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Resumen

El Metilglioxal (MGO) es una molécula formada en la etapa de maduracion de la miel, el cual
contribuye a las propiedades antimicrobianas y cicatrizantes de la misma. EI MGO se encuentra
presente en la miel de Manuka, extraida del arbol Manuka o arbol de té (Leptospermum
scoparium). La concentracion de MGO puede conferir a la miel de Manuka la cualidad de poder
emplearse en aplicaciones médicas. Varios estudios in vitro han demostrado que la miel de
abejas sin aguijon tiene caracteristicas fisicoquimicas distintas a la miel de Apis mellifera,
ademas reporta un potencial antibacteriano y antibiofilm superior en comparacion con la miel de
Manuka. Es importante realizar estudios analiticos méas precisos para identificar y cuantificar los
compuestos presentes en la miel de abejas sin aguijon que contribuyen a sus efectos
antimicrobianos. El objetivo general de este trabajo fue establecer un método en cromatografia
en capa fina de alto desempefio (HPTLC) para cuantificar metilglioxal (MGO) en mieles de
abejas sin aguijon. Para dicho andlisis se utilizaron mieles de dos especies de meliponinos: 10
muestras de Tetragonisca angustula y 10 muestras de Melipona beecheii. Asi mismo, se analizé
una muestra de miel de Manuka. Las cromatografias se realizaron empleando el sistema HPTLC
de CAMAG® del Laboratorio de Microbiologia y Quimica Medicinal del CINAT-UNA. Se
establecié un método de cuantificacion de MGO mediante HPTLC, el mismo se encuentra
validado mediante los procedimientos establecidos por el ICH Guideline teniendo en cuenta
parametros de desempefio tales como linealidad, ambito, especificidad, limite de deteccion y
cuantificacién, entre otros. Se logro la optimizacion del método realizando una extraccién en
fase sélida a las muestras de mieles analizadas posterior a la reaccion de 1,2-fenilendiamina,
incluyendo la adicion de estandar interno en condicion estandar de HPTLC y mejorando la
resolucion del analito mediante la utilizacion de una fase movil compuesta de acetato de etilo :
acetonitrilo : &cido férmico (84.5:14.5:1). Con el método propuesto, se logré cuantificar MGO en
las muestras de mieles de meliponinos. Asi mismo, algunas de las muestras analizadas muestran
valores iguales o superiores al contenido de MGO presente en la miel de Manuka de
Medihoney®. Los resultados de este trabajo brindaron un aporte importante sobre la composicion
quimica de las mieles de las abejas sin aguijon, asi como de los posibles mecanismos de accion

que les confieren las propiedades antimicrobianas a estas mieles.

Palabras claves: HPTLC, Metilglioxal, Abejas sin aguijon, miel, Manuka.



Mombyky
Metilglioxal (MGO) ha'e petei mba’e michi oikdéva oguajévo ikagytdme oipytyvova
mba’erekopy ofiemoiva mymbachu’i ha tesaira orekovape. MGO oi Manuka eirape, ojepe’ava
Manuka yvyramata terd yvyramatagui (Leptospermum scoparium). Pe jehechaukave MGO
rehegua ikatu ome’€ eira Manuka-pe iporave hagua ikatlva ojeporu opa tesairame guard. Heta
jeporeka oiva in Vvitro ohechauka eira olva kava fiande jopi’yva oguercko rupi hekoitéva
fisicoquimica iflambuéva eira Apis mellifera-gui, ha avei oreko rupi mbarete ojepordva mymba
chu’i ha antibiofilm yvateve ofiembojojavo eira Manuka rehe. Tuicha mba'e ojejapo hagud
jevichea analiticamente ikatu haguaicha peichaite ojekuaa ha oficcuantifika hagud umi oguerekd
ha oiva eira kava fiande jopi’yvape oipytyvd hagud mymba chu’i fiembyao orekdva. Ko
tembiapo hembipotaitepe omopyenda cromatografia de capa fina de alto rendimiento rupive
(HPTLC) ocuantifika hagud@ metilglioxal (MGO) eira olva kadva ndo porojopivaigui. Ko
jevicheape ojeporu eira mokdi especie meliponino-gui: 10 techaukarad Tetragonisca angustula ha
10 techaukarda Melipona beecheii. Péicha avei ojevichea petei techaukard eira Manuka rehegua.
Umi cromatografia ojejapo ojeporuvo sistema CAMAG® HPTLC Laboratorio de Microbiologia
y Quimica Medicinal CINAT-UNA-pegua. Ofiemoafiete ojepordvo umi jejapopyrd
ofiemopyendava ofiecuantifika hagud MGO ojeporivo HPTLC; ofiemoafiete ojeporuivo avei umi
omopyendava Directriz ICH, ojeguerekova tesa renondépe mba’éichaitépa ha’ehdicha jepyso,
jehupyty, jerekoite ha avei modpevépa ohupyty pe cuantificacion oguahe ambue apytépe oiko pe
derivatizacion rire oimehame fiemoivepe estandar interno HPTLC ha omohenda poréve
resolucion analito ojeporivo fase movil jehe’ape acetato de etilo: acetonitrilo: acido formico
(84.5:14.5:1). Pe mba’e ojehechaukaséva rupive, ikatu ofiecuantifika MGO umi jehechauka eira
meliponina rehegua. Upéicha avei, oi umi jehechapyra ojejeporekava mba’éichapa ojoajuva tera
yvateve oguerekéva MGO oiva eira Medihoney® Manuka-pe. Ko jehecha tembiapo rupive
ome'é petel fieme’é mba’e guasu pe composicion quimica eira ouva kava fiande jopi’yvagui ha
avei mba’épa ikativa ome’é ikatuhaguaicha ofiemombarete mba’e ome’éva mymba chu’i ko

eira.

Ne’é tenondegua: HPTLC, Metilglioxal, kdva flandejopi’yva, eira, Manuka.
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1. Introduccion

Desde tiempos ancestrales, la miel se ha utilizado en la medicina popular. A lo largo del
tiempo, se ha determinado que esta sustancia producida por las abejas, ya sea de la especie Apis
mellifera (Apidae: Apini) o de las abejas nativas sin aguijon (Apidae: Meliponini), posee
propiedades beneficiosas para la salud; como por ejemplo su gran poder antimicrobiano,
antioxidante, asi como la capacidad antiinflamatoria y efectos cicatrizantes. Es por estas razones
que han sido utilizadas por la humanidad para la curacion de heridas, Ulceras, quemaduras y
otros problemas de la piel (Zamora y Arias, 2011; Johnston et al., 2018; Encalada y Orellana,
2019).

Las abejas utilizan el néctar de las plantas como materia prima principal para la
elaboracion de la miel. En el caso de la miel monofloral de Manuka, las abejas extraen el néctar
de la flor del arbol Leptospermum scoparium. La composicion quimica de esta miel es casi
similar a las de las mieles que se comercializan en el mercado, pero se diferencia en el alto
contenido de Metilglioxal (MGO) (Johnston et al., 2018; Burholt et al., 2022), y por esta razén se
le considera como miel de grado médico (Alvarez, 2018). Lo anterior, debido a que su actividad
antimicrobiana se asocia con el contenido de MGO y otros componentes quimicos presentes en
esta miel, las cuales se ven avalados por diversos estudios cientificos (Johnston et al., 2018).

Con el desarrollo de nuevos productos de medicina alternativa a base de compuestos
organicos, han surgido varios productos elaborados con la miel de Manuka. Tal es el caso de la
marca Medihoney®, a la cual se le atribuyen propiedades antibacterianas, cicatrizantes y posee
certificaciones de la FDA (Zamora et al., 2015; Alvarez, 2018; Qu et al., 2020).

La informacion de la composicion quimica de las mieles de los meliponinos es muy

limitada. Por lo tanto, es necesario realizar estudios mediante técnicas analiticas de gran
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precision; para asi poder identificar y cuantificar nuevos compuestos que forman parte de la miel
de las ANSAS. Dichos compuestos podrian estar asociados a los efectos antimicrobianos que se
han comprobado en las mieles de las abejas sin aguijon.

El MGO esta asociado con la actividad antimicrobiana de la miel de Manuka y a los
productos elaborados a partir de la misma (Cokcetin et al., 2020; Burholt et al., 2022). La
presencia de MGO hasta el presente, ain no ha sido evaluada en las mieles de las abejas sin

aguijon.

1.1 Justificacion

En diversas investigaciones como las de Zamora y Arias (2011); Zamora et al. (2015) y
Arguedas (2021), han sido comprobadas las propiedades antimicrobianas de las mieles de abejas
sin aguijén. Dichas propiedades son equiparables a los productos elaborados con miel de
Manuka, como por ejemplo Medihoney®. El principal componente activo de este producto, asi
como la de la miel de Manuka, es el MGO (Alvarez, 2018; Burholt et al., 2022).

