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1. RESUMEN

En la investigacidon se determind la capacidad enzimatica de la diastasa e invertasa,
presentes en las glandulas hipofaringeas de las abejas, para convertir la sacarosa en

fructosa y glicerina; utilizando abejas molidas, introducidas en jarabe de sacarosa.

Se elaboraron 15 jarabes a base de sacarosa y agua, los cuales fueron divididos en
grupos de cinco. Cada grupo consistia en cinco concentraciones diferentes de abejas
(5g,10g, 15g, 25g y 50g) y una muestra control. Cada uno de los grupos fue sometido a

una temperatura diferente.

Las muestras de jarabe se analizaron de manera cualitativa con el reactivo de Felingh,
para determinar si existia presencia o no de azucares reductores (fructosa). En base a
esto, se concluyd que las muestras sometidas a una temperatura de 45°C por ocho dias,
reaccionaron mejor que las demas. Ademas, dentro de este grupo de muestras, las

concentraciones mas eficientes fueron: 10g, 25g y 50g de abejas.

Se determin6 también el porcentaje de glucosa, fructosa, sacarosay glicerina de las tres
muestras anteriores por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC por
sus siglas en inglés). Se observaron resultados positivos a la formacion de glicerina en
las muestras, con porcentajes de 0.08450% (muestra de 10g), 0.09120% (muestra de
25g) y 0.04853% (muestra de 50g) y una disminucion en la cantidad de sacarosa,

glucosay fructosa de las mismas relacionada con el control.

A partir de la concentracion de 25g de abejas (seleccionada por obtener mejor
resultados en la formacion de glicerina), se realizaron tres productos: jarabe de
acetaminofén, crema humectante y jalea de naranja. La materia prima utilizada para la
formulacion de los productos, fue evaluada conforme a los analisis recomendados por
la USP XXXII y la base de sacarosa utilizada para el jarabe fue sometida a proceso de
esterilizacidon (por medio de autoclave), dando como resultado el cumplimiento de las
mismas. Posterior a esta evaluacidn, los productos finales fueron sometidos a un
estudio de estabilidad acelerada (analisis fisicoquimicos y microbiol6gicos). Por ultimo

a su aceptacién por una muestra de consumidores.



De estos productos, el jarabe de acetaminofén y la crema humectante cumplieron los
parametros de evaluaciéon durante los seis meses de la estabilidad acelerada. La jalea

de naranja no cumplié con los parametros microbiolégicos a los dos meses del estudio.

Por tanto, en la investigacion se determiné que las enzimas de las abejas previamente
mencionadas, si generan glicerina y su produccién es mas eficiente a una temperatura
de 45°C y una concentracién de 25 gramos de abejas. También los productos
formulados a partir del jarabe de sacarosa, fructosa y glicerina, son aceptados por los
consumidores, mas la jalea de naranja, debera de tener una fecha de caducidad mas

proxima que el jarabe de acetaminofén y la crema humectante.



2. INTRODUCCION

En la actualidad, la mayor parte de glicerina producida es un subproducto de la
fabricacion del jabén por medio de la saponificacion de grasas animales y vegetales con

soda caustica (Diaz, 2003).

Los usos de la glicerina en la industria son numerosos, entre los cuales se puede
mencionar la produccién de alimentos, productos farmacéuticos y la industria

cosmética sobre todo en la produccién de dentifrico (Diaz, 2003).

La desventaja de los métodos actuales para la obtencién de glicerina es que se debe de
utilizar otros procesos adicionales para poder extraerla y purificarla, para que de esta

manera sea adecuada para el consumo humano.

Esta investigacion considera el uso de abejas y sus enzimas para la obtencion de una

mezcla de glicerina y fructosa.

La abeja melifera tiene glandulas salivales posicionadas en la cabeza y en el torax. Estas
contienen las enzimas diastasa e invertasa. Estas enzimas realizan la transformacion
del néctar y los mielitos en la miel. Entre estas trasformaciones se encuentra la de

sacarosa en fructosa y glicerina (Llorente, 2014).

Esto proceso enzimatico permitiria la obtenciéon de una mezcla de glicerina y fructosa,
que es edulcorante y espesante al mismo tiempo debido a la combinacién de las dos
sustancias. Los residuos de sacarosa serian utilizados al igual que la fructosa como
edulcorante, por lo que ninguno de los componentes tendria que pasar por un proceso
de separacidn, brindando asi una opcién viable para la obtencidn de glicerina y fructosa

para uso industrial en general.



3. ANTECEDENTES
3.1 La Abeja

Las abejas son insectos del orden insecto de los Hymenopteros, llamados asi por tener
cuatro alas membranosas; pertenecen al género Apisy especie mellifera. Son uno de los
grupos mas comunes de insectos, de gran importancia ecolégica y econémica gracias a
sus habitos alimenticios. La visita a las flores en busca de néctar y polen tiene como
consecuencia la polinizacién de un gran nimero de plantas de interés para otros

organismos (Nates, 2005).
3.1.1 Anatomia de la abeja

En esta seccion se enfatizard en la anatomia de la abeja involucrada en la
actividad enzimatica de la diastasa e invertasa, para tener un conocimiento mas

completo de la anatomia en general de la abeja, ver la seccién de anexos.
3.1.1.1 Anatomia Externa:
a. Cabeza

La cabeza tiene forma hexagonal en las reinas, triangular en las
obreras y circular en el zdngano; contiene los 6rganos de los
sentidos: dos ojos compuestos, uno a cada lado de la cabeza y tres
ojos simples (ocelos), ubicados en la parte superior de la cabeza;
un par de antena de segmentos muy flexibles con una articulacion

como un codo de humano y aparato bucal.

e Boca: Es adaptada a la funcién de lamer y succionar y
consiste de la probéscide (a veces llamada lengua o
glosa) con dos pares de maxila y labio cada uno con un
par de palpo, y dos mandibulares (que se abre alado) y

encima un labro. Cuando la abeja se encuentra en



reposo, todo este complejo bucal se halla replegado

debajo de la cabeza y torax.

Figura 1: Estructura de la cabeza

Fuente: Islapro, 2004

25. 0jo compuesto 26. Vértice- Ocelos 27. Antena 28. Fosa 29. Labro 30. Palpo del maxilar 31. Ala del maxilar 32. Palpo labial/glosa

35. Labella o botén.
3.1.1.2 Anatomia Interna

Los diversos 6rganos de la abeja trabajan coordinadamente para cumplir

una funcion especifica. La mayoria estan en el abdomen.



Figura No.2: Anatomia interna de la abeja
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a. Sistema Digestivo

El sistema digestivo comienza con la boca. Esta abre en la cavidad
de la bomba de succioén, y continua con el eséfago que pasa por el
cuello y térax y se expande en un saco fino, localizado en la parte
anterior del abdomen, el estobmago o saco de néctar. En este la
abeja carga el néctar, o agua, del campo a la colonia. Le sigue al
saco de néctar el proventriculo, un canal angosto y muscular.
Luego del proventriculo sigue el ventriculo, o estbmago propio.
Siguiendo al ventriculo esta el intestino, que se divide en dos areas
intestino anterior e intestino posterior o recto. Este tltimo abre al

ano (JCYL, 2002).

El es6fago es un tubo muscular, por donde el alimento es movido
por ondas musculares que se mueven anteroposteriormente. En el
saco de miel la abeja carga y almacena alimento. El proventriculo
sirve como aparato regulador del alimento que entra en el
ventriculo. La parte anterior del proventriculo que da al saco de
néctar tiene una valvula en forma de X. Mediante esta valvula,

sumamente muscular, la abeja puede selectivamente, remover el



polen del néctar o miel y pasarlo al ventriculo. La parte anterior
del ventriculo tiene una valvula que evita la regurgitacién de
material del estdbmago al saco de miel. Las substancias digeridas
pasan por la membrana peritréfica, la cual es selectiva, y se
mezclan con la hemolinfa. El intestino de la abeja es relativamente
corto, su parte anterior y posterior o recto tienen como funcién
remover agua y materiales de desperdicio. El recto sirve a su vez

como almacén de productos de desecho (JCYL, 2002).

Aunado al aparato digestivo encontramos tres tipos de glandulas
de secrecién interna. Las glandulas labiales o llamadas también
salivales son dos pares, un par esta colocado en posicién
postcerebral, su forma es de racimo, su conducto desemboca en el
del segundo par o toracicas. El colector de ambas desemboca en la
superficie dorsal del labio inferior. Las glandulas faringeas o
supracerebrales estan destinadas a la elaboracién de la Jalea Real,

de la cual se nutren las larvas reales de la reina (Saldivar, 1979).

El zdngano y la reina las tienen atrofiadas y en la obrera aleanza
su mayor desarrollo y produccion a partir de los 6 dias de nacida
manteniéndose hasta 10-15 dias en plena actividad. Las glandulas
mandibulares, se hallan situados en la cabeza, su forma es de pera,
se supone que sirven para reblandecer la cera y para facilitar la

digestion del polen (Saldivar, 1979).



Figura No.3: Sistema Digestivo

Fuente: Corona Apicultoras, 2013

1 = Apertura de la Boca 2 = labio inferior (labrum) 3 = labio superior (Labio) 4 = Mandibula 5 = gldndula salival 6 =lengua 7 =
mandibula 8 = Eséfago 9 = buche 10 = Valvula 11 = intestino medio (estdmago) 12 = tubos de Malpighi 13 = Intestino delgado 14

=Recto 15 = Ano.

b. Sistema glandulares

Feromonas son producidas en glandulas con ductos abiertas hacia
afuera del cuerpo. Ejemplos son las mandibulares, odoriferas de
Nasanof, dorsal glandulas del abdomen. Otra glandula tiene
productos Hipofaringeas (jalea real), salivarias (enzimas para
digestion de comida y transformacion de la cera), cerera (la cera).
Hay también glandulas que producen hormonas (glandulas
endocrinas): El cerebro produce: 1. Hormonas de juventud y 2.
Hormonas de cerebro que son sefiales para las celdas epidermis
del esqueleto durante metamorfosis en conjunto con la glandula
protdrax y su producto ecdisoma que tienen el mensaje para la

préxima etapa (Food 4 Farmers, 2010).



¢. Glandulas hipofaringeas

S6lo estan presentes en las abejas obreras. Son un par de
estructuras localizadas en la parte media de la cabeza, a cada lado
de la faringe. Sus vueltas recubren totalmente la cara anterior del
cerebro, y cuando se extienden llegan a sobrepasar un cm de
longitud. Su tamafio y actividad varian conforme a la edad y

funcion de las obreras.

Cada glandula consiste en un racimo de alvéolos sujetos por
delicados canales a un ducto excretor. Los ductos de estas
glandulas que producen la fraccion proteica de la jalea real
desembocan separadamente en la parte distal de la placa

hipofaringea (Najera, 2010).
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Figura No.4: Estructura interna de la abeja

Fuente: Corona Apicultoras, 2013.

1. Lengua 2. Probdscide, orifico del conducto excretor de la glindula de la mandibula posterior 3. Maxilares,
mandibula inferior 4. Mandibula superior 5. Labio superior 6. Labio inferior 7. Glindula maxilar superior 8.
Glandula de la mandibula posterior 9. Glandula faringea 10. Ojo Compuesto 11. Cerebro 12. Ojos simples u ocelos
13. Glandulas Salivares 14. Musculos toracicos de las alas 15. postfragma, Frenos de vuelos 16. Alas anteriores 17.
Alas posteriores 18. Tubos del Corazén o aorta 19. Estigmas 20. Saco aéreo 21. Intestino medio 22. Ventriculos del
corazon 23. Intestino delgado 24. Glandula de nasanoff 25. Glandulas rectales 26. Bolsa rectal 27. Ano 28. Funda
del Aguijon 29. Bolsa del aguijon 30. Glandulas del veneno 31. Arcos del canal del aguijon 32. Pequefia glandula
33. Vesicula Seminal 34. Glandulas de la cera 35. Ganglios abdominales 36. Valvula Intestinal o tubo de la valvula
37. Embudo de valvula intestinal o intestino medio 38. Entrada del estémago o copa 39. Buche o bolsa de la
miel 40. Curva de la aorta 41. Esé6fago, tubo digestivo 42. Fibra nerviosa, cordén neuronal 43. Mandibula, palpos

labiales 44. Cepillo de polen, metatarso.



11

3.2 Enzimas de la abeja que interfieren en la degradacion de azucares

Las abejas obreras muestran una elevada eficacia en la digestién del alimento ingerido,
que consta de néctar y polen. Ello queda reflejado en la produccién de enzimas tales
como sacarosa o amilasa, en las glandulas hipofaringeas y salivales, que digieren los
carbohidratos, y asimismo en la presencia de los enzimas proteoliticos en el intestino,
utilizados basicamente para la degradacién de las proteinas del polen. La produccion
de estos enzimas depende en buena medida de la actividad de las obreras. En las abejas
jovenes (nodrizas), las glandulas hipofaringeas producen mayormente jalea proteica,
pero las abejas de mas edad (pecoreadoras) modifican su actividad de sintesis,
produciendo en especial enzimas de digestion de los hidratos de carbono. La amilasa 'y
la sacarosa degradan los hidratos de carbono complejos, simplificandolos en sus
mondmeros, mientras que la glucosa-oxidasa contribuye a la buena conservacion de la
miel, al producir pequefias cantidades de perdéxido de hidrégeno. Estos carbohidratos

también se encuentran en la miel almacenada en los panales (Hrassnigg, 2006).

Las enzimas son entre los mas interesantes e importantes componentes de la miel, no
porque ellos tengan un significado nutricional en la dieta humana, sino porque ellas
juegan una parte vital en la transformacién de miel, a partir del néctar de las plantas.
Las enzimas son sensibles al calor y un nivel extra-bajo puede indicar que la miel ha

sido sobrecalentada.

Las enzimas mas importantes, desde el punto de vista alimentario son: invertasa,
glucosa-oxidasa y a y 3 amilasas. La catalasa y fosfatasa acida, también se encuentran

presentes en la miel (Enriquez; Eunice & Maldonado, Carlos; 2008).
3.2.1 Invertasa

Lainvertasa (beta-D-fructofuranoisdasa, sacarasa, fructohidrolasa), es la enzima
encargada de catalizar la hidrolisis de sacarosa, esta enzima se encuentra
presente en las glandulas hipofaringeas de la abeja de la miel (Apis mielifera), la
hidrolisis genera una mezcla equimolar de glucosa y fructosa, esta es tan dulce

como la sacarosa debido al alto grado de dulzura de la fructosa, lo que indica un
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incremento del contenido de azucar sin producir cristalizacién, asi una de las
aplicaciones comerciales mas importantes de la invertasa es la produccién de
azucares no cristalizables. Debido a su naturaleza higroscépica, el azucar
invertida es usada como humectante en la manufactura de dulces de centro

suave.

Esta enzima también es usada en la degradacién de azucares que seran objeto
de fermentacion, creacién de mieles artificiales. El inico inconveniente es el alto
valor de produccién de esta enzima, la cual en su mayoria es extraida de
bacterias, pero estas poseen muchos inconvenientes como la poca estabilidad
frente a cambios de pH o temperatura. La actividad enzimatica de la invertasa
depende del pH, siendo su 6ptimo de 4.5 a 5.0, y de la temperatura que puede
variar de 25C° a 55°C; no debe agregarse a productos con mas de 65°C ni a
aquellos con mas de 20% de alcohol (bombones con relleno), pues la enzima es

inactivada.
3.2.1 Diastasa (a- y B-amilasa)

La diastasa (a-amilasa) es una de las enzimas presentes en la miel formada por
las glandulas hipofaringeas de las abejas y se encuentre en pequefias
proporciones en el polen. Esta enzima presenta mayor sensibilidad al calor que
la invertasa (responsable por la transformaciéon de la sacarosa en glucosa y
fructosa), siendo recomendada para validar la calidad de la miel (Enriquez;

Eunice & Maldonado, Carlos; 2008).

Su relevancia principal, es que es muy sensible al calentamiento. Bajos niveles
de amilasa en la miel pueden ser usados como un indicador que la miel ha sido
sobrecalentada. Varios autores coinciden en mencionar que esta enzima es
sensible al calentamiento de la miel, sufre degradaciéon con el tiempo de
almacenaje y varia entre los diversos tipos de mieles de acuerdo a algunos
factores como: el estado fisiologico de la colonia, la abundancia de néctar y su

contenido de azucar, la edad de las abejas y el consumo de polen.
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La alfa-amilasa provee de fragmentos menores que pueden ser utilizados por la
enzima beta-amilasa. La enzima alfa-amilasa requiere de un activador como, por
ej., cloruro de sodio. Es sensible a una acidez elevada y se vuelve inactiva a pH
3.3 0 a pH menor a 0°C por 15 min. El pH 6ptimo de accién estd dentro del rango
5-7, siendo de 6.5 para la alfa-amilasa bacteriana y pancreatica. La enzima es
resistente al calor, pues a 70°C conserva un 70% de su actividad. Actda sobre

almidones crudos y gelatinizados.

La beta-amilasa no necesita de activador para actuar, pero es menos estable al
calor, inactivandose a 70°C por 15 min. El pH 6ptimo de la beta-amilasa es de 4.5

(Soto, 2008).

3.3 Azucares y sus compuestos de degradacion

3.3.1 Sacarosa

Es un disacarido constituido por una molécula de fructosa y otra de glucosa
presente en la miel representa en promedio de un 2-3% de los carbohidratos
presentes. Estos valores altos estan relacionados con la colecta prematura de la
miel, donde la sacarosa no fue convertida en glucosa y fructosa por accién de la

invertasa (Enriquez; Eunice & Maldonado, Carlos; 2008).
3.3.2 Fructosa

La fructosa o levulosa es un azucar simple con féormula quimica C6H1206,
similar a la de la glucosa; ambas se reducen facilmente a sorbitol tanto in vitro
como in vivo; la fructosa difiere por la presencia de un grupo ceto unido al
carbono 2 de la molécula, en tanto la glucosa presenta un grupo aldehido en el
carbono 1. Los productos principales de su metabolismo en la via glucolitica son:
glucosa, glucégeno, lactato y piruvato; otros en menor cantidad son oxidados a

biéxido de carbono, cuerpos ceténicos o convertidos a triacilglicerol.

Al igual que la sacarosa, se encuentra en el grupo de edulcorantes nutritivos

reconocidos por la FDA (Food and Drug Administration). Estos edulcorantes
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tienen propiedades funcionales de acuerdo a sus caracteristicas fisicas
(cristalizacion, viscosidad), microbiales (preservacion, fermentacién) y
quimicas (caramelizacién, antioxidante). Ambos azdcares proveen de 4 kcal/g;
sin embargo, una de las caracteristicas principales es su poder edulcorante de
173, en tanto para la glucosa es de 74 y de 100 para la sacarosa, ademas de que
presenta sinergia con otros edulcorantes. Entre sus principales fuentes
naturales se encuentran las frutas y la miel que incluso puede contener hasta
50% de este azucar y entre los alimentos industrializados se encuentran las
bebidas carbonatadas, cereales, hamburguesas, salsa de tomate, mole,

mermeladas, jugos y frutas en almibar (Pérez, 2007).

En el mundo, la mayor parte de la fructosa se obtiene de la hidrdlisis del almidén
de maiz a glucosa seguido por la isomerizacion de glucosa a fructosa, sin
descartar lo que se produce de otras fuentes ricas en carbohidratos, aunque la
azucar de cafia continua siendo el edulcorante de mayor preferencia, hasta
mediados de los 90 se apreci6 una tendencia de su sustitucion por otros, ya sean

calodricos o artificiales (Salcedo, 2009).

