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INTRODUCCION

La miel es un producto bioldgico, producido por la abeja (Apis
mellifera) y explotado por el hombre tant0 por su poder
edulcorante como por sus virtudes dietéticas y terapéuticas, es una
sustancia muy compleja que varia notablemente su composicidén a
consecuencia de la flora, del drea de origen y de las condiciones

climaticas.

Se afirma que al industrializar {a miel, se podrian vender algunos
subproductos como la jalea real, propdleo (resinas naturales que

se utilizan para apiterapia en algunas enfermedades). (11)

Actualmente, la miel que se produce se comercializa cruda. Solo se
purifica y se consume como tal, el 20% en el pais, y el resto se
exporta a paises europeos como Alemania (principal comprador),

Inglaterra, Dinamarca y Suiza. (11).

Es por eso la importancia de comprobar su pureza y cuidar que
cumpla con los requisitos de calidad para que las mieles no

sean rechazadas en los mercados internacionales.



En el presente trabajo, se llevo a cabo un estudio que permitid
evaluar la calidad de la miel a partir de la presencia o no de
aminodacidos caracteristicos de la misma. El andlisis se realizé
empleando cromatografia de columna con resina de intercambio
ionico AMBERLITE IR-120 la cual extrajo los aminoacidos presente
en las muestras analizadas, se separaron e identificaron por medio
de cromatografia de capa fina bidimensional, usando como
revelador una solucién de ninhidrina con diciclohexifamina, para
relacionar la distancia recorrida por los aminodcidos y la distancia
recorrida por el frente del solvente (Rf) para cada una de las
manchas presentes y comparar el color que presentaron las
manchas con los colores presentados por los estandares de

referencia.(1)



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de aminoacidos en diferentes muestras de
mieles comercializadas en el pais, por medio de los métodos de

cromatografia de columna y de capa fina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrolliar los métodos cromatograficos de columna y capa fina

para la determinaciédn de aminoécidos en miel.

Determinar cualitativamente f[os aminodcidos presentes en

diferentes muestras de miel comercializada en el pais.

Diferenciar por medio de la presencia de aminoacidos, las mieles

genuinas de aquellos productos artificiales similares.

Recomendar a las instituciones correspondientes la importancia de

realizar contro! de calidad a la miel.



CAPITULO I

MARCO TEORICO



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de la Miel

Origen de la miel.

La miel procede de las plantas por intermedio de las abejas. La
savia elaborada en las plantas, es materia prima de la miel, la cual
es extraida de los vasos del liber que {a contiene de dos maneras:
- Por los nectarios elaboradores de néctar.

- Por los insectos chupadores y picadores, pulgones

principalmente, los cuales exudan mielato.

La savia elaborada es absorbida por los pulgones, vya en el
intestino de éstos insectos son absorbidos I1os elementos
necesarios para ellos,lo que representa en azucares el 10% de la
cantidad total aportada por la savia. El excedente es expulsado
bajo forma de gotitas de melaza, que las abejas toman sobre el
mismo cuerpo del pulgén o de las hojas donde este mieiato haya

caido.



Las pecoriadoras, afiaden saliva al néctar o al mielato que recogen
y los fluidifican y sobre todo, los enriquece con enzimas,
catalizadores bioquimicos que participan en el origen de |la
transformacién de los azliicares en miel. En este proceso lienan su
buche de mielato o néctar, transportan su carga hasta la colmena.
En ella, distribuyen su botin entre las obreras del interior y los

zanganos.

Los azlcares contenidos en el mielato y el néctar se transforman,
poco a poco, bajo la accién de los sucesivos aportes de la saliva
que tienen lugar en cada uno de los muitiples pasos de abeja a

abeja.

Luego de ser depositada en las celdas, la miel serd concentrada,

protegida y completard su transformacién bioquimica.

Concentracion.

Tiene lugar en dos tiempos:
a) Una abeja deposita el contenido de su buche en una celda; la
gota de liquido azucarado se extiende y se pierde agua por

evaporacién; es resuccionada y vuelta a depositar, este proceso



se repite varias veces durante 15 a 20 minutos, y concentran la

gota hasta un contenido de agua de un 40 al 50%.

b) Después de permanecer varios dias en los panales, el liquido
azucarado reduce pasivamente su contenido de agua en un

rango de 14 a 25% vy el de azucares aumenta en un 70-80%.

Proteccion

Las abejas recubren la miel suficientemente concentrada con un
opérculo de cera. A pesar de esta proteccidn las mieles que
contienen el 21% de agua o mas pueden fermentar en los panales.

Sélo se conservan bien las mieles con menos del 18% de agua.

Transformacion.

Los azlcares se transforman. Su constituciéon quimica evoluciona
entre la del néctar o el mielato y la de la miel. En particular, la
sacarosa da una mezcla de glucosa y levulosa bajo la accién de
una diastasa (enzima) la invertasa o sacarasa, son incorporadas al

néctar por la saliva de las abejas(17).
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Propiedades quimicas de la miel.

Las propiedades quimicas de la miel dependen de cada uno de sus
constituyentes. Una de ellas es la acidez. La cual se debe a la

presencia de acidos en la miel, especiaimente e acido gluconico.

El pH de la miel va de 3.2 a 5.5. Generalmente es inferior a 4 en
las mieles de néctar, superior a 5.0 en las de mielato. Las mieles
de pH bajo se degradan con mayor facilidad, por lo que habra que
tener un cuidado especial para su conservacion a temperatura
ambiente, y cuando sea indispensable, calentamiento moderado y

perfectamente controlado. (17)

Valor terapéutico de la miel.

En razén de su alto contenido de aztcares, la miel es un alimento

energético por excelencia.

Los constituyentes minerales de la miel le confieren propiedades

medicinales y dietéticas.

a) Administrada par via bucal, la miel cura o mitiga los trastarnos
intestinales, las ulceras de estémago, el insomnio, afecciones

de garganta, cardiacas, etc. Aumenta el contenido en



hemoglobina de la sangre y el vigor muscular. Los nifios
alimentados con miel estdn claramente mas desarrollados que
los alimentados con az(car. La miel facilita la retencién del
calcio; activa la osificacién y la salida de los dientes; es
ligeramente laxante.

Un adulto puede ingerir sin peligro 500 g. de miel ai dia. En el
caso de algunas persor{as sensibles, 1a mie!l puede producir
procesos alérgicos.

b) En uso externo, se usa para quemaduras, heridas y afecciones
rinofaringeas (por instilacién), gracias a una inhibina que le
confiere propiedades bactericidas. El elemento esencial de esta
accidn antibiética de ta miel, es una enzima, !a glucosaoxidasa,

que provoca un desprendimiento de agua oxigenada (17).

1.1.1 La miel y el medio ambiente.

Las cualidades de una miel dependen grandemente del ambiente
que rodea al colmenar y muy especialmente la flora y el clima de
la regién donde esta ubicado (18). En la época lluviosa la
vegetacién es muy exuberante pero su floracién es escasa, a
excepcién de algunas especies como la “flor amarilla” (Baltimora

recta L.), planta muy apreciada porque aporta polen y aigo de
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mielato. Lo mismo ocurre con el “maiz” (Zea mays) que ofrece
abundante floracidén en los meses de julio y agosto; otras especies
que aportan polen y mielato en el periodo lluvioso (aunque en
menor grado) Son {a “flor amarilla de sabanetas” (Tecoma stans),
el “chichiguaste” (Hyptis mutabilis), y la “dormilona” (Mimosa
pudica) entre otras, En las zonas montafiosas existen arboles que
también ayudan a la sobrevivencia de las abejas (12). En esta

época la cosecha aumenta pero la miel pierde calidad (18).

