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RESUMEN

La produccion de miel y su exportacion es una actividad creciente en El Salvador, es
debido a esto que cobra mayor importancia el estudio de la calidad. Para tal finalidad, en
esta investigacion se han determinado diferentes pardmetros fisicoquimicos (azUcares
reductores, cenizas, fructosa, HMF, humedad, pH y sacarosa), para los cuales, a excepcion
de pH y humedad, se utilizan diferentes técnicas electroquimicas (potenciometria y
titulaciones potenciométricas, conductimetria y polarografia diferencial de impulsos) como
nuevas metodologias con mayores ventajas para realizar las determinaciones con respecto a
los métodos convencionales. Todas las muestras de miel utilizadas para aplicar las
metodologias cumplieron con la norma salvadorefia (NSO 67.19.01:08).

Adicionalmente, se propone una nueva metodologia para la determinacién de azlcares
reductores aplicando una titulacion amperométrica con ayuda de la polarografia diferencial
de impulsos la cual, permitiria la determinacion de mas muestras de miel con menor
cantidad de reactivo y con menor tiempo de analisis. Actualmente en esta investigacion

pudo reducirse la cantidad de disolucién de Cu?* utilizada en un 40%.



1. INTRODUCCION

De manera general, el panorama a nivel mundial de los productos apicolas se encuentra
dividido en paises productores y paises consumidores. El Salvador es un pais que ha tenido
incremento en su actividad productora de miel; en el afio 2000 se produjeron 1,070
toneladas mientras que para el afio 2010 se produjeron 2200Y. Actualmente, el 80% de la

produccién nacional se exporta al continente europeo®®.

Debido a que la miel es una fuente de divisas para El Salvador, ya que exporta la mayor
parte de su produccion, debe procurarse que este producto apicola cumpla con las normas
de control de calidad de los paises que lo reciben. Por otro lado, debe también garantizarse
la calidad del producto para los consumidores en el pais. Por lo expuesto anteriormente, es
necesario actualizar la norma de calidad y ademas, presentar en ésta mejores métodos de
andlisis de control de calidad. Por ejemplo, en la actualidad la Norma Salvadorefia para
Miel de Abejas no establece el contenido de cenizas maximo que debe de contener, a
diferencia de las normas de paises homologos latinoamericanos como México y Argentina,
productores y exportadores importantes a nivel mundial. El contenido de cenizas guarda

relacién con el tipo de miel, contenido en polen de la misma y sélidos insolubles.®

En esta investigacion se implementaron nuevos métodos para la medicion de parametros
fisicoquimicos en la miel, como la determinacién del contenido de azlcares reductores,
HMF (Hidroximetilfurfural), fructosa, contenido de cenizas, todos ellos a partir de la
aplicacion de técnicas electroquimicas, las cuales presentan ciertas ventajas con respecto a
aquellas que se utilizan actualmente. Ademas, se determinaran los parametros de pH y
contenido de humedad. Este estudio sera aplicado a mieles comerciales producidas en El
Salvador y se comparara con los resultados de una miel producida en Espafia, la cual ha
sido galardonada por su calidad. Finalmente, se planteara una metodologia basica para

poder determinar el contenido de azlcares reductores utilizando la polarografia.



2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 HISTORIA DE LA APICULTURA.*>9

Inicialmente, la actividad del hombre con relacion a las abejas era Unicamente la caza de
sus panales. En el periodo mesolitico, 10000 a 5000 afios a.C., comienza la recoleccion de
miel de colmenas silvestres y se piensa que en el Neolitico fue cuando aprendié a controlar

las abejas y enjambres.

Se considera que el origen del cultivo de las abejas para obtener miel y productos derivados
ocurrid hacia el afio 4500 a.C. en una poblacion llamada tartesios. Debido a que los fenicios
mantenian relaciones comerciales con ellos, esto permite que la apicultura se expanda a

otros pueblos del Oriente (babilonios, hebreos, egipcios entre otros).

En general, en los relatos de las sociedades mas avanzadas de todas las épocas se han
encontrado vestigios del conocimiento de las abejas. Los antiguos egipcios criaban abejas y
comerciaban con la miel y la cera a lo largo de la costa oriental de Africa. La miel, ademas
de ser un ingrediente basico de la momificacion, desempefié un papel importante ya que
existen pinturas en las tumbas de los faraones que muestran actividades relacionadas con su
extraccion y almacenamiento. Inclusive, se encontraron recipientes con miel en una tumba
egipcia sellada hace 35 siglos que conservaba su pureza y frescura, similar a miel recién
extraida del panal.

De Egipto, la apicultura pas6 a Grecia y después a Roma. Los griegos veneraron la
apicultura ya que la diosa Artemisa era representada en las monedas con el cufio de una
abeja en los afos 480 a.C. De igual manera en Tracia también se dio el cufio de monedas
con una abeja. Los romanos también practicaron la apicultura utilizando las propiedades
medicinales de la miel. La expansién del imperio romano permitié que la apicultura se

conociera en toda Europa.

En América se desarrollé la meliponicultura, ya que antes de su descubrimiento, el género
Apis era inexistente. Las abejas del genero Meliponini (sin aguijon) tuvieron un trato
especial por los mayas. En esta época, la meliponicultura estaba mas extendida que la
apicultura en cualquier pais de Europa.



Los mayas también tuvieron una deidad asociada con las abejas. Segun algunas leyendas, el
dios Ah Muzencab, “el que cuida la miel” es quien carga el cielo asegurando un buen flujo
de néctar y asi obtener una buena cosecha de miel.

De esta manera se observa que a lo largo de la historia de la humanidad la apicultura ha

jugado un papel importante en el desarrollo de los pueblos. Algunos ejemplos se muestran

en la Figura 1.

Imagenes de la practica de la apicultura egipcia. Relieves de

la tumba Pa-bu-sa en Tebas (Egipto)

Pintura rupestre encontrada en la Estela en Coba (Quintana Roo, México), en
Cueva de la Arafia, Espafia: Hombre la que se muestra al dios Ah-Muzencab, dios
extrayendo miel de un panal. de las abejas.

Figura 1. Las abejas a través de la historia.



2.2 LA APICULTURA EN EL SALVADOR.

La actividad apicola en el Salvador se inicio en la época colonial con la introduccion de las
9 ¢

abejas meliferas conocidas como “extranjeras”, de “castilla”, “negras” o “alemanas”, cuyo

nombre cientifico es Apis mellifera.’”

Esta actividad crecid en el siglo X1V y gran parte del siglo XX con una serie de limitantes,
entre ellas, la carencia de leyes que regularan y controlaran la produccion, la resistencia de
algunos apicultores a la adquisicion de nueva tecnologia, la falta de uniformidad de

material apicola y el inadecuado sistema de financiamiento.”

En 1976, con el fin de impulsar el desarrollo apicola y otras especies, el gobierno
implement6 un programa de especies menores. En 1980, este programa se fortalecié con el
proyecto “Fomento de la Apicultura”, financiado por la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés). En 1984, el
Banco Central de Reserva de El Salvador, abrio a través de bancos comerciales, una linea

especial de créditos para la produccion de miel. "

Ante la amenaza de la africanizacion de los apiarios, la FAO, en 1985, favoreci6 a los
apicultores con el proyecto “Apoyo al Plan de Emergencia para el Control de Abeja
Africanizada”, que capacitdé adecuadamente a técnicos y productores de manera que el

impacto en la produccion fuera minimizado.

Con respecto a la organizacion de los apicultores, ésta comenzo6 en 1980 con la fundacion
de la Sociedad Cooperativa de Apicultores de El Salvador (SCAES). En 1987 se organizo
la Asociacion Cooperativa de Comercializacion, Aprovisionamiento, Ahorro y Crédito de
Apicultores “La Libertad”. A partir de 1996 algunas organizaciones no gubernamentales
comenzaron a desarrollar proyectos apicolas en comunidades de escasos recursos y areas de

bosques.

Ante la amenaza de la varroasis (enfermedad en las abejas producida por el acaro parasito
varroa) en 1996, los sectores involucrados con la apicultura (productores, exportadores,
Ministerio de Agricultura y Ganaderia y Universidad de El Salvador) comenzaron a

reunirse para analizar su impacto en el pais. Para 1998, se form¢6 la Comisién Nacional



Apicola de EI Salvador (CONAPIS), una entidad juridica, ajena a toda actividad politica,
religiosa o lucrativa, destinada a promover, fomentar y proteger la produccion de miel de

abeja y otros productos apicolas.!”

En 1998 se cred el cluster (grupo geograficamente proximo de empresas interconectadas e
instituciones asociadas) de apicultura, con el apoyo del Ministerio de Economia y por
sugerencia de la empresa consultora Monitor de Estados Unidos, con el objetivo de

promover el desarrollo econémico, social y cultural del sector apicola. ©

En relacion a la produccion; en la década de 1980, EI Salvador fue el primer productor de
miel en la region Centroamericana alcanzando su punto maximo en 1987 (3,408 TM). De
1987 a 1996, la produccion cay6 un promedio anual de 4.8% como consecuencia de los
efectos de la deforestacion, robo de colmenas y varroasis.) Posteriormente, en el afio 2000
la produccion de miel fue de Unicamente 1,070 toneladas, ocurriendo un incremento
constante hasta el afio 2005 donde la produccion fue de 2,508 toneladas. En afios siguientes
puede observarse que la produccion ha tenido altos y bajos. El afio 2007, EI Salvador pierde
definitivamente su lugar como primer productor de Centroamérica frente a Guatemala. Esta

informacion se encuentra resumida en la Tabla 1.

Tabla 1. Produccién en toneladas de miel de abeja en los paises de Guatemala y El Salvador,
perfodo: 2002 — 2010.Y

Pais 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Guatemala | 1,500 1,900 1,650 1,500 1,459 3,443 3,446 3,505 3,500
El Salvador | 1,660 1,799 2,362 2,508 2,026 2,128 2,234 2,237 2,200

2.3 MIEL DE ABEJA

Segun la Norma Salvadorefia para la Miel de Abejas (NSO 67.19.01:08) se define la miel
como el producto alimenticio creado por las abejas meliferas a partir del néctar de las flores
0 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.®”




b)

2.3.1 CLASIFICACION®?

2.3.1.1 POR SU ORIGEN BOTANICO

Miel de Flores: Es la obtenida principalmente de los néctares de las flores y se

distinguen:

- Mieles monoflorales o uniflorales: Producto primordialmente de flores de la misma
familia, género o especie y que posee caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas y
microscopicas propias.

- Mieles multiflorales, poliflorales o mil flores: Producto de la mezcla de néctares
procedentes de varias especies de flores.

Miel de mielato: Obtenida primordialmente a partir de secreciones de las partes vivas

de las plantas o excreciones de insectos succionadores que se encuentran sobre ellas.

2.3.1.2 SEGUN PROCEDIMIENTO DE COSECHA

Miel escurrida: Obtenida por escurrimiento de los panales desoperculados, sin larvas.
Miel prensada: Obtenida por prensado de los panales sin larvas.

Miel centrifugada: Obtenida por centrifugacién de los panales desoperculados, sin

larvas

2.3.1.3 SEGUN SU PRESENTACION

Miel: Se encuentra en estado liquido, cristalizado o una mezcla de ambas.

Miel en panal: Almacenada por las abejas en celdas operculadas de panales, construidos
por ellas mismas que no contengan larvas y comercializada en panal entero o secciones.
Miel con trozos de panal: Contiene uno o mas trozos de panales con miel, exentos de
larvas.

Miel cristalizada o granulada: La que ha experimentado un proceso de solidificacion
como consecuencia de la cristalizacion de azlcares que puede ser natural o inducido.
Miel cremosa o cremada: La que tiene una estructura cristalina fina y que pudo haber

sido sometida a un proceso fisico que le confiera esa estructura.



2.3.1.4 SEGUN SU FORMA DE PRODUCCION
a) Miel convencional: Obtenida por métodos tradicionales de produccion.
b) Miel orgénica/ecoldgica: La que en su fase de produccion y procesamiento, cumple los

requisitos de certificacion para esta denominacion.

2.3.1.5 SEGUN SU DESTINO

a) Miel para consumo directo.

b) Miel para utilizacion en la industria: Esta responde a los requisitos de control de calidad
exceptuando el indice de diastasa y contenido de HMF, los cuales podran ser menor que

8 (en la escala de Shade) y mayor que 80 mg/Kg respectivamente.

2.3.1.6 SEGUN SU PROCESO

a) Miel procesada: Es aquella que para su comercializacion ha sido sometida a un proceso
de acondicionamiento que podria incluir homogenizacién, filtracion, fraccionamiento
mecénico de cristales o tratamiento térmico.

b) Miel no procesada: Es la que para su comercializacién no ha sido sometida a procesos

de acondicionamiento.

2.3.2 COMPOSICION

La composicién de la miel varia dependiendo de la flora de origen y la zona de pecoreo de
las abejas. Esta puede considerarse como una disolucion acuosa concentrada en azucares,
conteniendo ademas una mezcla compleja de diversas enzimas, aminoacidos, acidos

organicos, minerales, sustancias aromaticas, pigmentos, ceras y granos de polen.®

2.3.2.1 HUMEDAD
Es una de las caracteristicas mas importantes pues influye en la viscosidad, peso especifico
y color, condicionando asi la conservacion y cualidades organolépticas de la miel.
Se ha estudiado la tendencia a la granulacion de la miel y su relacién con el contenido en
azlcares y agua. Dicho factor es importante con relacion a la fermentacion, pues la
granulacion aumenta el contenido de agua libre, haciendo a la miel susceptible al ataque

microbiano. De hecho, el excesivo contenido de agua favorece la multiplicacién de



levaduras osmofilicas; algunos autores consideran que este riesgo desaparece practicamente

cuando la miel tiene un contenido de humedad menor al 17 %.®

2.3.2.2 CARBOHIDRATOS (GLUCIDOS)
Los carbohidratos (o azucares) 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 varian considerablemente entre una miel y otra. Por otro
lado, se han identificado méas de 20 oligosacaridos como la maltosa.
La sacarosa esta relacionada con el grado de maduracion de la miel por lo que su valor debe
ser menor al 5%; siendo el contenido maximo permitido por la mayoria de los paises.
Mieles con valores superior al 8% se consideran adulteradas por adicion de azucar de mesa
(sacarosa) lo cual es penalizado por la ley. Sin embargo, su presencia no proviene
unicamente de su adulteracion, ya que puede deberse a las caracteristicas de cada miel o de
la falta de un adecuado tiempo de maduracién en la cosecha.
La fraccion gllcida esta determinada por las plantas de las que se elaboré la miel al igual
que de las influencias regionales y estacionales. En miel recién extraida de los panales, aln
existen transformaciones que contintan mientras las enzimas permanezcan activas.
A mayor tiempo de almacenamiento, la proporcion de monosacaridos ir4d aumentando
debido a la actividad enzimatica y a la inversion éacida de los disacéridos, por lo que las

proporciones de azlcares no seran constantes.™

2.3.2.3 PROTEINAS
Existen pequefias cantidades de proteinas en la miel, la cual varia entre los diferentes tipos.
Estas provienen de materia vegetal y de las abejas. Las mieles de prensado (actualmente
poCco comunes) son mMas ricas en sustancias nitrogenadas. El contenido de proteinas en

mieles centrifugadas es de casi el 0.04% al 2%.™

2.3.2.4 ENZIMAS
Son agregadas casi totalmente por las abejas. Las principales son la glucosa-oxidasa, la
invertasa, y otras enzimas como las amilasas y catalasas; de estas Gltimas ain se sabe poco

en cuanto a su efecto y contenido en las mieles.



La invertasa es producida por las glandulas faringeas de la abeja melifera, afiadiéndose al
néctar recolectado por las abejas. Esta enzima permite detectar dafios causados en la miel
por calentamiento (inactivacion o desnaturalizacion). Su funcion es transformar la sacarosa
en fructosa y glucosa.

La glucosa-oxidasa también es agregada por las abejas al néctar, oxidando la glucosa en

pequefias cantidades a gluconolactona.®?

2.3.2.5 AMINOACIDOS
El contenido de aminoacidos en la miel es relativamente bajo, cerca de 100 mg/100 g de
extracto seco. La lisina se encuentra en mayor proporcion, seguida por la prolina, arginina,

glicina, cistina entre otros.?

2.3.2.6 ACIDOS
El principal es el glucénico, producido por la fermentacion aerdbica de la glucosa por
enzimas de ciertas bacterias (Acetobacter) y mohos (Aspergillus). Otros acidos presentes en
pequefias cantidades son el acético, citrico, succinico, formico, malico, maléico y oxalico.
Una miel de Apis con acidez elevada pudo haber fermentado en un momento dado y el

alcohol producido convertido a 4cido acético por accién bacteriana (Acetobacterias). ")

2.3.2.7 MINERALES
El contenido mineral o cenizas de la miel, guarda relacion con el tipo de miel, contenido en
polen y solidos insolubles, este Gltimo aspecto relacionado con el método de extraccion.
A pesar del bajo porcentaje de elementos minerales en la miel, puede considerarse
importante dese el punto de vista alimenticio. El potasio, que constituye la tercera parte de
las cenizas parece ser responsable de parte de las propiedades bactericidas atribuidas a la
miel. Por otro lado, el contenido de cenizas ha sido también propuesto como parametro

indicador de adulteracién con melazas. ©®

2.3.2.8 SUSTANCIAS AROMATICAS
En la miel se han aislado ésteres de acidos alifaticos y aromaticos, aldehidos, cetonas y

alcoholes.™?



2.3.3 CONTROL DE CALIDAD?

La Norma Salvadorefia para la Miel de Abejas, contempla ciertos requisitos los cuales se

dividen en cuatro grupos:

1. Caracteristicas Organolépticas: Color, sabor, olor y consistencia.

2. Parémetros fisicoquimicos:
Madurez: Azucares reductores, humedad, sacarosa aparente Yy relacion
fructosa/glucosa.
Deterioro: Acidez libre, actividad diastasica e hidroximetilfurfural (HMF).