Se emplea en productos de confiteria por su alto poder edulcorante sin
formacién de cristales y por su poder humectante. La materia prima para la
obtencidén de fructosa es la inulina (hidrolisis acida) o las mezclas de glucosa-
fructosa (azucar invertido o jarabes de glucosa isomerizada); en este ultimo

caso, se separa de la glucosa por cromatografia (Hernandez, 2010).
3.3.3 Glucosa

La D-glucosa o dextrosa se encuentra de forma natural en la miel (31%); las
frutas, como uvas y cerezas (7%), manzanas y melocotones (1%); las verduras y
hortalizas como cebolla, tomate, zanahoria, pepino y judias verdes; en las patatas
y el maiz dulce. En forma polimérica se encuentra en vegetales (almidon y

celulosa) y en animales (glucogeno) (Hernandez, 2010).
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Las soluciones de glucosa del 2 al 50% son 0,5 a 0,9 veces menos dulces que la
sacarosa. La tecnologia alimentaria emplea la glucosa en la elaboracién de
bebidas, productos de panaderia y confiteria principalmente. La materia prima
para la obtencién de glucosa son los almidones procedentes de maiz, trigo, del
arroz y de la patata, mediante hidrolisis enzimatica y posterior evaporacion,
cristalizacion y desecacion. La glucosa se presenta en forma anhidra o
monohidratada y, segun la reglamentacion de la Unién Europea, debe tener una
pureza minima de 99,5% referida a materia seca, con un contenido de humedad

<2% para la glucosa anhidra y <19% para la glucosa monohidratada.

La glucosa se encuentra libre en la sangre de todos los mamiferos, se oxida en
las células como fuente energética y se almacena en forma de glucogeno en el

higado y el musculo esquelético (Hernandez, 2010).
3.3.4 Glicerina

La glicerina es un subproducto de la fabricacion del propileno y de la industria
del jabon ademas de un subproducto de la fabricacidon de biodiesel. Puede ser
obtenida de fuentes naturales por fermentaciéon, o por ejemplo melaza de
remolacha azucarera en la presencia de grandes cantidades de sulfito de sodio.
En la literatura se utiliza en forma indistinta la palabra glicerina para designar
al glicerol (1,3 propanotriol), a la glicerina refinada (porcentaje de glicerol
superior al 80%) y a la mezcla de glicerol, agua, jabén y sales (glicerina cruda)
producto de la elaboracién del biodiesel, lo que puede aportar alguna confusion

en el tratamiento de este tema (Woloj, 2010).

Comercialmente se conocen varios grados de glicerol. La glicerina grado "USP"
(U.S. Phamacopeia) tiene un contenido de glicerol superior al 95% peso. La
glicerina grado "CP" < glicerina "quimicamente pura" generalmente tiene la
misma calidad que la glicerina grado USP, pero este término es considerado
genérico en los Estados Unidos debido a la falta d certificacion por parte de

organismos oficiales.
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Los sinénimos de la glicerina son: Glicerol, Alcohol glicérico y Propano-1,2,3-
triol. Cuenta con una formula molecular C3Hs03 y su peso molecular es de 92,09

gramos/mol.

Sus datos fisicoquimicos son: Liquido siruposo, untuoso al tacto, incoloro o casi
incoloro, limpido muy higroscépico. Miscible con agua y etanol al 96%, poco
soluble en acetona, practicamente insoluble en aceites grasos y en aceites
esenciales. Densidad: 1,256 - 1,264 g/ml; indice de refraccién: 1,4700 - 1,4750;
Es higroscépica (Acofarma, 2009).

3.3.4.1 Propiedades y usos

La glicerina es un agente deshidratante osmdtico con propiedades
higroscopicas y lubricantes. Tiene también accién antiflogistica local y
topica. Es emoliente, protegiendo y ablandando la piel. Por via oral es
demulcente y laxante débil, también edulcorante. Es un buen disolvente

de sustancias organicas y minerales (Acofarma, 2009).
Algunos de sus usos principales son:

o En todo tipo de formas topicas para casos de piel seca, asperezas
cutaneas, ictiosis, eczemas no rezumantes, etc.

o Para el tratamiento del estrefiimiento y de la dependencia a laxantes. En
supositorios para promover la evacuacidn fecal, actia en unos 15-30 min.

o Parareducir la presion intraocular y el volumen vitreo antes de la cirugia
oftdlmica y como coadyuvante en el tratamiento del glaucoma agudo.

o Se aplica topicamente para reducir el edema corneal, pero dado que el
efecto es transitorio solamente para facilitar el examen ocular previa
aplicacidon de otro colirio anestésico.

o También se usa via oral o L.V. para reducir la presion intracraneal y/o el
volumen de fluido cerebroespinal en casos de infarto cerebral o ictus.

o Se ha usado a partes iguales con alcohol 96% para la prevencion de

grietas en el pecho de madres lactantes.
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o En gotas o6ticas utilizadas para extraer la cera de los oidos, que a menudo
contienen glicerina como agente lubrificante y reblandeciente.

o En cosmética se usa ampliamente por sus propiedades emolientes y
humectantes.

o Para evitar la evaporacion de la fase acuosa en las emulsiones y sistemas
gelificados, mejorando ademads sus propiedades plasticas.

o Como agente humectante en la elaboracién de pastas y suspensiones.

o Como disolvente y vehiculo de muchos principios activos para su
posterior incorporacidn a las formas farmacéuticas topicas.

o Como edulcorante, conservador en algunas formulaciones liquidas, y
como plastificante en el recubrimiento de comprimidos. Se incluye a
menudo en preparaciones tdépicas como gotas oculares, cremas y lociones

debido a su efecto lubricante (Acofarma, 2009).
3.3.4.2 Efectos secundarios:

Sus reacciones adversas se deben principalmente a su acciéon deshidratante.
Por via oral puede causar dolor de cabeza, nduseas, vomitos y menos
frecuentemente diarrea, sed, mareos y confusién mental. Se ha observado
algin caso de arritmias cardiacas. Por via intravenosa puede producir
hemolisis, hemoglobinuria e insuficiencia renal aguda. Por via topica o rectal

puede causar prurito e irritaciéon (Acofarma, 2009).
3.3.4.3 Precauciones:

Por via topica debe usarse disuelta en agua porque concentrada es irritante.
Debe usarse con precaucion en pacientes con hipervolemia, fallo cardiaco o
hepatico, y enfermedad renal, asi como en individuos deshidratados y

diabéticos (Acofarma, 2009).
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3.3.4.4 Incompatibilidades

Agentes oxidantes fuertes tales como el triéxido de cromo, el clorato y el
permanganato potdsicos, y el acido nitrico (forma mezclas explosivas). En
presencia de luz y 6xido de zinc o subnitrato de bismuto se colorea de negro

(Acofarma, 2009).
3.4 Jarabe Simple

Los jarabes son preparaciones liquidas que contienen una gran proporcién de aztcar
en su composicion. Tiene la ventaja de su sabor agradable que disimula ciertos sabores
desagradables procedentes de las sustancias medicamentosas, ademas de su gran

estabilidad, tanto fisica como de posibles alteraciones bioldgicas (Jover, et.al, 2006).
3.4.1 Caracteristicas de un jarabe:

La farmacopea espafiola dice que salvo raras excepciones los jarabes deben ser
diafanos o casi diafanos, no deben contener sedimentos ni amorfos ni cristalinos,
deben tener una densidad de 1.32 o si no la alcanzan deben ser muy préximas a
esta cifra. La cantidad de sacarosa que contienen sera aproximadamente del

64% en peso (Jover, et.al, 2006).

La farmacopea espafiola indica que los jarabes se conservaran en frascos
pequefios, y previamente esterilizados, llenos y bien tapados. Los frascos seran
de vidrios coloreados, aunque existan excepciones. Se conservaran en sitios

frescos y protegido de la luz (Jover, et.al, 2006).
3.4.1.1 Tipos de jarabe:
a. Jarabe simple:

Solucién en frio y filtracion por papel. Se preparan a partir de agua

destilada y azucar. En una solucién sobresaturada de sacarosa.
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b. Jarabes medicamentosos:

Soluciéon en caliente, clarificado con albumina y filtrado. Son
incorporados al jarabe simple, tinturas, extractos e incluso zumos

(Jover, et.al, 2006).

3.4.1.2 Composicion Jarabe simple

Componentes Cantidad
Sacarosa 640g
Agua Destilada 360ml

Fuente: Jover, et.al, 2006

3.4.1.3 Precauciones en su elaboracion:

Se debe disolver en frio y filtrarse, para obtener un liquido viscoso, incoloro e
inodoro. Si se afiaden 10cc de alcohol al 95 a 10cc de jarabe simple no debe

enturbiarse el mismo.

La filtracion se debe de realizar utilizando papel de filtro especial. Las primeras
porciones se devolveran al liquido, para que el filtrado sea lo mas homogéneo

posible (Jover, et.al, 2006).
Ejemplo de modo de elaboracion de un jarabe simple:

e Pesar en un vaso de precipitado de 1 litro, previamente tarado, la
sacarosa.

e Medir con una probeta el agua destilada y verterla sobre la sacarosa.

e Agitar primero con una varilla de vidrio y, una vez mezclado un poco,
colocar el vaso sobre la placa calefactora y situar todo ello en un agitador
hasta completa disolucidn.

e Filtrar al mismo tiempo en dos frascos topacio con objeto de que no se

enfrie demasiado y la filtracién sea lo mas rapida posible.
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e Tapar los frascos y conservar en frigorifico. Caducidad y conservacién —
Estabilidad: 30 dias en nevera (2-8 2C). — Conservacién: en nevera

(Llopis, 1985 & Atienza, 2002).
3.4.1.4 Observaciones

No se debe sobrepasar la temperatura que nuestras manos no sean capaces
de aguantar al tocar el vaso, pues de lo contrario aumenta la concentraciéon
de azucar invertido. Con un calor suave es suficiente para que la filtracion
sea bastante rapida y se agilice el proceso de preparacion (Llopis, 1985 &

Atienza, 2002).
3.4.2 Pruebas aplicados a los jarabes:
3.4.2.1 Evaluacion de la viscosidad:

e Viscosimetro de Brookfield:
Su funcionamiento se basa en la rotacién de una aguja o cilindro dentro del
material de prueba. El dial del instrumento esta graduado de manera tal que
la lectura, multiplicada por un factor, da directamente la viscosidad en
centipoises. El aparato esta accionado por un motor sincrénico de baja
velocidad y alto torque. El mecanismo del tren de engranaje permite
diferentes aumentos de cizalla con lo que podemos medir un amplio intervalo
de viscosidad con el mismo instrumento. Materiales no newtonianos
(Tixotropicos, dilatantes, plastico) pueden ser medidos a diferentes valores
de cizalla, facil y rapidamente, cambiando la aguja, o la velocidad, o ambos.
Existen en el comercio diferentes tipos de viscosimetros Brookfield
equipados con diferentes agujas y que trabajan a varias velocidades. Los
modelos LV vienen con 4 agujas y de 4 a 8 velocidades. Las agujas se atornillan
en el pivote del cabezal, operacion que debe hacerse con mucho cuidado para
no dafiar el mecanismo. El dial esta graduado en divisiones simétricas de 0 a

100 y posee un apuntador. La lectura en el dial, multiplicada por el factor
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indicado en las tablas provistas con el aparato, da la lectura directamente en

centipoise (cps) (Pérez, 2014).

e Densidad relativa:

El método del picndmetro es uno de los mas sencillos y practicos para
determinar densidades. El picndmetro es un pequefio frasco de vidrio,
cerrado por un tubo vertical de diAmetro pequefio, en la que hay marcada una
sefal de enrase, para disponer de un volumen constante. El Picnémetro es un
recipiente de vidrio provisto de un tapdn con un tubo capilar marcado con un

enrase en su parte superior (Valderrama, 2010).
epH

La técnica conocida con el nombre de potenciometria directa, consiste en la
medida de la actividad (o concentracién) de una especie quimica, midiendo
directamente el potencial con el que esta directamente relacionada, mediante

una conocida funciéon logaritmica conocida como ecuacién de Nernst.

E =EO0 + 2,3 (RT/nF) log ai

Siendo
E = Potencial medido (mV) EO = Potencial de referencia (mV)
R = constante de los gases T = temperatura absoluta (K)
n = valencia del i6on F = constante de Faraday

ai = actividad idnica

En esta ecuacidén E es el potencial desarrollado por el sistema, EO el potencial
de referencia, "R" la constante de los gases, "T" la temperatura absoluta, "n"
el namero de electrones que se transfieren y "F" la constante de Faraday. ai
representa la actividad del i6n de interés. La actividad i6nica esta relacionada
con la concentracidn (ci) por el factor de actividad (fi). ai = fi ci A temperatura
constante, la ecuacion de Nernst puede escribirse: E=E0+S ai donde S es la

pendiente del electrodo.
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De la ecuacion de Nernst se deduce que, efectuando mediciones de potencial
respecto a un electrodo de referencia, puede conocerse la actividad y, por
tanto, la concentracién del i6n en cuestion. La aplicaciéon mas conocida de las
potenciometrias directas es la utilizacién de lo que se conoce con el nombre
de Electrodos Selectivos de Iones (ISE). Para obtener mediciones analiticas
validas en potenciometria, uno de los electrodos debera ser de potencial
constante y que no sufra cambios entre uno y otro experimento. El electrodo
que cumple esta condicién se conoce como electrodo de referencia. Debido a
la estabilidad del electrodo de referencia, cualquier cambio en el potencial del
sistema se debera a la contribucion del otro electrodo, llamado electrodo
indicador o de trabajo. El electrodo de referencia puede ser un electrodo
individual o estar incorporado al electrodo indicador (electrodo combinado)

(Auxilab, 2009).
¢ Control Microbioldgico
Segun USP XXXI
3.5. Determinacion de azucares reductores y totales:

3.5.1 Determinacion cualitativa de Monosacaridos (Azucares

Reductores):
3.5.1.1 Reaccion de Fehling:

Este ensayo pone de manifiesto la presencia de azucares reductores
(aldosas: glucosa, ribosa, eritrosa, etc.). Se trata de una reacciéon redox en
la que el grupo aldehido (reductor) de los azlcares es oxidado a grupo
acido por el Cu2+ que se reduce a Cu*. Tanto los monosacaridos como los
disacaridos reductores reaccionan con el Cu?* dando un precipitado rojo
de 6xido cuproso. La reaccidn tiene lugar en medio basico por lo que es
necesario introducir en la reaccion tartrato sédico-potasico para evitar la

precipitaciéon del hidréxido cuprico. La prueba de Fehling no es
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especifica; otras sustancias que dan reaccién positiva son los fenoles,
aminofenoles, benzoina, Aacido urico, catecol, &cido foérmico,

hidrazobenceno, fenilhidrazina, pirogalol y resorcinol (Acasti, 2014).

3.5.2 Determinacion cuantitativa de fructosa, glicerina y sacarosa:

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se define como la técnica
analitica de separaciéon ampliamente utilizada dada su sensibilidad, su facil
adaptacién a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la
separacion de especies y, sobre todo, su aplicabilidad a sustancias que son
de primordial interés en la industria, asi como en muchos campos de la
ciencia y la sociedad en general. Algunos ejemplos de estos materiales
incluyen: aminodacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibioticos, esteroides,
especies 6rgano-metalicas y una variedad de sustancias inorganicas (SKOOG,

2001).

Figura No.7: Esquema General de un Sistema HPLC
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Desechos

Para la determinacion de carbohidratos el sistema de cromatografia
liquida de alta resoluciéon debe ser acoplado a un detector de indice de
refraccion, este mide la diferencia de indice de refraccion entre el solvente puro

y el solvente que contiene la muestra. Es un detector universal, ya que es
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altamente improbable que el indice de refraccién del soluto sea similar al del
solvente. Como inconveniente tiene la desventaja de ser muy poco sensible, esto
limita su campo de aplicaciéon y es muy afectado por cambios de temperatura.
No se puede utilizar con programacién de solventes porque el cambio de la
composicion de la fase movil se acompafia del cambio de su indice de refraccion,
como consecuencia no se estabiliza la linea base. Existen tres tipos diferentes de
detectores de Indice de Refraccién: Fresnel, Deflexién e Interferométrico

(QUATTROCCHI et al, 1992).

3.6 Productos Terminados:
3.6.1 Jarabe de Acetaminofén:

Para el jarabe de acetaminofén que sera realizado, se garantizara su calidad, al
evaluar:

Caracteristicas organolépticas: Aspecto, Color y Olor.

pH por potenciémetro.

Uniformidad

Densidad con picnémetro.

Analisis microbioldgico: Aerobios totales, Mohos y levaduras y presencia de

E.Coli (RTCA 11.03.42:07,2007).

3.6.2 Crema Humectante:

Para la crema humectante que sera realizada, se garantizara su calidad, al evaluar:

o

Controles fisicoquimicos
pH por potenciémetro.
Viscosidad por Brookfield
Color

Aspecto

Microbiolégicos: Aerobios.

Peso especifico (RTCA 71.01.35.:06, 2006).
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7.3.2 3.6.3 Jalea de Frutas:

Para la jalea de frutas que sera realizada, se garantizara su calidad, al evaluar:

e Solidos solubles por lectura (°Brix) a 20°C.

o pH por potenciémetro.

o Conservante

o Control Microbioldgico: bacterias patdgenas, moho y levaduras y bacterias

Aerobias (RTCA 67.04.54:10, 2010).



26

4. JUSTIFICACION

La glicerina es un compuesto organico utilizado en varias industrias; como la cosmética,
alimenticia, medicamentos, etc. Actualmente la glicerina se obtiene a partir de la
saponificacion de grasas con alcalis (del cual se obtiene el 70% de la glicerina), de la
fermentacion del azucar y de la produccién de biocombustibles. Las ultimas dos

técnicas no son tan utilizadas como la primera.

La glicerina obtenida como subproducto de la sintesis de biodisel utilizando como
materia prima aceites usados es considerada un desecho industrial, por el bajo nivel de
pureza y su alto grado de contaminacién de naturaleza indeterminada, por lo que esta
opcidn de obtencion de glicerina no es tan viable debido a que la glicerina debe pasar
por un proceso de purificacion. En cuanto a la glicerina obtenida por medio de la
saponificacion; se debe de extraer la misma de la lejia final obtenida, evaporando el
agua, removiendo cristales de sal, realizar un proceso de destilacion y por ultimo de
blanqueo obteniendo una glicerina de alta pureza. En el caso de la técnica de
fermentacion, la mayoria de glicerina no se extrae de la misma debida a que es de
dificultad separar la misma de los demdas compuestos resultantes de la fermentacidn,

debido a su parecido estructural con los mismos como lo es el alcohol.

Por lo que la industria en general, cuenta inicamente con un método comprobado de

obtencién de glicerina de alta pureza; la saponificacién.

Esta investigacion determino si la enzima diastasa e invertasa presentes en la abeja
muerta, producen a partir de una fuente de sacarosa, glicerina y jarabe de fructosa.
Permitiendo de esta manera tener la ventaja de que no se deba de realizar la separacion
de la glicerina de los demas compuestos, ya que se obtendria una mezcla con
caracteristicas edulcorantes por la combinacién con la fructosa y espesantes por la
glicerina. De esta manera se estaria brindando una opcion viable para que la industria

en general tenga una fuente de glicerina combinada con fructosa.
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Se realiz6 este proceso a partir de un jarabe simple de sacarosa y agua, al cual se le
agrego diferentes proporciones abejas. De esta manera se logré que las enzimas
entraran en contacto directo con la sacarosa. Asi la diastasa e invertasa, transformaron
la sacarosa en glicerina y fructosa. A partir de esta mezcla se realizaron tres productos;

un jarabe de acetaminofén, una crema humectante y una jalea de fruta.