La flora que se encuentra en el area del coimenar tiene gran
importancia en las caracteristicas que presentard la miel, el néctar
que consumen 1as abejas proporcionan un sabor y color especifico
a la miel, en el pais el néctar del “pepeto” (Inga leptoloba) es uno
de los mejores para proporcionar materia prima en la fabricacién

de la miel. Al inicio de 1Ia estacion seca se produce

abundantemente la “campanilia” (lpomocea aff. microsticta),
especie que proporciona la mayor cantidad y mejor calidad de miel
en nuestro pafs, esta floracién termina con el fin de afo, pero es
seguida por la de la “ceiba” (Ceiba pentandra), abundante durante
los meses de diciembre-enero y la del “madre cacao” (Gliricidia

sepium) en los meses de enero-febrero. Estas son las principales
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especies que suministran la materia prima para la elaboracién de
la miel, sin embargo, hay otras de alguna importancia,
dependiendo de su abundancia en las diferentes “zonas apicolas”
de El Salvador (ver anexo 7) por ejemplo: “"Pie de venado”

(Bauhinia purpurea), “memble” (Poeppigia Pprocera presi),

“chaparro” (Curatella americana) , “morro” (Crescentia alata),

“siete pellejos” (Ipomoea  arborecens) y otras, que aportan
cantidades importantes de mielato que hacen que la apicultura sea
un negocio rentable (12). La produccién de néctar no solo depende
de la especie vegetal, sino también de la época del afio, la
temperatura, la luz solar, la atmésfera, caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo, de la humedad de éste, etc. (18). Todo esto
proporciona cualidades importantes a la calidad de la miel,
favoreciendo asi su industrializacién, comercializacién vy

exportacién.

1.1.2 Condiciones que debe reunir una miel de

calidad.

No solo es de mencionar las propiedades de {a miel en relacidn con

el medio ambiente, otro factor que ejerce influencia en la calidad
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del producto, son las técnicas empleadas por el apicultor en cuanto

a la higiene y los métodos de extraccidn,

Es asi como se obtiene una miel de calidad, trasllicida, sin sabores

extrafios, de gran valor nutritivo con buenas propiedades de

conservacion.

Para obtener una buena miel es necesario:

1. Que se retiren de las alzas solamente los panales con sus
celdas operculadas.

2. Efectuar la extraccién con suma limpieza.

3. Filtrarla al salir del extractor y colocarla en los tanques.

4. Madurar ‘a mie! en oS tanques en area seca Yy ventilada por
lo menos quince dias.

5. Tanto los depdsitos como los envases a utilizar se deben lavar

con agua a punto de ebullicién (18).

El contenido de humedad es importante ya que ésta facilita la
fermentacion de la miel. En Estados Unidos el estadndar para
cualquier miel establece que debe tener de humedad hasta un
18.6%, una densidad maxima de 1.413 a 25 Celsius. En el pais, el

porcentaje de humedad de la miel puede ser del 18%, cuando la
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miel se extrae de la colmena prematuramente puede contener
hasta 25% de humedad bastando tan solo del 20 al 21% para que
fermente con facilidad. Por eilo, el apicultor, debe recoger tan sélo
ia miel de los panales debidamente operculados por las abejas;
“La abeja entiende de miel mas que cualquier apicultor y no
opércula sino hasta cuando considera que su cosecha ha perdido la

cantidad de agua necesaria” (18).

Para la conservacién de la miel, se destruyen las levaduras por
pasteurizacién a 63 Celsius por 7.5 minutos, lograndose también a
69 Celsius por 1 minuto y a 71 Celsius instantaneamente. La
pasteurizacién no procede si la miel contiene un 17% de humedad,
ya que esta practica se illeva a cabo cuando el apicultor retira la
miel prematuramente. Pero ademds se ha descubierto que la
pasteurizacion disminuye la calidad de la miel por quitarle una
parte de sus propiedades naturales (destruye vitaminas,

aminoacidos y su sabor caracteristico).

Por lo antes mencionado y para no alterar la composicidén de la

miel se recomienda no subir la temperatura a mas de 50 Celsius.
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1.2 Composicion de la miel.

Las propiedades fisicas de la miel como son su alta viscocidad, su
consistencia pegajosa, sabor dulce, tendencia a absorber humedad
del aire y resistencia a cierto tipo de deterioro, radica en el hecho
que naturalmente es una solucién muy concentrada de varios
azGcares, debido a su cardcter singuijar y de considerable
diferencia con otros productos edulcorantes, los quimicos vy
técnicos en nutricion han estado desde hace tiempo interesados en
su composicién para poderla incluir en férmulas y en productos

alimenticios (16).

El sabor caracteristico de la miel es dado por los azucares, el acido
glucdnico y la prolina, pero el aroma y el gusto particular de cada
miel son atributos sobre todo de los productos voldtiles que

contiene.

1.2.1 Contenido de agua

Es una de las caracteristicas mas importantes porque influye en el
peso especifico, viscosidad, sabor, solubilidad, su conservacion y

en definitiva su valor comercial.
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1.2.2 Glucosidos

Proceden del néctar o del mielato y otros se forman como

consecuencia de los procesos enzimaticos.

1.2.2 Acidos

Todas las mieles tienen reaccién acida, presentan un pH promedio
de 3.9, debido a ios &acidos que contienen entre los que se
encuentran &acidos organicos, el méas importante es el acido
glucénico gue se forma de la glucosa por accién enzimadtica (16).
Algunos &cidos son volatiles, se han separado hasta 125
compuestos volatiles de los que la mitad han sido identificados
quimicamente, como carbonilos (15). Se encuentran también
algunos acidos inorganicos (clorhidrico, fosférico). Se presume que
e! origen de algunos acidos es dado por: el néctar, el mielato o se

forman por procesos enzimaticos y fermentativos.

Los Aacidos contribuyen a otorgar aroma, si bien, en el sabor la
acidez no llega a ser percibida por estar enmascarada por la

presencia de los azGcares (16).
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1.2.4 Protidos

Son componentes escasamente representados y su presencia esta
ligada, en parte, a los granos de polen que se encuenfran en la

miel.

1.2.5 Sales Minerales

Su contenido es minimo y varia con relaciéon al origen botanico, a

las condiciones edafico-climdaticas y a las técnicas de extraccién.

El elemento que predomina es el potasio seguido del cloro, azufre,

sodio, calcio, fésforo, magnesio, silicio, hierro y cobre (16).

1.2.6 Componentes diversos

Como todas las sustancias naturales, ia miel contiene una amplia
variedad de componentes orgédnicos, algunos de los cuales no se
conoce su naturaleza. Las sustancias responsables del aroma,
vitaminas (hidrosolubles), enzimas tanto de origen vegetal como
animal de las cuales las mas importantes son la diastasa o amilasa

(hidrolizan el almidén en glucosa) y la invertasa O sacarasa
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(hidrolizan la sacarosa en glucosa); ambas son inestables al calor
sobretodo la invertasa y se deterioran con el tiempo; también
existe una glucosidasa (transforma glucosa en acido glucdnico),

catalasa y una fosfatasa (16).

El contenido de nitrégeno reflejado en aminodcidos y proteinas es
mayor en mieles de fuentes no florales, los aminoacidos son
compuestos simples obtenidos cuando las proteinas son degradadas

por procesos guimicos o digestivos.

La cantidad de aminodcidos en la miel es pequefia. Se sabe que los
aminoacidos reaccionan lenta o rdpidamente por medio del calor
con los azlcares, para formar sustancias amarillas o pardas, parte

del oscurecimiento de la miel puede deberse a esta reaccidn.

1.3 Contenido de aminodcidos en la miel de abeja.

La cantidad de aminocacidos libres en la miel es pequefa, avances
referentes a la separacién por métodos cromatograficos de
cantidades minimas de aminodcidos han revelado que varias mieles
contienen de 11 a 17 aminoacidos libres diferentes. Entre 1960 y

1961 se analizaron 30 mieles de las cuales se encontraron los
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siguientes aminoacidos libres: Ac. Glutdmico, Ac. Aspartico,
Arginina, Alanina, Cistina, Fenilalanina, Glicina, Histidina, Leusina,
Isoleusina, Prolina, Metionina, Lisina, Triptéfano, tirosina, Serina,

Treonina.

Porcentaje de aminoacidos libres en las mieles (mg/100g) (17)

Aminoacido Cantidades
Ac. Aspartico 0.06-17.0
Ac. Glutamico 0.50-19.0
Alanina 0.32-10.5
Arginina 0.00-5.0
Cistina 0.00-6.1
Fenilalanina 0.28-16.6
Glicina 0.20-5.9
Histidina 0.56-10.7
Isoleusina 0.12-4.6
Leusina 0.15-5-3
Lisina 0.40-38.2
Serina 0.38-23.6
tirosina 0.18-6.9
Treonina 0.20-4.5
Triptéfano 0.00-0.1
Metionina 0.00-2.7
Prolina 6.20-249.0
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1.4 Aminodcidos

Definicidn.

