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RESUMEN

La miel es un producto natural complejo constituido principalmente por hidratos de
carbono, agua y otros constituyentes en menor proporcidn como acidos organicos,
proteinas, aminoacidos, enzimas, sustancias aromaticas, minerales, pigmentos, etc. Su
calidad disminuye con el sobrecalentamiento, el envejecimiento y la adulteracién. En ese
sentido, las reglamentaciones de cada pais y Codex Alimentarius exigen ciertos parametros
de calidad utilizando indicadores como el contenido de 5-hidrometilfurfural y la actividad
diastasa. Sin embargo, la actividad a-glucosidasa (también llamada invertasa) es mas
sensible al calor que la actividad diastasa considerandose un mejor indicador. La
adulteracidn, consiste en el agregado de azlUcares y jarabes industriales para obtener
mieles mas fluidas que resultan atractivas para el consumidor, son mas econémicas y
facilitan los procesos industriales. En este trabajo proponemos determinar algunos
parametros fisicoquimicos de mieles del Departamento de Cruz del Eje y estudiar el efecto
de tratamientos térmicos simulados en laboratorio sobre la actividad de la enzima a-
glucosidasa presente en la miel para brindar sugerencias de tiempo y temperatura en los
procesos térmicos a los cuales es sometida. Ademas, dado que los adulterantes podrian
interferir la hidrélisis del sustrato artificial de la oa-glucosidasa (4-nitrofenil-a-D-
glucopirandsido), se propone estudiar este efecto para identificar una posible adulteracién.
A modo de referencia y para poner a punto el método, se estudid el efecto de la
temperatura sobre la actividad y también sobre la estructura de la enzima a-glucosidasa
purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae.

Para este trabajo se estudiaron cuatro mieles genuinas de productores del Dpto. de
Cruz del Eje (Cérdoba). Los tratamientos térmicos, simulados en laboratorio, consistieron
en el calentamiento a temperaturas equivalentes a las utilizadas en las salas de extraccién
de miel para la “pasteurizacion” (60 °Cy 70 °C) y distintos tiempos con precalentamiento.
La adulteracion intencional se realizdé con jarabe mezcla de uso alimentario comercial al
10% P/Py 20 % P/P. La actividad a-glucosidasa fue determinada por el método modificado
Siegenthaler recomendado por la International Honey Commission. Los resultados fueron
expresados como Numero de Invertasa (NI), M/min, pumoles/min o como actividad
especifica segun el caso. Los parametros cinéticos Km y Vmax se determinaron utilizando el
modelo de Michaelis-Menten en el rango de 30 °C a 60 °C.
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La temperatura optima para la actividad de la enzima purificada de Saccharomyces
cerevisiae fue 40 °C (Km=0,22 mM #* 0,02, Vmax=1,81 + 0,04 umol/min/mg de proteina). Por
encima de esta temperatura la actividad disminuyd, lo que fue coherente con la pérdida
irreversible de estructura de la proteina evidenciada por la disminucién de su intensidad
de fluorescencia intrinseca (IF) a temperaturas superiores a los 40 °C. Un comportamiento
similar se observé para la enzima presente en las mieles.

Todas las mieles tratadas térmicamente experimentaron una disminucién del NI
respecto al control. Los tratamientos que llevaron a una disminucion del NI por debajo de
10, minimo recomendado internacionalmente, fueron aquellos a 60 °C por mds de 15 min
y a 70 °C por mas de 10 min. El promedio de la reduccién de la actividad a-glucosidasa fue
del 33 % para las mieles que recibieron un tratamiento a 60 °C por 20 min y de 37 % para
las mieles que recibieron un tratamientos a 70 °C por 15 min y 20 min, con un
precalentamiento a 50 °C por 30 min y enfriamiento posterior en todos los casos.

La actividad a-glucosidasa permitid distinguir la adulteracién de la miel a partir del
20 % P/P de jarabe.

Este trabajo permiti6 adaptar el método recomendado por la IHC para la
determinaciéon de a-glucosidasa a volumenes pequeiios compatibles con el uso de
espectrofotdémetros, particularmente en lectores de placa permitiendo economizar

reactivos y tiempo de medicién.
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1. INTRODUCCION

1.1 La miel

La miel es un producto natural elaborado por las abejas meliferas (Apis mellifera) a
partir del néctar de las flores o mielada. Es considerada un producto alimenticio el cual ha
sido consumido desde épocas remotas por el hombre. Aunque se le conocen otros usos (en
medicina, cosmética, como preservador de alimentos, etc.) (Bogdanov S., et al., 2009), se
puede afirmar que su principal uso es como alimento y/o edulcorante tanto para consumo
directo o uso industrial como ingrediente en preparaciones alimenticias.

Por tratarse de un alimento, el Codex Alimentarius, organismo que depende de la
FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) y la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), ha establecido los parametros de calidad/inocuidad de
la miel y sus limites aceptables. La norma aplicable, con sus correspondientes
modificaciones, es la CXS 12-1981. En nuestro pais, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA)
es el que fija la norma a aplicar en el territorio argentino. Los parametros para cumplir se
encuentran descriptos en el Capitulo X del Cédigo a partir del articulo 782. La aplicacién en
el MERCOSUR (Mercado Comun del Sur) esta establecida en la Resolucién GMC N° 015/94.

El CAA define por miel “el producto alimenticio producido por las abejas meliferas a
partir del néctar de las flores o de las secreciones procedentes de partes vivas de las plantas
o de excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de
plantas, que las abejas recogen, transforman, combinan con sustancias especificas propias
y almacenan y dejan madurar en los panales de la colmena” (CAA, 1995). En Argentina es
considerada un producto de origen animal, y si bien el CAA dentro de la drbita del ANMAT
(Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica) da las
disposiciones higiénico-sanitarias, bromatolégica y de identificacion comercial del
producto; el control para su elaboracién y comercializacién esta a cargo del SENASA
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria) (SAGPyA-SENASA, 2006).

Quimicamente, la miel es una solucién concentrada de azlcares. En promedio los
carbohidratos de la miel no superan el 82,3 %. Alrededor del 90% del total de azucares en
la miel estan conformados por dos azlcares simples: glucosa y fructosa en porcentajes
aproximados de 40 % y 30 % respectivamente, dependiendo esto del origen botanico. Estos

productos provienen de la descomposicion de la sacarosa la cual también se encuentra
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presente la miel, pero en muy baja proporcién (Baglio, 2018). Contiene, ademas, una
mezcla compleja de otros hidratos de carbono, enzimas, aminodcidos, acidos organicos,
minerales, sustancias aromadticas, pigmentos, cera y granos de polen. Las proteinas
presentes en la miel provienen fundamentalmente del polen. El color varia de casi incoloro
a pardo oscuro. Su consistencia puede ser fluida, viscosa, o total o parcialmente
cristalizada.

La miel es operculada por la abeja en el panal conteniendo normalmente entre 17 %
y 18 % de agua, superando este valor sufre problemas de fermentacion por falta de
madurez de la miel (Baglio, 2018). Segun la legislacién argentina, el contenido de agua no
puede superar el 18 % y no debe contener ningun tipo de aditivos ni conservantes para ser
comercializada (CAA, 1995).

Las caracteristicas de la miel dependen de los néctares que le dieron origen, de las
condiciones del suelo y el ambiente donde crecieron las plantas que aportaron esos
néctares, de la época de la cosecha y genética de la abeja reina. La caracterizacién de una
miel se define a través de analisis fisicoquimicos, polinicos y sensoriales. (Gaggiotti, M., et
al., 2009; Costa, et al., 2016).

En resumen, la miel es la transformacién del néctar (solucion conformada por un 60%
de agua, sacarosa, glucosa, fructosa, aminoacidos y minerales) recolectado por las abejas,
llevado a la colmena donde sufre un proceso de transformacion, basicamente reduccion
del contenido de agua y la conversidn de la sacarosa en glucosa y fructosa gracias a la acciéon
de la enzima invertasa segregada por las glandulas hipofaringeas de las abejas obreras. Este
proceso continla después de la extraccion y depende del tiempo y tipo de almacenamiento

(White J. W., 1979).
1.2 Enzima a-glucosidasa (invertasa) y otras enzimas de la miel

La principal enzima de la miel, que proviene de las abejas meliferas y es responsable
de la descomposicion de la sacarosa del néctar en azucares invertidos como glucosa y
fructosa, fue denominada inicialmente como invertasa (White J. W., 1979). Esta enzima es
una a-glucosidasa (EC 3.2.1.20 segun la nomenclatura de la IUBMB o también a-D-
glucoside glucohidrolasa). En el cuerpo de las abejas, se ha identificado la presencia de
varios tipos de invertasas (tipo I, Il y Ill). De ellas, la variante tipo lll, presente en las
glandulas hipofaringeas de la Apis mellifera, es la que es agregada al néctar para su
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conversion en miel durante la maduracién en la colmena (Kubota M., et al., 2004). La a-
glucosidasa de Apis mellifera (variante Ill) presenta una estructura de Barril (3/o)8 de 567
aminodcidos, siendo su peso molecular 65.565. En la Figura 1 se muestra un modelo por

homologia basado en la sacarosa hidrolasa de "Bombyx mori GH13".

Figura 1: Estructura tridimensional de a-glucosidasa de Apis mellifera (variante Ill).
Modelo por homologia basado en la sacarosa hidrolasa de "Bombyx mori GH13" H9J974, 6lga.1.A,

SMTL Version 2021-08-11; Seq Identity 44,92%. Average Model Confidence (QMEANDiIsCo): +
0,05. (https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q17058?csm=A14D88DD657C99C2).

El hecho de que instituciones como la International Honey Commission, creada en
1990 para generar una norma internacional de miel, en su compilado “Harmonised
methods of the International Honey Commission” utilice la denominacién actividad
invertasa para referirse a la actividad de la a-glucosidasa (Pontoh, 2001; Huber R. E &
Mathison R. D., 1976) y que la IUBMB ha reservado el nombre de “invertasa” para la -
fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26), ha generado confusiones en algunos trabajos de
investigacion de enzimas en miel.

La a-glucosidasa de la miel es una glucosil hidrolasa que hidroliza los enlaces
glucosidicos, a-1,4 del extremo no reductor de un sustrato, generando como producto
o-D-glucosa. Es decir que es una exoamilasa que actua mediante un mecanismo que
conserva el estado anomérico de la molécula. Estas enzimas a menudo poseen la capacidad

de transglicosilacion (Huber R. E & Mathison R. D., 1976).
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Figura 2: Hidrdlisis de la sacarosa (a-D-glucopiranosil-8-D-fructofurandsido) con la enzima a-
glucosidasa.

En la miel también existe la B-glucosidasa, descubierta en ensayos de rutina de la a-
glucosidasa pero en vez de usar como sustrato a-PNPG se sustituyé por el B-PNPG, sin
embargo esta enzima no interviene en el desdoblamiento de la sacarosa por contener a-
glucosa ligada (Low N., et al., 1986). También se encuentran otras enzimas, como la
diastasa, que descompone los almidones en glucosa. Esta ultima es la mdas conocida ya que
se dispone de métodos sencillos para medir su actividad y como es inestable frente al calor

reporta informacién sobre la calidad de la miel (White J. W., 1979).

1.3 Procesado de la miel

Argentina es el tercer productor de miel a nivel mundial después de China y Estados
Unidos. Entre el 90 % y el 95 % de la produccion se exporta a granel. Segun datos del
RENAPA (Registro Nacional de Productores Apicolas) de 2019 existen mas de 11000
productores registrados y casi 3 millones de colmenas (RENAPA, 2019). Cérdoba es la
cuarta provincia con mayor produccién en el pais, muy cerca de Santa Fe quién ocupa el
tercer lugar. El 95 % de la produccion es realizada por pequefios productores apicolas
(Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2019).

La miel es comercializada a granel o fraccionada, por lo cual sufre un proceso de
extraccién de la colmena. Este proceso tiene diversas etapas segun la cantidad de miel a
procesar y calidad deseada. La miel puede contener polen, cera de abeja y otros materiales
indeseados como levaduras, los cuales son removidos para mejorar la calidad y la
inocuidad.

Existen dos procesos de practica habitual en establecimientos productivos que son el
filtrado y el calentamiento. El filtrado separa los materiales no deseados y los procesos
térmicos eliminan microorganismos responsables del deterioro, reducen la humedad

(Subramanian R., et al., 2007) y retrasan el proceso natural de cristalizacion (Baglio, 2018).
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Las mieles utilizadas para este estudio corresponden a mieles del monte nativo del
Noroeste de Cérdoba y la época de cosecha en esta zona se realiza de octubre a diciembre.
La cosecha de miel se lleva a cabo a temperatura ambiente superando los 30 °Cy pudiendo
llegar a los 40 °C dependiendo de la zona y los horarios de operacion.

A continuacién, se describen los procesos basicos utilizados en salas de extraccidon en
procesos productivos a pequefa escala.

Recepcidn, descarga vy almacenamiento de alzas

Las alzas (estructura en cuyo interior se colocan los cuadros que contienen los
panales de cera estampada donde la abeja elabora y almacena la miel) son recibidas en la
sala de extraccién. Estas pueden ser almacenadas por unos dias manteniendo la aireacién
y prevencién de plagas, aunque lo mas habitual es su procesamiento inmediatamente al
llegar.

Desoperculado

El desoperculado consiste en retirar el opérculo de cera que cubre la miel madura en
el panal. Esto se realiza generalmente con un equipo tipo guillotina o bien a mano con
cuchillo desoperculador. Estos equipos generan calor durante el proceso, entre 35y 38 °C,
teniendo un control de la temperatura segun el equipo utilizado, o casi sin control o nulo,
usando el cuchillo desoperculador. Mediante este proceso por un lado se obtiene cera, miel
y algunas impurezas y por otro, el panal con miel que va al siguiente proceso.

Extraccion

La extraccion se realiza generalmente, colocando el panal en un equipo que mediante
la fuerza centrifuga y gravedad extraera la miel. También puede realizarse por proceso de
prensado de los panales o bien por escurrido.

Tamizado y depdsito de miel

El tamizado de la miel se realiza para eliminar la mayor cantidad de impurezas tales
como restos de cera, abejas y otras impurezas de gran tamafo. En general se utilizan
tamices de paso menor a 5 mm (Marini, s.f.) pudiendo utilizar temperatura para facilitar el
proceso, pero sin superar los 40 °C (Subramanian R., et al., 2007). La miel extraida se

almacena temporalmente en depdsitos.
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Decantado de miel

La miel es elevada mediante bombas adecuadas a tanques de decantacion. Este
proceso se realiza en forma natural dejando en reposo la miel por 48 horas (Marini, s.f.).
Las particulas pesadas se acumulan en el fondo del tanque (decantacidn) y las livianas
quedan en la superficie (espumado) las cuales son removidas con utensilios especiales. El
decantado se considera un proceso de purificacién.

Pasteurizacién

El proceso de pasteurizacién es un proceso térmico que combina temperatura y
tiempo. El objetivo de este proceso es reducir el contenido de hongos y levaduras, pero
también permite reducir la viscosidad de la miel para facilitar los procesos de transporte,
filtrado, envasado y retardar los procesos de cristalizacién en géndola. Este proceso
generalmente se aplica a mieles que se fraccionan para la venta. Existen en el mercado
diversos equipos desde equipos convencionales (calentador eléctrico para tambores) a
equipos automaticos de ultra alta temperatura donde la miel es sometida a unos 78 °C por
2 minutos.

Filtrado

La miel puede tener un proceso de filtrado antes del envasado, cuando la miel esta a
temperaturas que no superan los 40 °C, para asi obtener una miel cristalina. En otros casos
la filtracion se realiza durante la pasteurizacion aprovechando la mayor fluidez de la miel a
causa de las temperaturas mas elevadas. Esta filtracién por presién se realiza a través de
mallas de 80 a 100 um (Subramanian R., et al., 2007). En algunos paises de Europa se exige
gue la malla filtrante no sea menor a 200 um de tal modo de evitar retener el polen
(Bogdanov, E. & Martin, P., 2002), teniendo en cuenta que el polen tiene un didmetro que
varia entre 10 y 60 um de acuerdo a la especie floral habiendo de mayor tamafio (White J.
W., 1979) y es un indicador del origen botanico de la miel que se desea preservar.

Envasado en tambores

Las mieles comercializadas a granel son envasadas en tambores y destinas para
diversos usos. En esta etapa se admiten mezclas de mieles, en tal caso se utilizan tanques
mezcladores/homogeneizadores con regulacion de temperatura para lograr la mezcla

deseada.
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En Argentina, la miel debe ser envasada en tambores de 300 kg de primer uso segun
Resolucién SENASA 121-98 autorizados por SENASA (SENSASA, 1998), y debe rotularse
segln la Resolucion SENASA 186-03 (SENASA, 2003) para asegurar la trazabilidad del
producto.

Fraccionado

El fraccionado puede realizarse a mano o en equipos automadticos en envases
bromatolégicamente aptos. Las empresas fraccionadoras deberdn cumplir con lo
establecido en el CAA. En el Apéndice 1 se muestra un Diagrama de Flujo del proceso de

fraccionamiento de la miel.

1.4 Cristalizacion de la miel y tratamientos térmicos

Como se dijo anteriormente, la miel es una soluciéon concentrada de azucares. Esta
solucion esta sobresaturada con una concentracion de mas del 70 % de azucares con
relacion al agua que normalmente es menos del 20 % y por lo tanto tiende a cristalizar
separandose la glucosa que es la responsable de este fendmeno en la miel (Valega, 2005).
El proceso de cristalizacidon involucra la formacidn de cristales de glucosa monohidradada
en diferentes cantidades, formas, y disposicién dependiendo de las condiciones del
proceso. Este es un proceso que se lleva a cabo naturalmente en todas las mieles, y la
tendencia y rapidez en cristalizar depende de varios factores. Las mieles con menos
concentracion de aguay alta concentracion de glucosa tienen mayor tendencia a cristalizar
como asi también las almacenadas a temperaturas por debajo de los 14 °C (Baglio, 2018).
Ciertos factores son necesarios para que comience la cristalizacion: la presencia de nucleos
adecuados de condensacién o simples cristales de glucosa, particulas extrafas, pequefios
granos de polen o microburbujas de aire (Baglio, 2018).