Las propiedades antimicrobianas de las mieles de los meliponinos se deben a diversos
factores como la cantidad de azlcares, la humedad, la acidez libre, compuestos fendlicos y
proteinas como los TABDFs (Zamora et al., 2017; Umafa et al., 2021).

El MGO influye en la actividad antimicrobiana en las mieles de A. mellifera,
principalmente en la miel de Manuka (Johnston et al., 2018; Burholt et al., 2022). Este
compuesto, podria estar presente en las mieles de las abejas nativas sin aguijon, en
concentraciones que influyen en la actividad antimicrobiana.

Debido a estas interrogantes, es importante desarrollar y validar un método analitico
mediante la cromatografia en capa fina de alto desempefio (HPTLC). Lo anterior, con la

finalidad de analizar sustancias tales como el MGO en las mieles de abejas sin aguijon. En la
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actualidad, no se ha establecido un método de anélisis para la cuantificacion del MGO en las

mieles de los meliponinos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Obijetivo General
% Establecer un método en cromatografia en capa fina de alto desempefio (HPTLC) para

cuantificar metilglioxal (MGO) en mieles de abejas sin aguijon.

1.2.2 Obijetivos Especificos

% Adaptar la metodologia descrita en literatura a las condiciones y equipo disponible en el
laboratorio a fin de desarrollar el método de cuantificacion propuesto.

% Validar la metodologia de cuantificacion de MGO en mieles de abejas sin aguijon
mediante HPTLC para establecer sus parametros de desempefio.

% Evaluar la presencia y cuantificar el contenido de MGO por HPTLC en muestras de

mieles de abejas sin aguijon de varias especies.
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2. Marco Tedrico
2.1 Metilglioxal (MGO)

El Metilglioxal (MGO) también conocida como 2-oxopropanal es una molécula
bicarbolina que se forma a partir de la dihidroxiacetona (ver figura 1). El cuerpo humano
produce naturalmente esta molécula como subproducto de actividades metabdlicas, en el caso de
la miel, la formacion del MGO se da en la etapa de maduracién (San José-Rodriguez y San José,

2015; Cokcetin et al., 2020; Szczepanik, 2020).

O
H;C

O

Figura 1
Estructura molecular del metilglioxal
Fuente: Szczepanik (2020).

La funcién del MGO en el organismo ha sido investigada a lo largo de los afios,
interviniendo en la formacion del piruvato en la via glucolitica y regulando la division celular
(Sartori & Henriques, 2010). La funcion del MGO en la miel es inhibir el crecimiento de
bacterias siendo asi un poderoso compuesto antibacterial (Cokcetin et al., 2020; Samaniego-
Rojas y Campos-Murillo, 2022).

Con referencia a lo anterior, la actividad del MGO en el organismo causa una opinion
contradictora para los especialistas, puesto que también genera efectos negativos en la salud
causando afectaciones fisioldgicas y cognitivas. Sartori & Henriques (2010) y Szczepanik

(2020), sefialan que el MGO estd asociado a diversos problemas de metabolismo en el ser



17

humano tales como diabetes, enfermedades cardiovasculares, cancer, envejecimiento y otros,
debido a que esta sustancia reacciona con las proteinas y diversas investigaciones mencionan sus

efectos inhibidores en las células del cuerpo humano.

2.2 Caracteristicas fisicoquimicas de las mieles de las abejas sin aguijon

Zepeda (2018), destaca el uso milenario de la miel de abejas sin aguijon en las
civilizaciones antiguas, en donde se utilizaba como ingrediente para la elaboracion de algunos
alimentos y como medicamento alternativo para diversas afecciones.

Las caracteristicas fisicoquimicas que brindan la actividad antimicrobiana en las mieles
son su alta osmolaridad (la cual deshidrata los microorganismos) y su acidez (que influye en la
inhibicion de los microorganismos). Cabe mencionar, que las mieles de los meliponinos son mas
acidas que la miel de A. mellifera. Estas mieles también brindan un efecto antimicrobiano debido
a su contenido de perdxidos de hidrogeno y fitoquimicos como flavonoides, acidos fenolicos y
carotenoides. El contenido de los anteriores dependera del néctar de las flores utilizadas por las
abejas. A esto, se le deben de adicionar otros factores que influyen en la actividad antimicrobiana
de las mieles, como la botéanica de la flor, la especie de abeja, la geografia del lugar y el manejo
postcosecha de la miel. Todas estas caracteristicas, a su vez, influyen en que las mieles de las
ANSAS tengan un sabor diferente y sean mas liquidas que las mieles de A. mellifera (Zepeda,
2018; Ramirez, 2022; Campo e Hincapié, 2023).

Ramirez (2022), relaciona el almacenamiento de las mieles en los potes de cerumen de
las abejas sin aguijon con el contenido de fitoquimicos; lograndose asi una mayor capacidad
antibacteriana en estas mieles. Arguedas (2021), report6é que las mieles de abejas sin aguijon de
Tetragonisca angustula y Scaptotrigona pectoralis pueden emplearse como principio activo en

la formulacién de un medicamento de uso veterinario. Lo anterior, debido a su gran potencial
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antibacteriano y antibiofilms. En estos ensayos in vitro, las formulaciones con estas mieles
lograron superar a Medihoney®y a otro producto elaborado a partir de miel de Manuka llamado
Kruuse Manuka G®, el cual es de uso veterinario. Por otro lado, Espinoza (2019), estudio la
capacidad antimicrobiana y antioxidante de la miel de Melipona costaricensis. La autora,
determind que la miel de esta especie no presentaba una actividad antimicrobiana de amplio
espectro. Lo cual indica que cada miel de meliponinos es diferente respecto a su composicion
quimica y por ende a sus propiedades.

Umafia et al. (2021), analizaron las mieles de Tetragonisca angustula y Melipona
beecheii, que son las especies de mayor relevancia en Costa Rica (en términos comerciales) con
el fin de diferenciar fisicoquimicamente estas mieles. Con esta investigacion, se pudo determinar
que la composicion fisicoquimica de las mieles de estos meliponinos es diferente entre si con
relacion a los niveles de azlcares (glucosa y fructosa) y la cantidad de cenizas. A la vez, se
detectaron diferencias significativas en el contenido de aminoacidos (por ejemplo, en el
contenido de prolina), la humedad, la acidez libre en las mieles de estas dos especies estudiadas y
esto se ve asociado al néctar de las flores utilizadas por las abejas sin aguijon.

Hasta la fecha, no se han registrado investigaciones relacionadas con la evaluacién del
contenido de MGO en las mieles de abejas sin aguijon (G. Zamora, comunicacion personal, 6 de

setiembre, 2023).

2.3 Cromatografia en capa fina de alto desempefio (HPTLC)
La cromatografia en capa fina de alto desempefio o HPTLC es una tecnica analitica de
separacion de diferentes componentes de muestras liquidas, lo cual hace que sea utilizado
principalmente en industrias farmacéuticas, alimentarias y ambientales. Esta técnica consta de

una fase estacionaria y una fase movil, en donde se utiliza tecnologia de punta y una metodologia
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estandarizada, lo que facilita la identificacion y determinacion cuantitativa de uno o varios
compuestos que pueden encontrarse en una muestra (Reich & Schibli, 2007; Suarez y Venegas,
2016; Baez Pérez et al., 2017).

Los procedimientos de validacion de un método de HPTLC constan de un analisis de
estabilidad del analito y la determinacion de pardmetros de desempefio tales como linealidad,
exactitud, robustez, especificidad, ambito, precision, limites de deteccion y cuantificacion. Con
la realizacion de estos ensayos, se asegura que un procedimiento analitico sea reproducible y
fiable, ademas de brindar resultados consistentes al analista. Existen diferentes procedimientos
de validacion de organismos tales como los de la FDA, el ICH y la World Health Organization,
entre otros (Renger et al., 2011; Hernandez Falcén et al., 2015; Ahumada et al., 2023).

Burholt et al. (2022) establecieron un método de andlisis y cuantificacion de metilglioxal
mediante HPTLC en mieles de A. mellifera, especificamente en miel de Manuka. Los autores
indicaron que la solucion acuosa de MGO en combinacion con 1,2-fenilendiamina en su forma
estable produce una nueva molécula conocida como 2-metilquinoxalina. Adicionalmente,
realizaron diversas pruebas con las muestras para confirmar resultados reproducibles. En este
experimento, los equipos de HPTLC empleados fueron de CAMAG® y para el desarrollo de la
cromatografia se utiliz6 una camara de Twin Trough.

