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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y SIMBOLOGIA

Lista de abreviaturas, acronimos y simbologia

'H-RMN Resonancia Magnética Nuclear de proton unidimensional
5-HMF 5-Hidroximetil-2-furancarbaldehido
o Desplazamiento quimico
AQ Tiempo de adquisicion
ASGANAREN Asociacion Ganadera Nacional de Criadores de Abeja
Reina y Nucleos
Bo Campo magnético
BTpH Unidad de valoracion y pH de Bruker
D1 Retardo entre pulsos
D20 Agua deuterada
DMSO Dimetilsulfoxido
DS Numero de transientes ficticios
FIG Relacion Fructosa-Glucosa
FIDs Decaimiento por induccion libre
J Constante de acoplamiento
NS Numero de transientes
OPLS-DA Andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales
ortogonales
PCA Analisis de Componentes Principales
PCs Componentes principales
PLS-DA Analisis Discriminante por minimos cuadrados parciales
Q2 Predictibilidad del modelo
R? Ajuste de los datos
rf Radiofrecuencia
RG Ganancia
RMN Resonancia Magnética Nuclear
SW Ventana espectral
TMS Tetrametilsilano
TSP Acido trimetilsililpropanoico
VIP Importancia de las variables en la proyeccién




INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La presente tesis tiene como finalidad realizar el estudio de muestras de miel de
tres origenes florales provenientes de distintos estados de la Republica Mexicana
mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y analisis
multivariante para conocer las similitudes y/o las diferencias en su perfil
metabolémico. Este trabajo, forma parte del proyecto SAGARPA-CONACYT No.
292836 “Plataforma nacional de metaboldmica en espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN)-OMICS para la solucion de problemas nacionales del
sector agroalimentario” que, entre sus objetivos esta el crear una base de datos de
huellas dactilares de RMN para mieles de México.

En la década de 1980, surgio el término “émica”, que se acufio para el conjunto de
ciencias que permiten estudiar un gran numero de moléculas implicadas en un
sistema, como genes, proteinas y metabolitos, permitiendo asi la creacion de la
gendmica, protedmica y metabolémica, entre otras. La metabolémica es la
disciplina dedicada al estudio del conjunto de metabolitos. Una de las técnicas
analiticas que se usan es la RMN, que permite detectar varias clases de
compuestos quimicos simultdneamente, no necesita separacion de la muestra, es
altamente reproducible, no es destructiva y la preparacion de la muestra es sencilla.
Ademas, tiene la ventaja de que las sefiales son directamente proporcionales al
namero de nucleos que las generan, lo que brinda la posibilidad de hacer
determinaciones cuantitativas.

Un reto relacionado con la calidad de los alimentos es la trazabilidad en la cadena
de suministro, lo que exige un conocimiento preciso de la composicion y el origen
del producto alimenticio durante todas las etapas de fabricaciébn a las que se
somete. En el caso de la miel, su calidad y composicion dependen de mdltiples
factores, entre ellos el origen floral.

El presente proyecto pretende clasificar mieles mexicanas de tres origenes florales
(mezquite, naranjo y mantequilla) mediante el andlisis estadistico multivariable de
su perfil espectral de RMN de protén (*H-RMN) y conocer los metabolitos que hacen
la diferenciaciéon. Las mieles estudiadas fueron proporcionadas por la Asociacion
Ganadera Nacional de Criadores de Abeja Reina y Nucleos (ASGANAREN). Las
muestras fueron recolectadas directamente de diferentes apiarios y el origen floral
de cada una fue declarado por el apicultor.
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2. HIPOTESIS

Las muestras de miel de diferente origen floral presentan cambios en su perfil
metabolémico que pueden ser detectados mediante H-RMN y andlisis estadistico
multivariante.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el andlisis de mieles de tres origenes florales: mantequilla, mezquite y
naranjo; mediante el perfil metabolémico basado en *H-RMN y andlisis estadistico
multivariante para su clasificacion.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer el método de preparacion y analisis de las muestras de miel para
su estudio por *H-RMN.

e Determinar, mediante el analisis quimiométrico de los datos espectrales de
!H-RMN, las similitudes y/o diferencias entre las muestras de mieles.

¢ I|dentificar los metabolitos responsables de la diferenciacion de las muestras.
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4. ANTECEDENTES

4.1. LA MIEL

La miel es un alimento producido a partir del néctar, secreciones de flores o de
excreciones de insectos que las abejas recogen, transforman, combinan con
sustancias especificas propias, almacenan y dejan en el panal para que madure.(1—
3)

4.1.1. LA MIEL EN MEXICO

La apicultura en México es una de las principales actividades pecuarias y es parte
fundamental de las actividades econdmicas y sociales. Durante los siglos XVI, XVII
y XVIII se practicaba Unicamente la meliponicultura, ya que en el pais solo existia la
abeja melipona o abeja sin aguijon. En el siglo XIX, se introdujo la apicultura con la
abeja Apis mellifera que predomina hasta nuestros dias.

México cuenta con mas de 40,000 apicultores, es el sexto productor a nivel mundial
y el tercer exportador de miel. Se estima que la produccién en el pais ronda en
57,000 toneladas al afio, siendo en la Peninsula de Yucatdn donde se concentra
mas del 35% de esta produccion. (4-6)

De acuerdo a los diferentes climas y floras de México, existen diversos grados de
desarrollo de los grupos de apicultores, lo cual se refleja en la variedad de la
produccion de mieles en cuanto a sus caracteristicas de humedad, color, aroma y
sabor. Con el fin de clasificar algunas caracteristicas semejantes, el pais se divide
en cinco regiones apicolas (Figura 1), las cuales son:

1. Regidn Norte: Su principal produccion es la miel de mezquite, una miel extra
clara color ambar.

2. Region del Golfo: Gran produccion de miel de citricos, de colores ambar
clara a colores obscuros, producidos principalmente a partir de la flor del
naranjo.

3. Region de la Costa del Pacifico: Produccion de mieles principalmente
obscuras, de origen multifloral y de mangle.

4. Reqion del Altiplano: Produccion de miel dmbar, miel clara y de las
denominadas mantequilla, siendo el principal origen miel multiflora, acahual
y acetilla.