El procesado de la miel involucra, en muchos casos, procesos térmicos. Estos
procesos se aplican para: reducir la viscosidad de la miel y asi facilitar el filtrado, bombeo,
transporte y envasado; reducir el contenido de agua para prevenir la fermentacidn; disolver
los nucleos de cristales de glucosa para retardar la cristalizacién; homogenizar el color
segln preferencias del consumidor y destruir las levaduras osmofilicas tolerantes al azucar
para prolongar la vida atil de la miel. El calentamiento es el proceso de mayor importancia

en el procesado de la miel porque afecta directamente la calidad (Chua, et al., 2014).
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La cristalizacién natural de la miel presenta el inconveniente que no es aceptada por
el consumidor promedio en muchos paises, que interpreta, equivocadamente, que la miel
ha si sido adulterada con el agregado de azucar refinada y rehdsa adquirirla (Valega, 2005).
Es entonces, una practica habitual el calentamiento de la miel principalmente para obtener
mieles liquidas por mas tiempos que son del gusto del consumidor. En general, las mieles
que se exportan son sometidas a procesos térmicos y almacenados durante periodos mds
largos antes de llegar al mercado. El proceso térmico ayuda a la preservacién del producto
por mas tiempo (Bogdanov, E. & Martin, P., 2002). Estd demostrado que el calor es el Unico
agente practico para prevenir la granulacién y fermentacion, pero es la causa del deterioro
de la calidad de la miel (White J. W., 1979), como se vera mas adelante.

El almacenamiento se debe entender también como parte del proceso productivo,
teniendo en cuenta que la miel ya no es un producto de consumo estacional, sino que es
requerida durante todo el afio. La miel fuera de la colmena continda con el proceso de
maduracion ya que las enzimas siguen activas (Lichtenberg-Kraag, 2012). También hay que
tener en cuenta que la miel es un producto altamente higroscépico, por lo que una mala
conservacion deriva en aumento de la humedad favoreciendo la fermentacion. Los cambios
gue ocurren en la miel durante el calentamiento en el proceso de extraccion también
ocurren durante el almacenamiento dependiendo de las temperaturas de conservacion.
Las temperaturas de almacenamiento que favorecen la cristalizacidon se encuentran ente
10 °Ca 16 °C, y las que favorecen el deterioro son aquellas que superan los 27 °C (White J.
W., 1979).

1.5 Calidad de la miel y la actividad enzimatica como indicador

Dado que la miel es considerada un alimento, los requisitos de calidad/inocuidad son
fijados internacionalmente por Codex Alimentarius en la reglamentacion CXS 12-1981 vy
enmendada en el 2019. En Argentina, basandose en los requisitos del Codex, rige la
Resolucion GMC N° 015/94 incorporada en el Codigo Alimentario Argentina en 1995. Esta
reglamentacién es aplicable a todos los paises que conforman el MERCOSUR. En el
Apéndice 3 se muestra una tabla comparativa con los requisitos de estas reglamentaciones.

Para poder determinar la calidad e inocuidad de miel es necesario la realizacién de
diversos analisis o determinaciones segun el objetivo de calidad perseguido. Estos son

(INTI, 2009):
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e C(Calidad sanitaria: ensayos microbioldgicos, plaguicidas, metales y antibidticos.

e Madurez y conservacion: humedad refractométrica.

e Deterioro del producto: acidez (fermentacién), Hidroximetilfurfural (HMF) y
actividad diastasica (frescura e indicador de proceso).

e Limpieza del producto: sélidos insolubles en agua.

e Adulteracién del producto: glucosa comercial y jarabe de maiz de alta fructosa
agregados (aditivos).

e Adulteracion y madurez: azlcares reductores y sacarosa aparente.

e Lealtad comercial: peso neto, evaluacion de la informacién al consumidor y origen
botanico (sélo para las marcas que lo identifiquen o declaren).

e Caracteristicas organolépticas: sabor y olor caracteristicos de la miel.

El contenido de HMF y actividad diastdsica son los dos pardmetros usados
internacionalmente para controlar los limites de los tratamientos térmicos de la miel (Chua,
et al.,, 2014). El HMF es un producto de descomposicion del azlicar, que surge
especialmente cuando se sobrecalienta y se almacena incorrectamente la miel, por otro
lado, se puede observar un debilitamiento en la actividad diastasica por el efecto del calor
(White J. W., 1979). Ambos son indicadores de “frescura” de la miel. Mientras el valor de
HMF aumenta, el valor de actividad enzimatica disminuye. Si bien en general se determina
la actividad diastasica para evaluar la actividad enzimatica, la actividad de la enzima a-
glucosidasa (llamada actividad invertasa) es mas sensible al calor que las amilasas y bajan
su actividad mas rapido durante el almacenamiento comparado con las amilasas (Vorlova
L. & Pridal A., 2002). Por tal motivo, la actividad de esta enzima es una alternativa para la
evaluacidn de la calidad de la miel durante los tratamientos térmicos y almacenamientos o
como indicador de frescura. En algunos paises como Italia y Suiza, ya se estd utilizando la
actividad a-glucosidasa como un criterio adicional de calidad de miel (Dimins, et al., 2006),
y la Asociacion Alemana de Apicultores han fijado valores especificos de HMF y actividad
invertasa para distinguir mieles genuinas de aquellas tratadas térmicamente o mal
almacenadas (Deutscher Imkerbund E.V., consultado en febrero del 2020).

1.6 Adulteracion
La miel genuina es un producto natural relativamente costoso, y es por lo que a lo

largo de los afios ha sufrido procesos de adulteracion intencional debido a los altos costos
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de produccién, poco margen de ganancias, la existencia de adulterantes disponibles a bajo
costoy la desactualizacion de las metodologias oficiales para la deteccién de fraude (Garcia,
2016). La adulteracion se da tanto en los mercados nacionales como en los internacionales.
Algunos exportadores inescrupulosos, adulteran grandes cantidades de miel con jarabes
para obtener un precio competitivo a nivel internacional (dumping comercial). Esto ultimo
es bien descripto en el trabajo de Garcia donde compara los principales paises
exportadores de miel y el crecimiento exagerado de las exportaciones de los paises
asidticos (Garcia, 2016). La adulteracidn es una cuestién de lealtad comercial y proteccién
al consumidor. Segun Bogdanov y Martin la autenticidad de la miel tiene dos aspectos
diferenciados: respecto a la produccion de miel y respecto a la descripcidn geografica y
botanica de origen (2002). Esto ultimo, si bien es importante, no es de interés para este
trabajo.

Respecto a la produccion de la miel, uno de los aspectos a tener en cuenta son las
malas practicas apicolas en alimentacidn artificial que pueden llevar a una adulteracién no
intencional. Esta alimentacion es realizada con sacarosa o jarabe de maiz y se deberia
realizar exclusivamente cuando las colmenas se encuentren en cdmara de cria y época
alejada de la mielada, de lo contrario podran aparecer restos de estos productos en las
alzas melarias siendo considerado una adulteracion (Garcia Girou, 2003; Fattori, et al, s.f.).

La principal adulteraciéon intencional de la miel se debe a la adicién de azlcares
invertidos o jarabes (jarabe de glucosa y jarabe de maiz de alta fructosa) por ser estos
productos de menor valor comercial y de facil acceso. Se considera adulteracidén porque la
reglamentacion aplicable a la miel (Codex Alimentarious y CAA) prohibe el agregado de
aditivos de cualquier tipo. Esta adulteracién puede no ser facilmente detectable mediante
el andlisis directo del azucar porque sus componentes son los principales componentes
naturales de la miel y por lo tanto el producto adulterado tendria propiedades fisicas
similares a la miel natural (Mehryar & Esmaiili, 2011).

Estos aditivos pueden ser detectados en la miel por contener dextrinas (azUcares
superiores) provenientes del proceso de fabricacion de estos jarabes siendo inexistentes
en las mieles naturales (INTI, 2009). Existen diversos métodos de analisis capaces de
detectar estos azucares y cuantificarlos (cromatografia gaseosa y cromatografia liquida,

espectroscopia NIR, FTIR-ATR, HPAEC-PAD, HPLC-IRMS, método calorimétrico (DSC), SCIRA,
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espectroscopia Raman con transformada de Fourier) (Mehryar & Esmaiili, 2011).
Recientemente se ha incorporado la Resonancia Magnética Nuclear como el método mas
novedoso para la deteccién de adulteracién de miel como asi también para la
determinacién de su origen botdnico, desarrolldandose actualmente la base de datos que
hard de ésta una herramienta de gran utilidad (Garcia, 2016). Sin embargo, todos estos

métodos requieren de equipamientos costosos y personal especialmente formado.

1.7 Cooperativa Apicola Villa de Soto

Este trabajo se realizé con mieles provenientes de la Cooperativa Apicola de Villa de
Soto Limitada, la cual funciona como tal desde el ailo 2011. Posee habilitacion municipal y
del SENASA. Segun entrevista al Ing. Agr. Oscar Demarchi, miembro y tesorero de la
Cooperativa, al momento del estudio la Cooperativa estaba conformada por 17
productores que poseian entre 100 y 700 colmenas, con una produccidon de
aproximadamente 100.000 kg de miel en la campafa 2017-2018 (fines de octubre hasta
comienzos de marzo).

La Cooperativa cuenta con las instalaciones y equipamiento necesarios para la
produccién de miel a granel, habiendo adquirido en el afo 2017, a través de fondos del
Ministerio de Trabajo y Empleo de la Nacién, un equipo Pasteurizador Modelo M3 y una
Envasadora automatica con dosificador Modelo EV 304, ambos de la marca Farli. Estos
equipos aun no estaban instalados ni en funcionamiento al momento del estudio. Con estos
equipos se prevé la produccion fraccionada para el mercado interno con el objetivo de dar
valor agregado a la miel. La utilizacién de un Pasteurizador implicara someter a la miel a un
proceso térmico. Segun informacidn brindada por el fabricante del Pasteurizador, el equipo
realiza el proceso alcanzando temperaturas de entre 68-72 °C y 1 min 30 s de exposicién
pudiendo durar todo el proceso (entrada-salida) 7 min. En el Apéndice 2 se muestra el
equipo pasteurizador.

Las mieles procesadas por la Cooperativa corresponden a apiarios del Noroeste de
Cérdoba, rodeados de flora nativa, por lo que las principales fuentes de polen y néctar son
de especies caracteristicas de la region fitogeografica chaquefia (Costa, et al., 2016). En la
Figura 3, se muestran los Departamentos comprendidos en el Noroeste de Cérdoba.

Para este trabajo se obtuvieron muestras de 4 productores de la Cooperativa

correspondiente a los meses de noviembre y diciembre de 2017, época de mayor
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produccién apicola, del Departamento de Cruz del Eje. Las mieles no fueron sometidas a

ninguln proceso térmico ni almacenamiento previo al estudio.
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Figura 3: Departamentos que conforman el Noroeste de Cérdoba.
Foto extraida del “Formulario de registro para indicacion geogrdfica y denominacion de origen”

presentado por la Mesa Apicola del Noroeste de Cordoba (2017).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La actividad de la enzima invertasa (a-glucosidasa) presente en las mieles del
Departamento de Cruz del Eje (Cordoba), es sensible a cambios en su entorno tales como
calentamiento o agregado de azucares o jarabes industriales, de manera tal que puede
usarse como indicador de pérdida de calidad de la miel.
2.2 Objetivos

Objetivo general

Determinar la actividad de la enzima a-glucosidasa presente en mieles de la
Cooperativa Apicola Villa de Soto (Departamento de Cruz del Eje, Cérdoba) y el efecto de
diversos procesos térmicos asociados a su procesado, variando el tiempo y la temperatura,

y de distintos grados de adulteracién de las mieles genuinas, con azucares invertidos.
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Objetivos especificos

a)

b)

d)

3.

Determinar algunos parametros fisicoquimicos que permitan corroborar la calidad y
frescura de las mieles, tales como pH, actividad de agua, conductividad, azucares
reductores, humedad, cenizas, minerales, actividad diastasa, actividad invertasa (a-
glucosidasa), y contenido HMF.

Estudiar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa
relacionandolos con cambios de estructura de la enzima.

Estudiar el efecto de distintos protocolos de pasteurizacion sobre la actividad de la
enzima a-glucosidasa a fin de sugerir a la Cooperativa el mas adecuado que permita
preservar la calidad de sus mieles.

Estudiar el efecto de la adulteracion por agregado de azucares invertidos de las mismas

mieles caracterizadas anteriormente, sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y equipos

3.1.1 Reactivos

Solucion buffer-fosfato 0,1 M, pH 6,0 (Harmonised Methods IHC, 2009)
- KH2PO4 (fosfato de potasio monobdsico) marca Merck.
- NazHP04.2H,0 (fosfato de sodio di basico di hidratado) marca Merck.
Solucién TRIS-HCI 3M, pH 9,5 (Harmonised Methods IHC, 2009)
- Tris (hidroximetil) aminometano, marca Merck y Sigma regulacién de pH con
solucién de HCl marca Cicarelli 3 M.
Solucién mezcla de buffer-fosfato 0,1 M, pH 6,0 y TRIS-HCI 3M, pH 9,5 en la siguiente
proporcién: 92 % de buffer fosfato y 8 % de Tris-HCl, pH final 9,0.
PNPG (4-nitrofenil-a-D-glucopiranosa) = 99%, N1377, marca Sigma-Aldrich.
pNP (4-nifrofenol) calidad analitica marca Anedra.
a-gucosidasa de Saccharomyces cerevisiae Tipo |. (EC 3.2.1.20) Polvo liofilizado G5003-
100UN, marca Sigma-Aldrich.
Jarabe mezcla grado alimenticio marcar Sucrodex de Quiminsa.
Bio-Rad Protein Assay

Albumina sérica bovina. Fraccion V, polvo liofilizado, marca Sigma.
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3.1.2 Equipos

Espectrofotometro Multiskan Spectrum, modelo 51118650, marca Thermo Scientific.
Espectrofotometro DU 7500, marca Beckman.

Flurémetro modelo Fluorolog 3-22 marca Horiba Scientific.

Cubeta de vidrio de 1 cm de espesor, cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor y placa de
cultivo de 96 wells.

Agitador vortex.

Bafios termostatizados.

Termdmetro de alcohol hasta 100 °C con resolucién de 0,5 °C para control del bafio
termostatico.

Termdmetro digital con termopar tipo k marca Luft.

Crondmetro digital.

Micropipetas

- 10 a 100 pl, marca Socorex

100 a 1000 pl, marca Socorex

2 a 20 pl, marca Eppendorf

20 a 200 pul, marca Eppendorf
- 100 a 1000 pl, marca Diagon

- Balanza analitica OHAUS Analytical

- Balanza analitica Mettler H35AR

- Tubos de Khan de vidrio

- Porta tubos de ensayo (gradillas)

- Material de vidrio (matraces aforados, vasos de precipitados, varillas, etc.)

3.2 Muestras de mieles

Se utilizaron cuatro mieles genuinas sin ningun tratamiento térmico, proporcionadas

por la Cooperativa Apicola Villa de Soto del Dpto. de Cruz del Eje, correspondientes a la

campana 2017. Las mieles fueron identificadas como M1, M2, M3 y M4 segln se muestra

en

de

la Tabla 1. Las mismas fueron almacenadas en lugar oscuro, seco y fresco (temperatura

laboratorio), hasta la realizacion de los estudios. Las determinaciones fueron realizadas

durante el 2018 y 2019.
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Tabla 1: Procedencia e identificacion de las mieles utilizadas.

ID Fecha de cosecha Procedencia

M1 9/11/2017 Costas de las Salinas

M2 12/11/2017 16 km al norte de Serrezuela
M3 3/12/2017 Las Cafiadas

M4 5/12/2017 Bafado de Soto

3.3 Determinacién de actividad de a-glucosidasa
3.3.1 Procedimiento general

El procedimiento general de trabajo utilizado es una modificacién del método de
referencia N° 9 del documento “HARMONISED METHODS OF THE INTERNATIONAL HONEY
COMMISSION” publicado en 2009 por la IHC (Harmonised Methods of the International
Honey Commission, 2009), basado en el método Siegenthaler (Siegenthaler, 1977).

El método Siegenthaler consiste en la hidrdlisis del sustrato artificial pNPG (4-
nitrofenil-a-D-glucopiranosa) por la enzima a-glucosidasa, produciéndose por un lado a-D-
glucopiranosa y por otro 4-nitrofenol. La reaccidon se detiene por el agregado de una
solucién fuertemente alcalina, lo que inhibe la reaccidn enzimatica por el cambio de pH e
induce la ionizacién total del 4-nitrofenol a 4-nitrofenolato, un compuesto coloreado que
puede ser cuantificado midiendo la absorbancia a 400 nm con un espectrofotometro. La
cantidad de 4-nitrofenolato generado es equivalente a la cantidad de pNPG transformado.

Este mecanismo se muestra en la Figura 4.

CH.OH
o a-D-GP
OH
O OH
OH
pH pH9,5
pNPG pNP pr'

Figura 4: Mecanismo de transformacion del pNPG por la accion de la a-glucosidasa.

Estudio de la actividad invertasa en mieles del Departamento de Cruz del Eje (Cérdoba). 28
Tratamiento térmico y posible adulteracién. (Mdnica Federico)



Confecciéon de la muestra problema:

En un tubo de Khan se agrego solucion de sustrato y solucion buffer-fosfato (0,1 M,
pH 6,0), se mezclé en vortex y precalentd en bafio termostatizado durante 5 min a la
temperatura correspondiente segln el experimento. Luego del precalentamiento se
agrego la solucién de prueba (que contiene la enzima), se mezcld en vortex e incubd en
bafio termostatizado a la temperatura y el tiempo correspondientes segln el experimento.
Al finalizar el tiempo de incubacidn, el tubo se retird del bafio y se agregd inmediatamente
solucion de fin de reaccién (Tris-HCI 3M, pH 9,5), se mezclé en vértex y enfrié a temperatura
ambiente (no mas de 15 min) para posteriormente realizar la lectura a 400 nm en equipo
Espectrofotometro Thermo Scientific. Las lecturas fueron realizadas en cubeta de vidrio de
paso Optico 1 cm (lectura individual) o bien se utilizé una placa de cultivo de 96 wells,
incorporando un volumen de 200 uL en cada zdcalo (lectura multiple).

Confeccién del blanco:

En un tubo de Khan se agregd: solucidn sustrato, solucion buffer-fosfato (0,1 M, pH
6,0) y solucién fin de reaccion (Tris-HCl 3M, pH 9,5), se mezcld en vértex y precalentd en
bafio termostatizado durante 5 min a la temperatura correspondiente segun el
experimento. Luego del precalentamiento se agregd la solucién de prueba (que contiene
la enzima), mezcld en vortex e incubd en bafio termostatizado a la temperaturay el tiempo
correspondientes segun el experimento. Al finalizar el tiempo de incubacion se retird el
tubo y enfrié a temperatura ambiente (no mds de 15 min) para posteriormente realizar la
lectura a 400 nm en equipo Espectrofotometro Thermo Scientific. Las lecturas fueron
realizadas en cubeta o placa de cultivo, como se describid para la muestra problema.

