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Resumen

La miel es uno de los alimentos mas susceptible de ser adulterado, lo
que supone un importante problema econdémico para el sector y de
seguridad alimentaria para el consumidor. Generalmente, Ilas
adulteraciones se producen por adicion de jarabes azucarados,
especialmente de arroz. En este sentido, el objetivo del presente trabajo ha
sido la puesta a punto de un método cromatografico (mediante HPLC-
DAD), para la deteccién de adulteracion de miel con jarabes de arroz
identificando el marcador 2-acetil furano 3 glucopirandsido (AFGP). La
optimizaciéon del método para la cuantificacion de este compuesto ha
permitido mejorar su resolucién cromatografica y evitar los solapamientos
con interferentes propios de la matriz, tanto de mieles monoflorales como
milflores. Esto ha permitido distinguir de manera inequivoca la presencia
de este marcador en muestras de miel adulteradas con este tipo de jarabe.
Ademas, se ha conseguido reducir el limite de cuantificacion de este
compuesto hasta un 3% de adulteraciéon, mejorando el 7% reportado en la
bibliografia.

PALABRAS CLAVE: Miel, adulteracién, jarabe de arroz, HPLC-DAD

Resum

La mel és un dels aliments més susceptible de ser adulterat, fet que
suposa un important problema econdmic per al sector i de seguretat
alimentaria per al consumidor. Generalment, les adulteracions es
produeixen per addici6 de xarops ensucrats, especialment d'arros. En
aquest sentit, I'objectiu d'aquest treball ha sigut la posta a punt d'un métode
cromatografic (mitjangant HPLC-DAD), per a la deteccié d'adulteracié de
mel amb xarops d'arrds, identificant el marcador 2-acetil fura 3
glucopiranodsid (AFGP). L'optimitzacié del métode per a la quantificacié
d'aquest compost ha permés millorar la seva resolucié cromatografica i
evitar els solapaments amb interferents propis de la matriu, tant de mels
monoflorals com milflors. Aixd ha permés distingir de manera inequivoca la
preséncia d'aquest marcador en mostres de mel adulterades amb aquest
tipus de xarop. A més, s'ha aconseguit reduir el limit de quantificacio
d'aquest compost fins a un 3% d'adulteracio, millorant el 7% reportat en la
bibliografia.

PARAULES CLAU: Mel, adulteracio, xarop d'arros
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Summary

Honey adulteration is among the most usual food frauds, which
represents a major problem both for the economic sector and consumer
food safety. The adulteration of honey usually consists in the addition of
syrups, especially rice syrup. In this sense, the purpose of this work has
been the development of a chromatographic method (using HPLC-DAD),
for the detection of adulteration of honey with rice syrups, identifying the
marker 2-acetyl furan-3-glucopyranoside (AFGP). The optimization of the
method for the quantification of this compound has improved its
chromatographic resolution and avoided overlaps with typical interferents of
the matrix, both from monofloral honeys and from multifloral ones. The
results show that it is possible to unequivocally distinguish the presence of
this marker in honey samples adulterated with this type of syrup. In addition,
the limit of quantification of this compound has been reduced to 3%
adulteration, improving the 7% reported in the bibliography.

KEYWORDS: honey, adulteration, rice syrup, HPLC-DAD



1. INTRODUCCION

La miel es uno de los alimentos en los que se detecta mayor numero de
fraudes, junto con el aceite de oliva y la leche (Parlamento Europeo, 2018).
Es muy apreciada por sus cualidades organolépticas y nutricionales, pero
por su mayor coste sufre adulteraciones con sustancias mas econémicas,
cada vez mas dificiles de detectar.

