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1 INTRODUCCION

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica
analitica muy robusta, versatil, rapida y no destructiva. En general, la RMN es la
herramienta mas poderosa para la determinacidén estructural de las moléculas
organicas, pero en los ultimos afos su aplicacion para el analisis de diversos
productos como los del sector agroalimentario, junto con la mas reciente de las
tecnologias dmicas, la Metabolomica, ha abierto nuevas perspectivas, permitiendo
cambiar e incrementar los objetivos en los estudios para obtener por ejemplo “el
perfil espectral” o “la huella dactilar” de un producto, lo que es una imagen
completa de su composicidon. A nivel mundial existen muchas aplicaciones de esta
metodologia, tanto en el mundo académico como en el industrial e incluso a nivel
regulatorio, aplicada al estudio de productos del sector agroalimentario con
diversos enfoques, como son: analisis de sus componentes, evaluacion de la
calidad, determinacion de origen, deteccion de adulteraciones, estimacion de la

autenticidad, control y monitorizacion de procesos, etc.

En la presente Tesis se aplicara la RMN para el estudio de miel, que de acuerdo
con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca vy
Alimentacion (SAGARPA), México ocupa el sexto lugar a nivel mundial en
produccién de miel y el tercero en exportacion,’ por lo que hoy en dia las técnicas
para detectar el origen y las posibles adulteraciones se esta volviendo un tema

prioritario en nuestro pais.

En el mundo existen mas de 20,000 especies de abejas de diferentes tamanos,
habitos de nidificacion, comportamiento y niveles de sociabilidad. Un tipo de abeja
que no tiene aguijén son las meliponas que han sido criadas por culturas
indigenas en las zonas tropicales y subtropicales del planeta. El cultivo de
meliponarios es una tradicion milenaria que se ha seguido realizando hasta
nuestros dias, tal es el caso del uso de productos de la especie Melipona beecheii

en la medicina tradicional maya.?
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Debido a la importancia de la produccién de las mieles de meliponas (muy
especial y apreciada por las cualidades curativas y nutricionales que se le
atribuyen) y al alto costo, la comercializaciéon de productos adulterados se ha
incrementado de forma importante, tanto en México como en otros paises

latinoamericanos.

El presente trabajo se enfoca hacia la comparaciéon de la miel producida por la
abeja europea Apis mellifera y la abeja sin aguijon de la especie Scaptotrigona
mexicana, que corresponde a la familia de las meliponas. Se evaluaron 80
muestras de miel de las dos especies de abeja, algunas obtenidas directamente
de los apicultores y otras comercialmente. Es muy importante recalcar que el
estudio se realiz6 con muestras comerciales y con muestras cuya informacion fue
dada de buena fe por los apicultores. Primero, se investigd la aplicacion de las
huellas dactilares de '"H-RMN para mieles siguiendo alguna de las metodologias
existentes en la literatura, evaluando los aspectos practicos que se deben tener en
cuenta, como la preparaciéon de la muestra, la adquisicion de los espectros, su
posterior procesado, etc. y posteriormente se emplearon herramientas estadisticas
para la evaluacion e interpretacion de la informacidon de los espectros. El objetivo
final fue realizar la clasificacion de las mieles por especie de abeja (con aguijon y
sin aguijon).

Cabe mencionar que este trabajo, es el inicio de un proyecto que tiene el objetivo
crear una base de datos de huellas dactilares de "H-RMN para mieles de México
con el fin de autentificar la miel, detectando la adulteracion, y para el control de
calidad.
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2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener las huellas dactilares de 'H-RMN de muestras de miel producidas por
abejas Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana en diferentes regiones apicolas de
México, para poder evaluar diferencias o similitudes de las mieles utilizando

herramientas estadisticas multivariadas.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Seleccionar el método de preparacion de las muestras.

2) Adquirir y procesar los espectros de RMN (Protén con presaturacién de la
sefal del agua y proyeccion 1D de J-resuelto).