Las muestras fueron aplicadas en un volumen entre 0.3y 9.0 uL en 27 espacios dentro de
la placa y utilizando una curva de calibracion de tres (3) puntos. Se obtuvo un porcentaje de
recuperacion de 90% para el estdndar de MGO vy la cantidad reportada de MGO en las mieles de
Manuka analizadas presentaron un valor de 50.0 a 600.0 mg / Kg, los cuales se asemejan a los

valores reportados de MGO en mieles de Manuka de Nueva Zelanda (Burholt et al., 2022).
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2.4 Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase solida o Solid Phase Extraction (SPE), es una metodologia que
tiene como objetivo la separacion selectiva de componentes de interés presentes en la matriz o
eliminar inferencias que puedan existir en una muestra liquida mediante un absorbente sélido, lo
cual contribuye significativamente a mejorar la sensibilidad del método utilizado al concentrar la
muestra que pasa por este proceso (Pefia, 2011; Fuentes Ldpez et al., 2020).

En este tipo de extraccion, se utilizan cartuchos o columnas que tienen una presentacion
similar a una jeringa, la cual consta de un material absorbente entre dos fritas con poros de 10 a
20 um. La muestra es colocada en el recipiente y es forzada a atravesarlo mediante un émbolo,

centrifugacion o la aplicacion de vacio (Carmona, 2006; Pefia, 2011; Fuentes LOpez et al., 2020).

Columna de
Polipropileno

Fritas “ +<— Absorbente

#— Punta Luer

Figura 2

Partes de los cartuchos utilizados en SPE

Nota: Adaptado de Carmona (2006) y Fuentes L6pez et al. (2020).
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Mediante esta metodologia de trabajo se pueden destacar tres utilidades: la retencion y
extraccion de un analito especifico, la retencion de interferencias y el fraccionamiento de la
muestra. Adicionalmente, este proceso puede combinarse en sistemas cromatograficos u otros
sistemas de extraccion (Fuentes Lopez et al., 2020).

El procedimiento de extraccion comienza con el acondicionamiento del cartucho
mediante la aplicacion de un disolvente para activarlo. Luego, se agrega la cantidad deseada de
la muestra, la cual pasa por una etapa de limpieza para eliminar cualquier sustancia que pueda
interferir con la muestra original. Una vez que la muestra estd concentrada, se procede a la
elucion de los analitos utilizando un disolvente compatible con la técnica analitica utilizada

(Pefia, 2011; Fuentes Lopez et al., 2020).

Acondicionamiento - Carga muestra - Llavado - Elucién - Concentracién

Disolvente Muestra Disolvente Disolvente ©
Interferentes

Cartucho con B Analito
adsorbente

Activacion

JL I

L
5 5

Figura 3
Esquema del proceso de SPE

Fuente: Fuentes Lopez et al. (2020).



3. Metodologia

3.1 Muestras de mieles de abejas sin aguijon
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Se emplearon muestras de mieles pertenecientes a dos especies de meliponinos: 10

muestras de Tetragonisca angustula y 10 muestras de Melipona beecheii, dando un total de 20

muestras analizadas. Adicionalmente se analizé una muestra de miel de Manuka de Apis

mellifera. Estas muestras se encontraban almacenadas en el inventario de muestras del Centro de

Investigaciones Apicolas Tropicales (CINAT) de la Universidad Nacional y procedian de

investigaciones realizadas anteriormente. Cada muestra tuvo una masa minima de 5 gramos.
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3.2 Preparacion de solucion estandar
Los estandares cuya concentracion fue de 126 pg / mL se prepararon a partir de una
solucion acuosa de metilglioxal al 40% (Merck) y agua destilada. A la anterior solucion, se le
adicionaron 0.2% de 1,2-fenilendiamina (Sigma-Aldrich). y se refrigeré por 2 dias a 8 °C para

completar la reaccion de derivatizacion.

0]
NH, N\
HW“/U\CHQ, + @: —) @: /]\
O NH2 N CH3

Metilglioxal (MGO) 1,2-fenilendiamina 2-metilquinoxalina

Figura 5
Mecanismo de reaccién del MGO y1,2-fenilendiamina

Fuente: Burholt et al. (2022).

3.3 Preparacion de muestras
Se prepard una solucion de 100 mg /mL de miel en una solucion de agua / etanol
(LABQUIM CR) en una proporcion 3:2. A esta solucion, se le agregé 0.2% de 1,2-
fenilendiamina. Esta solucion, se refrigeré por 2 dias a 8 °C para completar la reaccion de

derivatizacion.

3.4 Extraccion en fase solida de las muestras
Las muestras de las mieles y el estindar de MGO se sometieron a una centrifugacion a
5000 rpm durante 5 minutos. Luego, se filtraron mediante filtros de 200 nm utilizando una

jeringa.



24

Las extracciones en fase solida se realizaron de acuerdo con las indicaciones del
fabricante Phenomenex®. Las columnas utilizadas se activaron con metanol para posteriormente
equilibrarlas con agua destilada. A continuacion, la muestra se paso a través de la columna y se
otorgd 5 minutos de tiempo para su secado. Después de este periodo, se afiadio metanol para

recuperar la fraccion extraida.

3.5 Adicion de estandar a las muestras
La técnica de adicion de estandar consistio en preparar una solucion compuesta por las

muestras de las mieles y el estdndar de MGO en una proporcién 1:1 (v/v).

3.6 Método de Cromatografia en capa fina de alto desempefio (HPTLC)

Las cromatografias se realizaron empleando el sistema HPTLC de CAMAG® que posee
el Laboratorio de Microbiologia y Quimica Medicinal del CINAT-UNA. Se empled la
metodologia descrita por Burholt et al. (2022). La cual se menciona brevemente a continuacion.

Se empled como fase estacionaria placas de HPTLC silica gel 60 Fzs4 (Merck) y como
fase movil se empled una mezcla de acetato de etilo (Fisher Scientific grado HPLC con una
pureza del 99.9%) / acetonitrilo (Honeywell grado gradiente HPLC con una pureza de > 99.9%) /
acido formico (Sigma-Aldrich con una pureza entre 98.0 a 100%) en una proporcion de
84.5:14.5:1 (v/Iviv) respectivamente. Como agente derivatizante post cromatografia, se utilizo el
reactivo anisaldehido (Aldrich).

Los cromatogramas fueron evaluados mediante densitometria a una longitud de onda de
480 nm. El analisis de la cromatografia y los calculos de cuantificacion, se realizaron mediante el

software visionCATS de CAMAG®.
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3.7 Validacion del método
La validacion del método se llevé a cabo siguiendo los procedimientos establecidos por
el International Conference on Harmonization (ICH) Guidelines; los cuales fueron compilados
en un plan de validacion para HPTLC por el Dr. Gabriel Zamora, coordinador del Programa de
Microbiologia y Quimica Medicinal del CINAT-UNA. Estos procedimientos se basaron en las

pautas establecidas por Reich & Schibli (2007) y Renger et al. (2011).

3.7.1 Estabilidad del analito
El analito, en este caso, el MGO, debe mantenerse estable durante un periodo de tiempo
adecuado tanto en la solucion como en la placa. Esto se considera un requisito previo a la
validacién. Se realiz6 una cromatografia en dos dimensiones con el objetivo de asegurar que no
ocurra una degradacion visual del analito. En la Figura 6 se observa la forma en que se aplicd la

solucién.

2 =x i
20 mm o : o 20 mm
|8 mm=y '8 mm| Il

Figura 6
Disposicién de aplicacion del analito en la placa

Nota: Se aplicd 2 pL de la solucién estandar de MGO (126 ug / mL) en cada punto.
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3.7.2 Linealidad
Este proceso se verific solicitando al software visionCATS de CAMAG® la generacion
de una curva de calibraciéon durante la primera cromatografia realizada. Para este método, se

emplearon un total de cinco (5) puntos de calibracién.

3.7.3 Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC)
El limite de deteccion se refiere a la cantidad minima detectable mediante densitometria,
mientras que el limite de cuantificacion es dado por la cantidad maxima en la que es posible
diferenciar la absorbancia del analito. Para determinar estos limites, se aplicaron veintisiete (27)

distintas concentraciones de la referencia.

3.7.4  Ambito
Se aplicaron diversas concentraciones de la muestra, lo que permitié establecer el &mbito
en el cual se puede trabajar en funcion a los valores obtenidos, teniendo en cuenta el limite de

deteccion, el limite de cuantificacion y la Ley de Beer.

3.75 Especificidad

Se llevo a cabo una cromatografia de HPTLC en la cual se dispuso las muestras en los
tracks correspondientes: del track 1 al 5, se aplicd 1 pL de una muestra de miel de T. angustula
con MGO en una proporcién 1:1 (126 pg / mL); del track 6 al 10, se emple6 un volumen de 0.5
pL de la referencia (63 g / mL) y finalmente, del track 11 al 15, se sembrd 1 pL de una muestra
de miel de M. beecheii con MGO en una proporcion 1:1 (126 pg / mL).

