. Para el caso de las muestras 

estudiadas en esta investigación, se afirma que cumplen con el límite máximo establecido 

por las normativas. 
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Sin embargo, la muestra 3 se encuentra cerca del límite con 19.4%, mientras que la muestra 

15 presento el valor más alejado con 16.4% de humedad. 

4.1.4 DETERMINACIÓN DE pH 

Se presenta las mediciones obtenidas para las 15 muestras de miel en la tabla siguiente. 

Tabla 12. Resultados obtenidos en la determinación de pH 

Muestra 
Concentración  

pH     

(g miel. mL-1
disolución)  

1 0.05002 4.04 

2 0.05004 3.73 

3 0.05002 3.72 

4 0.05005 3.86 

5 0.05001 3.96 

6 0.05003 4.53 

7 0.05003 4.43 

8 0.05005 3.72 

9 0.05000 3.73 

10 0.05000 3.58 

11 0.05001 3.77 

12 0.05002 3.78 

13 0.05008 3.99 

14 0.05012 4.02 

15 0.05002 4.24 

El pH es la medida de la acidez de las sustancias, y para el caso de la miel, el ácido 

mayoritario es el ácido glucónico, el cual depende principalmente del tiempo transcurrido 

entre la toma del néctar por las abejas y la consecución de la densidad final de la miel en el 

panal, en cuyo momento la actividad de la enzima glucosaoxidasa es menor. También, 

existen en menor proporción otros ácidos como son el acético, butírico, láctico, cítrico, 

succínico, fórmico, málico, maleico y oxálico que contribuyen a la acidez.64 
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Se observa que el pH de todas las muestras de miel analizadas se encuentra en un rango de 

3.53 a 4.53. Estos valores de pH por debajo de 5 están determinados por la cantidad de ácidos 

orgánicos en la miel, que son suministrados de las fuentes de alimento de las abejas; de aquí 

la relación entre el pH (parámetro no contemplado en las normativas de miel) y la acidez que 

es un parámetro de calidad de la miel. 

4.2 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS DE VALIDACIÓN 

4.2.1 EVALUACIÓN DE LA LINEALIDAD 

En la tabla 13 se muestra un resumen de las mediciones encontradas en la construcción de la 

curva de calibración, durante la evaluación de la linealidad del método; la cual, fue analizada 

a longitudes de onda de 360, 355 y 350 nm, observándose picos cromatográficos en un tiempo 

de retención de 6.20 minutos, utilizando un detector de arreglo de diodos. Mostrándose 

además los valores de área encontradas para los seis puntos de concentración (incluido el 

blanco), que sirvieron para la generación del coeficiente de correlación y determinación.  

Tabla 13. Valores correspondientes al tiempo de retención de áreas encontradas en los 

puntos de la curva de calibración de OTC evaluado en 360, 355 y 350 nm.  

*Área detectada para puntos de concentración  

**Área promedio correspondiente a 3 inyecciones de la misma concentración. 

 

 Longitud de onda (nm) 

 360 355 350 

Puntos Concentración 

 (mg. L-1) 

Áreas* Promedio 

de 

áreas** 

Áreas Promedio 

de áreas 

Áreas Promedio 

de áreas 

1 0 4510   4732 

 

3985 4205 

 

4455 4190 

 4878   4424 3842 

4808   4206 4271 

2 0.524 

 

27687   23101 

 

26026 22922 

 

20477 22949 

 19670   15695 24367 

21945   27046 24003 

3 0.725 

 

32265   32362 

 

33221 32194 

 

33138 35047 

 33565   31651 35426 

31257   31711 36577 

4 1.005 

 

44699   41874 

 

45029 43860 

 

45206 45897 

 36913   44005 45092 

44012   42546 47393 
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5 2.014 

 

77144   77342 

 

77098 77457 

 

87096 87943 

 77162   76968 87662 

77718   78304 89071 

6 5.035 

 

200904   214903 

 

187964 195436 

 

234226 222016 

 197383   195345 238374 

246423 202999 193449 

 