Para determinar la calidad de esta mezcla, se efectuaron controles de calidad
fisicoquimicos y microbioldgicos a la materia prima y productos terminados; a estos
ultimos también se les realizo una prueba de estabilidad acelerada. Para medir la
aceptacion de los mismos por la poblaciéon en general, se realizaron pruebas de

satisfaccion.
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5. OBJETIVOS

5.1 General:

Determinar si la enzima diastasa e invertasa presentes en la abeja muerta, producen

glicerina y jarabe de fructosa util para la industria a partir de una solucién de sacarosa.

5.2 Especificos:

e Identificar la presencia de glicerina y fructosa en la mezcla enzimatica por medio
de pruebas cualitativas (Fehling).

e Determinar la concentracion de glicerina y fructosa en la mezcla enzimatica a
partir de pruebas cuantitativas. Comprobar la mezcla idonea de abeja, sacarosa
a determinada temperatura y tiempo para poder producir glicerina y jarabe de
fructosa.

e Identificar y cuantificar la presencia de glicerina y fructosa en la mezcla
enzimatica por medio de HPLC.

e Examinar variables fisicoquimicas para determinar las condiciones en las cuales
se acelera el proceso enzimatico.

e Evaluar la funcionalidad de mezcla de glicerina y jarabe de fructosa por medio
de la elaboracidn de lotes piloto en un medicamento, cosmético y alimento.

e Comprobar la calidad de los productos terminados en base las especificaciones
del Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) a través de pruebas de control
de calidad.

e Identificar mediante pruebas de satisfaccion, el grado de aceptaciéon de los

productos realizados.
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6. HIPOTESIS

La glicerina y el jarabe de fructosa obtenidos a partir del proceso enzimatico de la abeja

muerta y una fuente de sacarosa, pueden utilizarse en la industria.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo

Mezcla de Jarabe de Fructosa - Glicerina obtenida a partir de la reacciéon enzimatica de

la diastasa e invertasa encontradas en la abeja muerta con sacarosa.
7.2 Muestra

Productos elaborados en el Laboratorio de Farmacia Industrial a partir de la mezcla de
jarabe de Fructosa - Glicerina obtenida de la reaccién enzimatica de la diastasa e

invertasa de las abejas muertas con sacarosa.

7.3 Recursos Humanos e institucionales

7.3.1 Recursos Humanos

¢ Bachiller Karen Elizabeth Rodriguez Cisneros
e Bachiller Estephania Liska de Le6n
e Asesor: Licenciado Julio Gerardo Chinchilla Vettorazzi

e Revisor: Licenciada Lucrecia Martinez de Haase
7.3.2 Recursos Institucionales

° Biblioteca Central de la Universidad de San Carlos de Guatemala
o Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

° Departamento de Farmacia Industrial, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.
° Laboratorio San Cristobal

) Laboratorio LASER
. SERQUIM, S.A.

° Facultad de Farmacia de la Universidad del Valle de Guatemala



7.4 Materiales
7.4.1 Reactivos

e Reactivo de Fehling
e Acetonitrilo grado HPLC
e Etanol grado HPLC

e Metanol grado HPLC
e Aguagrado HPLC

e Azul de metileno

e Agua destilada

e Etanol 80%

e Acetato de plomo

e Oxalato en polvo

e Acido clorhidrico

e Hidroxido de sodio
e Sulfato de cobre

e (Citrato de sodio

e Carbonato de sodio
7.4.2 Cristaleria

e Balén aforado de 100ml, 250ml
e Perlas de vidrio

e Earlenmayer

e Bureta

e Probeta

e Varillas de agitacién
e Micropipetas

e Beaker

e Relojde vidrio

e Matraz aforado
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7.4.3 Equipo

e Viscosimetro de Brookfield

e Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC)
e Picnémetro

e Potenciémetro

e Balanza Analitica

e Balanza Semianalitica

e Estufa

e Bafio maria

e TermoOmetro

e Molino
7.4.4 Materia Prima
e Abejas

e Jarabe Simple

e Acetaminofén

e Alcohol etilico al 96%
e Agua purificada

e (erade Abejas

e Borato Sédico

e Vaselina

e Benzoato de sodio

e Azucar

e Limoén

e Naranja
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7.5 Métodos
7.5.1 Método de Fehling:
A.- Estandarizacion de la solucion de Fehling:

Colocar la solucién diluida de glucosa en una bureta. Colocar en un balén aforado
de 250 ml 5 ml de solucién de Fehling A y 5 ml de solucién de Fehling B. Afiadir
2 o 3 gotas de solucion de azul de metileno. Diluir con aproximadamente 20 ml
de agua destilada y agregar perlas de vidrio. Llevar a ebullicion la solucién de
Fehling y agregar lentamente la solucién de glucosa sin dejar de calentar, hasta
que desaparezca la coloracién azul. En el momento en que desaparece el color
del indicador, en los bordes del fondo del balén aforado se puede observar cierto
tono rojizo. Nota: durante todo el tiempo en que se afiade la solucidn de glucosa,

la solucion de Fehling debe mantenerse en ebullicion.
B.- Preparacion de la solucion clarificada de azicares:

Pesar una cantidad de muestra tal que, en la solucién final clarificada, la
concentracion de azucares reductores sea de 2 a 5 mg/ml (para gastar entre 10
y 25 ml de dicha solucion por cada 10 ml de solucién de Fehling). Homogeneizar
la muestra con 50 ml de etanol al 80% (v/v) y traspasar cuantitativamente a un
matraz aforado de 250 ml; aforar con etanol (80%), mezclar bien y filtrar. Tomar
una alicuota de 25 ml de la solucion filtrada y colocarla en un matraz aforado de
250 ml. Diluir con 50 ml de agua destilada y afiadir unos pocos mililitros de
solucién de acetato de plomo (30%), hasta lograr la precipitaciéon completa (en
el caso de jugos, pulpas y mermeladas de frutas es suficiente afiadir 1 o 2 gotas
de la solucion de acetato de plomo al 30%). Mezclar bien y filtrar. Agregar al
filtrado oxalato en polvo en pequefias porciones (una cantidad muy pequefia
tomada con la punta de una espatula para evitar la profusién de oxalato) hasta
eliminar el exceso de acetato de plomo. Mezclar y filtrar descartando los

primeros mililitros. El filtrado debe quedar perfectamente transparente.
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C.- Determinacion de azucares reductores (originalmente presentes):

Tomar una alicuota de 25ml, colocarla en un matraz aforado de 100 ml, aforar
con agua, mezclar bien y colocar la solucién en una bureta. Colocar en un balén
aforado de 250ml 5 ml de solucién de Fehling A y 5 ml de solucién de Fehling B.
Anadir 2 o 3 gotas de solucién de azul de metileno. Diluir con aproximadamente
20 ml de agua destilada y agregar perlas de vidrio. Llevar a ebullicién la solucion
de Fehling y proceder igual a como se hizo durante la estandarizacién de la

solucion de Fehling.
D.- Determinacion de azucares totales

En un vaso de precipitados de 100 ml, colocar una alicuota de 25 ml de solucién
clarificada. Agregar 5 ml de soluciéon de HCl (1:1) y calentar a 70 °C durante 5
minutos. Enfriar a temperatura ambiente y con ayuda de un potenciémetro
llevar a pH 8,2 utilizando una solucién 6N de NaOH (en caso de no disponer de
un potencidmetro, afiadir 2 o 3 gotas de fenolftaleina y titular lentamente con la
solucion de hidroxido de sodio hasta el cambio de viraje del indicador, luego
afiadir lentamente, gota a gota HCI (1:1) hasta la desaparicion del color rosado).
Una vez alcanzado el pH indicado, pasar la solucién cuantitativamente a un
matraz aforado de 100 ml, aforar con agua, mezclar bien y colocar la solucién en
una bureta. Colocar en un balén aforado de 250 ml 5 ml de solucién de Fehling
A y 5 ml de solucién de Fehling B. Afiadir 2 o 3 gotas de solucién de azul de
metileno. Diluir con aproximadamente 20 ml de agua destilada y agregar perlas
de vidrio. Llevar a ebullicién la solucién de Fehling y proceder igual a como se
hizo durante la estandarizacion de la solucién de Fehling. Nota: los azdcares no
reductores son calculados restando al contenido de azilcares totales, el
contenido de azucares reductores. Para convertir este valor en contenido de
sacarosa, se debe considerar la suma de los pesos moleculares de la glucosay la

fructosa (360 g/mol) y el de la sacarosa (342 g/mol) (Ciens, 2013).
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7.5.2 Control de calidad de Materias Primas
7.5.2.1 Acetaminofén

a. Identificacion: A: Absorcién en el Infrarrojo <197K> B: Absorcién en el
Ultravioleta <197U>—Solucién: 5 mg por mL. Medio: acido clorhidrico
0,1N en metanol (1 en 100). C: Responde a la Prueba de Identificaciéon por
Cromatografia en Capa Delgada <201>, empleando una solucién de
prueba en metanol que contenga aproximadamente 1 mg por mL y una
fase moévil constituida por una mezcla de cloruro de metileno y metanol
(4:1).

b. Intervalo de fusién: entre 1688 y 1728.

c. Agua: no mas de 0.5%.

d. Residuo de incineracion: no mas de 0.1%.

e. Cloruros <221>: Agitar 1.0 g con 25 mL de agua, filtrar y agregar 1mL de
acido nitrico 2N y 1 mL de nitrato de plata SR: el filtrado no presenta mas
cloruro que el correspondiente a 0.20 mL de acido clorhidrico 0.020N
(0.014%).

f. Sulfatos <221>: Agitar 1,0 g con 25 mL de agua, filtrar y agregar 2.0mL de
acido acético 1N y después agregar 2.0 mL de cloruro de bario SR: la
mezcla no presenta mas sulfato que el correspondiente a 0.20 mL de
acido sulfarico 0.020N (0.02%).

g. Sulfuros: Colocar aproximadamente 2.5 g en un vaso de precipitados de
50 mL. Agregar 5 mL de alcohol y 1 mL de acido clorhidrico 3 N.
Humedecer una pieza de papel de prueba de acetato de plomo con agua
y fijar ala cara inferior de un vidrio de reloj. Cubrir el vaso de precipitados
con el vidrio de reloj de forma que parte del papel de acetato de plomo
cuelgue cerca del pico de vertido del vaso de precipitados. Calentar el
contenido del vaso de precipitados en una placa de calentamiento hasta
ebullicion: no se observa coloracion ni manchas en el papel de prueba.

h. Metales pesados, Método II <231>: 0.001%.
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p-Aminofenol libre: Transferir 5.0 g a un matraz volumétrico de 100 mL
y disolver en aproximadamente 75 mL de una mezcla de volimenes
iguales de metanol y agua. Agregar 5.0 mL de solucién de
nitroferricianuro alcalino (preparada por disolucion de 1.0 g de
nitroferricianuro de sodio y 1.0 g de carbonato de sodio anhidro en 100
mL de agua), diluir a volumen con una mezcla de volimenes iguales de
metanol y agua, mezclar y dejar en reposo durante 30 minutos.
Determinar concomitantemente las absorbancias de esta solucién y de
una solucién recién preparada de p-aminofenol, preparada de forma
similar a una concentraciéon de 2.5 mg por mL, usando las mismas
cantidades de los mismos reactivos, en celdas de 1 cm, al maximo de
aproximadamente 710 nm, con un espectrofotometro adecuado,
utilizando como blanco 5.0 mL de solucién de nitroferricianuro alcalino
diluido a 100 mL con una mezcla de volimenes iguales de metanol y agua:
la absorbancia de la solucion de prueba no excede de la de la solucion
estandar, correspondiente a no mas de 0.005% de p-aminofenol.

Limite de p-cloroacetanilida—Cualquier mancha obtenida a partir de la
solucién en andlisis, a un valor RF correspondiente a la mancha principal
de la solucién estandar, no supera el tamano ni la intensidad de la mancha
principal obtenida a partir de la solucién estandar, correspondiente a no
mas de 0,001% de p-cloroacetanilida.

Sustancias facilmente carbonizables: Disolver 0.50 g en 5 mL de acido
sulfurico SR: la solucién no tiene un color mas intenso que el liquido de
Comparacion A.

Impurezas organicas volatiles: Método V <467>: cumple con los
requisitos. Disolvente—Usar dimetil sulféxido.

. Valoracion: Disolver aproximadamente 120 mg de Acetaminofeno,
pesados con exactitud, en 10 mL de metanol en un matraz volumétrico de
500 mL, diluir a volumen con agua y mezclar. Transferir 5,0 mL de esta
solucién a un matraz volumétrico de 100mL, diluir a volumen con agua y

mezclar. Determinar concomitantemente las absorbancias de esta
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solucién y de una solucién estandar de ER Acetaminofeno USP, en el
mismo medio, a una concentraciéon de aproximadamente 12 mg por mL
en celdas de 1 cm, a la longitud de onda de absorbancia maxima,
aproximadamente a 244 nm, con un espectrofotémetro adecuado usando
agua como blanco. Calcular la cantidad, en mg, de CsH9NO2 en el
Acetaminofeno tomado, por la férmula:

10C (AU / AS)

en donde C es la concentracién, en mg por mL, de ER Acetaminofeno USP
en la solucion estandar; y AU y AS son las absorbancias de la solucién de

Acetaminofeno y de la solucion estandar, respectivamente.
7.5.2.2 Azucar (Dextrosa)

a. Identificacion, Rotacion especifica, Cloruros, Calcio, Sulfatos y
Metales pesados: Transferir aproximadamente 20 g, pesados con
exactitud, a un matraz volumétrico de 100 mL, agregar 80 mL de agua,
agitar para disolver la sacarosa, agregar agua a volumen y mezclar.
Separar la sacarosa solubilizada del almidén insoluble por filtracion hasta
que el filtrado se vuelva totalmente transparente. Emplear la porcion
insoluble en la prueba de Identificacion y utilizar el filtrado transparente
recién preparado en las siguientes pruebas.

b. Identificacion: Una suspensiéon espesa en agua de la porcién
insoluble se torna de color violeta rojizo a azul intenso por efecto del yodo
SR.

C. Rotacion especifica: no menos de +62.68, determinada sobre una
porcion del filtrado que corresponda a no menos del 95.0% de C12H22011,
calculada con respecto a la sustancia seca.

d. Cloruros: Una porciéon de 10 mL del filtrado no presenta mas
cloruro que el correspondiente a 0.40 mL de acido clorhidrico 0.020N

(0.014%).
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e. Calcio: A 5.0 mL del filtrado, agregar 5.0 mL de agua y 1.0 mL de
oxalato de amonio SR: la solucién permanece clara por lo menos durante
1 minuto.

f. Sulfatos: Una porcién de 25 mL del filtrado no presenta mas
sulfato que el correspondiente a 0.30 mL de acido sulfirico 0.020N
(0.006%).

g Metales pesados: Agregar a 20 mL del filtrado 4 mL de agua y
1.0mL de acido clorhidrico 0.1 N: el limite es 5 ppm.

h. Limites microbianos: Cumple con los requisitos de las pruebas de
ausencia de Salmonela spp.y de Escherichia coli.

i. Perdida por secado: Secar a 105°C durante 4 horas: no pierde mas
de 1.0% de su peso.

. Residuo de incineracién: no mas de 0.08%.

k. Impurezas organicas volatiles: cumple con los requisitos.
7.5.2.3 Benzoato de sodio

a. Identificacion: Responde a las pruebas para Sodio <191> y para
Benzoato <191>.

b. Alcalinidad: Disolver 2.0 g en 20 mL de agua caliente y agregar 2
gotas de fenolftaleina SR: si se produjera un color rosado, éste desaparece
agregando 0.20 mL de acido sulftirico 0.10 N.

C. Agua, Método I <921>: no mas de 1.5%.

d. Metales pesados: Disolver 4.0 g en 40 mL de agua, agregar, gota a
gota y mezclando vigorosamente, 10 mL de acido clorhidrico 3N y filtrar.
Usar 25 mL del filtrado: el limite es 0.001%.

e. Valoraciéon: Transferir a un vaso de precipitados de 250 mL
aproximadamente 600 mg de Benzoato de Sodio, pesados con exactitud.
Agregar 100 mL de acido acético glacial, mezclar hasta que la muestra de
valoracion esté completamente disuelta, agregar 2 gotas de cristal violeta
SR y valorar con acido perclérico 0.1N SV hasta un punto final verde.

Realizar una determinaciéon con un blanco y hacer las correcciones
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necesarias. Cada mL de &cido perclérico 0.1N equivale a 14.41 mg de

C7HsNaOx.
7.5.2.4 Borato de sodio

a. Identificacion: Una solucién (1 en 20) responde a las pruebas para Sodio
<191> y para Borato <191>.

b. Carbonatos y bicarbonatos: A un tubo de ensayo que contenga 5 mL de
una solucion (1 en 20), agregar 1.0 mL de acido clorhidrico 3N: no se observa
efervescencia.

C. Metales pesados: Disolver 1g en 16 mL de agua y 6 mL de &cido

clorhidrico 1N, y diluir con agua hasta 25 mL: el limite es 0.002%.

d. Impurezas organicas volatiles, Método 1 <467>: cumple con los
requisitos.
e. Valoracidn: Disolver aproximadamente 3 g de Borato de Sodio, pesados

con exactitud, en 50 mL de agua, agregar rojo de metilo SR y valorar con acido
clorhidrico 0.5N SV. [NOTA—Puede ser necesario calentar en un bafio de vapor
al comienzo para lograr la disoluciéon]. Cada mL de &cido clorhidrico 0.5N

equivale a 95.34 mg de NazB4+07 -10H20.
7.5.2.5 Cera de abeja

a. Intervalo de fusién: 62°Cy 65°C.

b. Prueba de saponificaciéon y turbidez: Colocar 3.00 g en un matraz de
ebullicién de fondo redondo de 100mL equipado con una junta de vidrio
esmerilado. Agregar 30mL de una solucién que se prepara disolviendo 40 g de
hidréxido de potasio en aproximadamente 900mL de alcohol exento de
aldehidos mantenidos a una temperatura que no exceda de 15°C, y una vez
terminada la solucidn, calentar hasta temperatura ambiente y agregar suficiente
alcohol exento de aldehidos hasta completar 1000mL. Someter la mezcla a
reflujo suave durante 2 horas. Al final de este periodo, abrir el matraz, insertar

un termoOmetro en la solucién y colocar el matraz en un recipiente con agua a
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una temperatura de 80°C. Mientras el bafio y la solucién se enfrian, girar el
matraz dentro del recipiente: la solucién no presenta turbidez ni formacién de
glébulos antes de alcanzar la temperatura de 65°C.

c. Grasas o acidos grasos, cera de Japdn, colofonia y jabdn: Calentar a
ebullicién 1.0g durante 30 minutos con 35 mL de hidréxido de sodio 3.5N en un
vaso de precipitados de 100 mL, manteniendo el volumen mediante la adicién
ocasional de agua, y dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente durante
aproximadamente 2 horas: La cera se separa, dejando el liquido transparente,
turbio o translucido, pero no opaco. Filtrar la mezcla fresca y acidificar el filtrado
transparente con acido clorhidrico: el liquido permanece transparente o
presenta, como maximo, leve turbidez o precipitado.

d. Indice de acidez: Colocar en un matraz de 200 mL aproximadamente 3g,
pesados con exactitud, con 25 mL de alcohol deshidratado neutralizado y
entibiar hasta que se haya fundido. Agitar la mezcla y agregar 1.0 mL de
fenolftaleina SR. Valorar el liquido tibio con hidréxido de potasio alcohélico 0.5N
SV hasta producir un color rosado débil permanente: el indice de acidez asi
obtenido es entre 17 y 24.

e. Indice de esterificacién: Agregar a la solucién obtenida segtin se indica en
la determinacién del Indice de acidez 25.0 mL de hidréxido de potasio alcohdlico
0.5N SVy 50 mL de alcohol libre de aldehido. Someter la mezcla a reflujo durante
4 horas y valorar el exceso de alcali con 4cido clorhidrico 0.5N SV. Efectuar una
determinacion con un blanco. El indice de esterificacion asi obtenido esta entre

72y 79.
7.5.2.6 Propil-parabeno

a. Identificacion: Intervalo de fusién <741>: entre 96°C y 99°C.

b. Color de la solucidén: Disolver 1g en alcohol, diluir con alcohol hasta 10
mL y mezclar (solucidén de propilparabeno). La solucion es transparente y no
tiene un color mas intenso que el del alcohol o que el de una solucién preparada
inmediatamente antes de usar mezclando 2,4 mL de cloruro férrico SC, 1.0 mL

de cloruro cobaltoso SC y 0,4 mL de sulfato ctiprico SC con acido clorhidrico 0.3N
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para obtener 10 mL, y diluyendo 5.0 mL de esta solucién con acido clorhidrico
0.3N para obtener 100 mL. Comparar observando las soluciones hacia abajo en
tubos para comparacion de color pareados contra una superficie blanca.