Durante este proceso, se realizaron calculos de los valores de los Rf+/- SD tanto para las
referencias como para las sustancias cercanas o contaminantes que pudieron encontrarse en el

ensayo.
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3.7.6 Precision
Se prepar6 una solucion de concentracion conocida del estandar. Esta solucion se aplico
diez (10) veces en la misma concentracion, ademas de sembrar cinco (5) puntos de la curva de
calibracion. La cuantificacion se realiz6 utilizando el software visionCATS y el mismo

proporciond los resultados junto con el CV.

3.7.7 Repetitividad
Se prepararon tres soluciones (A, B y C) de concentracion conocida utilizando el MGO
Estandar como referencia:
% A: Solucion de 32 pug / mL de la referencia.
% B: Solucién de 63 pug / mL de la referencia.
%+ C: Solucién de 126 ug / mL de la referencia.
Estas tres soluciones se aplicaron en una placa de HPTLC en un volumen de 1 pL con
tres réplicas cada una. Ademas, se incluyeron los cinco (5) puntos de la curva de calibracion. La
cuantificacién se llevd a cabo utilizando el software visionCATS, el cual proporciono los

resultados junto con el CV y la desviacion estandar de cada triada.

3.7.8 Exactitud
Se prepar6 una solucion de muestra a partir del estandar con una concentracion teérica de
31.5 pg / mL denominada solucion de muestra (M). Posteriormente, se prepararon las siguientes
soluciones:
% M + A: Solucién constituida por 500 puL de M + 250 de pL del estandar de MGO con una
concentracion teorica de 63 pg / mL.
% M + B: Solucion constituida por 500 uL de M + 500 de pL del estandar de MGO con una

concentracion teorica de 78.75 pug / mL.
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% M + C: Solucion constituida por 500 uL de M + 1000 de pL del estandar de MGO con

una concentracion tedrica de 94.5 ug / mL.

Todas estas soluciones se aplicaron en un volumen de 1 pL por triplicado en la placa,
junto con la curva de calibracion de cinco puntos de la referencia.

Para determinar la exactitud, se realizo el calculo restando el valor calculado de la
concentracion de la muestra + A menos la concentracion de analito en la solucion de muestra M.
Este calculo se efectud por triplicado por cada solucién preparada. Luego, cada valor se compard
con el valor tedrico de la concentracion.

La exactitud se expres6 como un porcentaje de recuperacion del analito mediante la
formula: (Concentracién experimental / Concentracion teorica) x 100.

Ademas, se afiadio la SD calculada, reportada también en porcentaje.

3.8 Interpretacion de resultados
Con respecto a los resultados de cuantificacion, se emplearon técnicas de estadistica
descriptiva basica mediante las herramientas de Excel (Microsoft 365) para evaluar los datos

obtenidos. Los valores fueron reportados en mg de MGO por Kg de miel.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Optimizacion de las condiciones de la cromatografia

Se realizaron diversos ensayos para establecer las condiciones iddneas para la

cromatografia. Se optimizaron todas las condiciones del método a fin de lograr un porcentaje de

recuperacion igual o mayor al 100%. A su vez, se ajustd la fase mavil para lograr una mejor

resolucion en la separacion del analito.

En la Tabla 1 se observan las variables estudiadas en los diferentes ensayos realizados,

con el objetivo de lograr la optimizacion el método.

Tabla 1

Variables evaluadas en condiciones estandar de HPTLC en las muestras de miel y en la solucién

estandar
ID Ensayo Descripcion de las variables

A Las muestras de mieles se disolvieron en PBS (2:1) con la finalidad de
obtener un pH neutro.

B Se adiciond 1 volumen de acido férmico en la fase maévil (84.5: 14.5: 1).

C Se adiciond 2 volimenes de acido férmico en la fase maévil (84 : 14 : 2).

D Adicion de &cido acético en fase movil (84.5:14.5: 1),

E Se redujo el volumen de aplicacion de las muestras (1, 3, 5 pL).

F Se trabaj6 con un volumen de aplicacion reducido y se utilizo la fase movil
con acido formico (84.5:14.5: 1).

G Para la aplicacion de las muestras se trabajo con una solucién constituida
por 1,5 pL de MGO y 500 mL de muestra.

H En la aplicacion de las muestras se trabajo con una solucion constituida por
1000 pL de MGO + 200 pL de muestra + 800 pL de agua destilada.

I Se trabajé con una solucion compuesta por 1000 uL de MGO + 100 uL de
muestra + 900 pL de agua destilada.

J Para la aplicacion de las muestras se utilizé una solucion constituida de
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1000 pL de MGO + 50 pL de muestra + 950 pL de agua destilada.

K Para la corrida cromatografica se trabajo con una solucion de 1800 pL de
MGO + 200 pL de muestra.
L Se realizd una extraccion en fase solida orientada a eliminar acidos

organicos, terpenos y compuestos fendlicos de la muestra y previo a la
reaccion con 1,2-fenilendiamina.

M Se utilizd la extraccion en fase solida orientada a eliminar proteinas y
azucares de la muestra utilizando la elucion del analito que quedo en el
absorbente de la columna de SPE. Lo anterior se realizd posterior a la
reaccion con 1,2-fenilendiamina. Las muestras quedaron concentradas en

una solucion de metanol.

Nota: En los ensayos del A al K, las muestras estaban preparadas con una solucion de agua :
etanol.

Teniendo como base el trabajo de Burholt et al. (2022), la aplicacion de las muestras se
realizaba en 27 puntos en las placas, no obstante, al aplicar esta configuracién espacial para las
muestras de mieles de ANSAS, los resultados de la cromatografia presentaban mdultiples
interferencias con respecto a la cantidad detectable de analito, debido a esto, se opt6 por trabajar
en condiciones estandar de HPTLC, la cual consistid en aplicar las muestras en un espacio de 15
puntos en las placas, mejorando asi la separacion de los compuestos deseados.

La Tabla 2 muestra los porcentajes de recuperacién obtenidos en los diferentes ensayos
realizados, asi también se indican los volumenes de aplicacion utilizados para las muestras y la
solucion estandar de MGO. Los porcentajes de recuperacion logrados en cada prueba fueron de
gran importancia a la hora de definir la metodologia més idonea para aplicarla en el analisis de

las mieles de los meliponinos.
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Porcentajes de recuperacion obtenidos en cada variable teniendo en cuenta las muestras de miel

y de la solucion estandar

Muestras Tetragonisca angustula Melipona beecheii MGO! MGO?
V (uL)
ID 1 2 3 5 10 1 2 3 5 10 1 1
Ensayo
A - - - 69 35 - - - 67 37 99 -
B - - - 43 29 - - - 48 3 88 -
C - - - 45 33 - - - 4 3 93 -
D - - - 46 A - - - 4 30 91 -
E 77 - 59 51 - 71 - 60 45 - 97 -
F 74 - 62 54 - 71 - 54 37 - 92 -
G 87 77 68 - - 79 67 52 - - 97 -
H 73 67 57 - - 76 65 58 - - 85 -
I 72 69 66 - - 7% 72 63 - - 92 -
J 71 68 67 - - 80 68 56 - - 90 -
K 66 65 69 - - 80 71 64 - - 92 -
L - 73 - - - - - - - - 98 70
M 84 84 - - - 79 80 - - - 92 101

Nota: EI MGO?! corresponde a

la solucion estandar y el MGO? corresponde a la solucion

estandar que paso por el proceso de SPE.

A partir de los resultados de la optimizacion se determiné que las muestras deben de

pasar por la extraccion en fase solida con el objetivo de eliminar proteinas y azUcares de estas,

posterior a la reaccion de 1,2-fenilendiamina, ya que con esta metodologia se obtienen

porcentajes de recuperacion del 80% en las muestras de mieles y del 100% en la solucion

estandar. Adicionalmente, se puede observar que la cantidad de muestra aplicada en la placa
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interfiere en los porcentajes de recuperacion obtenidos, por lo que se decidio aplicar las muestras
en un volumen de 1 pL.

En las cromatografias realizadas por Burholt et al. (2022), las muestras de miel de A.
mellifera estaban disueltas en una solucién de agua : etanol, sin embargo, como se observa en la
Tabla 2, al utilizar este tipo de solucidn no se obtuvieron porcentajes de recuperacion altos, por
lo cual se optd por eluir las muestras post SPE en metanol, para luego realizar la adicion de
estandar de MGO en una proporcion 1:1 arrojando una concentracion en solucion de ensayo de
63 Hg / mL. Esta adicion de estandar tuvo como objetivo la creacion de una cantidad detectable
del analito para el ensayo realizado. Esto sugiere que al trabajar con mieles de meliponinos, el
agua puede actuar como interferente en la cuantificacion del analito, asi como la cantidad de
azucares, acidos organicos, terpenos y proteinas presentes en las mismas (Umafia et al., 2021).