3. Aditivos y adulterantes.

4. Higiene.

5. Parametros microbioldgicos: Recuento de colonias aerobias mesofilas, salmonella,

coliformes totales y fecales, hongos y levaduras.

La norma no contempla en los parametros fisicoquimicos el contenido de cenizas.
A continuacion se presentaran exclusivamente los pardmetros fisicoquimicos de interés

para esta investigacion.
2.3.3.1. PARAMETROS FISICOQUIMICOS

2.3.3.1.1 AZUCARES REDUCTORES

Para la determinacion de azUcares reductores se utiliza el método de Fehling. Segln la
Norma Salvadorefia, se aplica el método modificado de Lane-Eynon, el cual consiste en
titular inicialmente una disolucion de azucar reductor conocida (glucosa al 1% p/v) lo que
permite determinar el contenido de azUcares reductores al titular una muestra desconocida.

Como cualquier aldehido, las aldosas son facilmente oxidadas. Existen varios reactivos
para identificar a los azticares reductores, como Tollens (Ag* en NHs), Benedict (Cu®* en
citrato de sodio acuoso) y Fehling (Cu®* en tartrato de sodio acuoso). Se les llama azUcares
reductores ya que reducen al catién metalico del agente oxidante. En el caso del reactivo de

Fehling el Cu®*se reduce a Cu(l) y produce en el medio Cu,O, un precipitado color rojo.*?
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o H [#] OH
= CH,OH S

|
Cu* (Complejo) + (H—C—OH), o CI:=D — Cu,0l + {H—-{lj—OH]"
CH,OH tH—{IJ—DH},, GH,OH
CH,OH

Figura 2. Reaccién propuesta entre Cu?* y un azucar reductor.®?

La fructosa también reduce al reactivo de Fehling, lo cual se debe a que la fructosa puede

isomerizarse a una aldosa en disolucion bésica por tautomeria ceto-endlica.

CH,OH [ OH | (N
c=o e e H——OH

HO——H NaOH, H,0 HO——H NaOH, H,0  HO——H
H——on — H——oH|  H——oH
H=1—0H H——oH H——OH
CHO0H CH,OH CH,0H
D-Fructosa Un enodiol D-Glucosa

Figura 3. Isomerizacion de la fructosa a glucosa por tautomeria ceto-enélica.™?

La Norma Salvadorefia para Miel de Abeja establece un porcentaje minimo de azUcares
reductores del 60% para miel de flores y del 45% para miel de mielato y su mezcla con

miel de flores.

2.3.3.1.2 CENIZAS
De manera general, la conductividad eléctrica esta relacionada fundamentalmente con el
contenido en sales minerales, acidos organicos, proteinas y posiblemente con compuestos
como azucares y polioles de la miel. Permite estimar su origen (floral o de mielada) y

orientar cual ha sido la fuente del néctar.®

Actualmente, ha sido descrita la correlacién existente entre la conductividad eléctrica de la

miel y su contenido en cenizas, lo que ha llevado a proponer la determinacion del contenido
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en sales minerales a través de la conductividad eléctrica, de manera mas rapida y
sencilla.®), utilizando una ecuacién que establece la relacién lineal entre el porcentaje de
cenizas y la conductividad especifica:

X =174A+0.14
en donde “X”, es la conductividad especifica (mS-cm’l) 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 correlacidn entre el porcentaje de cenizas (determinado por el
residuo de la calcinacion de una masa de miel conocida) y la conductividad eléctrica
medida de una disolucién acuosa de miel.**)
La Norma Salvadorefia para Miel de Abeja no contempla el contenido de cenizas en sus
requisitos. Sin embargo, si tomamos en cuenta la Norma Mexicana por ser el pais con los

principales antecedentes de este trabajo, se establece un porcentaje méaximo del 0.60%.

2.3.3.1.3 FRUCTOSA
La fructosa, también conocida como levulosa o azucar de frutas, es un hidrocarburo de
formula molecular C¢H1,0s con una masa molar de 180.19 gmol™. Puede encontrarse como
cristales o polvo blanco. Se descompone a temperaturas entre 103-105°C y posee una
elevada solubilidad en agua.®? Es la cetosa mas abundante y el azticar més dulce conocido.

Se encuentra enlazado a la glucosa en la sacarosa o aztcar com(n.*®

La determinacion de fructosa se llevara a cabo a través de la polarografia diferencial de
impulsos, tomando en cuenta la sefial de reduccion. La determinacion se realizara a través
del método de adiciones patrén, con una disolucion de fructosa de concentracion

conocida.®V

La Norma Salvadorefia establece en sus requisitos una relacion fructosa/glucosa mayor o
igual que 1. Debido a que en este caso no se llevara a cabo la determinacion de glucosa, no
sera posible comparar este parametro con el valor limite. Sin embargo, podria plantearse
como un pardmetro cuantificable en la miel para formar parte en el futuro, de los requisitos

en el control de calidad.
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Figura 4. Tautémeros de la fructosa en disolucién acuosa a temperatura ambiente.

2.3.3.1.4 HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)
El 5-hidroximetilfurfural es un compuesto heterociclico de formula molecular C¢HgO3, con
una masa molar de 126.11 gmol™. Su punto de fusién es de 31.5°C. Es soluble en agua,
metanol, etanol, acetona, entre otros. Puede presentarse como un solido cristalino o liquido

amarillento oscuro. Es ligeramente volatil por lo que debe conservarse en refrigeracion.?

Los productos azucarados pueden deteriorarse por el calor al almacenarse, por lo que la
miel también es susceptible a estos cambios que afectan sus propiedades organolépticas.
Tanto la glucosa como la fructosa (con el tiempo y temperatura necesarios) pueden
oxidarse, mediante el mecanismo presentado en la Figura 5, en HMF, un compuesto sin

valor nutricional.*V
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Figura 5. Mecanismo de formacion del HMF®®
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Por lo tanto, una miel con niveles elevados de HMF pierde sus propiedades naturales y
calidad nutricional. En consecuencia, el contenido de HMF en la miel se considera como un
criterio determinante de calidad.

Al igual que con la fructosa, la determinacion del HMF se realizard por el método de
adiciones patron utilizando las corrientes de la sefial de reduccién a través de técnica de
polarografia diferencial de impulsos.®

La miel, como producto natural, no contiene HMF; la presencia, menor o mayor de HMF se
atribuye principalmente al manejo y almacenamiento, es decir, a la manipulacion humana

del producto y por tanto, de la calidad de manufactura.

La Norma Salvadorefia establece un nivel maximo de 40 ppm de HMF después del
procesamiento. En mieles procedentes de regiones declaradas de ambiente tropical, asi

como sus mezclas, el nivel méximo permitido es de 80 ppm.

2.3.3.1.5 HUMEDAD
El método se basa en la medicién de la densidad aparente, dada por la concentracion de
solidos disueltos y en suspension; generalmente se emplea para tal efecto un refractémetro
con escala en grados Brix. Estos grados representan el porcentaje en peso de sacarosa
quimicamente pura en disolucién de agua destilada a 293 K (20°C)."*” Para obtener el valor
de humedad debe de restarse al 100% el valor de los grados Brix que hacen referencia a los
solidos disueltos y asi tener el valor que corresponde Unicamente al agua (humedad).

Deberan hacerse correcciones si las mediciones no se realizan a 20°C.

2.3.3.1.6 SACAROSA
La sacarosa, 0 azUcar de mesa ordinaria, es el compuesto organico puro mas abundante en
el mundo. Puede obtenerse del azucar de cafia (20% en peso) o de la remolacha azucarera
(15% en peso).®
Es un disacérido de formula molécular C1,H,,011 con un peso molécular de 342.20 gmol™.
Es un sélido blanco que puede encontrarse en diversas formas, se descompone a 186°C y
posee una solubilidad en agua a 25°C de 200g/100 mL.“® Produce un equivalente de

glucosa y un equivalente de fructosa en la hidrdlisis como se observa en la Figura 6. Esta
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mezcla 1:1 de glucosa y fructosa hace referencia al azlcar invertida debido a que el signo
de la rotacion optica se invierte, o cambia, durante la hidrolisis de la sacarosa ([a]p=+66.5)

a la mezcla de glucosa/fructosa ([a]D:-ZZ.O).(17)

En este caso, la hidrolisis se llevd a cabo con una disolucion de HCI diluida.

CH,OH
HO Q 9
HO CH,0OH
OH H o enzima irverasa o) CH,OH OH
0 ¥ HOHO + HO
cHoile e CH,0H
OH OH 2
HO 72 OH
CH,OH
OH

Figura 6. Reaccién de hidrélisis de la sacarosa en medio acido o con enzima invertasa.**

Una vez que se ha realizado la hidrolisis, se determinaron los azucares reductores. Es de
esperar que la cantidad de éstos se vea aumentada debido a que se tendra mas glucosa y
fructosa proveniente de la hidrdlisis (en la determinacion sin hidrdlisis, la sacarosa no
participa ya que no es un azUcar reductor por no tener su carbono anomérico libre).

La Norma Salvadorefia establece un maximo de sacarosa del 5% para miel de flores,

mientras que para miel de mielato y sus mezclas un maximo del 10%.

2.4 TECNICAS UTILIZADAS.

2.41 ELECTROQUIMICA®®

La electroquimica es una rama de la quimica que estudia la relacién entre la transformacion
quimicay la electricidad; se enfoca en el estudio de los procesos que ocurren en la interfase
de un conductor electrico (electrodo) con especies en disolucién, las cuales se conocen
como reacciones electroguimicas.

El dispositivo experimental que se utiliza en electroquimica esta constituido por un sistema
electrodico que consiste fundamentalmente en dos electrodos dispuestos en una celda y
conectados a un circuito eléctrico externo. Debido al paso de corriente por la disolucion se
presenta una caida 6hmica de potencial la cual se compensa introduciendo un electrolito

soporte; para conocer el potencial del electrodo de trabajo se agrega al circuito un tercer
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electrodo. Por lo tanto, se tiene un sistema de tres electrodos: electrodo indicador o de
trabajo, electrodo auxiliar o contraelectrodo y electrodo de referencia. El electrodo de
trabajo es el electrodo en el que tiene lugar la reaccion de interés; el electrodo auxiliar es el
electrodo que junto con el de trabajo constituye el puente por donde pasa la corriente; el
electrodo de referencia se usa para medir el potencial del electrodo de trabajo. La diferencia
de potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia se regula mediante un
aparato electronico llamado potenciostato.

Al utilizar este dispositivo de tal forma que se imponga de manera controlada un potencial
al electrodo de trabajo, se pueden inducir reacciones de oxidacioén o reduccion sobre las
especies presentes en disolucion; este proceso se conoce como electrdlisis y da origen al
paso de corriente en la interfase electrodo-disolucion; bajo condiciones tales como
agitacion constante y presencia de un electrolito inerte en gran concentracion, la corriente
implicada en la reaccion al electrodo es proporcional al numero de electrones

intercambiados y a la concentracion de la especie electroactiva.

2.4.1.1 POTENCIOMETRIA Y TITULACIONES POTENCIOMETRICAS
La potenciometria se basa en la medicion del potencial electroquimico. El potencial de un
electrodo por el cual fluye una corriente i conocida (que puede ser nula), es funcién de la
concentracion de las sustancias electrolizadas o las especies con propiedades redox
presentes. A través de la medicion de potenciales puede conocerse la concentracion de una
sustancia o sus variaciones durante una reaccion quimica.®”
En esta investigacion, la potenciometria fue utilizada en las determinaciones de pH y de
azucares reductores.
Para la determinacion de pH se utiliza un pHmetro, el cual posee un electrodo combinado
en el que se encuentran en un mismo dispositivo el electrodo indicador (membrana de
vidrio) y el electrodo de referencia (electrodos de Ag/AgCl interno y externo).?
La membrana esta conformada por una red irregular de tetraedros de silicatos (SiO,4) unida
mediante un &tomo de oxigeno. Coordinados a los atomos de oxigeno se encuentran iones
tales como Li*, Na*, K" y Ca*". Los cationes monovalentes, principalmente el Na* pueden

moverse lentamente a través de la red del silicato. La superficie de la membrana se hincha
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cuando absorbe agua, permitiendo que se dé un equilibrio de intercambio ionico entre los

iones H" y los cationes metalicos del vidrio.®?

frmm—) .
Conaxionas al pHmsztro

e —— )

Nival é=l liquido — Entrada d= air=
dzl zl=ctrodo d2
rafarancia axtarior
Nival ézl liquido =
¢zl el=ctrodo d=
rafarancia intarior

Hilo é= Ag 1 1 Disclueion acvosa
satvrada é= AzCly KCl

D Nival éz 12

disolucion en 2l vaso

Pasta d= AzCl
suspandida entra va
alambra d= Az doblado
Tapon poroso qua parmita
#—— qua vaya sali=ndo l=ntamznta

82CI() + KCI) q\ slzctrolito ¢zl sl=ctrodo
=~ HCI01M

Membrana é= vidrio — 7
A

saturado =n AsCl

Figura 7. Diagrama de un electrodo combinado de vidrio, con un electrodo de referencia de
AgCl. @

La diferencia de potencial entre los electrodos interior y exterior de Ag/AgCl de la Figura 7
depende de la concentracion de cloruro de cada compartimiento y de la diferencia de
potencial a través de la membrana de vidrio. Como la concentracién de cloruro es constante
en cada compartimiento electrddico, y la concentracion de H* también es constante en el
interior de la membrana de vidrio, el Unico factor variable es el pH de la disolucion de

analito exterior a la membrana de vidrio.??

La respuesta de los electrodos de vidrio a 25°C se describe por la siguiente ecuacion:
E = constante + $(0.059)log[H*]

El valor de la eficacia electromotriz (B), es proxima a 1.00 (tipicamente >0.98). La
medicion de B y la constante se realiza al calibrar el electrodo con disoluciones buffer

estandar.

En el caso de la determinacion de azlcares reductores se realiza una valoracion
potenciométrica. Para dicha valoracién se utiliza un electrodo indicador de Cu y como de

referencia uno de calomel saturado (ECS).
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En la titulacion de Fehling, se esta frente a un sistema rapido®®. El electrodo de cobre se

encuentra introducido en la disolucién de iones Cu?*. La reaccion indicadora es:

Cu?t+2e =Cul
por lo tanto, el potencial de equilibrio es: E,, = E, + %log[Cu“]

Esto significa que el electrodo de cobre es indicador de la actividad de los iones Cu?*,

pudiendo seguir dicha actividad durante la titulacion potenciométrica®.

Conociendo que en la reaccion entre el Cu®* y el azlicar reductor, el Cu®* pierde un electrén
al pasar a Cu(l) en el Cu,0 y el azlcar reductor gana 5 electrones, la estequiometria de la
reaccion debe de ser 5:1.M" El potencial en el punto de equivalencia estara dado por la
siguiente expresion:
0’ 0’
SEAZ.Red. + EC‘LL2+

/Cu(o)
Epg =

6
Por lo que el potencial en el punto de equivalencia esta dado en 5/6 del cambio de potencial

con respecto al potencial inicial en la curva potenciométrica.

Con respecto a la instrumentacion, la diferencia de potencial se mide con un milivoltimetro.

Bureta

Milivoltim=tro
Electrodo indicador

Electrodo de .
calomelanos
saturado |

[ Agitador magnético |

Figura 8. Sistema cléasico para realizar una titulacién potenciométrica®
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2.4.1.2 CONDUCTIMETRIA®

La conductimetria se basa en el hecho de que las soluciones electroliticas se comportan
como conductores eléctricos donde los iones en disolucién son los responsables del
transporte de cargas. Como un conductor obedece a la ley de Ohm, dicha conduccion se
verifica en el volumen de disolucion delimitado por la distancia entre dos electrodos de
posicion fija. Esta condicion experimental se cumple en arreglos denominados celdas

conductimétricas, como se observa en la Figura 9.

Generador de ca | L

Promedio de
la intensidad
de corriente (A)

Je\
Soportes (W)
rigidos

A) B)
Figura 9. A) Sistema de electrodos de una celda conductimétrica. B) Celda de inmersién.??

O/

.

La resistencia eléctrica de una disolucion medida con una celda conductimétrica esta dada
por:

R_f
A

Donde R es la resistencia eléctrica de la disolucion dada en ohmios (Q2), p la resistividad
eléctrica (2 cm), £ la longitud entre los electrodos (cm) y A, el area traslapable de los
electrodos (cm?).

La relacion longitud/area es caracteristica de cada arreglo de electrodos y se denomina
constante de celda conductimétrica, Keeiga. ES muy importante que el valor de Keega S€
mantenga constante durante un experimento si se desea precision en los resultados.

Se define la conductancia (L) como el inverso de la resistencia de la disolucién (L=R™), y
la conductividad especifica (y) como el inverso de la resistividad, y=p™. Las unidades de la

conductancia estan dadas en siemens (S = Q™), y la conductividad especifica en S cm.
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1 X

L —_— e
R kcelda

En mediciones rutinarias, la constante de celda se determina indirectamente midiendo la
resistencia cuando la celda conductimétrica contiene una disolucion estandar de
conductividad conocida. La relacion entre la conductividad y la concentracion se define
por medio de la conductividad molar o equivalente, dependiendo de las unidades usadas
para expresar la concentracion, como se describe a continuacion.

X X
= — A -
Co ¢ zc,

Donde Ay es la conductividad molar dada en S cm™ mol™?, C, la concentracion molar

Ay

(mol cm™), Aeq la conductividad equivalente (S cm? eql) y zCo la concentracion
equivalente (eq cm™), donde z corresponde a las cargas del i6n considerado (o las cargas,
positivas 6 negativas, involucradas en la sal).