Son esenciaimente compuestos orgdnicos bifuncionales por
contener en su estructura un grupo amino bdasico y un grupo

carboxilo &cido, que se forman por la hidrélisis completa de las

proteinas.

1.4.1 Estructura y clasificacion.

La mayoria de los aminoacidos son alfa-amino&cidos, pues tienen
un grupo amino (NH:z) y un grupo carboxifo (-COOH) unidos al

mismao atomo de carbono alfa al carboxilo (2).

Estructura general.

NH; OH

El grupo R da las caracteristicas propias de cada aminoacido.
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Clasificacion.

Se clasifican en base a la composicién quimica del grupo R,
dividiéndolos en alifaticos, hidroxilados, azufrados, aromaticos,
dcido-amidicos, alcalinos e imidicos y dependiendo del caracter

que este grupo les infiera pueden ser: neutros ,basicos y acidos

1.4.1.1. Aminodcidos neutros

Cuando el grupo R no puede ionizarse y no presenten carga,
encontrandose entre ellos la glicina, alanina, leusina, isoleusina,
serina, treonina, metionina, prolina, cistina, triptéfano, aspargina,

fenilalanina.

1.4.1.2. Aminodcido Bdsicos

Cuando el grupo R puede ionizarse y funciona como una base de
Bronsted para formar un grupo con carga positiva, en este grupo

tenemos la lisina, arginina, e histidina.
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grupo con carga negativa, entre estos tenemos el acido glutamico,

acido aspéartico y tirosina (2).

1.4.2. Clasificacidn Bioquimica de los aminodcidos

Desde el punto de vista bioquimico los aminoacidos se clasifican en

esenciales y no esenciales.

1.4.2.1. Aminodcidos esenciales

Son los aminoacidos que no pueden sintetizarse a velocidad
suficiente para satisfacer las necesidades normales de |la
biosintesis de proteinas, por lo tanto deben ser adquiridos en la

dieta del hombre.

1.4.2.2. Aminodcidos no esenciales.

Son los que pueden sintetizarse a velocidad suficiente, suponiendo
que los aportes de nitrégenoc aminico y precursores carbonados

sean adecuados.
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1.4.2 Funciones

Muchos aminodcidos tienen funciones especificas en el
metabolismo, debido a ello su rol general es ser constituyentes de
la estructura de las proteinas. Las proteinas son requeridas para
incorporar los aminoéacidos a la sangre y tejidos. Muchos
aminoacidos son especificamente utilizados en la formacién de
hormonas, enzimas y otros constituyentes necesarios para el

metabolismo.

Los amino&acidos pueden obtenerse por hidrélisis de proteinas,
estas como fuentes de aminodcidos son absolutamente necesarias
en la nutricién humana, las enfermedades nutricionales aparecen
cuando la ingesta de compuestos nitrogenados es menor que la
eliminacién de nitrégeno durante largos periodos de tiempo, sin
embargo todas las proteinas no tienen igual valor nutritivo esto es

reflejado por su diferente contenido de aminocacidos (22).
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2. Diseiio Metodoldgico.

2.1 Universo
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Esta constituido por doce supermercados del area metropolitana de

San Salvador que comercializan mieles (Anexo 1).

2.2 Determinacion de Lugares de Muestreo.

La muestra se determina empieando la férmula siguiente: (7)

n=vVvN
Donde:
n = tamafio de la muestra
N = Universo
n=vN
n= viZ =3.463

Los tres supermercados del drea metropolitana de San Salvador

fueron seleccionados por muestreo aleatorio simple y estos

son:(Ver anexo No. 1)
a) Supermercado Super Selectos (Zona Norte).
b) Super tienda La Tapachulteca (Zona Norte).

¢) Supermercado La Despensa de Don Juan {Zona Sur).
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2.3 Seleccion de las muestras de miel.

La seleccidn de las muestras de miel de diferentes marcas, de
venta, en los supermercados; fueron elegidos al azar, pero, con la
formula estadistica el numero de muestras a analizar era muy
pequefia y se pretendia abarcar la mayor cantidad de marcas
existentes en los establecimientos mencionados, por lo que se optd
por analizar 6 marcas de mieles comercializadas y 4 mieles sin
marca de diferentes zonas del pais y un subproducto que es la

jalea real.

Las marcas seleccionadas fueron las siguientes:

a) Panal.

b) Silvestre.

¢) Colmenar.

d) Golden bee.

e) Néctar.

f) Miel de abeja royal.

Las cuatro muestras de miel sin marca eran, la primera de un
apiaric de occidente, la segunda de un apiario de oriente y la
tercera de un mercado de la zona metropolitana. Adicionales a
éstas se analizé una muestra mas, proveniente de la Escuela

Nacional de Agricultura y Ganaderia y el subproducto jalea real.
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3.1 Material, Equipo y Reactivos.

MATERIAL

Balones volumétricos de 500 mL. con tapébn.
Balones de fondo redondo de 250 mL.

Vaso de precipitado de 100 mL.

Vaso de precipitado de 500 mL,

Erlenmeyer de 250 mL. con tapdon esmerilado.

Probeta de 500 mL.

Probeta de 100 mL.

Termémetro de 150 Celsius.
Agitador de vidrio.

Placas cromatograficas de 20x20 cm.
Camara cromatografica.

Columnas cromatograficas de 2.5 ¢cm. X 29 cm.

Pipeta volumétrica de 10 y 5 mL.
Tubos de ensayo.
Microespatulas.

Bafio de maria.

Micropipeta de 200 ul.

Frasco lavador,

Portaplacas.

Espatula

Papel glacin.
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EQUIPO

Estufa

Balanza analitica
Evaporador rotatorio
Balanza Granataria
Hot plate

REACTIVOS
Acetona.

Acido clorhidrico 6N.

Acido acético glacial.

Agua desionizada.
n-butanol.
Reactivo de Molish.

Precision Scientific
Mettler

Labconco

Mettler

Thermolyne

Solucién amoniacal al 10%.

Solucion amoniacal al 0.3%.

Diciciohexilamina al 1%.

Ninhidrina al 0.25%.

Estdndares de aminoacidos.

Fenol.
Silicagel GF;s4.

Resina AMBERLITE IR-120.

28

Modelo 25EG
Modelo H78-AB
Modelo 425-1408
Modelo PN1210
HPA 19158
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3.2 Extraccion de aminodcidos por cromatografia de
columna

3.2.1 Llenado de la columna.

A una columna de vidrio de 2.5 cm. X 29 cm. colocar 0.1g. de fibra
de vidrio seguido de una torunda de algoddn, llenar con agua
desionizada sus tres cuartas partes, fuego introducir la resina
AMBERLITE IR-120 en forma lenta, continua y uniforme, dejar
reposar por una hora hasta completa hidratacion y activaria con
HCl 6N y posteriormente lavarla con agua desionizada hasta

completa eliminacién de cloruros(14).

3.2.2 Preparacion de la muestra.

Pesar 5g. de miel de abeja y disolverla en 500 mL. de agua
desionizada, de las cuales se toman 100 mL. para pasarlos a través
de la columna, posteriormente lavarla con agua desionizada a 50
Celsius en porciones hasta eliminacién completa de azlcares, que
se comprueba tomando alicuotas de eluato y agregando reactivo de

Molish hasta obtener un resultado negativo(14).
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3.2.3 Extraccion de Aminodcidos.

Hacer pasar en la columna 500 ml. de solucién amoniacal al 10%.

El eluato obtenido se concentra a presidn reducida en evaporador
rotatorio, cuidando que la temperatura no sea mayor a 50 Celsius
hasta obtener un volumen equivalente a {a cuarta parte del
agregado. Hacer prueba genérica de aminoacidos con ninhidrina a
pequefias porciones def eluato de fas muestras para comprobar su

presencia(l4).

