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RESUMEN

Recientemente se ha descrito la utilidad de los anhidri-
dos de difructosa (DFAs) como buenos marcadores para
la deteccion de adulteraciones de miel con jarabes de
alto contenido en fructosa (HFCS) y de azucar invertido
(IS). Sin embargo, para la deteccion de estos compues-
tos es necesario realizar un fraccionamiento previo de
los carbohidratos de estas muestras, dado que la alta
concentracion de monosacaridos (glucosa y fructosa)
presentes en la miel dificulta el analisis de los compuestos
minoritarios. Por tanto, el objetivo de este trabajo se basé
en la comparacién de un tratamiento con levaduras pro-
puesto con anterioridad y un fraccionamiento con car-
bon activo para eliminar la fraccién de monosacaridos,
concentrando asi los compuestos minoritarios de la miel
y en concreto los DFAs presentes en muestras adulte-
radas. Se llevé a cabo la optimizacion de dichos méto-
dos para conseguir el mayor enriquecimiento en DFAs
comprobandose que ambos son Uutiles para la deteccion
de adulteraciones de miel de hasta un 5% de HFCS e IS.

Palabras clave: Adulteraciones. Carbén activo. DFAs.
Jarabes. Levaduras. Miel.

SUMMARY

The utility of difructose anhydrides (DFAs) as good mar-
kers of honey adulteration with high fructose corn syrups
(HFCS) and invert syrups (IS) has been recently descri-
bed. However, a previous fractionation of carbohydrates
in these samples needs to be carried out for the detec-
tion of DFAs considering that the high concentration of
monosaccharides (glucose and fructose) makes the analy-
sis of minor compounds difficult. Therefore, in this work
two different procedures (a yeast treatment previously
suggested and an activated charcoal fractionation) were
compared to remove the monosaccharide fraction and

to concentrate the minor compounds of honey, specifi-
cally DFAs present in adulterated samples. The optimi-
zation of these methods was carried out to obtain the
greatest enrichment of DFAs; the usefulness of both pro-
cedures to detect honey adulterations up to 5% with
HFCS and IS was proved.

Key words: Adulteration. Activated charcoal. DFAs.
Syrups. Yeast. Honey.

RESUM

Recentment, s’ha descrit la utilitat dels anhidrids de
difructosa (DFAs) com a bons marcadors per a la detec-
ci6 d’adulteracions de mel amb xarops d’alt contingut en
fructosa (HFCS) i de sucre invertit (IS). Tanmateix, per a
la deteccié d’aquests compostos és necessari realitzar
un fraccionament previ dels carbohidrats d’aquestes
mostres, donat que I’alta concentracié de monosacarids
(glucosa i fructosa) presents a la mel dificulta I’analisi
dels compostos minoritaris. Per tant, 'objectiu d’aquest
treball és comparar un tractament amb llevats proposat
amb anterioritat i un fraccionament amb carbé actiu per
eliminar la fraccié de monosacarids, concentrant aixi els
compostos minoritaris de la mel, i en concret els DFAs
presents en mostres adulterades. Es porta a terme I’'op-
timitzacio d’aquests metodes per aconseguir el major
enriquiment en DFAs, comprovant que ambddés sén utils
per a la deteccié d’adulteracions de mel de fins a un 5%
de HFCSIi IS.

Mots clau: Adulteracions. Carbé actiu. DFAs. Xarops. Lle-
vats. Mel.
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1. INTRODUCCION

La miel es un producto biolégico complejo cuya compo-
sicion es altamente variable dependiendo de su origen
(néctar o mielada), caracteristicas climatolégicas y edafi-
cas de la zona de recogida, practicas apicolas, condicio-
nes de procesado y almacenamiento, etc.” Los carbohi-
dratos, presentes en la miel en elevada proporcion (mas
del 95% de la materia seca), son responsables tanto del
alto contenido energético de este alimento como de su
caracteristico sabor dulce. Algunos azulcares tienen su ori-
gen en el propio néctar o mielada, mientras que otros son
debidos a la accién de las enzimas segregadas por las
abejas. Los azlicares mayoritarios en la miel son la gluco-
sa y la fructosa, seguidos en menor proporcién por una
larga serie de di- y oligosacaridos, formados por unidades
de dichos monosacaridos®”.