Las determinaciones fueron realizadas como minimo por duplicado y el blanco se
prepard para cada solucién de prueba.

Para el calculo de absorbancia de la solucién p-nitrofenolato se resté el valor
absorbancia del tubo blanco al valor de absorbancia del tubo problema.

La actividad enzimatica se expresé en umol/min y la actividad especifica en unidades
internacionales, es decir pmol/min/mg de proteinas. También se calculé el NI (o unidades
Gontarski) para expresar la actividad enzimatica. El NI se refiere a la cantidad de sacarosa
(g) hidrolizada en 1 hora por las enzimas contenidas en 100 g de miel bajo condiciones de

prueba (Hadorn H., et al., 1962) y permite correlacionar los resultados obtenidos para la
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actividad de la invertasas por el método de Siegenthaler basado en la hidrélisis de pNPG
con los que se obtienen por el método polarimétrico de Hadorn por medio de la siguiente
relacion NI = 21,64 x Apne- 400nm, donde 21,64 es la pendiente de la regresion lineal del
grafico NI (eje y) vs Asoo (eje x) (Dustmann, et al., 1985).

En este trabajo, si bien hemos calculado también el NI para las mieles, los analisis se
realizan sobre la actividad especifica expresada en unidades internacionales.

3.3.2 Determinacion de la longitud de onda (A) de mayor absorciéon para el pNP- (4-
nitrofenolato)

Para esta determinacidn se preparé una solucidn concentrada de pNP 122,9 uM,
pesando 1,71 mg y enrasando a 100 ml en matraz aforado, con una mezcla de buffer-
fosfato (0,1 M, pH 6,0) y Tris-HCI (3M, pH 9,5) en igual proporcién que la mezcla resultante
luego de detener la reaccién enzimatica en las pruebas de cinética (92 % de buffer-fosfato
y 8 % de Tris-HCI). Esta solucidn tuvo un pH final de 9,0. Luego se realizé una dilucién hasta
una concentracién de 20,5 uM para realizar las lecturas.

Se prepard un blanco con la mezcla de buffer-fosfato y Tris-HCl con la cual se trazé la
linea de base y se registré el espectro de absorciéon entre 250 nm y 600 nm con un
Espectrofotometro Beckman DU 7500.

3.3.3 Determinacidn del coeficiente de extincion molar del pNP- (4-nitrofenolato)

Se construyeron las curvas de calibracion con soluciones testigos a distintas
concentraciones a partir de la solucién madre de pNP (122,9 uM). Para el registro de la
absorbancia se utilizd una cubeta de vidrio de paso 6ptico de 1 cm y una placa de cultivo
de 96 wells con volumen de 200 plL y paso éptico de 0,505 cm calculado geométricamente.
Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en el Espectrofotometro Thermo Scientific.
Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de la concentracién M de pNP-. El
coeficiente de extincién molar (g) se calculd, aplicando la Ley Lambert-Beer, como la
pendiente de la recta de absorbancia dividida el paso éptico (Kolthoff, et al., 1979).

3.3.4 Determinacion de parametros cinéticos de a-glucosidasa por el modelo de
Michaelis-Menten

Se decidid utilizar la enzima a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae
EC 3.2.1.20 (maltasa) para poner a punto el método y adquirir la destreza necesaria para

llevar adelante los ensayos de actividad enzimatica. Se eligid esta enzima por la similitud
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gue presenta con la variante tipo lll de o-glucosidasa presente en las glandulas
hipofaringeas de la Apis mellifera y que finalmente formara parte de la miel.
Segun el sistema de clasificacion CAZymes (Carbohydrate-Active enzymes

database, http://www.cazy.org/), basado en similitudes en la secuencia de aminoacidos,

en plegamiento de las proteinas y mecanismos enzimaticos (Henrissat, B., 1991; Henrissat
& Bairoch, A., 1996; Lombard, et al., 2014), ambas, a-glucosidasas de la de Saccharomyces
cerevisiae y la tipo lll de Apis mellifera, se agrupan en la Familia 13, clan GH-H. Por su parte,
Chiba las clasifica en la familia | en base a su estructura primaria ya que comparten 4
regiones altamente conservadas (I-IV). Ademds, ambas son capaces de hidrolizar pNPG vy
sus mecanismos cataliticos implican la participacién de los aminoacidos Glu y Asp de la
region 3 (Chiba, 1997).

Curva de tiempo

Para esta determinacién se midié la actividad enzimatica, segin el procedimiento
descripto en el punto 3.3.1, a 6 tiempos distintos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min), concentracién
constante de sustrato (17 mMy 0,6 mM) y temperatura de incubaciéon de 40 °C.

Se prepardé una solucion de 0,2 mg/ml de enzima purificada a partir de
Saccharomyces cerevisiae en solucion buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0) y solucién sustrato de
pNPG de 0,02 M en solucién buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0). A partir de los valores de
absorbancia se calculd la actividad enzimatica como cantidad de producto formado por
minuto y se graficd en funcién del tiempo. En la Tabla 2 se muestra cémo fueron

construidas las muestras para esta experiencia.
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Tabla 2: Detalle de la construccion de las muestras para curvas de tiempo de enzima a-glucosidasa
purificada a partir de Saccharomices cerevisiae.
Concentracion constante de sustrato de 17 mM y 0,6 mM.

Reactivos Tiempo (min)

(0,017 M de sustrato) 5 10 15 20 25 30
Sustrato 0,02 M (pl) 430 430 430 430 430 430
Enzima 0,2 mg/ml (ul) 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Buffer-fosfato 0,1 M pH 6,0 (ul) 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Tris 3M, pH 9,5 (ul) 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5
Volumen total (ul) 515 515 515 515 515 515

Reactivos Tiempo (min)

(0,0006 M de sustrato) 5 10 15 20 25 30
Sustrato 0,02 M (ul) 15 15 15 15 15 15
Enzima 0,2 mg/ml (ul) 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Buffer-fosfato 0,1 M pH 6 (ul) 430,0 430,0 430,0 430,0 430,0 430,0
Tris 3M, pH 9,5 (ul) 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5
Volumen total (pl) 500 500 500 500 500 500

Curva de enzima

Para esta determinacién se siguid el procedimiento descripto en el punto 3.3.1. Se
prepard una solucion de 0,4 mg/mL (SE1) de enzima purificada a partir de Saccharomyces
cerevisiae en solucion buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0). A partir de esta solucidn se prepararon
las demas diluciones (SE», SEs, SE4y SEs). Como sustrato se preparé una solucién de pNPG
de concentracién de 0,02 M en solucion buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0). En |la Tabla 3 se
muestra cdmo fueron construidas las muestras para esta experiencia. Las muestras fueron
incubadas a 40 °C por 20 min. Se graficaron los valores de absorbancia en funcion de
concentracion de enzima.

Tabla 3: Detalle de la construccidn de las muestras para curvas de enzima a-glucosidasa purificada
a partir de Saccharomyces cerevisiae.
Concentracidon constante de sustrato (17 mM).

Concentracion de a-glucosidasa (ug/ml)

Reactivos

005 010 020 035 050 08 1,00 500 10,00 30,00 40,00
Sustrato 0,02 M (ul) 830 830 830 830 830 830 830 830 830 830 815
SE; 0,4 mg/ml (ul) 13 25 75 100
SE, 4 pg/ml (ul) 25 50
SE; 2 pg/ml (ul) 25
SE, 6 pg/ml (u) 58 83
SE5 20 pg/ml (i) 40 50
Buffer-fosfato 0,1M, pH 6,0 (ul) 60 60 35 27 2 5 35 73 60 10 0
Tris 3M, pH 9,5 (ul) 85 85 85 85 85 85 85 85 85 85 85
Volumen total (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 960 1000 1000 1000 1000 1000
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Determinacion de temperatura optima y parametros cinéticos KmY Vmax

Para esta determinacidn se siguid el procedimiento descripto en el punto 3.3.1. Se
preparé una solucién de 0,2 mg/ml de enzima purificada a partir de Saccharomyces
cerevisiae y dos soluciones concentradas de sustrato pNPG, una de concentracién 0,02 M
y otra de 0,03 M. En ambos casos se utilizé como disolvente la solucion buffer-fosfato (0,1
M, pH 6,0). En la Tabla 4 se muestra como fueron construidas las muestras para esta
experiencia.

Tabla 4: Detalle de la construccion de las muestras para curvas de cinética de a-glucosidasa
purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae.
Concentracién constante de enzima (5 pg/ml).

Concentracion de pNPG (M)
0,0002 0,0003 0,0006 0,000 0,0015 0,0030 0,0060 0,0090 0,0120 0,0180 0,0240

Reactivos

Sustrato 0,02 M (ul) 10,0 150 300 450 750 150 300

Sustrato 0,03 M (ul) 300 400 600 800
Enzima 0,2 mg/ml () 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
Buffer-fosfato 0,1M, pH 6,0 (ul) 880 875 860 845 815 740 590 590 490 290 90

Tris 3M, pH 9,5 (ul) 850 80 80 8,0 80 80 8,0 8,0 8,0 850 850
Volumen total (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Se determiné la actividad enzimatica a distintas concentraciones de sustrato y
distintas temperaturas (30, 40, 50 y 60 °C); tiempo de incubacion de 20 min.

A partir de los valores de absorbancia se calculd la actividad enzimatica como
cantidad de producto formado por minuto y por cantidad de proteina, y se graficd en
funcién de la concentracion de sustrato. Los valores de Vmaxy Km fueron calculados en base
al ajuste de los valores experimentales a la ecuacion de Michaelis-Menten (Fennema, O.,

2010).

3.4 Determinacion de la fluorescencia intrinseca de la a-glucosidasa purificada a partir
de Saccharomyces cerevisiae

Para poder observar como la temperatura afecta la estructura de la enzima, se utilizo
la propiedad que tienen las proteinas de fluorescer producto de la re-emisién de fotones
absorbidos; esto se debe a que las proteinas contienen aminoacidos aromaticos que son
capaces de producir fluorescencia (Nilsen, 2003).

Para esta determinaciéon se prepard una solucién de 0,2 mg/ml de la enzima
purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae en solucion buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0)
y se diluyé a la mitad con solucién buffer-fosfato para realizar las lecturas. La muestra fue

sometida a un proceso de calentamiento y enfriamiento controlado en diversas
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condiciones de tiempo y temperatura utilizando un bafio termostatizado conectado al
fluorémetro marca Horiba Scientific.

El estudio se realizdé considerando el proceso de precalentado a 50 °C por 30 min
(tomado como referencia del proceso de licuado/homogeneizado de miel) y calentado a
60 °C por 10 min o 20 min (tomado como referencia del proceso de
calentado/pasteurizacion de miel). En la Tabla 5 se muestra el disefio del experimento.

Tabla 5: Esquema del disefio de experimento para la determinacion del efecto de la temperatura en
la emisidn de fluorescencia de la a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae.

Calentamiento hasta 60 °C 10 min Calentamiento hasta 60 °C 20 min
Temperatura de Temperatura de
Calentamiento lectura Calentamiento lectura
°C °C
Estabilizar 3 min y tomar lectura 25 Estabilizar 3 miny tomar lectura 25
Estabilizar 3 min y tomar lectura 30 Estabilizar 3 min y tomar lectura 30
Estabilizar 3 min y tomar lectura 35 Estabilizar 3 miny tomar lectura 35
Estabilizar 3 min y tomar lectura 40 Estabilizar 3 miny tomar lectura 40
Estabilizar 3 min y tomar lectura 45 Estabilizar 3 miny tomar lectura 45
Estabilizar 3 min y tomar lectura 50 Estabilizar 3 miny tomar lectura 50
Calentar 30 min y tomar lectura 50 Calentar 30 min y tomar lectura 50
Estabilizar 3 min y tomar lectura 55 Estabilizar 3 miny tomar lectura 55
Estabilizar 3 min y tomar lectura 60 Estabilizar 3 min y tomar lectura 60
Calentar 10 min y tomar lectura 60 Calentar 20 min y tomar lectura 60
Enfriamiento desde 60 °C 10 min Enfriamiento dedes 60 °C 20 min
Temperatura de Temperatura de
Enfriamiento lectura Enfriamiento lectura
°C °C
Estabilizar 3 min y tomar lectura 55 Estabilizar 3 min y tomar lectura 55
Estabilizar 3 min y tomar lectura 50 Estabilizar 3 miny tomar lectura 50
Estabilizar 3 min y tomar lectura 45 Estabilizar 3 miny tomar lectura 45
Estabilizar 3 min y tomar lectura 40 Estabilizar 3 min y tomar lectura 40
Estabilizar 3 min y tomar lectura 35 Estabilizar 3 miny tomar lectura 35
Estabilizar 3 min y tomar lectura 30 Estabilizar 3 min y tomar lectura 30
Estabilizar 3 min y tomar lectura 25 Estabilizar 3 min y tomar lectura 25

Durante el proceso se fueron registrando espectros de emision de fluorescencia
intrinseca de la proteina (A emisién 300 a 550 nm; A excitacién 280 nm correspondiente a
la fluorescencia del triptofano; slits 2; incremento 1nm). Las lecturas se realizaron en

cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor.
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3.5 Determinacién de actividad enzimatica y pardmetros cinéticos de a-glucosidasa en
miel
3.5.1 Determinacién de actividad a-glucosidasa en miel

Se utilizé el procedimiento descripto en el punto 3.3.1. La solucién de prueba se
prepard pesando 5 g de miel y diluyendo con solucién buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0) hasta
25 ml. Las muestras se incubaron por 20 min a 40 °C en un bafio termostatizado con una
variacion £ 0,5 °C. Las determinaciones se realizaron como minimo por triplicado. En la

Tabla 6 se detalla la construccion de la muestra para esta determinacién.

Tabla 6: Detalle de la construccion de cada muestra para la determinacion de la actividad de la o-
glucosidasa de la miel.

Volumen sistema

Reactivos . I
experimental utilizado
Sustrato 0,02 M 420 ul
Solucidén de miel 5 g/25ml 42,5 ul
Tris 3M, pH 9,5 42,5 pl
Volumen total 505 pl

En este caso, los valores de actividad enzimdtica se expresaron unidades
internacionales (umol/min/mg de proteina.) y también se expresaron en Numero de
Invertasa (NI) segun la Ecuacidén (1), como se menciond en la seccion 3.3.1. El Nl indica la
cantidad de sacarosa por gramo hidrolizado en 1 hora por la enzima contenida en 100 g de

miel en las condiciones del ensayo. Esta unidad fue elegida porque es de uso comun.

NI =21,64 x AA 200 (1)

Determinacién de los pardmetros cinéticos Km VY Vmax €n miel

Se utilizé el procedimiento descripto en el punto 3.3.1. La soluciéon de prueba se
preparo pesando 1 g de miel y diluyendo con solucién buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0) hasta
5 ml. Para esta determinacidn se prepard una solucion concentrada de sustrato (pNPG) de
0,02 M utilizando como disolvente solucién buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0). Las incubaciones
fueron realizadas a 40 °C por 20 min. En la

Tabla 7 se muestra cdmo fueron construidas las muestras para esta experiencia.
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A partir de los valores de absorbancia se calculé la actividad especifica como unidades
internacionales (umol/min/mg de proteina) y se graficé en funcion de la concentracion de
sustrato. Los valores de Vmaxy Km fueron calculados ajustando los datos experimentales a
la ecuacion de Michaelis-Menten (Fennema, O., 2010).

Esta experiencia sélo se realizé con la muestra de miel M1.

Tabla 7: Construccion de cada muestra para la determinacion de la curva de actividad enzimdtica
en la miel M1.

Concentracion pNPG (M)

Reactivos
0,0002 0,0003 0,0006 0,000 0,005 0,0030 0,0060 0,0090 0,0120 0,0170
Sustrato 0,02 M (ul) 10,0 15,0 30,0 45,0 75,0 150 150 225,00 300,00 420,00
Miel 1g/5ml (0,2 g/ml) 85,0 85,0 85,0 85,0 85,0 85,0 42,5 42,5 42,5 42,5
Buffer-fosfato 0,1 M, pH 6,0 (ul) 821 816 801 786 756 681 266 191 116 0
Tris 3M, pH 9,5 (ul) 84,0 84,0 84,0 84,0 84,0 84,0 42,0 42,0 42,0 42,0
Volumen total (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 500 500 500 505

3.6 Tratamiento térmico de mieles simulados en laboratorio

Para observar el efecto en la actividad de la a-glucosidasa de la miel después de la
aplicacion de un tratamiento térmico similar a los utilizados en los procesos industriales,
las mieles recibieron 10 tratamientos térmicos (combinacion de tiempo y temperatura)
simulados en laboratorio. Los tratamientos consistieron en someter a la miel a un proceso
de precalentado (tomado como referencia de licuado/homogeneizado de miel), calentado
(tomado como referencia del proceso de calentado/pasteurizacion de miel) y enfriado en

condiciones controladas segun el esquema mostrado en la Tabla 8.

Tabla 8: Construccion del experimento de los 10 tratamientos térmicos usados en mieles.

Precalentado Calentado Enfriado Almacenado
N° Temperatura T|erT1po Temperatura TlerTlpo Temperatura TlerTwpo Temperatura Tiempo
trat. (°C) (min) (°C) (min) (°C) (min)
1 50 30 70 1,50 40 suficiente Ambiente hasta analisis
2 50 30 70 3 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
3 50 30 70 5 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
4 50 30 70 10 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
5 50 30 70 15 40 suficiente Ambiente  hasta andlisis
6 50 30 70 20 40 suficiente Ambiente  hasta andlisis
7 50 30 60 5 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
8 50 30 60 10 40 suficiente Ambiente  hasta andlisis
9 50 30 60 15 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
10 50 30 60 20 40 suficiente Ambiente  hasta analisis
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Se prepararon 3 bafios termostatizados con circulacién de agua, y se ubicaron en
forma secuencial. Los bafios termostatizados se estabilizaron a 50 °C (bano 1), 70 °C o 60 °C
segun el caso (bafio Il), y 40 °C (bafio Ill). La temperatura se monitored mediante
termdémetro manteniéndose a £ 0,5 °C. El nivel de agua fue tal que permitié que la miel,
contenida en los tubos, quedara completamente dentro del liquido. Las mieles fueron
colocadas en tubos de Khan dejando un espacio de cabeza de aproximado de 1 cm, luego
de lo cual se taparon para evitar la evaporacién. Se colocd un termdémetro digital con
termopar dentro de uno de los tubos del grupo correspondiente a una serie para
monitorear la temperatura en el interior del tubo durante la prueba como se muestra en
la Figura 5. Los tubos se acomodaron en una gradilla y se sumergieron en el bafio | de
precalentado a 50 °C por 30 min. Transcurrido este tiempo, la gradilla fue retirada y
colocada en el bafio Il donde se realizé el calentamiento a la temperatura y tiempo definido
en la Tabla 8. Transcurrido el tiempo de calentamiento, la gradilla fue retirada y colocada
en el bafo Il a 40 °C. Cuando la muestra alcanzé los 40 °C fue retirada para un enfriado a
temperatura ambiente (temperatura de laboratorio) y almacenada en lugar fresco, sin luz
y seco hasta el momento de realizar la determinacion de actividad enzimatica (punto 3.3.1).
Los tratamientos se realizaron por duplicado y por triplicado segun el caso. El tiempo de

precalentamiento y calentamiento fue cronometrado.

