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Resumen

En el mercado internacional, las mieles son sometidas a una rigurosa prueba analitica que determina su autenticidad
o su adulteracion con azucares artificiales derivados de plantas C-4. En caso de mal manejo de la incentivacion, es
posible que la prueba de autenticidad dé como resultado que las mieles estan adulteradas con azucares exgenos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la incidencia de la practica de incentivacion local en la prueba analitica de
determinacion de adulteracién por aztcares C-4. Para este estudio fueron colectadas mieles de 20 apiarios. Los
resultados indicaron que el manejo de los apiarios segun las normas de buenas practicas de los apicultores no
revisten peligro de que las mieles sean catalogadas como adulteradas. Sin embargo, se encontré que en un apiario
donde se incentivd a las abejas en un periodo no oportuno la prueba de autenticidad dio como resultado que la
miel estaba adulterada por aztcares C-4. Por lo tanto, es recomendable que la practica de incentivacion sea rea-
lizada solo en momentos de escasez de alimentos para las abejas, para que estas no acopien el mismo alimento y
los controles analiticos demuestren el alto estandar de calidad de las mieles uruguayas.

Palabras clave: miel, adulteracién con aztcares C-4, BC.

Abstract

In the international market, honeys are subjected to a rigorous analytical test that determines their authenticity or
adulteration with artificial sugars derived from C-4 plants. In case of mishandling of the supply of the energetic
incentive, it is possible that the honeys result in this authenticity test as adulterated with exogenous sugars. The
objective of this work was to evaluate the incidence of the practice of feeding whit energetic incentive in the an-
alytical test of determination of adulteration by C-4 sugars. For this study honey from 20 apiaries were collected.
The results showed that the apiary-handling carried out according to the standards of good practices of beekeepers
are not risk for honey to be classified as adulterated. However, it was found that in an apiary where bees had an
energetic incentive in a not opportune period, the honey resulted in the authenticity proof as adulterated by C-4
sugars. Therefore, it was recommended that the practice of energetic incentive be carried out only in times of food
shortage for the bees, so that they do not collect the same food, and the analytical controls demonstrate the high
quality standard of Uruguayan honeys.

Keywords: honey, C-4 sugar adulteration, 3C.

Introduccion

La miel se define como una sustancia dulce natural producida
por abejas Apis mellifera a partir del néctar o de las secreciones
de las plantas, o de las excreciones de insectos succionadores
de plantas. Durante la sintesis de la miel ocurre la combina-
cion de las sustancias extraidas de las plantas con las propias
secreciones, luego esta mezcla se deposita, deshidrata y por
ultimo afieja en el panal (Bogdanov y Martin, 2002).

De la definicién anterior se desprende que cualquier
sustancia exoégena agregada a la miel de manera voluntaria
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(por ejemplo, para incrementar el volumen del producto)
o involuntaria (por ejemplo, durante la alimentacion de las
abejas) es considerada una adulteracion (Guler, et al., 2014;
Borovsak, etal., 2017). Sin embargo, el bajo costo delos jarabes
y la dificultad de su deteccién han hecho de este método de
adulteracion el mds frecuente (Naila, et al., 2018).

Una practica relativamente expandida entre los apiculto-
res de Uruguay es la incentivacion de las abejas. La incentiva-
cién consiste en suministrar carbohidratos a las abejas cerca
del final del invierno para que estén en 6ptimas condiciones
al comienzo de la floracion (Bazzurro, 2000). Si esta practica
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no se lleva a cabo de manera controlada, presupone un riesgo
inminente de contaminacién de la miel con azucares C-4
(Bazzurro, 2000) y que, por lo tanto, pueda ser catalogada
como miel adulterada por aztcares exdgenos.

Para la deteccion de azucares C-4 en la miel se realiza un
analisis de la composicion isotdpica de 1*C o valor 6*C en
muestras de miel (White y Winters, 1989). Para determinar si
una miel fue adulterada es necesario tener en cuenta que los
valores 6'*C de las mieles son un reflejo del valor isotdpico
O13C de las plantas de las cuales se origind. Se puede afirmar
entonces que en general las mieles provienen de plantas con
ciclo fotosintético C-3, mientras que los adulterantes derivan
de plantas con ciclo fotosintético C-4 (White y Winters,
1989). Debido a las diferencias bioquimicas entre plantas
con distintos ciclos fotosintéticos, los valores 6'*C se ubican
en distintos rangos numéricos. Los valores §3C de las plantas
C-4 (adulterantes) son significativamente mayores que los
valores 6 1*C de plantas C-3 (De Niro y Epstein, 1978).