3.3 Separacion de aminodcidos utilizando cromatografia

en capa fina bidimensional

3.3.1 Preparacion y activacion de placas

En placas de vidrio de 20 x 20 cm. Preparadas con silicagel GFisq4

activadas dejandolas secar toda ia noche(14).
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3.3.2. Preparacion de soluciones patrones o

estdndares

Las soluciones patrones o estandares se preparan de manera que

contengan 1 mg/mL de cada aminoacido en amoniaco (14).

3.3.3. Preparacion del sistema de solvente "A”

Preparar una mezcia de n-butanol: 4dcido acético: agua

(80:20:20)v/v para la primera direccién (14).

3.3.4. Preparacion del sistema de solvente "B"

Preparar una mezcia de fenol: agua (75:25) p/p (14). A este se le
agregd dos gotas de solucidén amoniaca! al 0.3% (3) para evitar la

oxidacién dei fenol.
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3.3.5 Método  cromatogrdfico de capa  fina

bidimensional ascendente(14).

Aplicar en una placa de vidrio ya activada, 7 ut de la solucién
estdndar de aminoacidos.

l

En otra placa de vidrio activada inyectar una cantidad igual del

eiuato concentrado.
Colocar las placas inyectadas con solucién del esténdar y eluato
dentro de una camara cromatografica previamente saturada por

dos horas con el sistema de solvente “A”,

Observar que el frente del solvente llegue a las tres cuartas partes

de las placas y marcar su posicién (Ver figura No.1, anexo No.3).
Sacar las placas, dejar evaporar el sistema de solvente “A”,

Saturar la cdmara por dos horas con el sistema de solvente "8”.

l
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Colocar de nuevo las placas dentro de la camara, dandole un giro

l

Dejar correr el frente del solvente las tres cuartas partes de la

de 90 grados.

placa.

Sacar las placas, dejar evaporar el sistema de solvente “B”.

3.4 Identificacion de aminodcidos.

Proceder a la visuaiizacion de las manchas con el reactivo de
ninhidrina al 0.25% mezclar con diciclohexilamina al 1%,

posteriormente se calcula el hRf (14).



CAPITULO IV
ANALISIS DE RESULTADOS



35

4. Resultados de analisis de muestras de mieles
empleando cromatografia de capa fina

bidimensional.

MUESTRAS ANALIZADAS: Mieles de diferentes marcas y mieles
obtenidas de diferentes fuentes.

Mieles con marca: Ei Panal, Coimenar, Silvestre, Néctar, Goiden
Bee, Royal.

Mieles sin marca obtenidas de diferentes fuentes: apiario de
oriente (San Miguel), de occidente (Sonsonate), de la Escuela
Nacional de Agricultura y Ganaderia y de un mercado municipal.

Subproducto jalea real (s/marca).

Los resultados se presentan en cuadros, estos incluyen la cantidad
de manchas que se obtuvieron en las placas cromatograficas, sus
hRf (este se calcula, multiplicando el valor Rf por cien) (6) en los
dos sistemas de solventes “A” y “B” antes mencionados y también
se incluyen las coloraciones que presentan 1os distintos

aminoacidos con la solucién reveladora.
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En el anélisis hubo muestras que no revelaron coloracién ni
mancha alguna, por lo que no pudo calculadrseles su hRf, por ende
tampoco se pudo comparar con la coloracidn de los estandares

disponibles. Entre ias muestras que no revelaron resultado estan:

Mieles con marca.

Ei Panal.

Goiden Bee.

Néctar.

Silvestre.

Rovyal.

Mieles obtenidas de diferentes fuentes:

Apiario de occidente.

Mercado Central.

Escuela Nacional de Agricuitura y Ganaderia.
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Los aminoacidos reaccionan con la ninhidrina (hidrato de
tricetohidrindeno) para formar CO, y un aldehido. El NH; formado
en la reaccién se combina con una moiécula de ninhidrina reducida
y una molécula de ninhidrina oxidada, formando un compuesto de

color azul. (3).

| i
~ /OH + R- TCOOH \c NH, +CO; + R-C==0
¢ o 1 i : : T
i~

NH>

0

|| i

o HO\ . c .
Q< Ho/c\ﬁ>©»@:¢w—— S

o] 0

Compuesto de cofor azul.
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CUADRO 1. RESULTADOS DEL ENSAYO PRELIMINAR

CON NINHIDRINA DE LAS MIELES CON MARCAS

MARCA COLORACION REACCION CON NINHIDRINA
PANAL De café intenso a morado Positivo
NECTAR Café infenso Negativo
ROYAL Café intenso Negafivo
SILVESTRE Morado rojizo Positivo
COLMENAR Morado azulado intenso Positivo
GOLDEN BEE Café oscuro Negativo
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CUADRO 2: RESULTADOS DEL ENSAYO PRELIMINAR

CON NINHIDRINA DE LAS MIELES SIN MARCA

REACCION CON
SIN MARCA COLORACION NINHIDRINA
APIARIO DE ORIENTE Morado intenso Positivo
Café Negativo
APIARIO DE OCCIDENTE
Café Negativo
MERCADO CENTRAL
ESCUELA NACIONAL DE Café Negativo
AGRICULTURA Y GANADERIA
Café Negativo
JALEA REAL

Al efectuarie la prueba genérica de ninhidrina solo las mieies

Panal, Silvestre, Colmenar y la de la zona de oriente presentaron

coloracién morada.

Esta prueba nos indica la presencia de aminoacidos en las

muestras y que han sido extraidos por la columna cromatografica.




TABLA No. 1
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VALORES DE hRf DE ESTANDARES DE AMINOACIDOS

DISPONIBLES.
SISTEMA “A” SISTEMA “B” | COLOR PRESENTADO
AMINOACIDOS hRf= Rf x 100 | hRf= Rf x 100 } CON EL REVELADOR
Acido glutamico 46 28 Violeta palido - rosado

Arginina 33 50 Amarillo-anaranjado

Alanina 53 55 Parpura

Tirosina 71 53 Rojo —fuerte

Glicina 32 8t Anaranjado

CUADRO 3: RESULTADO DE ANALISIS DE MIEL MARCA

COLMENAR.
SISTEMA “A” SISTEMA "B” | COLOR PRESENTADO
MANCHA hRf= Rf x 100 | hRf= Rf x 100 | CON EL REVELADOR
1 72 60 Rojo Fuerte
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La miel el Colmenar contenia en su etiqueta que fue extraida del
néctar de las flores de la “campanilla” (Ipomoea aff. microsticta),
razén por la cual su coloracién era amarillo claro, gue solamente
las mieles que provienen de esta fior la poseen. La coloracién de la
miel, puede ser desde amarillo claro hasta pardo rojizo, esta
coloraciéon depende si es de flor de “campanilla”(Ipomoea aff.

microsticta), de “cafia de azucar” (Saccharum officinarun), del

arbol de “pepeto” (Inga, leptoloba schlecht), etc. Y de que cosecha
es, por eso cuando mas amarillo claro fuera la coloracién de la

miel se puede decir si es de fa primera, segunda, tercera cosecha.

La placa cromatografica donde se aplicd la miel marca Colmenar,
presenté solamente una mancha, situada en el cuadrante superior
derecho de la placa, de forma ovalada y de color rojo fuerte al
cual se le compard el hRf, coloracién y mapa cromatografico con
los hRf, coloracién y mapa cromatograficos de los aminoacidos

estandares (ver figura No. 1).



FIGURA No. 1

A) MAPA CROMATOGRAFICO DE LA MIEL MARCA COLMENAR
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B) MAPA CROMATOGRAFICO DEL ESTANDAR DE TIROSINA

20 cm.
x
<
-4
:
A
. o
. o
S 3
<
o~
= f
SISTEMA 8" <

42



43

Observando que, el valor de hRf de la muestra fue 72 en el sistema
“A” y el hRf del estandar cuyo valor coincidid con el revelado por
la muestra que fue de 71. En el sistema “B” el valor de hRf en la
muestra fue 60, y el hRf del estidndar fue 53. Comparando los
mapas, la ubicacién de las manchas en las placas cromatograficas
de muestra y estédndar presentaban caracteristicas similares.
Comprobando que a la muestra de miel El Colmenar se le detectd

el aminoacido Tirosina.

