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Es de sobra conocido el papel fundamental que las abejas ejercen no solamente en 

lo que atañe a la producción de la colmena sino también como polinizadores tanto 

de plantas cultivadas como de especies silvestres, por lo que todo aquello que las 

afecte negativamente tiene una tremenda repercusión sobre la Agricultura y Medio 

Ambiente. En la última década se ha observado una drástica reducción en el 

número de individuos y la pérdida definitiva de numerosas colmenas, situación que 

en el último año ha ocasionado en España una disminución superior al 50%. 

 

El fenómeno se ha tratado de examinar y abordar desde numerosos aspectos 

asumiéndose en la actualidad que es de carácter multicausal confluyendo diversos 

factores, dentro de los cuales la presencia del microsporidio Nosema ceranae parece 

ser preponderante. Lo más significativo ha sido la detección de Nosema ceranae 

como denominador común en la mayoría de situaciones de despoblación, que, en 

gran medida, han sido mitigadas o resueltas con tratamientos antibióticos similares 

a los empleados contra Nosema apis, entre los que destaca el empleo de la 

fumagilina. Ahora bien tras unos años de autorización en uso y probada su eficacia 

las autoridades sanitarias han decidido suspender su uso en tanto en cuanto no se 

establezca correctamente el límite máximo de residuos, cuestión nada sencilla por 

las implicaciones económicas que supone. 

 

Ante esta situación es obvio que la investigación se haya dirigido a la búsqueda de 

compuestos alternativos bien sintéticos o naturales, la tendencia se orienta a estos 

últimos dado el carácter natural de la miel como principal producto de la colmena. 

 

Las fitoalexinas y en particular el resveratrol se han empleado desde hace siglos en 

la medicina tradicional, de hecho el compuesto se ha mostrado tan potente como la 

anfotericina B frente a Sacharomices cerevisae y que puede inhibir el desarrollo de 

Encephalitazoon cunicoli, al menos en experimentos in vitro.  
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Alguna experiencia reciente sugiere que su actividad antifúngica podría resultar útil 

en el tratamiento de nosemosis. Por ello aquí se presenta un estudio dirigido a 

conocer su eficacia real, para lo cual es necesario un equipo multidisciplinar, 

correspondiendo a nuestro grupo el desarrollo de metodología analítica para 

evaluar el contenido tanto en alimentos para abejas como en los principales 

productos apícolas. 

 

Teniendo en cuenta que su aplicación puede conducir a la aparición de residuos en 

la miel, lo cual obviamente resultaría beneficioso para el consumidor se ha 

aprovechado el estudio para desarrollar metodología para evaluar los principales 

metabolitos del triptófano, cuya presencia en la miel, en algunos casos, pueden 

servir como marcadores de origen floral y además están implicados en el desarrollo 

y tratamiento de algunas enfermedades de gran repercusión actual. 

 

Así pues la investigación que se recoge en esta memoria comprende dos líneas de 

actuación: el estudio de la utilidad de resveratrol y productos relacionados para 

combatir el despoblamiento de las colmenas y la del triptófano y metabolitos, con 

posibles propiedades terapéuticas y propuestos como potenciales marcadores de 

origen botánico. Las propiedades físico-químicas de ambos grupos de compuestos 

implican el uso preferente de la cromatografía líquida con diferentes modos de 

detección.  
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En el último decenio se ha producido una elevada mortandad de abejas en 

diferentes zonas apícolas tanto en España, como en países vecinos con 

características productivas similares [1-7] así como en otros lugares del mundo [8-10]. 

En todos los casos se denuncian elevadas mortandades de colonias de abejas, que 

se producen sobre todo durante el otoño y el invierno, aunque actualmente ya se 

detectan a lo largo de todo el año. 

 

Los factores que influyen en el estado sanitario de las abejas son numerosos y 

presentan además un alto grado de interacciones entre ellos, lo que dificulta 

notablemente su identificación y, por lo tanto, su influencia en el manejo, control y 

prevención [11,12]. Uno de estos factores es la falta de control de Varroa destructor, que 

en algunos casos se encuentra de forma asociada a otras enfermedades [13,14] bien 

por la incorrecta aplicación de los tratamientos o el desarrollo de poblaciones de 

ácaros resistentes a los fármacos [15-17] o la utilización de acaricidas no registrados, 

muchas de las veces ineficaces o inadecuadamente administrados [18] y cuya 

toxicidad para las abejas no ha sido comprobada [19]. Por otra parte, cuando la 

parasitación por Varroa supera un determinado umbral crítico epidémico [20] la 

colonia de abejas presenta una mayor susceptibilidad frente a diferentes agentes 

infecciosos (virus fundamentalmente), parasitarios o sustancias tóxicas.  

 

En otras ocasiones, las causas de mortandad de las colonias [21,22], pueden ser otras 

patologías que además pueden estar asociadas o no a problemas zootécnicos 

derivados de un inadecuado manejo de las mismas. Situaciones como el aumento 

forzado de la demanda de la productividad (colonias en transhumancia que 

producen en alto rendimiento todo el año) o la escasez de reservas que deja el 

apicultor en la colonia para pasar el invierno, entre otras, pueden favorecer el 

desarrollo de enfermedades [1].  

 

Los análisis realizados en el laboratorio de Patología del CAR (Marchamalo, 

Guadalajara) sobre muestras de abejas recibidas en los últimos cinco años, indican 
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un notable incremento en los casos diagnosticados de nosemosis, asociados a una 

sintomatología clínica que difiere de la esperada, y que ha venido denominándose 

Síndrome de Despoblamiento de las colmenas o CCD [23-26], lo que unido a la 

detección de Nosema ceranae por primera vez en Europa [2] y posteriormente a nivel 

mundial [27-29] hacen de este microsporidio uno de los mayores patógenos actuales 

para las abejas. 

 

Actualmente se considera que aproximadamente la mitad de los casi 150 géneros 

conocidos de microsporidios tienen insectos como hospedadores principales [30]. La 

mayoría de los microsporidios de insectos inducen infecciones subletales en sus 

hospedadores que se traducen en una reducción de la fertilidad, acortamiento de la 

longevidad y pérdida de vigor [31], siendo las infecciones agudas mucho más 

infrecuentes. Por otra parte, se ha visto que las infecciones crónicas inducidas por 

las microsporidiosis constituyen un problema importante en todos los insectos de 

interés económico, incluyendo las abejas [30]. 

 

En el caso de la abeja productora de miel, Apis mellifera, desde los primeros estudios 

en este grupo de parásitos, se identificó a Nosema apis (Zander) en 1909 [32] como 

agente productor de una patología denominada nosemosis que afecta 

frecuentemente a las colmenas de todo el mundo [33], encontrándose esta patología 

claramente reconocida y presente en España [2].  

 

Habitualmente la nosemosis producida por Nosema apis se reconoce en su forma 

aguda y asociada a uno de sus síntomas característicos, la diarrea. Sin embargo, en 

los últimos años se ha observado un cambio en las manifestaciones clínicas de las 

colmenas afectadas por Nosema sp., tanto en España como en otros países 

Europeos [2,23] caracterizándose el cuadro clínico fundamentalmente por el 

debilitamiento progresivo de las colmenas (despoblamiento) y ausencia de síntomas 

diarreicos (nosemosis seca) [34], llegando a morir las colmenas en los casos más 

severos. Esta creciente incidencia de la forma “seca” de la nosemosis se ha 
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desarrollado en paralelo a un aumento en la incidencia del denominado “síndrome 

de despoblamiento de las colmenas” que se viene detectando en España [2,3,24,25] y en 

otros países Europeos, en los que nuestros colaboradores del CAR han detectado la 

presencia de Nosema ceranae en colmenares afectados por despoblamiento y muerte 

de colmenas. 

 

Todo ello ha derivado en la reconsideración de esta parasitosis como una amenaza 

real para las colmenas en España y Europa (en USA ya se admite su presencia e 

influencia) asociada al reciente descubrimiento de esta segunda especie de 

microsporidio, Nosema ceranae [2,35], que se confirma responsable de la forma de 

nosemosis asociada a la manifestación clínica de despoblamiento [2,3,36,37]. 

 

Uno de los principales problemas que ha planteado este hallazgo, es el hecho de 

que la fumagilina, el tratamiento disponible y de elección para la nosemosis causada 

por Nosema apis [38-40], si bien resulta efectiva en su tratamiento [25,41] actualmente no 

se comercializa en la Unión Europea, por lo que resulta fundamental desarrollar 

nuevas moléculas que suplan con éxito la ausencia de la fumagilina. Por lo tanto, la 

búsqueda de compuestos efectivos frente a Nosema ceranae, debe ser un objetivo 

prioritario teniendo en cuenta la situación actual. 

 

Por otra parte y dado que muchos antifúngicos son de uso clínico limitado ya que 

frecuentemente conducen a varias toxicidades en pacientes, tales como efecto 

hemolítico frente a eritrocitos humanos, aparece otra opción orientada hacia el 

empleo de algunos productos naturales, que parecen no tener ese efecto drástico, 

uno de los actualmente considerados es el resveratrol que, entre otras propiedades, 

muestra un atractivo potencial como antifúngico en humanos, si bien todavía no se 

conoce el mecanismo real de su acción [42]. 
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El resveratrol se ha detectado como el principal componente bioactivo en extractos 

de plantas usadas desde siglos pasados en la medicina tradicional para 

enfermedades humanas, de hecho se ha mostrado tan potente como la anfotericina 

B frente a Sacharomices cerevisae y estudios recientes han mostrado que puede inhibir 

el desarrollo del microsporido Encephalitazoon cunicoli en experimentos in vitro, y ha 

sido probada con éxito frente a otros microsporidios de humanos y mamíferos [43-44] 

y más recientemente se ha sugerido, a través de unos ensayos también in vitro, que 

puede ser una alternativa para combatir la nosemosis en abejas, sugiriéndose que 

podría darse a través del alimento [45,46], creemos pues que es una opción que debe 

considerarse. 

 

Resveratrol es una fitoalexina producida por las angiospermas en respuesta a las 

infecciones microbianas, daños, radiación UV, frío, calor, ataque de 

microorganismos, estrés abiótico, etc., la forma trans aparece en la piel de uvas, 

cacahuetes y pistachos [47-49]. El isómero cis no se ha encontrado en Vitis vinífera 

aunque ambos suelen aparecer en los vinos. El resveratrol es un precursor de las 

viniferinas que son potentes agentes antifúngicos [49, 50]. 

 

Ambos isómeros aparecen de forma natural como dos isómeros geométricos, 

generalmente el trans es más predominante [51] aunque también aparecen sus 

glicóxidos, piceidos, que también poseen propiedades similares. In vitro la forma 

trans es más termoestable y fotoestable, la cis más inestable pasando rápidamente a 

la forma trans [52] aunque el trans también puede sufrir fotoisomerización, generando 

algo de cis [53], de modo que en experiencias prolongadas e intensas puede 

incrementar la cantidad de cis [54]. También se ha comprobado que esa acción de la 

radiación pueda implicar la fotooxidación de los compuestos originando otras 

sustancias muy diversas, por lo que el paso a cis debe hacerse en condiciones muy 

controladas [55]. 
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Estas consideraciones deben tenerse en cuenta a la hora de planificar los 

experimentos conducentes a mostrar la eficacia real en campo y conseguir una 

dosis adecuada, para lo cual es imprescindible disponer de metodología analítica 

que controle tanto las cantidades añadidas como las residuales después del 

tratamiento. En el apartado dedicado a estos compuestos se incluyen unos datos 

acerca de la metodología a aplicar en dichos ensayos. 

 

Con respecto a la otra investigación desarrollada ha surgido paralelamente al 

comprobar que algunas muestras tenían resveratrol nativo e intentar ver si podía 

usarse como marcador de algún origen floral, al no conseguirse se dirigió la 

atención a algunos metabolitos del triptófano que están siendo considerados para 

este fin, además de por sus implicaciones en salud humana. 

 

Las mieles monoflorales, es decir de un origen botánico específico, son preferidas 

con frecuencia por los consumidores, y, en consecuencia tienen precios superiores 

que las mieles multiflorales y los mielatos. Por estas razones, existe un creciente 

interés en el desarrollo de métodos para su caracterización [56] y la búsqueda de 

compuestos que puedan ser utilizados como marcadores del origen floral. En la 

actualidad, las técnicas avanzadas instrumentales y quimiométricas están siendo 

utilizadas para este propósito [57], aplicándose también para analizar compuestos 

específicos encontrados en ciertos tipos de mieles de origen floral o arbóreo. 

 

Con el fin de explicar algunas de sus propiedades terapéuticas, se han publicado 

algunos trabajos sobre la miel de castaño donde se han identificado algunos 

alcaloides quinolínicos, principalmente ácido kinurénico (KYNA) [58-65], en los cuales 

se ha propuesto como un marcador del origen botánico de este tipo de miel [62]. Se 

ha indicado en estas publicaciones, que sí el KYNA se encuentra en mieles de otro 

origen botánico debe ser debido a una contaminación [58], porque las mieles de 

flores no presentan niveles detectables de alcaloides de quinolina [58-62]. Sin embargo, 
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otras investigaciones han evidenciado la presencia del KYNA en mieles de otros 

orígenes botánicos como la miel de tilo, de trigo sarraceno y multifloral [66]. 

 

El triptófano (TRP), que es uno de los diez aminoácidos esenciales para muchos 

organismos, juega un papel importante en la síntesis de proteínas, el KYNA es un 

metabolito del TRP formado a través de la vía de la kinurenina (KYN) que se 

considera ubicua en los sistemas vivos, por lo que su determinación es de gran 

interés por sus funciones biológicas y sus propiedades bioquímicas [67,68]. La mayoría 

de sus acciones parecen ser causadas por un antagonismo no competitivo que 

ejerce el ácido en un subtipo de los receptores de glutamato [69,70], bloqueando la 

neurotoxicidad inducida por otros metabolitos del TRP tales como el ácido 

quinolínico [71-73]. 

 

En la vía del metabolismo del TRP se produce la N-formilkinurenina por 

indolamina-2,3-dioxigenasa que se transforma en KYN por formamidasa como 

puede verse en la Figura 1. Posteriormente, la KYN es transformada 

enzimáticamente a KYNA por medio de la kinurenina aminotransferasa, aunque el 

KYNA también puede formarse, a partir de TRP a través de la triptófano-

aminotransferasa mediante la ruta del indol-3-piruvato. Aunque también la KYN 

puede ser transformada en ácido xanturénico (XA) a través de la kinurenina-3-

hidroxilasa y aminotransferasa. De este modo, de esta ruta metabólica del TRP se 

pueden producir la KYN, el KYNA y el XA [74,75], así como otros compuestos 

relacionados. Paradójicamente, los metabolitos de la vía de la kinurenina pueden 

presentar tanto propiedades neuroprotectoras como neurotóxicas [72]. 
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Figura 1. Metabolismo simplificado del triptófano 

 

Debe señalarse que la KYN parece estar implicada en la patogénesis de varios 

trastornos neurológicos, particularmente con enfermedades neurodegenerativas 

como la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, la esquizofrenia y la epilepsia [74-77].�

Mientras tanto, la presencia del XA se ha asociado con la inflamación en ratones 

debido a la deficiencia en interleukina-10 (IL-10), y podría ser útil como 

biomarcador de la inflamación del colon [78]. Algunos estudios han propuesto que el 

XA se une a la insulina, reduciendo su potencia biológica y por lo tanto altera el 

metabolismo de la glucosa [79]. Por todo lo anterior hemos considerado de interés 

desarrollar un método que permita determinar TRP, KYN y XA, junto con el 

KYNA y aplicarlo a su determinación en mieles monoflorales. 
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En resumen: 

Si el empleo del resveratrol como suplemento en la alimentación de las abejas 

conduce a mejorar su estado de forma y que se reduzca el despoblamiento sería un 

hito importante para la apicultura actual. 

 

Es preciso conocer la cantidad presente no solo de triptófano sino de sus 

principales metabolitos en mieles monoflorales en aras de poder establecer unas 

pautas en cuanto consumo saludable y en su caso potenciar el valor económico del 

producto, previniendo al mismo tiempo posibles adulteraciones.  
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El objetivo final de la investigación desarrollada está encaminado a proporcionar 

información útil que contribuya a remediar en lo posible los problemas derivados 

de la presencia masiva de Nosema ceranae en los colmenares de España, lo que sin 

duda podrá ser extrapolado a otros lugares con el mismo problema. Al mismo 

tiempo conocer más acerca de la miel monofloral y algunos posibles biomarcadores 

a fin de contribuir a incrementar el valor añadido del producto. Para conseguirlo se 

han establecido unos objetivos intermedios: 

 

 Desarrollo de metodología para determinación simultánea de resveratrol y su 

piceido en isomería trans–cis. 

 Ensayos sobre patrones 

 Ensayos sobre miel y polen 

 Ensayos sobre alimentos para abejas 

 Aplicación sobre muestras provenientes de ensayos de campo 

 Desarrollo de metodología para determinación simultánea de triptófano y sus 

principales metabolitos. 

 Ensayos sobre patrones 

 Ensayos sobre miel 

 Aplicación a mieles monoflorales 
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IV.1. Instrumentación 

Para la realización de esta investigación se han empleado tres equipos de 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC), la utilización de ellos se 

debió a las finalidades establecidas en cada caso. A continuación se describen 

brevemente las características generales de los mismos: 

 

 Cromatógrafo de Líquidos de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) series 

1200 (LC-DAD/FLD) con los módulos de depósito de disolventes, 

desgasificador, bomba cuaternaria, inyector automático con bandeja 

muestreadora de 100 viales, compartimiento termostatado de columna, detector 

de diodos en fila (DAD), detector de fluorescencia (FLD) y colector de 

fracciones, todo ello controlado por el software 3D Systems ChemStation Rev. 

B.03.02. 

 Cromatógrafo de Líquidos de Agilent Technologies series 1100 (LC-MS) con 

depósito de disolventes, desgasificador de disolventes, bomba cuaternaria, 

inyector automático con bandeja muestreadora de 100 viales, compartimiento 

termostatado de columna, detector de diodos en fila (DAD) y detector de 

espectrometría de masas con analizador cuadrupolar (MS), todo ello controlado 

por el software HPLC/MSD ChemStation Rev. A.10.02 

 Cromatógrafo de Líquidos de Agilent Technologies modelo 1100 (LC-MS/MS) 

con depósito de disolventes, desgasificador de disolventes, bomba binaria de 

gradiente, inyector automático con bandeja muestreadora de 100 viales, 

compartimiento termostatado de columna, detector de diodos en fila (DAD) y 

detector de espectrometría de masas con analizador de trampa de iones, todo 

ello controlado por los software LC 3D ChemStation Rev. A.10.02 y MSD 

Trap Control versión 5.2. Los datos de MS fueron analizados usando Quant 

Analysis para LC/MSD Trap1.6 y Trap 3.2. 
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De manera general, se empleó, además de DAD-FLD, como herramienta para la 

detección la espectrometría de masas con la finalidad de alcanzar los bajos límites 

de detección y cuantificación característicos de la técnica. 

 

No es objeto de esta memoria explicar pormenorizadamente los diferentes tipos de 

interfases y sus particulares métodos de ionización, sobre todo cuando existen 

excelentes textos de referencia sobre esta materia, simplemente se presenta una 

breve descripción de las interfases empleadas en el desarrollo de este trabajo. 

 

Los detectores de espectrometría de masas están equipados con dos interfases, 

electrospray (ESI) e ionización química a presión atmosférica (APCI), ambas 

pertenecientes a la familia de técnicas denominadas Ionización a Presión 

Atmosférica. Estas interfases tienen la finalidad de transformar los analitos en 

disolución en iones gaseosos y al mismo tiempo eliminar la fase móvil utilizada para 

la separación por HPLC, realizándose la transformación a presión atmosférica. 

 

El campo de aplicación de estas dos fuentes depende de la polaridad y masa 

molecular de los analitos, lo que se representa en la Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Campo de aplicación de interfases ESI y APCI 
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Como se puede observar ambas fuentes tienen campos de aplicación 

complementarios ya que mientras ESI funciona bien para compuestos de mediana 

a alta polaridad, APCI es más adecuada para los compuestos de mediana a baja 

polaridad. 

 

IV.2. Equipo adicional y consumibles 

Agitador Votex Reax Top de Heidolph (Schwabach, Alemania) 

Agitador Vibromatic de J.P. Selecta (Barcelona, España) 

Baño de ultrasonidos Bransonic de J.P. Selecta 

Balanza analítica de precisión EA-240 de Mettler Toledo (Darmstadt, Alemania) 

Cartucho de extracción Strata™ X polimérico 33 m, 6 mL, 200 mg de 

Phenomenex (Torrance, CA, USA) 

Cartucho de extracción Sep-Pak® Vac C18, 6mL, 200 mg de Waters (Milford, MA, 

USA) 

Cartucho de extracción OASIS™ HLB 30 m, 3mL, 60 mg de Waters 

Cartucho de extracción OASIS™ MCX 30 m, 3mL, 60 mg de Waters 

Centrifuga 5810R de Eppendorf (Hamburg, Alemania) 

Equipo de extracción en fase sólida con sistema de vacío Visiprep™ de Supelco (St 

Louis, MO, USA) 

Filtros de jeringa con membrana de acetato de celulosa 0.45 m x 13 mm de 

Advantec MFS (Dublin, CA, USA) 

Filtros de jeringa con membrana de nylon 0.45 m x 13 mm de Advantec MFS 

Filtros de membrana de nylon 0.45 m x 47 mm de Advantec MFS 

Lámpara UV B100AP de Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, USA) 

pH-metro de Crison (Barcelona, España) 

Rotavapor R-210/215 de Büchi (Flawil, Suiza) 
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IV.3. Reactivos y disolventes 

Acetonitrilo, gradiente HPLC de PANREAC (Barcelona, España) 

Ácido clorhídrico para análisis, 32% de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) 

Ácido fórmico, 98% de Sigma-Aldrich (Madrid, España) 

Ácido kinurénico (ácido 4-hidroxiquinolina-2-carboxílico), ≥98% de Sigma-Aldrich 

Ácido xanturénico (ácido 4,8-dihidroxiquináldico), 96% de Sigma-Aldrich 

Agua ultrapura obtenida por un equipo compacto que consta de dos unidades de 

purificación (Milli-RO y Milli-Q) de Millipore (Bedford, MA, USA) 

DL-Triptófano (ácido (±)-2-Amino-3-(3-indolil)propiónico), ≥99% de Sigma-

Aldrich 

Formiato de amonio grado reactivo, 97% de Sigma-Aldrich 

Hidróxido de sodio para análisis, 99% de Merck KGaA 

Isopropanol grado HPLC de Lab Scan (Dublin, Irlanda) 

n-Hexano grado Pestican de Lab Scan  

Metanol grado gradiente HPLC de PANREAC 

Solución de amoniaco 32% purísimo de Scharlab (Barcelona, España) 

Sulfato de DL-kinurenina (ácido DL-2-Amino-4-(2-aminofenil)-4-oxobutanoico), 

98% de Sigma-Aldrich 

trans-Piceido (trans-resveratrol-3--D-glucopiranosido), 97% de Sigma-Aldrich 

trans-Resveratrol (3,4’-5-trihidroxi-trans-estilbeno),99% de Sigma-Aldrich 

trans-Resveratrol, 50% grado farmacéutico de Megaresveratrol® (Danbury, CT, 

USA) 

trans-Resveratrol, 99% grado farmacéutico de Megaresveratrol® 
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V.1. Resveratrol y Piceido 

Los compuestos fenólicos constituyen uno de los principales grupos de 

micronutrientes presentes en el mundo vegetal, y significan una parte importante 

de la dieta humana y animal. Presentan diversas estructuras químicas y actividad, y 

comprenden más de 8000 compuestos diferentes. Dentro de este amplio grupo de 

compuestos se encuentran las fitoalexinas, producidas por plantas pertenecientes a 

las gimnospermas y dicotiledóneas en respuesta al estrés producido por la 

irradiación de rayos ultravioleta, infección microbiana, exposición a metales 

pesados, tratamientos con ozono, etc. Los polifenoles son también productos del 

metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos presentan actividades 

anticancerígenas, antiinflamatorias, antiaterogénicas, antitrombóticas, 

inmunomoduladoras y analgésicas, entre otras, y ejercen estas funciones como 

antioxidantes. En general, los compuestos fenólicos se pueden dividir en, por lo 

menos, 10 tipos dependiendo de su estructura básica: los fenoles simples, ácidos 

fenólicos, cumarinas e isocoumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, 

antraquinonas, flavonoides y ligninas [54,55,80-82]. 