Figura 5: Termopar digital y ubicacion dentro de tubo de Khan con la muestra; y disposicion de los
tubos en la gradilla.

3.7 Adulteracion de miel con jarabe mezcla y determinacion de actividad a-glucosidasa
3.7.1 Adulteracion de miel
Para esta determincaion se prepararon muestras de miel adulteradas con jarabe

(10% P/Py 20 % P/P), para cada una de las mieles por tripicado. Las muestras se prepararon
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pesando 4,5 g de miel y 0,5 g de jarabe diluyendo hasta 25 ml en buffer-fosfato (0,1 M, pH
6,0); y 4 g de miel y 1 g de jarabe diluyendo hasta 25 ml en buffer-fosfato (0,1 M, pH 6,0),
para las adulteraciones del 10 % P/P y 20 % P/P, respectivamente. De igual modo se
prepararon muestras control con 10 % P/P y 20 % P/P con agua destilada para poder
comprobar que las posibles variaciones en la actividad enzimatica son debido al agregado
de azucares invertidos y no por la dilucién de las muestras. Se utilizé para adulterar jarabe
mezcla marca Sucrodex. Las muestras asi preparadas fueron conservadas en heladera hasta
el momento de analisis.
3.7.2 Determinacion la actividad de a-glucosidasa en mieles adulteradas

Para esta determinacion se utilizé el método descripto en el punto 3.3.1. Las
soluciones de prueba fueron las preparadas segun el punto 3.7.1. Se preparé una solucién
concentrada de sustrato pNPG de 0,02 M utilizando como disolvente solucién buffer-
fosfato (0,1 M, pH 6,0). En este caso la concentracidn final de sustrato en cada muestra fue
de 9 mM. Se midié la actividad de la enzima en funcién de la temperatura, para evaluar si
la presencia de adulterante afecta a la estabilidad de la enzima a altas temperaturas. Se
incubd a 30, 40, 50 y 60 °C por 20 min. Las determinaciones se realizaron por duplicado. En
la Tabla 9 se detalla la construccidn de las muestras. Los resultados fueron expresados en
actividad especifica (umol/min/mg de proteina) para poder comparar los resultados entre
todas las mieles.

Tabla 9: Construccion de las muestras para la determinacion de adulteracion.

Reactivos Volumen (pL)
Sustrato 0,02M 225
Muestra 1g/5ml (control, 10% y 20 % adulterada) 42,5
Tris 3M, pH9,5 42,5
Buffer-fosfato 0,1 M, pH 6,0 190
Volumen total 500

3.8 Determinacion de proteina en miel

La proteina en miel fue determinada por el método Bradford utilizando el kit de
reaccidon Bio-Rad y realizando las lecturas por triplicado en placa de cultivo a 595 nm en
Espectrofotometro Thermo Scientific (Bio-Rad Protein Assay, s.f.). Se utilizd albumina sérica
bovina en una concentracién de 2 mg/L en agua destilada, a partir de la cual se prepararon

3 testigos (0,2 mg/ml, 0,8 mg/mly 1,4 mg/ml) y se trazd una curva de calibracion de mg/ml
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de albumina vs. Asgsnm. Los resultados fueron expresados en mg de proteina por gramo de

miel.

3.9 Determinacion de parametros fisicoquimicos en mieles

Para conocer algunas caracteristicas de las mieles utilizadas en este trabajo, se

solicitd a un laboratorio externo la realizacidn de las determinaciones. Los analisis fueron

realizados en el INTI (Instituto Nacional de Tecnologia Industrial).

A continuacion, se mencionan las determinaciones realizadas y los métodos

utilizados:

Humedad refractométrica: ME 101 “Determinacion de humedad refractométrica
en miel” basado en Norma IRAM 15931:2007 “Miel. Determinacién de la humedad
por refractrometria”.

Cenizas conductimétrica: ME 104 “Determinacidn de cenizas conductimétricas en
miel” basado en Norma IRAM 15945:2007 “Miel. Determinaciéon de Ia
conductividad eléctrica”.

Acidez libre: ME 109 A “Acidez libre en miel — A: Método con titulacion manual y
pH-metro” basado en Norma IRAM 15933:2013 “Miel. Determinacién de la acidez
libre”.

Hidroximetilfurfural: AOAC N° 980.23, 16th Ed (1995).

Actividad diastasica: AOAC N° 958.09, 16th Ed (1995).

Actividad invertasa: Harmonised Methods of the International Honey Commission
(abril 2009).

Sélidos insolubles en agua: Norma IRAM 15936:2008 “Miel. Determinacién de
solidos insolubles en agua”.

Fructosa y glucosa: por HPLC

- Columna: Phenomenex Rezex RCM Monosaccharide

- Precolumna: Carbo Ca

- Fase mavil: H20

- Flujo: 0,6 ml/min

- Detector: Indice de refraccién a 70 °C

Sacarosa: por HPLC

- Columna: Kromasil KR100-5NH>; 250 x 4,6 mm
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- Precolumna: Phenomenex NHz; 4 mmL x 3,0 mm ID
- Fase movil: AcN: H,0 : 70 : 30
- Flujo: 1,0 ml/min

- Detector: indice de refraccién a 30 °C

3.10 Andlisis estadistico de resultados y graficos

Los datos fueron graficados y analizados estadisticamente utilizando el software
InfoStat v. 2018 y el software SigmaPlot v. 12.5. Se estimaron medias y desvios estandares.
Se realizaron analisis de varianza y test de separaciéon de medias (LSD) y test t de Student
para un nivel de significancia a = 0,05. Las unidades de medida y los simbolos utilizados
corresponden al Sistema Internacional de Unidades-SI (Oficina Internacional de Pesas y

Medidas, 2008).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las mieles estudiadas

En la Tabla 10 se muestran los valores obtenidos para el andlisis de las mieles del
Dpto. de Cruz del Eje (Coérdoba) utilizadas en este estudio. La cantidad de
hidroximetilfurfural (HMF) (< 1 mg/kg) y la actividad diastasica (> 8 ND) permiten
comprobar la frescura y calidad de estas mieles. Estos resultados son similares a los
reportados por otros autores para mieles frescas y no adulteradas del noroeste de Cérdoba
(Baroni M.V., et al., 2009). Ademas, las mieles cumplen con los requisitos de calidad
establecidos por el art. 783 del CAA, la Resolucion GMC N2 015/94 y el CODEX STAN 12-
1981 para humedad refractométrica, cenizas conductimétricas, acidez libre, HMF, actividad
diastasica, sdlidos insolubles en agua y sacarosa aparente.

En el Apéndice 3 se muestra una tabla comparativa de los valores de referencia
utilizados.

Es necesario mencionar que este tipo de andlisis no ofrece informacién sobre el

origen botdnico de las mieles.
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Tabla 10: Caracterizacion fisico quimica de las mieles del Departamento de Cruz del Eje (Cordobal).

Muestras “'compo-
Determinaciones Requisito normativo sicion mieles
M1 M2 M3 M4 NO Cha.
2)
Humedad 17,4+0,8
14,9+0,1 15,4+0,1 14,9+0,1 14,3+0,1 BIMaximo 18 ’ !
refractométrica (g/100g) aximo 15,8-18,8
@ . “\iel de flores:
Cenizas max. 0.8
conductimétricas 0,563+0,036 0,412+0,023 0,673 £0,044 0,707 £0,047 @) o
Miel de mielada:
(mS/cm) .
min. 0,8
22,8 +11,2
@pcidez libre (meq/kg) ~ 868+197  7,35+167 630143  536+122 ®IMaximo 40 101-522
(2),y: . .
Hidroximetilfurfural 0,54 £+ 0,41
<1 <1 <1 <1 BIMaxi ’ ’
(mg/ke) Maximo 40 0,05-1,52
®)Minimo 8
. ) )
@ctividad diastésica 169 142 11 180 dM'e' conun °°“Te”',d‘? balg 17,9467
ND (escala Gothe) ) : ) ) ‘e enzima natural, minimo 89-318
(siempre que el HMF sea < 15
mg/kg)
@a ctividad de i . ®)Recomendado: minimo 10,
. ctividad de Invertasa  1413+0,03 10,93£0,88 14,50£0557 11,53+0,38  mieles con baja actividad _
enzimdtica minimo 4
Osglidos insolubl ®Maximo 0,1
6lidos insolubles en
0,056 0,045 0,061 0,087 ®)Miel prensada max. hasta _
agua (g/100g)
0,5
®)Miel de flores: méx. 8
@sacarosa aparente <01 0,17 <01 17 G)Miel de mielada y mezcla -
(g/100g) de miel de mielada y miel de
flores: max. 10
@) "
Fructosa (como 40,6 38,9 40,7 376 37,2+4,2
fructosa) (g/100g) - 27,5-44,3
@) "
GI.ucosa (como glucosa 31,4 31,6 30,4 273 29,4+3,7
anhidra) (g/100g) - 21,5-34,7
(6) - ¥
Proteinas (Bradford) 623,1 286,7 400,6 450,2 322+ 145
(mg/kg) - 168 - 708

(1): Composition of honey from Cérdoba (Argentina): Assessment of North/South provenance by chemometrics (Baroni, et al ., 2009)

(2): Laboratorio INTI-Agroalimentos.
Los resultados de humedad refractométrica, cenizas conductimétricas y acidez libre corresponden a la media * la incertidumbre para
un 95 % de confianza para k=2. Los resultados para actividad de invertasa corresponden a la media * una vez la desviacién estandar.

(3): CAA - Capitulo X
(4): CODEX STAN 12-1981

(5): Honey quality and international regulatory standards: review by the international honey commission (Bogdanov, et al., 1999).
Los resultados corresponden a la media £ una vez la desviacién estandar.

(6): Realizados en este trabajo.
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4.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad y la estructura de la enzima a-
glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae
4.2.1 Cinética de la a-glucosidasa purificada

Se estudié la cinética de la enzima a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce
cerevisiae (Tipo |) con el objetivo de poner a punto y adaptar el protocolo de trabajo
(método recomendado por la IHC) a volimenes pequefios. Trabajar con voliumenes
pequeiios no solo permitié economizar reactivos sino también tiempo al poder medir
muchas muestras de manera simultanea utilizando un espectrofotémetro con lector de
placas.

Determinacion de la concentracion de producto (pNP’)

El pNP- (4-nitrofenolato) es el producto obtenido de la descomposicién del pNPG por
la accién catalitica de la enzima a-glucosidasa. La determinacion del coeficiente de
extincion molar del pNP~ (epne’) permitio utilizar la Ley de Lambert y Beer para cuantificar
la cantidad de producto formado durante el proceso de catdlisis enzimatica. La cantidad de
producto es equivalente a la cantidad de sustrato utilizado (pNPG).

Se registré el espectro de absorcién de producto de la reaccidn catalizada por a-
glucosidasa (pNP = 20,5 uM) disuelto en una mezcla buffer-fosfato y Tris-HCI (92 % buffer-
fosfato y 8 % Tris-HCI) y pH final de 9,0. Se trazo la linea de base con la mezcla de buffer-
fosfato y Tris-HCl y luego se registro el espectro de absorcién entre 250 nm y 600 nm con
el Espectrofotdmetro Beckman. Se determind una longitud de onda de mdaxima absorcién
(Amax) de 400 nm confirmando lo definido en el método 9 de la IHC (Harmonised Methods
of the International Honey Commission, 2009).

Para determinar el coeficiente de extincidén molar del pNP~ (epNP’) en solucién buffer-
fosfato y Tris-HCl se prepararon soluciones testigos a partir de una solucion madre de pNP
y se construyeron las curvas de calibracién midiendo la absorbancia a 400 nm en cubeta de
vidrio y en placa de cultivo de 96 wells. El coeficiente de extincién molar epNP" se calculé
como la pendiente de la recta de absorbancia vs. concentracion de pNP™ segln la Ley de
Lambert y Beer (Kolthoff, et al., 1979). La férmula es mostrada en la Ecuacién (2).

A=bxexC (2)
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Siendo:

C: concentraciéon de pNP-

b: paso éptico

€: coeficiente de extinciéon molar del pNP"

El valor de enNP- para cubeta de vidrio de paso dptico de 1 cm fue 19290 M-*cm™
(Figura 6, a). El valor de enNP- para placa de cultivo de 96 wells, volumen 200 plLy un paso
optico de 0,505 cm (calculado geométricamente) fue de 19634 M*cm™ (Figura 6, b). Los
valores hallados de coeficiente de extincién molar, paso éptico y longitud de onda de mayor
absorcion del pNP-, se utilizaron en todas las pruebas realizadas, tanto con la enzima

purificada de Saccharomyce cerevisiae como con la enzima de la miel.

201 Pendiente = € * b; b=1 cm a) Pendiente = € * b; b=0,505 cm b)
" | Pendiente = 19290 + 138; R?=0,99 2.0 [ pendiente = 9915 + 210; R?*=0,99
£= 19290 M*cm™ £= 19634 M'cm™
157 15+
S
8 £
S S
< 10 < 107
05t 0,5t
0,0 : : - 0,0 : : : :
0 2e-5 4e-5 6e-5 8e-5 0 5e-5 le-4 2e-4 2e-4
pPNP (M) pNP (M)

Figura 6: Curva de calibracion de pNP  en medio buffer-fosfato y Tris-HCl pH 9,0 a 24 °C.
a) Cubeta de vidrio de 1 cm de paso dptico. b) Placa de cultivo de 96 wells, volumen de 200 uL y

paso optico 0,505 cm.

Determinacion de las condiciones de trabajo a velocidad inicial (Modelo de Michaelis-

Menten).

El comportamiento general de la mayoria de las reacciones enzimaticas sigue el

mecanismo descripto por Michaelis-Menten en 1913, es también el caso de las a-
glucosidasas de Saccharomyce cerevisiae (maltasa) y de la de Apis mellifera (variante Ill)
presente en la miel (Yoshikawa 1994 y Nishimoto 2001). Cuando comienza la reaccion, la
velocidad aumenta en forma proporcional a la generacién de producto en los primeros
momentos de la reaccion, esto se da cuando se ha consumido menos del 5 % de sustrato,
es en esta zona que hablamos de velocidad inicial. Cuando toda la enzima estd saturada de
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sustrato, la enzima funciona al mdaximo, continuamente se forma el complejo enzima-
sustrato, se genera el producto y se libera la enzima, pero la reaccién inversa (k-2) aun no
ocurre. El sistema llega al estado estacionario en donde la velocidad de formacién de
producto es constante y maxima (Fennema, O., 2010). Un esquema general de una reaccion

enzimatica se puede ver en la Ecuacion (3).

k1 kz
E+S «— E.S «— > E+P (3)
k. k,
Siendo:
E = enzima
S = sustrato
P = producto

k1 = velocidad de reaccion del complejo E.S
k-1=velocidad de desaparicion del complejo E.S
k-2 = velocidad de formacion del complejo E.S después de la formacién del producto. Otro
de los supuestos del modelo de Michaelis-Menten que se debe cumplir para poder aplicarlo
es que esta velocidad sea cero.

La relacion entre la velocidad y la concentracion de sustrato estd expresada por la
ecuacién Michaelis-Menten (4) respondiendo a una relacion hiperbdlica.

K, + [S]

Siendo:
V: velocidad media experimental
Vmax: velocidad maxima de reaccion
Km: constante Michaelis — Menten
[S]: concentracion de sustrato

El valor de Km (constante Michelis-Menten) es un valor caracteristico para cada
enzima con su sustrato especifico y corresponde a la concentracién de sustrato cuando se
llega a la mitad de la velocidad maxima (Vmax). Es un indicador de la afinidad de esa enzima
por el sustrato y viceversa. Cuanto mas pequefio es Km mayor afinidad existe por el sustrato

(Nilsen, 2003).
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kit ks (5)
m — kl

La Vmax representa el nimero de moléculas de sustrato convertidas en producto por
unidad de tiempo por molécula de enzima cuando la misma estd saturada de sustrato. Esta
velocidad es caracteristica para una enzima a una concentracion especifica de ella.

Curva de tiempo

Se realizaron dos curvas, a dos concentraciones de sustrato pNPG (0,6 mMy 17 mM)
y a una concentracion constante de enzima (5 pug/ml de a-glucosidasa) en buffer- fosfato
(0,12 M, pH 6,0). La reaccién transcurrio a 40 °Cy se detuvo por el agregado de Tris-HCI (3M,
pH 9,5). Se midié la Asgonm cada 5 min, durante 30 min.

En la Figura 7 podemos observar que hasta los 25 min de incubacion la relacién entre
velocidad (como formacién de producto) y tiempo es lineal, lo que sugiere que ese es el

limite de tiempo para mantener la reaccion en la zona de velocidad inicial.
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Figura 7: Curvas de tiempo para concentraciones de sustrato (pNPG) de 0,6 mMy 17 mM a
concentracion constante de a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae enzima.
Concentracion de enzima: 5 ug/ml, tiempos y temperatura de incubacion: 5, 10, 15, 20, 25 y 30

minutos, 40 °C.
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Se decide trabajar con la concentracién de pNPG de 17 mM y un tiempo de
incubacién de 20 min para trabajar en condiciones de velocidad inicial (Harmonised
Methods of the International Honey Commission, 2009).