Las ecuaciones de regresión lineal correspondiente a la medición de la curva de calibración 

de oxitetraciclina a tres longitudes de onda con sus respectivos valores de coeficiente de 

determinación y correlación son presentadas en la tabla 14. Los valores de coeficientes de 

correlación (r) presentan un valor mayor 0.99, cumpliendo con el criterio de aceptación 

r≥0.98, expresado por el Organismo Salvadoreño de Acreditación y la guía de Validación de 

Métodos Analíticos de México. Por tanto, se comprueba que las curvas evaluadas a las tres 

longitudes de onda poseen un comportamiento lineal, es decir, muestran una respuesta 

directamente proporcional a la concentración de cada analito en el rango de estudiado. 

Tabla 14. Ecuaciones de regresión lineal, coeficiente de determinación y de 

correlación a tres longitudes de onda 360, 355, 350 nm 

 

Al observar los gráficos de la figura 21 obtenidos en la evaluación de la curva de calibración 

mediante la aplicación de la estadística de mínimos cuadrados, estos reflejan un coeficiente 

de determinación (r2) muy similar a tres longitudes de onda. 

 

Longitud 

de onda 

(nm) 

 

Ecuación de regresión 

 

Coeficiente de 

determinación (r2) 

 

Coeficiente de 

correlación r: 

 

360 y=42463x -1090.5 

 

0.9974 

 

0.9986 

 

355 y=37930x+3801.1 

 

0.9993 0.9996 

 

350 

 

Y=43751x+1366.6 

 

0.9997 0.9998 
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Figura 21. Gráficos de la curva de calibración correspondiente a OTC  

 

4.2.2 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD 

Para determinar la exactitud, se realizaron estudios de recuperación. Tras la adición de 

oxitetraciclina a una muestra de miel libre de antibiótico (OTC) y diferente a la 

proporcionada por la empresa exportadora, se comparó la diferencia entre el valor teórico de 

la adición y el resultado encontrado en el análisis de las muestras. El porcentaje de 

recuperación se calculó en tres niveles, y se fortificaron con 0.725, 1.005 y 5.035 mg. L-1.  

De esta manera, se menciona que el porcentaje de recuperación para la Comisión Europea 

2002/657/CE debe de estar entre el 70-120%. Así mismo, el Organismo Salvadoreño de 

Acreditación, y la normativa mexicana, mencionan que el porcentaje de recuperación se 

encuentra entre el 80-120%. El valor promedio encontrado para el porcentaje de recuperación 

en esta investigación refleja más del 100%, a las tres longitudes de onda estudiadas, por tanto, 

este parámetro de validación (exactitud) es aceptable para los protocolos Salvadoreños y 

Europeos, pero no para la normativa mexicana que establece un valor de 98-102% para 

métodos cromatográficos.  

Utilizando los valores de la concentración 0.752 mg. L-1se muestra el cálculo respectivo para 

la determinación de la exactitud: 

y = 43751x + 1366.6
R² = 0.9997
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R% =
0.750

0.725
∗ 100 = 103.4 

Este mismo procedimiento se utilizó para los demás cálculos expresados en la tabla 15. 

Tabla 15. Resultado del porcentaje de recuperación de OTC obtenidos. 

Concentración λ = 360 nm λ = 355 nm λ = 350 nm 

mg. L-1 Área R %R Área R %R Área R %R 

0.725 

32265 0.75 103.4 33221 0.77 106.6 33138 0.71 98.0 

33565 0.78 108.1 31651 0.73 100.9 35426 0.76 105.2 

31257 0.73 100.5 31711 0.73 101.1 36577 0.79 108.9 

1.007 

44699 1.05 104.2 45029 1.08 107.7 45206 0.99 98.1 

39913 0.93 92.8 44005 1.06 105.0 45092 0.99 97.8 

44012 1.03 102.5 42546 1.02 101.2 47393 1.04 103.1 

5.035 

200904 4.77 94.8 187964 4.86 96.5 234226 5.33 105.9 

197383 4.69 93.2 195345 5.05 100.3 238374 5.43 107.8 

246423 5.86 116.4 202999 5.25 104.3 193449 4.40 87.3 

 %R promedio 101.8 %R promedio 102.6 %R promedio 101.3 

 S 7.7 S 3.5 S 6.8 

 CV 7.52 CV 3.45 CV 6.70 

R: Recuperación, %R: Porcentaje de Recuperación  

 