C. Acidez: A 2.0 mL de solucién de propilparabeno preparada en la prueba
de Color de la solucién, agregar 3.0 mL de alcohol, 5.0 mL de agua libre de
dioxido de carbono, 0.1 mL de verde de bromocresol SR y valorar con hidréxido
de sodio 0.10 N: no se requiere mas de 0.1 mL para producir un color azul.

d. Residuo de incineracién: no mas de 0.1%, determinado en 1.0 g.

e. Sustancias relacionadas: soluciéon de prueba—Preparar una solucién de
Propilparabeno en acetona que contenga 10 mg por mL. Soluciones estandar—
Transferir 0.5 mL de la solucion de prueba a un matraz volumétrico de 100 mL,
diluir a volumen con acetona y mezclar (solucién estandar A). Disolver 10 mg de
ER Etilparabeno USP, pesados con exactitud, en 1.0 mL de la solucién de prueba
y diluir con acetona hasta 10 mL (solucion estandar B). Procedimiento—Aplicar
por separado 2 mL de la soluciéon de prueba y 2 mL de cada solucién estandar
sobre una placa para cromatografia en capa delgada recubierta con una capa de
mezcla de gel de silice octadecilsilanizado para cromatografia de 0.25 mm de
espesor. Desarrollar el cromatograma en una fase mévil constituida por una
mezcla de metanol, agua y acido aceitico glacial (70:30:1) hasta que el frente de
la fase mdvil haya recorrido aproximadamente tres cuartos de la longitud de la
placa. Retirar la placa de la cAmara, marcar el frente de la fase mévil y dejar que
el disolvente se evapore. Examinar la placa bajo luz UV de longitud de onda corta
y comparar las intensidades de cualquier mancha secundaria observada en el
cromatograma de la solucion de prueba con las de la mancha principal del
cromatograma de la solucion estandar A: la intensidad de cualquier mancha
secundaria individual en el cromatograma de la solucién de prueba no es mayor
que la de la mancha principal obtenida en el cromatograma de la solucion
estandar A (0.5%). La prueba no es valida a menos que el cromatograma
obtenido con la soluciéon estandar B muestre dos manchas principales

claramente separadas.
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f. Valoracién: Transferir aproximadamente 1,000 g de Propilparabeno,
pesado con exactitud, a un matraz con tapdn de vidrio esmerilado. Agregar 20,0
mL de hidréxido de sodio 1N SV y calentar aproximadamente a 70°C durante 1
hora. Enfriar rdpidamente en un bafio de hielo. Valorar las soluciones a
temperatura ambiente. Valorar el exceso de hidréxido de sodio con acido
sulfurico 1N SV, continuando con la valoraciéon hasta el segundo punto de
inflexion y determinando el punto final potenciométricamente. Realizar una
determinacion con un blanco. Cada mL de hidréxido de sodio 1N equivale a

180.2 mg de C10H120s.
7.5.2.7 Metil-parabeno

a. Identificacion: Intervalo de fusion: entre 125°Cy 128°C.

b. Color de la solucién: Disolver 1 g en alcohol, diluir con alcohol hasta 10
mL y mezclar (Solucion de metilparabeno). La solucion es transparente y no
tiene un color mas intenso que el del alcohol o que una solucién preparada
inmediatamente antes de usar mezclando 2.4 mL de cloruro férrico SC, 1.0
mL de cloruro cobaltoso SC y 0.4 mL de sulfato cuprico SC con &cido
clorhidrico 0.3N para obtener 10 mL, y diluyendo 5 mL de esta solucién con
acido clorhidrico 0.3N para obtener 100 mL. Comparar observando las
soluciones hacia abajo en tubos para comparacién de color pareados contra
una superficie blanca.

c. Acidez: A 2 mL de Solucién de metilparabeno preparada en la prueba de
Color de la solucién, agregar 3 mL de alcohol, 5 mL de agua exenta de diéxido
de carbono y 0.1 mL de verde de bromocresol SR y valorar con hidréxido de
sodio 0.10 N: no se requiere mas de 0.1 mL para producir un color azul.

d. Residuo de incineracion: no mas de 0.1%, determinado en 1.0 g.

e. Sustancias relacionadas: Soluciéon de prueba—Preparar una solucion de
Metilparabeno en acetona que contenga 10 mg por mL. Soluciones
estdindar—Transferir 0.5 mL de la Solucién de prueba a un matraz
volumétrico de 100 mL, diluir a volumen con acetona y mezclar (Solucion

estandar A). Disolver 10 mg, pesados con exactitud, de ER Etilparabeno USP
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en 1.0 mL de la Solucién de prueba y diluir con acetona a 10 mL (Solucién
estandar B). Procedimiento—Aplicar por separado 2 mL de la Solucién de
pruebay 2 mL de cada Solucién estandar sobre una placa para cromatografia
en capa delgada recubierta con una capa de mezcla de gel de silice
octadecilsilanizado para cromatografia de 0.25 mm de espesor. Desarrollar
el cromatograma en una fase movil constituida por una mezcla de metanol,
agua y acido aceitico glacial (70:30:1) hasta que el frente de la fase movil
haya recorrido aproximadamente tres cuartos de la longitud de la placa.
Retirar la placa de la cdmara, marcar el frente de la fase movil y dejar que el
disolvente se evapore. Examinar la placa bajo la luz UV de longitud de onda
cortay comparar las intensidades de las manchas secundarias observadas en
el cromatograma de la Solucion de prueba con la intensidad de la mancha
principal en el cromatograma obtenido a partir de la Solucion estandar A: la
intensidad de cualquier mancha secundaria individual en el cromatograma
de la Solucion de prueba no es mayor que la de la mancha principal obtenida
en el cromatograma a partir de la Solucién estandar A (0.5%). La prueba no
es valida a menos que el cromatograma obtenido con la solucién estandar B
muestre dos manchas principales claramente separadas.

f. Valoracién: Aproximadamente a 1.0 g de Metilparabeno, pesados con
exactitud, agregar 20.0 mL de hidréxido de sodio 1N SV y calentar
aproximadamente a 70°C durante 1 hora. Enfriar rapidamente en un bafio de
hielo. Realizar la valoracién de las soluciones a temperatura ambiente.
Valorar el exceso de hidréxido de sodio con acido sulfirico 1N SV,
continuando con la valoraciéon hasta el segundo punto de inflexion y
determinando el punto final potenciométricamente. Realizar una
determinacion con un blanco. Cada mL de hidroxido de sodio 1N equivale a

152.1 mg de CsHsOs.
7.5.2.8 Vaselina

a. Color: Fundir aproximadamente 10 g en un bafio de vapor y verter

aproximadamente 5 mL del liquido en un tubo de ensayo de vidrio
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transparente de 156150 mm, manteniendo la vaselina fundida. La vaselina
no es mas oscura que una soluciéon obtenida mezclando 3.8 mL de cloruro
férrico SC y 1.2 mL de cloruro cobaltoso SC en un tubo similar; comparar
ambos tubos con luz reflejada contra un fondo blanco, sosteniendo el tubo
con la vaselina directamente contra el fondo en un dngulo que no provoque
fluorescencia.

b. Peso especifico: entre 0.815 y 0.880 a 60°C.

c. Intervalo de fusion: entre 38°Cy 60°C.

d. Consistencia: Aparato—Determinar la consistencia de la Vaselina por
medio de un penetrémetro equipado con un émbolo de metal pulido, de
forma conica, de 150 g y con una punta de acero desmontable de las
siguientes dimensiones: la punta del cono tiene un angulo de 30°C y esta
truncada con un diametro de 0.381+0.025 mm, la base de la punta es de
8.38+0.05 mm de didametro y la longitud de la punta es de 14.94+0.05 mm.
La porcion restante del cono tiene un angulo de 90°C, es de
aproximadamente 28 mm de altura y un didmetro mdaximo de
aproximadamente 65 mm en la base. Los recipientes para la prueba son
cilindros metalicos de fondo plano de 100+6 mm de didmetro y no menos de
65 mm de altura. Los recipientes son de metal de al menos 1.6mm (calibre
16) y cuentan con tapas impermeables al agua que ajustan bien.
Procedimiento—Colocar el nimero necesario de recipientes en un horno y
calentar, junto con una cantidad de Vaselina, a una temperatura de 82+2.5°C;
luego verter la Vaselina en uno o mas de los recipientes, llenando hasta 6 mm
del borde. Enfriar a 25+2.5°C en un periodo no menor de 16 horas,
protegiéndolos de las corrientes de aire. Dos horas antes de la prueba,
colocar los recipientes en un bafio de agua a 25+0.5°C. Si la temperatura
ambiente es menor de 23.5°C o mayor de 26.5°C, ajustar la temperatura del
cono a 25%0.5°C colocandolo en el bafio de agua. Sin alterar la superficie de
la sustancia en analisis, colocar el envase sobre la mesa del penetrémetro y
bajar el cono hasta que la punta toque apenas la superficie superior de la

sustancia, en un punto situado entre 25 mm y 38 mm del borde del



45

recipiente. Ajustar el cero, liberar rapidamente el émbolo y dejarlo libre
durante 5 segundos. Sujetar el émbolo y tomar la lectura de la penetracion
total en la escala. Hacer tres o mas ensayos, espaciandolos de forma tal que
las areas de penetracion no se superpongan. Si la penetracion excede de 20
mm, usar un recipiente distinto para cada ensayo. Tomar la lectura de la
penetracion con una aproximacion de 0.1 mm. Calcular el promedio de tres
o mas lecturas y realizar ensayos posteriores hasta un total de 10 si la
desviacién de los resultados individuales excede +3% del promedio: el
promedio final de los ensayos no es menos de 10.0 mm ni mas de 30.0 mm,
lo que indica un valor de consistencia entre 100 y 300.

e. Acidez: Si la adicién de fenolftaleina SR en la prueba de Alcalinidad no
produce un color rosado, agregar 0.1 mL de anaranjado de metilo SR: no se
produce un color rojo ni rosado.

f. Alcalinidad: Introducir 35 g en un vaso de precipitados adecuado, agregar
100 mL de agua hirviendo, tapar y colocar en una placa de calentamiento,
mantenida en el punto de ebullicién del agua y mezclando. Después de 5
minutos, dejar que las fases se separen. Extraer el agua separada y transferir
a una capsula, lavar la vaselina con dos porciones de 50 mL de agua en
ebullicion y agregar los lavados a la capsula. Agregar a los lavados
combinados 1 gota de fenolftaleina SR y calentar hasta ebullicion: la solucién
no adquiere un color rosado.

g. Residuo de incineracion <281>: Calentar 2.0 g en una capsula de
porcelana o platino abierta, sobre la llama de un mechero de Bunsen: se
volatiza sin que emane un olor acre y su incineraciéon no produce mas de
0.1% de residuo.

h. Acidos organicos: Pesar 20.0 g, agregar 100 mL de una mezcla 1 en 2 de
alcohol neutralizado y agua, agitar bien y calentar hasta ebullicion. Agregar
1 mL de fenolftaleina SR y valorar rapidamente con hidréxido de sodio 0.1N
SV, agitando vigorosamente, hasta un punto final rosado definido,
comprobando el cambio de color en la capa de alcohol y agua: no se requiere

mas de 400 mL de hidroxido de sodio 0.100 N.
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i. Aceites fijos, grasas y colofonia: Digerir 10 g con 50 mL de hidréxido de
sodio 5N a 100°C durante 30 minutos. Separar la capa de agua y acidificarla

con acido sulfdrico 5N: no se separa una sustancia aceitosa o sélida.

7.5.3 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

7.5.3.1 Preparacion de patron:
Se prepara una solucion utilizando el jarabe enzimatico de 50g, aforando en un
balén de 100 ml, se identifica la concentracion del jarabe. De este, se parte para
las siguientes; se toma una alicuota para dilucién de 25ml, 12.5ml y 6.75ml. Para
leer las muestras de los jarabes, segiin metodologia indicada por Skoog (2008),
en su libro Principios de Andlisis Instrumental; a partir de la concentracion
obtenida se realizan las diluciones pertinentes para obtener una curva de

calibracion que tiene aproximadamente un r: 0.9996.

7.5.3.2 Cuantificacion de las muestras

A partir del patron obtenido, se toma una alicuota, dichas soluciones se filtran
para eliminar las pequefias particulas en la solucién. Seguido se colocan las
muestras en el equipo. Este es programado para utilizar como fase movil
metanol:agua 90:10, a un flujo de 0.5mL/min, longitud de onda de 325 nm y con
un volumen de inyeccién de 20 pL. La columna utilizada es una Hypersil ODS 200

x 2.1 mm 5 um.
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7.5.4 Realizacion del Jarabe simple:

7.5.4.1 Formula Cualitativa-Cuantitativa del Jarabe simple

Componentes Cantidad
Sacarosa 640 g
Agua destilada 360 ml
Metil-parabeno 0.05¢g
Propil-parabeno 0.15¢g

7.5.4.2 Densidad Relativa:

Viscosimetro de Brookfield

7.5.4.3 Adicion de las enzimas diastasa e invertasa al jarabe:

Las abejas seran trituradas por medio de un molino, para que de esta manera se

obtenga un polvo uniforme.

Se pesara la cantidad de polvo para cada prueba con el jarabe. Se realizara una
prueba con 5g de abejas, 15g de abejas, 25g de abejas y 50g de abejas cada 100ml
de jarabe de sacarosa. Esto para determinar si la cantidad de abejas afiadida

afecta la cantidad de glicerina y jarabe de fructosa obtenidos.

Al pesar estas cantidades, estas seran agregadas al jarabe de sacarosa,
mezclandolas de manera uniforme con el jarabe. Para obtener el maximo
funcionamiento de las enzimas, los jarabes seran sometidos a un calentamiento
de 36°C, 50°C y 60°C durante 8 dias. Se utilizara la elevacion de la temperatura

para acelerar su proceso enzimatico.

Posterior a esto se realizara una prueba cualitativa para determinar la presencia

de azucares reductores en los jarabes, antes de realizar un analisis cuantitativo.
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El jarabe sera filtrado, removiendo asi los residuos de abejas del mismo y
posteriormente sera analizado para detectar la presencia de azucares

reductores.

7.5.5 Reactivo de Benedict para la identificacion cualitativa de azucares

reductores:

Se debe de agregar 1.73g de CuSO4 + 1.73g de citrato de sodio + 10g de Na2CO3
(anhidro) y diluirlo en 100ml de agua destilada.

Se tomard una muestra de jarabe de sacarosa inicial para determinar si
contienen presencia de azucares reductores. Posterior al proceso de
investigacion se realizara otra prueba de Benedict, para determinar si hay o no
presencia de los azucares reductores, si diera positivo, se pasara a proceder con

la prueba de Felhing.
7.5.6 Preparacion productos para la industria

7.5.6.1 Jarabe de Acetaminofén

Formula Cualitativa-Cuantitativa

Materia Prima Cantidad
Acetaminofén 6.5g
Alcohol etilico 96% 9ml
Agua purificada 2ml

Mezcla de Jarabe de fructosa,
65ml
glicerina y sacarosa

Forma de Preparacion: Mezclar el alcohol y el agua purificada; disolver el
acetaminofén. Calentar el jarabe de 50-60°C, y mezclar con la solucién

anterior.
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e Analisis del Jarabe:

o Caracteristicas organolépticas:
v Aspecto: Liquido viscoso
v Color: De incoloro a amarillo claro
v Olor: dulce
o pH: 7-9
o Uniformidad: sin particulas visibles y sin precipitado

o Densidad: 1.3-1.4

o Analisis microbiolodgico:
v Aerobios totales maximo de 100UFC/G
v Mohos y levaduras 10UFC/G

v E.Coli no debe de presentarse

7.5.6.2 Crema Humectante:

Materia Prima Cantidad
Cera de abejas 20g
Vaselina Liquida 50g
Borato de sodio 1g
Agua destilada 29ml
Mezcla de jarabe de fructosa, C.S
glicerina y sacarosa

Forma de preparaciéon: Fundir la cera de abeja y la vaselina a 50°C, mezclar el
borato de sodio y posteriormente agrega el agua destilada. Todo el tiempo agitar
la mezcla y agregar la mezcla de jarabe de fructosa, glicerina y sacarosa hasta

logar viscosidad deseada.
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e Andlisis de la Crema:
e Controles fisicoquimicos
e pH: 6-7
Medicion de pH: dispersar aproximadamente 1.0g de producto en 10ml de
agua destilada y medir el pH con potenciémetro.
o Viscosidad: 63-66
Viscosidad aparente: se mide en 12g de producto, utilizando el viscosimetro
rotacional Brookfield. Registrar la velocidad de giro y el husillo utilizado.
o Color: de blanco a amarillento
o Aspecto: emulsion viscosa de aspecto agradable y buena penetracion.
e Microbiolégicos
v Aerobios: menor de 100 UFC/G
v Peso especifico: se determina por pesada de picnémetro con

producto con agua y vacio.