La comercializacion de miel adulterada supone un grave problema a
nivel econémico para el sector ya que la entrada en el mercado de este
producto, a un precio muy inferior, supone una competencia desleal para
los apicultores que cumplen con la legalidad establecida. Las
adulteraciones alcanzan tal dimensién que, pese al problema mundial de
disminucién del numero de abejas, los precios de la miel bajaron casi a la
mitad entre 2014 y 2016 (Parlamento Europeo, 2018). Ademas, la miel
adulterada puede implicar un problema de salud publica ya que las
sustancias no declaradas en el etiquetado pueden ocasionar problemas
toxicoldgicos, intolerancias o alergias. Tampoco hay que olvidar que éstas
pueden ocasionar una reduccién de su valor nutricional, puesto que la
mayoria de adulterantes empleados unicamente aportan azucares (Cai et
al. 2013)

El Codex Alimentario (2001) y la legislacion europea (Directiva
2001/110/CE) establecen que “la miel vendida como tal no debera contener
ningun ingrediente adicional, incluidos los aditivos alimentarios, ni tampoco
se permitira adicion alguna que no sea miel’. Por tanto, la legislacién
europea considera que la presencia de cualquier otra sustancia ajena a la
miel es fraude.

La miel se compone esencialmente de diferentes azucares,
mayoritariamente fructosa (33-42%), glucosa (27-36%), maltosa (<7%) y en
menor proporcion sacarosa (<3%) (Visquert, 2015). Ademas, tiene un
contenido de agua de aproximadamente 17-22% vy otras sustancias
minoritarias como acidos organicos, enzimas y particulas solidas derivadas
de la recolecciéon (Codex Alimentarius, 2019). Usualmente, la adulteracion
de la miel se produce adicionando jarabes azucarados ya que por sus
caracteristicas fisicoquimicas se homogenizan relativamente bien con ella.
Sin embargo, hay que tener en cuenta otro tipo de adulteracién que tiene
lugar cuando las abejas son alimentadas por el apicultor en invierno con
soluciones azucaradas y éste no tiene la precaucion de retirar “la
pseudomiel’ que ellas elaboran a partir de dichas soluciones. Este tipo de
producto, aunque haya sido elaborado por la abeja, no se puede considerar
miel, y por lo tanto su comercializacién es un fraude, y se considera como
miel adulterada.

Actualmente, el método de deteccion de adulteraciones mas utilizado se
basa en el NMR (Nuclear Magnetic Resonance), que se fundamenta en la
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absorcion y emision de energia de los nucleos de las moléculas,
proporcionando una huella espectroscépica caracteristica de una miel o de
la sustancia en cuestion. Este método, no obstante, presenta el
inconveniente de ser muy caro y de requerir una amplia base de datos de
mieles puras con las que comparar los resultados (Sobrino et al., 2019).
También es de destacar el método SCIRA (Stable carbon isotope ratio),
puesto que es la unica analitica oficial que realizan las autoridades
sanitarias (AOAC 998.129). Este método esta basado en la medicion de la
abundancia de los isotopos de carbono. Debido a las diferencias en la ruta
metabdlica de la fotorrespiracion, las plantas C4 poseen una ratio de ?C
/'3C mayor respecto a las C3 (L. Elflein, K.-P. Raezke, 2008). Las abejas
se alimentan mayoritariamente del néctar de plantas C3, por lo que este
meétodo permite detectar mieles adulteradas con jarabes procedentes de
plantas C4 al poseer ratios '?C /'3C superiores al esperado. No obstante,
resulta insuficiente ya que con él unicamente se identifican adulteraciones
producidas por la adicion de jarabes procedentes de plantas C4, como el
maiz o el azucar de cana. Sin embargo, no hay un unico método genérico
que permita detectar adulteraciones realizadas con jarabes provenientes
de plantas C3 (arroz, cebada, arce, etc.), sino multitud de métodos distintos
enfocados a detectar especificamente una propiedad de cada adulterante.
Entre estos, destacan las técnicas cromatograficas, que resultan
especialmente utiles por su rapidez y fiabilidad (Danezis et al, 2016). De
esta manera, se ha identificado marcadores caracteristicos en jarabe de
almidén (Wang et al., 2015) o jarabe de maiz (Ruiz-Matute et al., 2007,
Ruiz-Matute et al., 2010).

