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RESUMEN

El origen floral de la miel de abejas es una importante carac-
teristica de calidad de este producto. Para su determinacién
son empleados métodos tales como el anélisis
melisopalinolégico, determinacién de parametros fisico-qui-
micos y analisis sensorial. El analisis de los componentes
volatiles de la miel parece ser una herramienta muy Util para
este fin. La presente resefia recoge informacion sobre las
técnicas mas empleadas en el anélisis de los componentes
volétiles de la miel de abeja, asi como los resultados mas
relevantes obtenidos en este sentido.
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ABSTRACT

Determination of floral origin of honey based on the analysis
of volatile compounds

The floral origin of honey is a very important characteristic
of its quality. It is usually determined by pollen analysis,
physical-chemical parameters and sensory properties. The
analysis of volatile compounds could be an alternative for
characterizing honey. This review resumes some techniques
that have also been used for the analysis of honey volatile
components and the main information about their application.
Key words: honey, volatile compounds, botanical origin,
solid-phase microextraction.

INTRODUCCION

La miel es un producto alimenticio que se obtiene de
las abejas meliferas (Apis mellifera) partiendo del néc-
tar de las flores o de secreciones provenientes de las
partes vivas de las plantas, que las abejas mismas re-
cogen, transforman y combinan con sustancias especi-
ficas propias, almacenando y dejando madurar en los
panales de la colmena (1). La miel se compone esen-
cialmente de diferentes azlcares, predominantemente
fructosa y glucosa. Contiene ademés proteinas,
aminodcidos, enzimas, acidos organicos, minerales, po-
len y otras sustancias. Puede contener sacarosa,
turanosa, maltosa, isomaltosa y algunos oligosacéridos,
asi como vestigios de hongos, algas, levaduras y otras
particulas sélidas que resultan del proceso de obten-
cion de la miel.
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Existen decenas de variedades de miel de abejas que
se pueden distinguir atendiendo a una serie de rasgos,
entre los cuales figuran: la flora, las regiones de reco-
gida y los métodos de recoleccion. La miel en depen-
dencia de las fuentes de las cuales proviene el néctar,
puede ser de origen floral (néctar de flores) o de ori-
gen animal (secreciones dulces de insectos). En lo con-
cerniente a las mieles de origen floral, estas pueden
provenir del néctar de la flor de una sola especie (miel
monofloral), o de varias (miel plurifloral). Sin duda, ra-
ras veces se pueden encontrar mieles completamente
monoflorales. No obstante, la presencia de una insigni-
ficante cantidad de néctar de otras plantas meliferas
no ejerce influencia sensible sobre el aroma, sabor y
color de la miel en que predomina el néctar de un solo
tipo de flor (2).

El origen floral de la miel es usualmente determinado
por el anélisis de su contenido de polen, parametros
fisicos-quimicos y propiedades sensoriales. La carac-
terizacion por los métodos palinoldgicos esta basada
en laidentificacién microscopica del polen (3). Por otra
parte, se ha pretendido establecer marcadores de ori-
gen floral en la miel basados en el andlisis estadistico
de pardmetros fisico-quimicos (4), en la determinacién
de los patrones de azUcares (5) y de aminoé&cidos (6),
pero estos métodos utilizados para caracterizarla no
son muy fiables (7).

Una importante caracteristica de un producto
alimentario es el perfil aromético, tanto para identificar
su calidad sensorial como su autenticidad, por lo que el
analisis de los compuestos volatiles en la miel, puede
ser una herramienta muy Util para la caracterizacion
de su origen floral (8-11).

El presente trabajo recoge informacion sobre los mé-
todos méas cominmente empleados en la determina-
cion del origen floral de la miel de abeja, asi como la
importancia del anélisis de los componentes volatiles,
las técnicas de extraccion y su aplicacion para deter-
minar origen floral.

Métodos empleados para determinar el origen
floral de la miel de abejas

El origen floral de la miel es una caracteristica muy
importante a tener en cuenta pues existen sectores del
mercado que prefieren mieles con caracteristicas que

las diferencian unas de otras, tales como: color, olor y
sabor, lo cual es de gran interés para la industria apicola
por los beneficios econdmicos que esto puede repor-
tarles.