3) Analizar y comparar el perfil espectral de las mieles producidas por abejas
Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana.

4) Preprocesar los espectros para la aplicacion de métodos quimiométricos

(alineacion, normalizacion, binning, etc.)

5) Realizar el analisis de los datos utilizando métodos quimiométricos (PCA,
PLS-DA, etc.) para discernir si existe diferencia entre las muestras por
especie de abeja.

2.3 HIPOTESIS

Dado que la miel producida por las abejas Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana
tienen composicion diferente, el estudio de los espectros de 'H-RMN en conjunto
con la aplicacién de herramientas estadisticas multivariadas permitira diferenciar

las mieles producidas por ambos tipos de abejas.
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3 ANTECEDENTES

3.1 MIEL Y TIPOS DE ABEJAS

De acuerdo al CODEX alimentarius, organismo encargado de normalizar distintos
productos alimenticios, la miel es la sustancia natural dulce producida por abejas
meliferas a partir del nectar de plantas o de secreciones de las partes vivas de las
plantas. Estas abejas, recolectan, transforman y combinan dichas sustancias que
después son depositadas, deshidratadas, almacenadas y dejadas en un panal

para que maduren.®

La miel de abeja es un producto natural de alto valor nutricional, es producida por
distintas especies de abejas con aguijon (Apis mellifera) y sin aguijon (abejas de la
subfamilia Meliponini de las cuales se derivan otras subespecies).*

3.1.1 APIS MELLIFERA

Las abejas del género Apis mellifera (A. mellifera) son insectos de la familia
Himenoptera, es la especie de abeja con mayor distribucion en el mundo. Llegd
junto con los espafoles a América, es conocida como abeja europea, abeja
doméstica o abeja melifera. Existen diversas especies de abejas del género Apis,
tales como A. mellifera. mellifera, A. mellifera carnica, A. mellifera caucasica y A.

mellifera ligustica entre muchas otras.®

Figura 1. Celdas de miel construidas por Apis mellifera (MVZ. Angel Lopez)
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3.1.2 MELIPONAS

Las abejas meliponas son abejas sin aguijon de la familia Meliponini (Figura 2)
habitan en las regiones tropicales y subtropicales de América, Asia, Africa y
Australia. En México, las culturas mesoamericanas lograron cultivar diversas
variedades de abejas de esta especie (melipona y trigona), naciendo la
meliponicultura, la cual es la actividad dedicada a la explotacion de la abeja
Melipona, siendo esta una actividad ancestral de los antiguos mayas.®

Existen aproximadamente 400 diferentes especies de abejas sin aguijon en el
Continente Americano. En México se han encontrado 46 especies, de las cuales el
30.4 % son especies endémicas. De estas especies destacan Melipona beecheii
(Peninsula de Yucatan), Scaptotrigona mexicana (Golfo y Centro de México) y
Scaptotrigona hellwegeri (Guerrero).”

Las abejas meliponas pueden ser utilizadas con gran facilidad como polinizadoras
de distintos cultivos, ya que por su gran docilidad son faciles de manejar y pueden
ser utilizadas para la agricultura de traspatio.

= T

.o

Figura 2. Enjambre de Scapttrigona mexicana (M. en C. Jorge Jiménez)

3.2 REGIONES APICOLAS DE MEXICO

México es un pais caracterizado por tener un clima privilegiado debido a su
geografia, tiene una gran diversidad de vegetacion con un gran contraste, como
por ejemplo bosques de coniferas y pastizales. Dependiendo del clima, suelo,
vegetacion predominante y de las caracteristicas generales de los sistemas de

5
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produccion empleados, México se divide en cinco regiones apicolas (Figura 3), las

cuales son:®

REGION DEL NORTE: Es la regién con mayor extension,
aproximadamente 930,000 km?, la vegetacion es de tipo Xerdfila, con

grandes areas de pastizal, bosque espinoso y de coniferas.