En la actualidad, los productos alimenticios tienen que
satisfacer numerosos criterios de calidad y certificacion,
previos a su comercializacién. La miel no es una excep-
cién y su composicién y procesado estan regulados por
Normas de Calidad®.

La miel es un alimento de relativo alto coste en el merca-
doy por ello, es susceptible de ser adulterada por adicién
de productos de bajo precio. Debido a la variedad que pre-
senta en su composicion, la deteccion de adulteraciones
puede ser dificil. Ademas, la produccién de jarabes con
composiciones cada vez mas parecidas a las de la miel®,
dificulta mucho su deteccién y hace necesario el desarro-
llo de nuevas metodologias cada vez mas sensibles.

La miel puede ser adulterada por la adicién directa de sus-
tancias edulcorantes de menor valor: caramelo, melazas,
jarabes de glucosa (CS), jarabes de alto contenido en fruc-
tosa (HFCS), jarabes de azulcar invertido (IS), etc. o ali-
mentando a las abejas con productos azucarados para
aumentar el rendimiento®. Se ha demostrado que la ali-
mentacioén artificial puede producir modificaciones quimi-
cas en la miel parecidas a las que se producen por adicion
directa de jarabes"’; sin embargo, estas practicas no estan
estrictamente controladas.

En los ultimos afios se han propuesto distintos métodos
en la bibliografia para la deteccidén de adulteraciones en
miel, tanto mediante el empleo de técnicas espectrosco-
picas®, como isotopicas® o calorimétricas’”. Sin embar-
go, son las técnicas cromatograficas las que permiten al-
canzar los mejores resultados"". Recientemente, se ha
propuesto un método para la deteccién de adulteraciones
en miel con HFCS e IS empleando cromatografia de gases
(GC)"™. Gracias al estudio de los componentes minorita-
rios de los jarabes, se han podido detectar adulteraciones
de hasta un 5% de jarabe. Para poder llevar a cabo estos
analisis es necesario eliminar previamente la fraccion de
monosacaridos, ya que impiden el estudio de aquellos
compuestos que se encuentran en menor proporcion.
Sin embargo, el método de fraccionamiento propuesto im-
plica el uso de levaduras durante periodos largos de in-
cubacién. Es por tanto de gran interés la eleccion de un
método de fraccionamiento apropiado tanto por su repro-
ducibilidad, exactitud y precisién, como por su sencillez y
rapidez de andlisis para poder ser establecido como méto-
do de rutina.

En este trabajo se ha procedido a la comparacién del uso
de carbén activo como técnica de fraccionamiento de los
carbohidratos de la miel con el tratamiento con levaduras
anteriormente descrito (Ruiz-Matute et al., 2007) con objeto
de determinar cual ofrece las mayores ventajas a la hora de
detectar adulteraciones en miel con HFCS e IS. Para ello es
necesaria una optimizacién previa del método de fracciona-
miento con carbon activo que permitiese recuperar la mayor
cantidad de anhidridos de difructosa (DFAs), marcadores
propuestos para la deteccién de dichas adulteraciones.

2. Materiales y métodos

2.1. Patrones

Los siguientes patrones: celobiosa, erlosa, fructosa, gen-
tiobiosa, glucosa, isomaltosa, 1-kestosa, kojibiosa, lami-
naribiosa, maltosa, melecitosa, nigerosa, panosa, rafino-
say sacarosa, asi como fenil-pg-glucésido (patrén interno)
fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, US).
La maltulosa procedié de Aldrich Chem. Co (Milwaukee,
WI, US) y leucrosa, melibiosa, palatinosa, o,c-trehalosa,
a,p-trehalosa y turanosa de Fluka (Madrid, Espafia). Una
muestra de trehalulosa fue cedida por el Dr. Wach de la
compaiia Sudzucker (Mannheim, Alemania) y otra de thean-
derosa por el Dr. G.R. C6té (USDA, Peoria, US).

2.2. Muestras

Un jarabe de alto contenido en fructosa con un grado de
isomerizacion de la glucosa del 80% (HFCS) y un jarabe
de azulcar invertido de cafia (IS) fueron cedidos por la
empresa Moreno Délera S.L.