En esta Ultima ecuacion resulta conveniente expresar la concentracion en mol cm™ o en eq
cm?, de tal manera que se simplifiquen las unidades de A. Es importante reiterar que el
equivalente en conductimetria, a diferencia del equivalente quimico, sélo depende de la

carga del ion, z, en cuestion, de tal manera que se construye la siguiente correspondencia:

mol

1eq=17

En sintesis, la relacién de la resistencia eléctrica de una disolucion electrolitica y la
concentracion de soluto iénico en disolucion es la siguiente:
1 ZAMCO

—_ = L =
R kcelda

Y como todo i6n participa en la conduccion de la corriente en las disoluciones:
1 2zAyCo

—_ =1L
R kcelda

De esta manera, si se mide la conductancia o la resistencia de las soluciones, es facil
calcular la conductividad de éstas por medio de la concentracion y el valor de constante de

celda:
A= chelda _ X

Coz ZCO
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2.4.1.3 POLAROGRAFIA.%9

Dentro de los métodos electroquimicos con mayor aplicacion al analisis quimico se
encuentra la voltamperometria, la cual consiste en la imposicion al electrodo de trabajo, de
una variacion lineal de potencial y determinacion de la corriente correspondiente, lo que
permite obtener directamente la curva de intensidad de corriente en funcion del potencial

del electrodo, también conocida como voltamperograma.

Célula de electrolisis

Citodo o
anodo
\ o =
(electrodo Catodo o
(electrodo auxiliar) ] Siiod6
de trabajo)
(A) Eleclrodp de
referencia

/ O or ejemplo, de
Amperimetro S:ZIomjel )

Potencial
controlado

Potenciostato

—( Electrodo de trabajo
— Electrodo auxiliar

—— Electrodo de referencia

Figura 10. Cicuito usada para elctrélisis a potencial controlado con una celda de tres electrodos.*®

24131 POLAROGRAFIA CLASICA®)

La polarografia es una forma de electrélisis en la que el electrodo de trabajo es un
microelectrodo especial, un electrodo de gota de mercurio (EGM); se registra una gréafica
de intensidad de corriente-potencial, llamada polarograma. La polarografia es un caso
particular de la voltamperometria. En el caso mas simple, la medida polarografica se basa
en el registro de la corriente que fluye a traves del electrodo de gota de mercurio, como
electrodo de trabajo, durante una variacién lineal (directa) del potencial (polarografia
clasica o de corriente directa, DCP).

La corriente que fluye a través del electrodo de trabajo tiene dos componentes, la corriente
faradica ir, que depende de la oxidacion o reduccién del analito, y la corriente capacitiva ic,
que se debe a la carga y descarga de la doble capa electroquimica en la superficie del

electrodo de trabajo.
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La corriente de difusion ip es el valor maximo para ir, el cual se obtiene cuando todo el
analito, transportado por difusion a la superficie de la gota de mercurio, se oxida o reduce.
La relacion entre la corriente de difusion (también llamada corriente limite de difusién) y la

concentracion del analito esta descrita por la ecuacion de llkovic.
ip = 0.607nDY2m?/3t}/°C,

Donde “ip” es la corriente de difusion, “n” el numero de electrones intercambiados en la
reaccion redox, “D” el coeficiente de difusion, “m” el flujo del mercurio, “ty” el tiempo de
goteo y “C,” la concentracion del analito.
En condiciones experimentales constantes, la ecuacion de Ilkovic toma la forma general
para las curvas voltamperométricas:

ip =nkPC,

donde kP es la constante de difusion convectiva.

2.4.1.3.2 POLAROGRAFIA DIFERENCIAL DE IMPULSO.
Es el mas comln y eficiente método de impulsos para determinaciones cuantitativas. En
este método la sefial de excitacion consisten de un incremento en escalera de potencial
(escalon de potencial AEgep), al cual se le aplica en sucesion periddica, impulsos de
potencial constante (amplitud del impulso AEA). La superimposicion esta sincronizada con
el tiempo de goteo y con la superficie del electrodo. En la Figura 11 se muestra la técnica

de medicion para este tipo de polarografia.*®

—EA

50 mg 20mV
- = ¥

il

Tiempo
A B

B)
Figura 11. Sefial de excitacién para polarografia diferencial de impulsos.®?

La corriente se mide dos veces para cada gota de mercurio: primero antes de cada impulso

(punto 1 de la Figura 11 A) y después al final del impulso t, (punto 2 de la Figura 11 A).
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Las diferencias entre las mediciones (Ai) se grafican contra el potencial y producen
polarogramas en forma de picos. De esta manera tambien se reduce la contribucion de la
corriente capacitiva y por lo tanto se aumenta la sensibilidad. El limite de deteccion para
este método es de 107 — 10® mol.L™. En la Figura 12 se muestra el tipo de curvas de
intensidad de corriente-potencial que se obtienen con la polarografia diferencial de
impulsos: la altura méxima de la sefial es proporcional a la concentracion de la especie que

se determina.®®

Figura 12. Curva de intensidad de corriente-potencial para polarografia diferencial de impulsos,
donde i, es la corriente de pico y E, es el potencial de pico.*®

La ecuacidn de intensidad de corriente para esta técnica es:
[ nF? AC,AE b
P T aRrT A [

€69

Donde “i,” es la corriente de pico, “n” el nimero de electrones intercambiados en la
reaccion electroquimica, “F” la constante de Faraday, “R” la constante de los gases, “T” la
temperatura absoluta, “A” el 4rea de superficie del electrodo, “AEA” la amplitud del
impulso, C, la concentracion del analito y t,, el tiempo de la corriente muestreada por

pulso.®

2.4.1.4 TITULACION AMPEROMETRICA A POTENCIAL IMPUESTO.
La titulacion amperomeétrica a potencial impuesto ha sido utilizada en la propuesta de nueva

metodologia para la determinacion de azlcares reductores.

En este método, se miden los cambios de la intensidad de corriente manteniendo fijo el
potencial en el electrodo de trabajo.®” En este caso en particular, se utilizan los
polarogramas de diferencial de impulsos de la reduccion de Cu (1) y se mide la corriente

del pico, el cual aparece al mismo potencial.
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En la metodologia propuesta, la titulacion se realizo fuera de la celda electroquimica del
polarégrafo y se toman alicuotas para medir la variacién de la concentracién durante el
transcurso de la reaccién de Cu(ll) con los azUcares reductores a través de las medidas de
intensidad de corriente (Figura 13 A). En las mediciones, a medida que se afiaden las
alicuotas de Cu(ll) se observa un aumento en la corriente del pico; sin embargo, dicho
aumento va siendo méas pequefio con la adicion de cada alicuota (cada alicuota corresponde
a una adicién de volumen de azucar reductor en la titulacion). Estas diferencias entre las
sefiales se deberan a la concentracion de Cu(ll) que se encuentra en esos momentos en la

titulacion, por lo cual son las que se utilizaran al plantear la curva de la titulacion
amperométrica.

Corriente

Corriente

N
~

Volumen de Azicar Reductor Anadido

Potencial

A) B)

Figura 13. Titulacibn Amperométrica a Potencial Impuesto. A) Curvas polarograficas durante la
titulacion de Cu(ll) con disolucion de Azlcares Reductores. Cada una de las curvas
corresponde a una adicién de azlcares reductores. Puede observarse como las
diferencias de corriente van disminuyendo a medida que avanza la reaccion. B) Curva de

Titulacion esperada para esta reaccion. El punto de equivalencia se encuentra cuando la
intensidad de corriente es igual a cero.

Debido a que se miden diferencias de corriente, en el punto de equivalencia, todo el Cu(ll)
de la disolucién habra reaccionado con los azlcares reductores. Por lo tanto, al tomar una
nueva alicuota y trazar el polarograma se obtendra que la intensidad de corriente es la

misma con respecto a la medicion anterior, por lo que la diferencia en la intensidad de
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corriente de ambas mediciones sera de cero. En la Figura 13 B se observa la curva de

titulacion amperométrica esperada.

En una titulacion amperomeétrica, el punto de equivalencia se obtiene en el punto en el cual
se intersectan las dos lineas rectas de la curva.?®) Para este caso, en este mismo punto la
diferencia de intensidad de corriente es igual a 0. Por lo que si se obtienen algunos puntos
(4 en este trabajo) de la grafica, puede utilizarse la relacion lineal entre la concentracion y
la corriente, determinar la ecuacion de la recta que expresa dicha relacion y determinar el
valor del volumen de disolucion de azucares reductores que habria de ser afiadido para que

el valor de intensidad de corriente sea igual a cero.

242 REFRACTOMETRIA

La refraccion consiste en la desviacion de la trayectoria que sufre un haz de radiacion

monocromatica al pasar desde el vacio a otro medio material de distinta densidad.
Vacio

Superficie

|\ Medio

r

Figura 14. Fenémeno de refraccion®®

En este fendmeno se cumple la ley de Snell, que define al indice de refraccion (n):
seni

senr

donde “1” y “r” son los dngulos de incidencia y refraccion respectivamente, que forma el

haz con la normal a la superficie de separacion.

A su vez, la interaccion entre la radiacion y el medio ocasiona una reduccién en la
velocidad de la luz mientras ésta avanza a través del medio. Este fendmeno esta relacionado

con el indice de refraccién por:
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n=-
v

donde “c” y “v” son respectivamente, las velocidades de propagacion de la radiacion en el
vacio y en el medio. Por lo tanto, el indice de refraccion esté definido por:

seni c

~senr v
El indice de refraccion del medio depende de la temperatura.®®

Olmagen en el ocular Ocular

Ocular
Raticulo Lector de la escala
Anteojo
fe T T
Rayo limite Brazo
. méwil
Prismas
correctores
de color
Capa de ioti Aj del
L juste de lente
fuesta ente objetivo
£
Prisma de Prisma de refraccidn
difusidn s
£
AR Prisma de liquido para
[\ . _
termocompensacién Prisma principal
_ Dispositivo para
. retencion de la
Espejo :
burbuja
A) B)

Figura 15. Instrumentos para medir indices de refraccion. A) Refractémetro de Abbe.?"

B) Esquema general para un Refractémetro de sélidos totales el cual mide el indice de
refraccion y su escala presenta el contenido de solido disueltos, para este caso,
azucares.®

Uno de los instrumentos méas usados en refractometria es el refractometro de Abbe (Figura
15 A); en este instrumento, el liquido problema se coloca formando una pelicula muy
delgada entre dos prismas, y la radiacion rasante incide y se refracta en el prisma de
refraccidn. Recorriendo con un anteojo la cara superior de este prisma, se puede encontrar
el angulo de emergencia del rayo limite. Para ello, el prisma va montado de tal modo que
puede girar alrededor de un punto central de su superficie, siendo sometido a rotacion hasta
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que se hace coincidir la linea de separacion de las regiones clara y oscura que se observa a
través del anteojo con el reticulo del ocular. El aparato lleva una escala calibrada en la que
se lee directamente el valor del indice de refraccion.®”

En muchos casos, el indice de refraccion de las mezclas binarias varia linealmente con la
composicion de las mismas, aunque siempre serd conveniente comprobar esta actividad
mediante la construccion de curvas de calibrado.®” Gracias a esta propiedad puede
plantearse una relacion entre el indice de refraccion y la fraccion en masa de sacarosa
(concentracion), lo que permite tener refractometros de mano con escala de fraccion en

masa de azucar (Grados Brix).

28



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO DE LABORATORIO.

3.1.1 MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO.

Agitadores de vidrio y magnéticos. e Balanza analitica Mettler AE240.
Balones volumétricos de 5.0, 10.0, 100.0 y e Buretas de 50 y 25 mL.

200.0 mL. e Electrodos: gota de mercurio, platino,
Conductimetro “644 Metrohm”. calomel y de cobre.

Matraz Erlenmeyer de 50 mL. e Milivoltimetro “Tacussel” S6N.
Micropipetas de 100 y 1000 pL. e Parrilla de agitacién y calentamiento
pH metro “713 Metrohm”. “Corning”.

Pipetas volumétricas de 2.0, 40y 5.0 mL. e Pinzas para bureta, de sostén y de
Polarografo “PRGS”, marca “Tacussel” extension.

Refractometro “Atago N-3E”. e Polarégrafo 797 VA COMPUTRACE,

Vasos de precipitado de 5, 10, 20 y 50 mL. marca “Metrhom”.
e TermOmetro Branna de -10°C a 110°C

3.1.2 REACTIVOS

Agua destilada y desionizada.

Acido Clorhidrico, grado reactivo analitico.

EDTA para andlisis, grado reactivo analitico, Merck.

Glucosa, grado alimenticio.

Sulfato de cobre pentahidratado, grado reactivo analitico. Analityka.
Tartrato de sodio y potasio, grado reactivo analitico. J.T. Baker.
Hidroximetilfurfural (HMF), grado reactivo analitico. Sigma.
Fructosa, grado reactivo analitico (99% de pureza). Sigma-Aldrich.
Cloruro de Calcio, grado reactivo analitico. Mallinckrodt.
Disolucion buffer pH=10 (&cido bdrico/cloruro de potasio-hidroxido de sodio), grado
reactivo analitico, Merck.

Cobre electrolitico.
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3.2 MUESTRAS
Las mieles Salvadorefias se obtuvieron en diferentes supermercados de San Salvador en

marzo del 2013. En la Tabla 2 se muestra la informacion que presentaban las etiquetas.

Tabla 2. Informacién de muestras de miel utilizadas para andlisis de control de calidad.

Muestra Informacién Descripcion de la muestra
1 Miel Salvadorefia “Naturamiel” Estado fisico: Liquido
(Multifloral, de la zona costera). Color: Ambar oscuro.
) Miel Salvadorena “Miel de las Estado fisico: Liquido
abejitas”. Color: Ambar oscuro
3 Miel Salvadorena “Sabemas”. Estado fisico: Liquido
Color: Ambar
Prepgrado aI[ment|C|o de miel de Estado fisico: Liguido
4 abeja, propoleos y polen “Don Color- Ambar
Alvaro El Apicultor”.
5 Miel Salvadorena “Miel del Estado fisico: Liquido
Colmenar” (Miel de campanilla). Color: Ambar
6 Miel Salvadorefia “Miel de Estado fisico: Liquido
Dios” Color: Ambar
-, Miel Salvadorena “Naturamiel” Estado fisico: Liquido
(Floracion de Mango Llano). Color: Ambar oscuro
Preparado alimenticio de miel de . -
g pabjea propbleos y polen Estado fisico: Liquido
L . Color: Ambar claro
“Abejita feliz”.
9 Miel Espafiola “Duteda” (Miel Estado fisico: Liquido
de Brezo). Color: Ambar oscuro

Todas las muestras, incluyendo la espafiola son comerciales, por lo que todas se encuentran
etiquetadas. Todas las mieles presentan en su etiqueta el niUmero de registro sanitario, su
contenido (en gramos o mililitros), el pais de origen y fecha de vencimiento. Unicamente
las muestras 1 y 7 presentan la fecha de produccion (30/01/07 para ambas), al igual que las
muestras 1, 5, 7 'y 9 presentan el tipo de floracion.

Por otro lado es de resaltar que Gnicamente la muestra 1 y 9 mencionan que es natural en la

miel la solidificacién y que se caliente en un bafio con agua si se prefiere liquida.
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En relacién a su forma de almacenamiento unicamente las muestras 3, 6, 8 y 9 presentan

datos. Finalmente, respecto a sus caracteristicas organolépticas, se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de caracteristicas organolépticas (sabor y olor) entre las muestras.

Muestras
Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sabor (dulzura) | Fuerte | Medio | Fyerte | Bajo | Fuerte | Medio | Fuerte | Bajo | Fuerte
Olor Fuerte | Bajo | Bajo | Bajo | Medio | Bajo | Bajo | Medio | Bajo

Figura 16. Muestras de miel utilizadas en esta investigacion, numeradas para su identificacion.
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3.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

3.3.1 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

3.3.1.1 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR
POTENCIOMETRIA.
Inicialmente, se prepard una disolucion de miel de aproximadamente 0.5 g en 200.0 mL de
agua destilada; sin embargo, para optimizar el tiempo de duracion de la valoracion y
utilizar menos volumen de disolucion de miel, se prepararon posteriormente disoluciones al

doble de concentracion, es decir de 0.5 g de miel en 100.0 mL.

A continuacion, se preparé la disolucion de Fehling a titular, mezclando 5.0 mL de la
disolucién Fehling A (CuSO4-5H,0; en este caso se utilizé a una concentracién de 0.2657
mol.L™") y 5.0 mL de la disolucién Fehling B (tartrato de sodio y potasio 1.170 mol.L™ e
hidréxido de sodio 2.500 mol.L™) en un vaso de precipitado de 50 mL. En los casos en que
la disolucion titulante de miel a utilizar se encuentre mas concentrada (0.5g de miel/100
mL), debera de adicionarse a la disolucién de Fehling preparada, 5.0 mL de agua destilada
para asegurarse que los electrodos estén cubiertos durante todo el proceso de la titulacion.

Una vez preparada la disolucién de Fehling, se colocd el vaso de precipitados en una
parrilla de calentamiento con agitacién, llevando un control de la temperatura (por arriba de
los 87°C). Posteriormente, la disolucion de Fehling se titul6 con la disolucion de miel
preparada. Con la adicion de los diferentes volumenes de miel, se midi6 el cambio de
potencial con un electrodo de cobre conectado a un milivoltimetro, obteniéndose la curva
potenciométrica para determinar posteriormente el punto de equivalencia y asi los moles de
azUcares reductores. Finalmente, esta cantidad de moles se expresé en porcentaje en masa

de azUcares reductores en la muestra.

3.3.1.2 DETERMINACION DE CENIZAS.
Se prepar6 una disolucion de miel de aproximadamente 1.0 g en 10.0 mL de agua
desionizada. Posteriormente se colocd en un vaso de precipitado de 20.0 ml y se midi6 la

conductividad eléctrica con la ayuda de un conductimetro. Como se trata de una propiedad
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aditiva, se midieron las conductividades tanto de la disolucion como del agua desionizada
para asi poder calcular la conductividad debida Gnicamente a los componentes de la miel a
través de una simple resta. Una vez determinada la conductividad eléctrica de la miel se
procedio a calcular el porcentaje de cenizas utilizando la relacion lineal que existe entre

ambas.