5. Peninsula _de Yucatan: la miel que se cosecha es reconocida a nivel
internacional, se caracteriza por tener su origen en floraciones unicas como
son la de Dzitzilché y Tajonal.(7)
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REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano

- Costa del Pacifico
- Golfo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 1. Mapa de la Republica Mexicana dividido en las cinco regiones apicolas
(2010), Recuperado de: https://info.aserca.gob.mx/claridades/revistas/199/cal199-
3.pdf

4.1.2. COMPOSICION QUIMICA DE LA MIEL

La composicién de la miel es importante, ya que proporciona caracteristicas
organolépticas Unicas como color, aroma, sabor, etc.(8,9) La composicion depende
de diversos factores, entre ellos: el origen floral (botanico) y geografico del néctar
recolectado por las abejas, las especies de abejas involucradas, y las condiciones
climaticas y de almacenamiento.(8,10-12)

La miel se encuentra conformada principalmente por carbohidratos (fructosa,
glucosa, maltosa y sacarosa), agua, aminoacidos libres, proteinas, enzimas, acidos
organicos, vitaminas, minerales, compuestos aromaticos, compuestos volatiles,
mas de 200 fitoquimicos y granos de polen.(1,13-17)

Los monosacaridos son los carbohidratos mas abundantes y llegan a mas del 60%
de la constitucion de las mieles. La fructosa se encuentra generalmente en una
mayor proporcién, cerca de 38.5%; la glucosa aproximadamente en 31.0%,
seguidos por disacaridos y trisacaridos. Estos dos Ultimos se hidrolizan
enzimaticamente a monosacéaridos.(1,12,18-20)

El agua es el segundo principal componente de la miel, la concentracién puede
variar del 15% al 21%, este valor se puede ver alterado ya que la miel es
higroscopica.(15,21)

Las proteinas y los aminoacidos en las mieles se atribuyen al polen y a los liquidos
0 secreciones provenientes de las abejas. La cantidad de proteina depende de la
especie de las abejas. La miel de Apis mellifera contiene entre 0.2% vy 1.6%, y 1.0%
de aminoéacidos. Algunos de los aminoacidos presentes en la miel son: alanina,



ANTECEDENTES

glutamina, arginina, histidina, treonina, valina, leucina, fenilalanina y prolina; siendo
esta Ultima la mas abundante.(22-26)

Los acidos organicos se producen a partir de las azUcares por accion de las enzimas
de las abejas y representan aproximadamente un 0.57% de la composicion de la
miel. Entre ellos se encuentran el acido citrico, acético, butirico y gluconico, que es
el que esta en mayor proporcién.(12,14,27)

Las vitaminas y los minerales estdn presentes en la miel en muy pequefias
cantidades. El complejo B y la vitamina C se conservan en la miel gracias a su bajo
pH. Minerales como el potasio, magnesio, calcio, sodio, zinc y selenio, representan
de 0.04 a 0.2%.(28,29)

Los compuestos fendlicos (acido cafeico, acido hidroxibenzoico, acido ferdlico,
guercetina, pinocembrina, acido galico, etc.), son ampliamente estudiados debido a
sus propiedades benéficas para la salud humana. A los flavonoides se les atribuye,
en mayor medida, su poder antioxidante.(30-33)

Debido a la composicion quimica, las condiciones de almacenamiento y
calentamiento, son determinantes para la formacion de productos indeseables en la
miel producidos por diversas reacciones como la de Maillard. En esta se lleva a
cabo la reaccion del grupo carboxilico del azucar reductor y el grupo amino libre de
aminoacidos y proteinas dando como resultado principalmente furfural y 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF). Esto reduce el valor nutrimental de las mieles ya que
consume los aminoacidos esenciales.(1,10,34-36)

La composicion especifica depende de cada miel, el CODEX y la legislacion
mexicana dictan ciertos valores que deben cumplir algunos compuestos (Tabla
1).(1,13)

Tabla 1. Concentraciones que deben cumplir los compuestos de acuerdo al
CODEX o la legislacion mexicana.

Concentracion % (p/p) Concentracion % (p/p)

Compuesto

NOM-004-SAG/GAN-2018 CODEX
Fructosa+Glucosa | Minimo 60 Minimo 60
Méaximo 15,1005

Sacarosa Maximo 5 dependiendo del origen floral
Glucosa Minimo 38 No reporta

Humedad Maximo 20 Maximo 20

Solidos insolubles Méaximo 0.3 Maximo 0.1

en agua

Maximo 0.004 miel
envasada menos de seis
meses

Hidroximetilfurfural
(5-HMF)

Méaximo 0.004 mieles después
del procesamiento
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Maximo 0.008 miel Maximo 0.008 mieles de
envasada mas de seis origen declarado
meses (temperaturas tropicales)

4.1.3. CLASIFICACION DE LA MIEL

El CODEX Alimentarius, es una coleccion de normas aceptadas por 189 paises,
entre ellos México. De acuerdo al CODEX, la miel puede ser clasificada segun: su
origen (flor, néctar o mielada), su método de elaboracién (centrifugada, prensada o
escurrida) y su presentacion (liquida, cristalizada, mezclada, en panal, en trozos,
cremosa 0 montada).(1)

Las normas y textos afines del CODEX son de caracter voluntario y sirven como
referencia ya que cada pais regula conforme a su propia legislacion. La legislacion
mexicana define diferentes mieles: la miel del néctar de las flores, miel de mielada
o mielatos, miel en panal, miel liquida, miel cristalizada y miel organica; y establece
gue la miel se puede encontrar de forma natural en estado liquido, con presencia
parcial o total de cristalesy en panal. También determina que la miel puede
designarse con el nombre de la regidon geografica o topogréfica en la que ha sido
producida; o bien, de acuerdo a su origen floral.(2,13) Hoy en dia, la tendencia del
mercado demuestra la preferencia de los consumidores en productos diferenciados
por su origen floral.(37-39) Sin embargo, en México, la forma mas comun de
comercializacion de la miel es a granel, por lo que a menudo no se diferencian los
origenes, ya que las acopiadoras mezclan las mieles que llegan de distintos
productores.(40)