Se emplearon también dos mieles espafolas: una miel de
néctar (M1) y una miel de mielato (M2) ambas obtenidas
directamente de los apicultores. Dichas mieles fueron inten-
cionadamente adulteradas con los jarabes HFCS e IS en
proporciones del 5, 10 y 20%.

2.3. Técnicas de fraccionamiento
2.3.1. Tratamiento con levaduras

Se utiliz6 levadura de panaderia comercial (Saccharomyces
cerevisiae) en polvo de la marca Maizena (Leioa, Vizcaya,
Espana).

Se prepararon disoluciones al 20% de la miel, mielato, jara-
bes y muestras adulteradas en agua Milli-Q. A continua-
cion, se afadieron 0,25 g de levadura a cada muestray se
incubaron a 30 °C con agitacion. La toma de muestra se
realizé alas 0, 24, 52 y 72 h. Las muestras se filtraron y se
centrifugaron para obtener una disolucién limpia de leva-
duras.

2.3.2. Tratamiento con carbén activo

El fraccionamiento de los carbohidratos mediante trata-
miento con carbén activo se llevé a cabo siguiendo dos
ensayos distintos basados en el método de Morales y col.”.
- Ensayo 1: 0,5 g de cada una de las muestras indicadas
anteriormente se disolvieron en 100 mL de una mezcla eta-
nol:agua 10:90 (v/v) y se agitaron con 3 g de carbon acti-
vo (Darco G60, 100 mesh, Sigma) durante 30 min. Después
de la agitacion la muestra se filtr6 a vacio y el carbén ac-
tivo se lavé con 25 mL de la disolucién de etanol:agua
10:90 (v/v).

- Ensayo 2: similar al Ensayo 1 pero empleando una mez-
cla de etanol:agua 1:99 (v/v) para la eliminacién de mono-
sacaridos.

A continuacion, y en ambos ensayos, se extrajeron los oli-
gosacaridos adsorbidos en el carbén activo mediante agi-
tacion durante 30 min en 100 mL de etanol al 50% (v/v) y
un posterior lavado con 25 mL de una disolucion de eta-
nol en la misma proporcién. Todo el proceso se realizé a
temperatura ambiente. Tras la eliminacion del carb6n acti-
vo por filtracion, la muestra se evaporo a sequedad en un
rotavapor, y se reconstituyé posteriormente con 5 mL de
agua Milli Q.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

2.4. Analisis cromatografico de las muestras

La determinacion de los carbohidratos se realizo a través
del andlisis de los derivados sililados de sus oximas®. 1 g
de muestra se disolvié en 25 mL de una mezcla de meta-
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nol:agua 80:20 (v/v). Se tomd 0,5 mL de cada disolucién y
se le ahadi6 0,5 mL de una disolucion de fenil--D-glucé-
sido (1 mg/mL) como patrén interno. Se evaporé hasta
sequedad a vacio. A la muestra seca se le anadieron
0,35 mL de una disolucion al 2,5% de cloruro de hidroxi-
lamina en piridina y se mantuvo a 75 °C durante 30 min
para la formacién de las oximas. La sililacién se llevé a
cabo anadiendo a la mezcla anterior 0,35 mL de hexame-
tildisilazano y 35 uL de acido trifluoroacético, calentando
a 45 °C durante 30 min. La mezcla obtenida se centrifugé
a 7000 g durante 5 min a 5 °C, inyectandose 1 uL del sobre-
nadante.

Los andlisis se llevaron a cabo en un cromatografo de gases
HP-5890 (Agilent, Palo Alto, CA) con detector de ioniza-
cion de llama (FID) en modo split (1:20) usando nitrégeno
como gas portador. Se utilizé6 una columna de metilsilico-
na (fase SPB-1 de Supelco, Bellefonte, PA) de 25 m x 0,25
mm d.i. x 0,25 um en las siguientes condiciones: La tem-
peratura del inyector y el detector fue de 300 °C. La tem-
peratura del horno se mantuvo 15 minutos a 200 °C, se
increment6 hasta 270 °C a una velocidad de 5 °C/min, a
continuacioén a 1 °C/min hasta 290 °C y siguié aumentan-
do a 15 °C/min hasta 300 °C, donde se mantuvo 30 minu-
tos. La adquisicion y tratamiento de datos se llevé a cabo
empleando el programa Chrom Card 2.20 (CE Instruments,
Milan, ltalia).