 

Químicamente, las fitoalexinas, son estilbenos, cuyo esqueleto estructural consta de 

un puente vinílico, que sirve de unión a dos anillos aromáticos. La fotoquímica de 

estos compuestos en disolución es muy diversa, puesto que pueden presentar 

reacciones reversibles de isomerización cis/trans, ciclación del cis-estilbeno a 

dihidrofenantreno y posterior oxidación a fenantreno, y dimerización del trans-

estilbeno para generar derivados del tetrafenilciclobutano [83]. 

 

A partir de esta estructura química, relativamente sencilla, la naturaleza ha sido 

capaz de crear una gran variedad de compuestos, diferenciándose entre ellos tanto 

el número como la posición de grupos hidroxilos, la extensión en que dichos 

grupos hidroxilos se encuentran a su vez sustituidos por azúcares, por grupos 

metilo, metoxi u otros residuos y la configuración estérica de moléculas 

químicamente idénticas. Otra causa que aumenta mucho más el número de 



V. Determinación de resveratrol y piceido 
 

38 

sustancias integrantes de esta familia es su habilidad para existir como dímeros, 

trímeros o polímeros mayores, llamados viniferinas [84-88]. 

 

Diversos estudios in vitro, ex vivo e in vivo han demostrado que los estilbenos, y en 

particular el resveratrol, presentan efectos beneficiosos para la salud, por lo cual su 

inclusión en la dieta humana y animal resulta de mucho interés [89-94]. 

 

El resveratrol, en el cual se basa una buena parte de este trabajo, existe como dos 

isómeros, la forma trans aparece en la piel de las uvas y su síntesis es estimulada por 

la luz UV, las enfermedades y las infecciones fúngicas. El isómero cis no ha sido 

reportado en Vitis vinifera, aunque ambos suelen estar presentes en cantidades 

variables en el vino [52,95]. 

 

Ambos isómeros existen naturalmente así como sus glucósidos. In vitro la forma 

trans es más fotoestable y termoestable, la forma cis es muy inestable 

isomerizándose a la forma trans principalmente por la acción del calor, aunque en 

algunas plantas es más estable la configuración cis. Las fuentes de resveratrol en la 

naturaleza no son muchas, y menos aún las plantas y vegetales de consumo 

humano que lo contienen, entre ellas se pueden citar los cacahuetes, el eucaliptus y 

la zarzamora, aunque no existe duda acerca de que las principales fuentes para la 

dieta humana son los productos derivados de la vid, esto es, la uva y el vino [96,97]. 

 

Los niveles más altos de producción natural de resveratrol se encuentran en las 

raíces japonesas Ko-jo-Kon (Polygonum cuspidatum), que se han utilizado en la 

medicina tradicional asiática durante cientos de años para tratar las enfermedades 

cardiovasculares, así como también el té japonés Itadori. Además de su efectivo 

papel antioxidante y de su acción inhibitoria del apelmazamiento de las plaquetas, 

varios estudios han demostrado su eficacia en la prevención del cáncer, inhibiendo 

la iniciación y desarrollo de tumores, así como propiedades antiinflamatorias, 

estrogénicas, antivirales y neuroprotectoras [98-100]. 
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El carácter antifúngico [101] y antioxidante [102,103] del resveratrol ha sido ampliamente 

discutido, sin embargo, no debe dejarse de lado los posibles efectos secundarios o 

toxicológicos que pueden tener los compuestos naturales al ser usados con fines 

medicinales en humanos o animales. Es de sobra conocido que los mayores 

venenos son productos naturales de origen vegetal o animal. Pero en el caso que 

nos ocupa, el resveratrol ha demostrado a través de numerosos estudios la ausencia 

de ese carácter tóxico y más bien ha exhibido grandes beneficios para la salud. 

 

Algunos estudios han revelado que el resveratrol incrementa la longevidad de 

algunas especies como nematodos, levaduras y dípteros. Desde el punto de vista 

médico se ha estudiado, en animales y humanos, su eficacia en la prevención del 

cáncer colorrectal [104]. El Dr. David Sinclair de la Escuela de Medicina de Harvard 

ha descubierto que el resveratrol aumenta la producción de una proteína llamada 

SIRT1, que puede aumentar la duración de la vida humana dramáticamente. El 

estudio de Harvard podría explicar la “paradoja francesa”, que el resveratrol en el 

vino tinto puede contribuir a la baja incidencia de enfermedades coronarias en 

Francia, a pesar de la alta ingesta dietética de grasas saturadas. La dosis utilizada en 

el estudio de Harvard fue de 24 mg de trans-resveratrol por 1 kg de peso corporal, 

lo cual equivaldría a alrededor de 500 mg de t-resveratrol por cada 50 libras (23 kg) 

de peso corporal [105-107]. 
 

En el caso que nos ocupa, como se ha mencionado en el Capítulo II, se está 

estudiando la eficacia del resveratrol en el tratamiento de la nosemosis, causada por 

el microsporidio Nosema ceranae, que sobre las abejas se ha comprobado que altera 

el metabolismo causando una menor digestión de las proteínas lo que disminuye las 

energías reduciendo la longevidad, produce la esterilidad de la reina y origina 

anemia que se manifiesta como una parálisis, no teniendo fuerza para mover las 

alas. Además al provocar la disminución de la población de abejas adultas implica 

una reducción notable en la producción de miel, en algunos casos se ha indicado 

una reducción del 75%. 
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En la mayoría de los países europeos está prohibido el uso de antibióticos para el 

tratamiento de colmenas enfermas, por lo que la prevención es la mejor medida 

para el control de la enfermedad. Aun cuando los tratamientos con fumagilina son 

posibles existe el problema de la recurrencia de la enfermedad, ya que, según 

algunos autores sólo las formas vegetativas del parásito son eliminadas, mientras 

que otros sugieren que la fumagilina es capaz de alterar la ultraestructura de la 

membrana de las esporas jóvenes. En algunos estudios se han encontrado residuos 

de fumagilina después del tratamiento para la enfermedad de Nosema, 

principalmente cuando este tratamiento no se realizó bajo control veterinario, 

además el antibiótico y alguno de sus metabolitos son relativamente estables en la 

miel [108]. Por otra parte, el uso de antibióticos y sulfamidas para las enfermedades 

de las abejas representa una preocupación creciente para el mercado de la miel ya 

que cada vez son más las muestras en las que se detectan residuos de dichos 

compuestos debido, en gran medida, al creciente poder de detección de los 

instrumentos actuales a disposición del químico analítico. El desarrollo de nuevos 

métodos para el control de nosemosis es por lo tanto muy esperado por los 

apicultores. Como ya se ha mencionado, la fumagilina y, en ciertos casos, el 

albendazol son los fármacos más usados para el tratamiento de este tipo de 

enfermedades en humanos y animales. Sin embargo, la respuesta de las infecciones 

ante estos fármacos es muy variable. 

 

En este sentido, se ha empleado para nuestro estudio un suplemento alimenticio  

autorizado por la FDA, USA, que contiene trans-resveratrol como principio activo. 

Se encuentra disponible como resveratrol-99 y resveratrol-50, el primero contiene 

el 99% de trans-resveratrol puro, mientras que en el segundo su contenido es del 

50%, el restante 50% corresponde a componentes naturales de la planta pero que 

no presentan efectos beneficiosos para la salud. Entre estos ingredientes se 

incluyen el cis-resveratrol y la emodina natural, que puede actuar como un laxante 

en algunas personas sensibles, además la presencia de éstos le confiere un color 

más oscuro y fuerte olor respecto al de resveratrol-99 que es blanco, inodoro y no 
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presenta efectos adversos. Desde el punto de vista económico, debido al proceso 

de purificación, el resveratrol 50% puede costar alrededor del 30–40% menos que 

el resveratrol 99% [109]. Para nuestras experiencias y ensayos de campo hemos 

optado en principio por emplear el producto de mayor pureza pues conviene 

asegurar que en caso de aparecer residuos después del tratamiento  estos no tengan 

efectos perjudiciales para la salud del consumidor. 

 

V.2. Antecedentes bibliográficos para el análisis de resveratrol 

En lo que se refiere a los métodos encontrados en la bibliografía para el análisis de 

resveratrol y compuestos estructuralmente similares se suelen utilizar técnicas de 

separación instrumentales, fundamentalmente Cromatografía de Líquidos (LC), 

Cromatografía de Gases (GC) y Electroforesis Capilar (CE). 

 

Estas técnicas se han aplicado para la determinación de todos o algunos de los 

estilbenos de interés en muestras de vino y algunos derivados [52,82,110-126], uvas [49,127-

129], fresas [130], tomate [131], cervezas [132], zumos de frutas [133], pistacho [48], cacahuetes 

[47,134-135], chocolate y cacao [136], plantas [137-141], fluidos biológicos[142-148] y preparados 

farmacéuticos [148], en lo que se refiere a productos derivados de la colmena se han 

encontrado métodos en los que se analiza resveratrol en propóleos [149], pero en 

ningún caso en miel o polen. 

 

En la etapa de tratamiento de muestra, que reviste especial importancia debido a la 

fotoisomerización de las configuraciones trans/cis, se han empleado técnicas de 

limpieza y/o concentración como la extracción sólido–líquido, la extracción en fase 

sólida (SPE), extracción líquido–líquido (LLE), extracción por fluidos supercríticos 

(SFE), extracción asistida por microondas (MAE), extracción asistida por 

ultrasonidos (UAE) o empleando fluidos presurizados (PLE) a fin de obtener 

extractos de resveratrol y sus análogos para su posterior análisis cromatográfico. 
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En lo que se refiere a la SPE, ésta ha sido empleada en muestras acuosas como la 

cerveza,[132] así como la microextracción en fase sólida aplicada en diversos tipos de 

bebidas en las que el tiempo de análisis y la preparación de muestra es 

sensiblemente menor.[133,150] 

 

Entre las técnicas de extracción mencionadas, cabe señalar que para la extracción 

de polifenoles, la SFE presenta ciertas limitaciones, puesto que se trabaja en 

condiciones subcríticas, es decir, se requieren porcentajes relativamente elevados de 

modificadores orgánicos, siendo esta técnica más compatible con compuestos de 

baja o media polaridad [151-155]. Sin embargo, la PLE ha demostrado su eficacia en lo 

que se refiere al tiempo de extracción utilizando altas temperaturas (150º) para 

acelerar el proceso [156].  

 

La MAE ha sido utilizada en plantas con buenos porcentajes de recuperación, 

puesto que se utilizan temperaturas por debajo del punto de ebullición de los 

disolventes orgánicos lo que es muy compatible con la termolabilidad de la mayoría 

de los polifenoles [157-158]. Una de las ventajas de estas técnicas, es que permiten 

realizar la extracción en ausencia de luz, debido a la sensibilidad de los polifenoles a 

este factor. Con estas técnicas también es posible asegurar la estabilidad de los 

polifenoles frente a condiciones extremas de temperatura. 

 

Debido a las propiedades físico-químicas de los analitos la cuantificación directa 

por cromatografía de gases no es posible, por lo que se ha recurrido habitualmente 

a la formación de derivados con bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), previa 

hidrólisis enzimática, que se inyectan en el cromatógrafo con detección por 

espectrometría de masas analizándose de este modo: tés [150], frutos secos [159], 

fluidos biológicos [160] y vinos [161].  
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Otra técnica alternativa, es la electroforesis capilar donde las diferencias 

encontradas se basan principalmente en la etapa de preparación de la muestra, y en 

el modo de separación. En cuanto a la preparación de la muestra, se suele realizar 

una inyección directa o extracción en fase sólida. Respecto al modo de separación 

se han empleado la Zona Libre (CZE) o Electrocromatografía Micelar (MEKC) 

haciendo uso de la detección UV, fluorescente o electroquímica [162-170]. También se 

ha propuesto una metodología en medio no acuoso con detección fluorescente [171].  

 

Sin embargo, las metodologías usando cromatografía de líquidos son las que mayor 

aceptación han tenido, empleándose principalmente el modo de separación en fase 

inversa, utilizando columnas principalmente C18 aunque también se ha hecho uso 

de columnas tipo ciano. La detección se realiza usualmente por UV con diodos en 

fila únicamente o bien combinado con fluorescencia, aunque la tendencia actual es 

la confirmación empleando espectrometría de masas. También se ha propuesto la 

detección por resonancia magnética nuclear y espectrometría de masas (NMR/MS) 

[172], electroquímica [148,173] y quimioluminiscente [174,175]. Aunque con menos utilidad 

real se ha sugerido la posibilidad de identificación y determinación empleando 

cromatografía en capa fina [176]. 

 

En cuanto a los métodos encontrados para la cuantificación del resveratrol y sus 

análogos, solamente se ha encontrado un método por Electroforesis Capilar en el 

que determinaba únicamente resveratrol junto con otros compuestos fenólicos en 

muestras de propóleos [149], sin embargo no se ha propuesto un método en el que se 

determinen el resveratrol y piceido en sus formas trans/cis ya sea en miel o polen. 
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V.3. Determinación de resveratrol y piceido en miel 

A continuación se detallan las etapas llevadas a cabo para la determinación de los 

compuestos de interés en miel. 

 

V.3.1. Disoluciones 

Las disoluciones de patrones de t-resveratrol y piceido se prepararon por pesada en 

una concentración de 1000 mgL-1 en metanol/agua (50:50, v/v), fueron 

almacenadas a 4ºC y protegidas de la luz para evitar la fotoisomerización. Estas 

soluciones han sido estables por un período de 6 meses. 

 

V.3.2. Obtención de los cis-isómeros 

Esta etapa se desarrolló simultáneamente a la puesta a punto de las condiciones 

cromatográficas, puesto que se hacía necesario establecer las mejor forma de 

obtener los cis-isómeros en el laboratorio, por exposición a la radiación ultravioleta 

del respectivo trans-estilbeno en disolución. Siguiendo como directrices las 

recomendaciones extraídas de la bibliografía, se empleó una lámpara UV a 254 nm, 

evaluándose el tiempo de exposición. 

 

Para establecer el tiempo requerido para la conversión de trans-isómeros en cis-

isómeros, se irradiaron mezclas de compuestos trans a diferentes intervalos de 

tiempo (1, 6, 12, 18, 24, y h 30) y entonces, se inyectaron las disoluciones 

resultantes, cabe señalar que se prepararon cinco experimentos paralelos, y cada 

uno fue inyectado tres veces. 

 

Para controlar la reacción de fotoisomerización se empleó como muestra de 

control una disolución de 2.5 mgL-1 de trans-isómeros, en el cromatograma 

obtenido sólo se detectaron dos picos (Figura 3.A) correspondientes a los 

compuestos trans. Después de 1 h de irradiación UV a 254 nm, aparecieron en el 

cromatograma dos picos más, las formas cis-estereoisoméricas. Sin embargo, 
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también se observaron otros dos picos de baja intensidad (Figura 3.B), que de 

acuerdo con las experiencias de Montsko et al. [55] debe corresponder a los 

respectivos productos de oxidación (PO) de ambos estilbenos. Los picos de los cis-

isómeros alcanzaron su máxima altura en la muestra irradiada durante 24 h, no 

observándose un incremento significativo después de este tiempo, por lo tanto con 

24 h se obtuvieron las mayores proporciones de cis isómeros (93% para el cis-

resveratrol y 94% cis-piceido). Mientras tanto, para el producto de oxidación 

después de 6 h, no se observó ninguna variación significativa. 

 

Figura 3. Cromatogramas de disoluciones de (A) t-isómeros de piceido y resveratrol, (B) c-isómeros 
de piceido y resveratrol expuestos 24 h a la luz solar. 

 

Cabe señalar que después de establecidas las condiciones en LC-MS, se 

confirmaron las estructuras mediante los respectivos espectros de masas, 

incluyendo los productos de oxidación, en la Figura 4 se representan las estructuras 

químicas de los compuestos. 

t-rt-p 

t-p 

c-r c-p

t-r
P.O. P.O.
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Figura 4. Estructuras químicas de los isómeros del resveratrol y piceido y productos de oxidación 

 

Los valores de concentración para los patrones de cis-isómeros fueron asignados 

sobre la base de la desaparición de los trans-isómeros después de la irradiación. Una 

vez que se llevó a cabo esta transformación, se preparó una mezcla de los cuatro 

analitos en una concentración de 20 mgL-1 para cada compuesto, la cual se evaluó 

diariamente y se diluyó con la fase móvil para producir las disoluciones patrón de 

trabajo. Cabe señalar que los productos de reacción se mantuvieron estables 

durante un período de 3 meses cuando se conservaban a -20ºC protegidos de la luz. 

 

trans-resveratrol 

cis-resveratrol 

trans-piceido 

cis-piceido

3,4’,5-trihidroxidifenilacetileno 

3,4’,5-trihidroxidifenilacetileno-3-O--D-glucopiranosido 
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V.3.3. Condiciones cromatográficas 

Las referencias bibliográficas consultadas en su gran mayoría proponen métodos 

para el análisis de resveratrol y su glucósido  empleando el mecanismo de reparto 

en fase inversa con un régimen de elución por gradiente, utilizando como fase 

móvil disoluciones de sales de amonio o de ácidos, fundamentalmente ácido acético 

o fórmico y como modificador orgánico metanol o acetonitrilo. Estas condiciones 

se tomaron como punto de partida para encontrar las condiciones óptimas de 

determinación de resveratrol y piceido en las mieles. 

 

Se realizó un estudio de la influencia que las distintas variables cromatográficas 

podrían ejercer sobre la separación con la finalidad de encontrar las condiciones 

óptimas que  permitieran realizar una correcta determinación de los analitos en 

mieles. Para la realización de este estudio se procedió a modificar una variable 

manteniendo las demás constantes con el fin de comprobar el efecto que produce 

cada una de ellas en los parámetros cromatográficos. A continuación se describe de 

manera detallada este proceso para cada una de las variables estudiadas. 

 

Condiciones para la detección 

Debido a que se emplearon tres tipos de detectores, DAD, FLD y MS, se tuvieron 

que establecer las condiciones para cada uno de ellos. Las pruebas se hicieron con 

una fase móvil binaria compuesta por metanol/formiato de amonio 20 mM en agua 

(75:25, v/v) a pH 6.7 con una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 Analytical (150 x 

4.6 mm i.d.) a un flujo de fase móvil de 1 mLmin-1 y manteniendo la temperatura 

del compartimiento de columna a 25ºC, salvo cuando se realizó el FIA para el MS 

donde no se empleó columna y el flujo fue de 0.3 mLmin-1. 
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Absorción molecular 

Con las condiciones cromatográficas iniciales seleccionadas e inyectando los 

patrones de 5 mgL-1 en metanol se obtuvo el espectro de absorción molecular en el 

intervalo de 200 a 400 nm.Los espectros obtenidos se presentan en la Figura 5. 

 

Figura 5. Espectros de absorción molecular (A) t-resveratrol, (B) t-piceido, (C)  c-resveratrol y (D) 
c-piceido en disoluciones de 5 mgL-1 en metanol 

(B)

(C)

(D)
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Los trans-isómeros presentaron espectros de absorción molecular idénticos con 

máximos de absorción a 216 y 315 nm, igual situación se dio con los cis-isómeros 

cuyos máximos se encontraron en 230 y 286 nm, resultados que se correspondían 

con la bibliografía. En el apartado de selectividad se explica la razón por la cual no 

se utilizó la detección por DAD para la cuantificación de los trans-estilbenos, por lo 

que se seleccionó para la detección para los cis-isómeros como longitud de onda 

286 nm. 

 

Fluorescencia molecular 

De igual manera se procedió para la obtención de los espectros de excitación y 

emisión, de los trans-isómeros, ya que los isómeros cis no presentaron fluorescencia, 

los compuestos trans del resveratrol y piceido tuvieron el máximo de excitación a 

318 nm y máximo de emisión en torno a 390 nm. La cuantificación de los trans-

isómeros se llevó a cabo con la señal de FLD debido a la mayor selectividad y 

sensibilidad de este detector. En la Figura 6 se presentan los espectros de excitación 

y emisión del t-resveratrol y t-piceido, que como puede observarse son idénticos. 

 

Figura 6. Espectros de excitación del (A) t-piceido y (B) t-resveratrol, y emisión del (B) t-piceido y 
(C) t-resveratrol en disolución de 5 mgL-1 
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Figura 6. Espectros de excitación del (A) t-piceido y (B) t-resveratrol, y emisión del (B) t-piceido y 
(C) t-resveratrol en disolución de 5 mgL-1 

 

Por lo que para el método analítico en el que se combinaron la detección 

DAD/FLD, quedó establecida la longitud de onda de 286 nm para determinar los 

c-isómeros en la señal de absorción molecular y 318 nm de excitación y 390 nm de 

emisión para la señal de fluorescencia con la que se cuantificaron los t-isómeros. 

 

Después de obtener las mejores condiciones cromatográficas para la cuantificación 

de los estilbenos, se repitieron los espectros para los dos tipos de detectores, 

verificándose que los cambios efectuados no afectan significativamente ni a la 

absorción ni a la señal fluorescente. 