Es de aclarar que los valores de Rf varian por muchos factores

dificiles de controlar, como la temperatura, la humedad, etc.
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CUADRO 4: RESULTADOS DE ANALISIS DE MUESTRA

DE MIEL SIN MARCA DEL APIARIO DE ORIENTE.

SISTEMA “A” | SISTEMA “B” | COLOR PRESENTADO
MANCHA hRf= Rf x 100 | nRf= Rf x 100 | CON EL REVELADOR
1 27 09 ANARANJADO
2 05 10 ANARANJADO
3 8 13 MORADO CLARQ
4 84 04 MORADO CLARO

5 99 13 MORADO

6 5 45 ANARANJADG

7 78 4 ANARANJADO

8 83 47 VIOLETA

9 i 66 ANARANJADO
10 39 63 AMARILLO-ANARANJADO
1 4 70 ANARANJADO
12 50 67 ANARANJADO
13 55 8 PURPURA-AZULADO
14 66 89 PURPURA-AZULADO
15 3 93 ANARANJADO
16 24 ) ANARANJADO
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La miel de la zona de Oriente tenia una coloracién amarillo claro,

su fuente de origen era el néctar de la flor de campanilla.

En la placa cromatografica donde se inyecto fa muestra del apiario
de oriente se obtuvieron 16 manchas de las cuales presentaban
tres formas: difusas, ovaladas y otras mostrando solamente su
contorno (ver figura No. 2).

FIGURA No. 2

MAPA CROMATOGRAFICO DE LA MIEL ZONA DE ORIENTE

SAN MIGUEL
20 cm. _
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Estas manchas se encontraban dispersas en la placa; las
coloraciones que presentaban fueron: morado, violeta, amarilio

anaranjado y purpura azulado.

Se determinaron sus hRf en los dos sistemas de solventes, y estos
fueron comparados con los hRf de la tabla de aminoacidos

estdndares elaborada (ver tabla No. 1).

Observando, que de las 16 manchas que presentd la placa donde
se inyecto la muestra, sofamente los valores de 39 en sistema “A"
y 63 en el sistema “B” de la mancha diez presentd caracteristicas
similares con valores de 39 en sistema “A" y 50 en el sistema “B”
del estandar de ARGININA que también tenia una coloracién igual a
la que presentd la mancha diez. Las demds manchas no pudieron
ser identificadas, aunque si presentaban coloracién similar a aigin

estandar, los hRf no coincidian.
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5. Conclusiones

De los resultados obtenidos en esta investigacién se concluye lo

siguiente:

1.

En relacién al contenido de aminoacidos en las 11 muestras
analizadas, s6lo a dos se les detecté aminoacidos, y a las 9
restantes no, entre las que se encontraban el subproducto
Jalea Real, que a pesar de ser descrito como rico en
aminoacidos no se le detectaron; las dos que si se les detectd
aminoacidos fueron, la obtenida del apiario de oriente y la miel
de marca El Colmenar, cuyo contenido de aminodacidos en
ambas muestras varié notablemente. Las que no presentaron
aminodacidos, esto pudo deberse, a que los recolectores de miel
en algdn momento hicieron una manipulacién no adecuada, un
calentamiento a temperatura superior a 50 Celsius o

almacenamiento bajo condiciones no adecuadas.
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En las dos muestras que presentaron aminoacidos no se
encontré acido Aspartico, pero si, estaba presente la Tirosina
en una de las placas. Con el revelador empleado en este
método, el acido Aspartico da una coloracién verde que lo
identifica {14), coloracidn que no se obtuvo en ninguna de las
placas, y también la Tirosina con este revelador da una
coloracién roja fuerte(i4).

En los analisis realizados en el pais de origen del método
empleado en el presente trabajo no se encontrd Tirosina,
indicando que no estaba presente en la floracidon que sirvid
como materia prima en las mieles por lo que se concluye que
dependiendo de ia fioracion de cada pais asi serd la clase de

aminoéacidos presentes en la miel de abeja.

El acido aspartico y la arginina son de los primeros
aminodcidos en degradarse con el tiempo, por io que sirve
como indicador de que la miel no ha sido obtenida

recientemente.



50

E! método de cromatografia de capa fina bidimensional
ascendente es el mdas indicado para la separacién compieta de

aminoacidos presentes en una muestra.

Segin la definicién de miel de abeja que presenta la legislacién
Espafiola, algunos de los productos comercializados como
mieles en el pais, se pueden considerar como sintéticos. (Ver

anexo No. 4).

En la miel obtenida del apiario de Oriente se determindé un
porcentaje mayor de aminodcidos que en la miel de marca El

Colmenar.

Para que los resultados de hRf obtenidos de las muestras
analizadas sean reproduciblies y concuerden con {os reportados
bibliograficamente se necesitan condiciones especiales de

laboratorio.



CAPITULO VI
RECOMENDACIONES
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6. Recomendaciones

1.

En el pais se debe establecer una legistacién para la
comercializacién de la miel, como ia ya existente en otros
paises como Espafia, para asegurar que el producto sea de
buena calidad y competir en 1los mercados extranjeros. (ver

anexo No. 4).

. Que este método de andlisis previamente validado, se incluya

en las pruebas realizadas en control de calidad de la miel, para

comprobar su pureza.

. Capacitar a los apicultores en el manejo y tratamiento de la

mie! para obtener un producto de mejor calidad destinada ai

consumo humano.

Informar a la Asociacién de Apicultores que deben evitar el
calentamiento de la miel para no alterar sus componentes

naturales termoldbiles y termosensibies.
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5. Para validar en el pais el método empleado es importante
contar con todos los estdndares de aminoacidos presentes en la
miel, para poder establecer un parametro efectivo, en futuros

anéalisis de miel empleando este método.

6. Para obtener una mayor concentracién de cada uno de los
aminoacidos presentes en las muestras analizadas, es posible

aumentar la cantidad de miel ya que el método lo permite(14).

7. Es necesario ensayar otros sistemas de solventes para separar
todos los aminoacidos presentes en las mieles, empleando este

método.

8. Especificamente se debe determinar la Prolina, que es el
aminodacido presente en mayor cantidad en la miel y es aportado
por la abeja (determinacién que no se realizd por no contar con
el estdndar de Prolina) y luego los otros aminodcidos
contenidos en ella que no son menos importantes ya que
también son indicadores de la calidad de la miel. (Ver anexo

No. 5 y 6).
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Se recomienda que e! drea de investigacién para la realizacién
de los andlisis que se efectlen, utilizando este método, deben
ser adecuados vy trabajar bajo condiciones tales como:

humedad y temperatura controlada.

Se recomienda utilizar fa resina AMBERLITE IR-120 ya que
demostré ser efectiva, pues permite extraer los aminoécidos

presentes en la miel, a partir de una muestra pequefia.
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ANEXO No. 1

GRUPO A MUESTREAR DE LA ZONA

METROPOLITANA DE SAN SALVADOR

ZONA SUR

1. Supermercado Super Selectos (Sucursal San Jacinto).
2. Supermercado Super Selectos (Sucursal Autopista Sur).
3. Supermercado La Despensa de Don Juan (Sucursal San Jacinto):

4, Supertienda La Tapachulteca (Sucursal La Sultana).

ZONA NORTE

-

. Supermercado Super Selectos (Sucursal San Miguelito).

N

. Supermercado Super Selectos (Sucursal Metrépolis).

(V3 )

. Supermercado Super Selectos (Sucursal Miralvalle).
4. Supermercado Super Selectos (Sucursal Metrosur).

5. Supermercado_Super Select Sucursal Met ntro).
6. Supermercado Super Selectos (Sucursal San Luis).

7. S rtienda La Tapachulteca (Sucursal Miralvalle).

8. Supermercado Europa (Sucursal Bernal).
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ANEXO No. 2

RESINAS DE INTERCAMBI10O 1ONICO.

Generalidades.