Con el fin de ayudar a la identificacién de los compuestos,
las muestras se inyectaron también en un cromatografo
de gases (Agilent 6890 Series) acoplado a un espectré-
metro de masas con analizador de cuadrupolo (Agilent
5973 Network). La columna y el programa de temperatura
utilizados fueron similares a los descritos en el apartado
anterior, utilizando helio como gas portador. La tempera-
tura de la camara de ionizacion fue de 280 °C. La ioniza-
cion tuvo lugar por impacto electrénico a 70 eV y el rango
de masas detectadas fue de 60-600 u.m.a.

El andlisis cuantitativo se realiz6 utilizando el método del
patron interno empleando los datos obtenidos por GC-FID.
Se obtuvieron diferentes factores de respuesta frente al
fenil-3-D-glucésido para los monosacaridos, disacaridos
y trisacaridos, calculados mediante inyecciones conjun-
tas de este compuesto con los patrones comerciales cita-
dos en un intervalo de concentraciones que cubre los valo-
res esperados en las muestras. Para los anhidridos de
difructosa (DFAs) se consideré un factor de respuesta igual
a 1, debido a la ausencia de patrones comerciales. Los
disacaridos presentan problemas de coelucion entre ellos
por lo que su integracion se llevé a cabo utilizando un méto-
do previamente desarrollado en nuestro laboratorio™. La
reproducibilidad de ambos tratamientos (levaduras y car-
bén activo) se evalué mediante el fraccionamiento y pos-
terior analisis de una muestra de miel por quintuplicado.
Las desviaciones estandar obtenidas fueron aceptables
en ambos casos, aunque ligeramente inferiores cuando se
emplearon los tratamientos con carbon activo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para poder estudiar la fraccién de componentes minorita-
rios tanto en la miel de néctar (M1) y el mielato (M2) como
en los jarabes, estas muestras fueron sometidas a un tra-
tamiento con carbén activo empleando los dos ensayos
mencionados en la secciéon de materiales y métodos. La
figura 1 muestra los perfiles cromatograficos de los car-
bohidratos de la miel de mielato sin tratamiento (M2) y
sometida a los ensayos 1y 2, respectivamente.

Tras el tratamiento con carbén activo mediante el ensa-
yo 1, la fracciéon de monosacaridos (glucosa + fructosa)
se redujo apreciablemente, de un contenido inicial de

593,0 mg/g miel para la muestra M1y 462,9 mg/g miel para
laM2a 7,9y 5,2 mg/g, respectivamente (Tabla 1). Los disa-
caridos (Fig. 1B) también disminuyeron en gran medida su
concentracion, al pasar de un contenido inicial de 163,5y
241,8 mg/g a 9,2 y 13,9 mg/g para las muestras M1y M2
(Tabla 1). Algunos carbohidratos como la a,3-trehalosa,
nigerosa y maltosa aumentaron su porcentaje con respecto
a la miel original durante el tratamiento, sin embargo, otros
como la isomaltosa, turanosa y trehalulosa presentaron
una disminucién acusada (Figura 2). Los trisacaridos, mos-
traron un menor descenso relativo respecto a las mues-
tras sin tratar, llegando a constituir el 43% del total de car-
bohidratos de la muestra M2 (Tabla 1). La 1-kestosa fue la
que se vio mas afectada, disminuyendo de un 24% a un
15% del total de azucares cuantificados en la muestra M1.
La erlosa por el contrario fue la que presenté una recupe-
racion mayor.

En el ensayo 2 (Tabla 1) la disminucién del contenido en
monosacaridos en ambas muestras fue bastante acusada
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Figura 1. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC de los
O-TMS de mono-, di- y trisacaridos de la miel M2 sin nin-
gun tratamiento (A) y tratada previamente con carbon acti-
vo mediante: ensayo 1 (B) y ensayo 2 (C). 1.- monosacari-
dos; 2.- patrén interno; 3.- disacaridos; 4.- trisacaridos.
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TABLAI

Concentracién (mg/g) de mono- (MS), di- (DS) y trisacaridos (TS) de las mieles M1 y M2 antes y después
de los tratamientos con carbén activo y levaduras (n=2).

