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RESUMEN

Las diastasas son enzimas aportados por las abejas con el objeto de hidrolizar
aziicares complejos en simples. Su actividad se pierde con el almacenamiento
prolongado 'y son inactivadas por altas temperaturas. El hidroximetilfurfural
(HMF) es un aldehido ciclico que se forma lentamente a partir de la fructosa de
la miel en un proceso espontdneo que es acelerado por altas temperaturas y
tratamientos térmicos inadecuados. Ambos permiten, por tanto, evaluar el grado
de frescura de la miel y juzgar las condiciones de procesado y almacenamiento
de este alimento.

Por ello, la legislacién espafiola establece un valor minimo de 8 en la escala
Gothe para la actividad diastasa (en las mieles de bajo contenido enzimdtico se
permite un minimo de 3 en la escala Gothe, siempre que el contenido en hidroxi-
metilfurfural no exceda de 15 mglkg) y un valor mdximo de 40 mglkg para el
contenido en HMF'.
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** Profesora Titular Universidad. Departamento de Agricultura y Alimentacién. Universidad de La
Rioja. C/Luis de Ulloa, 20 - 26004 Logrofio

**%* Alumna de 3° Ciclo. Departamento de Produccién Animal y Ciencias de los Alimentos. Facultad
de Veterinaria. Universidad de Zaragoza. C/ Vara de Rey, 24-1.° B - 26002 Logrofio

181



SUSANA SANZ CERVERA, M* MERCEDES SANZ CERVERA

En los andlisis del contenido en estos dos pardmetros realizados en mieles de
La Rioja, se han encontrado valores muy bajos en cuanto a contenido en HMF
(valor medio de 1,6 mglkg, con un mdximo de apenas 10,1 mglkg en una miel
calentada en el momento de su extraccién). Por su parte, el indice de diastasas
de las mieles riojanas analizadas supera el minimo establecido legalmente (valor
medio 25,9.° Gothe, siendo el menor valor detectado de 11,32 Gothe en la misma
muestra referida anteriormente).

Ast pues, todas las mieles de La Rioja cumplen ampliamente los requisitos
legales establecidos para estos pardmetros. Los datos obtenidos permiten sugerir
establecer los limites mdximos de 15 mglkg para contenido en HMF y minimos de
12.2 Gothe para indice de diastasas en una Norma de Calidad de Miel de La Rioja.

Palabras clave: Miel, Diastasas, Hidroximetilfurfural.

Diastases are enzymes produced by bees whose object is to hidrolyze complex
sugars and therefore transform them into simple ones. Their activity is lost through
the long storing and their are inactive at high temperatures. Hydroxymethylfurfural
(HMF) is a cyclic aldehyde which is formed slowly with the fructose of honey in
a spontaneous process which is accelerated by high temperatures and inadequate
thermic treatments. Therefore through the both of them it is possible to evaluate
the degree of freshness of honey and to judge the conditions of process and storing
of this nourishment.

Because of this, the Spanish law establishes a minimum value of 8 on the
Gothe's scale for the activity of diastases (for honey with a low enzyme content
there is allowed minimum level of 3 on the Gothe's scale, whenever the content
of HMF is not higher than 15 mglkg) and a maximum value of 40 mglkg for the
content in HMF. In the analysis of content in these two parametres tested on La
Rioja honey, very low values for the content of HMF have been found (average
value of 1,6 mg/Kg, with a maximum of hardly 10,1 mglk in a heated honey at the
moment of its extraction).

Moreover the rate of diastase in the analysed Riojan homney surpasses the
established legal minimum (being the smallest value found at 11,3.° Gothe in the
same above mentioned sample where the average value is 25,9.° Gothe).

Therefore all the honey in La Rioja fulfill all the legal established requirements
for these parametres. The obtained information suggests the allowable established
maximum limits of 15 mglkg per content of HMF and minimum of 12.° Gothe per
diastases rate in a honey of regular quality in La Rioja.

Key words: Honey, Diastase, Hydroxymethylfurfural.
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0. INTRODUCCION

Las diastasas o amilasas son proteinas enzimdticas aportadas por las abejas
durante la elaboracién de la miel, con funciones hidroliticas sobre aziicares comple-~
jos a los que transforman en azicares simples. Su actividad es méxima en el
momento de su extraccién y decrece con el tiempo. También las altas temperaturas
desestabilizan estas enzimas llegando a inactivarlas (Schade et al, 1958; Hadorm,
1961; Huidobro et al, 1984a).