4.1.4. DETERMINACION DEL ORIGEN FLORAL

Para determinar el origen floral de la miel se hacen diferentes analisis, tales como
sensoriales, fisicoquimicos y polinicos. Los resultados de los analisis
melisopalinoldgicos son dependientes de las plantas de donde proviene la miel, ya
gue el andlisis de polen consta de la identificacion y recuento de los granos de polen,
clasificAndola como monofloral o multifloral (polifloral) dependiendo del porcentaje
de granos de polen de cada clase. Por lo general, para ser monofloral, el polen
predominante de una flor debe estar presente en mas del 45%. Los analisis
melisopalinoldgicos requieren de mucho tiempo y presentan ciertas limitaciones, por
ejemplo, en las mieles que provienen de plantas cuyas flores son pobres en polen,
como algunos citricos, no es posible establecerlas como monoflorales.(1,8,13,41)

Es importante considerar que las abejas utilizan multiples fuentes de néctar, esta
variabilidad natural complica la caracterizacion de la miel y la determinacion de su
origen floral debido a que algunas caracteristicas de una fuente de néctar pueden
dominar sobre otras, aunque se encuentren presentes en proporciones
bajas.(8,42,43)
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Sibien, los analisis fisicoquimicos y los melisopalinolégicos permiten una evaluaciéon
de la calidad y clasificacion de acuerdo con el origen, tienen a menudo una alta
variabilidad en los resultados y requieren mucho tiempo. Hoy en dia se necesitan
métodos rapidos y confiables de analisis razén por la cual la metabolémica
representa una opcion para la deteccién del origen de la miel. (3,44,45)

4.2. METABOLOMICA

La metabolémica es la disciplina émica de mas reciente aparicion, se encarga del
estudio global de los metabolitos y su dinamica, composicion, interacciones y
respuestas a intervenciones ambientales, o cambios en una matriz biologica.(46,47)

La finalidad de la metabolémica es detectar si existe una diferencia significativa
entre los grupos de muestras estudiadas mediante el uso de tecnologias analiticas.
Esto con el objetivo de visualizar tendencias y correlaciones para construir modelos
predictivos y asi, clasificar nuevas muestras con la aplicacion de métodos
estadisticos multivariantes. (48,49)

La metabolomica puede ser abordada desde dos enfoques distintos de acuerdo al
objetivo del estudio: metabolémica no dirigida, que es el analisis exhaustivo de todos
los compuestos o de todo el perfil; y metabolémica dirigida, que involucra el analisis
de metabolitos especificos.(47,50,51)

Para definir el flujo de trabajo en la metabolémica es necesario establecer el tipo de
estudio (dirigido o no dirigido), la forma de la muestra (so6lida o liquida), la
instrumentacién disponible, la deteccion, el procesamiento y el andlisis de datos.
(52)

4.2.1. METABOLOMICA DE ALIMENTOS

La metabolomica de alimentos, también conocida como foodomics, se refiere a la
aplicacion de la metabolomica a sistemas alimentarios con diversos fines como el
estudio de la nutricion y el efecto de los alimentos en la salud, por lo que
recientemente se ha aplicado para analizar los componentes funcionales activos,
(53-55) los ingredientes peligrosos,(56,57) en el control de calidad(58,59) vy la
autentificacion.(60,61).

En los dltimos afios se ha incrementado el uso de la metabolémica para el estudio
de los alimentos debido a la gran cantidad de informacion que el metaboloma
proporciona acerca de la muestra.

4.2.2. PLATAFORMAS ANALITICAS

Los métodos analiticos mas utilizados en metabolémica son: la espectrometria de
masas (EM) y la espectroscopia de RMN. La EM es ampliamente utilizada acoplada
a técnicas como la cromatografia liquida, la cromatografia de gases o, en menor
medida, a la electroforesis capilar; tiene alta sensibilidad y selectividad. Sin

7
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embargo, necesita de un tratamiento previo de la muestra y es una técnica
destructiva. Por otra parte la RMN no es destructiva, no necesita pretratamiento de
las muestras y es rapida, puede detectar y cuantificar simultdneamente decenas de
componentes a traves de un soOlo experimento con alta repetibilidad y
reproducibilidad.(62,63)

4.2.1.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La RMN es una espectroscopia cuyo fundamento radica en la propiedad que poseen
los nlcleos atémicos con nimero impar de protones o neutrones, o de ambos (*H,
13C, 31p, etc) de absorber energia electromagnética cuando son sometidos a un
campo magnético externo (Bo) y a radiofrecuencias (rf). Estas absorciones
dependen del tipo de nucleo y del ambiente quimico en el que se encuentran. Este
tipo de nucleos son magnéticamente activos, es decir, poseen espin diferente de
cero y en ausencia de un campo magnético se orientan al azar (Figura 2A). Al
colocar un Bo (Figura 2B), se comportan como pequefos imanes y se orientan en
un estado de minima energia a favor de Bo (estado a) o en un estado de mayor
energia en contra de Bo (estado ). Esta distribucion esté ligeramente a favor de Bo
y sigue una distribucién de Boltzmann (Figura 2C). La diferencia entre los dos
niveles de energia depende de la intensidad de Boy de la constante giromagnética,
que es una propiedad intrinseca del nucleo.

Al irradiar la muestra con un pulso de rf, los espines nucleares en el estado de espin
a son promovidos al estado de espin § (fendbmeno de resonancia). Al detener la rf,
vuelven a su estado inicial mediante un movimiento de precesién conocido como
frecuencia de Larmor y emiten sefales cuya frecuencia depende de la diferencia de
energia entre los estados de espin a 'y B (Figura 2D). El espectrofotometro de RMN
detecta estas sefiales como una gréafica de tiempo frente a intensidad, generando
un grafico de decaimiento de induccién libre (FID, Figura 2E). Al aplicar la
transformada de Fourier, la sefial de tiempo se convierte en una sefial de frecuencia,
generando asi el espectro de RMN (Figura 2F).(48,64)
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Figura 2. Esquema general del fundamento de RMN. A) Espines nucleares en
ausencia de Bo orientados al azar. B) Aplicacién de Bo en un equipo de RMN. C)
Orientacion de los espines a favor o en contra del Bo. D) Irradiacion por un pulso rf
en el que los espines invierten su sentido E) Deteccion de la FID mientras los
espines vuelven a su estado inicial. F) Generacion del espectro de RMN con la
transformada de Fourier.