3.3.1.3 DETERMINACION DE FRUCTOSA.
Se prepar6 una disolucion de fructosa entre 2.0%10 y 2.5*10 mol.L™ (es decir, alrededor
de 4 mg mL™; por ejemplo, se pesaron 0.0386 gy se disolvieron en un volumen de 10.0 mL
de agua desionizada). Esta es la disolucion que se utilizé en el método de adiciones patron.
En el caso de la muestra de miel, se prepar6 una disolucion de aproximadamente 1.0 g en
10.0 mL de agua desionizada. Se establecié como intervalo de trabajo experimental los

potenciales de -1.30 a -1.90 V con una velocidad de barrido de 5.0 mV/s.

Para llevar a cabo la determinacion, se preparé la celda electroquimica, para realizar las
mediciones en el polarografo, colocando 10 mL de disolucion de CaCl,-2H,O de
concentracion 1.0 mol.L™ como electrdlito soporte. Una vez ubicada la celda en el equipo,
se burbujed la disolucion por un tiempo de 400 s con nitrdgeno gaseoso para eliminar el
oxigeno disuelto en la disolucion de electrolito soporte, ya que podria provocar
interferencias al momento de llevar a cabo las mediciones. A continuacion se procedio a
trazar el polarograma obteniéndose asi la curva residual que corresponde Unicamente al

medio. Para la determinacion se empled la polarografia diferencial de impulsos.

Posteriormente se adicionaron a la celda electroquimica 50 pL de la disolucion de miel y se
trazé nuevamente el polarograma correspondiente. De igual forma se hizo el procedimiento
para las adiciones de 50 pL de la disolucion patron de fructosa, hasta adicionar un total de
200 pL. Antes de cada adicion se burbujed la celda con nitrogeno gaseoso por un tiempo
de 30 segundos. La sefial de reduccién de fructosa se detectd aproximadamente entre -1.30
a -1.60 V. Una vez obtenidos los polarogramas, se graficaron las magnitudes de corriente

obtenidas contra las cantidades adicionadas de fructosa para realizar el calculo de la
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cantidad de fructosa en la muestra segun el método de adiciones patron. El resultado se

expres6 como porcentaje en masa de fructosa en la muestra.

3.3.1.4 DETERMINACION DE HIDROXIMETILFURFURAL (HMF).
Al igual que para la fructosa, la determinacion de HMF se realiz0 a través del método de
adiciones patrén, por lo que se prepar6 una disolucion de HMF del orden de 1*102 mol.L™
(por ejemplo, 0.0136 g disueltos en 10.0 mL de agua desionizada).

Para la muestra de miel, se prepar6 una disolucién de aproximadamente 2.5g en 5.0 mL de
agua desionizada. La alta concentracion de disolucion de miel se debe a que el HMF es un

componente minoritario.

Para la determinacion, como electrolito soporte se agregaron 10.0 mL de disolucion
amortiguadora de boratos en la celda electroquimica. Posteriormente, se burbujed la
disolucion con nitrégeno gaseoso por un tiempo de 400 s y se traz6é el polarograma
correspondiente a la curva residual. Asi como en la determinacion de fructosa, en la
determinacion del HMF se empled la polarografia diferencial de impulsos. En este caso, se
establecié como intervalo de trabajo los potenciales de -0.80 a -1.50 V con una velocidad
de barrido de 5.0 mV/s.

Debido a la baja concentracién en la que se encuentra el analito, dependiendo de la sefial de
reduccion observada en el polarograma, se adicionaron de 1.0 a 2.0 mL de la disolucién de
miel a la celda electroquimica. Posteriormente, se hicieron adiciones de 10 pL de la
disolucién patrén hasta adicionar un total de 40 pL. Después de cada adicién se trazo el
polarograma correspondiente, no olvidando burbujear con nitrégeno gaseoso por 30
segundos entre cada una de ellas. La sefial de reduccion de HMF se detecto
aproximadamente entre -1.10 a -1.40 V. Una vez obtenidos los polarogramas, se grafican
las magnitudes de corriente obtenidas contra las cantidades adicionadas de patrén para
calcular la cantidad de HMF en la muestra, segin el método de adiciones patron. El

resultado se expresé como partes por millon (ppm) de HMF en la muestra.

34



3.3.1.5 DETERMINACION DE HUMEDAD.
Se colocaron unas gotas de miel en el prisma del refractometro de manera que éste se
encontrara cubierto por completo. Posteriormente, se observo a través del ocular y se leyo
el valor de grados Brix. En cada una de las mediciones se tomd la temperatura para hacer
las correcciones correspondientes en el valor de grados Brix. Una vez corregido el valor se

calculd el porcentaje de humedad.

3.3.1.6 DETERMINACION DE pH.
Se prepard una disolucion de miel de aproximadamente 1.0 g en 10.0 mL (se utilizo la
misma disolucion que en la determinacion de cenizas). Posteriormente se coloco la
disolucion en un vaso de precipitado de 20.0 ml y se mide el pH con la ayuda de un pH

metro.

3.3.1.7 DETERMINACION DE SACAROSA.
Se disolvié aproximadamente 1.0 g de miel en 100 mL de agua destilada. Posteriormente,
se tomaron 20.0 mL de esta disolucion y se colocaron en un balén volumétrico de 50.0 mL,
luego se afiadieron 2.0 mL de HCI al 2% para iniciar el proceso de hidrdlisis de la
sacarosa. Para asegurar la hidrolisis completa se coloc6 el balén en un lugar donde recibi6
la mayor cantidad de luz solar posible por 48 horas. A continuacion, se aforé y se procedid
a utilizar esta disolucion como titulante de la disolucion de Fehling de igual manera que en
la determinacién de azlcares reductores. La diferencia del porcentaje obtenido en esta
determinacion con el porcentaje de azUcares produjo como resultado el porcentaje de

Sacarosa.

3.3.2 APLICACION DE LA POLAROGRAFIA EN LA DETERMINACION
DE AZUCARES REDUCTORES.

El hecho de conocer y utilizar la estequiometria de la reaccion de Fehling con los azlcares

reductores, facilita la utilizacion de la titulacion potenciométrica y determinar el punto de

equivalencia con la curva de la titulacién y no con un indicador visual. Esto permite que no

tenga que usarse una concentracion de Cu (11) especifica para utilizar las tablas de Fehling

(con una concentracion de Cu(ll) planteada por Fehling y segun el volumen de disolucion
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de miel gastado, se busca en estas tablas el porcentaje de azUcares reductores) y tambiéen
evitar el uso del método modificado de Lane-Eynon en el cual no se utilizan tablas pero
deben hacerse dos titulaciones para una sola determinacion. Por lo expuesto anteriormente,
puede afirmarse que se mejoraron las condiciones de trabajo del método de Fehling. Sin
embargo, la titulacion potenciométrica ain toma mucho tiempo y se utilizan 5.0 mL de
disolucién de Cu(ll) en cada determinacion.

Esta nueva propuesta de metodologia en la cual se aplica la polarografia ha sido el producto
de la bdsqueda de la optimizacion de recursos, tratando de emplear menos tiempo y

cantidad de reactivo.

La determinacion se realizo a través del planteamiento de una titulacion amperométrica
inversa a potencial constante, utilizando un polarografo para obtener las sefiales de
corriente correspondientes. En dicha determinacién se utilizé como azlcar reductor una

disolucién de glucosa de concentracién aproximadamente 0.020 mol.L™.

Este método se desarrolla con base en la misma reaccion involucrada en la determinacion
de azucares reductores por potenciometria, lo que implica que debe prepararse una
disolucion de cobre (1) complejado con tartratos y que la reaccion de dicha disolucién con

el azlcar reductor debe darse a una temperatura cercana a la ebullicion.

Debido a que en la polarografia, la magnitud de las sefiales de corriente son directamente
proporcionales a la concentracion de la especie quimica en estudio, podrian presentarse
varios inconvenientes al intentar plantear un unico sistema en el que la celda electroquimica
se vea calentada en una temperatura cercana a la ebullicién (principalmente, pérdida de
volumen y por consiguiente errores en la concentracion), por lo que se dividié el sistema de
trabajo en dos partes para buscar un mayor control de estos aspectos. Una parte utiliza un
matraz Erlenmeyer de 50 mL como reactor en el cual se coloca una cantidad inicial de
cobre (11) complejado con tartratos (reactivo de Fehling); en dicho reactor se realizan las
adiciones de la disolucién de azlcar reductor (en este caso de prueba, disolucion de

glucosa), siempre a una temperatura cercana a la ebullicion.
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La otra parte del sistema, consiste en la celda electroquimica del polarografo la cual se
prepara con disolucion de tartratos como electrolito soporte, afiadiendo alicuotas de la
disolucion de cobre (11). Aqui es donde se toma en cuenta la titulacion amperométrica,
tomando como punto inicial la corriente cuando el volumen de azlcar reductor afiadido es
de cero en el reactor. Posteriormente, se tomaran alicuotas del reactor por cada adicion de
azucar reductor.

Esto permite considerar las condiciones para minimizar la perdida de volumen al calentar el
frasco Erlenmeyer como reactor, lo cual se veria mas complicado si se realizara en la celda

electroquimica.

Para esta metodologia se hicieron una diversidad de pruebas variando diferentes
condiciones y entre los factores experimentales mas determinantes que se encontraron fue
la adicion de la alicuota a la celda electroquimica. Al adicionar alicuotas del orden de los
microlitros se corre el riesgo de obtener errores importantes si la alicuota es muy pequefia y
las puntas de la micropipeta a utilizar no se encuentran en buen estado. Esto puede verse
contrarrestado si se utiliza una disolucién inicial de cobre (1) mas diluida, lo cual implica
que para obtener una sefial de corriente apreciable se requiera un mayor volumen en la
alicuota y asi el error por una cantidad de volumen que pueda quedar en la punta de la
micropipeta se minimiza.

El utilizar una disolucién de cobre (I1) mas diluida ayuda a la vez a contrarrestar el efecto
de una posible pérdida de volumen al calentar el reactor. Si la disolucion se diluye
adicionando agua desionizada, la pérdida de solvente por calentamiento se ve disminuida
en un volumen mayor de liquido con respecto a otro que posea menos disolvente.

Con base a todas estas consideraciones, a continuacion se presenta como ejemplo un

procedimiento en el cual se obtuvieron resultados satisfactorios:

Inicialmente se colocaron como electrolito soporte en la celda electroquimica del
polarégrafo, 5.0 mL de la disolucion de tartratos que se utiliza para complejar al Cu (1) con
5.0 mL de agua desionizada. Posteriormente, se burbuje6 la disolucion con nitrogeno

gaseoso por un tiempo de 400 s y se trazd el polarograma correspondiente a la curva
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residual. El intervalo de potencial de trabajo establecido fue de -0.70 a -0.35 V con una
velocidad de barrido de 5.0 mV/s.

Por otro lado, en un matraz Erlenmeyer (reactor) de 50 mL se adicioné un volumen (3.0 o
2.0 mL, dependiendo del caso) de disolucion de Cu (I1) de concentracion conocida (0.3038
mol.L™, en este ejemplo), 5.0 mL de disolucién de tartratos y 22.0 mL de agua desionizada,
teniendo asi los 3.0 mL de Cu (Il) en un volumen total de 30.0 mL; por lo tanto, la
disolucién de Cu (I1) se diluy6 a su décima parte. Se tomo una alicuota (de 80 pL) y se
adiciono a la celda electroquimica y se trazo el polarograma correspondiente, después de
haber burbujeado la disolucion con nitrogeno por 30 s. Esto Gltimo es muy importante para
eliminar cualquier cantidad de oxigeno presente en la disolucion de la celda electroquimica.

Una vez tomado el polarograma inicial que corresponde a una adicién de 0.00 mL de
glucosa, se afiadié al frasco Erlenmeyer, 2.0 mL de disolucién de glucosa 0.0200 mol.L™
(0.9009 g en 250.0 mL), para que la reaccion se llevara a cabo con mayor velocidad se
empled agitacion magnética. Para el calentamiento que requiere la reaccién del azlcar
reductor con el Cu (I1), se aplicd un bafio de maria utilizando un vaso de precipitado de 250
mL. La pérdida de volumen de liquido por calentamiento, se controlé cerrando con un
tapon de hule el matraz Erlenmeyer el cual se recubre con papel parafilm para minimizar

en lo posible el escape de vapor.

Al observar la ebullicion del agua en bafio de maria, se sumergié el matraz Erlenmeyer por
un periodo de 5 minutos (Se realizaron pruebas previas con volimenes similares de liquido
encontrando que la disolucién alcanzaba la temperatura de 87°C a los 3 minutos,
temperatura en la cual se observo que la reaccién puede llevarse a cabo).

A continuacion, se enfrio el matraz Erlenmeyer en un bafio de hielo por un tiempo
aproximado de 3 minutos. Una vez enfriado, se procedio a retirar el papel parafilm y el
tapén de hule del matraz (es de mucha importancia que la parte superior del matraz se
encuentre en contacto con el bafio de hielo, ya que de lo contrario al momento de destaparlo

puede haber vapor retenido que se escape, esto se ve evidenciado por la formacion de
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burbujas alrededor del tapon. Ademas, se tuvo la precaucion de no sacar alicuotas con el
liquido caliente ya que el liquido no seria retenido por las puntas de la micropipeta).

Al enfriarse el matraz, se tomé nuevamente una alicuota de 80 puL para adicionarla en la
celda electroquimica del polarégrafo y se trazd el polarograma correspondiente. La
magnitud de corriente del pico obtenido correspondera al volumen (de 2.0 mL en este caso)
de adicion de glucosa en la titulacion amperométrica.

El procedimiento descrito anteriormente se repite para dos adiciones més (de 2.0 mL) de
disolucién de glucosa, las magnitudes de corriente obtenidas en los polarogramas
corresponderan a la adicién (de 4.0 mL y 6.0 mL) de disolucion de glucosa en la titulacion

amperométrica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS.
A continuacion se presentan los resultados obtenidos para los andlisis llevados a cabo en el
presente trabajo. En cada uno se demostrara cémo se llevaron a cabo los calculos

respectivos y posteriormente los resultados obtenidos de las muestras en total.

4.1.1 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.
Inicialmente se tituld la disolucion de CuSO4-5H,0 (34.6521g en 500.0 mL) con una
disolucién de EDTA 0.0364 mol.L™" como patrén primario, lo cual permitira utilizar la
disolucién de Cu®* como patrén secundario. El punto de equivalencia se determind por
potenciometria con un electrodo indicador de Cu. La reaccién de la titulacion es la
siguiente:
Cu?t +Y* = cuy?-

Debido a que la estequiometria de la reaccion es 1:1, el punto de equivalencia estara dado a

la mitad de la curva potenciométrica (punto de infleccion).

100 1 Titulacion Potenciométrica
2
50 -
¢ ¢ 4 X3 X3 .
00.
IC T T T T T T T T 1
'>E\ -2 3 8 13 18 23 28 33% 38 43
o 50 | Punto de equivalencia (36.5 mL, -40mV|
-100 - .
R
-150 -
Volumen de EDTA (mL)

Figural7. Titulacion de 5.0 mL de disolucion de Cu (11) con disolucién de EDTA 0.0364 mol.L™
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A partir de la curva de titulacion potenciométrica (Figura 17) se puede conocer el volumen
en el punto de equivalencia y puesto que se titulan 5.0 mL de la disolucion de CuSQO,4-5H,0
se procede a realizar el calculo de su concentracion. En el ejemplo presentado en la Figura

17, el volumen utilizado para llegar al punto de equivalencia fue de 36.5 mL de EDTA.

36.5 mL (0.0364 mmol EDTA) (1 mmol CuS0, - 5H20> _ 13286 | CuSO. - SH.O
M 1.0 mL 1 mmol EDTA o MmOt LusTe 2
[CuSO, - 5H,0] = 13286 mmol _ 0.2657M

Ut 2227 50mL

Para la reaccion de Fehling se titulan 5.0 mL de disolucion de CuSO4-5H,0 de
concentracién 0.2657 mol.L™?, por lo que la cantidad de mmoles de Cu®** que reaccionen
con los azUcares reductores de la miel son:

0.2657 mmol CuSO, - SHZO) 1 mmol Cu?*
1.0 mL 1 mmol CuSO, - 5H,0

5.0 mL( ) = 1.3286 mmol Cu?*

Para continuar con los célculo para la muestra 7, se utiliza la curva potenciométrica

experimental, la cual se presenta a continuacion.

Titulacion Potenciométrica de Fehling

_200 T T T T T T T T
(L 2 4 6 8 10 12 14 16 18
2 L 4 L 2 ®
* .
%
-300 - ®,
)
S <
£ ®
= L 2
L 4
-400 -
Punto de equivalencia (13.2 mL, -439 mV) &
\000 ¢ O
-500 -

Volumen de miel (mL)

Figura 18. Titulacion de 1.3286 mmoles de Cu®* (5.0 mL de disolucién 0.2657 mol.L™) con
disolucion de la muestra 7, marca “Naturamiel” de Mango Llano (522 mg en 100 mL).
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Para calcular el punto de equivalencia, se toma en cuenta que este se encuentra a 5/6 del
cambio de potencial que se observa en la curva potenciométrica (ver apartado 2.4.1.1.).
Para este caso, se observa que antes del punto de equivalencia (antes del cambio brusco de
valores de potencial), el valor del potencial de equilibrio es casi constante alrededor de
-257 mV y el potencial final una vez que permanece constante es -482 mV, por lo que
tenemos un cambio de potencial de -225 mV. Si calculamos los 5/6 de los -225 mV se
obtiene como resultado -186.5 mV, por lo que el potencial en el punto de equivalencia seria
el potencial inicial (-257 mV) mas el cambio de -186.5 mV, es decir -443.5 mV. Al
observar la curva potenciomeétrica, se tiene que el valor mas cercano es de -439 mV al que
corresponde un volumen de disolucion de miel afiadido de 13.2 mL. Con esto se conoce
que se requirieron de 13.2 mL de disolucion de miel para que reaccionaran en su totalidad
los 1.3286 mmoles de Cu®".