Para la repetibilidad, se contempla en la norma mexicana y salvadoreña un coeficiente de 

variación no mayor de 2% para métodos cromatográficos. Mientras, la comisión europea 

establece un coeficiente de variación menor al 20%. Al comparar los coeficientes de 

variación obtenidos en el análisis, se decide trabajar con los datos encontrados a longitud de 

onda de 355 nm, puesto que el valor del CV es 3.45, comparado a los datos analizados a 

longitud de onda de 360 y 350 nm lo cuales presentan coeficientes de variación de 7.51 y 

6.70 respectivamente 

El coeficiente de variación indica cuan confiables son las estimaciones de las diferentes 

longitudes de onda. Al tener un menor coeficiente de variación, se concluye una mejor 
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precisión de los datos, por tal razón, se establece que la longitud de onda de 355 nm es la que 

permite establecer de mejor forma el monitoreo de la separación de OTC.  

 

  

Figura 22. Cromatogramas de OTC con 5 concentraciones diferentes a longitud de onda 

de 355 nm. Fase móvil: buffer-acetonitrilo-metanol (72:13:15), flujo 0.6 ml. min-1, 

volumen de inyección 20 µl, Pinnacle C18 5 um 150x5.6mm. 

 

 

4.2.3 LÍMITE DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN  

Tomando en cuenta que los parámetros de linealidad son parecidos para las tres longitudes 

de onda, y que la curva realizada a 355 nm muestra los mejores resultados para los parámetros 

de exactitud y repetibilidad, se calculó los límites de detección y de cuantificación; 

trabajando con el método de señal de blanco (3 repeticiones). Se obtuvo un límite de 

detección de 0.016 mg. Kg-1 y un límite de cuantificación de 0.050 mg. Kg-1, tal como se 

muestra en la tabla 16.  

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Á
re

as

Tiempo (min)

Cromatograma OTC a 355nm

[0.524 mg/Kg] [0.725 mg/Kg] [1.005 mg/Kg] [2.014 mg/Kg] [5.035 mg/Kg]

OXITETRACICLINA

5.035 mg. L
-

124

 

2.014 mg. L
-124

 1.005 mg. L
-124

 0.524 mg. L
-124

 0.725 mg. L
-124

 



63 
 

Tabla 16. Cálculo del promedio y desviación estándar de blancos para la evaluación 

del límite de detección y cuantificación a una longitud de onda de 355 nm 

Blanco Áreas (UA) Promedio Sb 

1 3985  

4205 

 

219.5 

 

2 4424 

3 4206 

 

 

Figura 23. Curva de calibración para la determinación del límite de detección y límite 

de cuantificación 

 Se preparó una curva de calibración con las 3 concentraciones más bajas sin tomar en cuenta 

el blanco, y calcularon los parámetros básicos de regresión, que se resumen en la tabla 17.  

Tabla 17. Parámetros de curva de calibración para la evaluación del límite de 

detección y cuantificación a una longitud de onda de 355 nm 

Ecuación de regresión 

lineal 

Coeficiente de 

determinación (r2) 

Pendiente (b1) 

Y=43412 X + 374.91 0.9992 43412 

El límite de detección y cuantificación se obtienen mediante el cálculo mostrado a 

continuación: 

    

 

y = 43412x + 374.91
R² = 0.9992
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   Ecuación 8. Límite de detección 

𝐿. 𝐷 =
3.3 ∗ 𝑆𝑏

b1
                   𝐿. 𝐷 =

3.3|219.5|

43412
= 0.016   𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1 

 

Ecuación 9. Límite de cuantificación 

 

𝐿. 𝐶 =
10 ∗ 𝑆𝑏

b1
                   𝐿. 𝐶 =

10|219.50|

43412
= 0.050 𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1  

 