Curva de Enzima

La velocidad de una reaccién catalizada por una enzima dependerd de la
concentraciéon de la enzima en la mezcla de la reaccion (Nilsen, 2003). Siguiendo el
procedimiento establecido en el punto 3.3.1, se prepararon diversas diluciones de enzimas
y se determiné la Asoonm (como medida de la velocidad de reaccién) manteniendo constante
la concentracién de sustrato, tiempo, temperatura y pH. Se graficaron los valores obtenidos

para Asgonm a las distintas concentraciones de enzima (Figura 8).
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Figura 8: Relacion entre la concentracion de la enzima a-glucosidasa purificada a partir de
Saccharomyce cerevisiae y la Aonm como medida de velocidad de reaccion.
La concentracion de sustrato (17 mM de pNPG), la temperatura (40 °C) y el tiempo de incubacion

(20 min) se mantuvieron constantes.

En la Figura 8 se puede observar que la concentraciéon de enzima es directamente
proporcional a la velocidad de reaccidon (relacidon lineal) hasta 10 pg/ml, maxima
concentracion ensayada. En base a los valores de absorbancia registrados y tomando en

cuenta el rango de medicién con minimo error del espectrofotémetro se decidié trabajar

Estudio de la actividad invertasa en mieles del Departamento de Cruz del Eje (Cérdoba). 46
Tratamiento térmico y posible adulteracién. (Mdnica Federico)



con la concentracién de enzima de 5 pug/ml para la determinacién de los parametros
cinéticos.
4.2.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la a-glucosidasa purificada a partir
de Saccharomyce cerevisiae

Se midid la velocidad de formaciéon de producto a diferentes temperaturas de
incubacién (30, 40, 50 y 60 °C) para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad
de la a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae. En la Figura 9 se
muestran las cuatro curvas de sustrato a las diferentes temperaturas. Se observa
claramente que 40 °C es la temperatura éptima de actividad para la a-glucosidasa y que a
valores superiores a los 6 mM de sustrato se produce una disminucién de la velocidad lo
que indicaria una posible inhibicion por sustrato (Fennema, O., 2010). Se ajustaron las
curvas a la ecuacidon de Michaelis-Menten, a concentraciones menores a aquellas en que
ocurre la inhibicidn por sustrato, como se muestra en la Figura 10, para poder determinar

Km Yy Vmax-

2,10

1,80 - -
o 'y ]
s 1,50 - ')
gf\
o o [ )
O 5 120 L)
s € ® 40°C
£ S 09 - - o 30°C
N E Edlo o v 50°C
o © A °
< E 0,60 1 o o g 60 °C
T 3 T w ¢ o]
©
2 0,30
2 i i¥

¥ v
0,00 AL A A

0,000 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015 0,018
Sustrato (M)
Figura 9: Curva de sustrato para la actividad de a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce

cerevisiae a temperaturas de incubacion de 30, 40, 50 y 60 °C.
Concentracion de enzima 5 ug/ml, tiempo de incubacion 20 min.
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Actividad enzimatica especifica
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Figura 10: Variacion de la velocidad de formacion de producto de a-glucosidasa purificada a partir
de Saccharomyce cerevisiae a temperaturas de incubacion de 30, 40, 50 y 60 °C a distintas
concentraciones de pNPG.

Concentracion de enzima 5 ug/ml, tiempo de incubacion 20 min.

En funcién de los resultados experimentales se observa que el comportamiento
cinético de la a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae sigue el modelo
de Michaelis-Menten para las temperaturas de 30, 40 y 50 °C, por debajo de una
concentracion de sustrato de 6 mM. A 60 °C la enzima pierde totalmente la capacidad para
hidrolizar al sustrato.

Del ajuste de la ecuacidon de Michaelis-Menten se determinaron los parametros
cinéticos Km y Vmax. Como se puede ver en la Tabla 11 y en la Figura 11, la temperatura
Optima para esta enzima es 40 °C ya que a dicha temperatura se registra la mayor actividad
enzimatica (Vmax de 1,81 + 0,04 umol/min/mg de proteina). Los valores de Vmax disminuyen
a medida que aumenta la temperatura después de los 40 °C lo que sugiere una menor
cantidad de enzima activa a mayor temperatura. El valor de Km obtenido a 40 °C (0,22 +
0,02 mM) estd de acuerdo con lo reportado por otros autores en condiciones similares
(Yamamoto, et al., 2004; Tabata, et al., 1984), sin embargo, no es posible comparar los
valores de Vmax porgue los métodos utilizados, si bien utilizan el mismo sustrato, no son
iguales; no son descriptos detalladamente en la bibliografia o no fueron expresados con

unidades internacionales.
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Por encima de los 40 °C se observé la pérdida de actividad y disminucién de la
afinidad (aumento de Kn), por desnaturalizacién de la proteina debido al efecto de la
temperatura.

Tabla 11: V.« y Km obtenidos experimentalmente para temperaturas de incubacion 30, 40, 50 y
60°C para la a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae.

Temperatura (°C)  V .xtEE (umol/min/mg prot.) K, £ EE (mM)
30 0,78 £0,01 0,11+0,01
40 1,81+0,04 0,22 +£0,02
50 1,29+0,06 2,71+0,26
60 --- -
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Figura 11: Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica y la afinidad de la a-glucosidasa
purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae para la hidrélisis de pNPG. La linea de puntos azul
sefiala la temperatura optima para la enzima.
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4.2.3 Efecto de la temperatura sobre la estructura de la a-glucosidasa purificada a partir
de Saccharomyce cerevisiae

La fluorescencia intrinseca de una proteina resulta de la fluorescencia individual de
los residuos aromaticos que se encuentran formando parte de su estructura y de la
interaccion de estos con su entorno. La mayoria de las emisiones fluorescentes intrinsecas
de una proteina plegada se deben a la excitacion de los residuos de triptéfano, con algunas
emisiones debido a la tirosina y fenilalanina. El triptéfano tiene una longitud de onda de
maxima absorcién de 280 nm y su pico de emisidn va desde 300 a 350 nm dependiendo de
la polaridad del medio ambiente local (el pico se corre a mayores longitudes de onda
cuando el ambiente es mas polar), por lo que puede ser usada como indicador de los
microambientes del triptéfano y por ende de cambios en el plegamiento de la proteina que
modifiquen su microambiente (Nilsen, 2003).

Es decir, cuando una proteina se encuentra en su estado de conformacién nativo-
plegada en medio acuoso, los triptéfanos que forman parte de su estructura se encuentran
mas o menos expuestos al solvente acuoso polar, segun su localizacién en la estructura
tridimensional de la proteina. Si por algin motivo, la proteina sufriera cambios en su
estructura, los triptéfanos que estaban protegidos en el corazén hidrofébico de la
estructura podrian quedar mas expuestos al medio acuoso lo que llevaria a un corrimiento
del espectro de emisidn, permitiendo sugerir la desnaturalizacién de la proteina (Santos,
2009).

Con el objetivo de evaluar el efecto del aumento de la temperatura sobre la
estructura de la enzima, se midid la fluorescencia intrinseca de a-glucosidasa
Saccharomyce cerevisiae (Tipo I, 0,1 mg/ml en solucién buffer-fosfato) a lo largo del
proceso de calentamiento y para determinar si el efecto observado era reversible, también
se registraron espectros en el proceso de enfriamiento. Ademads, para simular el
tratamiento que recibe la enzima que se encuentran en la miel, se incluyé en el trayecto de
calentamiento una incubacién a 50°C por 30min (precalentado) y al llegar a 60°C se
mantuvo a dicha temperatura durante 10 min o 20 min antes de comenzar el ciclo de

enfriamiento, para emular la pasteurizacion.
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Las graficas de la Figura 12 nos muestran espectros de emisién de fluorescencia
intrinseca de a-glucosidasa de Saccharomyce cerevisiae registrados durante el proceso de
calentamiento. Se observé que a 25 °C el pico maximo de intensidad de florescencia (Amax)
ocurrié a los 351 nm. El aumento de la temperatura indujo la disminucion de la intensidad
de fluorescencia respecto a la observada a 25 °Cy un corrimiento batocrémico del espectro,

es decir hacia valores mayores de A (de menor energia).
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Figura 12: Espectros de fluorescencia intrinseca de a-glucosidasa purificada a partir de
Saccharomyce cerevisiae durante el proceso de calentamiento.
En los grdficos se indica el pico mdximo de IF a 25 °C.
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Se graficé el porcentaje de intensidad de fluorescencia a 351 nm respecto a la IF
inicial a 25 °Cincluyendo el proceso de calentado y enfriado y se calculd el % de disminucidn
de laintensidad de fluorescencia. En estos graficos (Figura 13) se observa claramente como

disminuye la IF con el aumento de la temperatura y cdmo no se recupera dicha IF al volver

a la temperatura inicial.
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Figura 13: Porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia (IF) respecto a la IF a 25 °C de
solucion de a-glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae.

a) Calentamiento mdximo de 60 °C por 10 min indicado con dos asteriscos. b) Calentamiento
mdximo de 60 °C por 20 min indicado con dos asteriscos. El calentamiento a 50 °C por 30 min
indicado con un asterisco.
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En la Tabla 12: se muestran los valores representados en la Figura 13. Se puede
observar que a medida que se aumentd la temperatura disminuyé el porcentaje de
intensidad de fluorescencia llegando a valores similares en ambas experiencias (33,9 + 0,9
% de IF a 60 °C por 10 miny 32,9 + 2,7 % de IF a 60 °C por 20 min). Para decidir si las
diferencias entre las medias observadas a 60 °C a 10 min y 60 °C a 20 min se pueden
justificar por los errores aleatorios, se realizd una prueba se significancia mediante el test
de Student (Miller, J.C. & Miller, J.N., 1993) no mostrando diferencias estadisticamente
significativas en ambos valores (P=0,05). En el proceso de enfriamiento, se puede observar
gue a 25 °Cno se logrd recuperar los valores de IF iniciales, pero dado que la intensidad de
fluorescencia del triptéfano (uno de los aminoacidos de residuos aromaticos que genera
fluorescencia) disminuye con la temperatura, independientemente de si ocurren cambios
en su entorno (Lakowicz, 2006), los porcentajes de disminucidn de IF no pueden atribuirse
exclusivamente a la pérdida de estructura. En funcion de esto, la posicion del espectro
(Amax) resulta un pardmetro mas exacto para evaluar los cambios en el entorno del

triptéfano por desnaturalizacion de la proteina por efecto de la temperatura.

Tabla 12: Porcentaje de intensidad de fluorescencia (IF) respecto a la IF a 25 °C de solucidon de a-
glucosidasa purificada a partir de Saccharomyce cerevisiae a temperaturas de calentamiento y

enfriamiento.
o % IF + EE (60 °C 10 min) % IF + EE (60 °C 20 min)
Temp. (°C) . . . I
Calentamiento Enfriamiento Calentamiento Enfriamiento
25 100 68,7+0,4 100 59,2+2,6
30 88,8+2,9 57,7+8,0 87,0+1,81 54,7+2,0
35 87,316,3 77,8+2,0
40 78,7+7,5 45,6+1,4 66,516,3 47,445
45 66,0%3,3 60,2+2,3
50 58,1+3,7 38,7+1,9 48,5+7,5 38,9+5,1
50 * 49,6+0,6 49,4+2,2
55 41,8+0,9 43,0+2,6
60 36,0£0,5 36,712,3
60 ** 33,9+0,9 32,9+2,7

* calentamiento por 30 min.
** calentamiento por 10 min o por 20 min
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La Figura 14 muestra la variacion de Amax con la temperatura. El corrimiento del
espectro de emisidon de fluorescencia intrinseca de la a-glucosidasa indica que el aumento
de la temperatura desnaturaliza |la proteina exponiendo los triptéfanos a un entorno mas
polar y que ese cambio en la estructura de la proteina es irreversible ya que luego del
proceso de enfriamiento no se recuperan los valores iniciales de Amsx. No se observan

diferencias entre las incubaciones por 10 o 20 minutos a 60°C.

360

358 -

356

354

352

350 '

Amax (nm)

348

346 .
® Calentamiento

344 b %  Tratamiento
—e— Enfriamiento

342 . . . .
20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

360 b)

358 |
356 | |
354 |

352

A max (hm)

350

|
|
|
|
|
\—l
348 + ® Calentamiento

—e— Enfriamiento
%*  Tratamiento

346

20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 14: Efecto del ciclo de calentamiento-enfriamiento sobre los valores de Amax de espectros
de emision de fluorescencia intrinseca de a-glucosidasa de Saccharomyce cerevisiae
a): tratamientos a 50 °C por 30 min y 60 °C por 10 min

b): tratamientos a 50 °C por 30 min y 60 °C por 20 min
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4.3 Efecto de la temperatura y tratamientos térmicos simulados en laboratorio sobre
la actividad a-glucosidasa en miel
4.3.1 Cinética de la actividad a-glucosidasa en miel

Segln lo reportado por Nishimoto et al. y Kubota et al., |la principal a-glucosidasa de
la miel corresponde a la a-glucosidasa Il de Apis mellifera, la cual hidroliza sacarosa y pNPG
ajustandose al modelo de Michaelis-Menten (2001; 2004). Ademas, estos autores,
determinaron que el pH 6ptimo para esta enzima es 6 y la temperatura optima 40 °C.

En la Figura 15 se puede observar que la temperatura éptima de la enzima presente
en las mieles de del Dpto. de Cruz del Eje de Cdordoba es 40 °C, coincidiendo con el trabajo
de Nishimoto y Kubota, y que a medida que aumenta la temperatura la actividad disminuye
siguiendo un patrén similar al observado con la a-glucosidasa purificada a partir de la

Saccharomyce cerevisiae mostrado en la Figura 11.
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Figura 15: Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica de la a-glucosidasa en la
miel M1. La linea de puntos azul sefiala la temperatura optima para la enzima.

La Figura 16 a) muestra la curva de sustrato realizada a partir de la enzima presente
en la miel M1, siguiendo el método descripto en el punto 3.3.1 donde se respeta la cantidad
de enzima y el tiempo de reaccién sugerido por Siegenthaler, y que son los mismos que

adopta la IHC para realizar sus determinaciones de NI. En este caso, con el objetivo de
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determinar los parametros cinéticos de Km y Vmax, los valores fueron expresados como
actividad especifica previo la determinacion del contenido de proteina por el método
Bradford como se describié en el punto 3.8. El valor obtenido fue de 0,62 + 0,22 mg
proteina por gramo de miel.

Se observa que la curva de sustrato no alcanza claramente la meseta tipica
correspondente a la Vmax, posiblemente porque la concentracion de sustrato maxima
utilizada (17 mM) no fue suficiente. Es necesario aclarar que no fue posible utilizar
concentraciones mayores de sustrato debido a la baja solubilidad de este en buffer-fosfato.
Es por esto que, aparte de ajustar los datos experimentales a la ecuacién de Michaelis -
Menten, para obtener los pardmetros cinéticos también se realizé el grafico de las dobles
reciprocas de Lineaweber-Burk (Fennema, 0., 2010) mostrado en la Figura 16 b).

A partir del ajuste de los datos experimentales a la ecuacidon de Michaelis-Menten se
determind el valor de Vmax = 0,17 £ 0,01 umol/min/mg prot. que refleja la cantidad de
enzima activa en la miel M1 y el valor de Km= 7,11 + 0,95 mM que muestra la afinidad de
la enzima por el sustrato artificial pNPG. A partir del grafico de Lineawever-Burk se
determinaron los siguientes valores para los parametros cinéticos Vmax= 0,13 umol/min/mg
prot. y Km=5,73 mM.

Los valores obtenidos de Vmax Y Km fueron inferiores a los reportados por diversos
autores para esta enzima, pero purificada a partir de abejas (Kubota M., et al., 2004;
Nishimoto, M., et al., 2001) o purificada a partir de mieles (Pontoh, 2001; Huber R. E &
Mathison R. D., 1976). Esto puede deberse principalmente a que los métodos utilizados por
estos autores no siempre fueron los mismos a los utilizados en este trabajo, como asi
también, la enzima fue purificada. En este trabajo la enzima no fue purificada desde la miel,
es decir que el medio en donde ocurrid la reaccidn fue distinto, y si bien, la afinidad por el
pPNPG de la enzima presente en la miel es muy alta, la enzima también podria estar
hidrolizando, aunque en menor medida, la sacarosa presente estableciéndose un nuevo
equilibrio en donde se hidroliza menos pNPG (Nishimoto, et al., 2001). Ademas de los
azucares y el agua, la miel contiene otras sustancias en menor proporcion. Los acidos
orgdnicos (predominantemente el acido glucénico) que derivan de la transformacion del
néctar en azucares o directamente del néctar dandole a la miel una leve acidez, se

encuentra en una concentracion aproximada del 0,6 % (da Silva, et all, 2016). Es sabido que
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la actividad enzimatica varia en funciéon de la acidez. Nishimoto, et all, realizé el estudio
para la a-glucosidasa tipo Ill purificada en su trabajo del 2001 determinando que el pH
Optimo para la enzima era de 6. Por otro lado, en el trabajo de Baroni M.V., et all, del 2009
determiné que el pH de las mieles del NO de Cérdoba estaba en el rango de 3,2y 5,8, lo
gue puede sugerir que el pH natural de la miel esta por debajo del pH éptimo. Sin embargo,
para las determinaciones de actividad enzimatica segin el método utilizado en este
trabajo, se regula la acidez mediante un buffer, siendo el pH de la reaccidn de 6 (pH dptimo
para la a-glucosidasa), por tal motivo se descarta que los dcidos orgdnicos pudieran influir
en los resultados de actvidad. Otro factor que puede influenciar en la actividad enzimatica
son los compuesto fendlicos. En la miel existen mas de 10.000 compuestos fendlicos
identificados (flavonoides y no flavonoides) entre los cuales se encuentran la quercetina,
la miricetina y el kaempferol (da Silva, et all, 2016). En un estudio se analizé la inibicion de
la a-glucosidasa de levaduras por parte de 16 flavonoides utilizando pNPG como sustrato,
y se demostrd que la quercetina, miricetina y el kaempferol tenian un efecto inhibidor de
mas del 50 % en esta enzima, siendo la quercetina el que produjo la mayor inhibicién (8 pg
produjo una inhibicién del 50 %) (lio, et all, 1984). En las mieles argentinas la concentracién
de compuestos fendlicos es de 700 a 800 pg expresados como acido galico por gramo de
miel (Patrignani & Lupano, 2016). Sin embargo no contamos con reportes sobre el
contenido especifico de los diferentes falvonoides en las mieles del Dpto. de Cruz del Eje,
por lo que no podemos asegurar que en la solucién de reaccidn para la determinacion de
la actividad de la a-glucosidasa utilizada en este trabajo exista una inhibicién apreciable
producida por estos compuestos.