mg/g miel
M1 M2
MS DS TS total MS DS TS total
Sin tratamiento 593,0 163,5 16,9 773,4 462,9 241,8 1,4 746,1
Carbén activo Ensayo 1 7,9 9,2 10,3 27,4 5,2 13,9 14,6 33,7
Carbén activo Ensayo 2 83,6 118,6 13,5 215,7 37,8 170,1 30,4 238,3
Levaduras 55 60,1 7,0 72,6 0,7 66,2 7,2 741
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Figura 2. Estudio de la variacion porcentual de disacaridos de la miel M1 y miel M2 al someterlas al tratamiento con car-
bén activo: ensayo 1y ensayo 2 y al tratamiento con levaduras (52 h, 30 °C); 1-Sacarosa; 2- a,o-Trehalosa; 3- o,p-Trehalosa;
4-Inulobiosa; 5-Celobiosa; 6-Laminaribiosa; 7-Maltulosa; 8-Nigerosa; 9-Turanosa; 10-Maltosa; 11-Kojibiosa; 12-Trehalulosa;
13-Palatinosa; 14-Gentiobiosa; 15-Isomaltosa; 16-Melibiosa.

208 AFINIDAD LXV, 535, Mayo-Junio 2008



alcanzando valores de 83,6 y 37,8 mg/g para la miel M1 y
el mielato M2, respectivamente, aunque dicha disminucion
fue menor que en el ensayo 1. El tratamiento con carbén
en el ensayo 2 Gnicamente eliminé alrededor de un 30%
del contenido en disacaridos, mientras que la cantidad de
trisacaridos recuperada fue ligeramente superior a la del
ensayo 1. Asi, las muestras obtenidas presentaron un 55%
(M1) y un 71% (M2) de disacaridos con respecto al conte-
nido total de carbohidratos, manteniéndose las propor-
ciones de los mismos practicamente constantes respec-
to a la miel original (Figura 2).

A continuacioén, estos tratamientos con carbén activo fue-
ron comparados con el método de fraccionamiento con
levaduras previamente descrito en la bibliografia (Ruiz-
Matute et al., 2007). El tratamiento con levaduras permitio
la practica eliminacion de la fraccion de monosacaridos
de la miel (llegando a reducirse hasta 0,7 mg/g miel en la
M2; Tabla 1) obteniendo una fraccién en la que los disa-
caridos fueron los componentes mayoritarios. Sin embar-
go, el perfil de estos se vio bastante modificado respecto
a su composicién original (Figura 2) debido a la elimina-
cion selectiva de los mismos producida por las levaduras.
Los jarabes HFCS e IS fueron sometidos a ambos ensa-
yos con carbén activo y analizados por cromatografia de
gases. En las muestras tratadas con el ensayo 2 se obser-
vO la presencia de unos picos que no se encontraban en
las mieles y que eluian en la zona anterior a los disacari-
dos (entre 28 y 32 min). Estos compuestos fueron identi-
ficados mediante GC-MS"® como anhidridos de difructo-
sa (DFAs), compuestos que se forman al someter alimentos
ricos en azticares reductores a tratamientos térmicos"®.
Estos compuestos no fermentables son seudodisacaridos
producidos por condensacién de dos moléculas de fruc-
tosa y presentan diferentes isomeros dependiendo del tipo
y localizacién de enlaces"®. Los DFAs han sido descritos
como buenos indicadores de reacciones de carameliza-
cion en distintos alimentos y aditivos alimentarios"”. Estos
compuestos detectados en los jarabes fueron numerados
de acuerdo con Ratsimba et al."® siendo los mas abun-
dantes en HFCS el DFA 1 (a-D-Fruf-1,2’:2,3’-3-D-Fruf) y
DFA 10 (a-D-Fruf-1,2’:2,1’-3-D-Fruf), mientras que para el
IS fueron el DFA 9 (o-D-Fruf-1,2’:2,1’--D-Frup) y el DFA 10.
En las muestras enriquecidas en trisacaridos mediante el
ensayo 1, inicamente se detectaron pequenas cantidades
de DFAs que no habian sido completamente eliminadas
durante el tratamiento con carbén activo. En cuanto a la
region de trisacaridos, no se observé la presencia de nue-
vos compuestos en los jarabes en relacién con las mieles.
Asi, el ensayo 2 fue seleccionado para el estudio de las
muestras de miel y mielato adulteradas con 5, 10 y 20%
de los jarabes HFCS e IS. En la Figura 3 se muestran los
perfiles cromatograficos de la miel de mielato (M2) asi como
sus adulteraciones al 20%. Aparecen numerados los DFAs
mayoritarios que se identificaron en las muestras adulte-
radas tras el tratamiento con carbén activo en el ensayo 2,
siendo sus espectros de masas los que aparecen resumi-
dos en la Tabla 2. Los espectros de los DFAs se diferen-
ciaron claramente de los correspondientes a disacaridos
ya que estos Ultimos presentan mayores abundancias del
ion 361 (correspondiente a la composicion elemental
C13H1:04Sis), de baja intensidad en los DFAs, en los que son
caracteristicos los iones 362 y 509. Mediante este méto-
do se pudieron detectar adulteraciones incluso inferiores
al 5% para ambos jarabes.