 

Espectrometría de Masas 

El tercer sistema que se empleó para la detección de los analitos fue un 

espectrómetro de masas cuadrupolar equipado con dos fuentes de ionización, 

electrospray (ESI) e ionización química a presión atmosférica (APCI). Dadas las 

características de los compuestos objeto de estudio (polaridad y masas moleculares 
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medias), se realizaron pruebas con ambas fuentes por medio del FIA, a partir del 

seguimiento de iones negativos y positivos, se observaron únicamente iones en 

modo negativo, por lo que son los resultados con iones negativos los que se 

presentan en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Comparación de parámetros cromatográficos 

Compuesto 
ESI  APCI 

Área Anchura  Área Anchura 
Piceido 3.57 x 107 0.2463 4.02 x 107 0.2312 
Resveratrol 2.70 x 107 0.1752  4.10 x 106 0.2897 

 

De los resultados obtenidos se dedujo que para el piceido la fuente de ionización 

no influía de manera apreciable en la intensidad de la señal, sin embargo, para el 

resveratrol se obtuvieron mejores resultados con ESI, por lo cual se seleccionó esta 

fuente de ionización. Elegida la fuente de ionización y la polaridad de trabajo se 

procedió a obtener las condiciones de detección para alcanzar la máxima 

sensibilidad. Las experiencias se llevaron a cabo mediante el FIA a un flujo de 0.3 

mLmin-1 y un volumen de inyección de 5 L. Los factores que afectan la respuesta 

del detector se estudiaron de manera individual, los resultados de los valores más 

adecuados de cada parámetro se muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Parámetros de MS-ESI en modo negativo 

Parámetros MS Intervalo estudiado Valor óptimo
Voltaje del fragmentador (V) 20 – 380  140   
Voltaje del capilar (V) 2000 – 5600 3500 
Flujo de gas secante N2 (L/min) 2 – 12 10 
Temperatura del gas secante (ºC) 10 – 350 300 
Presión del gas nebulizador (psig) 10 – 60 30 
Ganancia 5 – 20 20 
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Con las condiciones de detección seleccionadas se realizó un barrido (modo 

SCAN), entre 100 y 600 unidades de m/z, para encontrar los iones más abundantes 

para cada analito, que se emplearon en modo SIM, a fin de obtener la máxima 

sensibilidad en el análisis cuantitativo. Los espectros de masas se muestran en la 

Figura 7. 

Figura 7. Espectros de masas de disoluciones acuosas de (A) piceido y (B) resveratrol en 
concentración de 5 mgL-1 por LC-MS-ESI- 

 

En la figura se presentan solo los espectros de masas de los isómeros trans, puesto 

que los correspondientes a los cis son idénticos, lo que se esperaba lógicamente 

debido a que se trata de estereoisómeros trans/cis. 

 

En la Tabla 3 se presentan los iones usados para la cuantificación y confirmación 

de los analitos. 
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Tabla 3. Iones (m/z) para la cuantificación y confirmación por MS/MS-ESI-  

Compuestos Ion de cuantificación 
(m/z)

Iones de confirmación 
(m/z) 

t-/c-piceido 389.2  435.2 
227.0 

t-/c-resveratrol 227.0  212.2 
161.0 

 

Columna cromatográfica 

En la bibliografía consultada, como ya se ha comentado, no se encontraron 

métodos por LC para la determinación de estos analitos en miel, por lo que se 

utilizaron inicialmente para el análisis de estos compuestos las condiciones 

cromatográficas propuestas para otras matrices. 

 

Como ya se comentó anteriormente, el mecanismo de reparto en fase inversa es el 

más utilizado por lo que todas las pruebas se realizaron con este tipo de columnas 

cromatográficas. 

 

Los experimentos se realizaron con una fase móvil de formiato de amonio 20 mM 

y MeOH en régimen isocrático (70:30, v/v), las pruebas se llevaron a cabo con 

mezcla de patrones, miel sin adicionar y adicionada con una cantidad conocida de 

los analitos usando la columna Zorbax Eclipse XDB de 150 mm. 

 

En este caso no se logró la resolución de la mezcla de patrones, pues se presentó 

un solapamiento entre el c-piceido y su producto de oxidación en DAD, cabe 

señalar que en las experiencias realizadas con la miel, se observaron algunas 

interferencias de la matriz a los tiempos de retención de los analitos. Se probaron 

las columnas Gemini C18 de igual longitud, con las cuales se logró una mejor 

resolución entre los picos de los analitos antes mencionados. Lo que nos llevó a 

pensar que sería necesario el empleo de estas columnas pero con una mayor 

longitud. 
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A continuación, se ensayaron las columnas Synergi Max-RP y Gemini C18 de 150 

mm, utilizando la misma fase móvil. La resolución con estas columnas fue mejor, 

sin embargo, la columna Synergi MAX-RP presentaba una menor eficacia (Figura 

8). Por esta razón, el resto del estudio se realizó con la columna Gemini C18 de 150 

mm de longitud, con la que se obtuvieron picos simétricos como se observa en los 

cromatogramas siguientes. 

Figura 8. Cromatogramas de miel adicionada con 0.4 mgkg-1 de patrones obtenidos con la columna 
Synergi MAX-RP de 250 mm de largo 

 

Composición de la fase móvil 

Para comenzar el estudio de la composición de la fase móvil más adecuada para 

llevar a cabo la determinación de los compuestos, se utilizaron inicialmente, las 

condiciones propuestas en artículos dedicados a otras matrices. En dichos trabajos 

se utilizaban sales o ácidos con un modificador orgánico (metanol o acetonitrilo) 

realizándose la separación en régimen isocrático o bien con gradiente de elución. 

Por lo cual, se realizaron una serie de experiencias en las que se empleó, además de 



V. Determinación de resveratrol y piceido: miel 
 

55 

MeOH, en un caso formiato amónico 30 mM y en otro ácido fórmico 0.1%, para 

establecer cual proporcionaba mejores resultados. 

 

Las pruebas iniciales se llevaron a cabo con formiato amónico o ácido fórmico a 

una concentración de 30 mM, con un 30% de MeOH, como puede observarse en 

los cromatogramas correspondientes en las  y Figura 10, se aprecia una mayor 

retención de los analitos con formiato amónico, sin embargo el perfil del 

cromatograma es más sucio que con ácido fórmico, por lo que se decidió 

seleccionar y realizar las pruebas posteriores con ácido fórmico, a fin de establecer 

la concentración más adecuada para el análisis. 

 

  

Figura 9. Cromatogramas de miel diluida en agua y a la que se adicionó 0.8 mgkg-1 con fase móvil 
(A) formiato amónico 30 mM/MeOH y (B) ácido fórmico 0.1%/MeOH por DAD 

c-r

c-p

c-p c-r 
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Figura 10. Cromatogramas de miel diluida en agua y a la que se adicionó 0.8 mgkg-1 empleando 
como fase móvil (C) formiato amónico 30 mM/MeOH y (D) ácido fórmico 0.1%/MeOH por FLD 

 

Respecto a la concentración de ácido fórmico necesaria, ésta se varió en un 

intervalo comprendido entre 0.1 y 2%. Los resultados mostraron una disminución 

en la retención y un aumento de la señal de los analitos a medida que se 

incrementaba la concentración de ácido fórmico hasta 1%, a una concentración 

mayor el incremento no era muy marcado, por lo que se seleccionó como 

concentración de trabajo el 1%.  

 

Una vez establecida la composición de la fracción acuosa de la fase móvil, se 

procedió a estudiar la influencia que ejercía la naturaleza del modificador orgánico 

sobre la separación. Se realizaron una serie de experiencias en las que se sustituyó el 

MeOH por acetonitrilo en la fase móvil, manteniéndose su porcentaje en el 30% y 

el flujo de 1 mLmin-1. De los cromatogramas que se obtuvieron se dedujo que el 

empleo de acetonitrilo, como modificador orgánico, mejoraba tanto la eficacia 

t-p 
t-r

t-p t-r
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como la simetría de los picos, además reducía la retención de los analitos. Por estos 

motivos se seleccionó el acetonitrilo como componente de la fase móvil. 

 

A continuación se estudió la posibilidad de utilizar un régimen de gradiente para 

solventar el solapamiento de un componente de la miel con el c-piceido. Se 

ensayaron diferentes gradientes, no consiguiéndose en ningún caso mejorar la 

resolución, por lo que se descartó esta opción, seleccionándose el régimen 

isocrático. 

 

Por último, para establecer el porcentaje de acetonitrilo más adecuado, se realizaron 

una serie de ensayos, en los que se varió dicho porcentaje. De los resultados que se 

obtuvieron y que aparecen en la Tabla 4 se desprende, que como era de esperar, al 

aumentar el porcentaje se produjo una disminución en la retención de los 

compuestos, reducción que fue más acusada para los compuestos más retenidos. 

 

Tabla 4. Tiempo de retención en función del porcentaje de acetonitrilo en la fase móvil 

ACN % 
Tiempos de retención (min) 

t-pic c-pic t-resv c-resv 
40 3.6 5.2 8.1 7.8 
35 4.8 5.9 9.3 10.5 
30 5.3 6.2 10.5 15.7 
25 5.7 8.5 15.4 24.2 
20 6.3 9.2 18.9 28.0 

 

A través de la inyección de muestras de miel a las que se añadió una cantidad 

conocida de patrones se seleccionó como más adecuado un porcentaje del 25%, 

puesto que proporcionó además de una buena resolución un tiempo de análisis 

adecuado. 

 

Cabe señalar que porcentajes mayores al 40% provocaron un solapamiento del 

compuesto menos retenido (t-piceido) con el pico del frente. 
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Temperatura 

Para estudiar la influencia que la temperatura ejercía sobre la separación se 

realizaron una serie de experiencias variándola entre 25 y 50 ºC, en intervalos de 5 

ºC. Los resultados obtenidos se evaluaron en función de la relación señal/ruido 

(S/N) y el tiempo de retención de los picos. Los resultados se detallan en la Tabla 

5. 

 

Tabla 5. Influencia de la temperatura en los parámetros cromatográficos (MS) 

Compuesto Parámetro 
Temperatura (ºC) 

25 30 35 40 45 50 
t-piceido tR 6.0 5.7 5.4 5.2 5.0 4.8 

S/N 35.8 36.5 33.5 4.4 24.9 67.6 
c-piceido tR 8.8 8.5 8.1 7.7 7.2 6.9 

S/N 140.1 155.8 82.2 8.8 23.2 29.8 
t-resveratrol tR 17.1 15.3 13.8 12.7 11.5 10.6 

S/N 185.4 242.1 146.3 9.2 80.7 36.7 
c-resveratrol tR 31 24.3 21.9 19.8 17.8 16.2 

S/N 425.8 772.9 56.6 0.5 30.2 291.8 
 

De la observación de los datos se dedujo que la utilización de temperaturas 

inferiores a 30 ºC provocaba un incremento innecesario en el tiempo de análisis sin 

conducir a aumentos en la resolución, ya que tanto los analitos como los 

componentes de la miel se desplazaban igual, temperaturas mayores de 35 ºC 

provocaban una disminución en la señal de los analitos sin aumentar la resolución, 

razón por la cual se seleccionó como temperatura de separación la de 30 ºC, 

además de que esta temperatura conducía a una mejora en la simetría de los picos 

correspondientes a los compuestos que se pretenden determinar. 

 

Volumen de inyección 

Por último se estudió la influencia del volumen de inyección sobre la forma y 

simetría de los picos, con la finalidad de establecer un volumen máximo que 

permitiera obtener límites de detección menores. El inyector automático utilizado 

permite variar el volumen de 20 a 100 L. Como era de esperar, a medida que 
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aumentaba el volumen de inyección se producía un incremento en el tamaño del 

pico correspondiente al compuesto de interés, pero producía un solapamiento entre 

picos de la matriz y el c-piceido, por lo que se eligió un volumen de inyección de 20 

L. 

 

Condiciones cromatográficas finales 

Como resultado de los estudios realizados se propone para la separación del t-

piceido, c-piceido, t-resveratrol y c-resveratrol la utilización de una columna Gemini 

C18 110 Å (150 x 4.6 mm, 5 m) y una fase móvil compuesta por ácido fórmico 1% 

en agua y acetonitrilo(75:25, v/v), en régimen isocrático, con un flujo de fase móvil 

de 1 mLmin-1, termostatando la columna a 30 ºC y utilizando un volumen de 

inyección de 20 L. En la  se muestran los cromatogramas correspondientes a la 

inyección de 20 L de una disolución patrón de los 4 analitos obtenidos por los 

tres sistemas de detección empleados. 

 

Figura 11. Cromatogramas de mezcla de patrones de 0.6 mgL-1 por (A) DAD y (B) FLD 

P.O. P.O.

t-rt-p 

t-p 
c-r 

c-p 

t-r
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Figura 11. (Cont.) Cromatogramas de mezcla de patrones de 0.6 mgL-1 por (C) MS-ESI- 

 

V.3.4.Tratamiento de la muestra 

Una vez seleccionadas las condiciones cromatográficas, el siguiente estudio que se 

realizó tuvo como finalidad desarrollar un procedimiento de limpieza–

concentración que permitiese eliminar por un lado las posibles interferencias de la 

matriz y al mismo tiempo realizar una concentración de los analitos, esto con el fin 

de detectar y cuantificar menores concentraciones de los mismos. 

 

Para realizar dicho tratamiento se pensó en la utilización de la extracción en fase 

sólida ya que dicho tratamiento ha sido utilizado con éxito para la determinación de 

otros analitos en mieles por nuestro grupo de investigación. 

 

Extracción en fase sólida 

El motivo de plantearse la necesidad de realizar un tratamiento previo de las 

muestras de miel se debió a que en ensayos previos se observó que la inyección 

directa de la miel diluida en agua, adicionada y sin adicionar con patrones, no era 

posible ya que aparecieron algunos solapamientos, de los compuestos de interés 

con componentes de la miel, que impedían la correcta determinación al emplearse 

los detectores DAD y FLD, para el detector MS dichas interferencias no se 

observaron debido a que se trabajó en modo SIM para aumentar la selectividad del 

t-p 

c-p

c-r 
t-r
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detector. Pero como se pretende desarrollar un método válido mediante la 

utilización de los sistemas de detección indicados había que tratar de solventar esas 

interferencias. 

 

Para seleccionar el tipo de relleno más adecuado se prepararon por triplicado 3 

tipos de disoluciones de la siguiente manera: (1) disoluciones en agua de los 

compuestos de interés en una concentración de 5 mgL-1; (2) diluciones de 5 g de 

miel multifloral que se disolvieron en 10 mL de agua; (3) diluciones de 5 g de miel a 

la que se adicionó el volumen necesario de una disolución patrón de los 4 analitos 

para que al diluir con agua a 10 mL la concentración de los analitos añadidos fuese 

de 5 mgL-1. 

 

Una vez activados los cartuchos haciendo pasar 5 mL de metanol seguidos de 5 mL 

de agua, se hicieron pasar por los distintos cartuchos, los 10 mL de las muestras 

anteriormente preparadas y a continuación se realizó una etapa de lavado con 5 mL 

de una solución acuosa al 10% de metanol, se procedió a la elución de los 

compuestos retenidos con 2 mL de metanol, 20 L de los cuales fueron 

posteriormente inyectados en el sistema cromatográfico, en las condiciones 

establecidas. En la Tabla 6 se presentan los porcentajes de recuperación obtenidos 

con los cartuchos estudiados. 

 

Tabla 6. Porcentajes de recuperación promedio obtenidos con los diferentes cartuchos 
estudiados, (n=3) 

Compuestos Oasis™ HLB Strata™X Waters® C18 
t-piceido 76 ± 3.6 100± 3.1 83 ± 2.9 
c-piceido 79 ± 4.3 89± 3.7 83 ± 3.3 
t-resveratrol 84 ± 4.8 93± 5.8 79 ± 5.8 
c-resveratrol 75 ± 4.2 96± 4.7 83 ± 4.1 

 

A partir de los resultados obtenidos se pudo deducir que la mejor recuperación se 

obtenía con el empleo de los cartuchos C18 poliméricos Strata™ X, por lo que se 

seleccionó para el tratamiento de las muestras de miel. 
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Una vez seleccionado el tipo de sorbente, el siguiente paso que se realizó tuvo 

como finalidad la optimización de las etapas del procedimiento de extracción en 

fase sólida. 

 

Cantidad de muestra 

En primer lugar, se evaluó el efecto que el disolvente empleado para diluir la 

muestra podría ejercer, para lo cual se realizaron 3 experiencias en las cuales 5 g de 

miel se disolvieron en ácido fórmico 1%, en hidróxido de amonio 20 mM y en 

agua, obteniéndose para todos los casos resultados similares en cuanto al perfil de 

los cromatogramas y los porcentajes de recuperación de los compuestos, por lo 

cual se optó por disolver la miel en agua. 

 

A continuación se estudió la cantidad de muestra más apropiada que permitiera la 

retención de los analitos sin sobrepasar la capacidad del sorbente y al mismo 

tiempo obtener límites de cuantificación bajos. Para lo cual se prepararon distintas 

disoluciones acuosas de miel, disueltas en 10 mL de agua ultrapura, conteniendo 

entre 5 y 7 g, ya que cantidades superiores generaban disoluciones muy viscosas, a 

las que se añadió una cantidad conocida de mezcla de patrones. En la Tabla 7 se 

presentan los porcentajes de recuperación obtenidos. 

 

Tabla 7. Porcentajes de recuperación en función de la cantidad de miel 

Compuesto 
Cantidad de miel

5 g 6 g 7 g 
t-piceido 95 97 89
c-piceido 74 81 72 
t-resveratrol 65 83 71 
c-resveratrol 74 77 49

 

De los resultados obtenidos se dedujo que cantidades superiores a 6 g contenidas 

en 10 mL impiden la retención del analito en el sorbente, al compararlas con los 

porcentajes de recuperación obtenidos con patrones acuosos. Por lo que se 



V. Determinación de resveratrol y piceido: miel 
 

63 

estableció la cantidad de muestra en 6 g diluida con 10 mL de agua, pasándose en 

su totalidad a través de los cartuchos. 

 

Lavado 

Con esta etapa se pretendía eliminar los componentes de la miel menos retenidos 

por el sorbente y al mismo tiempo evitar la elución de los compuestos de interés, lo 

cual se comprobó por la limpieza de los cromatogramas y los porcentajes de 

recuperación. Para establecer tanto la composición como el volumen que se debía 

emplear y que permitieran alcanzar dichos objetivos, se realizaron una serie de 

experiencias. 

 

En cuanto a la composición del líquido de lavado el primer ensayo que se llevó a 

cabo consistió en establecer la naturaleza del disolvente orgánico, para ello se 

prepararon disoluciones acuosas al 10% de metanol y de acetonitrilo, que se 

emplearon en un volumen de 10 mL como líquidos de lavado, obteniéndose 

mayores porcentajes de recuperación con metanol, por lo que fue este el disolvente 

seleccionado como de líquido de lavado. 

 

Una vez establecido el disolvente orgánico se procedió a establecer el contenido de 

metanol en la disolución acuosa, se ensayaron disoluciones con porcentajes 

comprendidos entre el 5 y el 20%, los porcentajes de recuperación obtenidos se 

presentan en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Porcentajes de recuperación según la cantidad de MeOH en líquido de lavado 

Compuestos 
Cantidad de metanol en agua (%) 

5 10 15 20 
t-piceido - 86 10 5 
c-piceido 82 71 86 83 
t-resveratrol 77 74 71 68 
c-resveratrol 92 76 53 52 
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De los resultados obtenidos se dedujo que a partir del 10% disminuía el porcentaje 

de recuperación, mientras que porcentajes del 5% impedían la cuantificación del t-

piceido por solapamiento con el frente, por lo que se fijó el contenido de metanol 

en 10%. Sin embargo, con estas condiciones aún se obtenía un cromatograma con 

mucho frente, optándose por estudiar si el pH del líquido de lavado influía en el 

perfil del cromatograma. Las pruebas se realizaron añadiendo 2% de ácido fórmico 

o hidróxido de amonio concentrados a una disolución que contenía 10% de 

metanol, los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 12. 

 

De los cromatogramas obtenidos se dedujo que el pH básico favorece la 

eliminación de componentes de la miel. La siguiente prueba consistió en 

determinar la concentración de hidróxido de amonio necesaria, para lo cual se 

ensayaron concentraciones comprendidas entre el 0.5 y el 4%, los resultados 

mostraron que a partir del 1% no había mejoría en el perfil del cromatograma, por 

lo cual se estableció como líquido de lavado una disolución de hidróxido de 

amonio al 1% con un 10% de metanol.  

 

Se ensayaron distintos volúmenes a emplear de la disolución seleccionada en la 

etapa de lavado, de los resultados que se obtuvieron se pudo deducir que la 

utilización de volúmenes superiores a 5 mL no suponía una mejora en cuanto a la 

limpieza del cromatograma, y por el contrario implicaba un aumento en el tiempo 

de análisis, por lo cual se optó por utilizar un volumen en 5 mL. 

 

Elución 

Esta etapa se ensayó únicamente con metanol, puesto que en las pruebas anteriores 

realizadas con patrones, se observó que la elución de los analitos retenidos en el 

sorbente era cuantitativa, razón por la cual únicamente se buscó el volumen de 

eluyente necesario. 
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Figura 12. Cromatogramas de extractos de miel adicionada con 0.8 mgkg-1 usando como líquido de 
lavado MeOH 10% con (A y B) ácido fórmico y (C y D) amoniaco por DAD y FLD, 

respectivamente 
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Se ensayaron diferentes volúmenes de metanol desde 2 mL hasta 10 mL, ya que 

volúmenes mayores no mejoraban el porcentaje de recuperación. Inicialmente se 

hicieron pasar 2 mL, se recogió el extracto y se inyectó, posteriormente se pasó 

1mL más y se inyectó, comprobándose que aún seguía habiendo compuestos 

retenidos en el sorbente. Se continuaron estas pruebas haciendo pasar mayor 

cantidad de metanol, deduciéndose que a partir de 10 mL no se lograba arrastrar 

una cantidad apreciable de compuestos, dichos resultados se presentan en la Tabla 

9. Ese volumen implicaba añadir al tratamiento de muestra, una etapa de 

concentración para conseguir rebajar los límites de detección. 

 

Tabla 9.Porcentajes de recuperación según el volumen de elución de metanol 

Volumen 
MeOH (mL) 

t-piceido c-piceido t-resveratrol c-resveratrol 

2 2 3 5 4 
5 21 22 23 25 
10 75 82 88 77 
15 76 81 89 78 

 

La evaporación del eluyente se realizó utilizando  bien el rotavapor  o bajo 

corriente de N2, obteniéndose con ambos procedimientos resultados similares, por 

lo que se decidió utilizar el rotavapor, pues permitía reducir el tiempo de 

evaporación y no implicaba pérdida de los analitos. 