Tradicionalmente la determinacion del origen floral de
las mieles ha sido llevada a cabo por el analisis del
polen presente en estas. Este método se basa en la
identificacion microscopica del polen (11). La carac-
terizacion por los métodos palinoldgicos presenta algu-
nos inconvenientes como pueden ser: que las plantas
producen diferentes cantidades de polen y este puede
variar segun la época del afio, las abejas pueden colec-
tar polen sin tomar el néctar de una planta y el polen
puede ser afiadido intencionalmente a la miel. Ademas
requiere de un analista experimentado para su realiza-
cion, lainversion de tiempo considerable y depende del
juicio y habilidad de dicho experto (12).

El perfil sensorial y el anélisis de los componentes vo-
latiles han sido métodos empleados en los Gltimos afios
para determinar el origen floral de la miel de abejas
(12). El analisis de los componentes volatiles es una
herramienta muy util para este fin pues detecta la pre-
sencia de compuestos caracteristicos de cada una de
las mieles que pudieran distinguirlas del resto y ade-
mas produce matrices de datos que pueden ser proce-
sadas por las distintas técnicas del analisis multivariante
(13). Varias han sido las técnicas de aislamiento utili-
zadas en mieles, entre ellas pueden mencionarse: la
extraccion directa con disolvente, columnas de
adsorcion, destilacién-extraccion simultaneas, analisis
del espacio de cabeza y la microextraccion en fase
solida (SPME) (8-11).

Extraccion directa con disolvente

Latécnica de extraccion directa con disolvente ha sido
empleada para los estudios de caracterizacion de miel
(14-19), por su simplicidad de operacion y porque los
compuestos termolabiles no sufren cambios debido al
calentamiento. Mediante esta técnica, se ha encontra-
do que los componentes volatiles principales de fuen-
tes especificas de mieles, pertenecen en general a tres
categorias principales: terpenos, noroisoprenoides y
derivados del benceno; sin embargo, también han sido
hallados compuestos alifaticos y subproductos de la
reaccion de Maillard (17, 20).
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Columnas de adsorcion

El empleo de un adsorbente inerte al agua, como el
polimero Porapak Q, resulta una solucién interesante
para el aislamiento de los compuestos voléatiles de la
miel (21, 22). En el primer trabajo citado se utilizé éter
etilico como eluyente y en el segundo, a una escala
mas reducida, se emple6 acetona, debido a que su ex-
tracto mantenia mejor el olor original de la miel. La
principal desventaja de la técnica es que requiere de
volumenes significativos de disolvente y de su evapo-
racion con las consiguientes pérdidas de los compues-
tos mas volatiles de la miel.

Destilacion-extraccion simultaneas

Latécnica de destilacion-extraccion simultaneas (DES)
se fundamenta en el aislamiento de los compuestos
mediante una destilacion con vapor combinada con una
extraccion simultanea en un aparato apropiado (23).
La misma ha sido reportada en la extraccion de com-
ponentes volatiles en miel de abejas (15, 24). El em-
pleo de una pre-extraccion con diclorometano para los
compuestos volatiles de la miel y eliminar los posibles
"artefactos" causados por el pardeamiento no
enzimatico que puedan formarse, en una atmosfera iner-
te sequida de destilacion extraccion, fueron reportados
como posibles marcadores quimicos en miel de casta-
fia: 1-feniletanol y 2-aminoacefenona y en mieles de
lima: etil-metil-fenol, estragol y carvacol (25). Esta mis-
ma técnica se aplicé en mieles de brezo y se detecta-
ron el &cido fenilacético, dehidroiomifoliol y 4-(3-oxo-
1-butinil)-3,5,5-trimetilciclohehex-2-en-1-ona en
Calluna vulgaris y acido benzoico, &cido decanoico,
presencia de derivados metabdlicos como: 4-
metoxibenzaldehido, acido 4-metoxibenzoico y vainillato
de metilo en Erica arborea (26).