Actualmente, uno de los adulterantes mas empleados por su reducido
precio es el jarabe de arroz, especialmente en China (Wu et al, 2017). Este
tipo de adulterante resulta dificil de detectar con los métodos anteriormente
expuestos, puesto que el arroz es una planta C3, y los azucares que lo
componen mayoritariamente, como la glucosa o maltosa, son sacaridos
muy abundantes igualmente en la miel (Cai et al. 2013). Recientemente, se
ha aplicado la técnica de PCR para identificar la presencia de jarabe de
arroz en mieles, mediante la deteccion de fragmentos de ADN de dicha
planta (Sobrino et al., 2019). Sin embargo, esta técnica, hasta la fecha,
unicamente ha resultado concluyente en el caso de adulteracién con
melaza de arroz.

La deteccion del biomarcador 2-acetil furano 3 glucopirandsido (AFGP),
presente en el jarabe el arroz, puede ser util para evaluar la presencia de
este tipo de jarabe ya que es un compuesto que no esta presente en la
miel. Por ello, algunos autores lo han propuesto como un marcador que
podria ser valido para detectar especificamente este tipo de adulteracion.
Xue et al. (2013), propusieron la identificacion de este compuesto,
mediante la técnica HPLC-DAD como un método eficaz para detectar
adulteraciones de jarabe de arroz superiores al 7%.



. UNIVERSITAT
|”| POL[TECNICA
DE VALENCIA

INSTITUTO DE INGENIER{A DE
ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo ha sido
la optimizacién de un método cromatografico para la cuantificacién del 2-
acetil furano 3 glucopiranésido como marcador de la adulteracion de la miel
con jarabe y melazas de arroz. Ademas, la efectividad del método
desarrollado se ha probado en el analisis de mieles puras y en muestras en
las que se ha simulado la adulteracion de la miel con estos adulterantes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestras

Se analizaron 25 mieles espafiolas de pureza garantizada,
proporcionadas por la empresa Melazahar (Montroy, Valencia). Se trataba
de mieles monoflorales de origenes botanicos diversos: azahar, romero,
cantueso, girasol, roble y encina, asi como procedencia geografica de toda
la peninsula (Castilla La Mancha, Castilla y Ledn, Catalufia, Comunidad
Valenciana y Galicia). Por su relevancia a nivel comercial, también se
tomaron muestras de 5 mieles multiflorales de origen chino, suministradas
por una empresa con el certificado de miel pura.

Para las muestras de mieles en las que se simulé adulteracion, se
emplearon dos jarabes de arroz, de las marcas comerciales Biocesta
(Valencia, Espaia) y Mandolé (Valencia, Espafa), asi como melaza de
arroz procedente de la empresa Danival (Andiran, Francia).

2.2 Reactivos y disoluciones patrones

Tanto los reactivos como disolventes empleados eran de calidad apta
para HPLC. El acetonitrilo y los reactivos Carrez | y Il fueron suministrados
por Scharlab (Sentmenat, Espafa). Los filtros de PVDC, de 0,45 um fueron
adquiridos en Phenomenex (Torrance, CA, USA). El patrén de 2-acetil
furano 3 glucopirandsido (1-[3-(3,4,5- trihidroxi-6-metoxi-tetrahidro-2H-
pirano-2-iloxi) furan-2-ill-etanona) con una pureza del 99%, (también
denominado 3-O-a-D-Glucosil Isomaltol o AFGP), fue proporcionado por
TRC (Toronto, Canada) El agua bidestilada se obtuvo de un sistema de
agua Milli-Q (Millipore Corp., Billerica, MA).

El reactivo Carrez | se preparé disolviendo 15g de acetato de zinc en
agua mili-Q, aforando a 100 mL. Para obtener el reactivo Carrez Il, se
disolvieron 30g de ferrocianuro potasico en 1000 mL de agua mili-Q.
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A fin de obtener la disolucion madre, se disolvieron 2,5 mg de AFGP en
1 ml de agua bidestilada. Los estandares de trabajo se realizaron mediante
la dilucion de la solucion madre patron en agua bidestilada, para obtener 6
niveles de calibracion: 5, 25, 50, 100, 150 y 200 pg/mL.