Para obtener una buena separacion del analito se utilizaron diferentes proporciones de
acido férmico en la fase movil. La Figura 7 compara los resultados obtenidos con la fase movil
utilizada en Burholt et al. (2022) respecto a los resultados obtenidos empleando la fase mévil en

distintas proporciones de acido férmico.
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a. Acetato de etilo / acetonitrilo b. Acetato de etilo / acetonitrilo /
(85:15) acido formico (84.5:14.5:1)

* v
Figura7
Separacion del analito utilizando diferentes tipos de fase movil en el desarrollo de la
cromatografia
Para la optimizacion de la fase movil se establecié adicionar un volumen de acido
férmico para obtener mejor resolucion en los picos post cromatografia. Este acido se utilizé con

la finalidad de mejorar la separacion del analito con las otras moléculas presentes en las mieles.

4.2 Validacion de la metodologia de cuantificacion de MGO en mieles de abejas sin
aguijén mediante HPTLC

A continuacion, se muestran los valores obtenidos de la validacién de la metodologia

propuesta en condiciones estandar de HPTLC, teniendo en cuenta los procedimientos

establecidos por el ICH Guidelines.
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4.2.1 Estabilidad del analito
En la Figura 8 se muestran los resultados de la prueba realizada para determinar la
estabilidad de la 2-metilquinoxalina, la cual es una molécula producto de la reaccion del
metilglioxal y 1,2-fenilendiamina. La muestra fue sembrada teniendo en cuenta la Figura 6 en

una placa de 2 dimensiones en condiciones estandar de HPTLC.

»

Figura 8
Prueba de estabilidad en 2 dimensiones para 2-metilquinoxalina en luz visible

Se observa que no existe degradacién del analito bajo las condiciones de ensayo, lo cual
se evidencia a través del angulo recto que se forma entre las diferentes aplicaciones de la
solucion estandar. Ademas, la cantidad observable de la molécula permanece constante en todos

los puntos aplicados de la placa.
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4.2.2 Parametros de desempefio
Los parametros de desempefio obtenidos teniendo en cuenta el plan de validacion
establecido, se encuentran plasmados en la Tabla 3, el cual muestra los valores alcanzados para
los indicadores de linealidad, limite de deteccion y cuantificacion, ambito y especificidad.
Tabla 3

Validacion del método de cuantificacion de MGO en mieles de meliponinos mediante HPTLC

Parametro Valor
Linealidad 3.956 x 107! x
Y= Tesax107 +x T 022107
CV=0.24%
R=0.999980
Limite de deteccion 1.3 pg en placa.
Limite de cuantificacion 353 g en placa.
Ambito 272 pg a 353 ug en placa.
Especificidad Rf para MGO en miel de T. angustula: 0.851 + 0.002.

Rf para impurezas cercanas al MGO en miel de T. angustula:
0.027 £ 0.001.

Rf para MGO (estandar): 0.854 + 0.001.

No se reportan impurezas cercanas al estandar.

Rf para MGO en miel de M. beecheii: 0.860 + 0.007.

Rf para impurezas cercanas al MGO en miel de M. beecheii:
0.022 + 0.001.

Para evaluar la repetitividad se consideraron tres soluciones con diferentes
concentraciones. La prueba se interpret6 considerando la concentracion experimental obtenida en

las soluciones evaluadas, los mismos se encuentran en la Tabla 4.
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Tabla 4

Repetitividad del método establecido

Solucion Cn. tedrica  Cn. experimental SD (ug / mL) CV (%)
(Mg /mL) (Mg /mL)
A 32 24 0.48 2.47
B 63 59 1.47 3.05
C 126 109 £ 4.37 4.94

Nota: El porcentaje de recuperacion de la solucion estandar de MGO fue de 94%.

En la Tabla 5 se observan los resultados obtenidos respecto a la medicion de la exactitud
del método establecido, el cual presentd un CV de 0.83%.
Tabla5

Pruebas de exactitud del método establecido

Cn.de M Cn. Teo6rica  Valor Exp. Diferencia % de SD (%)
(ug / mL) (ug / mL) M+A entre Cn.  Recuperacion
(ng / mL) Teoricay
Valor Exp.
315 63 53.32 21.82 69 5
54.57 23.07 73
56.77 25.27 80
78.75 75.16 27.91 59 4
76.16 28.91 61
79.17 31.92 68
94.5 86.25 23.25 37 5
80.52 17.52 28

Nota: El porcentaje de recuperacion de la solucion estandar de MGO fue de 91%.
Para el establecimiento de un método analitico nuevo, como es el caso de cuantificar
metilglioxal en mieles de abejas sin aguijon mediante HPTLC; los resultados que se obtienen en

dichas mediciones deben de ser fidedignas, lo cual solo se logra con la validacion del método.
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Entre las ventajas de que este método se encuentre validado, se puede mencionar la robustez del
proceso de cuantificacion garantizando las mediciones precisas del analito, asi como el
cumplimiento de las regulaciones y normativas. Asi mismo, una técnica validada es sinobnimo de
obtencion de datos confiables y de calidad. En el contexto de este trabajo, permite obtener
valores exactos del compuesto analizado (Ermer & Miller, 2005; Reich & Schibli, 2007; Renger

etal., 2011; Spangenberg et al., 2014).

4.3 Evaluacion de la presencia y cuantificacion del contenido de MGO por HPTLC en
muestras de mieles de abejas sin aguijon

Para llevar a cabo la cuantificacion de las muestras se trabajo en condiciones SOP y se
aplico la técnica de adicion de estandar, por lo tanto, valores menores a 63 pg / mL se indican
como ND. Asi mismo, para una mejor interpretacion de los valores de MGO en las mieles
analizadas se reporto la cantidad del analito en mg por Kg de miel de meliponinos (Burholt et al.,
2022).

Los valores de MGO en miel de Manuka reportados por Burholt et al. (2022) se
encuentran en un ambito de 50.0 a 600.0 mg / Kg. En este contexto, durante el desarrollo del
trabajo se evalud el contenido de MGO presente en la miel de Manuka realizando la metodologia
planteada por el mismo autor, el cual dio un valor de 63.4 mg de MGO / Kg de miel. Se utilizé
Unicamente esta metodologia y no la propuesta en este trabajo, debido a la cantidad limitada de
muestra de miel y columnas de SPE durante el proceso experimental.

Mediante la metodologia propuesta en este trabajo, se reporta por primera vez la
presencia de metilglioxal en muestras de mieles de T. angustula y M. beecheii procedentes de

Costa Rica.
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La Tabla 6 expone los valores reportados sobre la cantidad de mg de MGO por Kg de
miel de T. angustula.
Tabla 6

Resultados obtenidos en muestras de mieles de T. angustula con un CV de 0.50%

ID Muestra Valor reportado (mg de MGO / Kg de miel)
TAO1 ND
TAO05 33.7
TA06 64.4
TAO7 914
TA08 128.9
TAO09 141.8
TAO010 20.9
TAO011 131.2
TAO013 ND
TA023 ND

La Tabla 6 indica que de las muestras de miel de T. angustula analizadas, el 70%
presentaron cantidades cuantificables de MGO con una media de 63.13 mg MGO / Kg miel y
una mediana de 49.05 mg MGO / Kg miel. Asi mismo, el 50% de las muestras positivas
mostraron valores iguales o mayores a la cantidad de MGO en la miel de Manuka analizada en
este trabajo.

En la Tabla 7 se presentan los valores reportados de MGO en muestras de miel de M.

beecheii.
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Tabla 7

Resultados obtenidos en muestras de mieles de M. beecheii con un CV de 0.98%

ID Muestra Valor reportado (mg de MGO / Kg de miel)
MBO1 ND
MBO02 ND
MBO03 ND
MBO04 13
MBO05 36.6
MBO08 112.4
MB09 36
MBO010 5.9
MBO011 ND
MBO012 206.5

De acuerdo con los resultados de la cuantificacion de MGO en muestras de miel de M.
beecheii, el 60% de ellas contiene cantidades detectables del analito con una media de 40.64 mg
MGO / Kg miel y una mediana de 24.5 mg MGO / Kg miel. Ademas, el 20% de las muestras
positivas presentaron valores mayores a la cantidad de MGO en la miel de Manuka analizada en
este trabajo.

La miel ha sido utilizada como medicina natural debido a sus diversas propiedades
antimicrobianas y cicatrizantes en el tratamiento de las heridas. La alta osmolaridad, la acidez y
el contenido de perdxido de hidrogeno, son caracteristicas propias de la miel, las cuales les
confieren dichas propiedades (Ramos et al., 2017). Las caracteristicas fisicas y quimicas de la
miel pueden estar relacionadas con las fuentes botanicas de donde las abejas recolectan el néctar,

asi como también, la época de cosecha, la ubicacion geografica y las condiciones de
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almacenamiento influyendo asi en las propiedades antimicrobianas y cicatrizantes de las mismas
(Gil, 2021; Ramirez, 2022; Campo e Hincapie, 2023).

