Revista del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, 2011; 42 (1)

Presencia de acido lactico y otros compuestos
semivolatiles en mieles de Meliponini

Presence of lactic acid and other semivolatil
compound in Meliponini honeys

Patricia Vit', Luis B Rojas?, Alfredo Usubillaga?, Rosa Aparicio?, Gina Meccia?,
Miguel A Fernandez Muifio3, Maria Teresa Sancho®

4

RESUMEN

Durante el estudio de compuestos semivolatiles, se encon-
tr6 acido lactico en mieles producidas por cuatro especies
de abejas sin aguijon. Ademas, se identificaron otros com-
puestos: acido 2-etil-2-hidroxi-propanoico en mieles de
Melipona favosa, 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido y
a~(fenilmetil)-benceno etanol, en mieles de Scaptotrigona
mexicana, 2-butanol, eneicosano y heptacosano en mieles
deTrigona carbonaria.

Palabras clave: acido lactico, miel, Meliponini, compues-
tos semivolatiles

INTRODUCCION

La evaluacion sensorial de las mieles es necesaria
para su caracterizacion, la cual permite identificar los sa-
bores percibidos, mayormente dulce y acido, junto con
otros descriptores de la miel en la boca. En diversos tra-
bajos se han utilizado paneles de catadores para conocer
el olor, el sabor y el aroma de mieles hindues (1), espafio-
las (2) e italianas (3), producidas en panales.

Las abejas de la subfamilia Meliponini almacenan
miel en botijas, mientras que las abejas de la subfamilia
Apini almacenan miel en panal. Las mieles de abejas sin
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ABSTRACT

During the study of semivolatile compounds, lactic acid was
found in the honey produced by four species of stingless
bees. Moreover, other compounds were identified: 2-ethyl-
hydroxy-propanoic acid in Melipona favosa honeys, 5-(hy-
droxymethyl)-2-furancarboxaldehyde and a-phenylmethyl
benzene ethanol in Scaptotrigona mexicana honey, 2-buta-
nol, heneicosane and heptacosane in Trigona carbonaria
honey.

Key words: lactic acid, honey, Meliponini, semivolatile
compunds.

aguijon (Meliponini) difieren de las mieles de Apis mellife-
ra por su mayor contenido de humedad, que ocasiona
mayor viscosidad y mayor acidez libre (4,5). También di-
fieren en su espectro de azucares (6,7) y menor conteni-
do de diastasa; sin embargo, son similares en otros
factores de composicion bioquimica como el contenido
de cenizas, nitrogeno, hidroximetilfurfural y actividad de
la invertasa (8). Asimismo, las mieles de botija comparten
algunos aspectos sensoriales con las mieles de panal y
difieren en otros, resaltando su mayor intensidad del
sabor acido, en concordancia con su mayor acidez libre.
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En la tabla olor-aroma elaborada para la evaluacion
sensorial de las mieles de abejas sin aguijon (9) se resal-
tan ocho familias sensoriales, de las cuales cinco son
compartidas con mieles de Apis mellifera, como floral fru-
tal, vegetal, madera, quimico (10), mientras que las tres
familias fermentado, meloso y primitivo son nuevas y
contienen descriptores requeridos para poder apreciar la
miel en botijas (11). Las mieles de abejas sin aguijéon han
sido descritas sensorialmente en pocas ocasiones (11-
13). No se conoce su perfil de volatiles, el cual ha sido
estudiado en mieles de Apis mellifera con técnicas cro-
matograficas acopladas a espectrometria de masas, las
cuales permiten separar mezclas complejas de volatiles
en bajas concentraciones (14).

Las sustancias volatiles y semivolatiles contenidas
en la miel deben separarse del contenido mayoritario de
azucares y agua, para lo cual se han utilizado técnicas
de extraccion por destilacién (15), por solventes (16),
por fase soélida (17), espacio de cabeza (18) y microex-
traccion en fase solida (19). Su estudio ha permitido ca-
racterizar mieles uniflorales de azahar (20), romero (17),
eucalipto (16) y de regiones geograficas como el Pie-
monte italiano (15).

El objetivo planteado en este trabajo es el estudio
descriptivo de sustancias semivolatiles en extractos de
miel producida por cuatro géneros de abejas sin aguijon
Melipona, Scaptotrigona, Tetragoniscay Trigona, pro-
cedentes de Venezuela, México, Bolivia y Australia res-
pectivamente, separados por cromatografia de gases e
identificadas por espectrometria de masas.