Intens.

Los componentes fundamentales del espectrometro de RMN son:

Iman superconductor que genera el Bo.

Sonda con bobinas para excitar y detectar los espines nucleares.
Transmisor de pulsos de rf que genera la frecuencia.

Detector para medir la absorcién de energia de rf por parte de la muestra.
Amplificador para aumentar la respuesta detectada.

Filtro digital que convierte la sefal.

Computadora para realizar las gréaficas que forman el espectro de RMN.(48)

NoOobkwhE

El espectro de RMN da informacién del numero y tipo de ndcleos no equivalentes
en una muestra a través del desplazamiento quimico (8), el acoplamiento espin-
espin y el &rea bajo la curva.(48)

El & hace referencia a la posicion del nucleo en el espectro, lo determina el entorno
guimico del nucleo y, por tanto, da informacién de los grupos funcionales a los que
pertenece o que estan cerca. Los nucleos que estan protegidos o apantallados,
debido a una nube electronica de alta densidad, resuenan en & mas bajos (campo
alto), mientras que los ndcleos menos protegidos tienen sefiales en & mas altos
(campo bajo). Los valores tipicos del rango de & para *H-NMR son de 0 a 12 ppm,
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por lo regular el O ppm se establece con base en un estdndar interno reconocido
internacionalmente, el tetrametilsilano (TMS).(48,64,65)

El acoplamiento espin-espin se da cuando los espines magnéticos de dos tipos
diferentes de protones interaccionan ocasionando un desdoblamiento de las
seflales en multipletes. EI numero de sefiales que aparecen al acoplarse dos
protones esta dado por n+1, siendo n el nUmero de nucleos que se acoplan al nucleo
de interés. Las distancias entre picos de los multipletes, medida en Hz, dan
informacion estructural y es denominada constante de acoplamiento (J). (48,65)

El area bajo la curva es proporcional al nUmero de nucleos que generan esa sefial,
al integrarla, proporciona el niumero relativo de ndcleos.(48,63)

Tomando en cuenta la naturaleza y la complejidad de gran parte de las matrices
estudiadas en metabolémica, es necesaria la supresion de la sefial del disolvente
utilizado o del agua que contienen las muestras. Esto debido a que, al ser esta sefial
la mas intensa en los espectros de RMN, impide la observacion de las sefiales mas
pequefias correspondientes a los metabolitos que estdn en menor concentracion.
Una de las formas mas utilizadas para aminorar este efecto y obtener espectros
interpretables es la presaturacion de la sefial del disolvente y/o del agua.(66)

4.3. METABOLOMICA POR RMN EN MIELES

En los dltimos afios los estudios de mieles en metabolémica basada en RMN se han
incrementado debido a las mdltiples ventajas que esta técnica presenta en el
analisis de muestras complejas. Existen diversas metodologias reportadas, algunos
autores estudian los componentes minoritarios para encontrar biomarcadores en
extractos organicos, mediante extraccion liquido-liquido y extraccién en fase
sé6lida.(8,67,68),(69) En la mayoria de los estudios se utiliza un minimo
pretratamiento de muestra para aprovechar las ventajas de la técnica, es decir se
hacen analisis directos, se pesa una cantidad de miel en el orden de miligramos y
se disuelven en agua o en DMSO, siendo en D20 la metodologia mas
empleada.(8,45,70,71) Es importante considerar que cualquier manipulacién de la
muestra representa una fuente potencial de errores experimentales, por lo tanto se
debe mantener al minimo posible con el fin de evitar la introduccion de cualquier
variabilidad no deseada, ya que esta podria superar la varianza biologica.(72)

La composicion y la cuantificacion de los compuestos en la miel, son de los aspectos
mas estudiados ya que se han incrementado las practicas de adulteracion, incluso
la empresa Bruker tiene una herramienta comercial llamada “NMR Honey-Profiling”
para la evaluacion de calidad y la deteccion de adulteracion de mieles.(73) También
ha sido analizado el perfil de los carbohidratos presentes en esta matriz como
glucosa, fructosa, turanosa, maltosa y panosa, entre otros.(74)

En la literatura se encuentra reportado el andlisis de mieles monoflorales,
multiflorales, de diferentes origenes botanicos y geograficos, y se ha logrado
10
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detectar adicion de azlcares en porcentajes menores al 10%.(45) También, esta
reportada la comparacion de mieles chinas auténticas con adulteradas.(70) (75)

La discriminacion por su origen botanico ha sido ampliamente estudiada. Esta
reportado el estudio de mieles brasilefias (flores silvestres, citricos y eucalipto), (76)
italianas (miel sulla, eneldo, limén, naranja y mispero), (77) y finlandesas (trigo
sarraceno, arandano rojo, trébol, multifloral, etc.).(42) Se ha logrado discriminar
mieles monoflorales por los componentes no azucarados (azufaifa, casta y
algarrobo).(78) Se han establecido biomarcadores especificos para algunas mieles
de determinados origenes, por ejemplo metilglioxal, leptosperina y dihidroxiacetona
para la miel de manuka de Nueva Zelanda y Australia.(79) La relacion de los
carbohidratos en la miel madura es estable, por ello sus sefiales de *H-RMN pueden
ser consideradas como huella dactilar para la clasificacion de muestras por su
origen floral.(80,81) Algunos autores consideran que esto aplica en el caso de
mieles monoflorales con una alta cantidad de un azucar dominante.(82) Mientras
que otros autores concluyen que los carbohidratos por si solos no son suficientes
para poder caracterizarlas por su origen.(83—86)

También se han clasificado las mieles de acuerdo a su origen geografico. Por
ejemplo, se analizaron muestras de miel chinas de ocho origenes botanicos, tres
origenes geogréficos y cinco fechas de produccion.(80) Mieles griegas de pino y
abeto se discriminaron en 8 regiones;(87) y mieles de Sudafrica, Eslovaquia y
Zambia que se agruparon de acuerdo a su origen.(71)

Respecto a mieles mexicanas utilizando RMN no se ha encontrado nada reportado
en la literatura. Considerando el lugar que ocupa México como productor y
exportador de miel a nivel mundial, es de suma importancia desarrollar proyectos
de investigacién como el presente estudio para mejorar el posicionamiento de la
miel mexicana en el mercado internacional.