Siguiendo este orden de ideas, la miel de Manuka proviene del néctar de las flores del
arbusto Leptospermum scoparium perteneciente a la familia de las Mirtaceas, la cual se
encuentra distribuida en toda Nueva Zelanda, es la mas reconocida en el area medicinal debido a
los diversos estudios realizados relacionados a las curaciones de heridas y a las propiedades
antimicrobianas de la misma. La razon por la cual, esta miel se la considera de grado médico es
por su alto contenido de Metilglioxal, sus propiedades antiinflamatorias, su capacidad de nivelar
el pH de la zona afectada y la regulacion de las enzimas capaces de descomponer las proteinas
conocidas como metaloproteasas (Johnston et al., 2018; Gil, 2021; Burholt et al., 2022).

Sin embargo, para el caso de las abejas nativas sin aguijon, Zamora et al. (2014) reportan
que la miel es considerada como monofloral ya que los analisis melisopalinolégicos indican un
comportamiento de recoleccidn de fuentes botanicas homogeéneas, es decir presentan un néctar
predominante. Asi mismo Fallas (2009) afiade que los principales recursos florales presentes en
la miel de las especies de T. angustula y M. beecheii pertenecen a las familias Anacardiaceae y
Cyperaceae.

Por esta razon es importante considerar el origen botanico de las mieles de las abejas sin
aguijén ya que este factor en combinacion a los aspectos mencionados anteriormente, tales como
la época de cosecha, la ubicacién geografica y las condiciones de almacenamiento, pueden
influir en la cantidad de MGO presente y por ende en su potencial antimicrobiano.

Asi mismo, no todas las muestras de miel analizadas contienen MGO vy las cantidades
presentes de este compuesto varian considerablemente entre las muestras de cada especie,

incluso entre mieles de diferentes edades. Por ejemplo, algunas mieles mas antiguas exhiben
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valores similares a los encontrados en muestras de miel recientemente cosechadas, como se
evidencia en las muestras TA08, TA09 y TA010 para las mieles de T. angustula y para el caso de
las mieles de M. beecheii, las muestras MB08 y MB012. Esta variabilidad sugiere que puede
haber otros compuestos o factores externos que influyen en las propiedades utilizadas con fines
medicinales puesto que estas mieles también son efectivas para inhibir el crecimiento de las
bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus epidermis y Listeria monocytogenes (Fallas,

2009).
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5. Conclusiones

Se logré establecer un metodo en cromatografia en capa fina de alto desempefio
(HPTLC) para cuantificar metilglioxal en mieles de abejas sin aguijon. No obstante, es
importante destacar que las muestras analizadas debian someterse a un proceso de extraccion en
fase solida posterior a la reaccion de 1,2-fenilendiamina. Este procedimiento permitié obtener
resultados sin la interferencia de azlcares, proteinas y agua. Dada la naturaleza de los
componentes quimicos presenten en las mieles de los meliponinos, fue necesario trabajar con
adicion de estandar interno en condiciones estandar de HPTLC.

Este fue el primer reporte de la presencia de MGO en mieles de abejas sin aguijon,
especificamente en las mieles de las especies de T. angustula y M. beecheii. Esta molécula puede
influir en las propiedades cicatrizantes y antimicrobianas de algunas mieles de meliponinos,

brindando una informacién adicional sobre la composicién de estas.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar mas ensayos con diferentes métodos de separacion a fin de
obtener un 100% de recuperacion del analito presente en las muestras de mieles de ANSAS. Por
ejemplo, se podria realizar una SPE previa a la reaccion de 1,2-fenilendiamina para eliminar
compuestos fendlicos, terpenos, asi como acidos organicos y una segunda SPE posterior a la
reaccion con el objetivo de eliminar las proteinas, azlcares y agua de las muestras.

Se aconseja incluir dentro del andlisis, algunas muestras de miel de Manuka empleando la
metodologia reportada en la literatura y la propuesta en este trabajo a fin de evaluar con
propiedad los resultados obtenidos con respecto a la cantidad de MGO en las mismas.

Se sugiere evaluar y cuantificar la presencia de MGO en mieles de diferentes especies de
meliponinos.

Llevar a cabo analisis melisopalinologicos en las mieles de abejas sin aguijon para
identificar el origen botéanico con la finalidad de realizar ensayos orientados a estudiar la posible

relacion existente entre las fuentes botanicas utilizadas por estas abejas y el contenido de MGO.
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8. Anexos
Tabla 8
Identificacion de muestras utilizadas
No. ID Muestra Especie Localidad Fecha
1 TAO1 T. angustula Alajuela, Atenas, Barrio Jesus 02/05/2023
2 TAO5 T. angustula Alajuela, Atenas, Barrio Jesus 02/05/2023
3 TAO06 T. angustula Limén, Guapiles, Ticaban 2016
4 TAOQ7 T. angustula Guanacaste, Carrillo, Sardinal 27/07/2008
5 TAO8 T. angustula Guanacaste, La Cruz, La Cruz 17/02/2020
6 TAO09 T. angustula Guanacaste, Nicoya, Pedernal 2010
7 TAO010 T. angustula Nicoya 21/05/2015
8 TAO11 T. angustula Puntarenas, Puntarenas, Lepanto, 13/04/2023
Jicaral, Pilas de Canjel
9 TAO013 T. angustula Puntarenas, Coto Brus, San Vito 2021
10 TA023 T. angustula Guanacaste, La Cruz, San Dimas 13/04/2023
11 MBO01 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio Jesus 02/05/2023
12 MBO02 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio JesUs 02/05/2023
13 MBO03 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio JesUs 02/05/2023
14 MBO04 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio Jesus 02/05/2023
15 MBO05 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio Jesus 02/05/2023
16 MBO08 M. beecheii Guanacaste, La Cruz, La Cruz 2020
17 MBO09 M. beecheii Alajuela, Atenas, Barrio JesUs 10/05/2023
18 MBO010 M. beecheii Guanacaste, La Cruz, San Dimas 13/04/2023
19 MBO011 M. beecheii Guanacaste, La Cruz, San Dimas 13/04/2023
20 MBO012 M. beecheii Guanacaste, La Cruz, San Dimas 13/04/2023
21 MDHY A. mellifera Medihoney® 2011




Tabla 9

Valores obtenidos de MGO mediante HPTLC en condicion estandar

50

ID Especie R1 R2 Promedio  Correccion Cantidad de
Muestra (Mg / (Mg/  (ug/mL)  por % de MGO (ug /
mL) mL) recuperacion mL)
TAO1 T.angustula  54.47 50.08 52.28 62.74 ND
TAO05 T.angustula  56.38 54.18 55.28 66.37 3.37
TAO06 T.angustula  60.22 55.40 57.87 69.44 6.44
TAO07 T.angustula  60.80 59.44 60.12 72.14 9.14
TAO08 T.angustula  63.48 62.98 63.23 75.89 12.89
TAO09 T.angustula  64.84 63.79 64.32 77.18 14.18
TAO010 T.angustula  56.86 51.61 54.24 65.09 2.09
TAO011 T.angustula  61.11 65.74 63.43 76.12 13.12
TAO013 T.angustula  51.25 45.77 48.51 58.21 ND
TA023 T.angustula  48.21 41.85 45.08 54.10 ND
MBO01 M. beecheii 36.59 39.47 38.03 45.64 ND
MBO02 M. beecheii 44,95 47.08 46.02 55.22 ND
MBO03 M. beecheii 52.33 51.52 51.93 62.32 ND
MBO04 M. beecheii 54.32 52.83 53.58 64.30 1.3
MBO05 M. beecheii 56.20 54.90 55.55 66.66 3.66
MBO08 M. beecheii 62.03 61.71 61.87 74.24 11.24
MBO09 M. beecheii 53.37 57.63 55.5 66.6 3.6
MBO010 M. beecheii 51.47 56.50 52.99 63.59 0.59
MBO011 M. beecheii ~ 48.83 53.04 50.94 61.14 ND
MBO012 M. beecheii 70.58 68.83 69.71 83.65 20.65
MDHY A. mellifera 9.28 3.39 6.34 - 6.34

Nota: Valores inferiores a 63 g / mL se reportan como ND en mieles de meliponinos.
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Analysis: MGO STAND 29 20092023

Path: Home/MGO Carmen

Based on method: MGO QUANT 2
20-Sep-2023 15:30:1

Created visionCATSuser

4
Modified gZ—Sep—2023 115755 \isionCATSuser
Last HPTLC log %2-5ep-2023 13:35:5 gilze;opied to '/MGO Carmen/MGO STAND 30 27092
Explorer notes
Track  Vial ID Description Volume Position Type
1 TA 01 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl Al Sample
2 TA 05 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A2 Sample
3 TA 06 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A3 Sample
4 TA 07 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A4 Sample
5 TA 08 TA SPE + 63 ng MGO 2.0 pl A5 Sample
6 TA 09 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A6 Sample
7 ALIL 12 e 38 ng MGO 0.3 pl Bl Reference
g/ mL
g  MGO 126 micro ¢35 MGo 0.5 ul Bl  Reference
g/ mL
9 ALIL 12 e 126 ng MGO 1.0 pl Bl Reference
g/ mL
10 g/lc/-;?nize mICro 553 ng MGO 2.0 l Bl  Reference
11 g’li?ntms LA 378 ng MGO 3.0 pl Bl Reference
12 MDHY MEDIHONEY SIN SPE 1.0 pl B2 Sample
13 TA 010 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A7 Sample
14 TA 013 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A8 Sample
15 TA 023 TA SPE + 63 ng MGO 1.0 pl A9 Sample

Sequence table notes

A track marked with /4 means: the application type is overridden in some evaluation(s).