Analizar mayor cantidad de mieles permitiria caracterizar a las mieles de la region en

cuanto al contenido de a-glucosidasa.
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Figura 16: Curva de sustrato para la actividad de a-glucosidasa de la miel a 40 °C para la miel M1.
Concentracion de miel 0,017 g/ml, tiempo de incubacion 20 min.

a) Grdfica Michaelis-Menten y b) grdfica Lineawever-Burk.

4.3.2 Efecto de tratamientos térmicos sobre la a-glucosidasa en miel

Cuatro muestras de mieles de diferentes productores del Dpto. de Cruz del Eje,
fueron sometidas a tratamientos térmicos diferentes (combinacion de temperatura y
tiempo) simulados en laboratorio segun se describe en el punto 3.6 de materiales y

métodos. Posteriormente se determind la actividad a-glucosidasa segun el método
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descripto en el punto 3.3.1 con el objetivo de observar el efecto de dichos tratamientos
sobre la actividad enzimatica y brindar sugerencias de los tiempos y temperaturas que
afecten minimamente la actividad de esta enzima, y de esa manera preservar la calidad de
la miel.

Las mieles genuinas, sin ningun tratamiento térmico, fueron consideradas como
muestra control. En este caso, la actividad enzimdtica se expresé6 como Numero de
Invertasa (NI).

En la Tabla 13 se muestran los valores obtenidos para el pardmetro la actividad a-
glucosidasa, expresado como Numero de Invertasa (NI). Las cuatro mieles mostraron
valores NI>10, superiores al minimo recomendado por la IHC, minimo 10 NI (Bogdanov S.,
etal., 1999).

Para valorar la calidad de las determinaciones de la actividad a-glucosidasa en miel,
realizadas en nuestro laboratorio, comparamos nuestros resultados con los obtenidos por
un laboratorio de referencia (Instituto Nacional de Tecnologia Industrial). Para decidir si las
diferencias entre las medias obtenidas en nuestro laboratorio y las medias obtenidas por
el laboratorio de referencia se pueden justificar por los errores aleatorios, se realizé una
prueba de significancia a través del test de Student (Miller, J.C. & Miller, J.N., 1993). La
media del valor de NI de la miel identificada como M3, mostré una diferencia
estadisticamente significativa respecto al valor de la media de NI de la referencia (P=0,05),
dando un valor levemente superior como se puede ver la Tabla 13. Esta diferencia se puede
deber a errores de reproducibilidad y repetibilidad del método. Para este trabajo se
adoptaron los NI obtenidos en nuestro laboratorio. A partir de estos resultados podemos

decir que nuestro protocolo para medir actividad de a-glucosidasa es confiable.

Tabla 13: Resultados obtenidos de NI para las cuatro mieles del Departamento de Cruz del Eje y
valores obtenidos por el Laboratorio INTI-Agroalimentos.
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Muestra NI Obtenidos NI Referencia

M1 13,8+0,3 14,13 + 0,03
M2 11,6 +0,1 10,93 + 0,88
M3 15,9+ 0,5 14,50 + 0,57
M4 12,1+0,4 11,53+ 0,38

Los resultados corresponden a la media + una desviacion

estandar.
En la Figura 17 y la Figura 18 se puede observar el efecto de los tratamientos térmicos
sobre la enzima presente en las cuatro mieles. Todas las mieles que recibieron tratamientos
térmicos experimentaron una reduccion en la actividad de la a-glucosidasa respecto a la

muestra control, aunque la reduccién fue caracteristica de cada miel.

18 )
Control
N 60 °C 5 min
= 60 °C 10 min
3 60 °C 15 min
/3 60 °C 20 min

Mieles
Figura 17: Grdfico de NI para el control y muestras con tratamientos térmicos (combinacion de
temperatura y tiempo) simulados en laboratorio a 60 °C y tiempos de exposicion de 5, 10, 15y 20
min con calentamiento previo de 50 °C por 30 min. Para cada grupo, las medias con una letra
comun no son significativamente diferentes para p<0,05 (Andlisis de varianza con test a posteriori
LSD de Fisher). La linea de puntos azul sefiala el valor minimo recomendado internacionalmente de
NI.
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Control

I 70°C1min30s
I 70 °C 3 min
[ 70 °C 5 min
=1 70 °C 10 min
[ 70 °C 15 min
[ 70 °C 20 min

Mieles

Figura 18: Grdfico de NI para el control y muestras con tratamientos térmicos (combinacion de
temperatura y tiempo) simulados en laboratorio a 70 °C y tiempos de exposicion de 1 min 30 s, 3,
5, 10, 15 y 20 min con calentamiento previo de 50 °C por 30 min. Para cada grupo, las medias con
una letra comun no son significativamente diferentes para p<0,05 (Andlisis de varianza con test a
posteriori LSD de Fisher). La linea de puntos azul sefiala el valor minimo recomendado
internacionalmente de NI.

En el Apéndice 4 se muestra el efecto en la actividad enzimatica de los tratamientos
aplicados en cada miel por separado (M1, M2, M3 y M4). Las medias muestrales de NI del
control y todas las medias de NI de las mieles con tratamiento fueron graficadas y se
confeccionaron tablas en orden decreciente de NI en funcion de los resultados
experimentales.

Como se pudo comprobar segun los resultados individuales (Apéndice 4), el efecto de la
temperatura (60 °Cy 70 °C) a distintos tiempos de exposicidon y con un calentamiento previo
a 50 °C por 30 min aplicado a cada miel, llevd a una disminucidn irreversible de la actividad
enzimatica de la a-glucosidasa en todos los casos y, dependiendo del valor inicial de
actividad enzimadtica, esta disminucién estuvo por debajo del valor recomendado
internacionalmente, minimo 10 NI (Bogdanov S., et al., 1999). Ademas, se ensayé el
protocolo sugerido por el fabricante del pasteurizador Farli (68-72 °C por 1min 30 s). La
experiencia realizada en este trabajo a 1 min 30 s con un calentamiento previo de 50 °C por

30 min (proceso de precalentamiento/homogeneizado) llevé a una disminucion de entre el
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14 al 22 % del NI llevando ese valor al limite de tolerancia, esto se puede ver en la Tabla

14.

Tabla 14: Porcentaje de disminucion de la actividad enzimdtica en mieles después de recibir
tratamientos térmicos simulados en laboratorio.

% de disminucién de la actividad enzimatica

Tratami
ratamiento gy ec 20 min*  70°C1min30s** 70°C 15 min* 70 °C 20 min*

térmico
M1 32,2 21,0 521 50,7
M2 36,2 18,1 39,8 40,1
M3 40,1 2,1 34,2 31,5
M4 232 14,3 271 17,7
7% disminucion 32,9 18,9 38,3 35,0
promedio ’ ’ ’ ’

* Con calentamiento previo a 50 °C 30 min
** Protocolo pasteurizador simulado en laboratorio con calentamiento previo a 50 °C 30 min

En la Figura 19 se muestra comparativamente el efecto sobre la actividad de a-
glucosidasa, expresada como actividad especifica en pmol/min/mg de proteina, de los
tratamientos aplicados a 60 °C y a 70 °C a tiempos iguales (5, 10, 15 y 20 min) para cada
miel. Para ello, previamente se determiné la cantidad de proteina de las cuatro mieles por
el método Bradford descripto en el punto 3.8 y los resultados se muestran en la Tabla 10.

En base a la Figura 16 podemos decir que los valores graficados corresponden a
valores de Vmax ([S]=17mM). Estos graficos, al igual que la Figura 17 y la Figura 18, permiten
observar la variabilidad que existe entre las mieles, lo que pone en evidencia la necesidad
de trabajar con mayor cantidad de muestras para poder estimar los valores poblacionales
de las mieles de esta zona. Sin embargo, es posible determinar que en todos los casos el
tiempo de exposicidon a altas temperaturas lleva a la disminucién de la actividad de la

enzima en porcentajes diversos.
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Figura 19: Grdfico de puntos de actividad a-glucosidasa expresada como actividad especifica
segun tratamientos a 60 °C y 70 °C a iguales tiempos (5, 10, 15 y 20 min) para las mieles M1, M2,
M3y M4. Comparacion de pares de datos para cada tiempo (5, 10, 15y 20 min) y prueba de
significancia a través del test de Student. Las medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p<0,05).

Por ultimo, se compararon todas las medias muestrales de NI (controles y todas las
muestras tratadas térmicamente) de las cuatro mieles. Para identificar diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos se realizé un Andlisis de Varianza con un
disefio en bloque completos al azar, considerandose a cada miel un bloque y recibiendo
cada bloque los mismos tratamientos (10 tratamientos y precalentamiento segun lo
mostrado en Tabla 8), y test LSD Fisher para evaluar diferencias significativas (Balzarini, y
otros, 2012).

Al igual que en el analisis de las mieles individuales (Apéndice 4) la media muestral
de NI de todas las muestras sin tratamiento (NI 13,3), fue el valor de mayor actividad a-

glucosidasa respecto a las medias muestrales de NI de todas las muestras que recibieron
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tratamientos térmicos (combinacién de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio.
Las diferencias fueron estadisticamente significativas como se muestra en la Figura 20.

La menor disminucién en la actividad a-glucosidasa se evidencié en las muestras que
recibieron tratamientos térmicos a 60 °C por 5 min y 10 min con un calentamiento previo
a 50 °C por 30 min, con medias muestrales de NI de 11,8 y 11,3 respectivamente, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellas. Los porcentajes de disminucion de la
activad fueron de 11,7 % y 14,9 % para cada caso. La mayor disminucién de la actividad a-
glucosidasa se evidencio en las muestras que recibieron tratamientos térmicos a 60 °C por
20 miny 70 °C por 15 y 20 min, no habiendo diferencias significativas entre las medias de
NI de las muestras que recibieron los tratamientos a 60 °C por 20 miny 70 °C por 20 min y
entre las muestras que recibieron los tratamientos a 70 °C por 15 y 20 min. Los porcentajes
de disminucién de la actividad fueron de 32,5 %, 38,1 % y 34,9 % para 60 °C por 20 min, 70
°C por 15y 70 °C por 20 min respectivamente.

Podemos decir que, tratamientos a 60 °C por 20 min o tratamientos a 70 °C por 15y
20 min, previo a un calentamiento a 50 °C por 30 min, implicé una reduccién por debajo
del valor recomendado internacionalmente, minimo 10 NI, (Bogdanov S., et al., 1999) con
una disminucién porcentual de la actividad del 32,5 %, 38,1 % y 34,9 % respectivamente.
Esto puede verse mas claramente en la Tabla 15: NI de las muestras control y porcentaje
de disminucion de NI respecto al control de las muestras con tratamientos térmicos para

las cuatro mieles.
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Figura 20: Grdfico de barra de NI para las muestras control y muestras con tratamiento térmico
(combinacion de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio para las cuatro mieles.
Andlisis de varianza (R2=0,87 y CV=7,40) y test “a posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos

experimentales. Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05). La

linea de puntos sefiala el valor minimo recomendado internacionalmente de NI.

Tabla 15: NI de las muestras control y porcentaje de disminucion de NI respecto al control de las
muestras con tratamientos térmicos para las cuatro mieles. La linea de puntos sefiala el valor

minimo recomendado internacionalmente para NI.

Tratamiento . Significancia Disminucién de
Media NI EE
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

Control (sin tratamiento) 13,3 0,2 a 0,0
60°C 5min 11,8 0,3 b 11,7
60°C 10 min 11,3 0,2 b; c 14,9
70°C 5min 10,8 0,2 cd 18,8
70°C 1min30s 10,8 0,2 cd 18,8
70°C 3 min 10,7 0,2 d 19,9
60°C 15 min 10,4 0,2 d 22,0

o omin 03 02 d 24
60°C 20 min 9,0 0,2 e 32,5
70°C 20 min 8,7 0,3 e; f 34,9
70°C 15 min 8,2 0,3 f 38,1

Nota: Analisis de varianza (R2=0,87 y CV=7,40) y test “a posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos
experimentales. Las medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<0,05).
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Diversos trabajos han estudiado cdmo afecta la temperatura a la calidad de la miel
tanto en procesos de “pasteurizacion” como almacenamiento basandose principalmente
en la actividad diastasa y el contenido de HMF entre otros (Tosi, et al., 2002; Tosi, et al.,
2004; Turkmen, et al., 2006; Molino, et al., 2011; Escriche, et al., 2008; Escriche, et al.,
2009; Adnan, et al., 2014). Los resultados respecto al estudio del efecto de la temperatura
sobre la actividad a-glucosidasa se refieren principalmente a mieles de otros paises y los
tratamientos o metodologia de analisis fueron diferentes a los aplicados en este trabajo
(Chua, L., et al., 2014; Lichtenberg-Kraag, 2012; Sramek, et al., 2016). Algunos han
reportado reducciones de la actividad invertasa del 50 % y 75 % para tratamientos por una
hora a altas temperaturas, 60 °C y 70 °C respectivamente (Dimins, F., et al., 2006),
disminuciones entre el 50 % y hasta cerca del 70 % después de someter mieles de diversos
origenes florales a 55 °C por 24 h (Karabournioti & Zervalaki, 2001).

Gutierrez et al. presentd un estudio realizado en mieles argentinas mostrando el
efecto de tratamientos térmicos simulados en laboratorio en la actividad a-glucosidasa
donde se observo una disminucion de la actividad a-glucosidasa (15,8 %). Sin embargo este
estudio se realizd en mieles florales de pradera (2011), diferentes a las estudiadas en este
trabajo.

En cuanto a la evaluacion del tiempo de almacenamiento a temperatura ambiente,
Orantes-Bermejo & Torre Fernandez-Pifiar reportan una disminucién de actividad a-
glucosidasa promedio de 33,4 % en miel de castafia después de 10 meses, y una
disminucion promedio de 28,1 % en miel de romero en el mismo periodo de tiempo (2009).
Asi mismo Vorlova & Pridal, pudieron comprobar un descenso de un 77,8 % de la actividad
a-glucosidasa de mieles comerciales checas comparadas con mieles frescas (2002).

Se puede observar que el calentamiento o el tiempo de almacenamiento siempre
tienen un efecto negativo en la actividad a-glucosidasa con variaciones segun la
temperatura, tiempo de exposicidon a una temperatura dada, el tipo de almacenamiento,
la actividad enzimatica inicial y el tipo o variedad de miel.

En base a los resultados obtenidos para las cuatro mieles del Dpto. de Cruz del Eje de
Cérdoba, podemos concluir que los tratamientos termicos que llevan a una disminucion del
NI por debajo de 10, valor minimo recomendado internacionalmente, son aquellos a 60 °C

por mas de 15 min y a 70 °C por mas de 10 min. Se registrd6 en promedio, una reduccion
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de la actividad a-glucosidasa del 33 % para las mieles que recibieron un tratamiento a 60°C
por 20 min y un 38 % para las mieles que recibieron un tratamientos a 70 °C por 15 miny
20 min, con un un precalentamiento a 50 °C por 30 min y enfriamiento posterior en todos

los casos.

4.4 Efecto de la adulteracion de miel con jarabe mezcla en la actividad a-glucosidasa

Se realiz6 la experiencia descripta en el punto 3.7 con el objetivo de observar como
afecta a la actividad de la a-glucosidasa el agregado de azucares simples, y si puede ser
considerada esta enzima un indicador de adulteracidon a través de un método rapido, fiable
y menos costoso que otros métodos para identificar azicares mas complejos como las
dextrinas provenientes de la produccion de glucosa o fructosa a partir de granos de maiz.

Para poder comparar los resultados hallados para cada miel, los mismos fueron
expresados en actividad especifica, (umol/min/mg de proteina). Para ello se determiné la
concentracion de proteinas en las cuatro mieles por el método Bradford segun el método
indicado en el punto 3.8 y los resultados se muestran en la Tabla 10. Las mezclas con 10 %
P/Py 20 % P/P con agua destilada no representarian una variacion en la composicién de la
miel, por lo que se esperan resultados similares a la muestra control.

El jarabe utilizado (Sucrodex) es una mezcla que posee en su composicién fructosa y
glucosa como principales componentes. En el Apéndice 6 se muestra el certificado de
analisis suministrado por el fabricante. Este edulcorante es utilizado en la industria
alimentaria para la elaboracién de dulces y mermeladas, frutas escurridas y abrillantadas,
licores, pulido de arroz, caramelos y conservas. Esta mezcla es de color claro y sabor dulce
y estable a la temperatura, lo que permite almacenarse por largos periodos de tiempo a
temperatura ambiente. Su menor precio, facil disponibilidad y menor viscosidad en
comparacion con la miel, lo convierte en un buen candidato para ser utilizado como un
adulterante, al igual que otros jarabes (jarabe de glucosa, jarabe de maiz de alta fructosa)
de similares propiedades, los cuales son obtenidos de la hidrélisis del almidén del maiz.
Como en su composicidon los azlcares principales son los mismos de la miel, es dificil de
detectar su presencia. Para descartar la posibilidad de actividad enzimatica, se realizé la
determinacién de actividad a-glucosidasa al jarabe mezcla segiin el método descripto en el

punto 3.3.1 240 °Cy 20 min de incubacién, no detectando absorbancia de pNP".
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Se determind la actividad a-glucosidasa a distintas temperaturas de incubacién (30,
40, 50 y 60 °C) a las mieles genuinas (muestra control) y a las mieles rebajadas en un 10 %
P/Py 20 % P/P con jarabe mezcla y con agua destilada, para luego graficar la actividad
especifica vs. la temperatura. Para decidir si las diferencias entre las medias de la muestra
control y las medias de las muestras adulteradas son significativas, es decir se deben a
errores aleatorios, se aplicd una prueba de significacion entre pares de muestras
correspondiente a una misma temperatura mediante la aplicacién del test de Student
(Mmiller, J.C. & Miller, J.N., 1993).

El incremento en la concentracion de glucosa en las mieles adulteradas representé el
3,2 % P/Py 6,4 % P/P para las mezclas con 10 % P/P y 20 % P/P de jarabe mezcla,
respectivamente. El incremento en la concentracién de fructosa en las mieles adulteradas
representé el 3,8 % P/Py 7,6 % P/P para las mezclas con 10 % P/P y 20 % P/P de jarabe
mezcla, respectivamente. En la Tabla 16 y en la Tabla 17 se muestran las concentraciones

finales de estos azucares segun las preparaciones realizadas para este estudio.

Tabla 16: Concentracion de glucosa en mieles y jarabe mezcla, y las concentraciones finales de las
mezclas realizadas con 10 % P/Py 20 % P/P de jarabe.