En el anélisis de mieles francesas y portuguesas de
lavanda (Lavandula stoechas, L. angustigolia y L.
angustigolia x latifolia) fueron aislados e identifica-
dos 20 compuestos aromaticos. Los autores plantea-
ron que la posible autenticidad de estas mieles puede
estar basada en la ausencia simultanea de hexanol y
nonanal y la presencia de piridina. El fenilacetaldehido
pudiera ser un marcador cuantitativo de mieles de L.
angustigolia x latifolia mientras que el acido
heptanoico predomina en mieles de L. angustigolia.
La cumarina aparece como un posible derivado de

glicosidos durante el almacenamiento y puede ser utili-
zado como un indicador de la frescura de las mieles de
lavanda francesas (27). La DES se ha empleado para
caracterizar perfiles de volatiles de mieles de romero y
citricas espafiolas. No se report6 la formacion de "ar-
tefactos” debido a la alta temperatura empleada para
aislar los compuestos volatiles (28, 29).

Andlisis del espacio de cabeza

La técnica de anélisis del espacio de cabeza en su va-
riante dindmica (dynamic headspace analysis) o de
purga y trampa (purge & trap) consiste en el arrastre
con un gas inerte y retencion en una trampa con
adsorbente. Esta técnica ha sido muy empleada para
el analisis de compuestos volatiles en mieles uniflorales
(30, 31). Con su utilizacion se han reportado compues-
tos en mieles de eucalipto tales como: dicetonas
(diacetilo), compuestos azufrados (sulfuro de dimetilo,
trisulfuro de dimetilo) y alcanos (24).

La variante dinamica se ha reportado en mieles
monoflorales con trampas de Tenax TA (3), mientras
que la variante de purga y trampa se ha empleado para
analizar los perfiles de volatiles de mieles de pino con
el uso de trampas de Tenax TA 'y posterior desorcion
térmica (32). La variante dindmica con adsorcion en
trampas de Porapak Q y elucién con acetona, se ha
usado para mieles de naranja y eucalipto de Brasil (33).
Con esta técnica, al estudiar mieles de Cerdefia, pro-
venientes del arbol de la especie Arbutus unedo L., se
identificaron 28 compuestos arométicos y como mar-
cadores especificos de este tipo de miel a la a-
isoforona, a-isoforona y 4-oxoisoforona (34).

En resumen, las técnicas que requieren el uso de
disolventes, como la extraccion liquido-liquido y la des-
tilacion-extraccion simultaneas, son en ocasiones com-
plicadas, consumidoras de disolventes de alta purezay
de tiempo. El empleo de la técnica del analisis del es-
pacio de cabeza dinamico puede eliminar el uso de los
disolventes; sin embargo, requiere para la desorcién
térmica de los volatiles retenidos en la fase sélida que
los inyectores de los cromatégrafos de gases sufran
modificaciones extensas o la adicion de costosos mo-
dulos de desorcion.
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Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccion en fase sélida, desarrollada a prin-
cipios de la década del 90 (35), es una técnica de pre-
paracion de la muestra que utiliza una fibra de cuarzo
cubierta con una fase estacionaria apropiada. El analito
en la muestra es directamente extraido y concentrado
en el recubrimiento de la fibra. La Fig. 1 muestra este
proceso. Este método trae consigo un ahorro de tiem-
po de preparacion y costos porque no requiere
disolventes, asi como mejora los limites de deteccion
(36). Esta técnica ha sido utilizada en combinacion con
la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS) vy
exitosamente aplicada a una amplia variedad de com-
puestos, particularmente para la extraccién de com-
puestos orgéanicos volatiles y semivolatiles del medio
ambiente, bioldgicos y de los alimentos.

«— Embolo

+«— RanuraenZ

+— \/isor del cddigo
de color

+— Tubo guia

) Fibra
Vial con

muestra = Bario de agua

+«— Placa de agitacion
y calentamiento

Fig. 1. Equipamiento para la extraccién por HS-SPME.