2.3 Preparacion y extraccion de la muestra

El método de preparaciéon de la muestra fue una modificacion del
descrito por Xue et al. (2013). Se tomaron 5 gramos de miel, pura o
adulterada, jarabe o melaza, que fueron diluidos en agua bidestilada en
relacion 1:1 en peso. Las mieles adulteradas se realizaron adicionando a la
miel pura jarabe o melaza de arroz en distintas proporciones (3, 5, 7, 15,
30 6 50%). Para eliminar interferencias en la medida cromatogréfica, a las
diluciones anteriores se les afiadié 0,5 mL de Carrez | y 0,5 mL de Carrez
Il. Estas disoluciones se centrifugaron a 5300 rpm durante 5 minutos y se
hicieron pasar por un filtro de PVDC. Aproximadamente 1 mL del filtrado se
transfirié a un vial, que era introducido en el HPLC-DAD.

2.4 Analisis cromatografico: HPLC-DAD

Se utilizé un equipo HPLC 1200 Series Rapid Resolution, provisto de un
desgasificador, una bomba binaria, un inyector automatico y un
compartimento termostatizado de columna, acoplado a un detector de
diodos Serie (Agilent, Palo Alto, CA, USA). El Software ChemStation se
utilizd para el tratamiento de datos. Se utilizaron una columna
cromatografica AqC18 tipo C18 y una columna Luna Omega Sugars tipo
HILIC, ambas suministradas por Phenomenex (Torrance, CA, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Optimizacién del método de analisis

3.1.1. SELECCION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA

Se comenzo utilizando una columna especifica para deteccidon de
azucares, basada en un mecanismo de retencion por interaccion hidrofilica
(HILIC), ya que este tipo de columnas son especificas para mejorar la
retencién y selectividad de compuestos polares, como el compuesto objeto
de este estudio (el carbohidrato AFGP). Las condiciones de los parametros
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cromatograficos ensayadas fueron las propuestas por Xue et al., 2013. La
Figura 1 muestra, como ejemplo, un cromatograma correspondiente al
patrén del marcador AFGP en una concentracion de 50 pg/mL (a) y una
muestra de miel pura (b). En el cromatograma correspondiente a la miel (b)
se observa una sefal cromatografica al mismo tiempo de retencion (RT) en
el que aparece el AFGP (a). Este pico se observo en todas las mieles puras
ensayadas, por lo tanto se puede considerar que es algun compuesto
inherente de la matriz, con independencia de su origen botanico vy
procedencia geografica. Dicho compuesto, es posiblemente un azucar, ya

que la columna cromatografica HILIC es especifica para la deteccion de
carbohidratos.
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FIGURA 1. Ejemplos de cromatograma de patrén AFGP (50 pg/mL)
(a) y de miel pura (b)

Con la finalidad de conseguir desplazar el interferente y que no
coeluyera con el marcador AFGP, se probaron distintos gradientes,
variando la composicion de la fase moévil (datos no mostrados). De nuevo
se producia una coelucion, ya que, aunque el pico del interferente se
desplazaba, también lo hacia el compuesto marcador. Por ello, se concluy6
que esta columna no era adecuada, ya que el interferente no permitia
determinar la presencia de AFGP en la muestra de miel, y por tanto no era
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posible identificar la posible adulteracién con jarabe de arroz. Este hecho
también fue observado por otros autores (Du et al., 2015) que descartaron
el uso de este tipo de columna (HILIC) para la identificacion de AFGP en
miel, al no conseguir una separacion eficaz del compuesto.