El hidroximetilfurfural (HMF) es un aldehido ciclico que se origina espontdnea-
mente a partir de la fructosa en medio 4cido (valor medio de pH 3,9) en un proceso
lento (se calcula que el aumento de HMF en mieles es de 1 mg/k por mes en climas
suaves con temperaturas maximas de 30°C, Espada, 1982). Este proceso es acele-
rado fundamentalmente por el calor: almacenamientos de pocos dias a 50°C tienen
el mismo efecto sobre el aumento de HMF en miel que varios meses a 20°C.
También los calentamientos para la licuefaccién o pasteurizacién de la miel elevan
los niveles de HMF (Winkler, 1955; Schade et al, 1958; White, 1979; Pichler et
al, 1984; Huidobro et al, 1984b; Ghazali et al, 1986). EIl HMF no es una sustancia
toxica ni altera la miel a no ser que se encuentre en cantidad excesiva, lo que
provocaria el oscurecimiento de la misma por interacciones con compuestos amina-
dos y aziicares, sufriendo polimerizacién y reordenacin, tanto en presencia como
en ausencia de oxigeno (Jeuring et al, 1980).

Hay estudios que demuestran que el nivel de formacién de HMF estd correlacio-
nado directamente con la humedad y contenido inicial de HMF en la miel (Schade
et al, 1958). También la acidez ejerce un efecto positivo en su formacién (Lampitt
et al, 1929), comprobdndose la existencia de una baja tasa de HMF en mieles
calentadas debido a su mds alto pH (4,5-5,0) (Hadorm, 1962). Igualmente este
pardmetro ha sido estudiado como indicador de adulteracién de la miel con jarabes
invertidos (Serra et al, 1986).

El aumento del contenido en HMF de la miel y la disminucién en actividad
diastasa son procesos paralelos a la degradacién de vitaminas, proteinas y enzimas
de este alimento, asi como a la pérdida de sabor y aroma por lo que se han
convertido en los mejores pardmetros indicadores de la frescura de la miel y permi-
ten juzgar sus condiciones de procesado y almacenamiento. Asi, la legislacidn
espafiola permite un mdximo de 40 mg/kg de HMF y un minimo de 8 en la escala
Gothe para el indice de diastasas (en las mieles de baja actividad enzimdtica se
permite un minimo de 3 Gothe siempre que el contenido en HMF no supere los
15 mg/kg) (B.O.E., 1983).

Para la determinacién del fndice de Diastasas, el método original de Gothe
(1914) fué desarrollado por Kiermeier y Kéberlein (1954) hasta el método colori-
métrico actual en el que la deteccién visual se sustituye por medidas espectrofoto-
métricas (Schade et al, 1958; Hadorn, 1961). Estos cambios y los realizados por
White (1959 y 1964) se han incorporado en el método oficial de Codex Alimenta-
rius Commission (1969) que es en la actualidad “Final Action” en la AOAC (1989)
y oficial en Espafia (BOE, 1986). Este procedimeinto ha sido también seguido por
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Dahle et al (1983), Huidobro y Simal (1984a), Dustman et al (1985), Tharasyvoulou
(1986) y Sancho et al (1990) por citar algunos ejemplos.

Para la determinacién del hidroximetilfurfural, White (1979) propuso un método
espectrofotométrico en la regién ultravioleta en el que el blanco se forma por
reaccién con bisulfito. Los resultados no coincidian con los de Whinkler (1955) que
utilizaba el ultravioleta directo que daba resultados muy superiores. El método de
White (1979) es actualmente oficial “Final Action” en la AOAC (1989) y oficial
en Espafia (BOE, 1986). Huidobro y Simal (1984b) comprobaron la idoneidad del
método de White (1979) y no asf la del método de Whinkler (1955) cuya impreci-
sién pusieron de manifiesto. El procedimiento de White (1979) es también seguido
por Pichler et al (1984), Dustman et al (1985), Chepurnoi et al (1987) y Sancho
et al (1990) entre otros.

En este trabajo nos hemos propuesto la determinacién del indice de diastasas
y contenido en HMF en las mieles de La Rioja, con objeto de establecer su adecua-
cién a la normativa vigente.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Muestras

El estudio se ha realizado sobre 48 mieles de La Rioja pertenecientes a la
cosecha de otofio de 1992. Su distribucién geogréafica se recoge en la figura 1 del
trabajo de Sanz y Sanz (1994).