MATERIALES Y METODOS
Mieles

Cuatro muestras de miel de botija, producidas por
abejas sin aguijon fueron recolectadas de colmenas ubi-
cadas en Australia, Bolivia, México y Venezuela. Las mie-
les se recibieron empacadas comercialmente en envases
PET, vidrio y ceramica, y se mantuvieron congeladas has-
ta su analisis. Cada pais conoce la identificacion entomo-
l6gica de las especies criadas, las cuales también tienen
nombres comunes, como se indica en la Tabla 1.

Extraccion

La extraccion de los volatiles se realiz6 siguiendo el

método de D’Arcy y col. (1997), con agitacion de triplica-
dos de 10,00 + 0,01 g de miel y porciones consecutivas
de acetato de etilo, cuyos extractos fueron recolectados,
concentrados en rotavapor a 50 °C, llevados a un volu-
men final de 2 mL y conservados en envases de vidrio
color ambar, con tapa hermética, a —20 °C. Se utilizé un-
decanoato de etilo como estandar interno y acetato de
etilo como estandar externo.

Tabla 1

Origen entomolégico y geografico
de las mieles de botija

N° Identificacion Nombre comiin Pais

1 Melipona favosa erica Venezuela
2 | Scaptotrigona mexicana negrita Mexico
3 | Tetragonisca angustula sefiorita Bolivia

4 Trigona carbonaria carby Australia

Cromatdgrafia de gases acoplada a masas (CG-EM)

Se inyectd 1 ul del extracto en un cromatografo
Hewlett-Packard modelo 5890 serie I, provisto de co-
lumna capilar HP-5 MS (30 m de longitud: 0,25 mm de
diametro interno: 0,25 um espesor de pared), se utilizé
helio como gas portador, a un flujo de 0,9 mL/min, con
un reparto de la muestra 1:10. Se utilizé un programa
de temperatura inicial 60 °C x 1 min, con incremento de
4 °C/min hasta alcanzar 280 °C x 10 min. Tiempo total
de analisis 60 min. La temperatura de la fuente de iones
en el inyector fue de 230 °C y la temperatura de transfe-
rencia en la interfase fue de 280 °C. El detector se utilizé
con modo de escaneo 40-400 m/z, energia de ionizacion
70 eV, con un retraso de solvente de 3 min. La identifica-
cion de los compuestos volatiles se realizé por compara-
cion computarizada de los espectros de masa obtenidos,
con la base de datos del equipo (Libreria Wiley, Sexta
Edicion), y los indices de Kovats consultados en la lite-
ratura (21-22).

RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestran las estructuras quimicas
de los compuestos identificadas en cada miel, segun
su orden de elucion. Se pueden observar compuestos
alifaticos, un compuesto bencénico y un derivado de
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Tabla 2

Estructuras quimicas y tiempos de retenciéon de los compuestos semivolatiles contenidos
en mieles de diferente origen entomolégico

Especies de abejas sin aguijon

compuestos
P Trigona Tetragonisca | Scaptotrigona Melipona

semivolatiles carbonaria angustula mexicana favosa

tiempos de retencion (min)

acido 2-etil-2-hidroxi-propanoico

H - - - 3,20
CH;3-C-COOH

CH,-CH;

2-butanol

CH3-CH2-([ZH-CH3 4,02 - - _
OH

acido 2-hidroxipropanoico
CH3-$H-COOH 4,20 4,33 4,49 4,61
OH

5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido

ﬂ - - 13,67 -
HO-CH, CHO

(0)

a-(fenil metil)-benceno etanol

- - 19,24 -
@— CHz-cl:H-CHZ—@

OH

eneicosano
46,21 - - -
CH3-(CH3)19-CH3

heptacosano

49,93 - ; ]
CH;3-(CH3),5-CH3

reacciones Maillard. Los compuestos alifaticos estan  encontré un alcohol (2-butanol) y dos hidrocarburos
representados por un acidos hidroxilados (2-hidroxipro-  (eneicosano y heptacosano). El 5-(hidroximetil)-2-furan-
panoico y 2-etil-2-hidroxipropanoico, conocido como  carboxaldehido, conocido también como hidroximetilfur-
acido lactico). Entre los compuestos alifaticos también se  fural, fue el Gnico derivado de reacciones tipo Maillard.
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DISCUSION