 

Para la reconstitución del residuo seco se probó utilizar agua, ácido fórmico 1% 

(v/v), formiato amónico 30 mM y fase móvil (ácido fórmico 1%/acetonitrilo 

75:25), empleando en todos los casos 1 mL, observándose una  redisolución total 

del residuo con la fase móvil, que fue la finalmente elegida, siendo necesario 

establecer el volumen de fase móvil, que permitiera por un lado la disolución total 

del residuo seco y por otro no incrementara los límites de detección. Los 

volúmenes variaron desde 0.5 hasta 2 mL, observándose a partir de 1 mL la 

redisolución total del residuo.  

 



V. Determinación de resveratrol y piceido: miel 
 

67 

Tratamiento de muestra propuesto 

Después de estas experiencias el proceso de extracción en fase sólida con cartucho 

C18 polimérico StrataTM X, quedó establecido con las condiciones que se resumen 

en la Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Esquema del procedimiento de SPE desarrollado 

 

Aplicando este procedimiento de extracción, se analizaron muestras de miel de 

diferentes orígenes botánicos (romero, milflores y brezo), obteniéndose los 

cromatogramas para el detector de MS mostrados en la Figura 14. 
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Figura 14. Cromatogramas de extractos de miel (A) romero, (B) multifloral y (C) brezo por LC-MS 

 

Como se observa en la figura el perfil de los cromatogramas es ligeramente distinto, 

siendo más marcada esta diferencia en la miel de brezo, mientras que para la miel 

de romero y multifloral son un poco más parecidos, en el apartado de validación se 

han explicado las implicaciones de estas diferencias. 
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V.3.5. Validación de la Metodología Analítica 

La validación del método se llevó a cabo siguiendo las directrices marcadas por las 

guías VICH GL1 y GL2 [177,178], el informe técnico de la IUPAC [179] y el documento 

SANCO/10476/2003 [180]. Se evaluó la selectividad, límites de detección y 

cuantificación, precisión, linealidad y exactitud para la metodología analítica 

propuesta con los tres detectores que se han empleado. 

 

Selectividad 

Para comprobar la selectividad en los tres tipos de mieles, se aplicó el método 

desarrollado para obtener extractos de miel a los que no se adicionó ningún 

compuesto y extractos de miel a los que se adicionó los analitos en una 

concentración de 0.1 mgkg-1. En la Figura 15 se muestran los cromatogramas de los 

extractos de miel obtenidos. 

 

Figura 15. Cromatogramas de extractos de miel mil flores, empleando DAD: (A) miel sin adicionar 
y (B) miel adicionada con patrones 0.1 mgkg-1 
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Figura 15. (Cont.) Cromatogramas de extractos de miel mil flores, empleando FLD: (C) miel sin 
adicionar y (D) miel adicionada con patrones 0.1 mgkg-1; empleando MS-ESI-: (E) miel sin adicionar 

y (F) miel adicionada con patrones 0.1 mgkg-1 

t-p 

c-r 

t-r

c-p

t-r

t-p 
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Se puede observar en la Figura 15 A y B, en la señal del DAD, la presencia de una 

serie de picos que eluyen en la zona del t-resveratrol y t-piceido que interfieren en el 

análisis, no así en el caso de los c-isómeros, lo que nos permite usar este detector 

para su correcta cuantificación. En cambio en los cromatogramas (C y D) 

empleando FLD no eluye ningún compuesto al tiempo de retención de los t-

isómeros en ningún tipo de miel, por lo tanto esto justifica la combinación de 

DAD/FLD para la cuantificación simultánea de los compuestos de interés, 

quedando así demostrada la selectividad para este conjunto de detectores. 
 

En la Figura 15 (E y F) los cromatogramas obtenidos empleando la detección por 

MS-ESI- al extraer el correspondiente ion, no se observó ningún pico a los tiempos 

de retención de los analitos, comprobándose la selectividad para LC-MS. 
 

Otro factor estudiado como complemento a la selectividad ha sido la pureza de 

pico para cada uno de los analitos. En el caso de los cis-isómeros se empleó el 

DAD, evaluándose en extractos de miel adicionada con los compuestos de interés. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. 

 

Figura 16. Purezas del pico cromatográfico de c-piceido y c-resveratrol en miel 

c-piceido

c-resveratrol
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Los resultados obtenidos han permitido concluir que no coeluye ningún compuesto 

con los analitos, ya que el grado de similitud espectral o coincidencia frente al 

tiempo, durante la elución del pico cromatográfico, presenta un perfil próximo a 

980, lo cual indica que el compuesto es puro. Resultados similares se obtuvieron 

para la forma trans del ambos compuestos, lo que se evaluó mediante el barrido de 

excitación y emisión en el FLD. 

 

También se obtuvieron los espectros de masas para cada compuesto en los 

extractos de miel, para verificar la aparición de algún fragmento nuevo, con 

respecto a los espectros de patrones en disolvente de la Figura 7. En la Figura 17 se 

muestran los espectros de extracto de miel mil flores adicionada con los analitos. 

 

 

 

Figura 17. Espectros obtenidos por MS-ESI-de (A) t-/c-piceido y (B) t-/c-resveratrol en miel 
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Como se puede observar en las figuras, los iones característicos son los mismos en 

ambos casos, únicamente se diferencian en pequeños fragmentos que aparecen en 

el espectro obtenido sobre miel, pero no son significativos. A partir de esto se 

puede deducir que el compuesto es puro y que no existen interferentes debidos a 

algún compuesto de la matriz. 
 

Límite de detección y de cuantificación 

El límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ) se determinaron 

de manera experimental mediante la inyección de una serie de extractos de miel que 

no contenían los compuestos de interés, blancos, midiéndose el valor de la señal 

analítica al tiempo de retención que eluían los analitos (ruido).  

 

A continuación se inyectaron extractos de miel que contenían los analitos por 

diluciones sucesivas hasta obtener una señal de 3 y 10 veces la relación S/N para el 

LOD y LOQ, respectivamente. Los valores obtenidos para los diferentes orígenes 

botánicos estudiados se muestran en la Tabla 10. 
 

Tabla 10. LOD y LOQ (µgkg-1) para ambos sistemas de detección 

Compuesto  
LC-DAD/FLD LC-MS-ESI- 

LOD LOQ LOD LOQ
t-piceido Patrón 3ª 10ª 0.6 1.9
 Romero 19ª 63ª 1.3 5.2 
 Mil Flores 26ª 87ª 1.4 1.4 
 Brezo 28ª 93ª 3.2 3.2 
c-piceido Patrón 3b 10b 0.4 1.2
 Romero 44b 147b 1.4 5.3 
 Mil Flores 55b 183b 1.5 5.6
 Brezo 60b 200b 1.4 5.4 
t-resveratrol Patrón 4ª 13ª 0.3 1.1 
 Romero 20ª 67ª 1.1 3.4 
 Mil Flores 25ª 83ª 1.3 5.1
 Brezo 30ª 100ª 1.5 5.4
c-resveratrol Patrón 5b 17b 0.7 2.3 
 Romero 50b 167b 2.2 7.4 
 Mil Flores 55b 183b 2.4 7.3
 Brezo 60b 200b 1.0 3.1

 a FLD;   

 b DAD 
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En la tabla se puede observar que los valores obtenidos de LOD y LOQ en 

DAD/FLD son superiores a los obtenidos por MS-ESI-, siendo el uso de aquellos 

detectores una alternativa más económica cuando no se requiere mucha 

sensibilidad. 

 

Precisión 

Para llevar a cabo el estudio de precisión se sometió a la metodología desarrollada 

réplicas de miel adicionada con los analitos en tres niveles de concentración, en el 

caso de la repetibilidad durante el mismo día y de la precisión intermedia en 3 días 

consecutivos. Se inyectaron los diferentes extractos de miel evaluando los 

coeficientes de variación (%CV) del área (A) de pico. En las Tabla 11 y Tabla 12 se 

presentan los resultados obtenidos para los niveles de concentración ensayados en 

DAD/FLD y MS, respectivamente. 

 

Tabla 11. Valores de los coeficientes de variación en el estudio de precisión para la 
detección DAD/FLD (n=3) 

Compuesto Concentración 
(µgkg-1) 

Repetibilidad Precisión intermedia 
%CV %CV 

t-piceido 100 2.21 3.54 
417 1.23 3.67 
1700 2.31 3.68 

c-piceido 200 5.18 5.62 
417 1.45 2.91 
1700 2.31 3.66 

t-resveratrol 100 1.05 3.46 
417 3.83 4.87 
1700 3.51 5.00 

c-resveratrol 200 2.91 3.29 
417 2.25 2.75 
1700 2.12 2.50 
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Tabla 12. Valores de los coeficientes de variación en el estudio de precisión para la 
detección MS (n=3) 

Compuesto Concentración 
(µgkg-1) 

Repetibilidad Precisión intermedia
%CV  %CV 

t-piceido 100 2.3 4.8 
417 5.3 3.4 
1700 6.4 3.2 

c-piceido 200 5.78 6.5 
417 2.5 2.9 
1700 3.1 4.0 

t-resveratrol 100 5.7 6.0 
417 3.5 4.3 
1700 2.1 4.4 

c-resveratrol 200 4.7 5.5 
417 1.9 3.2 
1700 3.6 5.1 

 

Del análisis de los valores obtenidos se observa que el método cromatográfico 

cumple los requisitos de precisión porque en todos ellos los CV son inferiores al 

6%. Debido a los valores de CV obtenidos en MS, se desestimo el uso de patrón 

interno. 

 

Linealidad y efecto matriz 

Con el fin de llevar a cabo la determinación cuantitativa de los analitos para los tres 

detectores, se realizó un calibrado utilizando el método de patrón externo, 

cuantificándose en base al área del pico. Para realizar el estudio de linealidad, se 

preparó una mezcla de los diferentes analitos en fase móvil, a partir de esta se 

realizaron las correspondientes diluciones en un intervalo de concentración de 10 a 

1000 µgkg-1 para el MS, de 100 a 1700 para el FLD y de 200 a 1700 para el DAD, 

las que se utilizaron para añadir en los tres tipos de mieles. En la Tabla 13 se 

recogen los parámetros estadísticos de las líneas obtenidas. 
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Se aplicó la prueba t para verificar la tendencia de la regresión y para asumir una 

tendencia lineal se ha de cumplir que texp sea superior a la ttab, obteniéndose la texp 

mediante el cociente entre el valor de la pendiente (b) de la recta y la desviación 

estándar de la misma (sb). La ttab es la t-Student obtenida para n-2 grados de libertad 

y una probabilidad de 0.95. En todos los casos se cumple que la texp>ttab, por lo 

tanto se acepta que el método es lineal y la ausencia de bias. Los valores del 

coeficiente de regresión (r2) eran para todos los casos mayores de 0.99. 

 

Por otra parte, para verificar el efecto matriz se realizó la comparación de las 

pendientes del calibrado de patrones en fase móvil y en los tres tipos de miel, cuyos 

resultados indicaron que los valores de pendiente en romero y mil flores se 

encuentran dentro del mismo intervalo de confianza de la pendiente (p=0.95) en 

fase móvil. Esto no fue así en brezo, por lo que se hace necesario para su de 

empleo del calibrado sobre esta miel. Quedando de esta manera demostrada la 

ausencia de efecto matriz en la miel de romero y milflores.  

 

Exactitud 

La evaluación de este parámetro se realizó mediante el cálculo del porcentaje de 

error relativo (%RE), para lo cual se han analizado réplicas de extractos de miel 

adicionada con patrones a tres niveles de concentración durante tres días 

consecutivos. 

 

Las concentraciones experimentales se determinaron a partir de la correspondiente 

línea de calibrado. En la Tabla 14 se presentan los valores calculados para 

DAD/FLD y en la Tabla 15 se presentan los valores de error relativo calculados 

para MS-SIM.  
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Tabla 14. Porcentaje de error relativo obtenido para la detección DAD/FLD  

Compuesto 
Concentración 

(gkg-1) 
% Error relativo 

Romero Mil flores Brezo 
t-piceidoa 200 3.9 4.1 5.2 
 417 2.8 4.0 4.7 
 1667 1.9 1.7 3.5 
c-piceidob 417 5.6 5.2 5.3 
 1667 4.3 5.8 4.9 
 3333 5.1 4.5 3.2 
t-resveratrola 200 3.9 3.3 5.1 
 417 4.8 3.7 3.8 
 1667 2.7 1.9 2.6 
c-resveratrolb 417 5.2 5.2 5.8 
 1667 4.1 3.4 4.1 
 3333 3.2 2.9 2.7 

 

Tabla 15. Porcentaje de error relativo obtenido para la detección MS-ESI- 

Compuesto 
Concentración 

añadida (gkg-1) 
% Error relativo 

Romero Mil flores Brezo 
t-piceido 50 4.8 5.0 5.6 
 200 2.3 3.1 3.4 
 833 1.8 1.3 2.0 
c-piceido 50 3.9 4.1 5.2 
 200 2.5 3.7 4.3 
 833 1.6 2.0 2.2 
t-resveratrol 50 3.9 4.1 5.2 
 200 4.1 5.8 4.8 
 833 3.8 3.6 3.9 
c-resveratrol 50 6.2 5.8 6.5 
 200 4.3 4.7 5.1 
 833 3.4 2.9 3.1 

 

Se observa en ambas tablas que el %RE para todos los analitos es inferior al 6% en 

todos los casos para DAD/FLD y al 7% para MS, valor considerado adecuado para 

la exactitud en el caso del análisis con este tipo de detectores.  

 

 



V. Determinación de resveratrol y piceido: miel 
 

79 

V.3.6. Ensayos de Eficacia 

Antes de dar y comentar los resultados de la aplicación conviene indicar cómo se 

han realizado los ensayos en el CAR de Marchamalo. 

 

Evaluación en laboratorio (CAR) la actividad frente a Nosema spp. del 
resveratrol y sus isómeros 

Para evaluar la acción del resveratrol y su isómeros frente a Nosema apis y Nosema 

ceranae, se han realizado infecciones experimentales según la metodología descrita 
[37], en resumen se basa en la obtención de lotes homogéneos de abejas de la misma 

edad obtenidas en estufa de incubación a partir de cuadros de cría operculada de 

edad conocida y procedentes de colmenas libres de cualquier patógeno. Una vez 

trascurrida una semana desde el nacimiento de las abejas, las cuales han sido 

alimentadas ad libitum con un jarabe de agua y miel, adicionado de un sustitutivo 

del polen, las abejas están preparadas para ser utilizadas en los ensayos. A partir de 

este momento se pueden utilizar lotes homogéneos de abejas de diferentes edades, 

que se mantienen en jaulas en número de 15-30 abejas por lote y jaula. 

 

Para la inoculación se han utilizado esporas viables obtenidas de abejas afectadas 

por Nosema apis y Nosema ceranae, una vez purificadas por filtración y método del 

percoll [25]. 

 

Cada lote de abejas se inocula vía oral de manera individual con 3-5 dosis diferentes 

de esporas de N. apis o N. ceranae (cada dosis se aplica a las abejas de cuatro lotes 

diferentes), según el estudio, y se mantienen posteriormente en estufa a 33-35ºC 

todo el tiempo que las abejas permanezcan vivas (alimento y agua ad libitum). En 

cada caso se han utilizado cuatro lotes control que no recibirán esporas. A las 48 

horas de la infección, cada abeja recibe una dosis concreta de resveratrol o sus 

isómeros, utilizando como referencia las dosis indicadas por Maitrello y col [45]. Por 

cada dosis de esporas de Nosema que reciba cada lote de abejas, se evalúa la eficacia 

de 5 dosis crecientes del producto a testar. A los 7 días, se extraen los ventrículos y 
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se fijan para su posterior estudio histológico bien por microscopía óptica o 

microscopía electrónica de transmisión [25,37]. Diariamente se anotan las abejas 

muertas en cada lote. De esta manera se puede observar si realmente el tratamiento 

inhibe o no el ciclo biológico del parásito y en qué fase se produce. 

 

Las abejas no utilizadas para el estudio histopatológico se evalúan por PCR 

cuantitativa [181] en tiempo real, para determinar si existe o no 

aumento/disminución en el número de copias de DNA de los microsporidios 

estudiados, en las abejas tratadas, frente a los controles no tratados. 

 

Evaluación en campo de la actividad frente a Nosema spp. de resveratrol y 
sus isómeros. Determinación de la posología adecuada (CAR) 

Se ha realizado la comprobación a través de ensayos de campo de la eficacia y 

actividad residual de distintos tratamientos con resveratrol (e isómeros en su caso) 

en diversas condiciones simulando realidad. Para ello se ha seguido la metodología 

descrita por Higes y col. [24,25] para ensayos de eficacia en campo efectuados con 

fumagilina. Para detectar la posible presencia de efectos tóxicos del tratamiento 

sobre las abejas, se ha seguido la metodología recomendada por la Agencia 

Europea del Medicamento, en lo referido a ensayos clínicos de acaricidas frente a 

Varroa destructor, evaluándose la presencia de abejas adultas muertas en cantidades 

superiores a la mortalidad fisiológica y/o alteraciones en el comportamiento social, 

al igual que posibles alteraciones en la cría. 

 

También se tienen en cuenta los factores ambientales, geográficos, flora, etc., que 

puedan influir en el resultado del ensayo clínico. Estos ensayos se han realizado en 

diferentes épocas del año, preferentemente otoño y primavera. 

 

Todos los datos epidemiológicos (clima, flora, etc.) y sanitarios (presencia ausencia 

de Nosema spp, tras los tratamientos, evolución de la colonia de abejas y la cría etc.) 

son valorados y relacionados epidemiológica y estadísticamente aplicando los 
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correspondientes test estadísticos (paramétricos y no paramétricos). Para ello se 

utiliza el paquete estadístico SPSS 15.1 

 

Con toda la información obtenida, se establecerá la posología más adecuada en 

condiciones de campo, haciendo las correcciones oportunas en cuanto a dosis y 

forma de aplicación. 

 

Una vez realizados estos ensayos se ha procedido a tomar muestras de la cámara de 

cría y analizar en ellos la presencia del resveratrol y sus análogos, también y como 

se comentará en el apartado siguiente se ha recogido polen. 

 

V.3.7. Aplicación a muestras provenientes de ensayos de campo 

El método propuesto se ha aplicado a muestras de miel obtenidas de distintas 

colmenas del apiario experimental del CAR de Marchamalo (Guadalajara, España), 

en un primer momento, se ensayó la dosis recomendada por Maistrello et al.[45] Se 

administró 0.001 mg de resveratrol por 1 mL de jarabe (azúcar y agua en igual 

proporción). En marzo a cada colmena se le dio 250 mL (0.25 mg de resveratrol) 

de la mezcla y el tratamiento fue repetido semanalmente durante 4 semanas. Las 

muestras de miel se recolectaron en septiembre. 
 

En todas las muestras recogidas, que pertenecían al tipo multifloral, no se han 

encontrado residuos de los compuestos por encima de los límites de detección del 

método propuesto. También hay que señalar que el tratamiento aplicado no ha 

resuelto correctamente la infección por Nosema, por lo que se realizaron más 

experimentos modificando la dosis y la forma de aplicación. En la Figura 18 se 

presenta un EIC de una muestra analizada por LC-MS-SIM, haciendo una 

comparación con la Figura 14 se observa que el perfil del cromatograma es 

parecido al de los extractos de miel sin adicionar los analitos. 
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Figura 18. Cromatograma de extracto de miel con primer tratamiento aplicados a las colmenas 
obtenido por LC-MS 

 

Después de varias pruebas de campo llevadas a cabo por el equipo técnico del 

CAR, el nuevo el tratamiento consistió en una dosis más elevada de resveratrol, la 

cual fue administrada en dos preparados que contenían el compuesto comercial de 

mayor pureza. El primero, jarabe, se elaboró con azúcar comercial y agua destilada 

en proporción 1:1 y el segundo, candy, contenía 60% de glucosa, 20% de fructosa y 

20% de agua, a estas mezclas se les añadió 7 mg de resveratrol del 99% por cada 

mililitro. 

 

Ambos alimentos se administraron a dos colmenares, uno denominado PR al que o 

se administró placebo (candy y jarabe sin resveratrol) o no se alimentó con dichos 

preparados; y el otro TN alimentado con el candy y jarabe con resveratrol 

comercial, después de este segundo tratamiento se recogieron de la cámara de cría 

un total 60 muestras provenientes de PR y 40 muestras procedentes de TN, las 

muestras fueron tomadas en dos muestreos, los datos obtenidos se presentan en la 

Tabla 16. 
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Tabla 16. Relación de muestras analizadas 

Código Tratamiento 
Primer Muestreo Segundo Muestro 

02/12/2011 06/12/2011 09/01/2012 10/01/2012
TN-03 Candy R X  X 
TN-07 Candy R X  X 
TN-09 Candy R X  X 
TN-27 Candy R X X  
TN-31 Candy R X X  
TN-35 Candy R X X  
TN-13 Candy R X X  
TN-23 Candy R X X  
TN-16 Candy R X X X  
TN-19 Candy R X X X  
TN-01 Jarabe R X  X 
TN-04 Jarabe R X  X 
TN-08 Jarabe R X  X 
TN-11 Jarabe R X  X 
TN-14 Jarabe R X X  
TN-17 Jarabe R X X  
TN-21 Jarabe R X X  
TN-25 Jarabe R X X  
TN-29 Jarabe R X X  
TN-33 Jarabe R X X  

PR-11-03 No X  X 
PR-11-06 No X  X 
PR-11-10 No X  X 
PR-11-13 No X  X 

PR-09 No X  X 
PR-11-18 No X  X 
PR-11-20 No X   X 
PR-11-22 No X   X 
PR-11-31 No X   X 
PR-11-34 No X   X 
PR-11-01 Candy X  X 
PR-11-04 Candy X  X 
PR-11-07 Candy X  X 
PR-11-11 Candy X  X 
PR-11-14 Candy X   X 

PR-10 Candy X   X 
PR-11-25 Candy X   muerta 
PR-11-28 Candy X   X 
PR-11-32 Candy X  X 
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Tabla 16. (Cont.) Relación de muestras analizadas 

Código Tratamiento 
Primer Muestreo Segundo Muestro 

02/12/2011 06/12/2011 09/01/2012 10/01/2012
PR-11-28 Candy X  X 
PR-11-02 Jarabe X   X 
PR-11-05 Jarabe X   X 
PR-11-09 Jarabe X   X 
PR-11-12 Jarabe X   X 
PR-11-15 Jarabe  X  X 
PR-11-17 Jarabe X  X 
PR-11-21 Jarabe X  X 
PR-11-30 Jarabe X  X 
PR-11-33 Jarabe X  X 
PR-11-35 Jarabe X  X 

Candy R: candy adicionado con resveratrol comercial 

Jarabe R: jarabe adicionado con resveratrol comercial 

 

Previo al análisis las muestras de miel bruta, de tipo multifloral, se centrifugaron a 

1000 r.p.m. por 10 min a 10 ºC. Las muestras se sometieron al proceso de 

extracción desarrollado. Hay que destacar que en las mieles provenientes de las 

colmenas PR, como era lógico, no se encontraron residuos de resveratrol ni sus 

análogos, mientras que en las recolectadas de TN, se encontraron cantidades 

variables de los analitos. 