Para calcular los mmoles de az(cares reductores que reaccionaron con los mmoles de Cu®*
se utiliza la relacion estequiométrica de 1 mmol de aztcar reductor por 5 mmoles de Cu®",
posteriormente se calculan los miligramos de azucares reductores utilizando la masa molar
de 180.16 g.mol™:

1 mmol AzGcar red.

1.3286 mmol Cu?* ( ) = 2.6572 x 10~ mmol AzGcar red.

5 mmol Cu?*
180.16 mg Azucar red.

2.6572 x 1071 mmol Aztcar red. ( ) = 47.87 mg Azucar red.

1 mmol AzGcar red.

Una vez calculados los miligramos de azUcares reductores que corresponden a los 13.2 mL

de disolucién de miel, se calculan para los 100.0 mL de disolucién preparados en total:

100 mL de disolucion

47.87 mg AzGcar red. ( ) = 362.67 mg Azucar red.

13.2 mL de disolucidn.

Conociendo que en los 100.0 mL de disolucion se disolvieron 522 mg de miel puede

calcularse el porcentaje de azlcares reductores presentes en la miel:

(362.67 mg Azucar red.

100 = 69.48% Azu d.
522.00 mg de miel ) % Azucar re
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De igual manera se desarrollaron los calculos para las demas muestras de miel. Es de tomar
en cuenta que en todos los casos se tomaron 5.0 mL de disolucion de CuSQO4-5H,0 de
concentracién 0.2657 mol.L™, por lo que en todas las muestras los mmoles de Cu®*
titulados son 1.3286 y por consiguiente los mmoles titulantes de azlcares reductores

siempre son 2.6572x10™%.

Tabla 4. Resultados obtenidos en la determinacién de azlcares reductores.

Disolucién de miel Concentracion Vi) en Porcentaje

Muestra (M miet / ML aiconacion) | (@ miet/ L giconuci punto de de azlcares

J miel disolucion J miel disolucion) equivalencia reductores
1 539.3/200 2.696 25.0 71.01
2 512.4/200 2.562 26.5 70.51
3 509.4/100 5.094 12.8 73.42
4 537.6/100 5.376 19.4 45.90
5 545.9/100 5.459 12.2 71.88
6 535.2/100 5.352 12.3 72.72
7 522.0/100 5.220 13.2 69.48
8 546.8/100 5.468 18.2 48.10
9 540.9/100 5.409 12.3 71.95

Segun la Norma Salvadorefia para Miel de Abejas (NSO 67.19.01:08) el porcentaje de
azucares reductores minimo para miel de flores es del 60%. Todas las muestras de miel
estudiadas poseen un porcentaje arriba o cercano del 70% por lo que cumplen con la
norma.

En el caso de los preparados alimenticios (muestras 4 y 8), segin la Norma Salvadorefia
para Preparados Alimenticios con Miel de Abeja (NSO 67.38.02:05) no se establece un
porcentaje minimo de azucares reductores, Unicamente se menciona que la miel a utilizar
para el preparado alimenticio debe cumplir la norma para miel de abejas; sin embargo,
podemos observar que ambos preparados poseen un porcentaje de azucares reductores
similar con el 45.90 y 48.10%.
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4.1.2 DETERMINACION DE CENIZAS.
En la determinacion de cenizas, se midi6 la conductancia (uS) con la ayuda de un
conductimetro. Al multiplicar los valores de conductancia por la constante de celda (1.0
Cm'l) se obtienen valores de conductividad especifica (uS-cm'l). Para la muestra 7, se

presentan los resultados de las mediciones y calculos obtenidos:

Conductividad especifica del agua (¥ .0) = 1.8 uS-em™
Conductividad especifica de la disolucion de miel ( disolucisn) = 380 uS-em™

Conductividad especifica de la miel () disolucién - X H:0) = 378.2 uS-em™

A continuacién se utiliza la ecuacion que establece la relacién lineal entre el porcentaje de

cenizas y la conductividad especifica:
X = 1.74A + 0.14

en donde “x”, es la conductividad especifica (mS-cm™) y “A”, el porcentaje de cenizas.

Por lo tanto, el valor del porcentaje de cenizas estara dado por la siguiente expresion:
_x—0.14
174

Antes de calcular dicho porcentaje, debido a que la conductividad especifica debe
expresarse en mS/cm, se realizd la conversién de uS/cm a mS/cm dividiendo entre 1000.
En este caso, 378.2 uS/cm equivalen a 0.3782 mS/cm.

El célculo para el porcentaje de cenizas para esta muestra de miel, se presenta a

continuacion:

~0.3782—-0.14

— 0
174 0.1373%

De esta manera se realizaron los célculos para todas las muestras. Es de tomar en cuenta
que no en todas las muestras la conductividad especifica del agua () 1.0) es la misma, ya

que no todas las disoluciones se hicieron con la misma agua desionizada.
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Tabla 5. Resultados obtenidos en la determinacion de cenizas.

Concentracion Conductividad L Conductividad | Porcentaje
Muestra | (o= o o e | ESPECificax X?'S"S'/C)ﬁggo Especifica de
g miet! - disolucign (uS/cm) H (mS/cm) Cenizas
1 106.92 380 378.2 0.3782 0.1369
2 105.65 229 227.2 0.2272 0.0501
3 107.07 212 210.2 0.2102 0.0403
4 105.02 190 188.2 0.1882 0.0277
5 102.67 288 286.2 0.2862 0.0840
6 101.40 228 224.9 0.2249 0.0488
7 104.85 382 378.9 0.3789 0.1373
8 103.40 91 A B
9 104.15 297 293.9 0.2939 0.0884

La Norma Salvadorefia no considera entre sus requisitos el porcentaje de cenizas. Si se
considera el porcentaje de cenizas de la Norma Mexicana de Miel (NMX-F-036-2006) por
ser el lugar de origen de los principales antecedentes de este estudio y de los exportadores
mas importantes de miel en el mundo, todas las muestras poseen un porcentaje de cenizas
aceptable, ya que dicha norma establece un porcentaje maximo del 0.60%. Las muestras
con mayor porcentaje se acercan al 0.14%.

Tomando los casos particulares de las muestras 4 y 8 que corresponden a preparados
alimenticios con base de miel, se observa que para la muestra 4 el porcentaje es 0.0277% y
para la muestra 8 no es posible determinarlo, ya que si se utiliza el valor de conductividad
especifica se obtiene un valor negativo de porcentaje, lo cual no es posible porque se esta
determinando cantidad de materia. Este resultado confirma que dicha expresion se ha
establecido con base al contenido promedio de cenizas en miel pura, por lo que no
podriamos considerar el resultado de la muestra 4 como acertado; también es posible que
esta ecuacion deba confirmarse experimentalmente y quiza deba cambiarse el valor de la

ordenada al origen.
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4.1.3 DETERMINACION DE FRUCTOSA.
Para la muestra 7, se prepar6 una disolucion de miel de 1.0529 g en 10.0 mL de agua
desionizada, por lo que posee una concentracion de 0.10529 g/mL.
A continuacion se presentan los polarogramas obtenidos para la sefial de reduccion de

fructosa en la muestra de miel como en cada una de las adiciones patron de fructosa:

- 800
——— Curva A: Curva residual (10 mL
- 700 F de Cloruro de Calcio 1.0 mol.L™)
E —
- 600 D SN Curva B: Muestra (50
c \ microlitros de disolucion de
- 500 /NN / miel 0.10529 g/mL)
/BN \ <
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Figura 19. Polarogramas para la determinacion de fructosa

Puede observarse en los polarogramas de la Figura 19 que a medida que a la muestra de
miel (curva B) se le adiciona disolucion patrén de fructosa, se produce un aumento en la
altura del pico de las sefiales. Esto se debe a la relacion directa que hay entre la corriente y
la concentracion.

Para construir la curva patron, se calculo la cantidad de fructosa con cada una de las
adiciones, recordando que la concentracion de la disolucion patron es de 3.86 mg/mL:

- Al adicionar 50 pL de patrén:

1mL ) (3.86 mg de fructosa

souL
= \1000 uL 1mL

) = 0.193 mg de fructosa

Debido a que las adiciones son de 50 pL, podemos calcular facilmente las cantidades de

fructosa en las demas adiciones. Para 100 pL la masa de fructosa afiadida debe ser el doble
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que para 50 pL (0.386 mg), para 150 pL el triple (0.579 mg) y para 200 pL el cuadruple

(0.772 mg)

Con respecto al polarograma, se tomd el pico de la sefial de reduccion que aparece

aproximadamente entre -1.30 y -1.60 V. En este caso particular, el potencial en el cual se

encontrd el pico de la sefial es de -1.56 V. Ademas se midio la corriente de la curva residual

en este potencial para eliminar la corriente debida al medio en la celda, cuyo valor es de

18.1 nA. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Corrientes obtenidas para la reduccion de fructosa para la muestra 7.

VHL de patrén mg de pa.trén I Icorregida (I - I residua|)
anadido. anadido. (nA) (nA)
0 0.000 450 431.9
50 0.193 509 490.9
100 0.386 571 552.9
150 0.579 630 611.9
200 0.772 693 674.9

De acuerdo con el método de adiciones patron, se grafica la cantidad de fructosa afiadida

contra la magnitud de corriente del pico de sefial de reduccion de la fructosa:

800 -
700 -
. y =314.51x + 431.1 600 -
< R% = 0.9999
E
3
c
K
S
= 300
© 200 -
100 -
r T T O T 1
-15 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Masa de fructosa (mg)

1.0

Figura 20. Magnitud de corriente contra cantidad de fructosa afiadida para la muestra 7.
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Se puede observar en la grafica que los puntos siguen una tendencia de linea recta
expresada por la ecuacion y = 314.51x + 431.1, donde “x” corresponde a la cantidad de
fructosa y “y” a la magnitud de corriente. Dicha tendencia posee una muy buena
correlacion lineal, presentando un coeficiente de determinacion de 0.9999. Para el calculo
de la fructosa en la muestra, utilizamos la ecuacion de la linea recta para extrapolar y
conocer el valor de x cuando el valor de corriente (y) es igual a cero:

0 =314.51x + 431.1

_0-4311
X = 31451
x = —1.3707

En el método de adiciones patron el valor calculado de x siempre es negativo, ya que
siempre se extrapola hacia el eje negativo. El resultado de x obtenido, implica que en la
adicion de 50pL de disolucion de miel, se encuentran 1.3707 mg de fructosa. Con este
resultado se calcula la cantidad de fructosa total en la disolucion de 10.0 mL, con la

consideracion de que 50uL equivalen a 5x102mL:

10mL 1.0g
1.3707 mg ( ) (

— 0.2741
5 x 10-2mL/ \1000 mg) g

Puesto que la disolucion de miel se preparé disolviendo 1.0529 g en los 10.0 mL, se puede

calcular el porcentaje de fructosa en la miel:

0.2741g de fructosa
1.0529 g de miel

% de fructosa = ( ) 100%

% de fructosa = 26.04%

De igual manera se realizaron los célculos para las deméas muestras de miel analizadas, que

se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados obtenidos en la determinacion de fructosa.

Muestra Concentracién Ecugci_én de curva de | Correlacion ge Porcentaje

(9 miet / ML _gisolucién) adiciones patron. lacurva (R%) | de fructosa
1 0.10370 y = 246.11x + 360.6 0.9960 28.26
2 0.10750 y = 252.33x + 307.8 0.9999 24.21
3 0.10517 y = 206.22x + 332.2 0.9890 30.63
4 0.10406 y = 174.09x + 69.2 0.9990 07.64
5 0.10270 y = 253.37x + 383.7 0.9950 29.49
6 0.10411 y = 295.85x + 350.7 0.9982 22.77
7 0.10529 y = 314.51x + 431.1 0.9999 26.04
8 0.10413 y = 245.60x + 92.4 0.9990 07.23
9 0.10106 y = 317.62x + 470.6 0.9987 29.32

El contenido de fructosa no se encuentra en la Norma Salvadorefia, Unicamente se expresa
como requisito la relacion de fructosa/glucosa la cual debe ser mayor o igual a 1. De
manera general podemos observar que la mayoria de las mieles poseen un porcentaje de
fructosa entre un 25% y 30%, a excepcion de los preparados alimenticios, los cuales
presentan un porcentaje alrededor del 7%. En el futuro, con esta metodologia podria

plantearse Unicamente la determinacion de fructosa en la Norma.

414 DETERMINACION DE HIDROXIMETILFURFURAL (HMF).

Para la muestra 9, se prepar6 una disolucién de miel de 2.5580 g en 5.0 mL de agua
desionizada, por lo que posee una concentracion de 0.5116 g/mL. EI volumen adicionado
de muestra fue de 1 mL (1000 pL).

Nuevamente, al igual que en el caso de la fructosa, puede observarse la relacion de la
corriente con la concentracion en el polarograma. A medida que a la muestra de miel (curva
B) se le adiciona disolucion patron de HMF, se produce un aumento en el pico de la
sefiales.

El polarograma obtenido para la sefial de reduccién de HMF en la muestra de miel como en

cada una de las adiciones patron de HMF se presenta en la Figura 21.
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Figura 21. Polarogramas para la determinacién de HMF.

Para construir la curva patrén, se calculé la cantidad de HMF con cada una de las adiciones,
con base en la concentracion de la disolucion patron de 1.36 mg/mL.:
- Al adicionar 10 pL de patron:

1.36 ug de HMF
1uL

10 yL( ) = 1.36 ug de HMF

Al ser las adiciones de 10 pL, pueden calcularse las cantidades de HMF en las demas
adiciones. Para 20 pL la masa de HMF afiadida debe de ser el doble que para 10 pL (2.72
ug), para 30 pL el triple (4.08 ug) y para 40 uL el cuadruple (5.44 pg)

Con respecto al polarograma, con la ayuda del software del polarografo se midio la altura
del pico de la sefial de reduccion que aparece aproximadamente entre -1.10 y -1.40 V. En
este caso particular, el potencial en el cual se encontrd el pico de la sefial es de -1.30 V.

Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Corrientes obtenidas en la reduccion de HMF para la muestra 9.

V1, de patron | pg de patron I
afadido. afadido. (nA)
0 0.00 39.7
10 1.36 58.5
20 2.72 78.5
30 4.08 97.3
40 5.44 118

Conforme al método de adiciones patron, se grafica la magnitud de corriente del pico de
sefial de reduccidn de la fructosa contra la cantidad de HMF afadida; la cual se muestra en
la Figura 22.

140 -
y = 12.4368x +39.2 120 -
R* =0.9997
<
£
[5]
=<
2
-
S
O
r T O T T 1
-40 -20 0 20 40 60

Masa de HMF (ug)

Figura 22. Magnitud de corriente contra cantidad de HMF afiadido para la muestra 7

Se puede observar en la grafica que los puntos siguen una tendencia de linea recta
expresada por la ecuacion y = 1.4368x + 39.2, donde “x” corresponde a la cantidad de
HMF y “y” a la magnitud de corriente. Dicha tendencia posee una muy buena correlacion
lineal, presentando un coeficiente de determinacion de 0.9997. Para el célculo de HMF en
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la muestra, utilizamos la ecuacion de la linea recta para extrapolar y conocer el valor de x
cuando el valor de corriente (y) es igual a cero:

0 =1.4368x + 39.2

_0-392_
X =436~ "

Por lo tanto, en la adicion de 1000 puL de disolucion de miel, se encuentran 27.37 pg de
HMEF. Con este resultado se calcul6 la cantidad de fructosa total en la disolucion de miel

(5.0 mL) al tomar en cuenta que 1000uL equivalen a 1 mL:

mL
) — 136.83 ug

2737 ug (1 0mL

Puesto que la disolucion de miel se preparé disolviendo 2.5580 g en los 5.0 mL, podemos
calcular la concentracion en partes por millon de HMF en la miel:

136.83 ug de HMF
2.5580 g de miel

De igual manera se realizaron los célculos para las demas muestras de miel analizadas. Los

ppm de HMF =

= 53.49 ppm de HMF

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados obtenidos en la determinacién de HMF.

Muestra Concentracion Ecuqci_()n de curva de | Correlacion gle Concentracion

(9 miet / ML gisolucion) adiciones patron. la curva (R°) | de HMF (ppm)
1 0.51170 y = 1.3657x + 0.058 0.9947 00.04
2 0.50480 y = 1.9404x + 26.68 0.9994 27.24
3 0.50918 y = 2.0304x + 7.698 0.9998 07.45
4 0.50050 y = 1.8654x + 27.84 0.9993 29.82
5 0.50480 y = 0.7137x + 1.0808 0.9988 01.50
6 0.50520 y = 1.5979x + 8.084 0.9992 10.01
7 0.50830 y = 0.9348x — 1.4532 09941 | -
8 0.50770 y = 1.5221 + 26.96 0.9986 38.77
9 0.51160 y = 1.4368x + 39.32 0.9997 53.49
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Segun la Norma Salvadorefia, la cantidad de HMF limite posible es de 40 ppm después del
procesamiento de la miel, pero si su lugar de origen es de clima tropical, se admiten hasta
80 ppm. Al observar los resultados se ve que todas las mieles de El Salvador, cumplen con
este requisito. La unica miel que no cumple con la norma es la espafiola, probablemente
esto puede deberse a que fue calentada durante su almacenamiento en la estanteria o
durante su transporte desde Espafa.

Es importante resaltar que hubo tres mieles cuyo contenido de HMF determinado fue muy
bajo. La muestra 1 (Naturamiel, de la zona costera), que present6 Unicamente 0.04 ppm; la
muestra 5 (Miel del Colmenar) con 1.50 ppm y finalmente, la muestra 7 (Naturamiel, de

mango llano) la cual no se pudo determinar por estar debajo del limite de deteccion.