REGION CENTRAL: Estad comprendida en la “meseta central’, entre la
sierra madre Occidental y la Oriental, limitando al sur con el eje Volcanico
Transversal. Presenta una superficie aproximada de 390,000 Km? y se
puede encontrar una vegetaciéon predominante de tipo matorral xerdfilo,
bosque espinoso, pastizal, bosque de coniferas y de encinos, asi como
también bosque tropical caducifolio. Dentro de esta region se tienen dos
épocas de floracion que abarcan practicamente todo el afo.

REGION DEL PACIFICO: Esta comprendida desde la vertiente de la Sierra
Madre Occidental hasta el Océano Pacifico, y desde el estado de Sinaloa
hasta la frontera con Guatemala. Presenta una superficie de 260,000 Km?
con una vegetacion predominante de bosques tropicales caducifolios, asi
como también subcaducifolios. Ademas, también se ecuentran zonas con
bosques espinosos y en areas de mayor altitud llega a tener bosques de
coniferas y encinos; siendo esta una regibn muy favorable para la
explotacion de las abejas. Una de las épocas de floracion mas importante

inicia al terminar la temporada de lluvias de otofio y la otra es en primavera.

REGION DEL GOLFO DE MEXICO: Esta regién se encuentra comprendida
desde la vertiente de la Sierra Madre Oriental hasta la costa del Golfo de
México, ocupando un area de 250,000 Km?. La vegetacién predominante en
dicha region son bosques tropicales perennifolios, bosques tropicales
caducifolios y en el extremo norte con vegetacion xerdfila y bosques
espinosos. Las cosechas de miel corresponden a noviembre y en el periodo
de abril a junio, dentro de esta region aparecen mieles especiales como la

de naranjo.
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e REGION DE LA PENINSULA DE YUCATAN: La regiéon comprende los
estados de Yucatan, Campeche y Quintana Roo, la cual abarca una
superficie de 140,000 Km?. En el noreste predomina una vegetacién de
bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios, en la regidon sur y este
presenta bosques tropicales perennifolios. Es considerada la region
productora de miel mas importante del pais, ya que las floraciones ocurren
de manera consecutiva en el periodo comprendido entre noviembre a julio

de cada afo, siendo la region de mayor floracion del pais.

ESTADOS MEXICANOS %
v [JRegion norte
i _ [ Region central
) ) ‘ [IRegion del Pacifico
= . 1 ol | own [JRegion del golfo
PR Al — 1Y [Region de la Peninsula
Q. 4

Figura 3. Mapa de Regiones apicolas en México (Correa y Guzman, 2013)

3.3 COMPOSICION DE LA MIEL DE APIS MELLIFERA

La composicion de todas las mieles esta relacionada de manera directa a su
origen geografico y botanico, la especie de la abeja productora y el origen floral del
néctar recolectado. Este ultimo se ve afectado por factores extrinsecos tales como
el clima, procesamiento y almacenamiento, los cuales le confieren a la miel ciertas
propiedades fisicoquimicas, tipicas del origen botanico de las plantas de las cuales
procede.?

La composicion de la miel de Apis consiste en distintas proporciones de azucares,
agua, aminoacidos, aceites, minerales y enzimas, siendo los azucares los
principales componentes.® Los principales azucares encontrados en la miel son:
glucosa y fructosa (en mayor proporcidon), manosa, palatinosa, sacarosa, maltosa,

kojibiosa, entre otros. Con respecto a la sacarosa, su concentracion tiende a

7



Antecedentes

disminuir debido a la accion de la enzima invertasa presente en la miel, la cual

hidroliza la sacarosa dando paso a una mezcla de fructosa-glucosa.'®

Debido al tratamiento térmico de la miel, pueden aparecer algunos compuestos de
degradacion no enzimatica como el 5-(hidroximetil)furfural o 5-HMF, el alcohol
furfurilico y el furfural, los cuales indican la pérdida de frescura debido a la
exposicion a altas temperaturas.’ También se ha encontrado que algunos otros
compuestos como 2-acetilfurano, isomaltol y maltol aparecen con la degradacion
de la miel.'® " En conjunto, todos estos compuestos dan como resultado un

cambio de sabor, aroma y color del producto.