 

En la Figura 19 se presentan los EICs de extractos de muestras de miel  

provenientes del colmenar TN, al que se administró con candy o jarabe con 

resveratrol grado alimenticio.  
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Figura 19. EICs de extractos de muestras de miel proveniente de colmenas TN alimentadas con (A) 
candy con resveratrol y (B) jarabe con resveratrol  

 

En las muestras de miel extraídas de las colmenas TN se encontraron casi todos los 

analitos, las concentraciones determinadas mediante LC-MS se muestran en la 

Tabla 17. 

 

En las muestras provenientes del apiario TN, es destacable el hecho que el t-

resveratrol y piceido se encuentra presente en todas las mieles del primer muestreo, 

excepto el t-piceido en TN-04 y 35.  

t-p

c-r 
c-p 

t-r

t-r 

t-p c-p c-r 
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Como ya se ha señalado previamente (Tabla 16), las muestras de miel se han 

recogido de la cámara de cría en dos muestreos, en la Tabla 18 se presenta el 

contenido total que se ha obtenido en función del alimento y el momento del 

muestreo.  

 

Tabla 18. Contenido total de los compuestos en función de tipo de alimento en que se ha 
administrado el resveratrol y el muestreo 

Alimento Muestreo 
Concentración total (mgkg-1) 

t-p c-pª t-r c-r 

Candy R 1º 4.4 55.3 206.9 8.9 
Candy R 2º 4.6 60.7 280.6 10.5 
Jarabe R 1º 2.9 10.5 200.4 4.1 
Jarabe R 2º 3.2 41.0 362.0 39.6 

 ª µgkg-1 

 

Resulta obvio en la tabla que el t-resveratrol es el compuesto mayoritario en todos 

los casos, en la Figura 20 se presentan gráficamente estos resultados para facilitar su 

visualización. 

 

 

Figura 20. Concentración total de los compuestos según el tipo de alimento al que se adicionó 
resveratrol-99 y el muestreo 

206.9 

280.6

200.4

362.0 
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Tal y como se observa en la figura, cuando el resveratrol se ha administrado en el 

candy, no se presentan diferencias significativas en el contenido de los compuestos 

de interés en las muestras de ambos muestreos. En cambio cuando se aplicó en 

forma de jarabe, el contenido total en las muestras es superior para todos los 

analitos en las mieles del segundo muestro, siendo menos marcada esta diferencia 

en t-piceido. 
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V.4. Determinación de resveratrol y piceido en alimento 

El objeto de este apartado ha sido comprobar la composición del producto 

comercial, que como se ha mencionado anteriormente se trata de un suplemento 

alimenticio, y determinar su concentración en los alimentos administrados a las 

abejas del apiario TN. 

 

En primer lugar se verificó la idoneidad del método cromatográfico, con ambos 

sistemas de detección (DAD/FLD y MS), desarrollado para el análisis en miel, en 

la determinación de los compuestos de interés en disoluciones acuosas del 

producto comercial. Mediante el calibrado de patrones en agua, se ha determinado 

la concentración, encontrándose que la concentración de trans-resveratrol en la 

disolución preparada del suplemento alimenticio correspondía a la concentración 

calculada a través del calibrado de patrones. Sin embargo, como se puede observar 

en el cromatograma de la Figura 21 aparecen pequeños picos a los tiempos de 

retención del t-piceido y c-resveratrol. 

 

Figura 21. EIC de Mega resveratrol® en disolución acuosa de 2.5 mgL-1 

 

Este hallazgo justificaría la presencia de piceido en las muestras de mieles 

analizadas en el apartado anterior. De esta manera, se ha comprobado que el 

método cromatográfico puede aplicarse al análisis de resveratrol en el suplemento 

alimenticio. 
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Con el fin de determinar la concentración de los compuestos de interés en los 

alimentos para las colmenas a los que se había adicionado resveratrol comercial, se 

han preparado en nuestro laboratorio, siguiendo las directrices del CAR, ambos 

alimentos, midiéndose la concentración mediante la línea de calibrado en patrones, 

los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 19. 

 

Tabla 19. Concentración (mgL-1) de t-resveratrol y t-piceido en candy y jarabe adicionado 
con resveratrol comercial 

Alimento 
Concentración (mgL-1) 

t-piceido t-resveratrol

Candy R 0.19 7.03 

Jarabe R 0.14 7.05 

 

En ambos alimentos, solo se ha encontrado la forma trans del resveratrol y piceido, 

como se observa en la tabla el contenido de t-resveratrol corresponde a la dosis que 

el CAR ha administrado a las colmenas. De tal forma, que el calibrado de patrones 

acuosos es válido para la determinación de los compuestos de interés en jarabe y 

candy adicionado con resveratrol. Por lo tanto, los parámetros de la validación de la 

metodología analítica evaluados anteriormente para el análisis en mieles son 

aplicables a la determinación de los analitos en candy y jarabe. 

 

V.4.1. Aplicación a muestras de alimento administrado a las colmenas 

Se obtuvieron muestras de alimento administrado a las colmenas, placebo y con la 

dosis establecida de resveratrol, las muestras fueron diluidas en agua y analizadas 

por DAD/FLD, puesto que las cantidades presentes en el alimento, podían 

determinarse con estos detectores. 

 

En las muestras de jarabe y candy sin adicionar el suplemento alimenticio de 

resveratrol, no se han encontrado lógicamente residuos de los compuestos. En la 
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Tabla 20 se presentan los resultados obtenidos en el análisis de diferentes muestras 

de candy y jarabe a las que se adicionó dicho suplemento. 

 

Tabla 20. Concentración (mgL-1) de los analitos en candy y jarabe 

Muestra Alimento 
Concentración (mgL-1) 

t-piceido t-resveratrol 

R1 Candy R 0.32 7.94 

R2 Candy R 0.28 8.55 

R3 Candy R 0.29 6.93 

R4 Candy R 0.21 8.49 

R5 Candy R 0.17 7.98 

R6 Jarabe R 0.21 6.94 

R7 Jarabe R 0.18 7.47 

R8 Jarabe R 0.24 8.03 

R9 Jarabe R 0.20 7.45 

R10 Jarabe R 0.18 7.87 

 

De los resultados obtenidos, se dedujo que el contenido de t-resveratrol en el 

alimento administrado a las abejas contenía la concentración establecida por el 

CAR con un %RE del 15%. Respecto a la concentración de t-piceido, solo se 

puede comentar que el CV (%) fue aproximadamente del 23 %.  



V. Determinación de resveratrol y piceido: polen 
 

92 

V.5. Determinación de resveratrol y piceido en polen 

Para el desarrollo del método cromatográfico se ha tomado como punto de partida 

las condiciones establecidas para la determinación de los compuestos de interés en 

mieles, en este caso, las experiencias se realizaron con polen comercial en el que se 

comprobó no se encontraban los analitos. 

 

V.5.1. Condiciones cromatográficas 

Columna cromatográfica 

Debido a los buenos resultados obtenidos en el análisis de estos analitos en miel, se 

ha empleado la misma columna, Gemini C18 (150 x 4.6 mm). 

 

Condiciones de detección 

Absorción Molecular y Fluorescencia (DAD/FLD) 

En la aplicación de estos dos sistemas de detección, no se observaron variaciones 

en los máximos de absorción de los estilbenos objeto de estudio en presencia de 

polen, por lo que las longitudes de onda para cuantificación son las mismas que las 

usadas en mieles, es decir para los c-estilbenos por DAD fue de 286 nm y para los 

t-estilbenos por FLD la longitud de onda de excitación fue de 318 y de emisión de 

390 nm. 

 

Espectrometría de Masas 

Debido a que el objetivo planteado fue determinar residuos de los compuestos de 

interés en polen, se hizo necesario el empleo de la espectrometría de masas. En este 

caso, ya se conocían las condiciones óptimas para la detección de los compuestos, 

se procedió directamente a verificar su validez en la nueva matriz. 

 

Mediante una serie de inyecciones de muestras de polen adicionado con patrones y 

polen al que no se le había adicionado ningún compuesto, se observó una marcada 

pérdida de señal para todos los analitos, así como que la fuente de ionización del 
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MS se ensuciaba. Con el fin identificar las causas de la pérdida de señal, por 

ejemplo el efecto matriz o los parámetros de detección, se procedió a estudiar los 

parámetros más críticos del detector de masas de simple cuadrupolo, este estudio se 

realizó modificando una variable a la vez mientras se mantenían las restantes 

constantes, en la Tabla 21 se presentan los resultados obtenidos para las 

condiciones de detección. 

 

Tabla 21. Parámetros de detección para MS-ESI- 

Parámetros MS Intervalo estudiado Valor óptimo 
Voltaje del fragmentador (V) 20 – 380 180(4.5 – 7.2 min) 

140 (7.2 – 26 min) 
Voltaje del capilar (V) 2000 – 5600 4000 
Flujo de gas secante N2 (L/min) 2 – 12 12 
Temperatura del gas secante (ºC) 10 – 350 350 
Presión del gas nebulizador (psig) 10 – 60 50 
Ganancia 5 – 20 20 

 

Como puede observarse, respecto a los valores óptimos en miel (Tabla 2), que solo 

la ganancia es la misma, los otros parámetros tienen valores superiores, a excepción 

del voltaje del fragmentador que para el t-piceido es de 180, pero para el resto de 

los analitos se mantiene en 140 V. 

 

Posteriormente, se inyectaron los analitos en modo SCAN, para corroborar 

mediante los espectros de masas los iones a ser usados en modo SIM, dichos 

resultados se muestran en la Tabla 22. 

 

Tabla 22. Iones (m/z) de cuantificación y de confirmación por MS/MS-ESI- 

Compuesto Ion cuantificación Ion de 
confirmación 

Ion de 
confirmación 

t-piceido 
c-piceido 
t-resveratrol 
c-resveratrol 

389 
389 
227 
227 

227 
227 
212 
212 

437 
437 
175 
175 
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Ensayo preliminar con DAD/FLD 

Tomando como punto de partida el método desarrollado para mieles, se realizaron 

ensayos preliminares a fin de comprobar la validez de las condiciones 

cromatográficas para su aplicación en polen, puesto que en patrones en disolvente 

ya estaban las condiciones establecidas. Las pruebas se llevaron a cabo con polen al 

que no se adicionó patrones y polen adicionado con una concentración conocida 

de los analitos, sometido a un proceso de extracción sólido-líquido empleando 

como extractante metanol o fase móvil, observándose el solapamiento del pico del 

t-piceido con el frente del cromatograma. 

 

A partir de esto, se dedujo que posiblemente modificando la composición de la fase 

móvil se podría solucionar este solapamiento, manteniendo iguales el resto de las 

condiciones cromatográficas. 

 

Composición de la fase móvil 

Usando las condiciones establecidas para el análisis en miel, se realizaron una serie 

de inyecciones para confirmar su idoneidad para la matriz de polen, por lo que se 

inyectaron extractos de polen blanco y polen al que se añadió patrones, obtenidos 

mediante extracción sólido–líquido con metanol y posterior concentración en 

rotavapor; encontrándose interferentes para el t-piceido en FLD y en DAD para 

los c-isómeros, en este punto se pensó modificar ligeramente las condiciones 

cromatográficas, mientras se mejoraba el tratamiento de muestra. 

 

Inicialmente, se ensayó la modificación del porcentaje de modificador orgánico, 

tanto en isocrático como en régimen de gradiente, en todos los casos no se 

obtuvieron resultados satisfactorios para la detección DAD/FLD. Ante esta 

situación se realizaron experiencias para determinar si era necesaria la modificación 

de la fase móvil. 
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Como en el caso de la miel, se evaluó la fuerza iónica de la fracción acuosa, por lo 

que se realizaron experiencias con formiato amónico 30 mM, con el cual se obtuvo 

una mayor retención tanto de los analitos como de los componentes de la matriz, 

pues el perfil del cromatograma era muy similar, como se puede observar en la 

Figura 22. Por lo tanto, se mantuvo el empleo de ácido fórmico 1%. 

 

 

 

Figura 22. Cromatogramas de polen adicionado con 1.7 mgkg-1 con (A y B) formiato de amonio 30 
mM y (C y D) ácido fórmico 1% como componente acuoso de la fase móvil, por LC-DAD/FLD 

 

 

t-p 

c-p t-r 
c-r 

t-r 

c-r 

t-p 

c-p 

t-p 
t-r 
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Figura 22. (Cont.)Cromatogramas de polen adicionado con 1.7 mgkg-1 con (A y B) formiato de 
amonio 30 mM y (C y D) ácido fórmico 1% como componente acuoso de la fase móvil, por LC-

DAD/FLD 

 

Debido a que las variaciones en el porcentaje de acetonitrilo en la fase móvil junto 

con el ácido fórmico 1%, se realizaron iguales experiencias empleando metanol en 

sustitución de acetonitrilo, sin obtenerse resultados satisfactorios, por lo que se 

decidió mantener las mismas condiciones cromatográficas empleadas para la 

determinación en mieles y centrar todos los esfuerzos por mejorar el tratamiento de 

muestra.  

 

Cabe señalar, que durante las experiencias realizadas se observó que la fuente de 

ionización se ensuciaba mucho, por lo que se incluyó un gradiente de limpieza 

después de la separación cromatográfica, después de varias pruebas, el gradiente 

quedó establecido como aparece en la Tabla 23. 

 

Tabla 23. Gradiente de limpieza empleando ácido fórmico 1% (A) y acetonitrilo (B) en la 
fase móvil para la separación 

Tiempo (min) A (%) B (%) 
0 75 25 
24 75 25
27 40 60 
30 40 60
33 75 25

 

t-p t-r 
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Las condiciones de separación de los analitos siguió siendo isocrática al igual que en 

mieles, a partir de la elución del último analito se incrementó la cantidad de 

acetonitrilo hasta el 60%, lográndose de esta manera que la fuente de ionización no 

se ensuciara. Señalar el hecho de que el cuadrupolo recogió señal durante el tiempo 

que tardaron en eluir todos los analitos, como quedó reflejado en la Tabla 21. El 

tiempo de equilibrio entre inyecciones fue estudiado estableciéndose, después de 

varias experiencias, en 10 min. 

 

Condiciones cromatográficas empleadas 

El método cromatográfico propuesto para la separación del t-piceido, c-piceido, t-

resveratrol y c-resveratrol en polen implica la utilización de una columna Gemini 

C18 110 Å (250 x 4.6 mm, 5 m) y una fase móvil compuesta por ácido fórmico 1% 

en agua y acetonitrilo en régimen de gradiente, con un flujo de fase móvil de 1 

mLmin-1, termostatando la columna a 30 ºC y utilizando un volumen de inyección 

de 20 L y un detector de espectrometría de masas con analizador simple 

cuadrupolo, con los parámetros establecidos en la Tabla 21. En la Figura 23 se 

muestra el cromatograma correspondiente a la inyección de 20 L de una solución 

patrón de los 4 analitos. 

 

 

Figura 23. EIC de mezcla de patrones de 5 mgL-1 en las condiciones cromatográficas finales 

 

 

c-r 
t-r

c-p 

t-p 
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La comparación de las condiciones para determinar los analitos en miel y en polen, 

mostró que para la cuantificación a nivel de residuo en ambas matrices es necesario 

el empleo de LC-MS, siendo las condiciones de detección prácticamente iguales, 

con la salvedad que en polen se incluyó un gradiente para mantener limpia la fuente 

de ionización. 

 

V.5.2. Tratamiento de muestra 

En las referencias bibliográficas consultadas no se encontró ninguna metodología 

analítica para la determinación de los compuestos de interés en polen, sin embargo 

con la experiencia adquirida con la miel y tomando en cuenta la naturaleza de la 

muestra se pensó en empezar la experimentación con extracción sólido–líquido. 

 

Pruebas preliminares 

Se empleó como blanco el polen de flores disponible comercialmente, previamente 

se comprobó que el utilizado no contenía los analitos. Se pulverizó este polen en 

un molinillo y se almacenó en estufa a 45ºC, dicha temperatura no afecta la 

estabilidad de los analitos, en todas las experiencias se empleó 1 g de polen. 

 

Para la extracción sólido–líquido se empleó la agitación en Vibromatic a 950 

oscilaciones por minuto durante 15 min, usando 10 mL de varios extractantes, a 

saber, metanol, fase móvil, acetato de etilo y etanol, cada uno de los extractos fue 

centrifugado y evaporado a sequedad en rotavapor y reconstituidos en 1 mL de fase 

móvil, a excepción del extracto de fase móvil que no se evaporó a sequedad pero 

cuyo volumen final fue igualmente de 1 mL. Todos los extractos se filtraron con 

filtros de jeringa de membrana de acetato de celulosa, e inyectados en el sistema 

cromatográfico, en la Tabla 24 se presentan los porcentajes de recuperación 

obtenidos. 
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Tabla 24. Porcentajes de recuperación en función del extractante empleado (n=3) 

Extractante 
Porcentajes de recuperación (%R) 

t-piceido c-piceido 
t-

resveratrol 
c-

resveratrol 
Acetato de etilo 2 ND 4 ND 
Etanol 50 ND 58 ND 
Fase móvil 1 ND 1 ND 
Metanol 80 ND 78 ND 

 

A partir de los porcentajes de recuperación obtenidos, los mejores extractantes 

fueron los alcoholes empleados aunque los cromatogramas obtenidos presentaban 

interferentes al tiempo de retención de los c-isómeros. Cabe señalar también, que 

los extractos obtenidos a partir de metanol y fase móvil, incluso después del 

filtrado fueron turbios. Por lo que el siguiente paso fue incluir una etapa de 

limpieza, para lo que se plantearon dos opciones: extracción en fase sólida y 

extracción sólido-líquido con disolventes menos polares que los alcoholes 

preseleccionados como extractante.  

 

Tipo de extracción 

Para la SPE se empleó el mismo cartucho de extracción que con las mieles, StrataTM 

X. El polen fue extraído usando como disolvente mezclas hidroalcohólicas que no 

superaban el 15% de alcohol (metanol o etanol) mediante agitación en el 

Vibromatic durante 15 min. Posteriormente, se sometió el extracto al mismo 

tratamiento establecido para las mieles, también se probó eliminando la etapa de 

lavado. Los resultados no fueron alentadores, ya que los porcentajes de 

recuperación no superaron en ningún caso el 15%, descartándose de esta manera la 

SPE. 

 

La siguiente opción a evaluar fue el usó de disolventes, para lo cual se emplearon 

hexano, éter etílico y diclorometano, siguiendo el mismo procedimiento inicial de 

agitación en Vibromatic a 950 oscilaciones por minuto, en este caso se obtuvieron 

cromatogramas un poco más limpios cuando se utilizaba hexano o éter etílico 
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como disolvente de limpieza. Por lo tanto se prosiguió la experimentación con 

estos disolventes. 

 

También se evaluó la naturaleza de la fuente de agitación, se ensayó la agitación 

magnética aplicando calor (45ºC) y por ultrasonidos, en la Tabla 25 se presentan los 

resultados para las tres modalidades de extracción sólido–líquido estudiadas. 

 

Tabla 25. Recuperación (%) según la fuente de agitación para la extracción sólido–líquido 

Extracción sól.-líq. t-p c-p t-r c-r 
Agitación magnética 42 1 52 ND 
Baño ultrasónico 43 3 50 4 
Vibromatic 50 8 58 17 

 

Los mejores resultados se obtuvieron con el Vibromatic, por lo que fue con este 

agitador vibrador a 950 oscilaciones por minuto con el que se realizaron el resto de 

las experiencias. 

 

Limpieza 

A partir de los datos obtenidos en la etapa de selección del tipo de extracción, se 

dedujo que con hexano o éter etílico los cromatogramas eran más limpios, de tal 

manera que para establecer la etapa de limpieza se hicieron una serie extracciones 

consecutivas con 15 mL para el caso del hexano y éter etílico, en este caso se 

observaron cromatogramas más limpios con hexano, por lo que se decidió emplear 

extracciones consecutivas con hexano. Mediante diferentes experiencias en las que 

se variaron el volumen, tiempo de agitación y número de extracciones, se estableció 

como etapa de limpieza tres extracciones consecutivas con 10 mL de hexano 

durante 10 min, siendo los extractos de hexano descartados. 
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Extractante 

Una vez establecida la etapa de limpieza del polen, se procedió a seleccionar el 

extractante, según los resultados de las pruebas preliminares (Tabla 24), éste debía 

tener naturaleza alcohólica, es decir metanol o etanol. Para lo cual se evaluaron 

diferentes opciones, en primer lugar se probó la influencia del pH del extractante, 

para lo cual se probaron disoluciones de ambos alcoholes aciduladas con ácido 

clorhídrico (0.1%), obteniéndose el mismo perfil de cromatogramas y porcentajes 

de recuperación para los t-isómeros del 20 y 1% para el metanol y etanol 

acidulados, respectivamente. 

 

A continuación se realizaron varias experiencias con mezclas hidroalcohólicas, en 

las que el porcentaje de agua no fue superior al 50%, en todos los caso el volumen 

fue de 20 mL y el tiempo de agitación de 30 min, en la Figura 24 se presentan los 

porcentajes de recuperación obtenidos.  

 

Figura 24. Recuperación (%) en función de la solución extractante por LC-DAD/FLD 

 



V. Determinación de resveratrol y piceido: polen 
 

102 

Resulta evidente que los mejores resultados se han obtenido con las disoluciones 

que contenían etanol, pues con ellas se logró extraer pequeñas cantidades de los 

isómeros cis de ambos estilbenos, siendo la mejor la disolución de etanol/agua 

80:20, v/v. En este punto, con las experiencias realizadas no fue posible obtener 

buenos resultados para la determinación de los c-isómeros por DAD, ya que aún 

había mucho fondo atribuible a la matriz, lo que elevaba los límites de detección, 

siendo incompatible con los objetivos planteados, aunque para el FLD los 

resultados son buenos como puede observarse en los cromatogramas de extractos 

de polen adicionado con 10 mgkg-1 de trans- y 20 mgkg-1 de cis-isómeros de la 

Figura 25. 

 

 

Figura 25. Cromatogramas de extractos de polen adicionados con (A) 20 mgkg-1 de cis-isómeros 
por DAD y (B) 10 mgkg-1 de trans isómeros por FLD 

 

 

 

t-p 

t-r 

c-p 

c-r 

(B) 
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Ante esta situación se tomó la decisión de llevar a cabo la puesta a punto del 

método únicamente para la detección por espectrometría de masas. A 

continuación, las muestras extraídas con las disoluciones acuosas de etanol fueron 

analizadas en el LC-MS, obteniéndose los resultados que se presentan en la Tabla 

26. 