1.2. Origen botidnico de las muestras

Para la determinacién del origen floral de las mieles recogidas, se realizé el
andlisis microscépico del sedimento obtenido tras sucesivos lavados y centrifuga-
ciones de 10 g de muestra una vez bien homogenizada (Louveaux et al, 1978).
Botidnicamente las mieles recogidas se clasificaron en cuatro tipos: “milflores” (27),
“brezo” (Ericaceae) (6), “romero” (Rosmarinus officinale) (1) y “bosque” (de mie-
lada o sus mezclas) (14).

El estudio del sedimento polinico muestra estrecha correspondencia con la flora
existente en su localidad de origen (Sanz, 1991).

1.3. Determinacién del Indice de Diastasas

El indice de Diastasas se ha medido por el método oficial en la AOAC (1984)
y en Espafia (BOE; 1986) basado en observar la accién de las diastasas de la miel
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sobre una solucién de almidén empleando, para hacer visible la hidrdlisis, una
solucién yodo-yodurada. Hay que destacar que el almidén utilizado debe cumplir
unas condiciones de humedad y de indice de azul muy especificas, por lo que deben
utilizarse cualquiera de los almidones especificos para esta determinacién que figu-
ran en la AOAC (1989) o similares siempre que cumplan las exigencias del método.
Ademés la disolucién de almidén debe prepararse diariamente ya que se altera
ficilmente y con el tiempo forma geles. Por otra parte, en esta determinacién es
conveniente hacer una correccién del color de la miel.

En este trabajo se ha empleado un bafio termostitico Selecta Unitronic 320 OR,
espectrofotémetro Spectronic 20D y cronémetro marca Casio.

El cédlculo del indice de diastasa se ha realizado haciendo uso de la recta de
regresién sin tener en cuenta el valor de la absorbancia a 0 minutos a fin de
establecer el tiempo en el que se alcanza la absorbancia de 0,235. En muestras de
baja actividad diastdsica se calcula este valor con los tres ultimos puntos de la recta
resultando asi un coeficiente de correlacién lineal méds elevado que si se utilizan
todos los valores. Para mieles de alta actividad diastésica, se determina el tiempo
empleado en alcanzar 0,235 con las absorbancias a los tiempos 5, 10 y 15 minutos.
La longitud de onda empleada en la medida de la absorbancia fue de 660 nm.

1.4. Determinacién del contenido en Hidroximetilfurfural

El hidroximetilfurfural se determina por el método propuesto por White (1979)
y oficial en Espafia (BOE, 1986) basado en utilizar dos porciones alicuotas de la
muestra previamente clarificada mediante la adicién de reactivos Carrez y posterior
filtracién. Una de ellas, a la que se adicionan 5 ml de agua destilada, se lee frente
a la otra, a la que se afiade igual volumen de solucién de bisulfito sédico el cual
hace desaparecer la absorcién debida al hidroximetilfurfural por rotura del doble
enlace conjugado, con lo que otras absorbancias inespecificas son corregidas. El
bisulfito sédico debe prepararse diariamente a partir del producto sélido.

En este trabajo se ha utilizado el espectrofotémetro marca Perkin-Elmer modelo
Lambda 3B UV/VIS.

El contenido en HMF se expresa en mg/kg.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla I muestra los valores medios, desviaciones estdndar y valores mdximos
y minimos encontrados tanto en el contenido en hidroximetilfurfural como indice
de diastasas para las 48 muestras analizadas.

Las figuras 1 y 2 recogen grificamente la distribucién de los valores obtenidos

para el conjunto de las mieles estudiadas para cada uno de los pardmetros analiza-
dos.
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Puede verse como el 95,8% del total de las muestras presentaron un contenido
en HMF menor a 6 mg/kg (figura 1). S6lo una muestra correspondiente a miel de
brezo (cuya viscosidad hace su extraccién de los panales particularmente dificil)
y que fue calentada por el apicultor en el momento de su obtencibn, presenté un
contenido de HMF superior a 10 mg/kg. En un 8% de las mieles analizadas, el
contenido en HMF fue tan pequefio que no pudo ser apreciado analiticamente,
Puede comprobarse, por tanto, como la totalidad de las muestras analizadas cum-
plen ampliamente las especificaciones legales establecidas respecto a este pardme-
tro. ’

El indice de diastasas de las mieles estudiadas queda igualmente por encima
del minimo permitido por la normativa vigente. Asi, el 93,8% del total de muestras
analizadas presentaron valores superiores a 15 Gothe (figura 2). S6lo tres muestras,
entre las que se cuentan la miel de brezo antes comentada y otras dos muestras
de miel milflores presentaron valores inferiores, aunque en ningin caso por debajo
de 11,3 Gothe (valor minimo encontrado).