4.4. QUIMIOMETRIA

La miel es un alimento muy complejo debido a su constitucion, esto se refleja en el
alto grado de solapamiento de las sefiales en los espectros de RMN sobre todo en
la zona de los carbohidratos, lo que dificulta su interpretacion.

Los espectros de RMN representan una gran cantidad de datos numéricos, por ello
resulta necesario el uso de técnicas estadisticas multivariantes para evaluar la
variabilidad entre las muestras y reconocer patrones quimicos. A estos métodos
analiticos se les conoce como métodos quimiomeétricos.(48)

La quimiometria se define como la disciplina quimica que utiliza matematicas y
estadistica, entre otros métodos que emplean la l6gica formal, para extraer la
cantidad maxima de informacion significativa de los datos disponibles (espectros de
RMN, o una matriz de datos).(88,89)

11
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Existen dos enfoques en estadistica multivariante para los métodos de
reconocimiento de patrones:

¢ No supervisados: generalmente representan el primer paso en el analisis de
datos, se realizan sin conocimiento previo de la muestra para resumir, explorar
y descubrir grupos, ayudando a visualizar los datos y encontrar posibles valores
atipicos. EI método mas representativo es el Analisis de Componentes
Principales (PCA).(48,51)

e Supervisados: utilizan el conocimiento previo de las muestras para generar
modelos que se centren en los efectos de interés, con el propdsito de encontrar
uno que pueda hacer predicciones en la clasificacion de muestras futuras. El
método mas comun es el Andlisis Discriminante de Minimos Cuadrados
Parciales (PLS-DA).(48,50,51)

El PCA reduce la dimension de datos proyectandolos en un nuevo espacio utilizando
pocas dimensiones. El grafico de dispersion o scores proporciona una vision del
agrupamiento y valores atipicos; y consta de dos o tres componentes principales
(PCs) y puntos que representan las muestras. Los PCs son combinaciones lineales
de las variables originales y explican una cierta cantidad de varianza. El gréfico de
cargas o loadings muestra la importancia de las variables. (48,90)

El PLS-DA es una técnica en la que se tiene la informacién de la pertenencia de
clase y se utiliza para optimizar la separacion entre grupos de muestras. Relaciona
la matriz de datos X la cual contiene observaciones y variables discretas (muestras
y bins) con la matriz Y que contiene observaciones (muestras) y variables (clases,
propiedades, etc). Tiene como objetivo maximizar la covarianza y debe usarse con
precaucion porgque es una técnica supervisada y siempre conduce a una separacion
de las diferentes clases, incluso si no hay una diferencia real entre ellas. Los
indicadores mas comunes para la confiabilidad del modelo son R? (ajuste de los
datos) y Q? (predictibilidad del modelo).(48,91) Esta técnica es actualmente la mas
utilizada para discriminar las muestras de acuerdo al origen.(92)

El analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA),
otro método supervisado, es una actualizacion del PLS-DA eliminando la variaciéon
ortogonal sistematica de la respuesta.(70)

12
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5. METODOLOGIA

5.1. MUESTRAS

Se analizaron un total de 17 muestras de mieles mexicanas de diferentes origenes
botanicos y geograficos (Tabla 2) proporcionadas por la ASGANAREN. Las mieles
fueron obtenidas directamente de diferentes apiarios y el origen floral de cada una
fue declarado por el apicultor. Las muestras de miel se almacenaron en obscuridad
en frascos de plastico con tapa de rosca a 20° C hasta su analisis.

Tabla 2. Informacion de las mieles analizadas.

Clave Ciudad | Estado Tipo de miel
01-007-03-01 Rincén de Romos Aguascalientes Mezquite
01-007-03-02 Rincén de Romos Aguascalientes Mezquite
01-007-03-03 Rincén de Romos Aguascalientes Mezquite
01-007-03-04 Rincén de Romos Aguascalientes Mezquite
01-007-03-05 Rincén de Romos Aguascalientes Mezquite
01-011-02-02 | San Fco. de los Romo | Aguascalientes Mezquite
19-124-28-03 Zapotlanejo Jalisco Mezquite
29-013-01-01 Huamantla Tlaxcala Mantequilla
29-013-01-19 Huamantla Tlaxcala Mantequilla
29-013-01-20 Huamantla Tlaxcala Mantequilla
29-013-01-21 Huamantla Tlaxcala Mantequilla
30-102-01-03 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo
30-102-01-06 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo
30-102-01-07 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo
30-102-01-08 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo
30-102-01-17 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo
30-102-01-18 Mtz. De la Torre Veracruz Naranjo

5.2. PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de miel se colocaron en un bafio de agua durante 15 min a una
temperatura maxima de 40 °C, después de ello se homogenizé durante 1 min con
un agitador de vidrio. Se pesaron 5 g de cada muestra y se disolvieron a 50 mL con
agua destilada. La mezcla se agité6 manualmente durante 40 minutos y se centrifugo
a 3500 rpm durante 30 min a 15°C. Se tomaron 450 pL del sobrenadante y se
diluyeron en un criovial de 2 mL con 450 uL de agua destilada para llegar a
concentracion de 50 mg/mL. Se coloco en un voértex durante 30 s. Posteriormente,
se adicion6 100 pL de buffer de fosfatos (pH 3.10, 1M, en D20 con 0.1% de &cido
trimetilsililpropandico (TSP) como referencia interna) y se ajusto el pH de la muestra
con acido clorhidrico [1M] e hidroxido de sodio [1M] utilizando el BTpH (Bruker). La
mezcla se agito en el vortex durante 30 s mas. Finalmente, se transfirio una alicuota
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de 600 pyL de cada muestra con pH ajustado a un tubo de RMN de 5 mm para la
adquisicion de los experimentos.