Una vez descartada la columna HILIC, se probé con la columna C18 en
las mismas condiciones cromatograficas del ensayo anterior. En la Figura
2 se muestran, como ejemplo, un cromatograma obtenido para el marcador
AFGP (a) y otro para una miel pura (b). Se puede observar en este caso,
que no aparece ninguna sefal en el mismo tiempo del AFGP (4.354 min).
Por lo tanto, se eligié la columna C18 para continuar con el experimento.

Du et al. (2015), en el analisis de mieles adulteradas con jarabe de arroz
también obtuvieron una buena separacién del compuesto AFGP con este
tipo de columna C18, y ademas también reportaron buenos resultados con
el empleo de una columna tipo amida.
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Figura 2. Ejemplo de cromatograma de patrén AFGP (50 ug/mL) @y
de miel pura (b)

3.1.2. MEJORA DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Una vez seleccionada la columna que permitia la correcta identificacion
del compuesto objeto de estudio, se decididé trabajar para definir las
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condiciones Optimas de los parametros del método cromatografico que
permitieran ahorrar tiempo y disolvente sin disminuir la resolucion. Tras
varias pruebas se paso de un caudal inicial de 0.2 mL/min hasta el caudal
seleccionado de 0.8 mL/min. De igual forma se probaron diferentes
gradientes de dilucion de la fase mévil tal y como se detalla en la Tabla 1,
que muestra el inicial (Gradiente 1) y el seleccionado para continuar el
experimento (Gradiente 2). En ambos casos, la fase A fue agua bidestilada
y la fase B acetonitrilo.

TABLA 1. Gradientes de elucion utilizados seleccionados

Agua bidestilada-

Tiempo acetonitrilo (%)
(min)  Gradiente Gradiente

1 2

0 99-1 99-1

11 “ 90-10

14 “ 99-1
15 95-5 ¢
16 10-90 ¢

18 “ 99-1
22 99-1 -
32 99-1 -

La Tabla 2 resume las condiciones de los parametros cromatograficos
iniciales (Método 1) y los definitivos propuestos (Método 2). Con este ultimo
método se consiguié que los picos cromatograficos estuvieran mejor
definidos y sin solapamientos, lo que facilito la identificacidn y cuantificacion
del compuesto AFGP.

TABLA 2. Condiciones de los parametros cromatograficos ensayados.

Condiciones Método 1 Método 2
cromatograficas (Xue et al., 2013) (optimizacion)
Caudal (mL/min) 0.2 0.8
Volumen de inyeccion (pl) 20 20
Longitudes de onda (nm) 190, 250, 280, 290 190, 250, 280, 290
;I'rineinm)po de retencion 32 18
Temperatura (°C) 30 30
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3.2 Efecto de la monofloralidad en la deteccién del marcador AFGP

Con la finalidad de comprobar que las condiciones cromatograficas
optimizadas (columna C18 y Método 2) eran adecuadas, se analizaron 2
jarabes y una melaza de arroz, asi como las 30 mieles puras, anteriormente
descritos en el apartado de Material y Métodos.

Para confirmar que efectivamente el compuesto marcador AFGP estaba
presente en los 2 jarabes y la melaza de arroz siguiendo la metodologia
descrita en el apartado anterior. Como se observa en la Figura 3, el jarabe
de arroz (b) presenta el pico cromatografico correspondiente a la senal de
AFGP (a), sin embargo, no se detectd en la melaza de arroz (c) este. Por
tanto, la molécula AFPG resulta adecuada como marcador de adulteracion
de miel con jarabe de arroz, pero no como marcador para su melaza.
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FIGURA 3. Ejemplo de cromatograma de patrén AFGP
(50 ug/mL) (a), jarabe de arroz (b) y melaza de arroz (c)
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Se selecciond la longitud de onda en la que el patron AFGP presentaba
su maxima absorcion y se continud el experimento unicamente con los
cromatogramas obtenidos a 280 nm (Figura 4). La Figura 5-a muestra un
cromatograma del patrén AFGP, mientras que el resto, muestran como
ejemplos cromatogramas de las mieles monoflorales espafolas (Figura 5-
b a 5-g) y de las milflores chinas (Figura 5h). En la mayoria de las mieles,
especialmente las monoflorales, se observaban distintos picos propios de
cada miel (probablemente azucares) y en distintas proporciones. Sin
embargo, en ningun caso se observo la presencia de ningun pico al tiempo
de retencion al que eluyo el patron (aprox. 4.1 min). Lo mismo ocurrié con
la miel milflores procedente de China.