System setup:

Software Server FreakBeast, version 2.5.18072.1
ADC2 S/N:241249

ATS4 S/N:220427

Derivatizer N/A

Scanner4 S/N:241068

Visualizer S/N:150919

Chromatography

Plate layout:

Stationary phase Merck, HPTLC plates silica gel 60 F 254

Plate format 200.0 x 100.0 mm

Application type Band

Application Position Y: 8.0 mm, length: 8.0 mm, width: 0.0 mm
Track First position X: 20.0 mm, distance: 11.4 mm
Solvent front position 70.0 mm

Notes

N
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Take image clean plate 1a - Visualizer (S/N: 150919):

Qualty ~ Enhanced

auto capture, Auto, level 85 %, Band
auto capture, Auto, level 85 %, Band

Instrument diagnostics  Valid diagnostics

Application 1 - ATS 4 (S/N: 220427):

Spraygas NI
Sample solvent type  Water
Filing speed 8 yls
Predosage volume 200 nl
Retraction volume 200 nl
Dosagespeed  50nls
Filing quality ~ Standard
Rinsing cycles / vacuum ~ 1/8s
Filing cycles / vacuum ~ 1/8s
Rinsing solvent name  Methanol
Nozzle temperature  Unheated
Rackinuse ~ Standard

4~ No valid diagnostics

Development 1 - ADC 2 (S/N: 241249):

Development type ~ Unsaturated

Saturation ~ OFF

Activation ~ OFF

Drying.  ON:5min, without pre drying
Preconditioning ~ OFF

[Mobile phase Ethyacetate, Acetonitrile, Formic Acid (84.5 : 14.5: 1) 10 ml
Instrument diagnostics  Valid diagnostics

Notes

Take image developed plate 1a - Visualizer (S/N: 150919):
Quality ~ Enhanced

auto capture, Auto, level 85 %, Band
auto capture, Auto, level 85 %, Band
auto capture, Auto, level 85 %, Band
Valid diagnostics

Scan developed plate 1b - Scanner 4 (S/N: 241068):
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Scannertype ~ Single A
Optimization for ~ Resolution
Measurement mode  Absorption

n/a
Detector mode  Automatic
Scanning speed 20 mm/s

Data resolution 100 um/step

Sit ~ 5x0.2mm, micro
Partiallscan ~ No
lLlamp Deuterium & Tungsten
Wavelength(s) 254 nm

Instrument diagnostics  Valid diagnostics

Scan developed plate 1c - Scanner 4 (S/N: 241068):

Scannertype ~ Single A
Optimization for ~ Resolution
Measurement mode ~ Absorption

n/a
Detector mode  Automatic
Scanning speed 20 mm/s

Data resolution 100 um/step
Sit ~ 5x0.2mm, micro
Partiallscan ~ No
lLlamp Deuterium & Tungsten
Wavelength(s) 239 nm
Instrument diagnostics  Valid diagnostics

Derivatization 1 - Derivatizer:

Reagentname  ANIS
Reagent volume 2.0 ml

Nozzle ~ blue
Level 3
[Heatingg 100 °C for 3 min, heated after

Take image derivatized plate 1a - Visualizer (S/N: 150919):

Qualty ~ Enhanced
[IRTWhite ~ auto capture, Auto, level 85 %, Band
R366

auto capture, Auto, level 85 %, Band

Instrument diagnostics  Valid diagnostics

Scan derivatized plate 1b - Scanner 4 (S/N: 241068):
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Scannertype ~ Single A
Optimization for ~ Resolution
Measurement mode  Absorption

n/a
Detector mode  Automatic
Scanning speed 20 mm/s

Data resolution 100 um/step

Sit ~ 5x0.2mm, micro
Partisllscan ~ No
lLlamp Deuterium & Tungsten
Wavelength(s) 480 nm

Instrument diagnostics  Valid diagnostics

System suitability tests:

SST settings:

Data acquisition

Application 1 - ATS 4 (S/N: 220427):
[Executed  20-Sep-2023 17:15:49 visionCATSuser

Development 1 - ADC 2 (S/N: 241249):

[Executed  20-Sep-2023 17:59:59 visionCATSuser
Migration distance 70 mm

Development time 24 min 10 s

Total action time 30 min 26 s

Start temperature 25 °C

End temperature 25 °C

Start humidity 71 %

End humidity 71 %

Take image developed plate 1a - Visualizer (S/N: 150919):

[Executed  20-Sep-2023 18:33:36 visionCATSuser
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[Exposure T 0,064 s
Contrast 1
[Normalized exposure " Disabled
Clarify " Disabled
[White balance T 1.00, 1.00, 1.00
R 254 Developed, Remission254
= = = = E E i S = ~ ~ wn E E E
[=)] O [=)] O [e)]

_02085

IWhite balance T 1,00, 1.00, 1.00
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R 366 Developed, Remission366

TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd
MGO 126 micro
38 ng MGO
MGO 126 micro
63 ng MGO
MGO 126 micro
126 ng MGO
MGO 126 micro
252 ng MGO
MGO 126 micro
378 ng MGO
MEDIHONEY SI
TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 nd

-
=
(0]
©O
+
(18]
oo
(%]
<
F

0)-3L 0.1

Exposure 5.092 s
Contrast 1
Normalized exposure Disabled
Clarify Disabled
White balance 1.00, 1.00, 1.00
Scan developed plate 1b - Scanner 4 (S/N: 241068):
Executed 20-Sep-2023 18:35:13 visionCATSuser
Wavelength 254 nm
Type Single A
0.40
0.35
0.30
0.25
o]
< 0.20
0.15
0.10
0.05
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
Type Single A
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Track 5:

Type  Single A
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Track 8:
Type  SingleA
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Track 9:
Type  SingleA
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Track 10:

Type  Single A
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Track 12:
Type  SingleA
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Track 13:
Type  SingleA
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Track 15:

Type  Single A
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Scan developed plate 1c - Scanner 4 (S/N: 241068):
[Executed | 20-Sep-2023 18:38:15 visionCATSuser

Scan:

Wavelength 239 nm

Track 1:

Type  Single A
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Track 5:
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Track 10:

Type  SingleA

0.40

0.35

0.30

0.25

AU

0.20

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.45

0.40

0.35

0.30

AU

0.25

0.20

0.15

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Track 12:
Type  SingleA
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Track 13:
Type  SingleA
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Track 15:

Type  Single A
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Derivatization 1 - Derivatizer:

[Executed " ]20-Sep-2023 19:56:29 visionCATSuser

Take image derivatized plate 1a - Visualizer (S/N: 150919):
[Executed ] 20-Sep-2023 19:56:31 visionCATSuser

RT White Derivatized, RemTransVis
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— - —
el 2 i i el RRRSERb SRRty |

_ 0 067 s
_ Dlsabled

[Clarify T Disabled
IWhite balance T 1,00, 1.00, 1.00
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R 366 Derivatized, Remission366

g

TA SPE + 63 nd
TA SPE + 63 n¢
MGO 126 micr
38 ng MGO
MGO 126 micr
63 ng MGO
MGO 126 micr
126 ng MGO
MGO 126 micr
252 ng MGO
MGO 126 micrt
378 ng MGO
MEDIHONEY S
TA SPE + 63 n(
TA SPE + 63:n

—
<)
<
’_

Contrast 1

[Normalized exposure  Enabled
[Clarify ~  Disabled

[White balance " 1.00, 1.00, 1.00

Scan derivatized plate 1b - Scanner 4 (S/N: 241068):
20-Sep-2023 19:58:32 visionCATSuser

Scan:

Wavelength 480 nm

Track 1:

Type  Single A

0.45

0.40

0.35

0.30

AU

Rf

Type  SingleA

17-Oct-2023 15:11:35 - visionCATSuser Id: Q7JgwSw= 19 - 34


http://ba204c60-bcc6-47f9-8678-b576dacf36d3/R 366 - Derivatized%2C Remission366/R 366 - Derivatized%2C Remission366
http://dataaquisitiondc42e19e-4ddd-4027-8bfe-6908b41b48fa/Scan derivatized plate 1b - Scanner 4/Scan derivatized plate 1b - Scanner 4 (S%2FN%3A 241068)%3A
http://c0e690d4-e7c9-4e94-8c65-1f87f737fb9d/Scan 480 nm/Scan%3A

World Leader in Planar Chromatography

MGO STAND 29 20092023 visionCATS
0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.30

0.25

0.20

AU

0.15

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.35

0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
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Track 5:

Type  Single A

0.35

0.30

0.25

0.20

AU

0.15

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.35

0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA
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0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.30

0.25

0.20

AU

0.15

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.35

0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
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Track 10:

Type  Single A

0.45

0.40

0.35

0.30

0.25

AU

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.50

0.40

0.30

AU

0.20

0.00

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Track 12:
Type  SingleA
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0.6

0.5

0.4

0.3

AU

0.2

0.1

0.0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Track 13:
Type  SingleA

0.40

0.35

0.30

0.25

AU

0.20

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Type  SingleA

0.30

0.25

0.20

AU

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
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Track 15:

Type  Single A

0.40

0.35

0.30

0.25

AU

0.20

0.15

0.10

0.05

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

Evaluation 1 :

Validated ~ false
Step | scan derivatized plate 1b
‘Concentration unit type  Mass / volume
Definition:
References:
Concentration

MGO 126 microg / mL 126.000 pg/ml 100.00 %
Samples:

Amount  Volume solution  Reference amount
TA 01 0.00 ml
TA 05 0.00 ml
TA 06 0.00 ml
TA 07 0.00 ml
TA 08 0.00 ml
TA 09 0.00 ml
MDHY 0.00 ml
TA 010 0.00 ml
TA 013 0.00 ml
TA 023 0.00 ml

Integration parameters:

Bounds  [0.738,0.913]

[Smoothing  Savitzky-Golay of order 3 and window 7

[Baseline correction  Lowest slope with noise 0.05

Profile subtraction ~ None

[Peaks detection  Gauss (legacy) with sensitivity 0.1, separation 1 and threshold 0.1

Scan:
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Wavelength 480 nm

Type  sample

VielD  TAO1
Description ~ TA SPE + 63 ng MGO
Volume 1.0yl

0.10

0.08

0.06

AU

0.04

0.02

0.00

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.755 0.0001 0.842 0.0904 300'0 0.900 0.0000 0.00506 300'0 No mch 126 microg /
Sample
TA 05
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.12
0.10 1
0.08
- 0.06
<€
0.04
0-02 4 4 4 4 4 4 4 4 —/ \.
0.00 ,
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
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1 0.752 0.0006 0.840 0.0951 300'0 0.897 0.0000 0.00528 300'0 No mch 126 microg /
Sample
TA 06
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.12
0.10 1
0.08
- 0.06
<€
0.04
0-02 4 4 4 4 4 4 4 4 j \.
0.00 .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.756 0.0006 0.839 0.0964 (1)00'0 0.897 0.0000 0.00529 (1)00'0 No mfo Lde e
Sample
TA 07
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.125
1
0.100
0.075
o]
<
0.050
0.025 : : : : - : : :
0.000 ’/
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Rf
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1 0.753 0.0008 0.842 0.1009 300'0 0.897 0.0000 0.00553 300'0 No mch 126 microg /
Sample
TA 08
TA SPE + 63 ng MGO
2.0 pl
0.20
1
0.15
- 0.10
0.05
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.750 0.0013 0.844 0.1606 (1)00'0 0.900 0.0000 0.00910 (1)00'0 No mfo Lde e
Sample
TA 09
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.125
1
0.100
0.075
o]
<
0.050
0.025
0.000 /
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Rf
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1 0.748 0.0005 0.845 0.1055 300'0 0.900 0.0000 0.00587 300'0 No mch 126 microg /
Reference
MGO 126 microg / mL
38 ng MGO
0.3 pl
0.10
0.08 1 T T T | T 1 1 T 1
0.06
o)
<€
0.04
0.02
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.760 0.0018 0.844 0.0754 (1)00'0 0.900 0.0000 0.00415 (1)00'0 No mfo Lde e
Reference
MGO 126 microg / mL
63 ng MGO
0.5 pl
0.125
1
0.100
0.075
o]
<
0.050
0.025 : : : : - : : :
0.000 J
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Rf
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1 0.755 0.0015 0.844 0.1048 300'0 0.902 0.0000 0.00587 300'0 No mch 126 microg /
Reference
MGO 126 microg / mL
126 ng MGO
1.0 ul
0.20
1
0.15
- 0.10
0.05
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.756 0.0011 0.844 0.1613 (1)00'0 0.903 0.0000 0.00922 (1)00'0 No mfo Lde e
Reference
MGO 126 microg / mL
252 ng MGO
2.0 ul
0.30
0.25 - - - - - - - - f—q
0.20
o 0.15
<
0.10
0'05 4 } I 4 4 4 4 4 I
0.00 \
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Rf
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1 0.748 0.0013 0.844 0.2299 300'0 0.906 0.0000 0.01370 300'0 No mch 126 microg /
Reference
MGO 126 microg / mL
378 ng MGO
3.0 pl
0.35
030 - - : : - - | "
0.25
0.20
o)
< 0.15
0.10
0-05 4 I I 4 4 4 4 4 ‘/
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0744 0.0008 0.844 0.2739 %0 0.905 0.0005 0.01683 ;000 No  MCO126microg/

Sample

MDHY
MEDIHONEY SIN SPE
1.0 ul
0.030
1
0.025
0.020
- 0.015
<
0.010
0.005 - : - - - . : - /’d \
0.000 ol

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf
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1 0.784 0.0054 0.840 0.0270 300'0 0.895 0.0000 0.00151 300'0 No mch 126 microg /
Sample
TA 010
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.12
0.10 1
0.08
- 0.06
<€
0.04
0-02 4 4 4 4 4 4 4 4 \.
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

1 0.760 0.0022 0.842 0.0922 (1)00'0 0.902 0.0000 0.00518 (1)00'0 No mfo Lde e

Sample

TA 013
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.10
1
0.08
0.06
)
<
0.04
0.02
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 1.0
Rf
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1 0.766 0.0012 0.845 0.0854 300'0 0.908 0.0000 0.00483 300'0 No mcﬁo 126 microg /
Sample
TA 023
TA SPE + 63 ng MGO
1.0 ul
0.10
1
0.08
0.06
o)
<€
0.04
0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

--—-—--——- ]
1 0.776 0.0006 0.861 0.0807 (1)00'0 0.911 0.0002 0.00439 (1)00'0 No mo Lde e

Calibration results:

Height calibration for substance MGO 126 microg / mL @ 480 nm:

3x10°1
2.5x10°1
2x1071
> 1.5x107!
<
1x1071
Il Calibration range
-2 | | | | | | |
5x10 I References
I Samples
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Quantity (ng)
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Regression mode  Mime-2
Range deviation ~ 5.00 %
Related substances  Default

Number of references 5
4.237X1071x +2,151X1072

y= =
2.578x10 +x

Coefficient of variation ~ CV 0.37 %

Correlation coefficient ~ R=99.996512 %

Results:

(CV unavailable)

(CV unavailable)
Track 5 62.98 pg/mi 126.0 ng

(CV unavailable)

(CV unavailable)

Track 1 50.08 pg/ml 50.08 ng
51.61 pg/ml (CV unavailable)
51.61pg/ml (CVunavailable)
Track 13 51.61 pg/ml 51.61 ng
45.77 pg/ml (CV unavailable)
45.77 pg/ml (CV unavailable)
Track 14 45.77 ug/mi 45.77 ng
41.85 pug/ml (CV unavailable)
41.85pg/ml (CV unavailable)
Track 15 41.85 pg/ml 41.85 ng
54.18 pg/ml (CV unavailable)
54.18 pg/ml (CV unavailable)
Track 2 54.18 pg/ml 54.18 ng
55.40 pg/ml (CV unavailable)
55.40 pg/ml (CV unavailable)
Track 3 55.40 pg/mi 55.40 ng
59.44 pg/ml (CV unavailable)
59.44 pg/ml (CV unavailable)
Track 4 59.44 ug/ml 59.44 ng
63.79 pg/ml (CV unavailable)
63.79 pg/ml (CV unavailable)

Track 6 63.79 pg/mi 63.79 ng

A track marked with 2 means: this result is outside the regression range given by the reference assignments, but is included in the
results because it is in the allowed range deviation.

Analyst:
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