Teniendo en cuenta la Norma Europea de miel, la cual, establece un LMR provisional de 25 

partes por mil millones (ppb) para la oxitetraciclina en miel. Y el límite de detección de 16 

ppb encontrado durante la investigación, se afirma que los resultados obtenidos al aplicar el 

método de validación condujeron a la detección de concentraciones de OTC por debajo de 

establecido en la legislación. El límite de detección permite comprobar que todas las muestras 

de miel estudiadas cumplen el requisito de LMR, establecido por la normativa europea. Sin 

embargo, el método de validación arroja un límite de cuantificación de 50 ppb, lo que 

restringe la cuantificación del antibiótico por debajo de este valor; es decir, imposibilita al 

método definir si una muestra cumple la norma en el rango de los 16 ppb a los 50 ppb.  

 

 

 LMR 

25 ppb 

  

  LDD 

16 ppb 

LDC 

50 ppb 

  

     

 Analito no detectado Región de detección Región de cuantificación  

 (C < 16 ppb) (16 ppb > C < 50 ppb) (C > 50 ppb)  

Concentración de Analito 

Figura 24. Intervalos de no detección, detección y cuantificación, definidos por límite 

de detección y límite de cuantificación. 
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4.2.3.1 RESULTADO DE ANÁLISIS DE MUESTRAS 

El análisis de residuos de oxitetraciclina en 15 muestras de miel es resumido en la tabla 17, 

donde no se detectan residuos de OTC en la miel; o, en otras palabras, el valor de su 

concentración se encuentra por debajo del límite de detección del método utilizado en esta 

investigación experimental. 

Tabla 17. Resultados del análisis de muestras de miel. 

No 

  

Código 

  

 

Areas 

(UA) 

 

Concentración  

(mg de OTC /Kg de miel) 

  

1 

 

MM1 

 

1382 No detectable 

 

2 

 

MM2 

 

6638 No detectable 

 

3 

 

MM3 

 

2176 No detectable 

 

4 

 

MM4 

 

1711 No detectable 

 

5 

 

MM5 

 

5512 No detectable 

 

6 

 

MM6 

 

4713 No detectable 

 

7 

 

MM7 

 

1930 No detectable 

 

8 

 

MM8 

 

1682 No detectable 

 

9 

 

MM9 

 

1189 No detectable 

 

10 

 

MM10 

 

1219 No detectable 

 

11 

 

MM11 

 

2212 No detectable 

 

12 

 

MM12 

 

7702 No detectable 

 

13 

 

MM13 

 

5202 No detectable 

 

14 

 

MM14 

 

2603 No detectable 

 

15 

 

MM15 

 

1948 No detectable 
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En el cromatograma de la muestra cuatro, puede observarse la ausencia de área 

correspondiente a OTC, por lo que dicha muestra es aceptable para su distribución fuera de 

las fronteras de Centroamérica.  

 

Figura 25. Cromatogramas de OTC para muestra 4 a longitud de onda de 355 nm. Fase 

móvil: buffer-acetonitrilo-metanol (72:13:15), flujo 0.6 ml. min–1, volumen de inyección 

20 µl, Pinnacle C18 5 um 150x5.6mm (resumen de condiciones cromatográficas). 
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5.  CONCLUSIONES 

1. En todas las muestras de miel analizadas, el porcentaje de azúcares reductores se 

encuentra arriba del 70%, por lo que cumplen el requisito de la Norma Salvadoreña 

para la miel de abejas (NSO 67.19.01.08), CODEX ALIMENTARIUS y Normativa 

Europea de la miel, en donde se establece que el porcentaje mínimo de azúcares 

reductores para miel de flores es del 60%. 

 

2. El porcentaje de cenizas no se encuentra contemplado en la Norma Salvadoreña, sin 

embargo, en el CODEX ALIMENTARIUS y la Norma Europea de miel, se establece 

que el porcentaje máximo es del 0.80%, por lo que las mieles analizadas poseen un 

porcentaje de ceniza aceptable; ya que, la muestra con mayor valor para este 

parámetro fisicoquímico es de 0.27%. 