 

Tabla 26. Porcentajes de recuperación en función de la solución extractante por HPLC-
MS 

Extractante t-piceido c-piceido t-resveratrol c-resveratrol 
EtOH 100% 47 55 59 58 
EtOH 80% 90 93 91 90 
EtOH 70% 83 93 88 91 

 

A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionó como solución extractante la 

mezcla etanol/agua 80:20, v/v. Posteriormente, se estudió el volumen necesario de 

esta disolución y el tiempo de agitación. 

 

Tiempo de agitación 

Se ensayó un intervalo de 30 a 5 min, para lo cual se realizaron dos extracciones 

consecutivas, sin unir los extractos, para cada tiempo evaluado, de esta manera se 

estableció además del tiempo, el número de extracciones necesarias, los resultados 

se muestran en la Tabla 27. 

 

Tabla 27. Porcentajes de recuperación según el numero extracciones consecutivas y el 
tiempo de agitación por LC-MS (n=3) 

Nº de 
extracción 

Tiempo de 
agitación (min) 

Porcentajes de recuperación (%R) 
t-piceido c-piceido t-resveratrol c-resveratrol

1ª 30 90 93 91 88 
2ª  1 1 1 1 
1ª 20 85 85 80 78 
2ª  6 7 5 5 
1ª 10 88 88 84 82 
2ª  3 4 5 4 
1ª 5 76 75 82 71 
2ª  6 7 5 6 
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Para seleccionar el tiempo de agitación se evaluó el coeficiente de variación 

porcentual (CV%), encontrándose que entre 30 y 10 min, tuvo un valor 4%, por lo 

que se seleccionó una extracción de 10 min, para no alargar innecesariamente el 

procedimiento. 

 

Volumen de extractante 

El volumen necesario para la extracción de los analitos se evaluó desde 10 hasta 30 

mL, con variaciones de 10 mL, los porcentajes de recuperación obtenidos se 

presentan en la Tabla 28. 

 

Tabla 28. Porcentajes de recuperación según el volumen de extractante empleado 

Volumen (mL) t-piceido c-piceido t-resveratrol c-resveratrol 
30 88 89 87 87 
20 86 87 86 85 
10 80 71 74 79 

 

Los resultados indicaron que no había una marcada diferencia entre emplear 30 ó 

20 mL de disolución extractante, se decidió usar 20 mL, a fin de disminuir el 

tiempo de evaporación en el rotavapor. 

 

Tratamiento de muestra desarrollado 

En resumen, el procedimiento de tratamiento de muestra se divide en tres etapas, 

limpieza-extracción-concentración, cuyos detalles se muestran en la Figura 26. 
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Figura 26. Proceso de extracción de los estilbenos en polen 

 

 

V.5.3. Validación del método 

La validación de la metodología analítica, al igual que en miel, se llevó a cabo 

siguiendo las directrices marcadas por las guías VICH [177,178], el informe técnico de 

la IUPAC [179] y el documento SANCO/10476/2003 [180], evaluando selectividad, 

precisión, límites de detección y cuantificación, linealidad y exactitud para el 

método propuesto. 

 

Desechar el 

sobrenadante 

Agitar 10 min en Vibromatic

Centrifugar 5 min a 9000 rpm, 10 ºC

Añadir 20 mL EtOH/H2O 80:20

Centrifugar 5 min a 9000 rpm, 10 ºC 

Decantar el sobrenadante

1g polen + 10 mL n-hexano

Evaporar en rotavapor a 45ºC

Redisolver 1 mL MeOH

Agitar 10 min en Vibromatic

x 3 
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Selectividad 

Aplicando el método analítico desarrollado se comprobó que en la zona de elución 

de los analitos de interés no eluía ningún compuesto que pudiera interferir en su 

cuantificación. Para ello, se inyectaron en el sistema cromatográfico extractos de 

polen comercial a los que no se había adicionado ningún compuesto y polen a los 

que se habían adicionado t-/c-piceido y t-/c-resveratrol en concentración de 1 

mgkg-1. En la Figura 27 se presentan los cromatogramas de los extractos obtenidos 

en LC-MS. 

 

Figura 27. EICs de polen (A) sin añadir y (B) añadido con 1.0 mgkg-1 por LC-ESI-MS 

 

En la figura, se puede observar en los cromatogramas obtenidos extrayendo el ion 

correspondiente a cada analito (A) extracto sin adicionar y (B) extracto adicionando 

los analitos, no eluye ningún compuesto al tiempo de retención de los analitos, por 

lo que en estas condiciones podrían determinarse y cuantificarse de modo selectivo. 

 

c-r 
t-r

c-p
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Precisión 

La precisión se estableció en términos de repetibilidad y precisión intermedia. Para 

evaluar la repetibilidad se sometió a extractos de polen a los cuales se adicionó los 

analitos de interés en tres niveles de concentración a todo el proceso por triplicado 

durante el mismo día, para la precisión intermedia en 3 días consecutivos. En la 

Tabla 29 se muestran los coeficientes de variación del área obtenidos para cada uno 

de los niveles de concentración. 

 

Tabla 29. Coeficientes de variación en el estudio de precisión del método (n=3) 

Compuesto Concentración 
(µgkg-1) 

Repetibilidad Precisión intermedia 
%CV  %CV 

t-piceido 100 4.4 4.8 
250 2.8 3.4 
1000 4.1 4.8 

c-piceido 30 4.8 5.0 
125 2.5 2.9 
500 3.1 4.0 

t-resveratrol 60 3.7 5.0 
250 3.5 4.3 
1000 2.1 4.4 

c-resveratrol 30 4.7 5.5 
125 2.9 3.2 
500 3.6 4.6 

 

Se observa que los coeficientes de variación para ambos parámetros son inferiores 

al 5%, valor adecuado para la precisión en el caso de análisis de trazas. 

 

Límite de detección y de cuantificación 

Se fijó el límite de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ) de forma 

experimental, de manera análoga al caso del estudio realizado en los extractos de 

miel. En la Tabla 30 se muestran los resultados obtenidos expresados en µgkg-1. 
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Tabla 30. LOD y LOQ (gkg-1) en polen 

Compuesto LOD (gkg-1) LOQ (gkg-1) 
t-piceido 29.9 99.8
c-piceido 9.0 29.9 
t-resveratrol 14.1 46.9
c-resveratrol 9.1 30.0 

 

Linealidad y efecto matriz 

Con el fin de llevar a cabo la determinación cuantitativa de los analitos y evaluar la 

existencia de efecto matriz, se procedió de igual modo que en el estudio de los 

extractos en miel. En Tabla 31 se presentan los parámetros estadísticos de los 

calibrados de los analitos en metanol y de extractos de polen adicionado al polen en 

los intervalos de concentración estudiados. 

 

Tabla 31. Parámetros de regresión para los tres tipos de calibrados en los intervalos de 
concentración (µgkg-1) estudiados 

Comp.  Concentrac
ión 

A 
x105 

sa  

x105 
b 

x105 
sb 

x105 
r2 sy/x 

x105 
t-p Patrón 100 – 1000 2.5 2.6 37.9 0.5 0.9995 3.8 
 Polen  -0.6 1.0 3.5 0.02 0.9999 0.1 
c-p Patrón 30 – 500 4.6 3.9 42.6 0.8 0.9991 5.7 
 Polen 2.4 1.9 21.9 0.4 0.9992 2.7 
t-r Patrón 60 – 1000 1.6 2.9 24.0 0.6 0.9984 4.3 
 Polen 1.8 1.4 12.1 0.3 0.9984 2.1 
c-r Patrón 30 – 500 1.6 3.2 43.7 0.6 0.9994 4.6 
 Polen  -0.3 4.2 26.7 0.8 0.9972 6.2 

 

Un análisis de los valores de la pendiente obtenidos indica la presencia del efecto 

matriz, que en este caso se evidencia como la supresión iónica de los compuestos. 

Por lo tanto, la cuantificación se llevó a cabo por el método patrón externo en 

polen adicionado con los analitos. Además, puede observarse que la supresión en la 

intensidad de la señal es del 90% para el t-piceido, del 50% para el c-piceido y t-

resveratrol y del 40% para el c-resveratrol. 
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En todos los caso se verificó la tendencia lineal de los calibrados mediante la 

prueba t, encontrándose en todos los casos que la texperimental es mayor que la ttabulada, 

por lo tanto se acepta que el método es lineal con un nivel de confianza del95% y 

los coeficientes de regresión (r2) eran para todos superiores a 0.99.  

 

Exactitud 

Se realizó este estudio por triplicado, con polen al cual se le adicionó la cantidad 

correspondiente de cada uno de los estilbenos en tres niveles de concentración y se 

sometieron al tratamiento de muestra desarrollado y se calcularon a través de la 

línea de calibrado. En la Tabla 32 se muestran los porcentajes de error relativo 

obtenidos.  

 

Tabla 32. Porcentajes de error relativo en el estudio de exactitud (n=3) 

Compuesto 
Concentración  

(µgkg-1) 
% Error relativo 

(%RE) 

t-piceido 100 3.9 
 250 2.8 
 1000 1.9 
c-piceido 30 4.6 
 125 4.3 
 500 3.1 
t-resveratrol 60 3.9 
 250 4.8 
 1000 2.7 
c-resveratrol 30 4.5 

 125 4.1 
 500 3.2 

 

Se observa que el porcentaje de error relativo para todos los analitos es inferior al 

5%, valor que se considera adecuado para la exactitud en este tipo de detector. 
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V.5.4. Aplicación del método propuesto a muestras de polen comercial 

El método desarrollado se aplicó a muestras de polen de diferentes marcas 

comerciales de origen español. En la Tabla 33 se presentan el intervalo de 

concentración en µgkg-1 encontrado en cinco muestras de polen sometidas al 

procedimiento establecido. 

 

Tabla 33. Intervalo de concentraciones (gkg-1) en polen (n=5) 

Compuesto 
Intervalo de Concentración 

(gkg-1) 
t-piceido <LOD -<LOQ 
c-piceido <LOD - 43 
t-resveratrol <LOD - 1458
c-resveratrol <LOD -<LOQ

 

Los resultados obtenidos indican que en algunas muestras de polen se encuentran 

presentes los analitos, en el caso del t-piceido y c-resveratrol la concentración era 

menor que el LOQ, en cambio el t-resveratrol se encontró en concentraciones muy 

variables. Por lo tanto se puede afirmar que el polen es una posible fuente natural 

de este compuesto con propiedades tan beneficiosas para el ser humano y la 

colmena. 

 

V.5.5. Aplicación del método propuesto a muestras de polen de colmenas 
tratadas con resveratrol 

El CAR al igual que en el caso de la miel ha proporcionado las muestras de polen 

de las colmenas alimentadas con candy o jarabe con resveratrol y con placebo 

(candy o jarabe sin resveratrol), en total se han analizado 16 muestras: 6 

provenientes de colmenas alimentadas con placebo y 10 con candy o jarabe con 

resveratrol. Las muestras de polen de colmenas alimentadas con placebo se 

sometieron al procedimiento de extracción establecido, con el fin de comprobar la 

ausencia de los compuestos de interés y su idoneidad para emplearlo como blanco 

en la preparación del calibrado sobre matriz adicionada con analitos; los resultados 

mostraron que las muestras de polen extraído de colmenas alimentadas con placebo 
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no contenían, con era de esperar, residuos de ninguno de los estilbenos. En la 

Tabla 34 se presentan los resultados para las muestras polen de colmenas 

alimentadas con jarabe o candy con resveratrol comercial.  

 

Tabla 34. Concentraciones (mgkg-1) encontradas de los analitos en muestras de polen de 
colmenas tratadas con resveratrol añadido en candy o jarabe 

Tratamiento Muestra t-p c-p t-r c-r 

Candy R TN-03 ND ND 0.44 ND 
Candy R TN-09 ND ND 0.07 ND 
Candy R TN-19 ND ND 5.38 0.11 
Candy R TN-23 ND ND 0.91 ND 
Candy R TN-27 ND ND 10.29 0.05 
Jarabe R TN-08 ND ND 0.43 ND 
Jarabe R TN-11 ND ND 0.23 ND 
Jarabe R TN-14 ND ND 0.03 ND 
Jarabe R TN-17 ND ND 1.91 0.05 
Jarabe R TN-29 ND ND 1.82 0.09 

  Candy R: candy con resveratrol 

  Jarabe R: jarabe con resveratrol 

 

En las muestras de polen analizadas no se han detectado residuos de los 

estereoisómeros trans/cis del piceido, mientras que el contenido de resveratrol 

corresponde mayoritariamente al t-resveratrol y en cantidad mucho menor se 

encontró c-resveratrol. 

 

Desde el punto de vista del alimento administrado a las colmenas y en el contenido 

total de resveratrol en las muestras de polen, se ha realizado una representación 

gráfica en la Figura 28.  
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Figura 28. Contenido total de resveratrol (mgkg-1) en polen según el alimento con resveratrol 
administrado a la colmena 

 

Resulta evidente que se ha encontrado mayor cantidad de t-resveratrol en el polen 

extraído de las colmenas alimentadas con candy adicionado con resveratrol, 

mientras que el contenido de c-resveratrol ha sido del mismo orden 

independientemente del alimento dado a las colmenas. 
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VI.1. Mieles monoflorales 

La miel es un alimento natural de gran interés por su alto valor nutricional así como 

por sus propiedades terapéuticas y medicinales [182]. La apiterapia está ganando 

popularidad en medicina preventiva en  diversas condiciones y enfermedades sin 

olvidar sus efectos de promotora de la salud y bienestar. Debido a su poder 

edulcorante, color y aroma, la miel también se emplea en lugar del azúcar y como 

conservante en multitud de alimentos. La composición y propiedades de una miel 

concreta dependen primordialmente del tipo de flora visitada por las abejas, las 

condiciones climáticas y la actividad de los apicultores. 

 

Desde el punto de vista químico la miel es una matriz compleja constituida por una 

mezcla concentrada de azúcares y con un contenido amplio de componentes 

minoritarios de muy diversa naturaleza química. Muchos de esos componentes son 

responsables de sus propiedades beneficiosas, así tenemos desde los compuestos de 

muy alto peso molecular (proteínas), sustancias excretadas por las abejas en la miel 

(glucosa-oxidasa, invertasa, sacarasa, distasa y catalasa), a compuestos peculiares y 

particularmente abundantes como metabolitos secundarios de las plantas, tal es el 

caso del ácido kinurénico (KYNA) en mieles de castaño [59,63] con las anotaciones 

que ya se han realizado en el Capítulo II al respecto. Todo ello dentro de una 

pléyade de componentes minoritarios entre los que cabe resaltar el grupo de los 

compuestos fenólicos [183]. 

 

El ácido kinurénico es un producto derivado de la degradación del triptófano, junto 

al ácido xanturénico y la kinurenina,  con propiedades medicinales muy diferentes 

entre ellos, de ahí el interés creciente en su determinación para, en nuestro caso, 

hacerles responsables de la identificación de algún origen botánico o confirmar su 

presencia natural en determinadas mieles no consideradas hasta ahora, como 

posibles indicadores de alguna adulteración y por supuesto para tener información 

acerca de la seguridad alimentaria de ese producto. 

 



VI. Determinación de triptófano y metabolitos en miel 
 

 126

VI.2. Antecedentes bibliográficos para el análisis de triptófano y 
sus metabolitos 

Ya se ha comentado el interés que existe sobre los compuestos que nos ocupan en 

la búsqueda de marcadores de origen floral así como la inquietud por evaluarlos en 

diferentes matrices biológicas relacionadas con enfermedades desgraciadamente 

muy actuales, por ello aquí vamos a resumir aquellos aspectos más significativos en 

cuanto a la metodología analítica a emplear. Obviamente hay innumerables 

propuestas, algunas con equipamiento realmente sofisticado, nosotros hemos 

intentado llevarlo a cabo con instrumentación ya considerada habitual en la mayoría 

de los laboratorios. 

 

En relación con el análisis de estos compuestos en la miel,  en algunas 

publicaciones recientes relacionadas con la búsqueda de marcadores del origen 

botánico,  se está dando más importancia a la evaluación de KYNA,  para lo que se  

han empleado como técnicas de detección la espectrometría de masas (MS), o la 

resonancia magnética nuclear (NMR) [56-60,62-65,184]. El análisis por cromatografía de 

líquidos (en modo de gradiente con columna C18) con detección de diodos en fila y 

espectrometría de masas con ionización electrospray (LC-DAD-MS-ESI), 

generalmente implica la dilución y centrifugación de las muestras, que luego son 

sometidas a extracción en fase sólida [58,62,63,65]. Resulta sorprendente el hecho de que 

en ningún caso, cuando se emplea esta técnica, se haga referencia a alguna 

influencia de la miel como matriz, si se toma en cuenta que como ya se ha señalado 

la miel es una matriz muy compleja, cuya composición depende fuertemente del 

néctar o mielato del que procede, y por lo tanto hay diferencias importantes en 

términos de la matriz entre las mieles de diversos orígenes botánicos. 

 

El hecho de no considerar el efecto de la matriz podría explicar las grandes 

diferencias en las cantidades de KYNA detectado en los distintos estudios, con 

valores máximos que van de 2 gkg-1 [62] a 5 mgkg-1 [66] en muestras del mismo origen 

botánico, aunque también hay que señalar que la estabilidad del analito, que 
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siempre es de gran importancia, con frecuencia no se considera en este tipo de 

análisis [185]. Además, las conclusiones generales se basan a menudo en el análisis de 

una o pocas muestras [62,66], lo cual es problemático desde el punto de vista analítico, 

sobre todo si las muestras se han obtenido en el mercado sin conocer realmente su 

origen y procesado. 

 

Como ya se ha apuntado anteriormente y debido a su implicación en varias 

enfermedades, se han propuesto un gran número de métodos cromatográficos para 

analizar estos compuestos en matrices biológicas. Existen varios enfoques que 

incluyen la determinación de la KYN, el KYNA y en ocasiones el XA mediante 

detección UV o de fluorescencia [186]. En el caso de la detección por fluorescencia, 

usualmente se añade acetato de zinc en post-columna para mejorar la señal [187-190], 

aunque en otro método se empleó la detección de fluorescencia inducida por láser 

[191]. El KYNA también ha sido analizado directamente por espectrofluorimetría 

previa derivatización con peroxidasa de rábano (HRP) en presencia de peróxido de 

hidrógeno [192-194], o por reacción fotoquímica post-columna con peróxido de 

hidrógeno [195]. También se ha determinado KYNA por detección UV [196,197], o 

espectrofotometría después de la derivación con ácido sulfanílico diazotizado [198], y 

con menor frecuencia usando NMR [199], o la espectrometría de masas [77,200-202]. 

 

En general,  cuando se emplea cromatografía líquida se prefiere una combinación 

de detectores UV y fluorescencia, y con frecuencia las fases móviles propuestas no 

son compatibles con los detectores de espectrometría de masas [203]. Los cuatros 

compuestos de interés en nuestro estudio, han sido determinados por detección 

electroquímica sin emplear ningún proceso de derivatización debido a la 

selectividad de este detector [74]. En diferentes especies de setas se han determinado 

triptófano, kinurenina y ácido kinurénico empleando HPLC-UV previa extracción 

sólido-líquido y purificación por TLC [204]. 
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En resumen, en la revisión de la literatura existente, se han encontrado muchas 

propuestas para la determinación de KYNA, algunas menos para KYN, pocas de 

XA y muy pocas para la medición simultánea de TRP, KYN, KYNA y XA, y por 

supuesto no se ha propuesto un método para la determinación simultánea de los 

cuatro compuestos en la miel. 

 

Dada la falta de estudios sobre la determinación simultánea de estos compuestos en 

miel, y que la mayoría de los trabajos se realizan en matrices biológicas [77,187-203], se 

ha desarrollado un método de cromatografía de líquidos con detección de diodos 

en fila y fluorescencia (LC-DAD/FLD) previa extracción en fase sólida (SPE) para 

el análisis simultáneo de TRP, KYNA, KYN y XA en muestras de miel de distintos 

orígenes botánicos, prestando especial atención al efecto matriz que puede ejercer 

una fuerte influencia en la cuantificación en mieles. También se ha empleado LC-

MS/MS con el fin de identificar los compuestos mediante el espectro de masas y 

para cuantificar ciertos analitos presentes en niveles de trazas en algunos tipos de 

miel cuando no fue posible por DAD-FLD. 

 

VI.3. Desarrollo de la Metodología Analítica 

Debido a que, como se ha señalado, no se encontraron referencias a métodos en 

los cuales se analizaran simultáneamente los analitos en mieles, se han probado en 

primer lugar condiciones cromatográficas favorables para la detección por 

espectrometría de masas,  compatibles con los detectores más clásicos. 

 

VI.3.1. Disoluciones 

Los patrones de triptófano y de los ácidos xanturénico y kinurénico se prepararon 

por pesada en una concentración de 1000 mgL-1 en hidróxido de sodio 0.1 M, 

mientras que la disolución patrón de kinurenina se disolvió en agua. Todas se 

almacenaron a 4ºC y protegidas de la luz. Estas soluciones permanecieron estables 

por un período de 6 meses. 
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Las disoluciones de trabajo de 100 mgL-1 se prepararon por dilución en agua de la 

disolución madre de patrones. Estas se utilizaron para elaborar la mezcla de 

patrones empleadas para todas las pruebas posteriores. 

 

VI.3.2. Condiciones cromatográficas  

 

Condiciones para la detección 

En esta parte del trabajo se han empleado dos sistemas de detección, uno 

compuesto por diodos en fila/fluorescencia (DAD/FLD) y el otro por 

espectrometría de masas con analizador de trampa de iones (MS/MS). Se hicieron 

las pruebas con una fase móvil compuesta por metanol-formiato de amonio 20 mM 

pH 6.8, en proporción 5:95 (v/v), con una columna Synergi Hydro (30 x 4.6 mm 

i.d.) con flujo 1 mLmin-1 a 30ºC. 

 

Detección DAD/FLD 

Las primeras experiencias se realizaron con el sistema de detección LC-

DAD/FLD, donde se inyectaron disoluciones individuales de patrones de 10 mgL-1 

en agua para obtener los espectros de KYN, XA y KYNA en el DAD en un 

intervalo de 200 a 400 nm. Para el TRP se obtuvieron los espectros de excitación 

(entre 200 y 300 nm) y emisión (entre 300 y 500 nm) con el detector de 

fluorescencia. 