7.5.6.3 Jalea de fruta:

Materia Prima Cantidad
Naranjas 4 naranjas
Mezcla de Jarabe de Fructosa, 200ml

Glicerina y sacarosa

Benzoato de Sodio 0.05g/100ml
Limon 1 limén
Azucar 200g

Agua Destilada 500ml

Forma de Preparacion: Pelar las naranjas, quitandoles toda la parte blanca de la
cascara. Cortar la naranja en cubos y la cascara en tiras delgadas. En una olla
verter las cascaras, dejandolas hervir durante 5 minutos. Agregar los cubos de
naranja. Afladir la mezcla de jarabe de fructosa, glicerina y sacarosa, junto con el

azucary el jugo de limén. Cocinar hasta que reduzca, agitando constantemente.
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Cuando espese la preparacion y tome un color brillante se debe de retirar del

calor.

e Analisis de la Jalea:

o Sélidos solubles por lectura (°Brix) a 20°C: Minimo 64%, maximo 68%.
o pH: 3.25 - 3.75.

o Contenido de alcohol etilico en %(V/V) a 15°C/15°C: Maximo 0.5.

o Conservante: Benzoato de Sodio y/o Sorbato de Potasio (solos o en

conjunto) en g/100 ml.: maximo 0.05

0 Control Microbiolodgico:
v Debe estar libre de bacterias patogenas.
v Se permite un contenido maximo de moho de cinco campos

positivos por cada 100.

v Bacterias Aerobias: menor a 100 UFC/g.
7.5.7 Evaluacion de estabilidad aplicada a productos

Estas pruebas que se efectuaran para obtener informacién sobre las condiciones en
las que se deben procesar y almacenar los productos terminados. Las pruebas de
estabilidad también se emplean para determinar la vida util del producto en su

envase original y en condiciones de almacenamiento especificadas.
7.5.7.1 Jarabe de acetaminofén

Las condiciones del estudio de estabilidad acelerada que no requieran
refrigeracion ni congelacion son: temperatura controlada de 40°C+2°C para
formas farmacéuticas liquidas y semisdlidas en un periodo de 6 meses (180
dias). Los intervalos analiticos deben ser, el inicial (dia 0), intermedios (dias 30,
60, 90) y el final (dia 180). En cada intervalo se realizaran 2 repeticiones para

cada analisis.


http://www.monografias.com/trabajos7/sisinf/sisinf.shtml
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Las caracteristicas a evaluar en una suspension son:

a. Analisis quimico: Concentracién de principio activo
b. Andlisis fisico: Caracteristicas organolépticas, pH, homogenidad,
suspendibilidad.

e Organolépticas: color, olor, aspecto.

e pH: tomar una tira de papel pH, e introducirla en un tubo de ensayo
con 10 mL del jarabe y verificar que tenga entre 7-9, que es el pH
aceptable.

e Homogeneidad: Colocar sobre un porta objeto una gota de la
suspension, colocar sobre esta un cubre objeto, se tiene que observar
que la muestra esta distribuida homogéneamente.

e Suspendibilidad de particula: Agitar vigorosamente el envase y

observar si se suspenden las particulas de una forma homogénea.
7.5.7.2 Crema humectante

Aligual que el jarabe de acetaminofén, las condiciones del estudio de estabilidad
para la crema humectante son las mismas: temperatura controlada de 40°C+2°C
para formas farmacéuticas liquidas y semisdlidas en un periodo de 6 meses (180
dias). Los intervalos analiticos deben ser, el inicial (dia 0), intermedios (dias 30,
60, 90) y el final (dia 180). En cada intervalo se realizaran 2 repeticiones para

cada analisis.
Las caracteristicas a evaluar en un producto cosmético son:

a. Caracteristicas organolépticas (aspecto, color y olor)
b. Pruebas fisicas: a) pH
b) Densidad (cuando aplique)

c) Viscosidad (cuando aplique)
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7.5.7.3 Jalea de fruta

La estabilidad de un alimento ha sido controlada por diferentes factores:
calentamiento, enfriamiento, secado, salado, conservado, aumentando su acidez,
removiendo el oxigeno, fermentando, afadiendo preservantes, etc. y a menudo
esos métodos son aplicados en combinaciéon unos con otros. En este estudio, la
estabilidad de la jalea de frutas se medira inicamente mediante el calentamiento a

una temperatura controlada de 40°C+2°C.
Las caracteristicas a evaluar en un alimento son:

Caracteristicas organolépticas (aspecto, sabor, color y olor)

b. Pruebas fisicas: a) pH (3.25 - 3.75).

c. Control Microbioldgico: Debe estar libre de bacterias patdgenas, se
permite un contenido maximo de moho de cinco campos positivos por

cada 100 y bacterias Aerobias es menor a 100 UFC/g.

7.5.8 Inocuidad microbiolégica del Jarabe de Sacarosa
o Analisis microbiolégico:
v Aerobios totales maximo de 100UFC/G
v Mohos y levaduras 10UFC/G

v E.Coli no debe de presentarse
7.5.9 Analisis estadistico

7.5.9.1 Estadistica Descriptiva:

Se utilizara estadistica descriptiva para realizar el analisis de los datos
obtenidos.
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7.5.10 Prueba de medicion del grado de satisfaccion de productos

terminados

En esta fase de lainvestigacidn, se analizara el grado de satisfaccion para obtener
mayor informacién acerca de los productos terminados, en las cuales el juez
expresa su reaccién subjetiva ante el producto, indicando si le gusta o le disgusta,
silo acepta o lo rechaza, o si lo prefiere a otro. El método utilizado para realizar
la medicién serd la evaluacién sensorial por medio de la escala Hedo6nica verbal,
en donde se podrd medir las sensaciones placenteras o desagradables
producidas por el producto. El analisis estadistico se realiza por medio de

estadistica descriptiva.



55

8. RESULTADOS

Tabla No. 1: Resultados Cualitativos de la Reaccion de Fehling

CANTIDAD DE ABEJAS TEMPERATURAEN °C CLASIFICACION
5g 45 i
10g 45 +++
15g 45 i
25g 45 +++
50g 45 +++
5g 60 +
10g 60 +
15g 60 ++
25g 60 +
50g 60 ++
5g 37 ++
10g 37 ++
15g 37 +
25g 37 ++
50g 37 +++

Control 45 +
Control 60 +
Control 37 +

Fuente: Datos experimentales
+ POCO PRECIPITADO
++ CANTIDAD DE PRECIPITADO MEDIANAMENTE ABUNDANTE
+++ CANTIDAD DE PRECIPITADO ABUNDANTE

DESCRIPCION DE LA TABLA No.1: Esta fue una prueba cualitativa basada en la reaccién
de Fehling en presencia de azucares reductores. Se observo la presencia de precipitado
color rojizo en las muestras, los parametros de comparacion fueron las soluciones
control que presentaron también un precipitado color rojizo. Por lo que se coloc6 como
“poco precipitado” la cantidad de precipitado de los controles (en los cuales se
observaron cantidades similares de precipitado), “cantidad precipitado medianamente
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abundante” se denoto a una cantidad de precipitado el doble en referencia a la del
control y por ultimo “cantidad de precipitado abundante” si se observo un precipitado
mayor al doble del control.

Tabla No.2: Resultados de Cuantitativos de la Reaccidn de Fehling:

Azucares Reductores

Muestra a 45°C Azucares Totales
(Glucosa y Fructosa)
50 gramos de Abejas 56.60% 0.86%
25gramos de Abejas 58.38% 0.21%
10gramos de Abejas 58.22% 6.10%
Control 56.91% 0.13%

Fuente: Datos experimentales

Tabla No.3: Resultados de HPLC en base a formacién de fructosa y glicerina

Muestra a
Sacarosa Glucosa Fructosa Glicerina
45°C
50 gramos de
1.01605% 4.10468% 2.87421% 0.08450%
Abejas
25gramos de 0.09120%
1.03603% 4.02851% 2.79173%
Abejas
10gramos de
1.03146% 3.97260% 2.73555% 0.04853%
Abejas
Estandar* 1.56907% 5.96368% 3.56330% 0.79473%

Fuente: Datos experimentales
*El estandar de referencia fue una solucién que contenia: 10% de cada uno de los principios a analizar (sacarosa, glucosa, fructosa

y glicerina).
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Tabla No.4: Resultados de los analisis de estabilidad acelerada de los productos

terminados

Muestras

Jarabe de

Acetaminofén

Crema

Humectante

Jalea de

Naranja

0 dias
30 dias
60 dias
90 dias
180
dias
0 dias
30 dias
60 dias
90 dias
180
dias
0 dias
30 dias
60 dias
90 dias
180

dias

Caracteristicas

fisica
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

Caracteristicas

Quimicas
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

NO APLICA
NO APLICA
NO APLICA
NO APLICA

NO APLICA

Caracteristicas
Microbioldgicas
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
NO CUMPLE
NO CUMPLE

NO CUMPLE

Fuente: Datos experimentales
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Jarabe de Jalea de Crema
No. Especificacion
acetaminofén Naranja Humectante
1 Me gusta muchisimo 0 0 0
2 Me gusta mucho 0 1 7
3 Me gusta moderadamente 0 13 9
4 Me gusta ligeramente 11 4 2
5 Ni me gusta ni me disgusta 2 1 2
6 Me disgusta ligeramente 6 0 0
7 Me disgusta moderadamente 1 1 0
8 Me disgusta mucho 0 0 0
9 Me disgusta muchisimo 0 0 0
TOTAL DE PERSONA

20 20 20

ENCUESTADAS

Grafica No.1: Jarabe de Acetaminofén

Fuente: Datos experimentales

GRAFICA CON NUMEROS DE LOS ENCUESTADOS

Jarabe de Acetaminofén

0_0

B Me gusta muchisimo

B Me gusta mucho

m Me gusta
moderadamente

B Me gusta ligeramente

B Ni me gusta ni me
disgusta

B Me disgusta ligeramente

Fuente: Datos experimentales



Grafica No.2: Jalea de Naranja

GRAFICA CON NUMEROS DE LOS ENCUESTADOS

Jalea de Naranja

o %0 ® Me gusta muchisimo

B Me gusta mucho

m Me gusta
moderadamente

B Me gusta ligeramente

B Ni me gusta ni me
disgusta

B Me disgusta ligeramente

Fuente: Datos experimentales

Grafica No.3: Crema Humectante

GRAFICA CON NUMEROS DE LOS ENCUESTADOS

Crema Humectante
0 0 0

B Me gusta muchisimo

B Me gusta mucho

H Me gusta
moderadamente

B Me gusta ligeramente

® Ni me gusta ni me
disgusta

= Me disgusta ligeramente

Fuente: Datos experimental
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta investigacion se pretendia demostrar que, al agregar una cantidad determinada
de abejas muertas y molidas, sus componentes (suponiendo que la que realiza el mayor
trabajo es la enzima invertasa), eran activos y capaces de producir a partir de jarabe a
base de sacarosa, productos como la glicerina y fructosa (por medio de la
descomposicion de la sacarosa). Para este fin, se utilizaron abejas meliferas obreras, ya
que solo estas poseen glandulas hipofaringeas necesarias para la secreciéon de las
enzimas de interés. Ademas, es necesario subrayar que a pesar que las enzimas se
encuentren Unicamente en las gldndulas hipofaringeas, se muele toda la abeja ya que
por estar en posicioén de reposo, todo el sistema digestivo y gldndulas se contraen en el

torax y abdomen (Enriquez; Eunice & Maldonado, Carlos; 2008).

Luego de haber transcurrido los 8 dias, y ser filtrada cada muestra, para eliminar los
residuos de la abeja molida, a cada jarabe de azicar ahora enzimatico se le realizo la
prueba cualitativa de Felhing como se puede observar en la tabla No.1 y anexo 3, en
donde se determiné que la mejor temperatura para la conversiéon de sacarosa en
azucares reductores (fructosa y glucosa) es la de 45°C. Habiendo identificado la
temperatura ideal mediante la coloraciéon obtenida de la reacciéon. Para obtener
resultados exactos, era necesario realizar la cuantificacion de los componentes
formados en la reaccidn, y para ello, se realiz6 la prueba cuantitativa de Fehling (Tabla
No.2). Esta prueba demostré que la cantidad inicial de sacarosa disminuy6 y los
azucares reductores aumentaron. Pero no se puede relacionar con el control inicial, ya
que algunas de las muestras presentan mayor concentracion de sacarosa inicial, por lo
que se decidié optar por un método mas sensible, el Cromatografia Liquida de Alta

Presion (HPLC por sus siglas en ingles).

Se prepararon las muestras de 10g, 25g y 50g a temperatura de 45°C, las cuales
arrojaron mejores resultados en la prueba cualitativa. A partir de los resultados
obtenidos en base a la fructosa (ver tabla No.3), se observa que la concentracién de
sacarosa en base a la inicial (control) disminuyé en las tres muestras. Esto se puede

suponer debido a la reaccion efectuada por las enzimas invertasa y diastasa presentes
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en las abejas, que estan degradando la sacarosa en fructosa y glucosa, y posteriormente
producen glicerina. Para verificar esto se realizé la determinacién de glicerina en las
muestras como se puede observar en la tabla No.3. Se observé que, al disminuir la
cantidad de sacarosa de las muestras, aumento la cantidad de glicerina presente en las

mismas. El mejor resultado obtenido fue el de la muestra de 25 gramos de abejas.

La informacion de la reaccion de Felingh determiné que los mejores parametros para
trabajar la obtencion de glicerina por este método, es de 25 gramos de abejas a 45°C
por 8 dias. Esto se debe a que la invertasa tiene un rango de tolerancia de temperatura
de 25-55°C, por lo que la temperatura de 60°C sobrepasa su limite de tolerancia por lo
que la enzima se empieza a desintegrar. En cuanto a los 37°C por ser temperatura
cercana a la del ambiente, no se acelera de manera significativa la eficiencia de las
enzimas como lo establece Enriquez; Eunice & Maldonado, Carlos en su estudio titulado

“Miel de abejas nativas de Guatemala”.

Al haber identificado las condiciones 6ptimas a las cuales se debian de trabajar, y
cumpliendo con los objetivos planteados en esta investigacion, se realizaron tres
productos para determinar la utilidad de los elementos formados (un cosmético, un
alimento y un producto farmacéutico) a partir del jarabe de azicar enzimatico
utilizando para ello el proceso elegido con anterioridad. Cada uno de los productos
elaborados se sometieron a un estudio de estabilidad acelerada, para determinar su
inocuidad microbiolégica (por medio de analisis microbioldgicos), estabilidad (por
medio de andlisis fisicoquimicos) y vida ttil (andlisis fisicoquimicos y microbiol6gicos
en conjunto) utilizados como espesante en su formulacién. Los productos a realizar

fueron: una crema humectante, jalea de naranja y jarabe de acetaminofén.

Como se observa en los resultados, el jarabe de acetaminofén y la crema humectante
cumplieron con los andlisis de estabilidad hasta 6 meses. Ya que los productos
mantienen su estabilidad fisica, microbiolégica y quimica (segin los métodos
establecidos para el analisis de los productos segun USP XXXII y explicados en la seccion

de métodos); manteniéndose en los parametros establecidos (Ver Anexo 6).
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En el caso de la jalea de naranja, cumplié los pardmetros fisicos y organolépticos

durante los seis meses, mas el estudio microbioldgico se vio alterado a los dos meses.

Se pudo reducir las cantidades microbioldgicas y dejarlas dentro de los pardmetros del
producto, gracias a que el jarabe de azucar utilizado para las mezclas fue sometido a
esterilizacion humeda por medio de autoclave. Primero se analiz6 el jarabe de sacarosa
y se obtuvo un analisis microbioldgico por arriba de los parametros permitidos por lo
que se realizd la esterilizacidn. Posteriormente se realiz6 otro analisis microbiolégico

del jarabe donde los parametros cumplieron (Ver Anexo 7).

Asi mismo, y como parte de la investigacion, se les realiz6 a los productos terminados
(jarabe de acetaminofén, crema humectante y jalea de naranja) una serie de analisis
sensoriales, por medio de la medicién del grado de satisfaccion. Para ello se realiz6 una
encuesta o evaluacién a un grupo de personas control escogidos de forma aleatoria (20
personas) en la que se les cuestionaba y se les pedia que indicaran el grado de
aceptacion de los tres productos por medio de una escala heddnica, esto para conocer
la opinion del encuestado. Los resultados obtenidos fueron tabulados y graficados como
se observa en la tabla No. 5 y graficas No. 1, 2 y 3, en donde el consumidor respondié de

manera aceptable a las interrogantes.

En el caso del jarabe de acetaminofén, 11 de las 20 personas encuestadas marcaron el
criterio “me gusta ligeramente” para describir al producto; 6 personas de las 20 se
inclinaron por “me disgusta ligeramente”; 2 personas marcaron “ni me gusta ni me
disgusta” y en menor cantidad “me disgusta moderadamente” (1 persona). Siendo la

mayoria las personas a las que les pareci6 aceptable el producto.

Las personas encuestadas en el caso de la jalea de naranja mostraron una mayor
aceptabilidad, ya que fueron 13 personas de las 20 las que marcaron el criterio “me
gusta moderadamente” con mayor puntaje que “me gusta ligeramente” en donde solo
marcaron 4 personas en comparacién con las 11 personas que marcaron ese criterio en
el jarabe de acetaminofén. Las personas restantes, mostraron mayor dispersion en el

resultado y se distribuy6 de la siguiente manera: 1 persona marc6 “me gusta mucho, 1
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persona marco “ni me gusta ni me disgusta” y 1 persona marco “me disgusta

moderadamente”, siendo un total de 20 personas las encuestadas.

Los resultados de la crema humectante se mostraron menos dispersos, ya que la
mayoria de los encuestados mostraron una mejor aceptacién al calificarla con los
criterios de aprobacion mas altos. 7 de las 20 personas encuestadas marcaron “me
gusta mucho”, a 9 personas les gusto moderadamente y el resto marcaron “me gusta

ligeramente” (2 personas) y “ni me gusta ni me disgusta” (2 personas).
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10.CONCLUSIONES

El proceso enzimatico por el que pasa la abeja muerta, permite producir
glicerina y fructosa. Suponiendo que las enzimas que mas reaccionan con los

componentes son la diastasa e invertasa con la sacarosa.

Segun los resultados de las muestras obtenidas en esta investigacion, las
enzimas de interés presentes en la abeja (diastasa e invertasa), trabajan
mejor en una temperatura de 45°C y con una concentracion de abejas de 25

gramos.

Los productos cosmético y farmacéutico elaborados cumplieron con las
pruebas de control de calidad segun las especificaciones de la Pharmacopea

USP XXXII y el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA).

Los productos elaborados (jarabe de acetaminofén, jalea de naranja y crema
humectante) fueron aceptados por las personas encuestadas seguin la

medicion del grado de satisfaccion.

Los productos conservaron sus propiedades segin los parametros de control
de calidad durante el tiempo por el que fueron sometidos a estudios de

estabilidad.
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11. RECOMENDACIONES

11.1  Realizar estudios basados en la identificacion de las enzimas diastasa e
invertasa, que permitan determinar si efectivamente estas son las causantes

de la produccidn de glicerina.

11.2  Efectuar un estudio de estabilidad a largo plazo de los productos

farmacéuticos y cosméticos, para determinar su fecha de caducidad.

11.3  Realizar un estudio del costo monetario de la fabricacién de productos en
base a la utilizacion de abejas para la produccién de la glicerina,

determinando si se obtiene un mejor costo o bien es mas caro.
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12. ANEXOS

ANEXO No. 1: Caracteristicas de las Abejas y sus Enzimas

ABEJA
Anatomia Externa
El cuerpo de la abeja se divide en tres partes como los insectos: cabeza, térax y

abdomen. Su cuerpo tiene un esqueleto externo quitinoso y duro cubierto con pelo
denso. Tienen 3 pares de patas, 1 par de antenas y 2 pares de alza membranosa

(Sammataro, 2005).

La armadura que le da sostén al cuerpo de la abeja no es interna; como sucede en los
mamiferos, sino que es externa y esta formada por una substancia cérnea llamada

quitina.

Figura No.7: Anatomia Externa de la abeja

10 ﬁ

%a.s

ZA

1. Cabeza 2. Estigmas o espiraculos 3. Alas 4a. primer par de patas 4b. Segundo par
de patas 4c. Tercer par de patas 5. Térax 6. Abdomen 7. Pelos limpiadores antena

8. Prensa polen. Fuente: Islapro, 2004
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Ojos:

Dos ojos compuestos que estan colocados a los lados izquierdo y derecho.
Estos ojos les sirven a las abejas para ver a distancia y fuera de la colmena. Asf
mismo colocados en tridngulo, cuyo vértice es hacia afuera se encuentran los
denominados ojos simples, éstos sirven a las abejas para ver en la oscuridad,

coronando la cabeza.