Las proteinas y aminoacidos presentes en la miel son producto de secreciones
glandulares del néctar floral y “buche” de las abejas. El principal aminoacido en la
miel es la prolina, la cual representa entre un 50% y 85% del total de aminoacidos,
también se encuentran otros aminoacidos como acido glutamico, acido aspartico,
glutamina, histidina, glicina, treonina, alanina, arginina, tirosina, valina, metionina,
cisteina, isoleucina, leucina, triptéfano, fenilalanina, lisina y asparagina.'® La
concentracion de prolina es utilizada como método de evaluacion de la madurez
de la miel, la cual debe tener una concentracion de 180 mg/Kg

aproximadamente.'©

Los acidos organicos corresponden al 0.57 % de la composicion de la miel y son
los responsables de conferirle su acidez caracteristica, algunos de estos acidos
son acido aspartico, acido butirico, citrico, acético, férmico, fumarico,
galacturonico, férmico, gluconico, glutamico, lactico, malico, maldnico, propionico,
piravico, quinico, succinico, tartarico, oxalico, entre otros. La concentracion de
estos acidos se utiliza como parametro para diferenciar mieles de polen y de

melaza.'®

Por otra parte, los compuestos flavonoides, vitaminas y minerales dentro de la
miel, se presentan en distintas concentraciones dependiende de diversos factores.
Los compuestos fendlicos, antioxidantes naturales, (especialmente flavonoides)
constituyen un grupo importante por sus propiedades funcionales y su importancia

terapéutica. 810
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3.4 COMPOSICION DE LA MIEL DE MELIPONAS

En cuanto a la composicion la miel de meliponas las diferencias mas relevantes
con respecto a la composicion de la miel de A. mellifera son que tiene altos
valores de contenido de agua, acidez libre, conductividad eléctrica, maltosa y
nitrégeno, asi como bajos valores de diastasa.? Una de las caracteristicas mas
importantes es su contenido de humedad, que en mieles de meliponas su valor
maximo es de 30 %. Este valor se encuentra por encima de lo indicado en el
CODEX STAN 12-1981, donde se especifica un valor maximo de 20% para la miel

de A. mellifera.

Los azucares y el agua son los componentes principales en la miel de melipona
(>95%); entre los azucares se encuentran la fructosa (38 %) y la glucosa (31 %).
Las proteinas y aminoacidos representan aproximadamente un 0.5 %, entre los
aminoacidos tenemos presentes prolina, lisina, acido glutamico y acido aspartico
asi como también enzimas como invertasa, amilasa y glucosidasa.? Debido a que
la miel de melipona tiene una mayor concentracion de acidos organicos y
porcentaje de agua en las muestras le confiere presenta una mayor acidez que la

miel de A. mellifera.

A continuacion en la Tabla 1 se comparan algunos de los principales componentes
de miel de abejas sin aguijén y A. mellifera, donde se pueden comparar la

concentracion promedio de estos componentes de una y otra especie.

Tabla 1. Comparacion de componentes de miel de abejas sin aguijon y A. mellifera

Abejas sin aguijon Apis mellifera
Componente Valor promedio (%) Valor promedio (%)
Agua 20-25 15-20
Azlcares 60-69 80-82
Aminoacidos 0.7-0.8 0.2-1.6
Acidez libre 70 (meg/100g) 40 (meq/100g)
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3.5 PARAMETROS DE CALIDAD PARA MIEL DE APIS MELLIFERA

Los requisitos de control de calidad de la miel A. Melifera se encuentran en el
CODEX STAN 12-1981, el cual es parte del CODEX alimentarius.® Dentro de esta
norma se indica que no se debe adicionar a la miel ningun tipo de ingrediente o
aditivo y no debe contener ningun aroma, sabor, o color que haya sido absorbido
durante su proceso o almacenamiento. Ademas, no debe fermentarse o estar en
efervescencia. Ningun tipo de polen o compuesto particular de la miel debe ser
extraido, a no ser que sea un constituyente que no se puede evitar remover
durante el proceso de retiro de componentes inorganicos y materia extrafia. Por
otra parte, la miel no debe ser calentada ni procesada mas alla de lo necesario

para evitar que su composicion y calidad se vean afectadas.