Gl 100g Gl 100
Muestras  Glucosa g/100 g ucosa g/100 g ucosa g/100 g

10 % jarabe 20 % jarabe
M1 314 315 315
M2 31,6 31,6 31,7
M3 30,4 30,6 30,7
M4 27,3 27,8 28,2

Jarabe 32

Tabla 17: Concentracion de fructosa en mieles y jarabe mezcla, y las concentraciones finales de las
mezclas realizadas con 10 % P/Py 20 % P/P de jarabe.

Fructosa g/100 g Fructosa g/100
Muestras  Fructosa g/100 g . g/100g Fru g/100g

10 % jarabe 20 % jarabe
M1 40,6 40,3 40,1
M2 38,9 38,8 38,7
M3 40,7 40,4 40,2
M4 37,6 37,6 37,7
Jarabe 38
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Todas las mieles exhibieron la mayor actividad a-glucosidasa a los 40 °C y una
reduccidn abrupta de la actividad a los 50 °C y 60 °C teniendo un comportamiento similar
al de la enzima purificada a partir de Saccharomyces cereviceae (punto 4.2.2). Las mieles
M3 y M4, como se muetraen la Figura 21, tuvieron un comportamiento mds cercano a lo
esperado a temperaturas de 30, 40 y 50 °C, en comparacién con las mieles M1 y M2
(Apéndice 5) donde no se evidencia claramente el efecto de la adulteracién. Las diferencias
en las mezclas con 10 % P/P de jarabe y la muestra control no son lo suficientemente grande
como para rechazar que las diferencias observadas se deban a la variacidn aleatoria, sin
embargo, se pueden observar diferencias significativas cuando la mezcla corresponde al 20
% P/P. Este efecto de reduccidn de la actividad enzimatica por la presencia de azlcares
simples podria asociarse a una inhibiciéon por producto. Si bien la afinidad por el pNPG de
la enzima presente en la miel es muy alta, la enzima también estard hidrolizando, aunque
en menor medida, la sacarosa presente. El agregado de fructosa y glucosa podria estar
estimulando la ocurrencia de las reacciones inversas, no solo de hidrdlisis de pNPG sino
también la de hidrélisis de sacarosa, estableciéndose un nuevo equilibrio en donde se

hidroliza menos pNPG (Nishimoto, et al., 2001).
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Figura 21: Grdfica de la actividad especifica de a-glucosidasa de las mieles M3 y M4 a distintas
temperaturas de incubacion (30, 40, 50 y 60 °C) para concentraciones de miel y jarabe mezcla de
10 % P/Py 20 % P/P, de miel y agua destilada de 10 % P/P y 20 % P/P. Letras diferente y del mismo
color corresponden a las medias de actividad especifica que mostraron diferencias
estadisticamente significativas tras aplicar el test de Student (P= 0,050).

En un estudio publicado por White et al. se evidencié que la actividad de la enzima
a-glucosidasa presente en la miel es inhibida por glucosa y que ademas posee la capacidad
de transglicosilaciéon formando trisacaridos (c-maltosil B-D-glucosido) adicionando una
glucosa a la sacarosa (1953), sin embargo, el trabajo no describe cémo es el mecanismo de
inhibicién. Por otro lado, en el trabajo de Huber et al., donde se logra aislar la enzima a-
glucosidasa de la abeja melifera, también describe la capacidad de transglicosilacién y no
hubo efecto de inhibicién por glucosa a concentraciones hasta 0,5 M en prueba realizada
pNPG como sustrato a concentracion de 0,02 M (1976).

La disminucién de la actividad de a-glucosidasa en la miel adulterada podria deberse
también, a una propiedad alostérica de autoregulacién de la a-glucosidasa inespecifica,
pero esto podria ser poco probable segun el trabajo Kubota et al. donde se estudiaron los
tres tipo de a-glucosidasa presentes en la abeja Apis mellifera y la a-glucosidasa variante
lll, gue es la enzima producida por la glandula hipofaringea de la abeja y responsable de Ia
conversion del néctar en miel, no presentd una comportamiento alostérico (2004).

Dado que el jarabe utilizado en nuestro trabajo contiene también maltosa,
maltotriosa y restos de azucares, podriamos sugerir que estan inhibiendo la hidrolisis de
pPNPG en el sitio activo de la enzima, teniendo en cuenta que la maltosa es reconocida como

sustrato de la enzima aparte de la sacarosa y que se ha descripto la inhibicidn de la hidrélisis
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de pNPG en presencia de trealosa (Huber R. E & Mathison R. D., 1976). No hemos
encontrado reportes sobre el efecto de otros azucares sobre la hidroélisis de pNPG por la a-
glucosidasa de la miel, este es un aspecto que deberia evaluarse para echar luz sobre el
mecanismo por el cual la enzima puede detectar la adulteracidn con este jarabe. La Unica
forma de poder establecer que existe una inhibicién por producto es a través de datos
empiricos, lo que podria ser el objetivo de futuros trabajos.

En cuanto a la deteccién de una adulteracion, se ha reportado el uso de métodos
cromatograficos (HPLC) y espectroscdpicos (FTIR) que resultan laboriosos y costosos para
su implementacién. Fattori et al., ha realizado una experiencia mediante TLC
(cromatografia de columna de capa fina) para detectar adulteracién de mieles mediante la
cuantificacién de maltodextrinas (polimero de la glucosa que aparece como resultado de
la hidrdlisis del almiddn). En el estudio se realizaron mezclas de miel pura en distintas
proporciones con jarabe de glucosa (1, 2, 5, 7y 10 % P/P). Mediante este método la minima
deteccidn de jarabe de glucosa fue de 0,5 % P/P (Fattori, et al., s.f.). En el trabajo no se
especifica la concentracidon de glucosa de dicho jarabe, pero si se puede inferir que,
mediante métodos de TLC, es posible detectar pequenas cantidades de este adulterante,
sin embargo, es un método muy laborioso y costoso. Por su parte, Abdel-Aal, et al., propuso
un método para detectar adulteracion en base a la determinacion de la viscosidad aparente
de las mieles siendo capaz de detectar desde un 10 % P/P de nivel de adulteracion de miel
con JMAF (1993).

En principio no podemos decir que la actividad a-glucosidasa puede ser un indicador
de adulteracion cuando la adulteracion es inferior al 20 % P/P. Sin embargo, la actividad de
la enzima es capaz de detectar adulteraciones del 20 % P/P, lo que representa la deteccidn
de aproximada de 6 % P/P de glucosa proveniente del jarabe.

Los resultados obtenidos de esta experiencia muestran que la actividad de a-
glucosidasa es un método sensible y prometedor para detectar la adulteracion en mieles
por el agregado de jarabes de maiz. Estos resultados no pueden ser tomados como
concluyentes, pero es una primera aproximaciéon al desarrollo de un método sencillo,
considerando que no hay trabajos de este tipo realizados. Serd necesario mejorar el disefio

del experimento para incluir mayor cantidad de muestras en el ensayo, probar mayores
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concentraciones de adulterante y evaluar la capacidad de otros azucares presentes en el

jarabe para inhibir la hidrdlisis del pNPG.

5. CONCLUSIONES

La temperatura 6ptima para la actividad de la enzima purificada a partir de
Saccharomyces cerevisiae fue de 40 °C, por encima de esta temperatura la actividad de la
enzima disminuye y puede explicarse por el cambio irreversible de la estructura de la
proteina evidenciado por el incremento de Amax a temperaturas superiores a los 40 °C. Por
otra parte, La temperatura optima de la enzima presente en la miel también fue de 40 °Cy
en base a la homologia que presenta con la enzima de Saccharomyces cerevisiae.
Proponemos que la enzima en la miel sufre cambios similares en su estructura ante la
exposicidén a temperaturas mayores a 40°C.

Se ensayaron tratamientos térmicos que simulan los que experimentaria la miel en
un proceso de extraccién (precalentamiento a 50 °C por 30 min; pasteurizacion y enfriado)
y se determiné el NI. Todas las mieles tratadas térmicamente experimentaron una
disminucion del NI respecto al control (miel sin tratamiento térmico). Los tratamientos que
llevaron a una disminucion del NI por debajo de 10 (minimo recomendado
internacionalmente), fueron aquellos a 60 °C por mds de 15 min y a 70 °C por mas de 10
min. El promedio de la reduccién de la actividad a-glucosidasa fue del 33 % para las mieles
que recibieron un tratamiento a 60 °C por 20 miny un 37 % para las mieles que recibieron
un tratamientos a 70 °C por 15y 20 min.

En funcién de los resultados de este trabajo, se recomienda que en los procesos de
“pasteurizacion” convencionales se establezcan protocolos estandarizados teniendo en
cuenta: valores iniciales de NI, el volumen de miel, forma de homogeinizacién (o mezclado),
la temperatura y tiempo de exposicion durante los tratamientos térmicos para evitar
sobrecalentamientos, recomendando el uso de temperaturas no mayores a los 60 °C por
mas de 15 min. Asi mismo, para los sistemas de “pasteurizacidon” a alta temperatura-corto
tiempo, se recomienda la implementacion de protocolos estandarizados teniendo en
cuenta: los valores iniciales de NI, temperatura y velocidad de “pasteurizacion”
recomendando no superar los 70 °C por mas de 10 min. En ambos casos, para la definicién
de un protocolo, es conveniente tomar muestras antes y después de los tratamientos y
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confirmar, mediante determinacion de NI, que el proceso no provoca disminucién de la
actividad enzimdtica por debajo de los 10 NI. Para los casos de mieles de baja actividad
enzimatica natural, el valor recomendado de NI no debe ser inferior a 4 (Bogdanov S., et
al., 1999), pero este no seria el caso de mieles del Noroeste de Cérdoba.

Finalmente, la actividad a-glucosidasa de la miel permitié distinguir la adulteracién

de la miel a partir del 20 % P/P de jarabe.

6. PROYECCIONES FUTURAS

En virtud del trabajo realizado, y comprendiendo que aln hay aspectos a desarrollar
con mayor profundidad, se plantean los siguientes temas a abordar en trabajos futuros:

- Actividad a-glucosidasa caracteristica de las mieles de la regién: incrementar el
numero de muestras a analizar a fin de lograr informacidn representativa de las
mieles de la region.

- Actividad a-glucosidasa como indicador de la adulteracidon de miel por el agregado
de azlcares invertidos: ensayar otros adulterantes, combinaciones de diversos
adulterantes y concentraciones de estos.

- Efecto de la temperatura en la cinética y estructura de la a-glucosidasa de la miel:
purificar la enzima de la miel y comparar la actividad a distintas temperaturas de la
enzima purificada con la actividad de la enzima en la miel. Determinar la
fluorescencia intrinseca a diversas temperaturas de calentamiento y enfriamiento
de la enzima purificada de la miel para comprobar la recuperacién o no de la
actividad enzimatica.

- Composicién de flavonoides en las mieles.
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APENDICES

Apéndice 1: Diagrama de flujo de procesamiento y fraccionamiento de miel
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Apéndice 2: Pasterurizador M3 marca Farli

Especificaciones

e En Acero Inoxidable AlSI 304.
e Termostato digital para control
de temperatura de trabajo.

e Termostato digital para el
control de la temperatura de
enfriamiento.

e Controlador de presion de
filtrado digital.

e Bomba a paletas controlada
por variador de velocidad
electronico.

e Calentamiento en
intercambiador de calor eléctrico.
e Enfriado por intercambiador de
calor a agua.

e Dos filtros en linea, uno de
malla plisada de 80 micrones vy el
segundo de 5 micrones en tela no
tejida de fibra poliéster.

e Alimentacion eléctrica AC
220/380v 50/60Hz.

e Gabinete en Acero Inoxidable.

Nota: La imagen y las especificaciones fueron extraidas de la pagina Web del fabricante
(https://farli.com/).
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Apéndice 3: Tabla comparativa de requisitos minimos establecidos para miles segtin el

CAA, la Resolucion GMC N° 015/94, CODEX STAN 12:1981 e IHC

PARAMETRO

CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO
Capitulo X

RESOLUCION GMC N2 015/94
Incorporada por Resoluciéon MSyAS N° 003,
11.01.95

CODEX ALIMENTARIUS
CODEX STAN 12-1981

Humedad por
refractometria

Méximo 18 g/100 g

Méximo 20g/100 g

Maximo 20g/100 g

Cenizas

A 550-600 °C

Miel de flores: max. 0,6 g/100 g

Miel de mielada y mezcla de miel de
mieladay miel de flores: max. 1,0
g/100g

A 550-600 °C

Miel de flores: max. 0,6 g/100 g

Miel de mielada y mezcla de miel de
mieladay miel de flores: méx. 1,0
g/100¢g

No especifica

Azlcares reductores

Calculados como azucar invertido
Miel de flores: min. 65g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
flores: min. 60g/100 g

Calculados como azucar invertido
Miel de flores: min. 65g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
flores: min. 60g/100 g

Calculados como la suma de glucosa
y fructosa

Miel de flores: min. 60g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
flores: min. 45g/100 g

Sacarosa aparente

Miel de flores: max. 8 g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
mieladay miel de flores: max. 10
g/100g

Miel de flores: max. 5g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
mieladay miel de flores: max. 10
g/100g

Miel de flores: max. 5g/100 g

Miel de mieladay mezcla de miel de
mieladay miel de flores: max. 10
g/100g

Acidez libre

Méximo 40 meq/kg

Méximo 40 meqg/kg

Maximo 50 meq/kg

Actividad de la
diastasa

Minimo 8 unidades en la escala de
Gothe

Miel con un contenido bajo de
enzima natural, minimo 3 unidades
Gothe (siempre que el HMF sea < 15
mg/kg)

Minimo 8 unidades en la escala de
Gothe

Miel con un contenido bajo de
enzima natural, minimo 3 unidades
Gothe (siempre que el HMF sea < 15
mg/kg)

Minimo 8 unidades en la escala de
Schade

Miel con un contenido bajo de
enzima natural, minimo 3 unidades
Schade (siempre que el HMF sea< 15
mg/kg)

Hidroximetilfurfural
(HMF)

Maximo 40 mg/kg

Maximo 40 mg/kg

Maximo 40 mg/kg

Dextrinas totales

Miel de flores: max. 3g/100 g

No especifica

No especifica

Conductividad eléctrica

No especifica

No especifica

Miel de flores: méx. 0,8 mS/cm
Miel de mielada: min. 0,8 mS/cm

Sélidos insolubles en
agua

Méximo 0,1g/100 g
Miel prensada max. hasta 0,5g/100 g

Méximo 0,1g/100 g
Miel prensada mdx. hasta 0,5g/100 g

Maximo 0,1g/100 g
Miel prensada max. hasta 0,5g/100 g
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Apéndice 4: Efecto en la actividad enzimatica de los tratamientos térmicos aplicados en

cada miel (M1, M2, M3 y M4)

A continuacidn, se detalla el efecto en la actividad enziméatica de los tratamientos
aplicados en cada miel. Las medias muestrales de NI del control y todas las medias de NI
de las mieles con tratamiento fueron graficadas y se confeccionaron tablas en orden
decreciente de NI en funciéon de los resultados experimentales.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos se
realizé un Analisis de Varianza con un disefio completamente aleatorio y test LSD Fisher
(Balzarini, y otros, 2012).

Miel: M1

En la Figura 22 se puede observar que la muestra control, con una media de NI 13,8,
fue la muestra con mayor actividad a-glucosidasa y las muestras sometidas a tratamientos
térmicos (combinacién de temperatura y tiempo) tuvieron un valor medio de NI inferior
respecto al control y esta diferencia fue estadisticamente significativa.

Tanto en las muestras tratadas a 60 °C como las tratadas a 70 °C se observo un
descenso de la actividad enzimatica cuanto mayor fue el tiempo de calentamiento. Las
diferencias entre las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 min y 10 min, y 60
°C a 15 min y 20 min fueron estadisticamente significativas. No hubo diferencias
significativas entre las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 min y 10 min.
Las diferencias entre las medias de NI de las muestras tratadas a 70 °C por 1 min 30 sy 3
min no fueron estadisticamente significativos entre ellas. De igual modo las medias de NI
de las muestras tratadas a 70 °C por 5 min y 10 min tampoco fueron estadisticamente
significativos entre ellas. Finalmente, no hubo diferencias significativas de las medias de NI
de las muestras tratadas a 70 °C por 15 min y 20 min. Esto se puede observar mas
claramente en la Tabla 18. Podemos decir que, los tratamientos a 60 °C por 20 min, 70 °C
por 15 min y 70 °C por 20 min, con un calentamiento previo a 50 °C por 30 min en la miel
M1, implicaron una reduccién de la actividad enzimatica por debajo del valor recomendado
internacionalmente (minimo 10 NI) (Bogdanov S., et al., 1999) con una disminucién de la

actividad en un 32,4 %, 52,1 % y 50,7 % respectivamente.
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Figura 22: Grdfico de barra de NI para la muestra control y muestras con tratamiento térmico
(combinacion de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio para la miel M1.
a) Tratamientos a 60 °C. Andlisis de varianza (R2=0,98 y CV=1.91) y test “a posteriori” LSD de

Fisher aplicado a los datos experimentales. b) Tratamiento a 70 °C (R2=0,98 y CV=3,81) y test “a
posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos experimentales. Las medias con una letra comun no
son significativamente diferentes (p<0,05).

Tabla 18: NI de muestra control y porcentaje de disminucion de NI respecto al control de muestras
con tratamientos térmicos para la miel M1.

Miel Tratamiento Media NI EE Significancia Disminucién de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M1 Control (sintratamiento) 13,8 0,2 a 0,0

M1 60 °C 5min 12,5 0,2 b 9,4

M1 60 °C 10 min 12,4 0,1 b 10,1

M1 60 °C 15 min 11,4 0,1 C 17,6

M1 60 °C 20 min 9,4 0,1 d 32,2

Miel Tratamiento Media NI EE Significancia Disminucién de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M1 Control (sintratamiento) 13,8 0,2 a 0,0

M1 70°C 3min 11,6 0,2 b 16,3

M1 70°C 1min30s 10,9 0,2 b; c 21,0

M1 70°C 5min 10,8 0,2 C 21,7

M1 70°C 10 min 10,5 0,2 C 23,8

M1 70°C 20 min 6,8 0,3 d 50,7

M1 70°C 15 min 6,6 0,3 d 52,1

Nota: Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05).
Miel: M2
En la Figura 23 se puede observar que la muestra control (sin ningln tratamiento),

con una media de NI 11,6, fue la muestra con mayor actividad a-glucosidasa y las muestras
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sometidas a tratamientos térmicos (combinacidn de temperatura y tiempo) simulados en
laboratorio tuvieron un valor medio de Nl inferior respecto al control y esta diferencia fue
estadisticamente significativa.