415 DETERMINACION DE HUMEDAD.
Al colocar la muestra 4 en el prisma del refractdmetro, se observé en el ocular un valor de
82.60 grados Brix. Debido a que al momento de hacer la medicion se registrd una
temperatura de 24°C se realiz6 la correccidn respectiva con respecto a la temperatura de

20°C con un factor dado por el refractometro:

Grados Brix (24°C): 82.60°
Correccion de grados Brix: 82.60° + (24°C — 20°C)(0.0023) = 82.61°

Una vez determinados los grados Brix los cuales hacen referencia al porcentaje de sélidos
disueltos, si restamos dicha cantidad al 100% se obtiene el porcentaje debido al agua
(humedad) presente en la muestra:

Porcentaje de humedad: 100% — 82.61% = 18.79%

Por lo tanto, se tiene que el porcentaje de humedad para la muestra 9 es de 18.79%. De

igual manera se procedié a realizar el céalculo para las demas muestras de miel. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 10:
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Tabla 10. Resultados obtenidos en la determinacion de humedad.

Muestra | Grados Brix | T (°C) (igar?g;igglx Por: Si:‘etgf dde
1 81.20 24 81.21 18.79
2 81.80 24 81.81 18.19
3 81.60 24 81.61 18.39
4 82.60 24 82.61 17.39
5 80.20 24 80.21 19.79
6 81.00 24 81.01 18.99
7 81.00 25 81.01 18.99
8 82.40 25 82.41 17.59
9 81.20 25 81.21 18.79

En el caso de la humedad, todas las muestras cumplen con el limite m&ximo establecido por
la Norma Salvadorefia para miel de abejas. Dicha norma establece como valor maximo un
20% de humedad.

Al observar el porcentaje de humedad de todas las muestras puede notarse que la muestra 5
(Miel del Colmenar) se encuentra muy cerca del valor limite con un 19.79% mientras que
la muestra 4 (Sabemas) posee el valor méas alejado con 17.39% de humedad. Sin embargo,
no debe olvidarse que esta ultima muestra es un preparado alimenticio con base de miel,
propdleos y polen y no una miel natural. Con base a lo anterior, Ilama la atencion que la
segunda muestra con menor contenido de humedad es la muestra 8 que también es un
preparado alimenticio. Dicha muestra posee un porcentaje de del 17.59%.

En general, todas las demas muestras de miel a las que se les determind el porcentaje de

humedad presentan un valor mayor al 18%.
4.1.6 DETERMINACION DE pH.

El resumen de las mediciones obtenidas con la ayuda del pHmetro para cada una de las

muestras de miel se presenta a continuacion en la Tabla 11.
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Tabla 11. Resultados obtenidos en la determinacion de pH.

| S
: 0.10692 412
, 0.10565 4.04
3 0.10707 8.90
4 0.10502 4.23
: 0.10267 4.15
5 0.10140 3.92
; 0.10485 4.09
o 0.10340 4.06
o 0.10415 4.20

De manera general se observa que el pH de todas las muestras se encuentra en un valor
cercano a 4.0. Aunque el pH no se considera como requisito tanto en la Norma Salvadorefia
como en la Norma Mexicana, es de mucha importancia ya que si el pH de una miel es muy
acido conlleva a que ésta pueda fermentar mas facilmente. En promedio, el pH para una

miel natural se encuentra entre 3.5y 6.5.

4.1.7 DETERMINACION DE SACAROSA.
Para esta determinacion se valoraron 5.0 mL de disolucion de CuSO4-5H,0 de
concentracion 0.3169 mol.L™. Se calculan los mmoles de Cu (I1) que seran los que

reaccionen con los azucares reductores de la miel:

0.3169 mmol CuSO, - 5H,0 1 mmol Cu(Il)
som )

— 1.5845 mmol Cu(Il
1.0 mL 1 mmol CuSO4-5H20> mmol Cu(ll)

A continuacién se presenta como ejemplo los resultados obtenidos para la muestra 5; se

utiliza la curva potenciométrica obtenida en la valoracion y que se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Titulacion de 1.5845 mmoles de Cu(ll) (5.0 mL de disolucién 0.3169 mol.L™) con
disolucion de la muestra 5, miel marca "Miel del Colmenar" (Disolucion de 50.0 mL
preparada a partir de una alicuota de 20.0 mL de disolucién de 1.0135g de miel en 100.0
mL).

Para calcular el punto de equivalencia, se toma en cuenta que se localiza a 5/6 del cambio
de potencial que se observa en la curva potenciométrica. Para este caso, antes que se
observe la disminucion abrupta del potencial, su valor es de -225 mV vy el potencial final
una vez que permanece contante es -456 mV, por lo que tenemos un cambio de potencial de
231 mV. Si calculamos los 5/6 de los 231 mV se obtiene como resultado 192.5 mV, por lo
que el potencial en el punto de equivalencia seria el inicial (-225 mV) mas el cambio de
-192.5 mV, es decir -417.5 mV. Al observar la curva potenciométrica, se tiene que el valor
mas cercano es de -427 mV al que corresponde un volumen de disolucién de miel afiadido
de 18.6 mL. Con esto se conoce que se requirieron de 18.6 mL de disolucion de miel para
que reaccionaran en su totalidad los 1.5845 mmoles de Cu (I1).

Para calcular los mmoles de azUcares reductores que reaccionaron con los mmoles de Cu
(1) se utiliza la relacién estequiométrica de 1 mmol de azdcar reductor por 5 mmoles de Cu
(1), posteriormente se calculan los miligramos de azUcares reductores utilizando la masa

molar de 180.16 g.mol™:

1 mmol AzGcar red.

1.5845 mmol Cu?* ( ) = 3.1690 x 10~ mmol Azlcar red.

5 mmol Cu?*
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180.16 mg Azucar red.

3.1690 x 10~ mmol Aztlcar red. ( ) = 57.09 mg AzUcar red.

1 mmol AzGcar red.

Una vez calculados los miligramos de azUcares reductores que corresponden a los 18.6 mL

de disolucion de miel, se calculan para los 50.0 mL de disolucion preparados:

50.0 mL de disolucion

57.09 mg Azucar red. ( ) = 153.47 mg Azucar red

18.6 mL de disolucion.

Como se tomd una alicuota de 20.0 mL de la disolucion original de miel (1.0135g en 100.0
mL), se calcula la masa de azUcares reductores que corresponde a la masa de miel original

de la muestra:

100.0 mL de disolucion
20.0 mL de disolucion.

153.47 mg AzUcar red. ( > = 767.37 mg Azlcar red

Al tomar en cuenta que la masa de miel total fue de 1.0135g que equivalen a 1013.5 mg, se

calcula el porcentaje de azUcares reductores:

(767.37 mg Azucar red.

100% = 75.72% Az\ d.
1013.5 mg de miel ) %o % Azucar re

Debido a que en este caso los azucares reductores incluyen a la sacarosa hidrolizada, si
restamos el valor anteriormente calculado (numeral 8.1.1.1.) donde no ha ocurrido la
hidrélisis, se obtendra como resultado el porcentaje debido a la sacarosa:

Porcentaje de sacarosa: 75.72% - 71.88% = 3.84%.

Con este ultimo calculo se obtiene un porcentaje de 3.90% de sacarosa invertida para la

muestra 5 de miel.
Los resultados obtenidos para todas las muestras se presentan en la Tabla 12.
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Tabla 12. Resultados obtenidos en la determinacion de sacarosa.

Porcentaje de Porcentaje .
, . . VL) €n . . Porcentaje
Disolucion de miel azucares de azUcares
Muestra punto de de
(Mg miet / ML gisolucion) . .| reductores (con | reductores
equivalencia AP . sacarosa
hidrolisis) libres
1 1059.0/100 18.00 74.88 71.01 3.87
2 1016.3/100 19.15 73.34 70.51 2.83
3 1018.7/100 18.20 76.98 73.42 3.56
4 1033.9/100 28.80 47.93 45.90 2.03
5 1013.5/100 18.60 75.72 71.88 3.84
6 1019.7/100 18.50 75.66 72.72 2.94
7 1046.4/100 19.00 71.79 69.48 2.31
8 1061.1/100 26.80 50.19 48.10 2.09
9 1064.8/100 18.30 73.50 71.95 1.55

El porcentaje de sacarosa segin la Norma Salvadorefia para Miel de Abejas no puede
exceder el 5%. Por lo tanto, podemos observar con los resultados obtenidos que todas las
muestras cumplen la norma de manera satisfactoria.

Es de considerar que la muestra que posee el menor porcentaje corresponde a la miel
Duteda de Espafia. Por el contrario, existen dos muestras de miel que practicamente poseen
el mismo porcentaje el cual se encuentra cerca al 4%. Dichas mieles corresponden a la

muestra 1 (Naturamiel, de la zona costera) y a la muestra 5 (Miel del Colmenar).

418 RESUMEN Y DISCUSION DE RESULTADOS DE LA
DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

A continuacidn se presenta en la Tabla 13 un resumen de todos los resultados obtenidos en
la determinacion de los diferentes parametros fisicoquimicos. Se observa que todas las
mieles cumplen con la Norma Salvadorefia. De igual manera, en el caso de cenizas, todas

las mieles cumplieron con el valor limite establecido por la Norma Mexicana.
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Tabla 13. Resumen de resultados de la determinacion de parametros fisicoquimicos.

Porgentaje Porcentaje | Porcentaje | HMF | Porcentaje Porcentaje
Muestra | Azucares . pH
R Cenizas Fructosa | (ppm) | Humedad Sacarosa
eductores
1 71.01 0.1369 28.26 00.04 18.79 4.12 3.87
2 70.51 0.0501 24.21 27.24 18.19 4.04 2.83
3 73.42 0.0403 30.63 07.45 18.39 3.90 3.56
4 45.90 0.0277 07.64 29.82 17.39 4.23 2.03
5 71.88 0.0840 29.49 01.50 19.79 4.15 3.84
6 72.72 0.0488 22.77 10.01 18.99 3.92 2.94
7 69.48 0.1373 26.04 | ----- 18.99 4.09 2.31
8 4810 | ---- 07.23 38.77 17.59 4.06 2.09
9 71.95 0.0884 29.32 53.49 18.79 4.20 1.55

La miel con mayor contenido tanto de azucares reductores como de fructosa fue la muestra
3. Por el contrario, si no tomamos en cuenta los preparados alimenticios, la muestra 2 es la

que presenta menos contenido en ambos criterios.

El contenido de HMF present6 un resultado muy particular, ya que hasta este momento las
mieles con mayores o0 menores valores en los diferentes pardmetros habian sido de origen
salvadorefio. En este caso, la miel con mayor contenido en HMF fue la muestra 9, la miel
de origen espafiol. Esto indica que esta miel ha sido calentada. Por otro lado, las muestras 1
y 7 presentan los mejores resultados, ya que para la primera la cantidad de HMF es cercana
a cero, mientras en la segunda el valor se encuentra por debajo del limite de deteccién del

método.

En el caso del contenido de cenizas, las muestras 1 y 7 mostraron el mayor contenido de
cenizas (0.1369% y 0.1373% respectivamente). Sin considerar los preparados alimenticios,

las muestras de miel 3 (0.0403%) y 6 (0.0488%) presentaron el menor contenido.

Para el porcentaje de humedad, los resultados fueron mas homogéneos. La mayoria de las

muestras presentaron un contenido alrededor del 18%. La muestras 4 y 8 mostraron los
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contenidos mas bajos con 17% y la muestra 5 presento el porcentaje mayor con 19%, por lo

que esta miel es propensa a la fermentacion.

En las determinaciones de pH de las muestras los valores rondaron por 4.0. Las mieles con
pH mas &cido fueron las muestras 3 y 6 (3.90). Los valores de pH menos &cidos

correspondieron a las muestras 4 y 9 (4.20).

Finalmente, en el contenido de sacarosa, la muestra 1 es la que presenta el mayor contenido
(3.87%), mientras que a la muestra 9 (miel espafiola) corresponde el menor contenido
(1.55%).

4.2 APLICACION DE LA POLAROGRAFIA EN LA DETERMINACION
DE AZUCARES REDUCTORES.
Tal como se menciond en la metodologia experimental, a medida que se desarroll6 el
procedimiento se realizaron diferentes modificaciones de los factores que podian afectar la
determinacion, dichos factores se resumen a continuacion, con las condiciones que han

presentado mejores resultados:

a) Tamafo de la alicuota de Cu(ll): en los diferentes ensayos se trabajaron con alicuotas
desde 20 hasta 80 uL. Se optd por trabajar con volimenes mayores debido a que si se
trabajan con alicuotas muy pequefias, cualquier error durante la adicién se ve

intensificado, es decir, representa un porcentaje mayor de error.

b) Dilucién de la disolucion de Cu(ll): en los diferentes ensayos se tomaron volumenes
entre 3.0 a 5.0 mL de disolucion de Cu(ll) a una concentracion aproximada de 0.30
mol.L™* para ser utilizados en la reaccion con azlcares reductores. Ademés de adicionar
la disolucidn de tartratos, se agregaba una cantidad de agua desionizada la cual cumplia
con dos objetivos: disminuir el error debido a la perdida de volumen y utilizar una
concentracion la cual permitiera que la magnitud de las sefiales de corriente en el
polarograma no fueran tan elevadas y que los cambios en dichas magnitudes fueran

apreciables a medida que se adicionaban los azUcares reductores.
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c) Pérdida de volumen en el reactor: para minimizar los cambios de volumen que podian
producirse en la pérdida de vapor por el calentamiento, se utiliz un tapon de hule para
cerrar el frasco Erlenmeyer. Adicionalmente, éste se recubria con papel parafilm
buscando de esta manera disminuir en la medida de lo posible la salida de vapor. Los
resultados obtenidos muestran que estas medidas eran necesarias y que son suficientes

para tener reproducibilidad y exactitud en los resultados

d) Calentamiento en bafio de maria: debido a que el calentamiento directo en la parrilla no
permitia que el reactor permaneciera tapado por la presion del vapor, se utilizo el bafio
de maria como alternativa. Al realizar pruebas se encontré que con 3 minutos de
calentamiento en el bafo, el reactor alcanza una temperatura de 87°C, la cual es
suficiente para que la reaccion de Fehling se llevara a cabo. Debido a que con un
minuto mas, la disolucion del reactor alcanza una temperatura cercana a los 89°C, se
decidio fijar un tiempo de 5 minutos en el reactor con cada adicién de azucares

reductores.

Con base en todos estos factores se decidié aplicar el procedimiento presentado en la

metodologia experimental con el que se obtuvieron resultados satisfactorios.

Antes de realizar esta metodologia, se determind la concentracién de la disolucién de
CuS04-5H,0 (aproximadamente 40 g en 500.0 mL) a emplear, utilizando el método de
adiciones patron y la sefial de reduccion del Cu (1) en el polarografo. La disolucion patron
se preparo disolviendo 0.01627 g de Cu electrolitico con unas gotas de HNO3 concentrado
y se aford en un bal6n de 25.0 mL con agua desionizada. La concentracién del patron es de
1.0241x10%mol.L™,

Para la determinacion se utilizd una alicuota de 10 pL de la disolucion de CuSO4-5H,0 y
se hicieron cuatro adiciones de 100 pL de la disolucion patron de Cu (I1). Como electrolito
soporte se afladen 5.0 mL de la disolucidn de tartratos que se utiliza en la determinacion de

azUcares reductores, diluida con 5.0 mL de H,O desionizada.

Las curvas obtenidas por polarografia diferencial de impulsos se presentan en la Figura 24.
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F —— Curva A: Curva residual (5.0
1 1150 mL de disolucidn de tartrato de
E sodio y potasio + 5.0 ml de agua
. desionizada)
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. microlitros de Cu(ll) patron
Potencial (V) 0.010241mol.L*

Figura 24. Polarogramas de determinacion de concentracién de Cu (I1) por adiciones patron.

Con los polarogramas obtenidos se midieron las alturas de los picos de las sefiales de
reducciéon de Cu(ll). De igual manera como se realizd en la determinacion de fructosa y
HMF, se calculd la cantidad de Cu (Il) afiadido con cada una de las adiciones patron. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Magnitudes de corriente de las sefiales de Cu (I1) a partir de adiciones patron.

V1, de patron pmoles de I
afiadido. patrén afadido. | (nA)
0 0.0000 520
100 1.0241 695
200 2.0482 873
300 3.0723 1050
400 4.0964 1220

A partir de los resultados anteriores, se grafica la intensidad de corriente contra el volumen
de Cu(ll) patréon afadido segin el método de adiciones patron, como se presenta en la

Figura 25.
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Figura 25. Intensidad de corriente contra volumen de Cu (I1) patrén afiadido.

A partir de la ecuacion obtenida de la correlacion lineal, se determina el contenido de Cu
(IT) en la muestra, que corresponde al de la abscisa al origen, el cual fue de 3.038 pmoles.
Por lo tanto, se obtiene que para la adicion de 10 puL de la disolucion de CuSQOy4-5H,0

corresponden 3.038 pmoles, teniéndose una concentracion de 0.3038 mol.L™.

Tal como se describié en la metodologia, se adicionaron en el reactor, 3.0 mL de la
disolucion de Cu(ll), 5.0 mL de la disolucion de tartrato de sodio y potasio y 22.0 mL de
agua desionizada, de esta manera se diluye la concentracion del Cu (I1) a la décima parte
(3.0 mL de Cu (1) en 30.0 mL totales). Con respecto a las alicuotas de glucosa
provenientes del reactor, se tomaron 80uL tanto en el inicio como después de cada adicion
de glucosa; cada adicion de glucosa fue de 2.0 mL. El volumen total de disolucién de

glucosa adicionado fue de 6.0 mL.

En la Figura 26 se presenta el polarograma obtenido por las adiciones de las alicuotas de 80
pL de disolucion de Cu (I1); el intervalo de potencial de trabajo fue de -0.70 a -0.35 V. Por
otro lado, en la Tabla 15 se presenta el resumen de los célculos para la determinacién de
glucosa.
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150
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(5.0 mL de disolucion de
tartrato de sodio y potasio
+ 5.0 ml de agua
desionizada)

—— Curva B: 80 microlitros de

disolucién de Cu (I1)
0.03038 mol.L*

Curva C: 80 microlitros
del reactor (adicion de 2
mL de Glucosa)

——— Curva D: 80 microlitros

del reactor (adicion de 4
mL de glucosa)

Curva E: 80 microlitros
del reactor (adicion de 6
mL de glucosa)

Figura 26. Polarograma obtenido en la determinacion de glucosa.