FIGURA 4. Maximo de absorcién del patron AFGP a
distintas longitudes de onda.

Por tanto, atendiendo a los resultados obtenidos, se podria afirmar que
la variedad botanica de la miel, y en principio la procedencia geogréfica, no
interfieren en la deteccion de este marcador. Seria interesante profundizar
en este tema analizando mas tipos de mieles, especialmente milflores ya
que tienen mayor riesgo de ser adulteradas (Sobrino, 2020).
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azahar (d), cantueso (e), roble (f), encina (g) y de miel de procedencia
china (h).
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3.3. Mejora de la sensibilidad de la seial del AFGP en muestras de miel
adulteradas

Para comprobar la eficacia del método empleado en mieles adulteradas se
hizo un primer experimento adicionando jarabe de arroz a 10 de las 30
muestras del del estudio (8 espafiolas monoflorales y 2 chinas multiflorales).
Para obtener una sefial inequivoca, se adulteraron adicionando un 15, 30 y
50% de jarabe de arroz. Se hicieron 5 réplicas de cada analisis. En todas ellas
se observo claramente un pico cromatografico en el tiempo de retencién del
AFGP.

Una vez demostrado la efectividad del método, el siguiente paso fue tratar
de mejorar el limite de cuantificacién del 7% reportado en la bibliografia (Xue
et al. (2013). Para ello se disminuyé el porcentaje de jarabe de arroz
adicionado un 3, 5, y 7% (n=5). Con el objetivo de eliminar al maximo posible
interferentes de la matriz de la miel y que la deteccion del AFGP fuera lo mas
clara posible, se adicion6 Carrez | y Il en la preparacion de las muestras, ya
que estos reactivos reducen las interferencias en las medidas cromatograficas
(ruido). Candelaria Foitzich Molina (2013) reporté también una mejora en la
definicion de los picos cromatograficos en la medicidén de hidratos de carbono
en mieles con HPLC al afadir los reactivos Carrez en la preparacion de las
muestras.

En todos los niveles de adulteracion ensayados se observd un pico
cromatografico correspondiente al AFGP. Por tanto, finalmente se establecio
el limite de deteccién de este trabajo en un 3%, mejorando el limite de
deteccion del 7% obtenido por Xue et al. (2013). Esta mejora en la deteccién
de la adulteracion es debida, probablemente, a la adicion de los reactivos
Carrez | y Il, que al obtener una senal mas “limpia” permitieron identificar y
cuantificar el pico correspondiente al AFGP en el nivel mas bajo de
adulteracioén (3%). En la Figura 6 se muestran ejemplos de los cromatogramas
obtenidos para una miel pura y con 3 niveles de adicién de jarabe de arroz (3,
7y 15%).
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4. CONCLUSIONES

La optimizacion del método cromatografico para la cuantificacion del 2-
acetil furano 3 glucopirandsido (AFGP) como marcador de la adulteracion de
la miel con jarabe de arroz ha permitido mejorar la resolucion de los picos
cromatograficos y evitar los solapamientos con interferentes propios de la
matriz tanto de mieles monoflorales como milflores. Esto ha permitido
distinguir de manera inequivoca la presencia de este marcador en muestra de
miel adulteradas con este tipo de jarabe. Ademas, se ha conseguido reducir
el limite de cuantificacion de este compuesto hasta un 3% de adulteracion,
mejorando el 7% reportado en la bibliografia. Atendiendo a los resultados
obtenidos, el AFGP no seria util para detectar adulteracion por melaza de
arroz ya que este compuesto no se ha identificado en este producto.
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