El método oficial actual se basa en la utilizacion del valor
de 6'*C de la proteina de la miel como un estandar interno
(White y Winters, 1989). Este criterio se fundamenta en que
en una muestra genuina los valores de §:*C de la miel y de
su proteina deben ser muy similares, ya que el agregado de
azlicares solo altera el valor de 3*C de la miel pero no el de
sus proteinas (White y Winters, 1989; Padovan, et al., 2007).

El criterio internacional actual establece que una miel esta
adulterada cuando la diferencia entre el valor de 6'*C de las
proteinas extraidas y la miel (indice isotdpico) es inferiora -1,0
%o (Berriel y Perdomo, 2016). El método del estandar interno
permite ademads calcular la proporcion de adulterante C-4
agregado, ya que existe una relacion directa entre la diferencia
isotdpica proteina-miel y la proporcién de adulterante agrega-
do (-1,0%o equivale a 7% de azticar C-4 agregado, asumiendo
un valor de composicién isotdpica de 1*C del jarabe de -9,7%o).

El objetivo de este estudio es determinar si las practicas
locales de incentivacion de las abejas impactan en estos valores
isotopicos de *C de las mieles.

Materiales y Métodos

De una coleccién de muestras de mieles de pradera de Uru-
guay, cosechadas entre los afios 2008 y 2012, se eligieron 20
al azar. Los apiarios de los cuales provenian las mieles estaban
distribuidos alo largo del pais. Los apicultores, inscriptos ante
el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca de Uruguay
(MGAP), declararon el origen genuino de sus muestras.
De ellos, seis declararon que no alimentaron a las abejas en
ningin momento del afio, 13 indicaron que incentivaron a
las abejas con azticares C-4 antes del inicio de la floracién, y
un apicultor declard haber incentivado luego de iniciado el
flujo de néctar, proximo al periodo de la cosecha de la miel.
La incentivacion consistio en mezclar partes iguales de aztcar
de cafia y agua (masa: volumen) o partes iguales de jarabe de
alta fructosa y agua (volumen: volumen).

Las muestras de miel fueron filtradas por un tamiz de 0,10-
0,15 mm. Las proteinas fueron aisladas de acuerdo al método
del estandar interno AOAC 991.41 (AOAC International,
1995). Las muestras fueron extraidas de la siguiente forma:
10 g de miel se disolvieron en 4 mL de agua destilada. Luego,
2 mL de tungstato de sodio al 10% (m/v) y 2 mL de acido
sulfurico 0,67 N se mezclaron y agregaron a la solucién de
miel. La mezcla de reaccion se homogeneizo y calenté a 80 °C
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hastala completa floculacion de las proteinas; en el caso de no
ocurrir floculacidn, se agregaron alicuotas de 2 mL de acido
sulftrico 0,67 N hasta la observacion de floculacion. La mezcla
fue centrifugada por 5 minutos a 1500xg. Luego se elimino el
sobrenadante, y el pellet fue lavado y centrifugado tres veces
con 50 mL de agua destilada. Las proteinas purificadas fueron
secadas durante 3 horas en estufa a 75 °C.

Tanto las muestras de miel como de proteina fueron
posteriormente analizadas por triplicado mediante EA-IR-
MS, de acuerdo al método oficial AOAC 978.17 (AOAC
International, 1995). Las muestras de miel y proteina se
colocaron en capsulas de estano antes de ser introducidas en
un analizador elemental (Flash EA, 1112 series) acoplado a
un espectrometro de masas de relaciones isotépicas (Thermo
Finnigan Delta Plus) mediante la interfase CONFLO III. Los
valores de 83C se estimaron de:

(R muestra — R estandar) x1000

R estindar

S (%o) = 1]

donde R es la relacion entre los valores de CO,/*CO, para
la muestra y el estandar (Viena Pee Dee Belemnite).

Parala normalizacion de los datos isot6picos se utilizaron
los estandares IAEA CH-6 y USGS-40, con valores §'*C cer-
tificados de -10,449 %o y -26,39 %o, respectivamente.