Tabla 15. Resumen de los calculos realizados en la determinacion de glucosa

V) de Correccion por
\Cgira;)o(:g alicuotade Cu | 1(nA) 'S‘:T(enrjbtg dilucién
(1 ((30+VGiucosa)/30)
0 80 445.00 | 445.00 445.00
2 80 771.00 | 326.00 347.73
4 80 991.00 | 220.00 249.30
8 80 1120.00 | 129.00 154.80

La gréfica obtenida para la titulacion amperométrica a potencial impuesto se presenta a

continuacion en la Figura 27.
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Figura 27. Titulacién de 0.9194 mmoles de Cu* (3.0 mL de disolucion 0.3038 mol.L™) con
disolucion de glucosa 0.0200 mol.L™ (0.9008 g en 250.0 mL).

Debido a que se utilizaron 3.0 mL de la disolucién de Cu (I1) 0.3038 mol.L™, los mmoles
de glucosa que corresponden al volumen en el punto de equivalencia son 0.1823.

Al utilizar la ecuacién de la relacion que presenta la gréfica, se calculd que el volumen al
punto de equivalencia es de 9.18 mL. Al dividir los 0.1823 mmoles de glucosa entre los
9.18 mL, obtenemos una concentracion de 0.01987 mol.L™. Si comparamos la
concentracion de la glucosa (la concentracion de disolucidn de glucosa para esta prueba es
de 0.02000 mol.L™), con la calculada experimentalmente, se tiene que el porcentaje de
diferencia es inicamente de 0.67%.

Esta metodologia ademas de presentar buenos resultados, también implica la utilizacion de
Cu (II) en menores cantidades. Al tomar este Gltimo resultado como base, podrian buscarse
las condiciones para llevar a cabo una titulacion amperométrica de potencial impuesto para
determinar azucares reductores en miel. Si se hicieran adiciones de 1.0 mL de disolucion de
miel se esperaria que con 3.0 mL de disolucién de Cu (11) de concentracién 0.3038 mol.L™
pudieran titularse dos muestras a la vez, lo cual representa un gran ahorro de reactivo con
respecto a la utilizacion de la titulacion potenciométrica donde Unicamente se determina

una muestra con 5.0 mL de disolucion de Cu (I1). Mucho més ventajas pueden observarse
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de ahorro de reactivo con respecto al método de Lane-Eynon que establece la norma oficial.
Por otro lado, el tiempo de andlisis es mucho mas corto. La determinacion para dos
muestras podria hacerse en el tiempo en el cual se analiza Unicamente una muestra por
titulacion potenciométrica. Ademas puede llegar a tenerse mas certeza con esta
metodologia una vez realizado el analisis estadistico respectivo, obteniendo datos

relevantes como el limite de deteccion.

Una vez encontradas las condiciones de trabajo con la disolucion de glucosa, se procedié a
hacer la prueba con una muestra de miel (muestra 3). Se utilizaron 3.0 mL de la disolucion
de Cu(l1) 0.3038 mol.L?, 5.0 mL de la disolucién de tartrato de sodio y potasio y 22.0 mL
de agua desionizada en el reactor. En este caso se utilizo el Polarografo Radiometer, por lo
que las magnitudes de las sefiales de corriente son diferentes al del caso anterior. Las curvas

correspondientes se presentan en la Figura 28.

41 30 — CurvaA: Curvaresidual
D (5.0 mL de disolucién de
' tartrato de sodio y
potasio + 5.0 ml de agua
1 25 desionizada)

—— Curva B: 80 microlitros
de disolucion de Cu (11)
1 20 0.03038 mol.L*

——— Curva C: 80 microlitros
del reactor (adicion de 2
mL de disolucién de miel
0.5252g en 100 mL)

15

Corriente (nA)

10
—— Curva D: 80 microlitros
del reactor (adicion de 4
mL de disolucién de miel
5 0.5252g en 100 mL)

Curva E: 80 microlitros
! ! 0 del reactor (adicién de 6
0.6 -0.4 -0.2 mL de disolucion de miel

. 0.5252g en 100 mL)
Potencial (V)

Figura 28. Polarogramas de la determinacion de azucares reductores de la muestra 3 de miel.
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Las alicuotas tomadas fueron de 80uL y las adiciones de disolucion de miel de 2.0 mL. El
volumen total adicionado de disolucién de miel fue de 6.0 mL.

Con base en los polarogramas obtenidos en la determinacién (Figura 28) se presenta en la
Tabla 16 el resumen de los célculos para la determinacion de azUcares reductores en la

muestra de miel.

Tabla 16. Resumen de los calculos realizados en la determinacién de azucares reductores en una
muestra de miel por polarografia.

i Correccion por
V(my de | V) de alicuota Aumento o
I (nA) dilucion
Glucosa de Cu (I1) de I (nA)
((30+VGIucosa)/30)
0 80 10.146 10.146 10.146
2 80 17.546 7.401 7.894
4 80 22.575 5.029 5.700
6 80 25.581 3.006 3.607

La gréafica para la titulacion amperométrica a potencial impuesto se muestra a continuacion
en la Figura 29.

Titulacion amperométrica a potencial impuesto (-385 mV)
12.000 -
y = -1.0905x + 10.108
10.000 R2 = 0.9997
__ 8.000 -
<
£
o 6.000 -
= 4.000 -
S
2.000 -
0.000 ; .
ﬂ) 2 4 6 8 10 12
-2.000 . - :
Volumen de disolucién de miel (mL)

Figura 29. Titualcion de 0.9114 mmoles de Cu* (3.0 mL de disolucion 0.3038 mol.L™") con
disolucion de muestra de miel 3 (0.5252 g en 100.0 mL).
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Al utilizar la ecuacion que expresa la relacion de la gréfica, se calculd que el volumen al
punto de equivalencia es de 9.27 mL. Recordando que se utiliz6 la misma cantidad de
Cu(l1) que en el caso anterior (9.114x10™)

Con los resultados anteriores y conociendo que la muestra se preparé disolviendo 0.5252 g
de miel en 100 mL, se realizan los calculos respectivos:

1 mmol AzGcar red.

9.114 x 10~ mmol Cu?* ( ) = 1.823 X 10~ mmol Azlcar red.

5 mmol Cu?*

180.16 mg AzUcar red.
1 mmol AzGcar red.

1.823 x 10~ mmol Azticar red. ( ) = 32.84 mg Azlcar red.

100 mL de disolucion
9.27 mL de disolucion.

32.84 mg Azucar red. ( ) = 354.29 mg Azucar red

(354.29 mg Azlcar red.

1 0% = 67.46% Azl )
525.20 mg de miel ) 00% = 67.46% Azicar red

Para comparar resultados, se determinaron los azucares reductores de la miel con la misma

disolucion de Cu (1) por titulacion potenciométrica, y se obtuvo la curva de la Figura 30.

Titulacion Potenciométrica de Fehling

5 10 15 20
-250 '0 "
S
E
0350 - P
L 4
Punto de equivalencia (14.9 mL, -405 mV) ¢
450 - wQQ 2

V miel (mL)

Figura 30. Titulacién de 1.519 mmoles de Cu?* (5 mL de disolucién 0.3038 mol.L™) con disolucion
de muestra 3 de miel (525.2 mg en 100 mL)
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Como para la titulacion se utilizaron 5.0 mL de disolucién de Cu (I1) 0.3038 mol.L™ (1.5190
mmoles) y que el volumen en el punto de equivalencia es de 14.9 mL se procede a realizar
los célculos respectivos:

1 mmol AzGcar red.

1.5190 mmol Cu?* ( ) = 3.0380 X 10~ mmol AzGcar red.

5 mmol Cu?*

180.16 mg AztUcar red.

3.0380 x 10~1 mmol Aztcar red. ( ) = 54.73 mg AzUcar red.

1 mmol AzGcar red.

100 mL de disolucion

54.73 mg Azucar red. ( ) = 369.80 mg Azucar red

14.8 mL de disolucion.

(367.33 mg Azlcar red.
525.20 mg de miel

) 100% = 70.42% Azicar red.
Se observa que los resultados obtenidos son cercanos en ambos métodos (67.46% por
titulacion amperométrica y 69.94% por titulacion pontenciometrica).

Con base en estos resultados puede concluirse que la titulaciébn amperométrica a potencial
impuesto puede en un futuro sustituir a la titulacion potenciométrica en la determinacion de
azucares reductores en miel, una vez que se hayan establecido las condiciones dptimas de
trabajo que permitan inclusive minimizar ain mas la cantidad de reactivo y tiempo de
analisis, y por supuesto, un analisis estadistico mas amplio para establecer sin dudas la
reproducibilidad del método. Con esto ultimo, es importante recalcar que en la mayoria de
las pruebas realizadas, el porcentaje de error fue menor o cercano al 5% con respecto a la

concentracion de la glucosa.
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1)

2)

3)

4)

5)

5. CONCLUSIONES

Segln la Norma Salvadorefia para Miel de Abeja (NSO 67.19.01:08), todas las
muestras estudiadas cumplen con el requisito minimo de contenido en azlcares
reductores (60%). En el caso de los preparados alimenticios con base de miel, propéleos
y polen, no es posible saber si cumplen con los requisitos ya que la Norma Salvadorefia
para Preparados Alimenticios con Miel de Abejas (NSO 67.38.02:05) unicamente

establece requisitos para las mieles utilizadas en su preparacion.

La Norma Salvadorefia no contempla el contenido de cenizas en la miel de abeja. Sin
embargo, si se emplea la Norma Mexicana para Miel (NMX-F-036-2006) la cual si
contempla este requisito, todas las muestras cumplieron al no superar el contenido

méaximo de cenizas de 0.60%.

El contenido de fructosa no esta contemplado ni en la Norma Salvadorefia ni en la
Mexicana, sin embargo, puede observarse que en las mieles, el porcentaje se encontro
entre el 20 y 30%, el cual puede considerarse normal. Es de notar que las mieles a las
cuales se les percibi6é un sabor muy dulce, son las que poseen un contenido de fructosa

superior al 25%.

En esta investigacion, debido a que las muestras de El Salvador provienen de una
region tropical, la Norma Salvadorefia establece un limite maximo de 80 ppm para
contenido de HMF, por lo que se concluye que todas las muestras cumplen dicho
requisito, ya que la miel Salvadorefia con mayor contenido en HMF fue de 38.77 ppm.
Sin embargo, la miel Espafiola no cumpliria con la norma ya que al no provenir de una
region tropical, el limite maximo permitido es de 40 ppm y esta miel tiene un contenido

de 53.49 ppm. Esto nos indica que esta miel estuvo expuesta al calentamiento.

Todas las muestras cumplen con el requisito establecido por la Norma Salvadorefia para
el contenido de humedad (20% méaximo). Sin embargo, es de tomar en cuenta que la
muestra 5 posee un porcentaje muy cercano (19.79%) por lo que es la més susceptible

de fermentar.
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6)

7)

8)

9

El valor de pH no se encuentra establecido por ninguna de las normas utilizadas en este
trabajo. Sin embargo, se observa que todas las muestras presentaron valores de pH
cercanos a 4.0. Siendo los valores menores de 3.90. Es de tener en cuenta estos valores,

ya que un pH muy acido también contribuye a la fermentacion.

Todas las mieles cumplen con el contenido méximo permitido de sacarosa establecido
por la Norma Salvadorefia (5%). Los valores para todas las muestras oscilaron entre el 1
y 4%.

De manera general, podemos concluir que los métodos electroquimicos aplicados a la
determinacion de pardmetros fisicoquimicos traen ventajas importantes respecto a los
métodos convencionales establecidos. Estos nos llevan a la utilizacion de menor

cantidad de reactivo y a la reduccion del tiempo de analisis.

La polarografia diferencial de impulsos es una técnica electroquimica que se presenta
como una gran herramienta con diversidad de aplicaciones en la determinacion de los

parametros fisicoquimicos en miel.

10) La determinacion de azUcares reductores al utilizar titulaciones amperométricas a

potencial impuesto con la ayuda de la polarografia diferencial de impulsos se presenta
como una gran oportunidad para mejorar dicho método. Actualmente, se han
establecido condiciones para titular una miel con 3.0 mL de disolucion de Cu (Il), lo
cual es un avance con respecto a los 5.0 mL que se utilizan en la titulacion
potenciométrica, normalmente. Sin embargo, al mejorar aun mas las condiciones
experimentales, se considera que en un futuro podrian analizarse 3 muestras con 5.0 mL
utilizados para determinar una muestra por potenciometria. Un tratamiento estadistico

podria dar mucha mas seguridad de los resultados en esta determinacién.
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6. RECOMENDACIONES

En la determinacion de azucares reductores por potenciometria debe dejarse cierta
cantidad de tiempo entre cada adicion para que la reaccion ocurra (especialmente al
inicio, donde los volumenes afiadidos son hasta de 2.0 mL lo cual enfria la disolucion).

Sin embargo, no deben dejarse tiempos muy largos ya que el volumen de la disolucion
disminuye por la ebullicion y por lo tanto trae problemas de lectura en el

milivoltimetro.

En todas las determinaciones por polarografia que implican la adicién volumenes
pequefios (microlitros), se recomienda probar las puntas antes de realizar las adiciones,

asegurandose que estas no estén dafiadas y depositen el liquido de manera adecuada.

Las metodologias presentadas en este trabajo podria ser utilizadas para conocer la
composicion promedio de miel producida en El Salvador, diferenciando tanto la zona
como el tipo de floracion. Por otro lado, podria tomarse la iniciativa de iniciar la da
determinacion de parametros fisicogquimicos con estos nuevos métodos para el control

de calidad de miel a exportar.

Respecto a la propuesta de determinacion de azlcares reductores aplicando la
polarografia diferencial de impulsos, debe continuarse con su estudio para optimizar
condiciones de trabajo. Por otro lado, para que esta prueba pueda utilizarse como un

analisis de rutina en el futuro, debe realizarse la validacion respectiva del método.
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8. ANEXOS

OBTENCION DE LAS CONDICIONES EN LA DETERMINACION DE
AZUCARES REDUCTORES POR POLAROGRAFIA.

En la metodologia experimental se presentd un procedimiento el cual se considera mas
adecuado debido a los factores de pérdida de volumen y tamafio de alicuota que fueron
encontrados. Sin embargo, para llegar a establecer dichas condiciones se llevaron a cabo
varios ensayos. A continuacion se presenta en resumen los resultados obtenidos en dichas
ensayos que llevaron a establecer las condiciones presentadas en la metodologia
experimental.

Inicialmente, en el primer ensayo, se traz6 un polarograma para identificar el intervalo de
potencial en el cual la sefial de reduccién de Cu (Il) fuera apreciable. Debido a que en la
titulacion potenciométrica de Fehling el Cu (1) se compleja con disolucion de tartratos, se
utilizé esta Gltima al 50% (5.0 mL de disolucién de tartrato de sodio y potasio + 5.0 ml de
agua desionizada) como electrolito soporte para que el medio en la celda no fuera muy
diferente al medio en la valoracién potenciométrica.

Una vez establecido el electrolito soporte, se trazd el polarograma para observar el

comportamiento de la curva residual con un intervalo de potencial de -2.0 a 0.50 V.

60000
50000,
e 40000
£ | ‘
o | J .
‘qs':; ‘ 30000 —— Curva residual (5.0 mL de
= | disolucion de tartrato de
S | 20000 sodio y potasio +5.0 mL
2 w de agua desionizada)
10000 L“,
-2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50
Potencial (V)

Figura 31. Polarograma de la disolucién de tartrato de sodio y potasio como electrolito soporte.
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Al observar el polarograma, se definié el intervalo de potencial de trabajo para determinar
la sefial de reduccion de Cu (ll), dicho intervalo se establecié entre -1.90 y -0.10 V.
Ademas, este intervalo corresponde al dominio de electroactividad.

Con respecto a la disolucion de Cu (I1) en el reactor, se coloco en el matraz Erlenmeyer de
50.0 mL, 5.0 mL de disolucién de Cu (Il) de concentracién 0.3038 mol.L™" y 5.0 mL de
disolucion de tartratos. De la disolucion del reactor se tomo una alicuota de 20uL y se
adiciono a la celda electroquimica del polardgrafo, para identificar la sefial de reduccion de
Cu (I). El polarograma obtenido se presenta a continuacion en la Figura 32.

\‘ 1 350
|
‘\ 1 300
\‘ B
“‘ |
l\ | | 250
\ \
g “\ “ ‘\‘ —— Curva A: Curva residual (5.0 ml
= | i 1 200 de disolucion de tartrato de sodio
g | | “ y potasio + 5.0 mL de agua
2 I\ .
= ‘\ \‘ 1 150 desionizada)
S | || —— Curva B: 20 microlitros de
1\”%\ || | disolucion de Cu(ll) 0.1519mol.L™*
| | 1 100
| N\ |
. J\,,’ ‘\ f 1 50
. 7‘7 7i\>:»; /
T T T — T 0
-1.9 -14 -0.9 -0.4
Potencial (V)

Figura 32. Polarogramas para la adicion de una alicuota de disolucion de Cu (11)

Entre -0.6 y -0.4 V se observa una sefial la cual se espera fuera debida a la adicion de Cu
(I1). Para comprobar que esta sefial es debida a la reduccién del Cu (1) se adiciond otra
alicuota de 20 pL con lo que se espera que esta sefial se vea aumentada al doble de la
anterior. La magnitud de corriente que corresponde a la altura del pico de la sefial es de 272

nA. Para la siguiente medicion se cambi¢ el intervalo de potenciales para la exploracion,

77




siendo este entre -1.10 y -0.10 V, pues no es necesario tener todas las sefiales debidas al
medio. Los resultados obtenidos se presentan ejemplificados en la Figura 33.