A su vez, las muestras adulteradas fueron sometidas al
tratamiento con levaduras que permitié también detectar
los DFAs como marcadores de adulteraciones; sin embar-
go se observaron diferencias en la cuantificacion llevada
a cabo por ambos métodos (carbén activo ensayo 2 y leva-
duras). La Tabla 3 muestra los valores de los DFAs 1,9y
10, empleando ambos métodos de fraccionamiento. El

DFA 1 pudo ser correctamente cuantificado después de
los dos tratamientos, aunque dicho compuesto fue solo
util para la deteccién de adulteraciones con HFCS. La cuan-

TABLAII

lones caracteristicos de los trimetilsilil derivados de
los DFAs observados en las muestras adulteradas
con los jarabes HFCS e IS.

Abundancia (%)

m/z 73 |103|147|204|217|230(|231 (361|362 (509
DFA1 48 | 18 19| 2(100| 7| 4| 5| 2| 1
DFA9 |50 | 8| 28| 80(100| 8| 5 O| 4| 7
DFA10 | 34| 9 14| 3(100| 8| 3| 3| 4| 4
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Figura 3. Perfiles cromatograficos de la zona de elucion
de los DFAs en: (A) miel M2, (B) miel M2 adulterada con un
20% de HFCS (C) y 20% de IS (D). Todas las muestras fue-
ron previamente tratadas con carbén activo (ensayo 2). P.i:
patrén interno; 1.- DFA1; 2.- DFA9; 3.- DFA10; 4.- saca-
rosa.
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TABLA I
Concentracion de DFAs (mg/g) de las mieles M1 y M2 adulteradas con 5, 10 y 20% de los jarabes HFCS y IS (n=2).

mg/g
Tratamiento con levaduras Tratamiento con carbén activo (Ensayo 2)
Muestras DFA 1 DFA 9 DFA 10 DFA1 DFA 9 DFA 10

M1 + 5% HFCS 0,10 0,02 0,15 0,09 0,08 0,07
M1 + 10% HFCS 0,17 0,04° 0,19 0,15 0,11 0,12
M1 + 20% HFCS 0,38 0,09 0,31 0,29 0,20 0,23
M2 + 5% HFCS 0,08 0,00 NC 0,07 0,09 NC
M2 + 10% HFCS 0,19 0,01 0,19 0,12 0,07 0,08
M2 + 20% HFCS 0,33 0,10 0,41 0,40 0,29 0,32
M1 +5% IS NC* 0,04 0,05 NC 0,07 0,03
M1 +10% IS 0,01 0,08 0,10 NC 0,21 0,05
M1 + 20% IS 0,02 0,13 0,12 0,03 0,35 0,10
M2 + 5% IS NC 0,07 NC NC 0,09 NC
M2 +10% IS NC 0,09 NC 0,01 0,13 NC
M2 + 20% IS NC 0,17 NC 0,02 0,12 NC

NC: no cuantificable.

tificacion de los DFAs 9y 10 presenté mas problemas debi- BIBLIOGRAFIA

do a coeluciones con otros carbohidratos presentes en la
miel que no habian sido completamente eliminados duran-
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en exceso debido a que la eliminaciéon de los carbohidra-
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4. CONCLUSION

Tanto el tratamiento con carbén activo como el empleo
de levaduras son métodos adecuados para la separacion de
los carbohidratos de la miel. Dichos métodos seguidos
del andlisis por GC-MS permiten la deteccion de DFAs en
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