Tanto en las muestras tratadas a 60 °C como en las tratadas a 70 °C se observo un
descenso de la actividad enzimatica cuanto mayor fue el tiempo de calentamiento. Las
diferencias entre las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 min, 10 miny 15
min no fueron estadisticamente significativas, sin embargo, existieron diferencias
significativas entre estas medias de Nl y la media de NI de la muestra tratada a 60 °C por
20 min. Las diferencias de las medias de NI de las muestras tratadas a 70 °C fueron
estadisticamente significativas con excepcion de las tratadas a 70 °C por 15 min y 20 min.
Podemos decir que, los tratamientos a 60 °C por 5, 10, 15 y 20 min; y los tratamientos a
70°C por 1 min 30s, 3, 5, 10, 15 y 20 min, con un calentamiento previo a 50 °C por 30 min
en la miel M2, implicaron una reduccién del NI por debajo del valor recomendado
internacionalmente (minimo 10 NI) (Bogdanov S., et al., 1999). La maxima disminucién de
la actividad fue del 36,2 % para el tratamiento térmico de 60 °C por 20 min, y 39,8 % y 40,1
% para los tratamientos térmicos a 70 °C por 15 y 20 min respectivamente. Esto se puede

ver mas claramente en la Tabla 19.
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Figura 23: Grdfico de barra de NI para la muestra control y muestras con tratamiento térmico
(combinacion de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio para la miel M2.
a) Tratamientos a 60 °C. Andlisis de varianza (R?=0,97 y CV=2,72) y test “a posteriori” LSD de Fisher

aplicado a los datos experimentales. b) Tratamiento a 70 °C (R?=0,98 y CV=3,81) y test “a
posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos experimentales. Las medias con una letra comun no
son significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 19: NI de muestra control y porcentaje de disminucion de NI respecto al control de muestras
con tratamientos térmicos para la miel M2.

Miel Tratamient.o Media NI EE Significancia Disrr.1ir.1ucic'>n de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M2 Control (sintratamiento) 11,6 0,2 a 0,0

M2 60 °C 5 min 9,7 0,2 b 17,0

M2 60 °C 10 min 9,6 0,2 b 18,0

M2 60 °C 15min 9,2 0,2 b 21,0

M2 60 °C 20 min 7,4 0,2 C 36,2

Miel Tratamiento Media NI EE Significancia Disminucion de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M2 Control (sin tratamiento) 11,6 0,1 a 0,0

M2 70°C 1min30s 9,5 0,1 b 18,1

M2 70°C 3min 91 0,1 C 22,0

M2 70°C 5min 8,6 0,1 d 26,5

M2 70°C 10 min 8,1 0,1 e 30,8

M2 70°C 15min 7,0 0,2 f 39,8

M2 70°C 20 min 7,0 0,2 f 40,1

Nota: Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05).
Miel: M3

En la Figura 24 se puede observar que la muestra control (sin ningln tratamiento),
con una media de NI 15,9, fue la muestra con mayor actividad a-glucosidasa y las muestras
sometidas a tratamientos térmicos (combinacién de temperatura y tiempo) simulados en
laboratorio produjeron una reduccidn estadisticamente significativa del NI respecto al
control.

Tanto en las muestras tratadas a 60 °C como en las tratadas a 70 °C se observo un
descenso de la actividad enzimdtica cuanto mayor fue el tiempo de calentamiento. Las
diferencias entre las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 min y 10 min no
fue estadisticamente significativas, de igual modo ocurrid con las muestras tratadas a 60°C
por 10y 15 min. Si hubo diferencia significativa en las medias de NIl de las muestras tratadas
a 60 °C por 20 min y estos dos grupos. Para las muestras tratadas a 70 °C no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las mediasde Nla1 min 30s, 3,5y 10 min.
Tampoco hubo diferencias significativas entre las medias de NI de las muestras tratadas a
70 °C por 15 min y 20 min pero si entre estos dos grupos. Podemos decir que, los
tratamientos a 60 °C por 20 min, con un calentamiento previo a 50 °C por 30 min, implicé

una reduccién por debajo del valor recomendado internacionalmente (minimo 10 NI)
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(Bogdanov S., et al., 1999), con una disminucién del 40,1 % de la actividad. Esto no ocurrid

para los tratamientos a 70 °C. Esto puede verse mas claramente en la

Tabla 20.
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Figura 24: Grdfico de barra de NI para la muestra control y muestras con tratamiento térmico
(combinacion de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio para la miel M3.
a) Tratamientos a 60 °C. Andlisis de varianza (R?=0,93 y CV=5,65) y test “a posteriori” LSD de Fisher

aplicado a los datos experimentales. b) Tratamiento a 70 °C (R?=0,96 y CV=3,42) y test “a
posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos experimentales. Las medias con una letra comun no
son significativamente diferentes (p<0,05).

Tabla 20: NI de muestra control y porcentaje de disminucion de NI respecto al control de muestras
con tratamientos térmicos para la miel M3.

Miel Tratamiento Media NI EE Significancia Disminucién de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M3 Control (sintratamiento) 15,9 0,4 a 0,0

M3 60 °C 5min 13,6 0,5 b 14,7

M3 60 °C 10 min 13,0 0,4 b; c 18,2

M3 60 °C 15 min 11,7 0,4 c 26,5

M3 60 °C 20min 9,5 0,4 d 40,1

Miel Tratamient.o Media NI EE Significancia Disn'.wir.wcién de
Temperatura Tiempo (p=<0,05) actividad (%)

M3 Control (sintratamiento) 15,9 0,2 a 0,0

M3 70°C 5min 13,0 0,3 b 18,2

M3 70°C 10 min 12,9 0,3 b 19,1

M3 70°C 3 min 12,7 0,3 b 20,1

M3 70°C 1min30s 12,4 0,3 b 22,1

M3 70°C 20 min 10,9 0,3 C 31,5

M3 70°C 15 min 10,5 0,3 c 34,2

Nota: Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05).
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Miel: M4

En la Figura 25 se puede observar que la muestra control (sin ningun tratamiento)
con una media de NI 12,1, fue la muestra con mayor actividad a-glucosidasa y cualquier
tratamiento térmico aplicado (combinacidon de temperatura y tiempo) simulados en
laboratorio produjeron una reduccién estadisticamente significativa del NI respecto al
control.

Tanto en las muestras tratadas a 60 °C como en las tratadas a 70 °C se observo un
descenso de la actividad enzimdatica cuanto mayor fue el tiempo de calentamiento. Las
diferencias entre las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 y 10 min fueron
estadisticamente significativos. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre
las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 15 y 20 min, pero si entre este grupo
y las medias de NI de las muestras tratadas a 60 °C por 5 y 10 min. Las medias de NI para
las muestras tratadas a 70 °C no mostraron diferencias significativas claras por lo que no se
pueden tener conclusiones en base a los datos estadisticos. Podemos decir que, el
tratamiento a 60 °C por 15 y 20 min, con un calentamiento previo a 50 °C por 30 min,
implicé una reduccién por debajo del valor recomendado internacionalmente (minimo 10
NI) (Bogdanov S., et al., 1999), con una disminucién del 21.9 % de la actividad. Esto puede

verse mas claramente en la Tabla 21.
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Figura 25: Grdfico de barra de NI para la muestra control y muestras con tratamiento térmico
(combinacion de temperatura y tiempo) simulados en laboratorio para la miel M4.
a) Tratamientos a 60 °C. Andlisis de varianza (R2=0,96 y CV=2,67) y test “a posteriori” LSD de

Fisher aplicado a los datos experimentales. b) Tratamiento a 70 °C (R2=0,92 y CV=3,80) y test “a
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posteriori” LSD de Fisher aplicado a los datos experimentales. Las medias con una letra comtn no
son significativamente diferentes (p<0,05).

Tabla 21: NI de muestra control y porcentaje de disminucion de NI respecto al control de muestras
con tratamientos térmicos para la miel M4.

Miel Tratamient.o Media NI EE Significancia Disn'.1ir.1ucic'>n de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M4 Control (sin tratamiento) 12,1 0,1 a 0,0

M4 60 °C 5min 11,3 0,2 b 6,8

M4 60 °C 10 min 10,4 0,2 C 14,7

M4 60 °C 15min 9,7 0,2 d 20,5

M4 60 °C 20 min 9,3 0,2 d 23,2

Miel Tratamiento Media NI EE Significancia Disminucidon de
Temperatura Tiempo (p<0,05) actividad (%)

M4 Control (sin tratamiento) 12,1 0,2 a 0,0

M4 70°C 5min 10,9 0,2 b 10,3

M4 70°C 1min30s 10,4 0,2 b; c 14,3

M4 70°C 20 min 10,0 0,3 cd 17,7

M4 70°C 10 min 9,9 0,2 cd 18,7

M4 70°C 3min 9,3 0,2 d; e 23,1

M4 70°C 15min 8,9 0,3 e 27,1

Nota: Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0,05).
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Apéndice 5: Efecto de la adulteracién con jarabe mezcla en la actividad a-glucosidasa en

cada miel (M1, M2, M3 y M4)

En este apéndice se detalla el efecto de la adulteracidn en la actividad a-glucosidasa
en cada miel. La actividad fue expresada como actividad especifica (umol/min/mg de

proteina).

Miel M1

La mayor actividad enzimatica se produjo a 40 °C, confirmando que esta también es
la temperatura de mayor actividad de la a-glucosidasa como ya se vio con la enzima
purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae (punto 4.2.2). Por otro lado, la actividad
decrecio abruptamente a 50 °Cy 60 °C donde la enzima comienza a desnaturalizarse como
se vio con la enzima purificada (punto 4.2.2 y 4.2.3). La comparacién de la actividad
especifica de la muestra control y la miel rebajada al 10 % P/P de jarabe y la misma dilucién
con agua destilada, no mostré diferencias estadisticamente significativas de las medias a
30, 40 y 50 °C. La comparacién de la actividad especifica de la muestra control y la miel
rebajada al 20 % P/P con agua destilada, no mostré diferencias significativas de las medias,
comportandose segln lo esperado. Mientras que hubo diferencias significativas entre las
medias de la muestra control y la mezcla con 20 % P/P de jarabe a 40 °Cy a 50 °C. Si bien
en ambas experiencias, se observaron diferencias significativas entre el control y las
mezclas a 60 °C, no queda claro este comportamiento ya que solo se presentd en la miel
M1, pudiendo deberse a problemas del método. Los resultados fueron graficados y se

muestran en la Figura 26.
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Figura 26: Grdfica de la actividad especifica de a-glucosidasa de la miel M1 a distintas
temperaturas (30, 40, 50 y 60 °C) para concentraciones de miel y jarabe mezcla de 10 % P/Py 20 %
P/P, de miel y agua destilada de 10 % P/Py 20 % P/P, y muestra control. Letras diferente y del
mismo color corresponden a las medias de actividad especifica que mostraron diferencias
estadisticamente significativas tras aplicar el test de Student (P= 0,050).

Miel M2

La mayor actividad enzimatica se produjo a 40 °C, confirmando que esta también es
la temperatura de mayor actividad de la a-glucosidasa como ya se vio con la enzima
purificada a partir de Saccharomyces cerevisiae (punto 4.2.2). Por otro lado, la actividad
decrecio abruptamente a 50 °Cy 60 °C donde la enzima comienza a desnaturalizarse como
se vio con la enzima purificada (punto 4.2.2 y 4.2.3). La comparacion de la actividad
especifica de la muestra control y la miel rebajada con 10 % P/P de jarabe y la miel rebajada
con 10 % P/P de agua destilada, no mostraron diferencias estadisticamente significativas
de las medias a 30, 40 y 60 °C. Se observé diferencias significativas en las medias entre el
control y las mezclas a 50 °C en ambos casos. La comparacion de la actividad especifica de
la muestra control y la miel rebajada con 20 % P/P de agua destilada, solo mostrd
diferencias significativas de las medias a los 50 °C. Mientras que hubo diferencias
significativas entre las medias de la muestra control y la mezcla con 20 % P/P de jarabe a

30 °Cy a 50 °C. Los resultados fueron graficados y se muestran en la Figura 27.
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Figura 27: Grdfica de la actividad especifica de a-glucosidasa de la miel M2 a distintas
temperaturas (30, 40, 50 y 60 °C) para concentraciones de miel y jarabe mezcla de 10 % P/Py 20 %
P/P, de miel y agua destilada de 10 % P/P y 20 % P/P, y muestra control. Letras diferente y del
mismo color corresponden a las medias de actividad especifica que mostraron diferencias
estadisticamente significativas tras aplicar el test de Student (P= 0,050).

Miel M3

La mayor actividad enzimatica se produjo a 40 °C, confirmando que esta también es
la temperatura de mayor actividad de la a-glucosidasa como ya se vio con la enzima
purificada a partir de Saccharomices cerevisiae (punto 4.2.2). Por otro lado, la actividad
decrecio abruptamente a 50 °Cy 60 °C donde la enzima comienza a desnaturalizarse como
se vio con la enzima purificada (punto 4.2.2 y 4.2.3). La comparacion de la actividad
especifica de la muestra control y la miel rebajada con 10 % P/P de jarabe y miel rebajada
con 10 % P/P de agua destilada, no mostro diferencias estadisticamente significativas de la
media a 30, 40, 50 y 60 °C. La comparacién de la actividad especifica de la muestra control
y la miel rebajada con 20 % P/P de agua destilada, no mostré diferencias estadisticamente
significativas de la media a 30, 40, 50 y 60 °C, comportandose seglin lo esperado. Sin
embargo, hubo diferencias significativas entre las medias de la muestra control y la mezcla
con 20 % P/P de jarabe a 30, 40 y 50 °C, y entre las medias de la mezcla con 20 % P/P de
agua destilada y con la mezcla con 20 % P/P de jarabe a las mismas temperaturas. Los

resultados fueron graficados y se muestran en la Figura 28.
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Figura 28: Grdfica de la actividad especifica de a-glucosidasa de la miel M3 a distintas
temperaturas (30, 40, 50 y 60 °C) para concentraciones de miel y jarabe mezcla de 10 % P/P y 20 %
P/P, de miel y agua destilada de 10 % P/Py 20 % P/P, y muestra control. Letras diferente y del
mismo color corresponden a las medias de actividad especifica que mostraron diferencias
estadisticamente significativas tras aplicar el test de Student (P= 0,050).

Miel M4

La mayor actividad enzimatica se produjo a 40 °C, confirmando que esta también es
la temperatura de mayor actividad de la a-glucosidasa como ya se vio con la enzima
purificada a partir de Saccharomices cerevisiae (punto 4.2.2). Por otro lado, la actividad
decrecio abruptamente a 50 °Cy 60 °C donde la enzima comienza a desnaturalizarse como
se vio con la enzima purificada (punto 4.2.2 y 4.2.3). La comparacion de la actividad
especifica de la muestra control y la miel rebajada con 10 % P/P de agua, no mostrd
diferencias estadisticamente significativas de las medias a 30, 40, 50 y 60 °C
comportandose segun lo esperado. Se observé a 30 °C diferencias significativas de las
medias entre la muestra control y la mezcla con 10 % P/P de jarabe. La comparacion de la
actividad especifica de la muestra control y la miel rebajada con 20 % P/P de agua, no
mostrd diferencias estadisticamente significativas de las medias a 30, 40, 50 y 60 °C,
comportandose segun lo esperado. Sin embargo, hubo diferencias significativas entre las
medias de la muestra control y la mezcla con 20 % P/P de jarabe a 30, 40 y 50 °C, y entre
las medias de la mezcla con 20 % P/P de agua destilada y con 20 % P/P de jarabe a las

mismas temperaturas. Los resultados fueron graficados y se muestran en la Figura 29.
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Figura 29: Grdfica de la actividad especifica de a-glucosidasa de la miel M4 a
distintastemperaturas (30, 40, 50 y 60 °C) para concentraciones de miel y jarabe mezcla de 10 %
P/Py 20 % P/P, de miel y agua destilada de 10 % P/P y 20 % P/P y muestra control. Letras
diferente y del mismo color corresponden a las medias de actividad especifica que mostraron
diferencias estadisticamente significativas tras aplicar el test de Student (P= 0,050).
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Apéndice 6: Certificado de analisis del Jarabe Mezcla marca Sucrodex, de QUIMINSA

CERTIFICADO DE ANALISIS /
PROTOCOLO DE CALIDAD

S U C RO D EX (Jarabe Mezcla)

Analisis fisico quimico
Saélido [% p/p] .o = 77.3-783

S02 [ppm)—..... 530
pH (Solucion 50 ‘X. p/p) ...... .—.38-48
Dextrosa Equivalente [%] — .75-82
Viscosidad a 40 °C [cP] ..cooeoeeoeooeo—....300 - 600
(Brookfield LVT, Spindle N’2)
Color (Solucion %) ... S 1.5
Distribucién de azicares [B.S.]
Levulosa [%] 36-40
Dextrosa [%] 30-34
Maltosa [%] ... 4-8
Maltotriosa + Azucares Superiores [%] .....Suma
Anélisis it
Recuento total [ufe/g) e <200
Levaduras [ufc/g) SIS <50
Hongos(uforgl — . . o <10
Coliformes fufc/g)......ooo—oe e <10
4 on Sacursal real
«338 |QUIMINSA o AYS Gaher, ASUSIISHIN. e AT b Benandr 195 6
| Duwcst atatide 54 Maipd, Mendaza, Amgentng  sanmanin@quimiasanet  San Rafael Mendoza, Argersina  Chimbas, San Juan, Argening
(0261) 430888 / 4930522 {0260} 4442772 (02645 £110262
Info@qumnsa net | med@ymad com psngq R
sanrafael@quminsa net
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Apéndice 7: Presentacidon del trabajo en el VIl Congreso Internacional de Ciencia y

Tecnologia de los Alimentos, Cérdoba, Argentina

VIl Congreso Internacional

Minstario de

ABINETE GOBIERNO DE
Y TECNOLOGIA

SIS GRS St (CFI smmmy | Gl PEs[pRdBlcvo B CORDOBA

delosALIMENTOS 20

1 al 3 de octubre | Cordoba . Argentina

CERTIFICAMOS que el trabajo
“ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INVERTASA EN MIELES DEL DEPARTAMENTO DE CRUZ DEL
EJE (CORDOBA). TRATAMIENTO TERMICO Y POSIBLE ADULTERACION."
de los autores
Federico M, Turina AV
ha sido presentado en modalidad POSTER en el VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos realizado los dias 1, 2 y 3 de octubre de 2018 en la ciudad de Cérdoba, Argentina.

(’,Lm«y

{/
/ .
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