La miel debe tener la mas alta pureza y la menor alteracion posible. Algunos de
los parametros que se miden para verificar su calidad son humedad (20 %),
contenido de azucares considerando la suma de glucosa y fructosa (no menos de
60 g/100 g para mieles normales y no menor a 45 g/100 g para mieles de melaza y
mezclas de pdélenes), sacarosa (no mas de 5 g/100 g), acidez libre (50 meqg/1000
g), 5-HMF (no debe ser mayor de 40 mg/Kg y en caso de proceder de paises con
un ambiente tropical o ser una mezcla no debera tener una concentracién mayor a
80 mg/Kg).

En México existen regulaciones para la miel que se manufactura en el pais y es
vendida, dichas normas son la NOM-145-SCFI-2001 y se complementa con la
NMX-F-036-981, actualmente existe un proyecto de norma para una nueva
regulacion de estos productos.

3.6 PARAMETROS DE CALIDAD PARA MIEL DE MELIPONAS

En la actualidad no existe una norma en la cual se indiquen los parametros de
calidad de la miel de meliponas, pues el CODEX alimentarius y la Norma Oficial
Mexicana (NOM-145-SCFI-2001) para miel basan su informacion en parametros
fisicoquimicos correspondientes a la especie de A. mellifera. Existen estudios en

los cuales se han sugerido parametros de calidad para la miel de meliponas (ver
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Tabla 2). En comparacién con la miel producida por A. mellifera, las diferencias
mas representativas con la de meliponas son los altos valores del contenido de
agua, acidez libre y sacarosa, asi como también los valores de actividad
diastasica, cenizas y HMF."?

Tabla 2. Composicion estandar sugerida para miel de abejas sin aguijéon comparado
contra miel de Apis del CODEX Alimentarius. %13

s . Estandares

Composicion de la miel - - -

A. mellifera | Melipona Scaptotrigona | Trigona
Contenido de agua (g/100 g) | max. 20.0 max. 30.0 max. 30.0 max. 30.0
AzUcares reductores (g/100 g) | min 65.0 min 50.0 min 50.0 min 50.0
Sacarosa (g/100 g) max. 5.0 max. 6.0 max. 2.0 max. 6.0
Acidez libre (meg/100 g) max. 40.0 max. 70.0 max. 85.0 max. 75.0
Cenizas (g/100 g) max. 0.5 max. 0.5 max. 0.5 max. 0.5
HMF (mg/Kg) max. 40.0 max. 40.0 max. 40.0 max. 40.0
Actividad diastasica (DN) min 8.0 min 3.0 min 3.0 min 7.0

3.7 METABOLOMICA

La metabolémica es un area de estudio correspondiente al grupo de las ciencias
“‘dmicas” (que incluyen a la gendmica, transcriptomica y protedmica), que estudia
los cambios globales en el metabolismo de las celulas, tejidos, organos y
organismos. La metabolémica puede ser utilizada en diversas areas, por ejemplo,
puede ser aplicada en alimentos y farmacia (el numero de metabolitos
identificados dependera del sistema en estudio).

La aplicacion de la metaboldmica en sistemas alimentarios es conocida como
“foodomics” (metabolomica de alimentos), que puede ser aplicada a todos los
procesos de sistemas alimentarios, incluyendo la produccion de recursos

alimentarios, procesamiento de alimentos y alimentos consumidos por humanos.'