5.3. ADQUISICION DE EXPERIMENTOS DE RMN

Los experimentos de RMN se realizaron a 300 K en un espectréometro Bruker
Avance Il HD de 16.44 Teslas (frecuencia para *H 699.96 MHz) equipado con una
sonda criogénica de triple sintonia de 5 mm y un automuestreador “Sample Jet”
(Figura 3).

Todos los espectros de 'H-RMN se adquirieron con la secuencia de pulsos
NOESYPR1D con presaturacion de la sefial del agua y con los siguientes
parametros: retardo entre pulsos (D1): 4s, tiempo de adquisicion (AQ): 2.3243 s,
namero de transientes (NS): 32, numero de transientes ficticios (DS): 4, ventana
espectral (SW): 14097.7 Hz y ganancia (RG): 16. La adquisicion de los espectros
se llevo a cabo de manera automatica con el software IconNMR (Bruker). Las FIDs
fueron multiplicadas por una funcién exponencial con un ancho de linea de 0.3 Hz
antes de aplicar la Transformada de Fourier.

w
Ll
o
g
g
n

/-

Ascend™ 700

Figura 3. Espectrometro Bruker Avance |ll de 16.44 Tesla (700 MHz para H).

5.4. PROCESAMIENTO DE ESPECTROS Y ANALISIS ESTADISTICO

El procesamiento de espectros se realiz6 con el software TopSpin 3.5 (Bruker,
Alemania). La correccion de fase se hizo de manera manual y la de linea base se
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hizo de manera automatica. Los desplazamientos quimicos se referenciaron a la
sefal de TSP (0.0 ppm).

Utilizando el software Chenomx 8.4 (Chenomx NMR Suite, Canada) se realiz6 una
reduccion de dimensionalidad por generacion de cajas homogéneas (binning) con
un tamafo de 0.04 ppm en la regién de -0.02 - 10.02 ppm, dando un total de 239
cajas. Se normaliz6 al total de area excluyendo la region de la sefial residual del
H20 (4.58 - 5.02 ppm) y la del TSP (-0.02 - 0.02 ppm).

La matriz se export6 al programa SIMCA 16.0 (Unimetrics, Suecia) y se incluy6 una
columna con la clasificacion de las muestras de acuerdo con su origen floral. Se
realizd analisis estadistico multivariado, PCA y PLS-DA. Para todos los modelos
realizados se utilizd escalado Pareto.

5.5. IDENTIFICACION DE METABOLITOS

Para la identificacion de metabolitos se utilizé el software de reconocimiento de
patrones Chenomx, el MestReNova 12.0.0 (Mestrelab Research S.L. 2017) y datos
reportados en la literatura considerando los desplazamientos quimicos, las
constantes de acoplamiento y la multiplicidad.

5.6. RELACION FRUCTOSA-GLUCOSA

Los espectros procesados con el TopSpin se exportaron al Chenomx, en donde se
realizo la cuantificacion de la fructosa y la glucosa utilizando el TSP como estandar
interno. El area de las sefiales se ajustd6 manualmente y, posteriormente se calculd
la relacion entre ambos metabolitos.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

IDENTIFICACION DE METABOLITOS EN LOS ESPECTROS DE H-
RMN

Se obtuvieron los espectros de *H-RMN de las 17 muestras de miel: 7 de mezquite,
4 de mantequilla y 6 de naranjo. En la Figura 4 se muestran los espectros
superpuestos junto con la asignacion de algunos de los 28 metabolitos identificados
y en la Tabla 3 se enlistan junto con el §, la multiplicidad, la asignacion y la J de las
sefales utilizadas para su identificacion. Se puede observar que las sefiales mas
intensas son las de fructosa y glucosa (& 3.0-5.5 ppm). Otros carbohidratos
encontrados son la xilosa, rafinosa, kojibiosa, trehalosa, nigerosa, sacarosa y
maltosa. Los acidos organicos presentes en las muestras de miel analizadas son
férmico, citrico, succinico, acético y lactico. Se identificaron algunos aminoacidos
como tirosina, prolina, fenilalanina, alanina y valina. También se encontraron otros
compuestos como cafeina, colina, etilenglicol y etanol.

6.1.
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Figura 4. Espectros superpuestos de *H-RMN (700 MHz, H20/D20, 300 K) de las
17 muestras de mieles mexicanas de diferente origen botanico con la identificacion
de algunos metabolitos.

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

Tabla 3. Tabla de los metabolitos identificados en las muestras de miel.
Desplazamiento quimico & ppm (multiplicidad, asignacion, J=

Compuesto

0.0

Hz)

Acido acético

2.08 (s, CH3)

Acido citrico

2.95 (d, CH2,15.7), 2.81 (d, CH2,15.7)

Acido formico | 8.29 (s, CH)
Acido lactico 1.40 (d, CH3, 7.0)
Acido succinico | 2.66 (s, CH2)

Alanina

1.49 (d, CH3, 7.3)
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Cafeina 8.15 (s, CH)
Colina 3.88 (s, CH3)
Etanol 1.17(t, CH3, 7.1)
Etilenglicol 3.65 (s, CH2)

Fenilalanina

7.32 (m, H2, H6), 7.37 (M, H4), 7.42 (m, H3, H5)

4.10 (dd, 3.4, 0.9), 4.01(dd,12.8, 1.4), 3.79 (d, 10.0), 3.59 (d,

Fructosa 12.1), 3.56 (d, 11.7)
5.2 (d, aH1, 3.8), 4.63 (d, BH1, 8.0), 3.52 (dd, aH2, 9.9, 3.8),
Glucosa 3.48 (t, BH3, 9.2), 3.45 (m. BH5), 3.40 (m, a-BH4), 3.24 (dd,

BH2, 9.4,8.0),

Gulonolactona

4.55 (s, H1), 4.52 (s, H2)

Kojibiosa 5.43 (d, BH1, 3.5), 5.09 (d, aH1, 3.8)
Maltosa 5.40 (d, H1, 3.9), 3.27 (dd, H4, 9.6, 7.9)
Maltulosa 5.15 (d, H1, 3.8), 4.32 (d, H7, 7.3), 4.28 (d, H9, 7.5)
Nigerosa 5.20 (d, H1, 3.7)

