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Introduccion

En Colombia, gracias a su megadiversidad bioldgica, existe un gran nimero de
especies de abejas nativas cuyo potencial para la produccion de miel, polen y propdleos
apenas empieza a ser estudiado. Existen cerca de 500 especies de abejas sin aguijon en el
mundo, 300 de ellas en Latinoamérica y cerca de 120 en Colombia (Nates, 2004). Los
estudios hechos para adquirir conocimiento sobre estas abejas, se ha enfocado

principalmente en taxonomia, descripcion de colmenas y comportamiento.

Los productos de estas abejas tienen en Colombia un mercado creciente, como es el
caso de la miel conocida como “miel de angelitas” de la especie Trigona (Tetragonisca)
angustula, la cual se comercializa en tiendas naturistas a precios superiores debido a la
asociacion de esta miel con propiedades terapéuticas, pero sin ningun tipo de estudio de sus
caracteristicas fisicoquimicas, lo cual facilita la competencia desleal. (Martinez, 2006)

Reconociendo las tendencias de produccion y comercializacion de alimentos, el
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia,
de manera conjunta con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, desarrolla el
Proyecto de Investigacion “Seleccion de Indicadores Fisicoquimicos Mediante Aplicacion
de Nariz Electronica para la Catalogacion de Productos Apicolas”, cuyo objetivo es
definir las caracteristicas fisicas y quimicas (volatiles y no volatiles), que permitan
establecer el espectro de huella Unica de miel, polen y propoleos de cuatro regiones de la
produccion nacional (Sierra Nevada de Santa Marta, Santander, Cundinamarca y Boyacd),

de especies de abejas nativas colombianas y apis mellifera, esta ultima de gran importancia
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por su distribucion y su frecuencia a nivel nacional, y cuyas tecnologias de cria y manejo
han sido desarrolladas y probadas en el pais (Nates, 2001).

En el desarrollo experimental, se ha realizado inicialmente el perfil aromatico de
muestras de miel de abejas nativas y apis mellifera mediante el uso de una nariz
electronica, el principio de esta es excitar una serie de sensores con la fraccion volatil de
una muestra, generando una ‘“huella digital” (respuesta del arreglo de sensores)
caracteristica de cada muestra, la cual por medio de herramientas estadisticas, permite la
diferenciacion y clasificacion por compuestos volatiles. (Bogdanov et al., 2004; Hernandez
et al., 2005)

Los sistemas de olfato electronico, popularmente conocidos como ‘“narices
electronicas”, tienen una historia muy reciente. Aunque sus origenes se remontan a los
primeros sistemas ideados en los sesenta (Wilkens, 1964), no aparecieron sino hasta los
afios 90, destacando los conocidos sistemas de AlphaMOS (1993), Neotronics y Aromascan
(1994) (Vanneste & Geise, 2003; Zhang, 2003). En la tabla 1 se describen algunos de los

sistemas de olfato electronico comerciales disponibles en la actualidad.

Tabla 1. Sistemas de Olfato Electronico mas conocidos. (Duran, 2005)

Compafiia Sistema
Agilent Technologies 4440
Airsense Analytics, Alemania PEN2, PENS, i-PEN
Fox 2000, 3000, 4000, 5000alphaKronos,
Alpha MOS, Francia alphaPrometheus,alphaCentauri,
alphaGemini

UK Bloodhound BH114,0EM-modules

Bloodhound Sensors, UK
under development

Chemsensing Inc Chemsensing
Cyrano Sciences, US Cyranose 320
Electronic Sensor Technology, US zNose
Element, Iceland FreshSense
Hewlett Packard, US HP4440A
Lennartz Electronic, Alemania MOSES Il
Marconi Applied Technologies e-nose 5000
Nordic Sensor Technologies NST 3210, NST 3220, NST 3220A
Osmetech, UK and US OMA, MultiSampler-SP, CP sensors
Smart Nose, Suiza SMart Nose-300

SMart Nose-300 PEN, i-PEN, PEN-EDU




El método de analisis de compuestos mediante uso de nariz electronica ha
permitido, gracias a la presencia de volatiles y semivolatiles en las muestras de miel de
abejas, diferenciar y caracterizar muestras con una determinada huella olfativa (Benedetti et
al., 2004). El aroma caracteristico, dependiendo de las condiciones de su recoleccién, asi
como el ambiente de desarrollo de la abeja son de gran importancia para esta huella
olfativa la cual hacen de la muestra de miel una muestra unica (Pearce et al, 2003).