Existen diferentes plataformas analiticas para realizar estudios de metabolomica,
las dos principales son la espectrometria de masas (EM) y la RMN, las cuales son
complementarias y no intercambiables. Aunque la EM es mas sensible, la RMN
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tiene las ventajas de que no es destructiva, es rapida y permite identificar y

cuantificar el conjunto de metabolitos en un solo analisis."

3.8 ESPECTROSCOPIA DE RMN

La RMN, es una de las técnicas mas poderosas utilizada para elucidar estructuras
de moléculas, principalmente moléculas organicas. La técnica ha llegado a
convertirse en una herramienta muy util, primero en campos como la fisica y la
quimica, y mas recientemente en otros como la biologia molecular, la medicina o

la bioquimica.

La RMN estudia el comportamiento de ciertos nucleos atomicos (aquellos que
poseen spin nuclear distinto de cero) en presencia de un campo magnético
externo. El campo magnético produce un desdoblamiento de los niveles de
energia del spin nuclear, de modo que pueden inducirse transiciones entre ellos
como consecuencia de la absorcidn de una radiofrecuencia a la frecuencia

adecuada.

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar, pero
con la presencia de un campo magnético (Bo), los nucleos con espin positivo se
orientan en la misma direccion del campo (en un estado de minima energia
denominado estado de espin a), mientras que los nucleos con espin negativo se
orientan en direccion opuesta a la del campo magnético (en un estado de mayor
energia denominado estado de espin ). El numero de nucleos en cada estado
sigue la distribucion de Boltzmann:

& — E—AE/kBT

a

donde:

Ng =Numero de nucleos en el nivel alto
No = Numero de nucleos en el nivel bajo
ks = Constante de Boltzmann

T = Temperatura en K
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La diferencia de energia entre los dos estados de espin a y 3, depende de la
fuerza del campo magnético aplicado Bo. Cuanto mayor sea el campo magnético,

mayor diferencia energética habra entre los dos estados de espin.
La diferencia de energia, AE, entre los estados a. y 3 es:
AE=(hyBo)/2m

La “resonancia” entre los dos estados se consigue aplicando una radiacion
electromagnética (generalmente en la region de las radiofrecuencias, MHz) que
tenga exactamente el valor de energia AE. Dado que la energia de un foton es
E=hv, donde v es su frecuencia, la frecuencia de la radiacion electromagnética
requerida para producir resonancia de un determinado nucleo en un campo

magnético By es:
v=7yBo/2n

Esta frecuencia de resonancia v se conoce como frecuencia de Larmor y es la que
provoca que los nucleos pasen a un nivel energético mayor, sacarlos de su estado
de equilibrio, y permite observar la sefial que generan al volver a su estado de

equilibrio, dando lo que se conoce como un espectro de RMN.

Las partes esenciales de un espectrdmetro de RMN se muestran en la Figura 4 y

son:

e Iman superconductor el cual debe generar el campo magnético Bo estable
para poder orientar el espin nuclear.

e Transmisor de radiofrecuencia, el cual debe emitir la radiacion de
radiofrecuencia precisa, para la excitacion de los nucleos.

e Detector, el cual permite medir la absorcion de energia de radiofrecuencia
de la muestra.

e Computadora, la cual permite controlar el sistema de procesamiento de la

sefial a través de un programa.
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Figura 4. Partes esenciales de un espectrometro de RMN.

Uno de los nucleos mas estudiados en RMN es el proton, 'H, ya que es muy
abundante. La radiofrecuencia que absorbe un nucleo determinado se ve
fuertemente afectada por el entorno quimico, es decir por los nucleos y electrones
vecinos. El fendmeno conocido como desplazamiento quimico, corresponde a las
diferencias existentes en la frecuencia de absorcion del protdn estudiado debido a
su entorno, es decir a los nucleos a los cuales se encuentra unido. El
desplazamiento quimico se utiliza para identificar grupos funcionales (se debe
tener en cuenta que los valores exactos de desplazamiento quimico dependen de
la naturaleza del solvente, asi como de la concentracién del soluto). Otro efecto
secundario del entorno se denomina desdoblamiento spin-spin, que genera una
separacion de las sefiales (en Hz y se representa por una constante J,
denominada constante de acoplamiento) cuyo fenémeno es conocida como
multiplicidad, que es producto de la interaccion con los protones de los grupos

adyacentes al proton estudiado.