Prolina 2.01 (m, CH2), 2.35 (m, CH)

Rafinosa 4.98 (d, H1, 3.7)

Sacarosa 5.42 (d, H1, 3.9)

Tirosina 6.89(d, H3, H5, 8.5), 7.17(d, H2, H6, 8.5)
Trehalosa 5.20 (d, H1, 3.7)

Turanosa 5.29 (d, H1), 4.25 (H14,d, 5.1)

Valina 0.99 (d, CH3, 7.0), 1.04 (d, yCH3, 7.0)
Xilosa 3.13 (dd, H1, 9.4, 8.0)

5-HMF 9.45 (s, H1)

6.2. ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE 'H-RMN DE LAS MIELES
ESTUDIADAS

En la Figura 5 se muestran los espectros superpuestos de las muestras de miel de
cada uno de los 3 origenes florales estudiados. En las mieles de naranjo la mayoria
de las sefnales de la region alifatica (6 0.0-3.0 ppm) son mas intensas, como las de
alanina, acido lactico, acido acético y acido succinico. Mientras que las muestras de
mezquite, presentan una mayor intensidad en las sefiales del &cido citrico y no
tienen etanol. En la region de los carbohidratos (6 3.0-5.5 ppm) todos los espectros
son similares, a excepcion del incremento de maltosa observado en las muestras
de miel de naranjo. En la region correspondiente a las sefiales aromaticas (& 6.5—
8.5 ppm), sélo las mieles de naranjo tienen cafeina.

De los compuestos identificados, en la Tabla 4, se indica cuales estan presentes o
ausentes en las muestras de miel de los tres origenes florales.
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Figura 5. Espectros *H-RMN (700 MHz, H20/D20, 300 K) superpuestos y con las
ampliaciones de ciertas regiones de: A) siete muestras de miel de mezquite, B)
cuatro muestras de miel de mantequilla 'y C) seis muestras de miel de naranjo.
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Tabla 4. Tabla con metabolitos presentes en las muestras de miel.

Compuesto Naranjo Mantequilla ‘ Mezquite

<\
<\

Acido acético
Acido citrico

Acido férmico
Acido lactico
Acido succinico
Alanina
Cafeina
Colina
Etanol
Etilenglicol
Fenilalanina
Fructosa
Glucosa
Kojibiosa
Gulonolactona
Maltosa
Maltulosa
Nigerosa
Prolina
Rafinosa
Sacarosa
Tirosina
Trehalosa
Turanosa
Valina
Turanosa
Xilosa
5-HMF

N RN RN RN N N N N N N N N N N N N N A A E AN ENENE NN

N R AN RN RN RN N N N N N N N NN AN N NN ENENENENENAN
SN AN AN NN NN NN N NN N N AN AN N AN P RN ENENENEN

6.3. ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE

Los 17 espectros de H-RMN de las muestras de miel fueron sometidos a andlisis
no supervisado PCA para explorar y visualizar variaciones y posibles patrones en
los datos (Figura 6). El modelo resultante tiene valores de ajuste R?X = 0.862 y de
prediccion Q? = 0.82, con 2 PCs; donde el PC1 describe el 68% de la variacion
espectral, mientras que el PC2 describe el 18%. El resultado muestra que el modelo
permite la discriminacion entre las muestras, las cuales se separan en tres grupos
distintos, agrupandose de acuerdo con su origen floral.
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t[1]
R2X[1] = 0.678, R2X[2] = 0.185, Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 6. Gréafico PCA de mieles mexicanas: mezquite (verde), naranjo (rojo) y
mantequilla (azul). Se muestra la elipse de confianza o Hotelling T2, donde se
observa que no hay valores atipicos a un nivel de significancia de p = 0.05.

Después del PCA, se evalud la correlacion entre los datos espectrales de las
muestras analizadas y la variacion de los 3 grupos en estudio utilizando el método
supervisado PLS-DA (Figura 7). EI PC1 y el PC2 explican el 48% y el 35% de la
varianza, respectivamente. EI PLS-DA modela la variacién espectral con R?X =
0.951, la variacion por grupo con R2Y = 0.983 y la bondad de predicciéon con Q? =
0.917. En este modelo se seleccionaron los bins responsables de la discriminacion
entre las mieles de naranjo, mezquite y mantequilla a partir de la importancia de las
variables en la proyeccion (VIP), considerando un punto de corte de VIP>1 (Figura
8).(80) Posteriormente se identificaron los metabolitos relacionados a dichos bins
(Tabla 5). Los metabolitos responsables de la diferenciacion de las muestras por
origen floral identificados son principalmente carbohidratos: fructosa, glucosa,
maltosa, sacarosa y maltulosa; y otros compuestos como cafeina y prolina.
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Figura 7. Grafico PLS-DA de mieles mexicanas: mezquite (verde), naranjo (rojo) y
mantequilla (azul).

VIP[5)

~
-

Figura 8. VIP>1 del modelo PLS-DA.
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Tabla 5. Metabolitos identificados en los VIP como sefiales potenciales para la
discriminacion de mieles por su origen floral.

Metabolito Bin

Fructosa | 3.54, 3.58, 3.62, 3.66, 3.7, 3.74, 3.78, 3.82, 3.86, 3.9, 4.02, 4.06, 4.1, 4.14

Maltosa 3.26, 3.3, 3.42, 3.58, 3.62, 3.66, 3.7, 3.74, 3.78, 3.82, 3.86, 3.94, 3.98,
5.26, 5.42

Glucosa 3.26, 3.38, 3.42, 3.46, 3.5, 3.54, 3.7, 3.74, 3.78, 3.82, 3.86, 3.9, 3.94, 5.26

Prolina 2.02, 3.34, 3.38, 3.42, 3.46, 4.14

NI 3.7

NI 3.86

NI 3.66

Sacarosa | 4.06, 4.22,5.42

NI 3.9

NI 4.14

NI 3.34

Cafeina 3.34, 3.38

NI 4.38

NI 4.22

NI 3.98

NI 3.94

NI 4.06

NI 3.38

NI 4,18

NI 4.1

NI 3.3

NI 4.26

Maltulosa | 4.34

*Los metabolitos estan ordenados en orden de importancia de acuerdo a los VIP.