 

3. Tanto la Norma Salvadoreña de miel, el CODEX ALIMENTARIUS y la Norma 

Europea, establecen para la humedad en muestras de miel de abeja, un valor máximo 

de 20%, por lo tanto, todas las muestras estudiadas cumplen con el límite máximo 

requerido, sin embargo, es importante mencionar que la muestra 3 presentó un 

porcentaje de 19.4%, por lo que esa miel es más susceptible a fermentar. 

 

4. El pH en las muestras de miel oscila entre los valores normales en un rango de 3.58 

a 4.53. La acidez natural de la miel permite inhibir el crecimiento de microorganismo 

y conservar la miel. Valores altos de pH son indicativo de la adición de jarabes 

hidrolizados o de siropes de fructosa con fines fraudulentos. 

 

5. Bajo las condiciones de alta sensibilidad del equipo de HPLC cuyo límite de 

detección arrojo el valor de 16 ppb y los parámetros de validación establecidos en 

esta investigación, se determinó que las mieles cosechadas en el departamento de 

Chalatenango no contienen residuos de oxitetraciclina a niveles detectables.  

 

6. Debido a la naturaleza de la miel como matriz compleja, el proceso de extracción 

utilizando cartuchos SPE es un paso crítico para la eliminación de interferencias, y 

mejorar los resultados de recuperación en la investigación. 
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7. Las condiciones cromatográficas utilizadas en esta investigación servirán como 

procedimiento base para futuras investigaciones sobre la OTC en miel de abeja.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

8. Según la Comisión Europea 2002/657/CE, el porcentaje de recuperación debe de estar 

entre el 70-120%. Así mismo, el Organismo Salvadoreño de Acreditación, menciona 

que el porcentaje de recuperación se encuentra ubicado entre el 80-120%. El valor 

promedio encontrado para el % de recobro de OTC en esta investigación refleja más 

del 100%, a las tres longitudes de onda estudiadas 360, 355, 350 nm los cuales fueron 

101.8, 102.6 y 101.3, respectivamente; por lo tanto, existe concordancia entre el valor 

obtenido en la medida y el valor real de concentración en cada adición. 

 

9. Los resultados obtenidos en la medición de la longitud de onda de 355 nm 

evidenciaron un coeficiente de variación de 3.45, al tener un menor CV en 

comparación con las otras longitudes de onda analizadas, se concluye una mejor 

repetibilidad para el método.  

 

10. Los valores de coeficientes de correlación (r) de las curvas de calibración presentan 

un r>0.99, cumpliendo con el criterio de aceptación r≥0.98, expresado por el 

Organismo Salvadoreño de Acreditación y la guía de Validación de Métodos 

Analíticos de México.  

 

11. Teniendo en cuenta la Norma Europea de miel, la cual, establece un LMR provisional 

de 25 partes por mil millones (ppb) para la oxitetraciclina en miel, así como el límite 

de detección de 16 ppb encontrado durante la investigación, se afirma que los 

resultados obtenidos al aplicar el método de validación condujeron a la detección de 

concentraciones de OTC por debajo de lo establecido en la legislación.  

 

12. El límite de detección permite comprobar que todas las muestras de miel estudiadas 

cumplen el requisito de LMR, establecido por la normativa europea. Sin embargo, el 

método de validación arroja un límite de cuantificación de 50 ppb, lo que restringe la 

cuantificación del antibiótico por debajo de este valor. 
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13. La composición química de la miel de abeja puede alterarse debido a los factores de 

contaminación del medio ambiente. Sin embargo, las mieles estudiadas no presentan 

residuos de oxitetraciclina. Estos resultados indican que los apicultores no utilizan la 

OTC o cumplen con prácticas adecuadas en el uso de este medicamento. 
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6. RECOMENDACIONES 

 

1. Se estima conveniente seguir una línea de investigación sobre este producto de 

exportación en El Salvador, para la generación de información sobre la composición 

química de la miel, pues se desconoce a que sustancias químicas presentes en la miel 

pertenecen muchas señales obtenidas en los cromatogramas. Así mismo se brindaría 

un punto de vista científico a los apicultores de todo el país. 