Adicionalmente, se ha realizado un perfil de carbohidratos de las muestras
recolectadas, en el cual fue posible cuantificar el contenido de fructosa y glucosa presente
en la miel de abejas nativas, lo cual permite realizar una comparacion con miel de abejas de
la especie Apis mellifera proveniente de cuatro regiones del pais.

Las zonas geograficas objeto del muestreo, se encuentran en diversos puntos del
pais haciendo que las caracteristicas de vegetacion y topografia sean diversas. El area de
muestreo de la Sierra Nevada esta ubicada entre 1500 y 2000 m de altura, con temperaturas
entre 18 y 24° C y precipitaciones entre 1000 y 2000 mm., la zona de Santander es calida
y seca, se encuentra dentro de un rango de altura entre 500 y 1500 m, con temperaturas
entre 18 y 24° C y precipitaciones anuales entre 500 y 1000 mm. La zona de muestreo de
Boyaca se encuentra en un rango de altura entre 2400 y 3200 m, con temperaturas que
oscilan entre 6 y 18° C y precipitaciones anuales entre 500 y 2000 mm. y en Cundinamarca
los apiarios estdn en un rango de altura 1500 y 2500 m de altura. La temperatura

aproximada esta entre 15y 18° C y las precipitaciones anuales entre 1000 y 2000 mm.

Cundinamarca

Figura 1. Zonas de produccion apicola colombiana objeto del estudio.



Objetivo

Revisar el avance de la caracterizacion fisicoquimica de productos apicolas de
variedades de abejas nativas colombianas mediante el analisis de compuestos volatiles
mediante el uso de nariz electrénica y el perfil de carbohidratos por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC) y comparar los resultados obtenidos con muestras de miel abejas

de la especie Apis mellifera.

Materiales y Métodos

Las muestras de miel de las especies nativas fueron recolectadas de la zona de
Santander, las cuales fueron tomadas en viales que se conservaron en refrigeracion hasta la
realizacion de los analisis respectivos, entre tanto, las muestras de miel de abejas de la
especie Apis mellifera fueron cosechadas de las zonas de Santander, la Sierra Nevada de
Santa Marta, Boyaca y Cundinamarca, las cuales fueron envasadas en frascos de vidrio de
250 ml.

Las especies nativas de las cuales se tomaron muestras fueron: Tetragonisca
angustula, Mellipona fasciata, Mellipona comprecipes, Nanotrigona testaseicorasis y
Partamona ssp. provenientes de colmenas que poseen los apicultores de la region.

El anélisis de compuestos volatiles mediante aplicacion de nariz electronica fue
realizado utilizando el equipo portatil AIRSENSE ® PEN 3, con 10 sensores MOS, que
identifican un compuesto volatil de acuerdo a sus caracteristicas de composicion quimica
(Tabla 2). Dentro de la estandarizacion se encontraron como condiciones optimas para la
estabilizacion del headspace tres gramos de muestra de miel de abejas a 40°C con un flujo
de anélisis en la nariz electronica de 60 ml/min.

Los perfiles aromaticos fueron clasificados y diferenciados mediante el uso de

herramientas estadisticas multivariadas como la técnica de andlisis de discriminante lineal.