La proporcién aparente de azucares C-4 fue calculada
de acuerdo a:

B~ g 13
a 13CP d "Cy x100 [2]
8 °C, —(-9,7)

AzucaresC-4 (%)=

donde §*C, y 81*Cy; son los valores de 8"C (%o) de la pro-
teina y la miel, respectivamente, y -9,7 es el valor estandar
internacional de §*C (%o) del jarabe de alta fructosa, tomado
del valor promedio encontrado por White y Winters (1989).

Para controlar el buen desempefio del método a una
muestra genuina, producida dentro de un predio experimental
dela Facultad de Agronomia, se le agregé cantidades crecien-
tes de jarabe de maiz de alta fructosa entre 5y 82% (m/m).
Sobre las mezclas miel-jarabe se determinaron los valores
813C y las proteinas extraidas. La funcién que correlaciond
el %(m/m) de jarabe determinado mediante el método de
analisis (y) con el % (m/m) de la mezcla preparada (x) fue:
y = 1,0024x + 0,7509 y present6 un R? = 0,9991.

Los analisis estadisticos se realizaron con las rutinas
incluidas en el programa XLStat, Addinsoft, 2018.

Resultados y Discusion
Valores 83C de composicion isotopica

Los valores §'3C de las mieles oscilaron entre -26,23 y
-22,75%o, mientras que los valores de las proteinas variaron
entre -25,95 y -24,85%o (Tabla 1). Del total de las muestras,
19 presentaron indices isotopicos de entre -0,24 y 0%o, por lo
tanto, fueron clasificadas como mieles genuinas sin agregado
de azucares C-4, de acuerdo a los estandares internacionales.

Una excepcion en el conjunto de muestras fue la #20, cuyo
indice isotopico (-2,1 %o) excedid el limite de corte (-1,0 %o).
Por tal razén esta muestra fue catalogada como no genuina
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o adulterada por agregado de azucares C-4. La informacién
asociada a esta muestra indicaba que las abejas habian sido
incentivadas en un periodo préximo ala cosecha. En funcién
de los valores isotdpicos obtenidos se evidencié el impacto
negativo de la practica de incentivacion luego del inicio de
la floracion sobre la calidad de la miel.

Para los andlisis estadisticos siguientes, la muestra #20
se elimind del conjunto de datos por tratarse claramente de
un resultado adverso.

Para este conjunto de las mieles genuinas los valores
maximos §'3C de las mieles y sus proteinas extraidas fueron
-25,08 y -25,17%o, respectivamente (Tabla 1).

El rango de variacion de los valores isotdpicos en las mieles
genuinas fue un indicador de que todas ellas tuvieron un origen
botanico C-3 (De Niro y Epstein, 1978; White y Winters, 1989).
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Ademids, la distribucion de estos valores de composicion isotopi-
ca tanto de las mieles como los de las proteinas extraidas fueron
normales de acuerdo al test Shapiro-Wilk (p>0,5).

Cabe resaltar que entre los tratamientos con y sin incen-
tivacion los valores isotopicos de §*C de la miel y 6*C de las
proteinas extraidas no presentaron diferencias significativas
(p>0,05). Por lo tanto, resulta evidente que la practica de
incentivacién de las abejas realizada de manera adecuada
no tiene incidencia en los valores de composicion isotopica
de 13C de las mieles.

Las incertidumbres de los valores §'*C de la miel y sus
proteinas (Tabla 1) se distribuyeron de manera similar entre
ambos tratamientos y en concordancia con estudios previos
de estimaciones de la incertidumbre reportados por Berriel y
Constantino (inédito).