Uno de los principales obstaculos para la visualizacion de los metabolitos en los
espectros de RMN en muestras acuosas es la intensa sefial del agua, una forma
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de lograr disminuir la intensidad de dicha sefal es la utilizacion de alguna
secuencia de pulsos para suprimir dicha sefal. Una de las mas utilizadas en RMN
es la secuencia de pulsos con presaturaciéon de agua: 1D NOESY-presat (One
Dimensional Nuclear Overhouser Effect Spectroscopy with Presaturation).'®

Por otro lado, existe una secuencia de pulsos conocida como J-resuelto, la cual se
basa en la transformacién de un espectro 2D J-resuelto a un espectro 1D de
proton homodesacoplado, donde puede ser posible la separacion del
desplazamiento quimico y las J de acoplamiento, simplificando las sefales a
singuletes, lo cual es util para obtener informacion en el analisis de muestras

complejas.’®

3.9 QUIMIOMETRIA

El término de quimiometria nacié en 1972 por Svante Wold y Bruce R. Kowalski, y
es la disciplina de la quimica que utiliza matematicas y estadistica para obtener la
mayor cantidad de informacion relevante de datos quimicos. El uso de la
guimiometria para el analisis de datos de espectroscopia de RMN fue probada a
inicios de la década de 1980 y demostré ser de gran utilidad, ya que la cantidad de
datos en un espectro de RMN es muy grande.'’

La quimiometria pretende extraer informacién quimica multivariada, utilizando las
herramientas de la estadistica y las matematicas. Es utilizada principalmente para
3 propositos principales: exploracion de patrones asociados en los datos, para
realizar el rastreo de las propiedades de materiales en una base continua y para
preparar y usar modelos de clasificacién multivariados."”

Existen distintas técnicas de analisis de datos, como el analisis estadistico

monovariante y multivariante.

3.9.1 ANALISIS ESTADISTICO MONOVARIANTE

La primera parte de un analisis estadistico corresponde a la exploracién de los
datos, esta parte del analisis estadistico brinda informacion importante sobre los
parametros estadisticos de cada variable, la correlacion entre las variables, y
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otros. Entre las posibles metodologias, el analisis de varianza (ANOVA) se utiliza
para seleccionar las variables mas significativas en la diferenciacion de muestras.
Es una técnica estadistica univariante para probar las hipotesis de que dos o mas
muestras provienen de la misma poblacion. Esta herramienta no se utiliza para

grandes conjuntos de datos (como es el caso de datos espectroscopicos)."”

3.9.2 ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE

A diferencia de los métodos monovariantes, donde solo se considera una variable,
en el analisis estadistico multivariante se consideran correlaciones entre varias
variables. El analisis estadistico multivariante es ampliamente utilizado debido a
que los datos obtenidos de los espectros permiten visualizar el contenido
metabolémico.

El analisis por componentes principales (PCA), es un método no supervisado y
es aplicado en quimica con diferentes finalidades, entre ellas destacan la
clasificacion de muestras, la reduccion en la dimensionalidad de los datos y la
identificacion de la existencia de alguna agrupacidon entre un conjunto de datos,
siendo este el paso previo de muchos métodos multivariables de analisis. El
método de PCA corresponde, por lo tanto, a un analisis exploratorio de los
datos.'” 18

En estadistica se utilizan métodos de regresion lineal para poder desarrollar
modelos que correlacionen la informacion de un conjunto de mediciones con la
propiedad de interés o variable respuesta. Dos de los modelos mas utilizados para
la regresion son Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least Squares, PLS por
sus siglas en inglés) y la Regresién por Componentes Principales (Principal
Components Regression, PCR por sus siglas en inglés), los cuales han sido
disefiados para evitar los problemas relacionados con el ruido en los datos. 8