La efectividad en la preconcentracion del analito de-
pende de varios parametros entre ellos tipo de fibra,
volumen de muestra, tiempo y temperatura de extrac-
cion, presencia de sales, pH del medio, modo de ex-
traccion y desorcidn de los analitos en la fibra, los cua-
les es necesario establecer previamente. Esta técnica
ha sido empleada en los Gltimos afios con gran éxito en
el analisis de los componentes volatiles en miel y la
posterior determinacién de su origen floral (11). En el
estudio del aroma de la miel de abeja, mediante SPME,
se han realizado trabajos en afios recientes, los cuales
han tenido el objetivo comdn de mejorar las condicio-

nes de operacion de la técnica. Los parametros estu-
diados han sido: tipo de fibra a utilizar, tamafio del vial,
cantidad de muestra, adicion de sales, agitacion, tem-
peratura, tiempo de equilibrio, tiempo de extraccion y
el tiempo de desorcion de la fibra. La Tabla 1 resume
las condiciones de trabajo empleadas por varios auto-
res para la extraccion de compuestos volatiles en miel
de abejas con la utilizacién de la SPME.

Para comparar el poder de adsorcion de algunas fibras
comerciales es necesario tener en cuenta el nimero y
concentracion de compuestos volatiles que se obtie-
nen. En este sentido los resultados son muy variables
en dependencia de las mieles estudiadas y el tipo de
fibra comparada en cada caso.

En el andlisis de mieles de eucalipto, naranja, flores
silvestres y castafia se determind que utilizando fibra
de PDMS/DVB se obtuvieron mejores resultados en
la extraccion de compuestos volatiles que con PA, que
es una fibra méas polar (37). Algunos autores han utili-
zado fibras de PDMS para el aislamiento de los com-
puestos terpénicos en mieles monoflorales con el argu-
mento de que estos compuestos son los tipicos de las
flores (38). Sin embargo, otros autores hallaron un
mayor numero y concentracion de volatiles de la miel
utilizando fibra de CAR/PDMS en comparacion con
PDMS/DVB (39). Por el contrario, se obtuvieron me-
jores resultados con fibra de PA al realizar compara-
ciones con la fibra de CAR/PDMS (40). También exis-
ten sugerencias sobre la utilizacion de las fibras de PA
y CAR/PDMS de manera complementaria, ya que la
primera muestra una alta precision, lo cual es un re-
guerimiento importante para distinguir entre mieles de
diferentes tipos cuando se esté realizando una carac-
terizacion de lamiel y la segunda tiene una alta sensibi-
lidad, muy necesaria al analizar mieles pobres en com-
ponentes volatiles (41). En el andlisis de mieles de
tahonal, tzitzilché y habin, colectadas en la peninsula
de Yucatéan, se encontr6 que con la fibra de PDMS/
DVB se obtuvo un mejor perfil que con las fibras de
PDMS, CAR/DVB y Carboxen/PDMS (42). La fibra
de DVB/Carboxen/PDMS fue seleccionada para de-
terminar los perfiles de volatiles de mieles de citricos y
tomillo de Grecia (43, 44). Esta misma fibra fue selec-
cionada para determinar antranilato de metilo en mie-
les de citricos (45) y para evaluar perfiles de cuatro
tipos de mieles monoflorales de la isla de Madera (46).
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Tabla 1. Condiciones empleadas en el analisis del aroma en miel de abejas mediante SPME-CG

Fibra

. Equilibrio Extraccion Desorcién (GC)
Miel  VIAL - - - Referencia
(99 (mL) Temp. Tiempo Temp. Tiempo Tiempo Temp.
°c) (min) Cc)  (min) (min) °c)

DVB/ICAR/PDMS 1 22 60 10 60 5 4 260 18
PDMS/DVB 16 40 30 30 30 25 3 220 37
CAR/PDMS CAR/PD
PDMS/DVB MS, 270

1 4 70 60 70 30 5 PDMS/D 39

VB, 250

PDMS 100 pm
PA 3 10 70 30 70 20 3 250 40
CAR/PDMS
(P:QR/ PDMS 1,520 5 60 15 60 30 2 250 41
PDMS/DVB 6 15 70 30 70 40 4 250 42
DVB/CAR/PDMS 45 15 60 30 60 60 - 220 43
DVB/CAR/PDMS 15 60 60 40 60 40 6 260 46
PDMS/DVB 6 15 60 20 60 30 4 250 47
PDMS 100 pm 3 10 70 30 70 20 3 240 48
DVB/CAR/PDMS 7 10 90 2 90 30 - 190 49
CW/DVB 5 27 - - 70 50 5 220 50
CAR/PDMS 6 20 60 - 60 10 - - 51
DVB/CAR/PDMS 25 15 60 10 60 40 5 260 52

CAR: Carboxen, PDMS: polidimetilsiloxano, DVB: divinilbenceno, PA: poliacrilato, CW: Carbowax.