Porcentaje Vde Porcentaje ’de
Muestra Tratamiento! G2 U O G Uit C‘litsli;i;:;ic;ﬁn a(ilal%:ﬁ?:ilg " inf?)grl;l;jir; E%I;C45
%0 %
1 Sin -25,66+0,15 -25,76+£0,18 P 0 NDs
2 Sin -25,70+0,12 -25,82+0,17 p 0 ND
3 Sin -25,65+0,16 -25,70+0,15 P 0 ND
4 Sin -25,71+0,13 -26,10+0,11 P 0 ND
5 Sin -25,71+0,13 -25,69+0,16 P 0,11 ND
6 Sin -25,54+0,16 -25,51+0,16 P 0,18 ND
7 Con -25,87+0,16 -25,88+0,14 P 0 ND
8 Con -25,63+0,16 -25,76£0,19 P 0 ND
9 Con -25,28+0,11 -25,52+0,15 P 0 ND
10 Con -25,32+0,14 -25,62+0,12 P 0 ND
11 Con -25,73+0,16 -26,16+0,19 P 0 ND
12 Con -25,76+0,12 -26,23+0,11 P 0 ND
13 Con -25,60+0,14 -25,60+0,18 P 0,01 ND
14 Con -25,95+0,15 -25,93+0,16 P 0,14 ND
15 Con -25,44+0,13 -25,39+0,15 P 0,32 ND
16 Con -25,36+0,16 -25,31+0,14 p 0,37 ND
17 Con -25,17+0,15 -25,08+0,10 P 0,53 ND
18 Con -25,76+0,15 -25,55+0,11 p 1,29 ND
19 Con -25,87+0,12 -25,63+0,16 P 1,46 ND
20 Con -24,85+0,17 -22,75+0,15 A 13,87 13,9+1,1

Tabla 1. Valores de §'*C de miel y sus proteinas de diferentes apiarios de Uruguay, clasificacion de la miel en pura (P)
o adulterada (A) segun valor de rechazo internacional, y proporcién estimada de adulterante C4 agregado a la miel.

Tratamiento: Sin= sin incentivacion de la colmena, Con= con incentivacion de la colmena.

2Us'3¢,: incertidumbre expandida estimada para el valor 63C de la proteina extraida de la miel.

3Us"3¢m: incertidumbre expandida estimada para el valor 6'3C de la miel.

4Clasificacion de la miel: P: miel pura o auténtica; A: miel adulterada con azucares C-4.

5Uycq: incertidumbre expandida estimada para el porcentaje de adulteracion con azucares C-4.
SND= no detectado.
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Estimacion del porcentaje
de azicares C-4 en miel

Los porcentajes estimados de adulteracion de las mieles con
azucares C-4 variaron entre 0 y 1,5% (m/m). A pesar de
que la media en este parametro fue superior para el grupo
de mieles que provenian de apiarios que habian recibido
incentivacion (0,31%), no fue significativamente distinta
de la media del grupo sin incentivar (0,09%), de acuerdo al
analisis ANOVA y Test de LSD-Fischer (p>0,05). También
es importante mencionar que los valores de porcentaje de
adulteracion obtenidos mediante el calculo de la Ecuacion 2
estan por debajo del limite de deteccion del método, por lo
tanto, el resultado a informar fue “no detectado’”.

Ademas, el porcentaje de adulteracién estimado para
la miel #20 fue 13,9 %(m/m), que indicaria que por cada
100 g de miel casi 14 g correspondian a azticares exdgenos
derivados de plantas C-4 (como la caia de azticar o el maiz).
La normativa internacional indica que toda miel con por-
centajes de adulteracion de azucares C-4 superiores al 7%
(m/m) sea considerada no genuina. En este caso, probable-
mente debido a que los carbohidratos fueron suministrados
luego del inicio del flujo de néctar en el ambiente, estos
fueron acumulados en los panales al no ser consumidos en
su totalidad por las abejas (Bazzurro, 2000). A la luz de este
resultado es interesante desarrollar ensayos experimentales
que estudien la dindmica de consumo de los azucares C-4
por las abejas y conocer la variabilidad de la composicién
isotdpica de carbono de dichas mieles. El factor momento
de la incentivacién en esos ensayos resulta ser clave, por
lo tanto deberian considerarse al menos dos épocas de
incentivacién: una fuera de periodos de mielada y otra en
el periodo de mielada.

Conclusiones

Los resultados obtenidos revelaron que en lineas generales
la préctica de incentivacién llevada a cabo en Uruguay no
repercute negativamente en los valores de composicién
isotopica de las mieles, ni afecta su condicién de alimento
genuino. Sin embargo, de acuerdo alos estandares internacio-
nales una muestra se clasifico como adulterada con aztcares
C-4. Probablemente este resultado adverso se debid a que la
incentivacion de las abejas fue llevada a cabo luego de que
comenzaran los flujos de néctar.

Dada la importancia de la apicultura a nivel productivo
en Uruguay, es importante que las practicas de incentivacién
sean realizadas fuera de los periodos de fuerte flujo de néctar
hacia la colmena, de manera de alcanzar los estaindares de
calidad exigidos en el mercado internacional.
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