Tabla 2. Compuestos quimicos detectados por cada uno de los diferentes sensores de la
AIRSENSE® PEN 3. (Pearce et al, 2003))

Numero Nombre del
Arreglo Compuestos quimicos detectados
Sensor
Sensor
1 W1C Compuestos aromaticos
2 WS5S Amplio rango de compuestos
3 W3C Compuestos aromaticos. Amoniaco
4 W6S Principalmente hidrogeno
5 W5C Alcanos, compuestos aromaticos, compuestos menos
polares
6 W1S Amplio rango-metano
7 Wi1iw Reacciona con compuestos azufrados. Terpenos
8 W2S Detecta alcohols. Amplio rango
9 W2W Compuestos arométicos. Compuestos organicos
10 W3S Metano

Mediante Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) se determino el
contenido de glucosa y fructosa presente en las muestras de miel. Cada ensayo se realizé
por triplicado para garantizar la confiabilidad de los resultados. Se dispuso de un equipo
Cromatogréfico marca JASCO®, con una Bomba JASCO PU-980, un Horno JASCO CO-
2065, un Detector de indice de refraccion JASCO RI-2031 PLUS y Software Borwin
1.21.60 version 1996.

Para la determinacion de los carbohidratos fructosa y glucosa, se utilizé una
columna de intercambio iénico Metacarb Ca Plus (A5205). Dimensiones: 30 cm x 0,78 cm,
con una fase movil de agua desgasificada — deionizada, grado HPLC, con un flujo de
eluyente de 0.5 ml/min, operando a una temperatura de 78°C, consistente con los métodos
979.23 y 983.22 recomendados por la Association of Analytical Communities. (A.O.A.C.,
1998). EIl tiempo de retencion de glucosa es de 11,37 minutos y el de fructosa de 14,20

minutos.



Resultados

Analisis de compuestos volatiles por nariz electronica

Al realizar un analisis de los tipos de mieles de abejas nativas y la especie Apis

mellifera se buscaba lograr diferenciar claramente estos dos tipos de mieles, un sin nimero

de compuestos volatiles fueron detectados, pero solo sus caracteristicas, concentracion y

relacién lograran permitir una clara y evidente clasificacion empleando métodos de analisis

multivariable.

Los resultados de cada uno de los diez diferentes sensores se obtuvieron a un tiempo

de 149 segundos. Con base en la figura 2, se puede apreciar que los compuestos

predominantes en las muestras de mieles nativas son compuestos aromaticos (Sensor

WH5C), los cuales son los responsables del aroma frutal caracteristico de este tipo de

productos, mientras los sensores que menor respuesta mostraron fueron W3S (Metano),

W3C (Amoniaco) y W1W (compuestos azufrados).

Figura 2. Respuesta de los 10 sensores AIRSENSE PEN 3. (Sensores: W1C, W5S, W3C,
W6C, W5C, , WIW, W2S, Y )
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Dichos resultados fueron examinados mediante analisis de componentes principales, esta
herramienta estadistica multivariable arrojo los resultados mostrados en la figura 3, en
donde los puntos rojos indican las muestras de mieles nativas y los puntos verdes las
muestras de miel de abejas de la especie Apis mellifera. EI analisis discriminante lineal,
con una varianza en el eje principal 1 (X) de 99,75% y en el eje principal 2 (YY) de 0,03%,
permite observar que las huellas olfativas de las diferentes muestras de miel crean patrones
de reconocimiento claramente distinguibles, separando asi las muestras de mieles nativas de
las de la especie Apis mellifera, evidenciandose las diferencias en el contenido y proporcion

de compuestos volatiles presentes en ellas.

Figura 3. Resultados analisis del andlisis discriminante lineal en diferentes muestras de

miel de abejas de la region de Santander.
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Andlisis de carbohidratos por HPLC

Los resultados de los anélisis de miel de la especie Apis mellifera y de abejas nativas
se muestra en las tablas 3 y 4 respectivamente.