En el andlisis de mieles de campanilla blanca, campa-
nilla moraday lefiatero, colectadas en Cuba, se obtuvo
un mejor perfil con PDMS/DVB que con las fibras de
PDMS y Carboxen/PDMS (47).

Esta variedad en los resultados en conjumto con las
diferentes condiciones de trabajo empleadas, que in-
fluyen de manera importante en el equilibrio del espa-
cio de cabeza y en la capacidad de adsorcion de las
fibras, no permiten concluir cual es la fibra méas ade-
cuada a utilizar para la extraccion de volatiles en cada
tipo de miel de abejas. Por otra parte, la adicion de
sales a las mieles mejora el recobrado de los volétiles,
debido a que se disminuye la solubilidad de los com-
puestos hidrofilicos en la fase acuosa (37, 41, 47).

Las condiciones de extraccion con las cuales se obtie-
nen mejores resultados han sido temperaturas entre 60
y 70 °C y tiempos de equilibrio de 15 a 30 min. Con
estas condiciones de extraccion no ocurren reacciones
que puedan formar compuestos volatiles no presentes
originalmente en la miel, tales como los productos de la
reaccion de Maillard y otros (37, 41, 42, 43, 47).

En las investigaciones realizadas se han utilizado di-
versos tamafios de viales en funcion de la cantidad de
miel empleada. De manera general no se reportan cri-
terios de seleccién empleados. Las cantidades varian
desde 1 hasta 16 g de miel con dilucién, con el objetivo
de exponer la fibra a un espacio de cabeza minimo,
manteniendo una razon constante de volimenes de li-
quido a espacio de cabeza alrededor de 1:1, para una
extraccion adecuada (37). En el anélisis de la miel se
ha utilizado la dilucién con agua como un factor impor-
tante para incrementar la concentracion de los analitos
en el espacio de cabeza (42, 43, 46, 52).

Al utilizar la agitacion en las muestras de miel, se ha
observado que esta influye favorablemente (37, 39,
41), pues beneficia la concentracion de volatiles en el
espacio de cabeza; sin embargo, no se han establecido
valores especificos para este pardmetro. Se ha repor-
tado que la agitacion dio mejores resultados que la
sonicacion (43).
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En cuanto al tiempo y temperaturas de desorcion utili-
zadas, de forma general, puede decirse que los tiem-
pos de desorcion de las fibras en el modo splitless du-
rante la inyeccion varian de 2 a 6 min, mientras que las
temperaturas empleadas fueron las que sugiere el fa-
bricante. Algunos investigadores al estudiar el tiempo
de desorcién encontraron los mejores recobrados a los
2 min (41), mientras que otros seleccionaron 4 min (42,
47), 5 min (39, 52) y hasta 6 min (46).

Puede resumirse que las condiciones de operacion de
la microextraccidon en fase sélida no estan pre-estable-
cidas pues dependen del tipo de miel y de las particula-
ridades de cada caso.

Identificacion de compuestos volatiles como mar-
cadores quimicos

Parece ser que es dificil hallar marcadores quimicos fi-
dedignos para la discriminacion de las mieles colectadas
de diferentes fuentes florales debido a que la composi-
cion quimica de las mieles también depende de otros
muchos factores, como son el origen geografico, esta-
cion de coleccion, modo de almacenamiento, especie de
abeja e interacciones entre los compuestos quimicos y
enzimas de la miel. Por consiguiente, algunas publica-
ciones han reportado diferentes marcadores florales para
mieles con un mismo origen floral. Ademas, los resulta-
dos del andlisis quimico de los componentes de la miel
dependen también de la preparacion de la muestra y la
técnica analitica utilizada. En consecuencia, una carac-
terizacion més fidedigna de la miel requiere la determi-
nacion de mas de una simple clase de compuestos, pre-
ferentemente en combinacion con algin manejo de da-
tos multivariante, como el anélisis de componentes prin-
cipales o el andlisis de agrupamiento (2).