Antenas:

En la parte anterior se encuentran un par de antenas, cada antena esta
formada por artejos, éstos en nimero de doce, son de diferente tamafio, el
primero va unido a la cabeza, siendo mayor que los otros once restantes,
haciendo notar que en el zadngano son trece, las antenas se encuentran
recubiertas por un gran numero de pelos. En las antenas se encuentran
asentados los sentidos del tacto, gusto, olfato y oido. Invariablemente la abeja
palpa todo aquello que estd a su alcance, poniendo en funcién sus cuatro

érganos externos.

Torax:

La parte central, el torax, se lo considera como el centro locomotor, puesto
que esta provisto de musculos fuertes y cortos, que aseguran el movimiento
de las alas y el rapido desplazamiento por medio de sus patas. El térax esta
densamente cubierto por pelos finos, va unido a la cabeza a través del cuello,

que es delgado y corto.

El térax es formado por tres segmentos, de adelante hacia atras; protérax,
mesotorax y metatérax, (dandole el nombre a cada par de patas que se
asientan en él y sosteniendo en su dos posteriores las alas). Cada uno de éstos
estd formado por cuatro partes, una lamina dorsal, otraventral y dos

laterales (Rodriguez, 2007)

El protérax lleva en su parte posterior y una a cada lado el primer par de

patas, asi como el primer respiradero traqueal. El mesotérax toma en su
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parte superior la forma de escudillo llamado noto y en esta parte
encontramos el primer par de alas, colocadas una a cada lado. Las alas, de
forma subtriangular, son membranosas y estan atravesadas por numerosas
nervaduras que le dan solidez. Las alas posteriores son menores que las
anteriores y llevan en su borde superior cierto nimero de ganchos que se
afianzan al borde trasero del ala delantera, formando durante el vuelo una

gran ala.

El metatorax es el tercer segmento del térax y lleva dos prolongaciones
donde se asienta el 2o. par de alas, asi como en la parte central y lateralmente
se encuentran las cavidades articulares para la insercidn del 3o. par de patas

agregando a la anterior, el 2o. par de es piraculos traqueales (Padilla, 2003).

e Elabdomen:
El abdomen tiene nueve segmentos (anillos) retractiles, de los cuales seis
son visibles (el segmento inicial es parte del centro del cuerpo); en el
zangano siete son visibles y tienen la forma de un barril. Cada anillo tiene
dos partes, una de mayor longitud que la otra con parte dorsal mas grande
de la parte ventral. Los segmentos se unen entre si por membranas finas de
gran flexibilidad que le permiten alargarlo o contraerlo, lo que se observa en
la respiracion o por expansion cuando las abejas tienen mucho néctar

dentro su bolsa melaria.

En la parte inferior las obreras poseen ocho glandulas cerera y en su
extremo superior estan ubicadas las glandulas de Nasanof (arriba) el
aguijon (abajo.) Dentro del abdomen se encuentra el sistema digestivo

mayor de la abeja (Rodriguez, 2007).
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e Las Patas
Los tres pares de patas; anteriores, medios y posteriores, van articuladas, al
pro, meso y metatorax. Cada pata consta de diferentes segmentos
articulados: coxa o anca, trocanter, fémur, tarso y pretarso. Todas las patas
estan cubiertas densamente por pelos largos del mismo color que el cuerpo
de la abeja. El ultimo segmento articulado; el pretarso lleva dos fuertes
ganchos llamados también bilobulares, en medio de las cuales se encuentra

una ventosa que permite a la abeja caminar por superficies lisas.

Figura No.8: Patas de la abeja

a. Tercer par de patas b. segundo par de patas c. primer par de patas. 1. Pelos
limpiadores de antena 2. Prensa de polen. 3. Pelos. Fuente: Islapro, 2004

Las seis patas poseen cepillos para recoger el polen; las patas delanteras
llamadas “palmas” son limpiadoras especialmente para las antenas. Las patas en
la mitad tienen en su parte inferior una punta o espolén recto para transferencia
de las hojas de cera a las mandibulas de la boca para preparar cera con la que
construyen panales o cubren celdas con ninfas o miel madura. Las patas traseras,
el tercer par, poseen las tibias ensanchadas y con pelos formando una cestilla (o
canasta), llamada corbicula en la que depositan y trasladan el polen desde la flor
hasta la colmena (Rodriguez, 2007).
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Figura No.9: Primer par de patas y sus secciones

1. Coxa 2. Trocantes 3. Fémur 4. Tibia 5. Tarso 6. Corbicula 7. Ufas 8. Empodium.
Fuente: Islapro, 2004

Evolucion

Las abejas, al igual que las hormigas, evolucionaron a partir de avispas. Los antepasados
de las abejas eran miembros de la familia Crabronidae y eran depredadores de insectos.
Es posible que las primeras abejas se hayan alimentado del polen que cubria a algunas
de sus presas y que, gradualmente, hayan empezado a alimentar a sus crias con polen
en vez de insectos. Estdn adaptadas para alimentarse de polen y néctar, usando el
primero fundamentalmente como alimento para las larvas y el segundo como material

energético.

Las abejas tienen su génesis en el viejo mundo, en el continente africano, evidencia
irrefutable de esto es la gran variedad de genotipos y fenotipos encontrados a lo largo
de este continente en comparacion con otras partes del globo terrdqueo. Las abejas
segin migran a Europa se aclimatan a un ambiente templado, pero sus parentales se
pueden trazar hasta el trépico de Africa. Las abejas meliferas europeas fueron traidas
al nuevo mundo por los colonizadores y son descendientes de un grupo relativamente

pequefio de abejas que fueron trasladadas hace unos 400 afios, aunque hay que afiadir
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a esto el efecto de las importaciones que se han hecho desde esa fecha. Aun asi, las
abejas de nuevo mundo tienden a ser mas uniformes genotipicamente y

fenotipicamente que las abejas del Viejo Mundo (INPE, 2005).
Habitat

Las abejas viven en grandes sociedades llamadas colonias (de unos 20,000 a 50,000
individuos) perfectamente organizadas, donde cada individuo realiza una funcién
determinada de acuerdo a su edad y desarrollo fisico. Es un insecto que no puede
sobrevivir mucho tiempo solo si no forma parte de una colonia o familia, con la cual liga
todas sus acciones. El hogar de las abejas se llama colmena. Dentro de la colmena se
observan tres categorias de individuos: una sola abeja reina (hembra), los zdnganos

(machos) y las abejas obreras (hembras).

En primavera y verano, solo las abejas obreras mas viejas (entre el 30 y el 40% de la
poblacién) se encargan se pecorear (recolectar los alimentos de las flores). Las
restantes trabajan dentro de la colmena, en su mayoria alimentando a las crias. En
invierno, salvo dias excepcionalmente calidos, no salen a recolectar. Tampoco tienen
crias para alimentar. Ya que la abeja reina es la inica hembra que queda fecundada, es
la inica madre de las abejas obreras (hembras con 6rganos sexuales atrofiados, por lo
que no pueden ser fecundas) y de otras reinas, criadas para reemplazarla. Los zdnganos
nacen de huevos no fecundados de reina (partenogénesis, que significa “nacido de
virgen”). Algunas veces, por ausencia de reina e imposibilidad de criar una nueva reina
en reemplazo, algunas obreras también ponen huevos no fecundados de zanganos.
Estos no fecundan a la reina de la colmena, alguno quizas fecunde a una reina de otra

colmena, pero morira cuando lo haga (IICA, 2004).
Clasificacion Taxonémica

Tipo: Artrépodos

Clase: Insectos

Orden: Himendpteros
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Familia; Apidae
Género: Apis
Especia: Apis mellfera

Estructura social de la colmena
Dentro de la colonia se observan tres categorias de individuos, ademas, la colonia

alberga en diferentes estados de desarrollo huevos, largas y pupas.

e Reina

La reina es la tinica hembra capacitada para la reproduccion de la especie; la cual
pone de 120.000 a 200.000 huevos por afio. Al igual que la obrera, se origina a partir
de un huevo fecundado. La diferencia en su desarrollo se debe en forma exclusiva a
su alimentacion durante todo el periodo larval con jalea real. Su tarea es la postura
de huevos, no hace otra cosa. Salvo en los enjambres recién formados, ella es la

madre de toda la poblacién en la colmena (Rodriguez, 1999).

Una reina vive de 3 a 6 afios; sin embargo, en la colonia debe renovarse de reina
cada afio, y maximo a los dos afios, para que la colonia se mantenga vigorosa y con
buen rendimiento. Desde el nacimiento hasta la entrada en celo pasan de 5 a 10 dias,
durante los cuales, la reina elimina con ayuda de las obreras las realeras existentes.
Sinaciesen 2 reinas a la vez, una pelea a muerte decidiria quien es la responsable de
la colonia. Entre el décimo y vigésimo dia de vida, la reina saldra de la colmena a
realizar vuelos de orientacion y los vuelos de apareamiento. Se aparea con varios
zanganos hasta que su espermateca (bolsa en la que almacena el esperma durante
toda su vida) quede completa. Si el tiempo es desfavorable mientras que la reina
estd en celo y esta no puede salir a fecundarse, ya no lo hard nunca quedando
zanganera y siendo necesario sustituirla. A los pocos dias (2-5) del apareamiento
comienza la puesta (500-2000 huevos diarios en buenas condiciones) que
dependera de varios factores (edad de la reina, cantidad de abejas existentes en la

colmena, entrada de néctar, espacio disponible).
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Su aspecto es bastante diferente al de las obreras: es de cuerpo mas alargado, y
generalmente, aun cuando no siempre es de color mas claro. Esta no “pica” al
hombre pues su aguijon lo emplea solamente en sus combates mortales contra otra

reina rival que pudiera encontrar en la colmena (Rudin 1940).

La reina también se encarga de mantener a la colonia “unida”, sus glandulas
mandibulares producen una sustancia (feromona) que recogen las obreras y
distribuyen por toda la colmena permitiéndoles saber que la reina esta presente.
Esta feromona, mantiene unida la colonia, evita la construccion de realeras e incluso
evita que las obreras se vuelvan ponedoras. La secrecion de esta glandula decrece
al hacerse vieja la reina, también, cuando en la colmena existe una gran poblacidn la

concentracion de esta sustancia por abeja disminuye (Aguilera, 2013).
e Obreras

Las abejas obreras son también abejas hembras, pero impropias para la
reproducciéon por tener los ovarios atrofiados. Ellas son las que trabajan y
desempefian todos los quehaceres de la colmena: construyen los panales, alimentan
las larvas, limpian las habitaciones, las defienden contra intrusos y enemigos y salen

al campo a recolectar el polen y la miel que almacenan en los panales (Rudin 1940).

La vida de una obrera tiene una duracion variable dependiendo de la época del afio
en la que nazca, es asi como las nacidas al final del verano estan destinadas a pasar
el invierno en la colmena llegan a vivir de 6 a 8 meses mientras que las que nacen al
final de la primavera y pasan todo el veran en labores de recoleccion viven solo de
6 a 8 semanas. Respecto de lo anterior se estima como tiempo de vida media en las

abejas obreras un periodo de 35 dias (Aguilera, 2013).

Las obreras tienen varias caracteristicas especificas; su tamafio es mas pequefio que
el de los demas componentes de la colmena y su abdomen también es mas corto.
Ademas, poseen un aparato bucal muy desarrollado con una lengua muy larga que
les permite obtener el néctar que almacenan en el buche (bolsa en el estdmago) para

transportarlo a la colmena. Tienen una visiéon muy desarrollada ya que la necesitan



74

para la recoleccién, localizacion, etc. En las patas posteriores, poseen una
modificacién denominada cestillo que les permite transportar el polen y el propoleo
(resina de las plantas). Poseen un cepillo de pelos donde quedan recogidos los
granos de polen, cuando este cepillo esta lleno, pasan el polen a los cestillos y lo
transportan a la colmena. Una caracteristica muy importante de las obreras es que
son la Unica casta de la colmena que poseen en su abdomen 4 pares de glandulas
cereras, estas, son las encargadas de producir la cera que se utilizara en la
elaboracion y arreglo de las celdillas de los panales. En suabdomen, también poseen
glandulas de Nassanoff (en la parte posterior del séptimo terguito del abdomen
formando una banda) encargadas de producir el olor caracteristico de la colonia. Se
puede ver a las abejas en la piquera con la glandula de Nassanoff abierta. Gracias a

esta, las abejas de una misma colonia se reconocen entre si (Aguilera, 2013).

El ovopositor atrofiado se ha convertido en un aguijéon que utilizan como aparato
defensivo. Este tiene forma arponeada por lo que, tras clavarlo, y a no ser que pique
en un cuerpo adiposo como por ejemplo el de otra abeja, la obrera muere ya que,
debido a su forma, el aguijon queda atrapado y desgarra parte del abdomen de la
obrera. Al final del aguijéon se puede ver una bolsita blanquecina, llamada
técnicamente vesicula de veneno. De acuerdo a su edad tiene que cumplir diferentes

tareas, de acuerdo a las cuales reciben los siguientes nombres:

o Limpiadoras: durante los primeros 3 dias de su vida tienen que asear las
celdas vacias para que la reina puedan poner huevos.

o Nodrizas: los préximos 6 dias son nodrizas y tienen que alimentar las
crias, es decir, a las larvas que nacen de los huevos.

o Constructoras: durante 5 dias trabajan construyendo panales y celdas
de cera, producida por ellas mismas en unas glandulas especiales de su
cuerpo.

o Almacenadoras después, las obreras se encargan de recibir y almacenar
el néctar que recolectan las pecoreadoras, engorgandolo y

transformandolo asi en miel.
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o Guardianes realizan esta labor por 2 o 3 dias, cuidando la piquera de la
colmena para evitar la entrada de los enemigos de las abejas.
o Pecoreadoras las ultimas 3 semanas salen para recolectar néctar, polen
y agua, hasta cuando mueren.
(Aguilera, 2013)

e Zanganos

Los zanganos son los machos de la especie. Poseen mayor corpulencia que las

obreras y carecen de aguijon para su defensa (Rudin 1940).

Son los machos de la colonia, que tienen como principal funcién fecundar a las
reinas, siendo la época del afio y las condiciones climaticas determinantes para su
aparicion. Estan presentes en la colmena desde la primavera hasta el otofio,
generalmente el tiempo en que existen reinas sin fecundar. Cuando el flujo de néctar
cesa, el alimento escasea, por lo que no hay necesidad de fecundar nuevas reinas,
los machos son expulsados de la colmena muriendo de frio y hambre en el exterior
de la misma, el tiempo de vida promedio de un zangano fluctia entre los 3 y 4 meses

(Aguilera, 2013).

Figura No.10: Organizacion de la colmena
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Figura 21. Individuos dela colonia
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Reproduccion

La cria controlada de abejas reinas es una herramienta fundamental, asegurando la
ascendencia y el control de estirpes. La colonia de abejas se encuentra constituida por
tres castas, estando la proporcién de estas determinadas por causas genéticas y

ambientales.

Durante los vuelos nupciales la abeja reina sera fecundada por varios zanganos,
creando un reservorio de espermatozoides en su espermateca, que sera empleado a lo
largo de varios afios que puede durar su vida util. La puesta de huevos fecundados o no
depende de la voluntad de la reina, encontrandose la misma completamente
determinada por las condiciones ambientales y de la colonia. De un huevo no fecundado
(n cromosomas) nacerd un macho (zangano), mientras que de un huevo fecundado (2n
cromosomas) nacera una hembra. La casta a que pertenecerd esta hembra: reina u
obrera, se encuentra por completo determinada por la alimentacién recibida a lo largo
de los seis dias que dura su vida larvaria, recibiendo la primera, durante todo el periodo,
una secrecion producida por las obreras mas jovenes (nodrizas) conocida como jalea
real, mientras que la larva de obrera unicamente es alimentada con jalea real durante
los tres primeros, complementando la alimentacién con miel y polen los tres ultimos.
Esto permite, que una larva destinada a ser obrera, modificando su alimentacion, pueda
ser reconducida dando lugar a una reina. No obstante, cuanto mas proximo al tercer dia
se produzca el cambio, peores seran los resultados. Secundariamente, la celdilla donde
es criada una reina sufre profundas modificaciones, tomando una disposicion vertical y
alcanzando un tamafio considerablemente superior al de las obreras. [gualmente se ve
afectado el periodo de desarrollo, pasando de un promedio de 21 dias para las obreras

a 16 para las reinas (Curtis, 2008).
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Figura No.11: Reproduccién abejas
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Habitualmente una colonia de abejas puede criar nuevas reinas por tres motivos: la
reina es vieja y sus recursos se estan agotando, quiere formar un enjambre o se produce
la muerte subita de la reina anterior. En los dos primeros casos, la crianza de nuevas
reinas se encuentra determinada desde el principio, siendo las larvas elegidas para este
fin y criadas como futuras reinas desde su eclosion. Cuando la causa es la muerte
inesperada de la reina anterior, la colonia queda huérfana, y la necesidad imperiosa de
reemplazarla activa el mecanismo para criar nuevas reinas, para lo que recurre a larvas
de todas las edades, hasta tres dias que aun son alimentadas con jalea real. En este
ultimo caso, la calidad de la reina debe ser superior cuanto menor edad tuvieron al ser

seleccionadas (Flores, 1998).

Longevidad de las abejas

Reinas Viven menos de 5 afios
- Las nacidas en la primavera y al comienzo
del verano son las més longevas, pueden
llegar a vivir de 4 a 5 semanas.
- Las nacidas al fin del verano u otofio
sobreviven el invierno y viven entre 6 y 7
meses.

Obreras
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- En primavera o verano, viven entre 22 y 50
dias.
Zanganos - En otofio son expulsados por las obreras
para que se mueran pronto fuera de la
colmena.

En las abejas, la altamente evolucionada division del trabajo supone la realizacion de
numerosas funciones, que cambian con la edad, entre ellas la digestion. Las obreras en
edad de atender a la cria consumen la mayor parte del polen acarreado a la colonia por
las pecoreadoras, elaborando la jalea proteica (alimento de la cria) en sus glandulas

especializadas. Esta es distribuida a la cria, a otras obreras, a los zdnganos y a la reina.

Anatomia Interna

e Sistema circulatorio

La sangre (hemolinfa) ubicado dentro de la cavidad del cuerpo (hemocele) circula
libre. Dorsalmente un corazén mueve el liquido (celdas con varias funciones) de
atras hacia adelante con contraccion. El aparato circulatorio es abierto, con un vaso
dorsal largo y delgado que recorre todo el cuerpo del animal; la parte toracica recibe
el nombre de aorta y la abdominal el de corazén. En la zona de los segmentos
abdominales II a IV, los costados del vaso estan perforados por cinco aberturas que
reciben el nombre de ostias u ostiolos, por los que la hemolinfa penetra en el vaso;
el corazon empuja la sangre en direccién cefalica, mediante pulsaciones ritmicas de

las paredes musculares (Padilla, 2003).