Al comparar los resultados obtenidos del contenido de carbohidratos como
porcentaje glucosa y porcentaje de fructosa en muestras de miel de abejas de la especie

Apis mellifera se puede apreciar que los valores promedios en el contenido de fructosa se



encuentran en el orden de un 38% vy glucosa cerca del 30% en todos los casos
independiente de la region evaluada, pero al comparar estos valores con el contenido de
carbohidratos encontrado en muestras de abejas nativas se aprecia que el contenido de
glucosa como de fructosa es menor en las mieles recolectadas de abejas nativas.
Igualmente, se puede apreciar que el contenido de fructosa y glucosa es variable de acuerdo
a la especie, en las cuales las del genero melipona, aparentemente presentan un contenido
superior a las especies Tetragonisca y Nanotrigona, lo cual debe ser corroborado mediante

la realizacion de muestreos complementarios

Tabla 3. Resultados del analisis por HPLC de las muestras de abejas Apis mellifera de

cuatro regiones de Colombia

NuUmero Regi6n Origen Fructosa| Desviacion Glucosa | Desviacion
muestra (%) estandar (%) estandar
MO005 Santander 37,78 0,84 28,21 0,78
MO006 Santander 39,44 0,72 30,55 0,63
MO007 Santander 37,16 0,15 22,26 0,33
MO008 Santander 40,62 0,03 29,27 0,05
MO002 Santa Marta 38,89 0,59 29,05 0,50
MO003 Santa Marta 39,05 0,13 29,74 0,19
MO004 Santa Marta 38,76 1,00 29,78 1,11
MO015 Santa Marta 38,59 0,65 29,03 0,51
M016 Santa Marta 38,41 0,12 31,10 0,26
MO017 Cundinamarca | 38,41 0,31 29,55 0,88
M018 Cundinamarca | 36,82 0,93 30,31 1,36
MO019 Cundinamarca | 34,65 0,21 32,60 0,34
M022 Cundinamarca | 35,56 0,91 26,07 0,95
MO023 Boyaca 36,26 1,16 26,67 0,26
MO024 Boyaca 35,36 0,87 30,48 0,86
MO025 Boyaca 38,53 0,28 28,66 0,21
MO026 Boyaca 38,76 0,26 25,95 0,64
MO051 Boyaca 39,48 0,62 29,97 0,64




Tabla 4. Resultados del analisis por HPLC de las muestras de abejas nativas de la region de

Santander

NUmero Especie Fructosa | Desviacion | Glucosa | Desviacion

muestra b (%) estandar (%0) estandar
MO062 Tetragonisca angustula 34,34 0,694 24,64 0,638
MO063 Tetragonisca angustula 32,69 0,767 23,90 0,726
MO064 Tetragonisca angustula 20,37 1,185 20,37 1,185
MO070 Tetragonisca angustula 25,82 1,891 19,36 1,001
MO071 Mellipona fasciata 31,3 1,307 25,25 0,218
MO073 Mellipona fasciata 33,29 0,606 26,18 1,311
MO072 Mellipona comprecipes 40,52 - 35,22 -
MO069 Mellipona comprecipes 32,66 0,639 28,59 0,847
MO065 Nanotrigona testaseicorasis 23,71 1,159 10,78 1,045
MO068 Partamona ssp. 25,28 0,861 6,88 0,343

En la figura 4 se observa la presencia

en el perfil cromatografico de otros

carbohidratos que pueden ser disacaridos o trisacaridos presentes en estas mieles nativas; lo

cual muestra la importancia de poder realizar una caracterizacion de los mismos, teniendo

en cuenta que podrian ser datos de alto impacto, considerando que estudios de este tipo en

mieles nativas no se encuentran hasta el momento.

Figura 4. Cromatogramas de una muestra de Apis mellifera (izquierda) y miel de abejas

nativas (derecha) provenientes de la region de Santander.

1. Glucosa, 2. Fructosa




Conclusiones

Las mieles de abejas nativas de las diferentes especies estudiadas de la region de
Santander presentaron porcentajes de fructosa y glucosa inferiores a las muestras de mieles
de abejas de la especie apis mellifera muestreadas de cuatro regiones de Colombia. El
estudio de compuestos volatiles con la utilizacion de una nariz electronica permitid
diferenciar, mediante analisis multivariado, las muestras de miel de especies nativas con la
especie Apis mellifera.

Estos resultados son de gran importancia ya que la clasificacion de diferentes tipos
de miel de abejas es posible gracias a las caracteristicas distintivas que presenta cada
muestra, lo que otorga una identificacién Unica que posteriormente permitira diferenciar

geograficamente mieles de acuerdo a su origen.
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