 

En la Figura 29 se pueden observar los máximos de absorción para la kinurenina de 

226 y 258 nm, el ácido xanturénico de 244 nm y el ácido kinurénico 244 y 216, el 

primer valor corresponde al de máxima absorción, siendo estos los valores los 

seleccionados para la cuantificación de estos tres analitos. 
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Figura 29. Espectros de absorción UV-Visible de disoluciones de KYN, XA y KYNA de 5 mgL-1 

 

En la Figura 30 se muestran los espectros de emisión y excitación del triptófano 

con máximos de emisión y excitación de 272 y 354 nm, respectivamente. Se decidió 

utilizar la detección por fluorescencia para la determinación del triptófano debido a 

la mayor selectividad que presentaba frente a la absorción molecular, puesto que la 

matriz contiene muchos componentes que presentan señal en el DAD. 
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Figura 30. Espectros de excitación y emisión del triptófano en disolución de 5 mgL-1 

 

Espectrometría de masas 

Para la detección por espectrometría de masas se ha utilizado una trampa de iones. 

Para establecer las condiciones adecuadas se introdujeron directamente en el 

MS/MS disoluciones individuales de los patrones (1 mgL-1) en modo infusión, 

empleando una bomba de infusión con jeringa a un flujo de 5 Lmin-1. En APCI-

MS, los espectros obtenidos para cada compuesto presentaban como ion 

mayoritario el correspondiente [M + H]+, con la excepción del TRP para el que la 

señal más intensa fue la del [M + H-NH3]
+. Estos iones se seleccionaron como 

iones precursores para obtener iones producto en modo MRM. Las transiciones 

MRM que proporcionaron la señal más alta se utilizaron para la cuantificación, 

mientras que la siguiente transición MRM con mayor señal se empleó para la 

confirmación. 

 

Se estudiaron de manera univariada los parámetros que más influyen en la 

detección en la trampa de iones, como son corona, voltaje del capilar, temperatura 

de vaporización, flujo del gas secante, presión del nebulizador y amplitud del 

fragmentador. 
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El estudio de la corriente en la corona se llevó a cabo desde 4000 a 6000 nA, 

manteniendo el voltaje del capilar en 4000V, el flujo del gas secante en 5 Lmin-1, la 

temperatura del gas secante en 350ºC y la temperatura de vaporización en 350ºC, 

los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 35. 

  

Tabla 35. Estudio de la influencia de la corriente en de aguja corona en la S/N, área (A) e 
intensidad (I) de los iones mayoritarios de cada analito 

Ion, m/z Corriente, A S/N A (x107) I (x106) 
209 4.0 

4.5 
5.0 
6.0 

957 
1112 
1015 
9131

1.56 
1.76 
1.76 
1.84

1.70 
2.10 
1.99 
1.98 

188 4.0 
4.5 
5.0 
6.0 

2732 
3330 
3091 
3056 

5.20 
5.56 
5.40 
5.76 

3.10 
3.30 
3.10 
3.63 

206 4.0 
4.5 
5.0 
6.0 

1875 
3204 
2521 
2791

3.50 
3.87 
3.70 
4.28

1.70 
2.10 
1.23 
2.18 

190 4.0 
4.5 
5.0 
6.0 

6134 
8191 
8124 
7853 

15.10 
15.80 
16.10 
17.80 

6.70 
7.20 
7.20 
7.91 

 

Éstos resultados indican que la corriente en la corona no tiene un efecto muy 

marcado en el área e intensidad de los picos, pero sí se nota que se obtienen S/N 

más altas como una corriente de corona de 4.5 A, por lo que se seleccionó este 

valor. 

 

El voltaje del capilar se varió desde 3500 hasta 4500 V, en este caso se observó que 

este parámetro no tiene ninguna influencia por lo que se decidió usar 3500V que es 

el valor habitualmente empleado para este equipo. A continuación, se procedió a 

estudiar la temperatura de vaporización en el rango de 350 a 500ºC, los resultados 

obtenidos se muestran en la Tabla 36. 
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Tabla 36. Estudio de la influencia de la temperatura de vaporación sobre la S/N, área (A) 
e intensidad (I) de los iones mayoritarios de cada analito 

Ion, m/z Tvap, ºC S/N A (x107) I (x106) 
209 350 

400 
450 
500

1112 
1320 
1386 
1238

1.76 
3.28 
5.10 
6.10

2.10 
3.40 
5.14 
5.90 

188 350 
400 
450 
500

3330 
4932 
5963 
6219

5.56 
10.50 
17.70 
22.80

3.30 
5.80 
8.89 
11.00 

206 350 
400 
450 
500 

3204 
4096 
4097 
3231 

3.87 
7.10 
9.57 
9.50 

2.10 
3.50 
4.44 
4.57 

190 350 
400 
450 
500

8191 
8951 
7100 
5457

15.80 
23.00 
25.00 
22.30

7.20 
9.49 
9.85 
8.50 

 

Tomando en cuenta el área e intensidad de los picos obtenidos, se seleccionaron 

500ºC para el KYN, TRP y XA y 450ºC para el KYNA  como temperaturas de 

vaporización. 
 

Con los valores seleccionados de corriente en la corona, voltaje del capilar y 

temperatura de vaporización, se procedió a estudiar la influencia del flujo del gas 

secante, en un rango de 4 a 7 Lmin-1.  

 

Tabla 37. Estudio de la influencia del flujo del gas secante (N2) en la S/N, área (A) e 
intensidad (I) de los iones mayoritarios de cada analito 

Ion, m/z Flujo, Lmin-1 S/N A (x107) I (x106) 
209 4.0 

5.0 
7.0 

1386 
1238 
1454 

5.35 
6.10 
5.66 

5.79 
5.90 
5.70 

188 4.0 
5.0 
7.0 

7479 
6219 
7904

19.40 
22.80 
20.00

9.95 
11.00 
10.00 

206 4.0 
5.0 
7.0 

3230 
3231 
4061 

8.10 
9.50 
9.00 

3.69 
4.57 
4.00 

190 4.0 
5.0 
7.0 

6416 
7100 
7259

0.20 
25.00 
23.00

7.62 
9.85 
9.00 
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A la vista de los resultados obtenidos, se eligió un flujo de gas secante de 5 Lmin-1 

pues se obtenían mayores áreas e intensidades. Por último se examinó la influencia 

de la amplitud del fragmentador, en un intervalo de 0.5 y 3.0, obteniéndose 

diferentes valores óptimos para cada analito, los valores seleccionados en cada caso 

se presentan en la Tabla 38, en la que observamos que los valores óptimos de 

algunas condiciones de detección son diferentes para cada compuesto, tal es el caso 

de la temperatura de vaporización (Tvap) y ciertos parámetros de fragmentación. 

 

Tabla 38. Parámetros seleccionados para APCI-MS/MS 

Analito Transición de 
cuantificación 

Transición de 
confirmación 

Tvap, ºC Amplitud del 
fragmentador, 

V 

Fragmentación 
Cut off 

KYN 
TRP 
XA 

KYNA 

209.1>192.1 
188.0>146.0 
206.0>178.0 
190.0>162.0

209.1>146.1 
188.0>144.0 
206.0>188.0 
190.0>146.0

500 
500 
500 
450

1.0 
2.6 
1.6 
1.6

52 
46 
52 
47 

 

Los restantes parámetros para el análisis APCI-MS, por monitorización por 

reacciones múltiples (MRM) en modo de ultra barrido en un intervalo de 100 a 500 

m/z,  se relacionan a continuación:  

Temperatura del gas de secado (N2)  350ºC  

Corriente de la aguja corona   4.5 A  

Voltaje del capilar    3500 V  

Flujo del gas de secado (N2)    5 Lmin-1  
Presión del nebulizador   60 psi  

Trap drive     35 
Separador     40 V 

Amplitud del octopolo   130 V  
Salida del capilar    105.0  
Amplitud de inicio    30%  
Amplitud final    200%  

Tiempo de acumulación máximo  200 ms  
Control de la carga del ion (ICC)   200000  

Tiempo de espera    5 ms 
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Una vez establecidos los parámetros de detección, se obtuvieron los espectros de 

masas de los analitos en disolución, que se presentan en la Figura 31.  

 

Figura 31. Espectros de masas de disoluciones acuosas de patrones de 0.6 mgL-1 
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La fragmentación que se ha obtenido para cada compuesto se presenta a 

continuación: 

 KYN  209.1 m/z [M+H]+ 

   192.1 m/z [M+H–NH3]
+ 

   146.1 m/z [M+H–NH3–H2O–CO]+ 

TRP  188.0 m/z [M+H–NH3]
+ 

146.0 m/z  [M+H–NH3–CH2CO]+ 

144.0 m/z  [M+H–NH3–CO2]
+ 

XA   206.0 m/z  [M+H]+  

178.0 m/z [M+H–CO]+ 

188.0 m/z  [M+H–H2O]+ 

KYNA  190.0 m/z  [M+H]+  

162.0 m/z  [M+H–CO]+  

146.0 m/z  [M+H–CO2]
+ 

 

Columna cromatográfica 

Este estudio se ha realizado con diferentes columnas. En las columnas Eclipse los 

compuestos eran poco retenidos, incluso cuando se ensayaron pequeñas cantidades 

de modificadores orgánicos, obteniéndose una baja resolución de los analitos y 

tiempos de análisis excesivamente cortos que coeluían con el frente del 

cromatograma, por lo que se descartó su empleo, en el caso de la HILIC los 

compuestos no fueron retenidos en la columna. 

 

Posteriormente, los ensayos se realizaron con las Synergi 4m Hydro-RP 80Å de 

30 y 150 mm, en ambos casos se logró la separación de los compuestos. Sin 

embargo, con la columna más corta se producía un pequeño solapamiento algunos 

de los analitos con el frente, por lo que optó por emplear la de 150 mm. 
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Composición de la fase móvil 

Como ya se ha mencionado, no se encuentran métodos de análisis de los 

compuestos de interés en mieles, por lo que para las primeras experiencias, en el 

sistema de detección DAD/FLD, se eligió una fase móvil compatible con la 

espectrometría de masas, constituida por formiato amónico 20 mM a pH 6.0 y 

metanol (95:5 v/v), con un volumen de inyección de 20 L y flujo de 1 mLmin-1, 

con lo cual se obtuvo un tiempo de análisis de 23 min. Sin embargo, como flujos 

elevados pueden afectar la ionización de los compuestos en la detección MS/MS, 

se realizaron diferentes experiencias a fin de obtener unos tiempo de análisis 

aceptables pero empleando un flujo menor (0.5 mLmin-1), más compatible con 

MS/MS. 

 

Modificador orgánico 

Para optimizar el porcentaje de metanol se examinó en un intervalo de 1 a 15%, y 

como era previsible, el incremento en el porcentaje de modificador orgánico 

produjo una disminución en la retención de los analitos, observándose que 

porcentajes de metanol superiores al 12% producían un solapamiento de los picos 

correspondientes al triptófano y al ácido xanturénico, mientras que porcentajes 

menores de metanol daban lugar a elevados tiempos de retención y poca simetría 

de los picos. Por lo tanto, se utilizó un 12% de metanol. 

 

Influencia del pH 

Se hicieron ensayos para comprobar la influencia del pH sobre  la retención de los 

analitos, , en un intervalo de 2 a 7  como consecuencia de  las especificaciones de la 

columna cromatográfica. Para ello, el pH del formiato amónico se ajustó con ácido 

fórmico (para pH ácido) y amoniaco acuoso (para pH básico). A valores de pH 

ácido se incrementó la retención de los compuestos, y a pH básico, aparte de 

empeorar la resolución, se produjo un solapamiento entre el ácido xanturénico y la 

kinurenina, por lo que se optó por trabajar a pH de 4 ya que tanto la resolución 

como el tiempo de análisis eran adecuados. 
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Flujo 

Debido al empleo de la trampa de iones ya se ha indicado que era conveniente 

disminuir el flujo de fase móvil, para hacerlo más acorde con los flujos típicamente 

empleados en dicha técnica. La disminución en el flujo implica tiempos de análisis 

más largos, por lo tanto paralelamente se fue variando el porcentaje de modificador 

orgánico. De los resultados que se obtuvieron, se seleccionó un porcentaje de 

metanol del 12% y un flujo de 0.5 mLmin-1, que proporcionaban resultados 

similares a los obtenidos en el sistema DAD/FLD. 

 

Temperatura 

El siguiente parámetro que se estudió fue la influencia que la temperatura ejercía 

sobre la separación , por ello se realizaron distintas inyecciones de una mezcla 

patrón, variando la temperatura de la columna entre 25 y 45ºC, en intervalos de 

5ºC. De los resultados que se obtuvieron se pudo observar que el aumento de 

temperatura provocaba una disminución lógica en los tiempos de retención de los 

analitos y un solapamiento con los picos de componentes de la miel, por esto se 

seleccionó una temperatura de 30ºC. 

 

Volumen de inyección 

Por último, se abordó la influencia del volumen de inyección sobre la forma y 

simetría de los picos. A medida que se aumentó el volumen de inyección se produjo 

un aumento del tamaño de los picos, sin provocar pérdida de simetría, hasta un 

volumen de inyección de 50 L; volúmenes superiores provocaron deformidades 

en los picos, no obstante en las pruebas con mieles oscuras, se obtenían 

solapamientos con picos de la matriz a partir de volúmenes superiores a los 20 L, 

por lo que aunque se perdía un poco en cuanto a límites de detección, en aras a la 

selectividad se escogió como volumen de inyección 20 L para todos los tipos de 

mieles. 
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Condiciones cromatográficas seleccionadas 

Como consecuencia final de todo el estudio de las condiciones cromatográficas, el 

método analítico que se propone para la determinación de KYN, TRP, XA y 

KYNA en mieles emplea una columna Synergi Hydro de 150 mm, a 30ºC, con una 

fase móvil compuesta por 88% de formiato amónico a pH 4 y 12% de metanol a 

un flujo de 0.5 mLmin-1, inyectándose 20 L en ambos sistemas de detección. En 

las Figura 32 y Figura 33 se presentan los cromatogramas obtenidos para la mezcla 

de patrones en las condiciones cromatográficas seleccionadas.  

 

 

 

Figura 32. Cromatogramas de mezcla de patrones en disolución acuosa de 0.6 mgL-1 en las 
condiciones cromatográficas finales para la detección (A) DAD, (B) FLD 

(B)

0 

TRP

(A)
KYN XA

KYNA 

0 
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Figura 33. Cromatogramas de patrones en disolución acuosa de 0.6 mgL-1 obtenidos en LC-
MS/MS 

 

VI.3.3. Tratamiento de la muestra 

El siguiente paso fue desarrollar un procedimiento que eliminara la mayor cantidad 

de interferencias posibles y, a la vez, concentrara los analitos de tal manera que 

permitiese bajar los límites de detección y cuantificación en miel. 

 

Por estas razones, se decidió utilizar la extracción en fase sólida (SPE), para lo cual 

se realizaron experiencias con los cartuchos poliméricos MCX 30 m, 3 mL y 60 

mg, que combinan las técnicas de fase inversa e intercambio catiónico para bases y 
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los HLB 30 m, 3 mL y 60 mg, que contienen un adsorbente de fase reversa con 

balance hidrofílico–lipofílico, ambos de la serie Oasis® que son humectables, sin 

efectos de secado del adsorbente, ofreciendo de esta manera recuperaciones 

reproducibles. 

 

Se hicieron pruebas a tres niveles de concentración distintos para cada cartucho 

con el fin de obtener los porcentajes de recuperación (Tabla 39). 

 

Tabla 39. Porcentajes de recuperación y precisiones obtenidas en mieles añadidas con los 
analitos a tres niveles de concentración en función del cartucho de extracción (n=3) 

Compuesto Concentración 
(mgkg-1) 

Recuperaciones de recuperación, %R (%CV) 
OASIS® HLB OASIS® MCX 

KYN 
 
 

TRP 
 
 

XA 
 
 

KYNA 
 
 

0.12 
0.50 
1.00 
0.12 
0.50 
1.00 
0.12 
0.50 
1.00 
0.12 
0.50 
1.00 

42.4 (2.5) 
51.2 (4.0) 
52.5 (5.3) 
48.8 (2.4) 
38.4 (3.6) 
32.2 (5.3) 
64.1 (2.1) 
54.1 (3.5) 
58.3 (5.2) 
29.7 (2.3) 
48.4 (3.4) 
67.7 (5.0) 

65.2 (3.2) 
66.8 (2.1) 
68.7 (5.5) 
54.1 (2.5) 
61.2 (3.7) 
65.2 (2.6) 
75.6 (2.3) 
78.4 (2.6) 
79.9 (3.5) 
72.5 (1.2) 
76.4 (1.5) 
77.3 (1.9) 

 

Los porcentajes de recuperación, como se observa en la tabla, son menores para los 

cartuchos HLB, por lo que fue con los MCX que se decidió realizar la optimización 

de las restantes etapas del procedimiento de extracción–concentración. 

 

Se estudió el tipo de disolvente para las muestras que condujera a la máxima 

retención de los analitos en el lecho de adsorbente. Se realizaron diferentes ensayos 

utilizando agua, disoluciones de hidróxido de sodio 0.1 M y disoluciones de ácido 

clorhídrico 0.1 M. De dichas experiencias, se dedujo que el mejor disolvente era el 

ácido clorhídrico, ya que se obtenían cromatogramas más limpios. Posteriormente, 

se evaluó la influencia de la concentración de dicho ácido sobre la retención, 

deduciéndose que la concentración más adecuada era la de partida, ya que a 



VI. Determinación de triptófano y metabolitos en miel 
 

 142

concentraciones inferiores los porcentajes de recuperación eran menores, y 

concentraciones superiores no conducían a un aumento en la retención, estas 

experiencias se realizaron tanto con patrones acuosos como con muestras de miel 

fortificadas.  

 

Las etapas de activación y acondicionamiento, se realizaron haciendo pasar 5 mL 

de metanol y 5 mL de agua, respectivamente. Para la etapa de retención, donde las 

interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase estacionaria controlan la 

retención en el adsorbente de SPE, se ensayaron diferentes cantidades de muestra a 

tratar manteniendo siempre constante el volumen de 10 mL. De los resultados que 

se obtuvieron, se seleccionó una cantidad de 5 g, ya que cantidades superiores 

provocaban la saturación del relleno. 

 

Posteriormente, para la etapa de lavado, se realizaron una serie de experiencias 

utilizando diferentes disoluciones acuosas conteniendo: 1% de metanol, 10% de 

ácido clorhídrico 0.01 M, 10% de hidróxido sódico 0.01 M, y ácido clorhídrico 0.1 

M. De los resultados que se obtuvieron, se dedujo que la mayor eliminación de 

interferentes sin pérdida de los analitos se alcanzaba utilizando como disolución de 

lavado ácido clorhídrico 0.1M. También se realizaron pruebas para establecer el 

volumen necesario de esta disolución que se debía hacer pasar, resultando que 5 ml 

de esta solución eran suficientes para obtener altas recuperaciones y 

cromatogramas limpios, para todas las muestras estudiadas, la eliminación completa 

del líquido de lavado se realizó haciendo pasar una corriente de aire. 

 

Por último, para la etapa de elución se probaron distintas disoluciones y volúmenes. 

Las disoluciones de elución ensayadas fueron: metanol, metanol al 10% de 

hidróxido sódico 0.01M y metanol al 10% de hidróxido sódico 0.1M. De los 

resultados que se obtuvieron, se dedujo que los mayores porcentajes de 

recuperación se obtenían mediante la utilización del metanol al 10% de hidróxido 

sódico 0.1M. Posteriormente, para conocer el volumen adecuado de dicha 
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disolución, se realizaron una serie de experiencias variándolo entre 1 y 20 mL, a 

intervalos de 5 mL. De los resultados que se obtuvieron, se pudo deducir que el 

volumen más adecuado era de 10 mL totales, pasando cada vez 2 mL recogiéndose 

el eluído en un mismo recipiente. 

 

Para lograr una mayor concentración de los analitos fue necesario un paso 

posterior en el cual se concentraron los 10 mL en un rotavapor, hasta sequedad a 

40 ºC y posteriormente el residuo se reconstituyó en 1 mL de agua, que fue 

trasvasado a un vial ámbar para su posterior análisis. 

 

El tratamiento de muestra establecido mediante extracción en fase sólida y 

concentración en rotavapor, se resume a continuación: 

 

 

 

Extracción en 

fase sólida 

Cartucho OASIS® MCX 

30 m, 3 mL, 60 mg 

Concentración en 

rotavapor 

5 g miel/10 mL HCl 0.1 M

5 x 2 mL MeOH al 10% NaOH 

0.1 M 

5 mL MeOH
5 mL H2O 

5 mL HCl 0.1 M

Secado 5 min

Evaporación a sequedad

Redisolución 1 mL H2O
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VI.3.4. Validación del método analítico 

La validación del método analítico establecido se realizó siguiendo las directrices de 

Commission Decision 2002/657/EC [205] y del documento SANCO/825/00 [206]. 

 

Los parámetros estudiados fueron: selectividad, precisión, recuperación, linealidad 

y límites de detección y cuantificación para los dos sistemas de detección 

empleados. 

 

Selectividad 

La selectividad como la capacidad de medir inequívocamente el analito en presencia 

de los componentes que se espera que estén presentes. Normalmente, estos pueden 

incluir, impurezas, productos de degradación, la matriz, etc. 

 

Para el estudio de la selectividad del método analítico, además de tomar como 

referencia el tiempo de retención, se compararon los cromatogramas de mieles a las 

que no se le añadieron los compuestos de interés, con extractos de miel a los que se 

le habían añadido los analitos, para comprobar que el pico cromatográfico era puro 

y no coeluía con ningún compuesto de la matriz. Debido a que no se disponía de 

una matriz “blanco”, puesto que las mieles contienen triptófano y en algunos casos 

el resto de los metabolitos analizados, la confirmación de la pureza del pico 

cromatográfico se realizó mediante la evaluación de los respectivos espectros de 

masas. En las Figura 34 a Figura 36 se presentan a modo de ejemplo los 

cromatogramas de mieles de romero y brezo sin adicionar y adicionada con mezcla 

de patrones. 
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Figura 34. Cromatogramas obtenidos por DAD: (A) patrones en disolución acuosa de de 0.6 mgL-
1; (B) extractos de miel sin adicionar y (C) extractos de miel adicionados con  analitos en 

concentración de 0.6 mgL-1 
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Figura 35. Cromatogramas obtenidos por FLD: (A) patrones en disolución acuosa de de 0.6 mgL-1; 
(B) extractos de miel sin adicionar y (C) extractos de miel adicionados con analitos en concentración 

de 0.6 mgL-1 

 
Figura 36. Cromatogramas obtenidos por LC-MS/MS de patrones en disolución acuosa de 0.6 

mgkg-1, extractos de miel de romero y brezo sin añadir y añadida con 0.6 mgL-1 de mezcla de 

patrones 

Patrones Brezo Romero 
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A partir de estos resultados, se puede aseverar que el pico asignado a cada uno de 

los analitos en las mieles es puro y no hay presencia de interferentes de la matriz y 

por tanto el método cumple con el requisito de selectividad. 