Principalmente el liquido sirve de transporte y almacenamiento de nutrientes y
hormonas, recoge las sustancias toxicas mientras las celdas defienden al cuerpo de
infecciones y ataque de parasitos y favorecen a cicatrizacién de heridas. La sangre
no circula oxigeno entonces no tiene gldbulos rojos - el color del liquido de la sangre
es el de la comida (Padilla, 2003).

e Sistema nervioso

Las abejas tienen un cerebro (de tres partes) en la cabeza y extendiendo detras una
cadena ganglionar en posicion vertical para controlar el funcionamiento de todos

los 6rganos, recibir, procesar y emitir respuestas a varios tipos de estimulos que
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recibe de numerosos 6rganos sensoriales como los ojos (visién), el oido, olfato y
tacto (antena y pelo) y el gusto (palpos de maxila y labio) (Food 4 Farmers, 2010).

e Sistema respiratorio (Sistema traqueas)

El intercambio de oxigeno desde afuera y la eliminacién del anhidrido carbénico,
producido durante la generacidn de energia, se efecttia a través de unos tubos semi-
rigidos y permite que los gases se muevan dentro las traqueas y las ramas mas fina
las tragueolas. El aire entra y sale a través de los espiraculos (Food 4 Farmers,
2010).

Los drganos de la respiracion en las abejas son las traqueas. Las traqueas se
comunican con el exterior por medio de unas aberturas llamadas estigmas situadas
en diferentes puntos del torax y el abdomen. Los tubulos traqueales convergen en
las dos grandes traqueas llamadas también sacos aéreos, los cuales se encuentran
comunicados entre si. De éstas parten otras traqueas que se subdividen en
traqueolas para llevar el oxigeno a los tejidos. Los sacos aéreos son bastante
voluminosos y de ellos se dividen los 6 pares de estomas abdominales. Existen 2
pares de estigmas en el torax y 6 en el abdomen. El primer par se encuentra en el
Protérax y el segundo en la union del mesotorax con el metatorax. Los estigmas
abdominales funcionan como inhaladores de oxigeno, mismo que pasa a los sacos
aéreos y se distribuyen por todo el organismo. Las traqueas del torax llevan el
anhidrido carbénico al exterior; en breves palabras, la inspiracién se efectiia por los

poros abdominales y por los toracicos la expiracion (Saldivar, 1979).

ENZIMAS

Clasificacion de las enzimas

En la actualidad cada enzima se clasifica y se nombra segun la clase de reaccion que

cataliza. En este esquema, a cada enzima se le asigna una clasificacién de cuatro

numeros y un nombre con dos partes denominado nombre sistematico. Las seis

categorias principales de enzimas son las siguientes:

1. Oxidorreductasas: Catalizan reacciones redox en las cuales cambia el estado
de oxidacion de uno o de mas atomos en una molécula. La oxidacion-reduccién

en sistemas bioldgicos implica una o dos reacciones de transferencia de
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electrones acompafiadas del cambio compensatorio de la cantidad de hidrégeno

y de oxigeno en la molécula (Molina, 2008).

2. Transferasas: Transfieren grupos moleculares de una molécula donadora a
una aceptora. Entre tales grupos estan el amino, carboxilo, carbonilo, metilo,
fosforilo y el acilo (RC = 0). Los nombres triviales comunes de las transferasas a
menudo incluyen el prefijo trans: son ejemplos las transcarboxilasas, las

transmetilasas y las transaminasas (Molina, 2008).

3. Hidrolasas: Catalizan reacciones en las que se produce la rotura de enlaces
como C-O, C-N y O-P por la adicién de agua. Entre las hidrolasas estan las

esterasas, las fosfatasas y las peptidasas (Molina, 2008).

4. Liasas: Catalizan reacciones en las que se eliminan grupos (p. ej., H20, CO2 y
NH3) para formar un doble enlace o se afiaden a un doble enlace. Son ejemplos
de liasas las descarboxilasas, las hidratasas, las deshidratasas, las desaminasas y

las sintetasas (Molina, 2008).

5. Isomerasas: Se trata de un grupo heterogéneo de enzimas. Las isomerasas
catalizan varios tipos de reordenamientos intramoleculares. Las epimerasas
catalizan la inversién de atomos de carbono asimétricos y las mutasas catalizan

la transferencia intramolecular de grupos funcionales (Molina, 2008).

6. Ligasas: Catalizan la formacidn de enlaces entre dos moléculas de sustrato.
Por ejemplo, la ligasa de DNA une entre si fragmentos de cadenas de DNA. Los
nombres de muchas ligasas incluyen el término sintetasa. Varias otras ligasas se

denominan carboxilasas (Molina, 2008).

Estructura
Los enzimas, al igual que las proteinas, presentan todos los rasgos estructurales

y propiedades quimicas que caracterizan a esta notable clase de biomoléculas.
En efecto, se ha podido comprobar que los enzimas pierden su actividad
catalitica cuando sufren desnaturalizacion por efecto de los mismos agentes que

afectan a las demas proteinas; la conformacién tridimensional nativa intacta de
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la proteina enzimatica resulta indispensable para que ésta desempefie su
funciéon. Ademas, los enzimas, al igual que otras muchas clases de proteinas,
presentan un centro activo a través del cual interactdan con la(s) molécula(s) de
ligando, que en este caso recibe (n) el nombre de sustrato (s), mediante un
acoplamiento espacial (las superficies moleculares de ambos tienen formas
complementarias) y quimico (grupos funcionales complementarios del enzima
y el (los) sustrato (s) establecen diferentes tipos de interacciones débiles entre
si). Tanto la actividad catalitica como el elevado grado de especificidad quimica
que presentan los enzimas residen en esta interaccion especifica entre el enzima

y su sustrato (Koolman, 2005).

Figura No. 12: Uni6n de la enzima con el sustrato
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Fuente: Pérez, 2006

Especificidad de las enzimas

Los enzimas, ademas de ser unos catalizadores muy eficaces, presentan un alto grado
de especificidad quimica, es decir, son capaces de inducir la transformacién de un sélo
tipo de moléculas y no de otros que también se encuentran presentes en el medio de
reaccion. Un enzima es capaz de discriminar entre dos sustancias que potencialmente
podrian actuar como sustratos. La relacién que existe entre el enzima y su sustrato es
un caso particular de un fendmeno mas amplio: la relacién entre las proteinas y sus

respectivos ligandos (Anénimo, 2009).

Entre el enzima y su sustrato se da un acoplamiento espacial (el sustrato "encaja"” en el

centro activo del enzima) y quimico (ambos poseen grupos funcionales que pueden
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establecer interacciones débiles entre si). La especificidad de los enzimas reside en esta

complementariedad estructural. Asi, aquellos potenciales sustratos que, por falta de

acoplamiento espacial y/o quimico, no puedan acceder al centro activo del enzima, no

podran ser transformados por él. Por otra parte, es necesario tener en cuenta que, en

muchos casos, no es la totalidad de la molécula de sustrato, sino solamente una parte

de ella, denominada grupo determinante de la posicién, la que se acopla espacial y

quimicamente con el centro activo (Anénimo, 2009).

Inhibidores

Determinadas sustancias van a poder actuar sobre las enzimas disminuyendo o
impidiendo su actuacion. Estas sustancias son los inhibidores. Se trata de
moléculas que se unen a la enzima impidiendo que ésta acttie sobre el substrato

(Vera, 2007).

La inhibicién puede ser irreversible, cuando el inhibidor, llamado en este caso
veneno metabdlico, se une covalentemente al enzima, alterando su estructura e
inutilizandola de forma permanente (los insecticidas organofosforados inhiben
la acetilcolinesterasa, o el cianuro a la citocromo oxidasa). La inhibicién
reversible, mas comun, tiene lugar cuando la enzima vuelve a tener actividad
una vez eliminada la sustancia inhibidora. En este caso, la unién del inhibidor
con el enzima se realiza por enlaces no covalentes, mas faciles de romper.
Existen dos tipos de inhibicion reversible:

o Competitiva:

El inhibidor se une al centro activo impidiendo la unién del sustrato.
Existe una competencia entre ambos para ocupar el centro activo. El
grado de inhibicién dependera de la proporcion relativa entre sustrato e
inhibidor. El inhibidor debe ser analogo (parecido) al sustrato para poder
unirse al centro activo. Su accién se anula al aumentar la concentracién

de sustrato (Vera, 2007).
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Figura No.13: Inhibicién competitiva
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Cuando el inhibidor se une reversiblemente a un punto diferente del
centro activo, pero con su actuaciéon modifica la estructura del enzima al
tiempo que dificulta el acoplamiento del sustrato. En otras ocasiones, el
inhibidor se une al complejo enzima-sustrato, una vez creado éste, e
impide la posterior formacion del producto. Este tipo de inhibicién no

depende de la concentracién de sustrato (Vera, 2007).

Figura No.14: Inhibicion no competitiva
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Definicion

Las enzimas son el grupo mas variado y especializado de las proteinas. Son
biomoléculas especializadas en la catalisis de las reacciones quimicas. Son muy
eficaces como catalizadores ya que son capaces de aumentar la velocidad de las
reacciones quimicas mucho mas que cualquier catalizador artificial conocido, y
ademas son altamente especificos ya que cada uno de ellos induce la
transformacién de un sélo tipo de sustancia y no de otras que se puedan
encontrar en el medio de reaccion. Para cumplir su funcién requieren conservar
su estructura nativa, en particular se destaca una regiéon conocida como sitio

activo, que es responsable de catalizar la reaccién.
Actividad Enzimatica

La accién catalitica de una enzima, o sea su actividad, se mide cuantificando el
incremento de la velocidad de la reaccién en condiciones perfectamente
definidas, es decir midiendo la diferencia del recambio entre la reaccién
catalizada y la reaccion no catalizada en un tiempo determinado. Normalmente
las velocidades de reaccion se expresan como cambios de concentracién por
unidad de tiempo. Como la actividad catalitica es independiente del volumen, la
actividad enzimatica se expresa indicando el recambio por unidad de tiempo

(Koolman, 2005).
Estado de transicion

La teoria cinética quimica establece que las reacciones quimicas transcurren

molécula a molécula de modo que una reaccién tal como
R (reactivos) — P (productos)

tiene lugar porque una determinada fraccion de la poblaciéon de moléculas R, en
un instante dado, posee energia suficiente como para alcanzar un estado
activado llamado estado de transicidn, en el que es muy facil que se rompan o se

formen uno o mas enlaces quimicos para formar los productos P.
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Figura No.5: Estado de transiciéon
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Un catalizador, por definicion, es un compuesto que con su sola presencia
aumenta la velocidad de la reaccion sin experimentar ninguna modificacion. Las
enzimas son capaces de acelerar reacciones quimicas especificas en un medio
acuoso, y en condiciones en las que los catalizadores no biol6gicos, serian
incapaces de realizar iguales funciones. Su capacidad catalizadora depende de
su conformacion, la supresién de alguno de sus niveles de estructuracion, causa
la pérdida de funcionamiento. Gran parte de sus propiedades cataliticas radica
en el alto grado de especializaciéon que presentan respecto a las sustancias

reaccionantes o sustratos. Un catalizador permite (Pérez, 2006).
Mecanismo de accion

La caracteristica peculiar que diferencia las enzimas del resto de las proteinas es
que inducen modificaciones quimicas en los sustratos a los que se unen, ya sea
por rotura, formacion o redistribucién de sus enlaces covalentes, ya por

introduccion o pérdida de algun grupo funcional (Molina, 2008).

Una reaccidon quimica en la que, a partir de unas moléculas se obtiene unos

productos diferentes, siempre implica una redistribucion de enlaces. La
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organizacion de los &tomos que componen los reactivos es distinta de la de los
productos y en las moléculas, los atomos se unen entre si mediante enlaces.
Cuando, por ejemplo, representamos una reaccion como A+B—> C+D, estamos
indicando implicitamente un balance de materia, es decir, que los atomos
presentes en A y B se encuentran también en C y D, aunque, evidentemente,

estan distribuidos de forma diferente (Voet, 2006).

Al aumentar la temperatura, las moléculas que vibran (A y B) tienen mayor
probabilidad de chocar. Una reaccién quimica ocurre cuando las moléculas que
chocan poseen una cantidad minima de energia denominada energia de
activacion (Eo) o, con mayor frecuencia en bioquimica, energia libre de
activacion (AG+). No todas las colisiones producen reacciones quimicas, debido
a que soOlo una fraccion de las moléculas posee la energia suficiente o la
orientacion correcta para reaccionar. Otra forma de elevar la probabilidad de las
colisiones, y de este modo incrementar la formacion de productos, es aumentar
la temperatura de la reaccién o la concentracién de los reactivos. Una manera
mas consiste en proporcionar una superficie a la cual las moléculas de reactivo
puedan unirse en orientaciones favorables. Sin embargo, elevar las
temperaturas en los sistemas vivos para facilitar reacciones es poco realista,
porque las altas temperaturas dafiarfan la integridad de las estructuras
biomoleculares. Los seres vivos utilizan catalizadores proteinicos (enzimas)
para evitar esta sujecion fisica de la energia cinética del sistema (Voet, 2006)

(Ver Anexos).
Factores que influyen en la actividad enzimdtica

Las enzimas son proteinas que funcionan en un determinado medio, bien sea
intra o extracelular, donde las condiciones pueden variar, y por lo tanto el nivel
de actividad de la molécula puede verse modificado a lo largo del tiempo. Dentro

de los factores que afectan a la actividad enzimatica merecen destacarse:



87

a.pH

Todas las enzimas tienen en su estructura primaria aminodacidos con
grupos radicales ionizables. Dependiendo del pH del medio en el que se
encuentren pueden no tener carga, o por el contrario estar cargados, bien
positiva o negativamente. Estas cargas sirven para estabilizar la
conformacién natural de la proteina y cuando el pH las cambia, también
se modifica la estructura, llevando en Aultimo extremo a la
desnaturalizacion de la proteina, y en el caso de las enzimas a la pérdida
de actividad. Dependiendo del medio dénde deba ejercer su accién
catalitica, cada enzima tendra su conformacion mas adecuada, y por lo
tanto su maxima actividad, alrededor de un valor concreto de pH, que
recibe el nombre de pH 6ptimo. El cambio, bien sea hacia valores mas

altos o mas bajos provocara una disminucion de la actividad (Pefia, 2004).
b. Temperatura

Este factor presenta dos efectos contrapuestos, por un lado, el aumento
de temperatura produce, de forma general, un aumento en la velocidad
de cualquier reacciéon quimica; pero, por otro lado, las enzimas
experimentan desnaturalizacién y pérdida de actividad al superar una
determinada temperatura. En este caso resulta mas dificil determinar
como en el pH una temperatura 6ptima, y las curvas de actividad
presentan un incremento inicial de actividad mas pronunciado para
posteriormente al irse desnaturalizando, decrecer la velocidad de

reaccion (Pefia, 2004).
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Figura No. 6: Efecto del pH y Temperatura en la actividad enzimatica
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ANEXO No.2: Procedimientos utilizados en la experimentacion

Preparacion de Jarabe:

e Pesar en un vaso de precipitado de 1 litro, previamente tarado, la sacarosa.

e Medir con una probeta el agua destilada y verterla sobre la sacarosa.

e Agitar primero con una varilla de vidrio y, una vez mezclado un poco, colocar
el vaso sobre la placa calefactora y situar todo ello en un agitador hasta
completa disolucién.

e Filtrar al mismo tiempo en dos frascos topacio con objeto de que no se enfrie
demasiado y la filtracion sea lo mas rapida posible.

e Agregar los persevantes y agitar constantemente hasta total disolucion.

e Tapar los frascos y conservar en frigorifico. Caducidad y conservacién —
Estabilidad: 30 dias en nevera (2-8°C). — Conservacion: en nevera (Llopis,

1985 & Atienza, 2002).

Viscosimetro de Brookfield

2. Nivelar el aparato, ayudandose de la burbuja. El apuntador debe estar en 0.
Si al introducir la aguja en el material de prueba, la 5 aguja esta por encima
de 0, no tome esto en cuenta y continue trabajando.

3. Seleccionar la aguja adecuada segun la viscosidad del material de prueba y
atornillarla en el pivote

4. Colocar el liquido de prueba en un cilindro de tamafio adecuado.

5. Bajar cuidadosamente el cabezal hasta que el material de pruebe llegue a la
muesca que se encuentra en la aguja.

6. Colocar el botén selector de velocidades en las rpm deseadas. Si va hacer
varias pruebas, comience con la velocidad mas baja. Busque en las tablas el
factor.

7. Accionar el interruptor para que comience a girar la aguja. Dejar que gire
varias veces y que apuntador se estabilice antes de hacer la lectura.

8. Parar el motor accionado a la vez el embrague para hacer la lectura.



9.

10.

11.
12.
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Leer la lectura sefialada por el apuntador y anotarla.

Esperar unos cinco minutos; cambiar la velocidad y repetir los mismos
pasos 6,7 y 8.

Seguir cinco minutos antes de volver a accionar el aparato.

Cambiar ahora por la siguiente aguja y repetir los mismos pasos de 6 a 10
(puede hacer lecturas, si lo desea, con todas las agujas). NOTA: Si al colocar
una aguja, la lectura es de 0, la viscosidad es menor que la minima obtenida
con dicha aguja. Cambiarla por otra que dé menos fuerzas. Si la lectura es de
100 o el apuntador sale del dial, cambiar por la aguja siguiente.
PRECAUCIONES: Nunca acueste el cabezal con una aguja cubierta de
material de prueba insertada: el producto puede correr hacia el pivote y
dafiar el sistema.

No use el viscosimetro con materiales que desprendan vapores ya que estos
pueden penetrar por la cavidad del pivote oxidandolo. No permita

movimientos bruscos al subir o bajar el cabezal.

Calculos: Multiplicar la lectura del dial por el factor correspondiente y

anotar la viscosidad (n) en centipoise (cps) (Pérez, 2014).
Densidad Relativa:

Por medio de la balanza se realizan las siguientes pesadas:

1. Se pesa el picndmetro vacio, asegurandose que este bien limpio y seco.
Obteniéndose m1.

2. Se pesa el picnémetro lleno de agua destilada. Obteniéndose m2.

3. Se pesa el picnometro lleno del liquido problema. Obteniéndose m3.
Cuando se habla de picnémetro lleno, quiere decir que esta enrasado
adecuadamente.

4. Obtenga la masa del liquido mediante la ecuaciéon: ml = m3 - m1.

5. Obtenga la masa del agua destilada: ma = m2 - m1.

6. Obtenga la densidad relativa del liquido buscado: p1=m1/ma.
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7. Anote la temperatura del agua y considere la densidad del agua para esta
temperatura: pa.
8. Para obtener la densidad del liquido, multiplique la densidad relativa del

liquido problema por la densidad del agua: pl = pr *pa (Valderrama, 2010).

Control Microbiolégico:

Jarabes, Soluciones y Equivalentes:

a) Determinacion del namero de colonias por mililitro (UFC/ml):
Colocar 1.0 ml de la muestra a analizar en 9 ml de medio liquido de
enriquecimiento, tales como caldo de soja y tripticasa, caldo Columbia,
Tioglicolato con indicador.

Colocar ademas, 1.0 ml de la muestra en 50 ml de buffer fosfato estéril.
Disolver por calentamiento 2 tubos de Red bile agar y agar base. Dejar
enfriar evitando la coagulacién del agar.

Colocar 1.0 ml de la suspensiéon de la muestra y el buffer en sendos platos
Petri estériles.

Agregar a cada uno el contenido de cada tubo de agar liquido.

Mezclar por rotacién.

Incubar a 35.5°C por 48 horas.

Contar el nimero de colonias.

b) Identificacion del microorganismo:

o Colocar una gota de la muestra a examinar en los siguientes medios de

cultivo:
a) Agar sangre
b) McConkey agar
c) Agar dextrosa Sabouraud
d) Agar chocolate
2. Incubar los platos de agar sangre, agar chocolate y agar McConkey a

35.5°C por 48 horas.