Es comin encontrar que las resinas de intercambio idnico son
utilizadas para la desmineralizacién de agua, pero dltimamente se
les ha encontrado otros usos y han demostrado ser de utilidad y
rendimiento, tal es asi que han sido empleadas para la extraccidn
de aminoacidos. Dado que existen diversos tipos de resinas
llamadas también intercambiadores, es necesario especificar ias
caracteristicas, propiedades y funcionamiento de la resina o
intercambiador que fue utilizado para la extraccidn de
aminoacidos, la resina que se empledé fue de intercambio idnico
AMBERLITE IR-120 que es catidnica de acido fuerte, tipo gei, es
necesario también mencionar los diferentes procesos que se llevan
a cabo en la columna con la resina por lo que se mencionara los
proceso de absorcién, intercambio iénico y las especificaciones

dada en el folleto del distribuidor de dicha resina.
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GELES DE INTERCAMBIO IONICO

Comunmente las mas usadas hoy en dia son [as resinas de
poliestireno tipo enlace cruzado con diviniibenceno (DVB) debido a
que ellos tienen una gran estructura molecular tridimensional y son
principaimente de forma esférica, es en ella que se iieva a cabo el
intercambio idnico que se da entre una fase sélida gue contiene
grupos enlazados ¢ unidos que portan una carga iénica ya sea
positiva o negativa, en combinacidn con iones libres de carga
opuesta que se pueden desplazar, las resinas de intercambio

cationico contienen generalmente grupos enlazados de 4acido

sulfénico.

Un intercambiador puede ser cualquier sustancia natural o sintética
que sea capaz de intercambiar iones hacia fa superficie por una
cantidad equivalente de iones provenientes de una solucién que lo
rodea. El intercambio sélo puede tener lugar entre iones de la

misma carga, fos aniones se intercambian por aniones y (oS

cationes por cationes.
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En la fase sélida se lleva a cabo la absorcién que implica el
contacto que se establece entre una fase fluida y sus
macroparticulas rigidas y permanentes, que tienen la propiedad de
tomar y almacenar enforma selectiva una o mas especies de soluto
contenida originalmente en e! fluido. En general, es necesario
recuperar el soluto y luego purificar y reutilizar e! absorbente, por

lo que deben existir condiciones favorables para la desorcién.

La sulfonacién de resina de poliestireno de enlace cruzado produce

un catién de intercambio acido fuerte.

Las geles intercambiadoras de iones no son verdaderamente
porosas, los iones intercambiables debe esparcirse a través de la
estructura de la gel en orden de llegada de los grupos activos
segln el propésito del ion intercambiador. La aparente porosidad
estd a menudo basada sobre Ila distancia intermolecular
comprendida entre los limites del tamafo de los iones que se
mueven libremente a través de la gel. Hasta con un bajo nivel de
enlace cruzado, la porosidad aparente de geles semejantes no son

mayores de 30 Angstrom.
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Los enlaces cruzados hacen a estas geles insolubles en &cidos
concentrados, bases, sales, agentes oxidantes y reductores. En

adicién, ellas son resistentes a radiaciones radioactiva.

Elias son térmicamente estables y poseen un ailto potencial del ion

intercambiador,.

COMPOSICION DE LA RESINA.

Comprende una estructura basica (matriz) y grupos activos (ion
fijo).

La estructura bdsica del ion intercambiador estd constituido por
enlace cruzado principalmente, hay otras resinas de poliacrilico,

sin embargo juegan papeles secundarios.

Los grupos activos consistentes en iones fijos y iones opuestos. El
ion fijo es covalente dirigido a estructura basica, también el ion
opuesto es de carga contraria, es intercambiable, el intercambiador
catidnico posee un grupo ionico activo; ejemplo: -S0; en caso de
adcido fuerte y-COO™ en el caso de acidos débiles, por 1o tanto en la

forma H* y en ia forma Na* una sal basica.
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En caso de intercambiadores anionicos existen tres tipos:
fuertemente bdasicos, medianamente béasicos, débilmente bésicos

dependiendo del ion fijo.

Las cualidades mas importantes de un ion intercambiador es la de
indicar su capacidad de cuantificar ios iones que puede adsorber.
No obstante tiene una diferencia entre capacidad total y capacidad
itil: la capacidad total indica la capacidad total de iones opuestos
capaces de ser adsorbidos; la capacidad Gtit indica el namero de
iones que pueden ser adsorbidos bajo condiciones selectivas.
Dependiendo si la capacidad estd relacionada con el peso o el
volumen, de la sequedad o hinchamiento de la resina, el peso y el
volumen-capacidad es obtenido y como el peso o el volumen de
un intercambiador en particular puede ser muy diferente en el
estado seco o himedo por esto es la importancia de indicar las

unidades usadas en relacién a las condiciones empleadas.

La resina intercambiadora de iones toma cierta cantidad de
solvente de la solucién activadora, la cantidad depende de las
propiedades del intercambiador usado, al igual que el tipo de la

solucidn. El hinchamiento causado por este proceso estd limitado
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por los enlaces cruzados, pero promovidos por los grupos
hidrofilicos involucrados. El hinchamiento es grande en agua, ain
utilizando solventes organicos polares, peroc muy lento en
solventes no polares. La causa de hinchamiento es la tendencia de
ios iones fijos y opuestos dentro de los poros, de diluirsede ellos

mismos por un proceso de osmosis.

Los diferentes iones son pegados al ion intercambiador con
diferente grado de fuerza electroestdtica, esto causa en el
intercambiador que muestre diferente grado de selectividad en
relacién a los diferentes iones relacionados. Generalmente en
soluciones acuosas te baja concentracidn y equivalente todos los
iones intercambiadores absorben iones de valencia superior, el ion
intercambiador puede retornar a su forma original por un proceso
conocido como regeneracion. Varios agentes regeneradores pueden
ser usados dependiendo si el intercambiador es &acido fuerte o

débil o si es base fuerte o débil.

Los cuidados que deben ser tomados en la seleccién del
regenerador es porque existe el riesgo de que precipiten los iones

intercambiados en !a resina.
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CATION INTERCAMBIADOR ACIDO FUERTE
En el caso de iones equivalentes, la fuerza sujetadora decrece con

la disminucién del diadmetro del ion hidrogenado.

Esta resina tiene alto grado de resistencia a acidos, bases,
solventes orgénicos, tanto como agentes oxidantes y reductores,
ademdas posee alta estabilidad. La capacidad intercambiadora es
independiente del pH de la solucidén intercambiadora, la resina
puede ser usada en tanto un medio acido como en un medio neutro

o alcalino.

APLICACION DE LA RESINA
Su mayor uso actualmente es en la desmineralizacidn de aguas y

muy poco en control de calidad de medicamentos y alimentos.

DESCRIPCION DE LA RESINA INTERCAMBIADORA DE IONES.

AMBERLITE IR-120

Tipo de intercambiador Gel

Ion fijo -S0;



Ion opuesto/forma liberada

Capacidad intercambiadora (mval/mt)
Hinchamiento con ion intercambiador (%)
Temperatura méxima de trabajo (Celsius)
Rango de pH

Tamario de particula (mm})

Malla (ASTM)

Contenido de humedad (%)

Densidad (g/I)

Agente regenerador:
Concentracién % en agua

Boletin Editado por Merck KgaA.

H*
>1.7

7

120
0-14
0.3-1.2
15-50
45-55

800

HCl 6 H,SO4

5-10

2-4

6 NaCl
8-10

68
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ANEXO No. 3

CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e
identificar los componentes de una mezcla de compuestos

quimicos.

La muestra es distribuida entre dos fases, una estacionaria y otra
movil, de tal forma que cada una de los componentes de la mezcla

es selectivamente retenido por la fase estacionaria. (10).

La separacién se lleva a efecto ya sea en una columna tubular
reliena de un sélido poroso, el cual actGa como fase estacionaria
propiamente dicha. También puede utilizarse como fase
estacionaria un sélido fino colocado en forma de capa fina sobre
placas de vidrio. Estos dos tipos de cromatografia se basan en los
mismos principios fundamentales y se conocen respectivamente

como cromatografia de columna y de capa fina.
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Para la extraccién, separacion e identificacién de los aminoacidos
presente en las muestras analizadas se empled la cromatografia de

columna y la de capa fina.

CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

Entre los métodos de separaciéon de sustancias cuyos componentes
son parecidos en cuanto a propiedades fisicas y quimicas tenemos
la cromatografia en columna, que puede definirse como, la técnica
de separacion de una mezcla de solutos basandose en la diferente
velocidad con que se mueve cada uno de los solutos a través de un

medio poraoso, arrastrada por un disclvente en movimiento.

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La cromatografia sobre capa fina constituye un método muy
sencillo, econémico y al mismo tiempo susceptible de asegurar una
méxima eficiencia para identificar cualitativa y cuantitativamente
los distintos componentes de una mezcla de sustancias, su campo
de aplicacidn abarca practicamente todos los tipos de sustancias
con excepcidén de las gaseosas 0 muy volatiles. La identificacidn de
las sustancias procede una vez evaporado el eluyente. La

cromatografia sobre capa fina puede realizarse también de modo
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muy sencillo y sin medios especiales, en forma bidimensional o
pluridimensional por medio de dos eluyentes diferentes en dos
direcciones distintas o mediante desarrollo maltiple con distintos

eluyentes en una direccién.

Las capas para cromatogarafia de capa fina sobre las cuales se
efectiia el cromatograma pueden ser preparadas por el propio
usuario a partir de los absorbentes en polvo, disponibles como
material suelto, o adquirirse ya preparadas sobre soportes de

vidrio o de una {amina de aluminio o plastico.

Existen los siguientes tipos de adsorbentes como material suelto

y/o en forma de capa preparada:

Oxido de aluminio 60,90,150.
Ceiulosa PEL.

Celulosa.

CN.(Capa con modificacién de ciano)
Florisil.

Silicagel 40, 60, 100, 200, 500, 1000.

Silicagel 60 Silinizada (RP-2).
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Tierra silicea.

Silicagel 60/tierra silicea.

NH..{Capa con modificaciéon de amino)

Poliamida II.

RP-2, RP-8, RP-18.

Si 50000

l.Los adsorbentes en poivo estan totalmente exentos de aglutinantes
orgdnicos y estan denominados por letras y cifras por ejemplo
Silicagel GF.s4.

DONDE.

G= que contiene yeso como aglutinantes.

F= hace referencia a la inclusién deé indicadores fluorescentes.

254= indica la longitud de onda de excitacién.

La mayoria de separaciones por cromatografia en capa fina se
realizan hoy en dia en capas de Silicagel 60, cuyo empleo se ha
impuesto de este modo con cardcter universal siendo ésta la capa

por excelencia para practicamente todas las separaciones.
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA BIDIMENCIONAL.

Consiste en la aplicacidén de silicagel sobre placas de vidrio de 20 x
20 cm., dejarla secar luego colocar la muestra de 1a mezcla en una
esquina y se coloca en una camara cromatogréafica para dejarla
desarrollar en forma sucesiva con dos disolventes distintos en
direcciones perpendiculares (ver figura No. 1). Después de correr
la cromatografia en la primera direccién se seca el cromatograma
hasta desaparecer todo el primer sistema de solventes, el segundo
sistema de solventes debe correr en direccidn perpendicular al
primero; para ello se gira la placa 902 y con ella el punto de
origen. Concluida la segunda corrida se vuelve a secar y se aplica
el revelador(1l).

FIGURA No 1

< >
20 cm
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ANEXO No. 4

NORMA DE CALIDAD PARA LA MIEL DESTINADA AL MERCADO

INTERIOR

(Tomada de la Legislacién Espaiiola)

. Nombre de la norma.

Norma de calidad para la mie! destinada al mercado interior.

. Objetivo.
La presente norma tiene por objeto definir aquellas condiciones
y caracteristicas que debe reunir |a miel para Ila

comercializacion y el consumo en el mercado interior.

. Ambito de aplicacién.
La presente norma de calidad se aplicara a la miel destinada a

la comercializacidon en el mercado interior.

. Definicién y Descripcidén del producto.
Se entiende por miel el producto alimenticio producido por las

abejas meliferas a partir del néctar de las flores, a partir de las
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secreciones procedentes de partes vivas de las plantas o que se
encuentran sobre ellas, las cuales las abejas liban, transforman,
combinan con sustancias especificas propias. Almacenan y dejan
madurar en los panales de la coimena. Este producto alimenticio

puede ser fluido, espeso o cristalino.

Las mieles pueden ser:

Por su origen botdnico mie! de flores, es la obtenida
principalmente de los néctares de las flores y miel de mielada
que es la obtenida a partir de secreciones de las partes vivas de
las plantas o que se encuentran sobre ellas, su color varia del

pardo claro o pardo verdoso a casi negro.

Por la presentacién y procedimiento de obtencién: miel en
panales, es la vendida en panal entero o partido. Miel en trozo
de panal!, miel decantada, miel centrifugada, miel prensada,

miel cremosa.

Segun su destino, miel de consumo directo o para la industria;
considerandose como miel de industria o de pasteleria a

aquella que no corresponda a las exigencias citadas en cuanto a
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contenido en enzimas, hidroximetilfurfural, humedad y actividad
diastasica.

Factores esenciales de composicién y de calidad.

Madurez.

Azucares reductores: 65% o mas.

Humedad: 20%.

Sacarosa aparente: no mas del 5%.

Limpieza: Sélidos insolubles en agua 0.1%, en miel prensada se
tolera hasta 0.5%.

Minerales (cenizas): 6% como maximo en la miel de mieiada y

en mezclas de mieles de flores se tolera hasta el 1%.

Cuerpos extrafios: la miel a granel, no debe dejar residuos al
pasar por un tamiz con malla de 0.5mm de luz.

Las mieles envasadas no debe dejar residuos al pasar por un
tamiz con malla de 0.2 mm de luz.

Deterioro: la miel no habra fermentado ni serd efervescente.

Acidez iibre: No mas de 40 mg/Kg.
Caracteristicas organolépticas: la miel no tendréd colores,

sabores ni olores distintos a los genuinos de su clase botanica.
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Grado de frescura: determinado después del tratamiento y
mezcla.

Actividad diastésica: Como el minimo 8 en la escala de GOTHE.
Las mieles con bajo contenido enzimatico, como minimo 3 en
escala de GOTHE, siempre que el contenido en

hidroximetilfurfural no exceda de 15 mg/Kg.

Hidroximetilfurfural: no mas de 40 mg/kg.
Contenido de polen: Ia miel tendréd su contenido normal de

polen el cual no debe ser eliminado en el proceso de filtracidn.

Prohibiciones y tolerancias: para ja migl de consumo directo se
prohibe expresamente la utilizacién de cualquier tipo de aditivo,
la adicién de sustancias destinadas al aumento de peso, la

venta como miel de productos analogos.

Para la miel de industria o pasteleria se prohibe el cambio

artificial de 1a acidez.

La tolerancia en el contenido de los envases se fija de acuerdo

al cuadro siguiente:
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CUADRO DE PORCENTAJE DE TOLERANCIA

EN PORCENTAJE EN CANTIDADES
EN GRAMOS % ABSOLUTAS EN GRAMOS
5a50 9 -

50 a 100 - 4.5

100 a 200 4.5 -

200 a 300 - 9

300 a 500 3 -
500 a 1000 - 15

En la aplicacién del cuadro, los valores calculados en unidades

de peso que se indican en tanto por ciento, se redondearan por

exceso a la décima de gramo.

Aditivos: No se admite ninguno.

Microbiologia

contaminacidn,

Y

contaminantes:.

refjativo a la

los siguientes niveles de

higiene alimentaria de este
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producto han sido aprobados por la subsecretaria de sanidad y

de consumo del Ministerio de Sanidad y de Consumo.

En virtud del articulo 14 del Rea! Decreto 3302/1978, del 22 de
diciembre, dicha subsecretaria podra, atendiendo a razones de
salud puablica, modificar en cualquier momento la presente

relaciéon de contaminantes por la resolucion correspondientes.

Normas microbioldgicas aplicables a la miel: la miel debera
satisfacer las siguientes normas microbiolbgicas, gérmenes
patégenos o toxinas patdégenas ausentes. Recuento de colonias
aerobias mesoéfilas {31+ 1 Celcius) maximo: 1.10* col/g.
Entrobacteriaceaes: Ausentes /g.

Escherichia coli.: Ausente/g.