 

Precisión 

La precisión del método fue evaluada en términos de la repetibilidad y la precisión 

intermedia. 

 

Para estudiar la repetibilidad se sometieron al procedimiento de análisis muestras de 

miel replicadas (n=5) en el intervalo de concentraciones de las líneas de calibrado, 

empleándose 3 niveles de concentración para la detección DAD/FLD y 4 niveles 

para MS/MS, esto debido a que los LOD era menores para éste detector. Los 

extractos obtenidos se inyectaron por triplicado en el sistema cromatográfico. Los 

resultados expresados en términos de %RSD, se detallan en la Tabla 40. 

 

Tabla 40. Estudio de la repetibilidad del método (n=5) 

Compuesto
Concentración 

(gkg-1) 

DAD/FLD  MS/MS 
%RSD 

(tR)
%RSD 
(Área)

 %RSD 
(tR) 

%RSD 
(Área) 

KYN 
 
 

10 
150 
600 

1800

 
1 
1 
2

 
3 
3 
2

 
 
 

1 
2 
3 
3 

15 
10 
11 
12 

TRP 
 
 

10 
150 
600 

1800

 
2 
2 
2

 
4 
3 
3

 
 
 

2 
2 
3 
3 

12 
9 
10 
13 

XA 
 
 

10 
150 
600 

1800

 
1 
1 
1

 
3 
3 
2

 
 
 

2 
3 
3 
3 

10 
10 
9 
9 

KYNA 
 
 

10 
150 
600 

1800

 
3 
2 
2

 
5 
5 
4

 
 
 

3 
4 
4 
4 

11 
10 
11 
9 
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Como se puede observar la variabilidad de los tiempos de retención en los dos 

sistemas de detección es pequeña (<5%), igual situación se presenta con el área en 

la detección DAD/FLD, sin embargo con la trampa de iones la variabilidad fue 

mayor del 15%. Este hecho se puede atribuir a las características del detector, razón 

por la cual se hizo necesario el empleo de un patrón interno (PI). 

 

Se ensayaron diferentes sustancias que podían actuar como tal, para lo cual se 

disolvieron en NaOH 0.1M para preparar las disoluciones “madres”, a partir de las 

cuales por dilución con agua se obtuvieron las disoluciones de trabajo que se 

inyectaron en el equipo en las condiciones cromatográficas establecidas, en la Tabla 

41 se recogen los tiempos de retención obtenidos. 

 

Tabla 41.Tiempos de retención para diferentes sustancias 

Compuesto Masa molecular Tiempo de retención (min) 
Norvalina 
t-piceido 
Niacinamida 
DL-etionina 
DL-citrulina

117.15 
390.38 
122.12 
163.24 
175.19

3.8 
33.0 
9.8 
7.0 
3.1

 

A la vista de los resultados, se puede decir que la niacinamida y DL-etionina son los 

compuestos más adecuados, ya que tienen tiempos de retención intermedios entre 

los analitos, por este motivo se descartan los restantes compuestos estudiados. 

 

Para seleccionar entre las dos alternativas, se realizaron pruebas para determinar si 

se encuentran presentes en las mieles, inyectándose una serie de extractos de miel 

sin ningún compuesto añadido, la identificación se realizó mediante el tiempo de 

retención y el espectro de masas. Como resultado se pudo identificar los iones de la 

niacinamida en algunas mieles (brezo, zarzamora, castaño), por lo tanto se 

seleccionó DL-etionina como patrón interno para la cuantificación por MS/MS. 
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Las condiciones de detección de la DL-etionina se establecieron de manera 

semejante al resto de los analitos, los resultados se presentan en la Tabla 42. 

 

Tabla 42. Parámetros de detección APCI+ para el patrón interno 

Compuesto Transición Temperatura 
vaporización, ºC 

Fragmentación Amplitud de 
fragmentación, V 

DL-etionina 164.0>118.0 500 40 1.8 
 

Para la cuantificación se siguió la transición del ion precursor 164.0 

correspondiente a [M+H]+ al ion 118.0 que corresponde a [M+H–CO–H2O]+, la 

estructura química y el espectro de MS obtenido de la etionina se presenta en la 

Figura 37. 

 

 

Figura 37. Estructura química y espectro MS de la DL-etionina en disolución acuosa de 1 mgL-1 

 

La precisión intermedia fue evaluada al igual que la repetibilidad pero en días 

diferentes, los resultados del estudio de precisión en términos de área del pico (A) 

para DAD/FLD y relación de áreas (A/API) para MS/MS, se recogen en la Tabla 

43. 
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Recuperación 

Los porcentajes de recuperación se evaluaron en mieles de diferentes orígenes 

botánicos, así como miel multifloral y mielatos a tres niveles de concentración con 

5 réplicas. En la Tabla 44 se muestran los promedios de los porcentajes de 

recuperación obtenidos y los RSD obtenidos en cada caso.  

 

Varias pruebas se llevaron a cabo utilizando soluciones estándar y extractos de 

diferentes tipos de miel que fueron adicionadas con los compuestos de interés para 

comparar las señales (DAD, FLD, MS/MS) y determinar la recuperación de cada 

analito. En general, se obtuvieron recuperaciones similares para DAD y FLD, 

siendo los valores superiores a los obtenidos por MS/MS, aunque para la miel de 

zarzamora y espliego las recuperaciones fueron mejores por MS/MS, y para 

algunos compuestos específicos en ciertas muestras (por ejemplo, KYN en el 

romero, azahar, ajedrea, y castaño, TRP en el azahar, lavandín, ajedrea, castaño, 

encina y brezo; XA en el romero, azahar, multifloral, lavandín; KYNA de castaño). 

Estos resultados ponen de manifiesto la influencia del efecto de la matriz, lo que el 

uso cuantitativo del MS/MS resultó inconveniente para la mayoría de tipos de miel, 

y demuestra la importancia de dar cuenta de este efecto, que con frecuencia es 

ignorado. Con la excepción de las muestras de miel en las que algunos de los 

analitos no estaban presentes, el uso de la calibración en matriz resolvió este 

problema. En los demás casos, previamente se realizó un análisis semi-cuantitativo, 

y si los compuestos se detectaban, se aplicó el método de adición patrón. En 

ambos casos, la eliminación de supresión o parcial de este efecto de la matriz en los 

compuestos estudiados es un proceso difícil y que conlleva mucho tiempo. 
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Límite de detección y límite de cuantificación 

En el estudio de selectividad, se observó que casi todas las muestras contenían los 

analitos, por lo que no se disponía de un blanco de matriz, así que se procedió a la 

dilución de las muestras para determinar experimentalmente los límites de 

detección (LOD) y cuantificación (LOQ) en cada detector. Para la cuantificación 

de los compuestos se emplearon las correspondientes líneas de calibrado, que 

como se explica en el apartado de linealidad, fue necesario emplear líneas de 

calibrado sobre cada tipo de miel. El procedimiento consistió en la dilución de las 

muestras de miel el número de veces que fue necesario, hasta obtener un 

cromatograma en el que no fue posible identificar los analitos. A pesar de la 

dilución, el efecto de la matriz aun era apreciable, por lo que se midió el ruido de 

fondo en este tipo de cromatograma y la concentración de la muestra calculada, 

teniendo en cuenta las diluciones efectuadas, de esta manera fue posible calcular el 

LOD y LOD como 3 y 10 veces la relación señal/ruido (S/N), respectivamente. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 48. 

 

Como se puede observar los valores de LOD y LOQ para cada tipo de miel fueron 

menores cuando se utiliza MS/MS, obteniéndose valores similares para todos los 

compuestos en este detector, contrario a lo que ocurre con los otros detectores. 

Los valores obtenidos por FLD para el TRP se asemejan a los obtenidos por el 

DAD para XA y KYNA, mientras que para la KYN, presenta mayores LOQ en 

todos los casos. Además se evaluó la variabilidad en los límites, obteniéndose 

resultados similares a los obtenidos en el estudio de repetibilidad (Tabla 43), es 

decir para la detección DAD/FLD un RSD <5% y para MS/MS fue más alto, RSD 

<10%. 
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Linealidad y efecto matriz 

La cuantificación se llevó a cabo en función del detector utilizado y el origen 

botánico de la miel, de tal manera que para los análisis por DAD/FLD, la 

determinación de los analitos se realizó mediante las líneas de calibrado de patrones 

independientemente del origen botánico de la miel. En este caso, los rangos lineales 

estudiados oscilaron entre el LOQ de cada analito y tipo de miel hasta 20 mgkg-1. 

Para el análisis por MS/MS, las líneas de calibrado en matriz se obtuvieron 

mediante el método de adición patrón para cada tipo de miel, debido a que se 

observó un efecto de la matriz, aquí los rangos lineales estuvieron entre el LOQ de 

cada analito y tipo de miel y 5 mgkg-1, los extractos de miel adicionados contenían 

también el patrón interno, DL-etionina, en una concentración de 200 mgkg-1.Se 

aplicó el análisis de regresión lineal con un factor de ponderación de 1/x2, siendo la 

variable dependiente la señal de los analitos (área del pico para DAD/FLD y 

relación de áreas del pico del analito y patrón interno para MS/MS). 

 

Para la detección por DAD/FLD, se obtuvo un ajuste al modelo lineal (p<0.05) en 

el intervalo de concentraciones estudiado. Por otra parte, la comparación de las 

pendientes del calibrado de patrones y el calibrado sobre matriz para cada tipo de 

miel reveló que se encontraban dentro del mismo intervalo de confianza, lo cual 

demostró la inexistencia de efecto matriz y por lo tanto la validez de la 

cuantificación de los analitos mediante el método de patrón externo sin la presencia 

de matriz, lo que conlleva una mayor rapidez en el análisis cuando los analitos se 

encuentran en valores por encima de los límites de detección. Por lo tanto, para 

este sistema de detección se presentan en la Tabla 49 los parámetros de regresión 

obtenidos para el calibrado de patrones. 

 

Tabla 49. Parámetros de regresión para la cuantificación por DAD/FLD 

Compuesto a sa b sb r2 sy/x 
KYN 
TRP 
XA 
KYNA 

-22.24 
-15.35 
-15.50 
-4.92

10.05 
12.35 
22.35 
5.14 

570.26 
420.77 
1350.08 
1410.35

6.86 
6.77 
15.88 
2.73

0.9988 
0.9990 
0.9988 
0.9999 

25.98 
22.43 
60.21 
9.04
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En todos los casos se verificó la tendencia lineal de los calibrados mediante la 

prueba t, encontrándose en todos los casos que la texperimental era mayor que la ttabulada, 

por lo tanto se acepta que el método es lineal con un nivel de confianza del 95% y 

los coeficientes de regresión (r2) fueron para todos superiores a 0.99.  

 

En el caso del análisis por MS/MS, previamente se había observado discrepancias 

entre los resultados obtenidos en los sistemas de detección estudiados (Tabla 44), 

lo que hacía sospechar sobre la presencia de efecto matriz, ya que es de sobra 

sabido que el análisis por LC-MS/MS puede verse altamente afectado debido a la 

competencia en la ionización de los compuestos que coeluyen en el sistema 

cromatográfico que puede causar la supresión o aumento iónico. 

 

Debido a lo antes expuesto, se obtuvieron los parámetros de regresión de las líneas 

de calibración realizadas para MS/MS mediante el método de adición patrón y 

cuantificadas con patrón interno en los diferentes orígenes botánicos estudiados, 

que se presentan en Tabla 50. La comparación de las pendientes de los calibrados 

sobre miel adicionada, confirmaron la presencia de un marcado efecto matriz 

independiente del origen botánico, además tampoco se presentaba una tendencia 

que permitirá la agrupación de las mieles en función del color. 

 

Por lo tanto, la utilización de MS/MS se ve limitada como técnica de confirmación 

o cuando las cantidades presentes en la miel no pueden ser cuantificadas por 

DAD/FLD, donde resulta más fácil y rápida la determinación de los compuestos 

de interés. 
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VI.4. Aplicación en mieles monoflorales 

El método analítico validado fue aplicado a 17 tipos diferentes de mieles de origen 

floral o arbóreo, provenientes de diferentes regiones de España, gentilmente 

donadas por el Centro Apícola Regional (CAR) de Marchamalo (Guadalajara, 

España), después de confirmar el origen botánico por análisis melisopalinológico. 

De cada tipo de miel se analizaron 5 muestras, en la Tabla 51 se presenta el 

intervalo de concentraciones encontradas en las mieles. 

 

Tabla 51. Intervalo de concentraciones de los analitos en mieles comerciales (n=5) 

Origen botánico 
Concentración (mgkg-1)

KYN TRP XAª KYNA 
Romero 0.33-0.89 4.88-14.64 <LOD-0.02 0.12-1.17
Espliego 3.50-5.37 2.73-6.68 <LOD-0.02 0.29-0.37
Azahar 1.07-1.32 0.95-1.10 0.01-0.10 0.02-0.08 
Eucalipto 2.14-4.47 1.57-1.78 0.03-0.60 0.49-0.54 
Tomillo 2.04-3.51 0.14-3.50 0.02-0.34 0.40-2.12
Mil flores 4.68-5.47 1.86-2.16 0.02-0.03 3.01-3.24
Cantueso 0.84-0.98 2.51-2.87 0.04-0.28 0.20-0.26 
Castaño 0.10-0.15 0.07-0.12 0.23-0.34 103.50-141.15
Girasol 3.13-3.77 0.45-0.53 0.05-0.10 0.31-0.37 
Mielato de acacia 0.30-0.36 0.69-0.78 0.05-0.28 0.11-0.15
Lavandín 0.04-0.23ª 0.63-0.74 0.01-0.04 0.60-0.71 
Ajedrea 0.14-0.23 0.18-1.07 0.01-0.08 0.26-0.32
Encina 0.02-0.06ª 1.04-1.26 < LOD 0.45-0.50 
Zarzamora 0.18-0.24 0.28-0.35 <LOD-0.02 11.65-12.35 
Roble 0.13-0.31 1.10-1.35 0.01-0.03 1.01-1.05 
Brezo 0.03-0.09ª 0.03-0.11 0.01-0.35 1.01-1.07
Bosque 0.14-0.18 9.56-9.94 <LOD-0.02 1.15-1.18

 ª Se empleó MS/MS debido a las bajas cantidades presentes 
 

Los resultados fueron obtenidos empleando DAD y MS/MS para KYN y KYNA; 

FLD o MS/MS para el TRP, como se indica en la tabla anterior. El XA y algunos 

analitos específicos se cuantificaron por MS/MS debido a los bajos niveles en que 

se encontraban en las muestras. 

 

 

 



VI. Determinación de triptófano y metabolitos en miel 
 

 162

En la miel de castaño se encontraron grandes cantidades de KYNA (>100 mgkg-1), 

lo que difería significativamente de lo descrito en las referencias [62,66]. Igualmente se 

observaron altos niveles de KYNA en muestras de miel de zarzamora (>10mgkg-1) 

y multifloral (>3mgkg-1), en contraste con los niveles mucho más bajos observados 

en las otras muestras de miel. Cabe señalar que el KYNA se detectó en los 17 tipos 

de miel estudiados, incluyendo las mieles de origen floral, lo que no había sido 

detectado en otros estudios [58-62]. Sin embargo, el origen geográfico y el 

procedimiento de recogida de las muestras impidieron comprobar la presencia de 

contaminación. Basándose en estos hallazgos, no se recomienda usar el KYNA 

como marcador específico de la miel de castaño. 

 

Los niveles más altos de KYN (>1 mgkg-1) se encontraron en 6 tipos de miel 

(multifloral, girasol, espliego, azahar, eucalipto y tomillo). En cuanto al TRP los 

valores más altos se detectaron en muestras de miel de bosque y romero (>4 mgkg-

1), aunque se encontraron cantidades apreciables en muestras de espliego y 

cantueso (>2.5 mgkg-1). 

 

En comparación con los otros compuestos determinados, se encontraron 

cantidades significativamente menores del XA en las muestras de miel estudiadas, 

con valores inferiores a 0.4 mgkg-1. 

 

De manera general, se puede afirmar que la kinurenina, el triptófano y los ácidos 

kinurénico y xanturénico se encontraron en todas las muestras estudiadas, con 

excepción de la miel de encina en la que no se detectó el ácido xanturénico.  
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Se ha desarrollado un método para análisis de resveratrol (cis/trans) y piceido 

(cis/trans) en miel, polen y alimento para abejas, basado en el empleo de la 

cromatografía líquida con detectores de diodos en fila, fluorescencia y 

espectrométrico de masas (cuadrupolo simple) 

 La mejor separación se consigue empleando una columna Gemini C18 110Å 

de 250 mm, a 30ºC, con una fase móvil constituida por una mezcla de ácido 

fórmico al 1% en agua y acetonitrilo(85:25), operada en régimen isocrático 

para miel y alimento para abejas mientras que para polen es más adecuado 

en gradiente. 

  Teniendo en cuenta la matriz se aconseja el empleo combinado de la 

detección UV (cis) y fluorescente (trans), pudiéndose evaluar los cuatro 

compuestos al utilizar el detector de cuadrupolo. 

 Las características analíticas del método lo hacen útil para evaluar las 

concentraciones muy diferentes que pueden contener las muestras. Ahora 

bien el origen botánico de la miel y por tanto su composición diferente 

afectan a dichas características siendo peores para el caso de las mieles 

oscuras. 

 Para la preparación de muestra en el análisis de miel se basa en el empleo, 

sobre diluciones acuosas, de cartuchos de extracción en fase sólida tipo C18 

polimérico. Para las muestras de alimento para abejas se realiza la inyección 

directa de las diluciones acuosas. Para las muestras de polen se hace preciso 

una limpieza repetida con hexano seguida de una extracción sólido-líquido 

con disolución etanólica y posterior concentración del extracto 

hidroalcohólico. 

 

La metodología propuesta se ha aplicado al seguimiento de la eficacia del 

tratamiento de colmenas afectadas por nosemosis, analizando los residuos 

encontrados en muestras recogidas en la cámara de cría después de aplicar 

tratamientos con alimentos suplementados con trans-resveratrol 
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 El tratamiento, con la dosis sugerida por la bibliografía en experimentos in 

vitro, resultó ineficaz 

 El segundo tratamiento muestra una gran eficacia contra Nosema spp, si bien 

las cantidades residuales en miel son muy variables y en varios casos 

elevadas lo que implica una optimización de dosis y posología. 

 Aunque el candy suplementado se consume mejor parece que la eficacia es 

mayor con la aplicación del compuesto en el jarabe. Las concentraciones 

residuales en las muestras procedentes del tratamiento con candy son 

bastante similares mientras que con jarabe la variación es mucho mayor 

 En todas las muestras analizadas obviamente el compuesto que siempre 

aparece en mucha mayor concentración es el trans-resveratrol 

 Se han encontrado muestras de polen comercial con cantidades residuales 

de trans-resveratrol 

Se propone por vez primera un método para análisis de triptófano y sus principales 

metabolitos en mieles empleando cromatografía líquida con detectores de diodos 

en fila, fluorescencia y espectrométrico de masas (trampa de iones). 

 La separación se ha conseguido empleando una columna Synergi™ 4m 

Hydro-RP 80 Å de 150 mm, a 30ºC, con una fase móvil constituida por 

formiato amónico a pH 4 y metanol (88:12) en régimen isocrático 

 Aunque la combinación LC-DAD-FLD resulta útil para la mayoría de las 

muestra, las bajas cantidades de ácido xanturénico exigen el empleo del 

detector de masas, de este modo se aconseja: 

LC-DAD (MS/MS) para kinunerina y ácido kinurénico. 

LC-FLD (MS/MS) para triptófano. 

LC-MS/MS para ácido xanturénico. 

 La preparación de muestra propuesta consiste en pasar las diluciones 

acuosas por cartuchos poliméricos MCX que combinan fase inversa e 

intercambio catiónico. 
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El método se ha aplicado al análisis de muestras de mieles de 17 orígenes botánicos 

diferentes 

 Aunque efectivamente se encuentran grandes cantidades de ácido 

kinurénico en la miel de castaño hay otros orígenes botánicos donde 

también se detecta el compuesto por lo que no se debería considerar ese 

ácido como marcador específico de la miel de castaño 

 El triptófano es más abundante en las mieles de bosque, romero, espliego y 

cantueso. 

 Las mieles de girasol, espliego, cantueso, eucalipto, romero y multifloral 

presentan los mayores contenidos en kinurenina 

 Las cantidades de ácido xanturénico son muy pequeñas en las mieles en las 

que aparece, incluso no está presente en cantidades detectables en las mieles 

de romero, espliego, encina, zarzamora y bosque. 
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ACN  Acetonitrilo 

APCI  Ionización Química a Presión Atmosférica 

BSTFA  bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

CAR  Centro Apícola Regional 

CCD  Síndrome de Despoblamiento de las Colmenas 

CE  Electroforesis Capilar 

c-p ó c-pic cis-piceido 

c-r ó c-res cis-resveratrol 

CV%  Coeficiente de variación porcentual 

CZE  Electroforesis Capilar en Zona 

DAD  Detector de diodos en fila 

DL-E  DL-Etionina 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

EIC  Cromatograma de ion extraído 

ESI  Ionización por Electrospray 

EtOH  Etanol 

FDA  Agencia de Medicamentos y Alimentos 

FIA  Análisis de inyección de flujo 

FLD  Detector de fluorescencia 

GC  Cromatografía de Gases 

HRP  peroxidasa de rábano, proviene del inglés: horseradish peroxidase 

IUPAC Unión Internacional de Química Pura y Aplicada 

KYN  Kinurenina 

KYNA  Ácido kinurénico  

LC ó HPLC Cromatografía de Líquidos 

LLE  Extracción líquido–líquido 

LOD  Límite de detección 

LOQ  Límite de cuantificación 

MAE  Extracción asistida por microonda 

MEKC  Electroforesis Capilar Electrocinética Micelar 

MeOH  Metanol 

MRM  Monitorización de reacciones múltiples 

MS  Espectrometría de Masas 
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ND  No detectado 

NMR  Resonancia magnética nuclear 

NQ  No cuantificable 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

PI  Patrón interno 

PLE  Extracción con fluidos presurizados 

PO  Producto de oxidación 

r.p.m.  Revoluciones por minuto 

RE%  Porcentaje de error relativo 

RSD%  Porcentaje de desviación estándar relativa  

SFE  Extracción con Fluidos Supercríticos 

SIM  Monitorización selectivo de iones 

SPE  Extracción en fase sólida 

TLC  Cromatografía de capa fina 

t-p ó t-pic trans-piceido 

t-r ó t-res trans-resveratrol 

TRP  Triptófano 

TVap  Temperatura de vaporización 

UAE  Extracción asistida por ultrasonidos 

USA  Estados Unidos de Norteamérica 

UV  Ultravioleta 

VICH  Conferencia Internacional sobre Armonización en Veterinaria 

XA  Ácido xanturénico 
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