Puede observarse en el polarograma que la nueva sefial se ve aumentada precisamente en el
mismo lugar que la anterior (entre -0.60 y -0.40 V). El hecho que la sefial haya aumentado

Ileva a confirmar que se debe a la reduccion de Cu (I1).

1 500
— Curva A: Curva residual
(5.0 mL de disolucion de
1 400 tartrato de sodio y potasio
— + 5.0 ml de agua
E desionizada)
PE% 1300 curva B: 20 microlitros de
2 disolucion de Cu(ll)
S 0.1519 mol.L*
o 1 200
o Y — Curva C: 40 microlitros de
A AN 1 100 disolucion de Cu (I1)
-X,LM//K\\ 0.1519 mol.L™*
;7777777|77 T ;7 T Jl O
-1.1 -0.9 -0.7 -0.5 -0.3 -0.1
Potencial (V)

Figura 33. Polarogramas para la adicion de dos alicuotas de disolucién de Cu (I1)

Una vez comprobado que puede determinarse la sefial de reduccion de Cu (I1) se procedi6
con la determinacidn de la concentracién de la disolucion de glucosa como azdcar reductor.
Se adicionaron al reactor 4.0 mL de disolucion de glucosa y se tapd con la ayuda de un
tapén de hule. El calentamiento se planifico desde un inicio con la ayuda de un bafio de
maria para que el calentamiento fuera uniforme y no de manera intensa. Al retirarlo del
bafio e intentar tomar la primera alicuota se observo que el liquido a esa temperatura no era
retenido en la punta de la propipeta, razén por la cual se retir6 del bafio y se esperd un
momento para que este se enfriara y poder tomar la alicuota. Este proceso de espera hacia

que el procedimiento durara mas tiempo de lo esperado.
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La alicuota tomada del reactor fue de 20 uL y se adiciono a la celda electroquimica del
polarégrafo. Este procedimiento fue repetido para dos adiciones mas de 4.0 mL de glucosa
en el reactor, por lo que se obtuvieron 3 sefiales de corriente que corresponden a las
adiciones de 4.0, 8.0 y 12.0 mL de disolucion de glucosa. Para observar mejor los aumentos
de corriente, en la adicion de 8.0 mL de disolucion de glucosa; la alicuota tomada fue de 40
pL para las primeras y de 60 pL para la adicion de 12.0 mL. El siguiente polarograma
muestra en su totalidad todas las adiciones de disolucion de Cu (Il) tomadas del reactor
(Figura 34).
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Figura 34. Polarogramas de la primera determinacion de azlcares reductores.
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A partir de los polarogramas se midieron las magnitudes de corriente correspondientes a la

altura de cada uno de los picos de las sefiales. Los resultados se presentan en la Tabla 17:

Tabla 17. Magnitudes de corriente obtenidas en la primera determinacion de azlcar reductor

(glucosa) por polarografia.

V(mv) de disolucion de | V) de alicuota | (nA)
Glucosa de Cu (1)
0 20 272
0 20 496
4 20 627
8 40 773
16 60 883

Para trazar la grafica de la titulacion amperométrica a potencial impuesto, debemos de
considerar los incrementos de corriente con respecto a la adicién anterior, ya que esa
diferencia seré la que corresponda a la cantidad de Cu (I1) que va quedando en la disolucién
a medida que reacciona con la glucosa. Sin embargo, para que la disminucion de la
corriente sea apreciable debido al consumo de Cu (Il) por la reaccién con glucosa, debe de
corregirse el aumento de corriente en dos sentidos:

a) Corregir el aumento de corriente por tamafio de la alicuota: Si en una adicion se utilizo
una alicuota de 20 uL y en la siguiente 40 pL, el aumento en la corriente que se
apreciara no corresponderd a la disminucion de moles de Cu(ll) con respecto a la
adicion anterior ya que se esta adicionando el doble de volumen y por consiguiente el
doble de la cantidad de moles de Cu (Il). Para realizar la correccién, dividimos ese
aumento de corriente entre 2, de esa manera se obtiene el aumento de corriente si se
hubiera adicionado Unicamente 20 y no 40 pL. En el caso de la alicuota de 60 puL la
magnitud del aumento de corriente debera dividirse entre 3.

b) Corregir el aumento de corriente por efecto de dilucion: En cada una de las adiciones de
glucosa, el volumen del reactor se varia considerablemente. En este caso, el reactor

inicia con un volumen de 10.0 mL vy finaliza con un volumen de 22.0 mL. Para corregir
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el efecto que posee la dilucion en el aumento de corriente se utilizé un factor de

dilucion. Para la primera adicion (4.0 mL) de glucosa el factor es de (14.0/10.0), en la

segunda adicién (8.0 mL) es de (18.0/10.0) y en la tercera adicién de glucosa (12.0 mL)
de (22.0/10.0).

Con base a estas correcciones se proceden a realizar los calculos respectivos:

Para un volumen de 4.0 mL de disolucion de glucosa afiadido:

Aumento de corriente: 627.00 n4 - 496.00 nA = 131.00 nA

a) Correccion por tamafio de la alicuota:

No es necesario ya que la alicuota tomada fue de 20 pL de igual manera que para la
adicion anterior.

b) Correccion por efecto de dilucion:

14.0 mL
10.0 mL

Para un volumen de 8.0 mL de disolucién de glucosa afadido:
Aumento de corriente: 773.00 nA — 627.00nA = 146.00 nA

131.00 nA ( ) = 183.40 n4

a) Correccion por tamafio de la alicuota:

20.0 pL
40.0 pL

146.00 nA ( > =73.00nA

b) Correccion por efecto de dilucién:

18.0 mL
10.0 mL

Para un volumen de 12.0 mL de disolucion de glucosa afiadido:
Aumento de corriente: 883.00 nA — 773.00n4A = 110.00 n4

73.00 nA ( ) =131.40 nA

a) Correccion por tamafio de la alicuota:

110.00nA (M) = 36.67 nA
60.0 pL
b) Correccion por efecto de dilucién:
36.67 nA (220—mL> = 80.67 nA
10.0 mL

Con estos calculos se obtiene la cantidad de corriente producida por la reduccion de Cu

(1) a medida que se adicionan volumenes de disolucién de glucosa. Puede observarse
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como dicha corriente va disminuyendo debido a la presencia de menos Cu (11) a medida

que este va reaccionando con mas glucosa en cada una de las adiciones (Tabla 18).

Tabla 18. Corrientes calculadas debidas a la presencia de Cu (Il) con adiciones de diferentes

volimenes de disolucién glucosa.

V(my) de
o I (nA)
disolucion de glucosa
0 272.00
4 183.40
8 131.40
12 80.67

Al graficar la magnitud de corriente calculada contra el volumen de glucosa afiadido, se
espera la grafica de una linea recta. El punto de equivalencia se calcula cuando la
magnitud de corriente es cero. Esto se debe a que si en el punto de equivalencia todo el
Cu(Il) ha reaccionado con glucosa, al afiadir mas glucosa y tomar una alicuota y trazar
el polarograma, la magnitud de corriente debido a la sefial de Cu (1) seria la misma ya

que no se habria adicionado mas Cu(ll) y por lo tanto el aumento de corriente seria 0.

Titulacién amperométrica a potencial impuesto (-510 mV)

y = -15.65x + 260.77
250 1 R2=0.979

N

o

o
1

Corriente (nA)

EP 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Volumen de glucosa (mL)

-50

Figura 35. Titulacion de 1.5190 mmoles de Cu** (5.0 mL de disolucién 0.3038 mol.L™) con
disolucion de glucosa 0.0202 mol.L™ (0.9102 g en 250.0 mL).
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Una vez trazado el grafico, podemos observar que la tendencia lineal esta presente, pero si
se observa el coeficiente de correlacion lineal, dicha tendencia lineal no es muy buena (R
= 0.979), por lo que se concluye que hubo errores durante la determinacion. El principal
puede identificarse facilmente, ya que como se vio al adicionar las dos alicuotas de 20uL
de la disolucion de Cu (11) a la misma concentracion, se debi6 haber obtenido el doble de la
sefial de corriente; sin embargo, no se dio de esa manera. Esto nos indica el problema de la

adicion de volumenes de alicuotas tan pequefos.

La ecuacion lineal que expresa la tendencia de la grafica esta definida por:

y = —15.65x + 260.77
Donde “y” representa la magnitud de corriente en nA y “x” el volumen de glucosa afiadido
en mL. Como se menciond anteriormente, el punto de equivalencia se encuentra cuando la

magnitud de corriente es igual a cero:

0 = —15.65x + 260.77
—260.77 = —15.65x

—260.77 _
—15.65
16.66 = x

X

Una vez obtenido el volumen en el punto de equivalencia, se calculan los mmoles de
glucosa que reaccionaron con los mmoles de Cu(ll) los cuales pueden calcularse con

facilidad, de igual manera como se realizo en la determinacion de azlcares reductores:

0.3038 mmol CuSO0, - 5H,0 1 mmol Cu(II)
5.0 mL ( ) (

= 1.5190 mmol Cu(II
1.0 mL 1 mmol CuSO4~5H20) mmol Cu(ll)

1 mmol Glucosa

1.5190 mmol Cu?* ( ) = 3.038 X 10~ mmol de Glucosa.

5 mmol Cu?*
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Una vez encontrados los mmoles de glucosa que debieron estar presentes en los 16.66 mL

se calcul6 la concentracion:

Gl - 3.038 X 10~ mmoles de Glucosa 001823 M
ucosal = 16.66 mL -

Si comparamos la concentracion de glucosa obtenida (0.01823 mol.L™") con la
concentracion tedrica de la Glucosa (0.0202 mol.L™) se obtiene un error del 9.79%. Esto es
de esperarse ya que como se observé anteriormente, la correlacion lineal para esta titulacion
no fue la esperada. Por otro lado, pudo observarse que no todas las puntas de micropipeta
depositaban el liquido de forma adecuada, formandose burbujas en las puntas.

De esta manera se realizan los célculos para todas las pruebas realizadas en esta
determinacion por lo que en los resultados de las pruebas posteriores no se explicara tan

detalladamente.

Para las siguientes pruebas se llevaron a cabo ciertas modificaciones, ademas de adicionar
5.0 ml de la disolucion de Cu (1) y 5.0 mL de la disolucion de tartrato de sodio y potasio,
se adicionaron 5.0 ml de agua desionizada para buscar disminuir el error por evaporacion.
Otra medida tomada para disminuir este error fue recubrir alrededor del tapon de hule del
matraz Erlenmeyer con papel parafilm para buscar que el escape de vapor fuera el minimo.
Por otro lado, las alicuotas tomadas en esta ocasion fueron de 50 pL.

Con respecto a los polarogramas, observando todas las sefiales de reduccion de Cu (1) se
definié un nuevo dominio de electroactividad el cual fue de -0.70 a -0.40 V. Esto disminuye

considerablemente el tiempo de trazado del polarograma.

Bajo estas condiciones, se obtuvo una segunda prueba con buenos resultados. A

continuacion se presenta en la Figura 36 el polarograma obtenido de dicha prueba:
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Figura 36. Polarogramas de la segunda determinacion de azlcares reductores.

Con base a este polarograma se presenta un cuadro con la informacién obtenida, incluyendo

en el caso de correccion por alicuota y por dilucion, el factor por el cual se multiplica el

aumento de corriente para obtener dicha correccion (Tabla 19).

Tabla 19. Resumen de los célculos realizados en la segunda determinacion de azlcares reductores.

] Correccion | Correccion por
V(my) de | V) de alicuota Aumento ) o
I (nA) por alicuota dilucion
Glucosa de Cu (1) de I (nA)
(ZO/VCu(I I)) ((15+VGIucosa)/15)
0 20 365.00 | 365.00 365.00 365.00
0 20 721.00 | 343.00 343.00 343.00
4 20 923.00 | 202.00 202.00 255.87
8 40 1130.00 | 207.00 103.50 158.70
12 60 1270.00 | 140.00 46.67 84.00
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Con estos datos se obtiene la grafica de la titulacion amperométrica a potencial constante:

Titulacion amperométrica a potencial impuesto (-513 mV)
400
350
300
250 -
200 -
150 -
100 -

y =-23.504x + 356.92
R2=10.9932

Corriente (nA)

Volumen de Glucosa (mL)

Figura 37. Titulacion de 1.5190 mmoles de Cu®* (5 mL de disolucién 0.3038 mol.L™) con
disolucion de glucosa 0.0202 mol.L™ (0.9102 g en 250.0 mL).

Nuevamente es evidente una tendencia lineal; si observamos el coeficiente de
determinacién (R?=0.9932), dicha tendencia es muy buena. La ecuacién lineal que
representa dicha tendencia es y = —23.504x + 356.92, al calcular el valor del volumen de
glucosa (“x”) cuando el valor de la magnitud de corriente es 0 (“y”), se obtiene un valor de
15.19 mL. Por otro lado, debido a que se estan utilizando 5.0 mL de la disolucion de Cu (1)
de la misma concentracion que en la determinacion anterior, conocemos que los mmoles de
glucosa a los que corresponden los 15.18 mL son de 1.519. Por lo tanto al dividir los 1.519
mmoles de glucosa entre los 15.18 mL obtenemos que su concentracion es de 0.0200

mol.L™. Este resultado concuerda con el valor teérico para la concentracion de glucosa.

A pesar de obtener muy buenos resultados en esta determinacion, se considerd el hecho de
que las alicuotas tomadas de la disolucion de Cu(ll) eran grandes y generaban sefiales de
magnitud de corriente altas (arriba de los 1000 nA), por lo que se pens6 modificar el
método para no tener que utilizar alicuotas tan grandes y asi no obtener magnitudes de

corriente tan alejadas de los 1000 nA.

86



Al resolver el factor de agitacion, se utilizaron nuevamente alicuotas mas pequerias (20jL).

A medida que se llevaron a cabo las adiciones de 4.0 ml de disolucion de glucosa se

duplicé el volumen de la alicuota para que el cambio en la corriente fuera méas apreciable.

Por lo tanto, se adicionaron alicuotas de 20, 40 y 80uL. Bajo estas condiciones fue posible

obtener el siguiente polarograma que se presenta a continuacion en la Figura 38.
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Figura 38. Polarogramas obtenidos en la tercera determinacion de azlcares reductores.

Nuevamente, se presenta en la Tabla 20 la informacion obtenida y el resumen de resultados

obtenidos de los calculos. Posteriormente, se presenta en la Figura 39 la grafica de la

titulacibn amperométrica a potencial constante.
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Tabla 20. Resumen de los calculos realizados en la tercera determinacion de azUcares reductores.

. Correccion | Correccion por
\é(fﬂ?ogg V(“a)edéjl('f :;Ota I (NA) 'ggT(ean()) por alicuota dilucion
(ZO/VCU(I I)) ((15+VGIucosa)/l5)
0 20 346.00 | 346.00 346.00 346.00
4 20 547.00 | 201.00 201.00 254.60
8 40 759.00 | 212.00 106.00 162.53
12 80 954.00 | 195.00 48.75 87.75

Valoracion amperométrica a potencial impuesto (-498 mV)
400 -

350

300 - y =-21.67x + 342.74

R2=0.9977

Corriente (nA)
B R NN
a1 o a1l o a1
o o o o o

0 T T T T T T T 1
o 2 4 6 8 10 12 14 18>~ 18
) Volumen de Glucosa (mL)

Figura 39. Titulacion de 1.5190 mmoles de Cu* (5 mL de disolucién 0.3038 mol.L™) con
disolucion de glucosa 0.0202 mol.L™ (0.9102 g en 250.0 mL):

Con el coeficiente de determinacion se observa que la correlacion lineal es mejor que en la
determinacion anterior. La ecuacion lineal que representa dicha tendencia es y =
—21.67x + 342.74, con esta expresion se calcula el volumen de glucosa en el punto de
equivalencia el cual corresponde a 15.82 mL. Los mmoles de glucosa siguen siendo los
mismos para esta determinacion, por lo que la concentracion esta dada por el cociente de
1.519 mmoles de glucosa entre 15.82 mL, lo cual da como resultado una concentracion de
0.01921 mol.L™. Este resultado posee un porcentaje de error del 4.0% con respecto a la

concentracion tedrica de la glucosa. Esto nos lleva a concluir que aungue se tenga una
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buena correlacion, siempre estardn presentes los errores experimentales durante el
procedimiento. Esto pudo comprobarse ya que se hicieron méas pruebas con estas
condiciones y en una de ellas, aunque se tuvo un buen coeficiente de determinacion

(R?=9964) se tuvo un error del 10% con respecto a la concentracion tedrica de glucosa.

A pesar de que para la determinacion anterior se tomo en cuenta el factor de las puntas de
las micropipetas al hacer adiciones (Por ejemplo, que el liquido se deposite en la celda sin
formar burbujas en la punta o utilizar una punta distinta para cada adicién), no puede
eliminarse el hecho de que al ser alicuotas pequefias puede generarse un error considerable
si la manipulacién no es adecuada. Para disminuir esta situacion, se decidio diluir la
disolucion del reactor para que las alicuotas que se tomen sean grandes y se genere una
sefial de corriente muy similar a cuando se hacen adiciones de alicuotas mas pequefias de
disolucién mas concentrada. Para este experimento se adicionaron en el reactor, 3.0 mL de
la disolucion de Cu(ll), 5.0 mL de la disolucién de tartrato de sodio y potasio y 22.0 mL de
agua desionizada, de esta manera se diluye la concentracion del Cu (1) a la décima parte (3
mL de Cu (II) en 30.0 mL totales). Con respecto a las alicuotas se tomaron 80uL tanto en el
inicio como para todas las adiciones de glucosa, las cuales fueron de 2.0 mL. Debido a que
los volumenes de las alicuotas tomadas en todas las adiciones son iguales, no se llevara a
cabo la correccién por tamafio de alicuota en la magnitud de corriente al momento de
realizar los calculos. El volumen total de disolucion de glucosa adicionado fue de 6.0 mL.
Estas son las condiciones que se presentaron en los resultados y discusion para la

determinacion de glucosa y con las cuales se obtuvieron resultados satisfactorios.
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