En lamiel de citricos, por ejemplo, fue identificado como
compuesto caracteristico el antranilato de metilo (37,
41, 40). En la miel de eucalipto se destacaron entre
otros, los compuestos: nonanol, nonanal, &cido
nonanoico (37, 40, 48) y acetoina (37, 39, 40), el
cual ha sido igualmente considerado como marcador
de miel de eucalipto utilizando otra técnica de extrac-
cion (14, 24).

Al analizar la miel de castafia fueron identificados como
principales compuestos volatiles: acetofenona, 1-
feniletanol y 2-aminoacetofenona (37, 40). Estos fue-

ron mencionados en trabajos anteriores (25, 26). Ade-
mas por su abundancia también fueron reportados en
este tipo de miel: 2-metilciclopentanol y dietilfenol (48).

En la miel de brezo se han encontrado altos niveles de
isoforona (41). Este compuesto quimico ha sido referi-
do anteriormente como caracteristico en miel de brezo
neozelandesa (53) y europea (26), aunque su presen-
cia no es exclusiva de estas mieles pues se ha reporta-
do en otros tipos de mieles como las de tomillo (54) y
romero (41).

También han sido estudiadas otros tipos de mieles como:
la miel de tomillo (39, 40, 48), romero, lavanda (39,
41), acacia (48) y flores silvestres sicilianas (37), en-
tre otras.

Al analizar 43 muestras de mieles uniflorales de diferen-
tes origenes botéanicos y geograficos, fueron encontra-
dos aldehidos lineales y ramificados, cetonas y alcoho-
les de cadena corta (3). Ademas se reportaron posibles
marcadores quimicos hallados en mieles de acacia (Oxi-
do de linalol y heptanal), en mieles de eucalipto (octano,
2,3-pentanodionay éter ciclico), en mieles de girasol (a-
pinenoy 3-metilbutanol), asi como en mieles de lavanda
(heptanal), esta Gltima en concordancia con otras inves-
tigaciones que informaron la presencia de hexanal,
heptanal y propanoato de etilo en esta miel (24).

El estudio de los componentes volatiles de mieles es-
pafiolas poco comunes, también fue realizado por
SPME con fibras de CAR/PDMS (55). Alrededor de
100 volatiles fueron identificados, algunos de los cua-
les parecen ser caracteristicos de ciertas mieles, tales
como el salicilato de metilo en la miel de sauce (Salix
spp.), la eucarvona en la miel de almendra (Prunus
dulcis) y la isoforona en la miel de Arbutus unedo.

En mieles de pino de Grecia y Turquia se identificaron
77 compuestos volatiles. Dos de ellos (8-3-carenoy un
compuesto no identificado) fueron especificos de la miel
procedente de Turquia. Con ayuda de redes neuronales
se logré una clara diferenciacion del origen geogréfico
de las mieles (32).

Estudios de la miel de Thymus capitatus demostra-
ron que posee seis marcadores quimicos: 1,3-difenil-
2-propanona, (3-metilbutil)benceno; 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido; 3,4-dimetoxibenzaldehido,
vainillina y timol. La miel de Thymelaea hirsuta se
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caracteriza por un grupo de alcoholes y fenoles abeja. Sus condiciones de operacion no estan pre-es-
(bencenopropanol, alcohol bencilico, nonanol, hexanol  tablecidas pues dependen del tipo de miel y de las par-
y 4-metoxifenol); mientras que la miel de Tolpisvirgata ticularidades de cada caso.

tiene solo dos marcadores: 3,5-dihidroxitolueno y

tridecano (50).

CONCLUSIONES Resulta dificil hallar marcadores quimicos fidedignos

para la discriminacion de las mieles colectadas de dife-
rentes fuentes florales debido a que la composicion
quimica de las mieles también depende de otros mu-
chos factores, como sol el origen geografico, estacion
de coleccion, modo de almacenamiento, especie de
abeja e interacciones entre los compuestos quimicos y
enzimas de la miel.

La determinacion del perfil de los compuestos volatiles
es un procedimiento adecuado para definir el origen
floral de la miel de abejas. La microextraccion en fase
solida (SPME) es un método rapido, de facil procedi-
miento, econémico y con una alta sensibilidad en la
determinacion de los compuestos volatiles en miel de
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