3. Incubar el plato de Sabouraud Dextrosa agar por 15 dias.
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4. Si hay crecimiento de colonias, proceder a la identificacién con
los métodos rutinarios del laboratorio.

Nota: Es importante en el caso del andlisis de Jarabes, la presencia de
Levaduras, lo cual se explica por la alta concentracién de azudcar de éste tipo
de productos. Especial cuidado hay que reservar para la posible
contaminacion con Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,

Salmonella sp y E. coli (U.S Pharmacopeia, 2003).

Escalas hedoénicas verbales:

Estas escalas son las que presentan a los jueces una descripcion verbal de la
sensacion que les produce la muestra. Deben contener siempre un nimero non
(impar) de puntos, y se debe incluir siempre el punto central <ni me gusta ni me
disgusta >. A este punto se le asignara generalmente la calificacion de cero. A los
puntos de la escala por encima de este valor se les otorgan valores numéricos
positivos, indicando que las muestras son agradables; en cambio, a los puntos
por debajo del valor de indiferencia se les asigna valores negativos,
correspondiendo a calificaciones de disgusto. Las muestras se presentan en
recipientes idénticos, para no alterar la precepcién de los jueces. Se aplica la
prueba afectiva utilizando una escala heddnica vertical de 9 puntos (ver
formato). Los jueces marcan con una X el punto mas apropiado para cada caso,
evaluando asi la aceptabilidad general de cada producto. El andlisis estadistico

se realiza por medio de estadistica descriptiva.
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FICHA DE EVALUACION
Edad: Fecha:
Producto:
Instrucciones:

Pruebe el producto que se le presenta a continuacion.
Por favor marque con una X el cuadrado que esta junto a la frase que mejor describa su
opinidén sobre el producto que acaba de probar.

() Me gusta muchisimo
() Me gusta mucho

(. Me gusta moderadamente
() Me gusta ligeramente
(. Ni me gusta ni me disgusta
(. Me disgusta ligeramente
(] Me disgusta moderadamente
() Me disgusta mucho
() Me disgusta muchisimo

COMENTARIOS:

iMUCHAS GRACIAS!



ANEXO 3: Imagenes del Procedimiento de Formulacion del Jarabe a base de

Sacarosa v prueba cualitativa de Felingh

Fotografias del proceso de preparacion del Jarabe de Azdcar

FUENTE: Datos experimentales.

94




Fotografias del proceso de agregacion de las abejas

/

FUENTE: Datos experimentales.
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Fotografias de la prueba cualitativa de Felingh

A

‘i_! nd T

oveseciiin [ LI E 4

FUENTE: Datos experimentales.
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Fotografias de los resultados de la prueba cualitativa de Felingh

FUENTE: Datos experimentales.
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ANEXO 4: Resultados de los analisis cuantitativos por el método de HPLC

Fotografias de los datos de la Curva de Calibracién de Glicerina del HPLC

MIETLOO LU Z\HECHEM WL WEELHUDSZRE L LNUL .M

Calibration Table

Calculate
Based on

Rel. Mon-r
Abs. Hon-r

Curve Typs
Origin
Weight

Signal 1:

REetTima
Imin] Sig
b.652 1
11.380 1
17.284 1

Calib. Data Modified

Eel. FRefersnce Window
Abs . Reference Window

(-3
eE .

Do not use Multiplier
Uncalibrated Feaks
Partial Calibration
Correct All Eet. Times

RIDL &,

Lwl

Window
Window

TRTHIE ]

Eecalibration Eettings:
Average ResSponse H
Average Retention Time:

Aamount
[ugiml]

a._.00000
12.00000
4.03000
8. 00000
1203000
4.004000
a.00000
12.00000

Curva calibracion azucares

Calibration Eeport Opticns
Frintout of recalibrations within a segquence:
Calibration Table after Recalibration
Mormal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle {(@nding previcus bracket})

b g e bR T A LD RS

SSESZ01E 1:54:37 PM

Extarna

1l Standard

Feak Area

5.000 %

0,000 min

5.000 %

0.000 min
Dilution Factor with ISTOs
not reported

Yes, identified peaks are recalibrated

No, only for identified peaks

Linesar
Foroced

Egqual

Average all calibrations
Floating Average Hew T5%

ACES

.38903aE
A0 BEmE
. 44819k
.159%0eE
L0212 7=k
. 461527
04915t
.55935aE
L10180e7

More compound-specific settings:

Fn:trumnnt 2 S/ES201E 1:58:21 PM AdaedM

Eefractive Index Signal

Amt fRrea

2 879 TDe—E
3. 37715e—&
2 2025Ee—E&
5.51561ae—T7
1.32862e—E
B.21084de-T
1.31185%e—&
1.7546de—E
1.08913e—&

Ref Grp Hamm

SaCarcsa

Glucosa

Glicerina

98

Fuente: Datos Experimentales obtenidos en el equipo HPLC de la Universidad del Valle

de Guatemala.
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Fotografias de la Curva de Calibracion de Glicerina del HPLC

ethad C:\HPCHEMY 2 \METHODS\RETINOL .M

Compound : Glucosa

Time Window

From 11.099 min To 1Z.86% min

Peak Sum Table

***HNo Entriaes in btablas®s

Calibration Curves

4EB
AES
2E& -
1EE =

L]

1.2E7
1E7
HEE
SES
4E&
2EE

N

BEE
GEE =
4EE 3

4k

Sacarosa at exp. RT: 9.652
RID1 A, Befractive Index Signal
Correlation: 0.98436
RBesidual Std. Dev.: T759363.68307
Formula: ¥ = mx

m: A01Z2T3.93750

¥: Amount [ugsml]

¥: Area

Glucosa at exp. BT: 11.380

RID1l A, Befractive Index Signal
Correlation: 0.98185
Besidual 5td. Dev.: 2191991.09057
Formula: ¥ = mx

m: 1.07229&8
¥: Amount [ugsml]
y: Area

Gliperina at exp. BT: 17.284
RID1 A, Befractive Index Signal
Correlation: 0.98198
RBesidual Std. Dewv.: 1644508.34098
Formula: ¥ = mx

m: 80753348661

®: Amount [ugsml]

y: Area

Fuente: Datos Experimentales obtenidos en el equipo HPLC de la Universidad del Valle

de Guatemala.



Grafica del HPLC en muestra control

Injectien Data
Sample Name
Acg. Operator

Acg. Methed
Last changed

Last changed

Flujo 0.5ml/min

Analysis Method :

5/4/201€ 5:32:10 PM

: Control
: AdeM

Acg. Instrument :
: C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZAGUA.M

Instrument 2

5/2/2016 2:04:48 PM by AdeM
C:\HPCHEM\2\METHODS\RETINOL.M
5/5/2016 1:42:27 PM by AdeM
(modified after loading)

Metodo para analisis de Vitamina A como retinol
Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada,
Universidad del Valle de Guatemala.

Fase movil metanol: agua 50:10

Columna Hypersil ODS 200x2.1 mm 5 um

Longitud de onds 325nm

Ssg. Lins :
Location :
Inj :

Inj Volume :

Vial &

100

Bata File C:\HPFCHEM\Z\DATA%SERVICIO\16050406.D Sample Name: Control

RID1 A, Refractive Index Signal (SERVICION 8050406.D)
nRiU
100000 -
20000 -
E0000 -
40000
20000 —
=
g g g 5
G, M E R’ E
0 : " . .
T T T T T A T T T T T T
25 5 75 10 125 15 175 235 u'ls |
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Thursday, May 05, 2016 1:42:27 PM
Multiplier : 1.0000
Dilutien : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Name
[min] [nRIU*s] [%]
————————————— e L el Ll
9.607 VW 2.74690e6 5.71216e-7 1.56907 Sacarosa
11.212 W 5.20317e6 1.146l6e-6 5.96368 Glucosa
14.868 VW 2.6805%e6 1.32930e-6 3.56330 Fructosa
Totals 11.09605

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***




Grafica del HPLC en muestra de jarabe de sacarosa con 10g de abeja

10% Sac 10 g abeja

Injection Date
Sample Hams
Acg. Operator
Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

5/4/2016 5:59:42 PM Seq. Line
Mu 1 Location
AdeM Inj

C: \HPCHEM\2\METHODS\AZAGUA .M
5/2/2016 2:04:48 FM by AdeM
C: \HPCHEM\2\METHODS\RETINOL .M
5/5/2016 1:42:27 PM by AdeM

: Instrument 2 Inj Volume

Vvial 7

20 pl

(modified after loading)
Metodo para analisis de Vitamina A como retinol
Laboratorie de Instrumentacion Quimica Avanzada,
Universidad del Valle de Guatemala.
Fase movil metanol: agua %0:10
Columna Hypersil ODS 200x2.1 mm 5 um
Flujo 0.5ml/min
Longitud de onda 325nm

101

RID1 A, Refractive Index Signal (SERVICION8050407.0)

nR
E0000 -
50000 -
40000~
20000+
20000
10000~
i T T T T T T T T
25 5 75 10 125 15 175 235
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Thursday, May 05, 2016 1:42:27 FM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt fAraa Amount Grp Mame
[min] [nRIU*s] [%]
mmmmmm | = | s mmm o | mmmm e oo mmmm e | mn | o m e oo
S.604 vV 1.80573e6 5.71216e-7 1.03146 Sacarosa
11.211 vv 3.46600ef 1.14616e-6 3.97260 Glucosa
14,867 VV 2.0578%e=6 1.32930=-6 2.73555 Fructosa
Totals : 7.73981

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***



Grafica del HPLC en muestra de jarabe de sacarosa con 25g de abeja

10 % sacarosa 25 g abeja

Injection Date
Sample Name
Aeqg. Operator
RAeg. Instrument
Rog. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

5/4/2016 6:26:57 FM Seq. Line : 8
: My 2 Locatien : Vial 8
: AdeM Inj : 1

Instrument 2 Inj Volume

: C:\HFCHEM\2\METHODS\AZAGUA .M

5/2/2016 2:04:48 PM by AdeM
C: \HPCHEM\ 2\METHODS\RETINOL.M
5/5/2016 1:42:27 PM by AdeM
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(modified after loading)
Metodo para analisis de Vitamina A como retinol
Laboratorio de Instrumentacion Quimieca Avanzada,
Universidad del Valle de Guatemala.
Fase movil metanol: agua 90:10
Columna Hypersil ODS 200x2.1 mm 5 um
Flujo 0.5ml/min
Longitud de onda 325nm

RID1 A, Refractive Index Signal (SERVICICN 6050408.0)
nRIU]
60000
50000 ]
40000
30000
20000
10000 ®
] #
] z
1] . + T
1 — — — T — T T T — T T — 77— —T T
25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 225 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Thursday, May 05, 2016 1:42:27 FPM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*=] [%]
——————— ] el [ [l
9.604 VV 1.81373ef  5.71216e-7 1.03803 Sacarosa
11.213 vV 3.51478e6 1.l146l6e-6A 4.02851 Glucosa
14.867 WV 2.1001lkehd 1.32930e-6 2.79173 Fructosa
Totals 7.85628

Results cbtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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Grafica del HPLC en muestra de jarabe de sacarosa con 50g de abeja

10 % Sacaresa 50 g abeja

Injection Date : 5/4/2016 6:54:15 FPM Seq. Line : El
Sample MName @ Mu 3 Location : WVial 9
Acqg. Operator : AdeM Inj : 1
Reg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Acq. Method : C:\HFCHEM\Z\METHODS\AZAGUA.M

Last changed : 5/2/2016 2:04:48 PM by AdeM

Analysis Method : C:\HPCHEM\Z2\METHODS\RETINOL.M

Last changed : 5/5/2016 1:42:27 PM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para analisis de Vitamina A como retinol
Laboratorio de Instrumentacion Quimieca Avanzada,
Universidad del Valle de Guatemala.
Fase movil metanol: agua 90:10
Columna Hypersil ODS 200x2.1 mm 5 um
Flujo 0.5ml/min
Longitud de onda 325nm

RIDT A, Refractive Index Signal (SERVICION 6050409.0)
nRIU ]
80000
50000 -]
40000
30000
20000
10000 | S
] 8
] g
0 - .
— — —T — v — —— T — — T
25 5 75 10 125 15 175 20 225
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, May 05, 2016 1:42:27 FPM
Multiplier H 1.0000
Dilutien H 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]
- =1 I I==1 -
9.604 VV 1.77874e6 5.71216e-7 1.01605 Sacarosa
11.212 vV 3.58123e6 1.1461l6e-6 4.10468 Glucosa
14.868 VvV 2.16220e6 1.32830e-6 2.87421 Fructosa
Totals : 7.99493

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report *#*+*
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ANEXO 5: Productos Terminados

Fotografias del Jarabe de Acetaminofén

Fuente: Datos experimentales.
Fotografia de la Jalea de Naranja

Fuente: Datos experimentales.
Fotografia de la Crema Humectante

Fuente: Datos experimentales



ANEXO 6: Estabilidades Aceleradas de los Productos Terminados

ESTABILIDAD ACELERADA DEL ACETAMINOFEN:

NOMBRE DEL PRODUCTO
EMPAQUE/ENVASE
CONTENIDO
No. DE LOTE
TEMPERATURA UTILIZADA
HUMEDAD RELATIVA

ANALISIS INICIAL (0 DiAS)
Analisis Fisicos

Color
Olor
Sabor
pH a 25°C
Apariencia

Contacto con la tapa
Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales
Hongos
Levaduras

Analisis Quimico
Cada 1ml contiene:
Acetaminofén

ANALISIS INICIAL (30 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color
Olor
Sabor
pHa 25°C
Apariencia

Aceteminofen Solucion Oral

Primario: Frasco gotero plastico.

30ml
Piloto No.1

40 °C

75%

Rosado
Fresa
Dulce-Amargo
4.95
Solucioén fluida, translucida, sin
precipitacion.
Negativo

Menor de 3
Negativo
Negativo
Negativo

105.19mg/105.19%

Rosado
Fresa
Dulce-Amargo
496
Solucién fluida, translucida, sin
precipitacion.



Contacto con la tapa

Andlisis Microbioldgico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales
Hongos
Levaduras

Andlisis Quimico
Cada 1ml contiene:
Acetaminofén

ANALISIS INICIAL (60 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color
Olor
Sabor
pHa 25°C
Apariencia

Contacto con la tapa

Andlisis Microbioldgico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales
Hongos
Levaduras

Andlisis Quimico
Cada 1ml contiene:
Acetaminofén

ANALISIS INICIAL (90 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color
Olor
Sabor
pH a 25°C

Negativo

Menor de 3
Negativo
Negativo
Negativo

105.08mg/105.08%

Rosado
Fresa
Dulce-Amargo
4.96
Solucién fluida, translucida, sin
precipitacion.
Negativo

Menor de 3
Negativo
Negativo
Negativo

104.12mg/104.12%

Rosado
Fresa
Dulce-Amargo
498
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Apariencia

Contacto con la tapa
Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales
Hongos
Levaduras

Andlisis Quimico
Cada 1ml contiene:
Acetaminofén

ANALISIS INICIAL (180 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color
Olor
Sabor
pHa 25°C
Apariencia

Contacto con la tapa

Andlisis Microbioldgico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales
Hongos
Levaduras

Andlisis Quimico
Cada 1ml contiene:
Acetaminofén

Solucién fluida, translucida, sin
precipitacion.
Negativo

Menor de 3
Negativo
Negativo
Negativo

102.98mg/102.98%

Rosado
Fresa
Dulce-Amargo
5.02
Solucién fluida, translucida, sin
precipitacion.
Negativo

Menor de 3
Negativo
Negativo
Negativo

99.85mg/99.85%

Este es el promedio de 3 pruebas realizadas.
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ESTABILIDAD ACELERADA DE CREMA HUMECTANTE:

NOMBRE DEL PRODUCTO
EMPAQUE/ENVASE
CONTENIDO

No. DE LOTE
TEMPERATURA UTILIZADA
HUMEDAD RELATIVA

ANALISIS INICIAL (0 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C
Viscosidad
Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

ANALISIS INICIAL (30 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C
Viscosidad
Apariencia
Contacto con la tapa

Andlisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

Crema Humectante

Primario: Frasco plastico blanco.
100ml

Piloto No.1

40 °C

75%

Amarillento
Dulce-Pina

6.5

64.6

Viscoso y fluido.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Pifia

6.8

64.3

Viscoso y fluido.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo



ANALISIS INICIAL (60 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pHa 25°C
Viscosidad
Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

Analisis Fisicos

ANALISIS INICIAL (90 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C
Viscosidad
Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

Anadlisis Fisicos

ANALISIS INICIAL (180 DiAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C
Viscosidad
Apariencia
Contacto con la tapa

Amarillento
Dulce-Pifia

6.6

64.9

Viscoso y fluido.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Pifia

6.9

65.3

Viscoso y fluido.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Pifia

6.9

66.8

Viscoso y fluido.
Negativo
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Andlisis Microbioldgico

Conteo Total Aerdbico a 37°C Menor de 100UFC/g
Coliformes Totales Negativo
Hongos Negativo
Levaduras Negativo

Andlisis Fisicos

Este es el promedio de 3 pruebas realizadas.
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ESTABILIDAD ACELERADA DE JALEA DE NARAN]JA:

NOMBRE DEL PRODUCTO
EMPAQUE/ENVASE
CONTENIDO

No. DE LOTE
TEMPERATURA UTILIZADA
HUMEDAD RELATIVA

ANALISIS INICIAL (0 DIAS)
Analisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C

Sabor

Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

ANALISIS INICIAL (30 DIAS)
Andlisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C

Sabor

Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

Jalea de Naranja
Primario: Frasco vidrio
150ml

Piloto No.1

40 °C

75%

Amarillento
Dulce-Naranja

3.34

Naranja

Viscoso poco fluida.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Naranja

3.43

Naranja

Viscoso poco fluida.
Negativo

Menor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo



ANALISIS INICIAL (60 DiAS)
Analisis Fisicos

Color

Olor

pHa 25°C

Sabor

Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

ANALISIS INICIAL (90 DiAS)
Analisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C

Sabor

Apariencia
Contacto con la tapa

Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerdbico a 37°C
Coliformes Totales

Hongos

Levaduras

Anadlisis Fisicos

ANALISIS INICIAL (180 DIAS)
Analisis Fisicos

Color

Olor

pH a 25°C

Sabor

Apariencia
Contacto con la tapa

Amarillento
Dulce-Naranja

3.50

Naranja

Viscoso poco fluida.
Negativo

Mayor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Naranja

3.63

Naranja

Viscoso poco fluida.
Negativo

Mayor de 100UFC/g
Negativo
Negativo
Negativo

Amarillento
Dulce-Naranja

3.67

Naranja

Viscoso poco fluida.
Negativo
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Analisis Microbiolégico

Conteo Total Aerédbico a 37°C Mayor de 100UFC/g
Coliformes Totales Negativo
Hongos Negativo
Levaduras Negativo

Analisis Fisicos
Este es el promedio de 3 pruebas realizadas.

Fuente: Datos obtenidos por Laboratorio San Cristobal.
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Anexo No.7: Inocuidad del Jarabe de Sacarosa

Andlisis Microbioldgico Jarabe no
sometido a esterilizacion:

Conteo Total Aerdbico a 37°C Mayor de 100UFC/g
Coliformes Totales Positivo

Hongos Mayor de 10UFC/g
Levaduras Mayor de 10UFC/g

Analisis Microbiolégico Jarabe
sometido a esterilizacion:

Conteo Total Aerdbico a 37°C Menor de 100UFC/g
Coliformes Totales Negativo
Hongos Negativo
Levaduras Negativo

Fuente: Datos obtenidos por Laboratorio San Cristébal.
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