Salmonelia-Shiguella ausencia/25 g.

Mohos: maximo 1.10% col/g.

Criterios aplicables a contaminantes y sustancias téxicas.

Las tolerancias de productos contaminantes y sustancias téxicas
no deberd sobrepasar las contenidas en la legislacién vigente y
en su defecto en las normas internacionales aceptadas por el

estado Espaiiol.
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Higiene: el producto regulado por las disposiciones en esta
norma se preparard y manipulara cumpliendo los requisitos
aplicables a este producto recogidos en el articulo 1.03.05. del

Cdédigo Alimentario Espafiol.

La miel cuando se ponga a la venta al por menor o se utilice en
cualquier producto destinado al consumo humano debera estar
exenta de sustancias inorgédnicas u orgdnicas extrafias a su
composicién tales como insectos, larvas, granos de arena,
contaminaciones microbiolégicas o de residuos téxicos

especialmente toxina butulinica.?

2 CODEX ALIMENTARIO FAOQ, Stan 1-1985 (Rev 1-1991).
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ANEXO No. 5

44-4-07

AOAC METODO OFICIAL 979.20
Prolina en Miel

Primera Edicién 1979

Final Edicion 1983.

A. Prolina, es el aminoacido libre que predomina en la miel,
reacciona con el aminodcido, la solucién de ninhidrina para
formar compuesto coloreado. Interferencia de otros aminoacidos

es despreciable £5%.

B. Reactivos y Aparatos.

a) Solucién de ninhidrina 3% p/v. Disolver 3.0 g. de ninhidrina en
100 mi. de peréxido-etilenglicol monometil eter libre. El
almacenamiento de la solucién, debe ser en frascos ambar y no
debe reaccionar con otros metales como Zn.

b) L-(-)-Prolina-Eastman No. 2488 secar en horno al vacio y
almacenario en un desecador. Prepare solucién estandar como

sigue: 1) Solucién stock 0.5 mg/mL de H,0, diluir 25 mg de



82

prolina para 50 mL con H,O, enfriar. 2) Trabaje ia solucién 50
mg/mL. diluya 10 mL solucidn stock para 100 mL. con H,0. La
preparacion debe ser reciente.

¢) Reacciones en los tubos. En tubos de 18 x 130 mm. de

borosilicato con tapdn de rosca con lainers de teflén.

C. Determinacién.

Pesar 2.5 g de miel, transferir un frasco volumétrico de 50 mL.
y diluir a volumen con H,0O. Pipetear 0.5 mi, ponga dentro de cada
uno de los 3 tubos de reaccién. Afiadir 0.25 mL acido acético y
1.00 mL solucidén ninhidrina y tapar bien, agitar y poner en un
bafio de agua hirviendo por 15 min. Enfriar en bafo de H,O a 22
Celcius, remover ia tapa y pipetear 5mL. de isopropanol acuoso
(1+1),poner en cada uno, mezclar y determinar a 520 nm en
contraste con el blanco que es agua transportarlo a través dei

método. Leer todos los tubos dentro de los 35 min. de

enfriamiento.

Hacer correcciones a la miel para determinar una solucién que

contiene 0.5 mL de soluciéon de miel preparada, 1.25 mi de H;0, vy
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5.00 mL isopropanol (1+41). Sustraer el valor para que la muestra

reaccione antes de determinar curva de calibracion.

Preparar la curva de calibracién como en la determinacién, usando
la solucién estédndar de prolina en su lugar de miel. 0.5 mL de

soiuciéon de 50 mg prolina/mL es 0.35 ¢cm en 10 mm de celda.

Calcular mg de prolina/100 g de miel.
Referencia: JAOAC 62, 515(1979). ] Alimento Sci 34, 228(1969). J.
Apic. Referencia. 17, 89 (1978).

CAS-147-85-3 (L-proline).
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ANEXO No. 6
ANALIS1S REQUERIDOS PARA MIEL DE ABEJAS POR LA UNION
EUROPEA
MINIMOS/MAXIMOS METODO ANALISIS
ANALISIS PERMISIBLES
Acidez 40 mval/K. ' FAO/OMS del Codex
Alimentario
Principio:Titulometria
Tipo 1
Almiddén por cont. Polen 16% max. 4.5
Antibidtico 20 ppb max. HPLC
Azucares reductores 65% min. FAO/OMS del Codex
Alimentario
Principio: Titulometria
(Lane Eynon}).
Tipo I.
CDF 10 ppb max. HPLC
Cenizas 0.6% max. FAO/OMS del Codex

Alimentario
Principio: Ignicidn a
6000 C

Tipo I

Pesticidas Clorados

HPLC

Clordimeform

0.01 mg/K max

Color Extra claro ambar, Método Pfund
Ambar claro, ambar
Qscura

Coumaphos 0.01 mg/K max

Diastasa 8.3 indice min Escala Schade

Diferencia de proteina

-1.0 0 més

White

Estreptomicina

0.01 mg/K max

Fructosa

Glucosa Comercial

HMF 20 mg/K max Método Winkier, HPLC

Humedad 18% max FAO/OMS del Codex
Alimentarios
Principio:
Refractometria

. Tipo I

Miel Prensada 0.5% max

Para-Diclorobenzol

PbICdl Hj, ZI', Fe

Fenol 500 ppb max HPLC

Pesticidas fosforades HPLC

Prolina 200 mg/K min Wallrauch

Proteina -1.0 o méas .

Sacarosa 5% max HPLC
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ANEXO No. 7

MAPA DE EL SALVADOR
CON UBICACION DE NUMERQ DE COLONIAS DE ABEJAS

GENERALIDADES DE LA MIEL (18)

SIMBOLOGIA:

E 2 MIL colmenas

E 1 mil colmenas
| 500 colmenas
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GLOSARIO.

Aplicacién: Colocar en el punto de origen la mezcla cuya sustancia

se desea separar sobre el papel o capa cromatografica.

Adsorcién: Concentracién en la superficie de un sdélido de las

particulas de una sustancia en disclucién.

Adsorbente: Sélido finamente pulverizado, que por energia de

superficie, deposita en su superficie a {as moléculas que lo rodean.

Alzas: Caja sin fondo, provista de barras en ia parte inferior para
sostener las secciones, cuyo numero varia segln el tamafio de la

camara de cria.

Disolvente: Sustancias © mezclas de sustancias fluidas que
constituyen la fase moévil (portadora) en una cromatografia.

Generalmente se emptean liquidos con alta presién de vapor.
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Desorcién: Fenémeno contrario de ia absorcidn.

Separacién de un gas o un liquido de una mezcla.

Eluente: Disolvente usado en cromatografia en papel o en capa

delgada para extraer las sustancias separadas.

Edafico-climatico: Guarda relacién con la naturaleza del suelo y el

clima.

Frente del disolvente: Linea frontal de la fase mdvil, visible

durante el desarrollo.

hRf=Rfx100

Libar: Chupar, probar un liquido.

Mielada: Periodo de tiempo que dura una floracién determinada en

la cual las abejas recolectan gran cantidad de néctar.

Mielato: Sustancia azucarada expulsada por los pulgones.
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Nectario: Es cualquier érgano capaz de segrerar néctar.

Néctar: Sustancia jiquida, azucarada y aromdtica que se excreta en

los nectarios.

Propdleos: Sustancia resinosa que recogen las abejas de las yemas
de los arboles, con esta cierran las rendijas, pegan cuadros y

cubren paredes y matan animales e insectos mayores.

Pecoriadoras: Son las abejas que se encargan de recolectar ei

néctar, mielato y savia en las flores.

Revelador (sinénimo, agente cromogeno): Agente fisico o quimico
que hace visible las sustancias separadas por cromatografia en

papel o capa delgada.

Rf: (relacion de flujo) Razén o cociente de las distancias recorridas
simultaneamente desde el origen hasta el centro de la mancha de
una sustancia y el frente de la fase mévil (disolvente)

hRf=Rf x100
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Resuccionada: Nombre que se ie da al proceso de chupar la miel

y vuelta a expulsar por la abeja.

Sistema cromatogréafico: Condiciones de temperatura, humedad

relativa, disolventes, etc. empleados en cromatografia.



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