6.3.1. METABOLITOS INVOLUCRADOS EN LA DIFERENCIACION POR
ORIGEN FLORAL

Al ser los carbohidratos (fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa y maltulosa) los
principales metabolitos responsables de la diferenciacion de las muestras por origen
floral se analizaron sus sefiales en los espectros de 'H-RMN y se observé que su
intensidad tiene variaciones de acuerdo con los diferentes origenes florales
estudiados. Las sefales de la maltosa son mas intensas en las mieles de naranjo,
comparadas con las de mezquite, y en estas ultimas son mas grandes que en las
mieles de mantequilla (Figura 9B). En las mieles de naranjo, el contenido de
sacarosa y de fructosa es mayor (Figura 9E y Figura 9A, respectivamente); y el de
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glucosa es menor comparado con las de mantequilla y de mezquite (Figura 9C). En
la miel de mantequilla se observa un mayor contenido de maltulosa (Figura 9G).

Otro de los metabolitos identificados como importante en la discriminacion fue la
prolina, la cual es el aminoacido mayoritario en la miel, se origina a partir de las
secreciones salivales de las abejas (Apis mellifera) durante la transformacion del
néctar y se encuentra presente en el polen. Este aminoacido es utilizado como
criterio para evaluar la maduracion y la adulteracion con azucares.(93-95) Las
mieles de mantequilla presentaron una mayor cantidad de este aminoacido,
seguidas de las de naranja y mezquite (Figura 9D).

La cafeina (Figura 9F) se encontré solamente en las mieles de naranjo. Se ha
reportado en la literatura que es un biomarcador en las mieles de citricos,(96,97) ya
gue se encuentra en el néctar y en el polen de varias especies florales de
citricos.(98,99)

A

T . T ; T S ———— " . r :
4,022 4.020 4.018 4.01 5405 5395  5.385 3.25 3.23 3.21 .10  2.05 200 1.9
ppm ppm ppm ppm

Fructosa Prolina

T T T T T T T T T T T T T T
5.380 5.375 5.370 8.110 8.100 8.09C 4.330 4.320 4.3
ppm ppm ppm

Sacarosa Maltulosa

Figura 9. Ampliaciones de los espectros superpuestos de H-RMN (700 MHz,
H20/D20, 300 K) de los tres tipos de mieles: mezquite (verde), naranjo (rojo) y
mantequilla (azul). A) Fructosa, B) Maltosa, C) Glucosa, D) Prolina, E) Sacarosa,
F) Cafeina y G) Maltulosa.

6.4. RELACION FRUCTOSA-GLUCOSA

Con las concentraciones de la fructosa y de la glucosa obtenidas en el Chenomx,
se calculé la relacién entre ambos metabolitos (F/G) (Tabla 6). La fructosa suele ser
el componente principal de la mayoria de las mieles, tal es el caso de las mieles de
naranjo estudiadas, en las que el contenido de fructosa es mayor al de glucosa. Sin
embargo, existen mieles de ciertos origenes florales en las que la glucosa supera la
cantidad de fructosa, como en las mieles mantequilla o acahual.(10,100,101)
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Tabla 6. Tabla de la relacion F/G en las muestras de miel analizadas.

Muestra Relaciéon F/IG

01-007-03-01_Mezquite 0.97
01-007-03-02_Mezquite 0.94
01-007-03-03_Mezquite 1.00
01-007-03-04_Mezquite 0.98
01-007-03-05_Mezquite 0.89
01-011-02-02_Mezquite 0.99
19-124-28-03_Mezquite 0.94
29-013-01-01 Mantequilla 0.95
29-013-01-19 Mantequilla 0.93
29-013-01-20 Mantequilla 0.93
29-013-01-21 Mantequilla 0.93
30-102-01-03 Naranjo 1.06
30-102-01-06_Naranjo 1.04
30-102-01-07_ Naranjo 1.05
30-102-01-08_Naranjo 1.04
30-102-01-17 Naranjo 1.08
30-102-01-18 Naranjo 1.01

La relacién F/G se ha propuesto como método de discriminacion por origen floral.
Sin embargo, los datos publicados (Tabla 7) son en su mayoria para un namero
limitado de muestras y se han reportado solamente para algunos origenes florales
0 mezclas.(84,102-104) Tal es el caso de la miel de mezquite, en el que la relacion
F/G = 1.1 £ 0.10 esta calculada con tan sélo tres muestras de miel.(10) A diferencia
de lo calculado en el presente estudio (0.96 + 0.08) con mas del doble de muestras.
Por esta razén puede existir diferencia entre lo determinado en el presente estudio
y lo reportado en la literatura. La relacién F/G en la miel de mantequilla calculada
coincide con lo reportado previamente.(101)

Tabla 7. Relacion F/G experimental vs la reportada en la literatura.
Relacion F/G Relacion F/IG

: . Bibliografia
experimental literatura

Mezquite 0.96+0.08 1.1+0.10 (10)
Mantequilla o 0.94+0.02 0.93 (101)
acahual

Naranjo 1.3+0.03 (105)
Naranjo 1.05+0.05 1.21+0.05 (104)
Naranjo 1.23+0.19 (10)
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7. CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que la espectroscopia de *H-RMN combinada con
analisis estadistico multivariado es una herramienta efectiva para la discriminacion
por origen botanico de las mieles mexicanas analizadas (mezquite, mantequilla y
naranjo).

Los metabolitos responsables de la diferenciacion de las mieles de acuerdo con los
tres origenes floral estudiados son fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa, maltulosa,
cafeina y prolina. La cafeina es un biomarcador para las mieles de naranjo.

A nuestro conocimiento es el primer estudio de clasificacion por origen floral
(mezquite, naranjo y mantequilla) de mieles mexicanas basado en *H-RMN. A pesar
del nimero limitado de muestras, este proyecto sienta las bases para determinar en
un futuro la huella dactilar de las mieles mexicanas, y asi poder garantizar el origen
a un producto tan importante como lo es la miel.
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