En la miel, los compuestos volatiles son mas abun-
dantes que los semivolatiles; sugerir su origen es un reto
porque requiere un viaje retrospectivo de la miel analiza-
da. Algunos volatiles provienen del néctar, otros de la
mielada, de las transformaciones dentro de la colmena,
durante el manejo y el almacenamiento, los cambios
ocasionados por microorganismos, e inclusive de la con-
taminacion ambiental (23). El estudio descriptivo de la
composicion semivolatil de la miel para caracterizar y
diferenciar su origen entomoldgico, es la primera etapa
para aplicar la cromatografia de gases y la espectrome-
tria de masas; sin embargo, se necesitan mas mieles de
cada grupo para poder insertarlas en un sistema de ana-
lisis multivariante. La presencia de acido lactico en todas
las mieles puede ser un indicador de la fermentacion lac-
tica de sus azucares, aunque no se ha identificado aun la
flora responsable, y tampoco su origen en el ecosistema.
Hace veinte afios, Gilliam y col., postularon una hipotesis
sobre el uso de bacterias esporuladas para procesar la
miel por abejas de la especie Melipona fasciata, en una
investigacion donde lograron identificar varias especies
de Bacillus asociados al alimento de la cria, la miel y el
polen conservado en botijas (24).

Si bien el acido lactico fue el compuesto detectado en
todas las mieles, el comienzo es prometedor porque con
los cuatro géneros analizados se observaron diferencias
importantes en el analisis de semivolatiles presentes en
mieles de M. favosa, T. angustula, T. carbonariay en S.
mexicana. Segun se indico en la Tabla 2, la miel de T.
angustula sélo presento acido lactico, mientras que la
miel de M. favosa presenté un compuesto adicional, el
acido 2-etil-2-hidroxi-propanoico. En la miel de S. me-
xicana también se indentificd un derivado de reccion
Maillard y un alcohol, el 5-(hidroximetil)-2-furan-carbo-
xialdehido, conocido como hidroximetilfurfural, y el o-(fe-
nil metil)-benceno etanol. Este alcohol complejo podria
tener actividad bioldgica, junto con el acido lactico, y qui-
zas explicar la creencia de los meliponicultores de la
Sierra Norte de Puebla sobre el mayor poder medicinal
de esta miel para tratar enfermedades respiratorias lue-
go de su fermentacion post-cosecha (25). Las mieles de
T. carbonaria presentaron ademas el 2-butanol, como
alcohol adicional, y dos hidrocarburos de cadena larga,
representados por el eneicosano y el heptacosano.

La posible funcion nutricional implicita por la presen-
cia de B megaterium, B circulans y B alvei presentes en
la colmena de M. fasciata, se explico por la diversidad de
enzimas asociadas esterasas, lipasas, proteasas, ami-
nopeptidasas, fosfatasas y glicosidasas, las cuales po-
drian aumentar la digestibilidad de los recursos nutritivos
en la colmena (24) y también en su aprovechamiento
nutracéutico para el consumo humano. Se han identifica-
do bacterias acido lacticas presentes en el estbmago de
las abejas, como el Lactobacillus johnsonii, con estudios
de biologia molecular 16S rRNA (26). Se ha postulado
que varios oligosacaridos de la miel podrian aumentar la
produccion de acido lactico por bifidobacterias y Lacto-
bacillus (27). También se ha reportado la mayor jerarquia
de grupos combinados de dos o tres representantes de
la flora lactica en hidromieles (28). Si bien los acidos or-
ganicos en mieles (acético, butirico, citrico, formico, glu-
conico, lactico, malico, piroglutamico y oxalico) han sido
identificados desde 1960 (29) y se han identificado otros
(fumarico, malico, maleico, succinico) mas recientemen-
te (30), explicar su origen es muy actual gracias a los
avances analiticos y biotecnoldgicos.

Al trabajar con las sustancias semivolatiles, se elimi-
naron las variaciones atribuidas a la flora visitada por las
abejas, e inclusive de la seleccion del néctar pecoreado
que podria ser especifica segun el tipo de abeja. Debido a
la gran biodiversidad de abejas sin aguijén, 391 especies-
grupo sélo en la region neotropical (31), es necesario
concentrarse en el origen entomoldgico, para valorizar
estas mieles precolombinas que aun no tienen normas en
Venezuela (32), pero que afortunadamente ya han sido
consideradas por las normas colombianas para miel (33),
al hacer una transferencia inmediata de nuestra contribu-
cion cientifica sobre los estandares (34) a su aplicacion
normativa de referencia.

En este trabajo se realizaron las primeras identifica-
ciones de compuestos semivolatiles en cuatro mieles de
Meliponini, desde sus primeras referencias sensoriales
como mieles apreciadas en el Nuevo Mundo (35) y la
percepcion como mieles acidas (35, 36).
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