 

2. Debido a los pequeños volúmenes de trabajose recomienda que al trasladar la 

solución de miel al cartucho de SPE, se utilice una pipeta pasteur para asegurar la 

completa transferencia de la muestra. 

 

3. Es recomendable almacenar a una temperatura de -20°C el estándar de oxitetraciclina 

y las disoluciones preparadas, con el fin de evitar la degradación del antibiótico. 

 

4. Es recomendable el reposo de al menos dos días para las muestras después del proceso 

de extracción, para asegurar que la oxitetraciclina se estabilice y brinde una mejor 

respuesta durante la inyección en el HPLC. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo1. Tabla Chataway 

 

Anexo 2. Cromatograma correspondiente a inyección de OTC (5 mg. L–1) sin matriz. 

 

Oxitetraciclina 
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Anexo 3. Cromatograma de análisis de miel libre de OTC utilizada en la construcción 

de la curva de calibración. 

Anexo 4. Cromatogramas correspondientes a curva de calibración 

 

Oxitetraciclina 

Matriz de miel 

0.524 mg. L–1 
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Oxitetraciclina 

0.725 mg. L–1 

 

Oxitetraciclina 

1.005 mg. L–1 

 

Oxitetraciclina 

2.014 mg. L–1 
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Anexo 5. Cromatograma correspondiente a muestras de miel analizadas 

 

 

 

Oxitetraciclina 

5.035 mg. L–1 
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Anexo 6. Certificado de calibración de balanza analítica utilizada 
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Anexo 7. Información de los cartuchos SPE 
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Anexo 8. Procedimiento de preparación de muestra de miel. 
 

 

 

 

 

 

Pesar 0.005 kg de miel Mezclar fuertemente 

con disolución tampón 

Na2EDTA–McIlvaine. 

 Incorporar la disolución 

en el cartucho SPS 

   
 

 

 

  

  

 

 
Muestra aforada con fase móvil (72:13:12 

ácido oxálico/acetonitrilo/metanol) 
Sistema para evaporar 

el acetato de etilo del 

balón de 5 mL. 

 Depositar la muestra en  

balón de 5 mL utilizando 

acetato de etilo. 
 

 
 

   

 

 

 

 
 

Muestra analizada en el 

HPLC 
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Anexo 9. Preparación de disoluciones estandarizadas. 

A) Preparación de una disolución patrón de EDTA 0,1 mol. L–1 

Se pesaron 3.7213 g de la sal disódica, y se introdujeron en un matraz de 100 mL, a 

continuación, se añadieron 50 mL de agua desionizada, y se agitó hasta la disolución 

completa (este proceso duro unos 16 minutos o más). Posteriormente se incorporó agua hasta 

el aforo del matraz. 

• Estandarización 

Para la estandarización se pesaron, 0,1302 g del cinc metálico limpio, seguidamente se 

introdujeron en un erlenmeyer y se disolvió en 4 mL de ácido clorhídrico concentrado. Una 

vez disuelto el cinc, se agregaron 80 ml de agua desionizada y se neutralizó con hidróxido de 

sodio al 10% (p/v) hasta que se observó un precipitado blanco permanente. A continuación, 

se añadieron 10 mL de disolución reguladora de pH = 10 y una pequeña cantidad de la 

disolución sólida del NET y se valoró con EDTA hasta que el indicador viró del color rojo 

vinoso inicial a un azul puro. 

B) Determinación de la concentración de cobre (II) con EDTA 

Se pesó 74.904 g de sulfato de cobre, y se preparó un 1 L de disolución de sulfato de cobre. 

A continuación, se tomaron 10 mL de esta disolución y se estandarizó con la disolución de 

EDTA 0.1 mol. L–1preparado en el apartado A. La aparición de una coloración violeta indicó 

el punto final. 
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Anexo 10. Certificado de pureza 95% Oxitetraciclina. 
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