A la espera de los resultados que se obtengan en el andlisis de las cosechas de
afios posteriores, y cara al establecimiento de una Normativa de Calidad para la
Miel de La Rioja, proponemos los limites mdximos de 15 mg/kg para el contenido
en HMF y un minimo de 12 en la escala Gothe para el indice de diastasas.

Los valores propuestos coinciden con los aceptados para la Denominacién de
Origen Miel de La Alcarria (Tovar,1993) y los propuestos para mieles de otras
Comunidades Auténomas (Sancho et al, 1990, Martinez Gémez et al, 1990; Riolo-
bos, 1990...). Para las mieles de bajo contenide enzimdtico, de las que no ha
aparecido ninguna muestra en este estudio, y hasta la obtencién de datos en mieles
riojanas de este tipo, nos parece fundamentado el criterio seguido por otros autores
que proponen establecer un minimo de 3 en la escala Gothe para el indice de
diastasas siempre y cuando el contenido en HMF no supere los 3 mg/kg (Sancho
et al, 1990).

3. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos pueden extraerse las siguientes conclusio-
nes:

1. Se insiste en la utilizacion de almidones especificos para la determinacién
del indice de diastasas.

2. Las mieles de La Rioja, después de su extraccién, cumplen los requisitos
establecidos legalmente en cuanto a su indice de diastasas y a su contenido en HMF
se refiere.

3. Para establecer una “Norma de Calidad” de la miel riojana, siempre y cuando
no haya sido pasteurizada, se recomiendan los siguientes limites en los pardmetros
indicativos del grado de frescura:
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Tabla 1. Resultados obtenidos en el andlisis de hidroximetilfurfural (HMF), expre-
sado en mgikg e Indice de Diastasas (I.D.), expresado en grados Gothe de las 48
muestras estudiadas. (Resultados y Discusion).

Procedencia Tipo HMF LD.

1 El Collado Bosque 03 26,1
2 Bucesta Bosque 0,6 23,1
3 Alcanadre Milflores 19 253
4 Fuenmayor Milflores 0,3 17,1
5 Fuenmayor Milflores 0,6 16,9
6 Vinuesa Brezo 0,0 30,1
7 Valvanera Milflores 2.3 28,6
8 Varea Milflores 1,9 29,5

9 Ezcaray Milflores 0,3 32,1
10 Daroca Bosque 0,2 31,8
11 Daroca Bosque 0,6 28,6
12 El Rasillo Bosque 1,3 21,5
13 Nivea Bosque 3,0 18,2
14 Nieva Bosque 1.8 25,3
15 Panzares Bosque 0,7 30,1
16 Panzares Bosque (UN] 32,7
17 Nalda Milflores 5,1 15,5
18 San Romién Bosque 3,5 19,2
19 Alcanadre Milflores 0,6 27,8
20 Enciso Milflores 4,1 18,3
21 Anguiano Brezo 0,9 25,9
22 Anguiano Romero 1,3 24,8
23 Ezcaray Milflores 1,5 24,3
24 Mansilla Bos-Bre 2,2 20,5
25 Cornago Milflores 0,0 38,2
26 Cervera Milflores 0,8 26,2
27 Igea Milflores 0,4 31,5
28 Igea Milflores 0,0 40,2
29 Ortigosa Milflores 0,0 39,1
30 Ortigosa Bosque 0,2 32,1
31 Ortigosa Bosque 0,3 33,2
32 Matute Bosque 0,6 30,7
33 Gravalos Milflores 1,1 28,2
34 Soto Brezo 1,5 28,2
35 Ventosa Brezo 2,3 23,5
36 Quel Milflores 0,8 274
37 Alfaro Milflores 43 12,5
38 Aguilar Milflores 3,6 15,6
39 Rodezno Miilflores 2,3 18,9
40 Aguilar Milflores 1,9 23,2
41 Villaverde Milflores 1.4 28,2
42 Entrena Milflores 12 30,1
43 Piqueras Milflores 0,0 38,7
44 Calahorra Milflores 0,0 41,5
45 Tudelilla Brezo 0.8 22,6
46 Clavijo Milflores 24 17,8
47 Fonzaleche Milflores 6,4 134
48 Piqueras Brezo 10,1 11,3
Valor medio 1,6 26,0
Desviacién standar 1,9 74
Valor mdximo 10,1 41,5
Valor minimo 0,0 11,3
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— Hidroximetilfurfural: No més de 15 mg/kg
~ Indice de diastasas: Como minimo 12 en la escala de Gothe.

Para mieles de bajo contenido enzimético 3 en la escala Gothe, siempre que
su contenido en HMF sea inferior a 3mg/kg.
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