Por otra parte, existen otros métodos para la interpretacion de los datos, los cuales
corresponden a métodos de analisis supervisados, que, a diferencia de los
meétodos de analisis no supervisados, permiten aplicarse en situaciones donde se
requiere clasificar a las muestras en categorias previamente definidas. Algunos de

los métodos de analisis supervisados mas utilizados son: el Analisis
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Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least Squares
Discriminant Analysis, PLS-DA por sus siglas en inglés) y el Analisis
Discriminante de Proyeccion Ortogonal por Minimos Cuadrados Parciales
(OPLS-DA, Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis, por sus siglas
en inglés), este ultimo es una extension del método PLS con una correccion

ortogonal, siendo una herramienta muy poderosa de analisis."” 18

3.10 ESTUDIOS DE METABOLOMICA APLICADA A LA MIEL

En la Tabla 3 se enlistan en orden cronoldgico diversos articulos enfocados al
estudio de miel mediante RMN, donde se analizan una gran cantidad de
informacion respecto a diferentes factores como: composicion, origen geografico,
analisis de calidad, adulteraciones (como la realizada con jarabes de azucar) y a
los métodos de tratamiento de las muestras. La region del espectro de RMN que
se estudia comunmente es de 3 a 6 ppm en donde se observan principalmente los

carbohidratos.

Tabla 3. Aplicaciones del estudio por TH-RMN y/o 13C-RMN de mieles.

Aplicaciones Afo | Ref.

Caracterizacion de diferentes origenes florales de miel rumana utilizando 2004 19
HPLC combinado con "H-NMR y 3C-NMR.

Andlisis para detectar adulteraciones en miel por adicién intencional de
diferentes concentraciones de azucares comerciales. Se utiliza RMN de 1Dy | 2010 | 20
2D. Se realiza andlisis estadistico multivariante.

Deteccion rapida y exacta de metilglioxal en miel. Se utiliza RMN cuantitativa 2010 21
y se compara con datos obtenidos por LC-UV y LC-MS.

Diferenciacion de miel de acuerdo con el néctar empleado en su produccion.
Se caracterizan mieles producidas en el estado de Sao Paulo, por diferentes 2012 9
concentraciones de fenilalanina, tirosina y sacarosa. Realizan andlisis
estadistico multivariado en "H-RMN.

Determinaciéon de polisacaridos en miel mediante RMN, se identifican cerca 2012 29
de 19 polisacaridos, se realiza analisis multivariante con 'H-RMN.

Se detectan por medio de 'H-RMN adulteraciones de miel con jarabe de arroz 2012 23
integral.

Desarrollo de métodos para analizar 13 compuestos, entre los cuales se 2016 o4
encuentran carbohidratos, acidos carboxilicos, aminoacidos, etanol y HMF.

Estudio de las diferencias en composicion y origen de la miel. Se Identifican
de metabolitos presentes en muestras en medio acuoso y cloroformo. Se | 2016 25
analizan por medio de un andlisis multivariante para "H-RMN.
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Analisis de las diferencias en composicion de miel floral de Bashkir de abejas
silvestres y domesticadas. "H-RMN y 3C-RMN.

Andlisis de mieles de distintas especies de abejas sin aguijon ecuatorianas,
para realizar una discriminacion entomoldgica. Analisis multivariante para 'H- | 2016 27
RMN.

2016 | 26

Andlisis de muestras de distintos origenes geograficos, identificacion de
metabolitos (azucares, aldehidos, cetonas y aminoacidos), origen geograficoy | 2016 28
adulteracion, utilizando analisis multivariante y PCA.

Analisis de marcadores conocidos de miel de manuka (metilglioxal y
dihidroxiacetona), para estimar la proporcion de miel de manuka en una | 2016 29
muestra, asi como identificar otros marcadores en las mieles estudiadas.

3.11 PREPARACION DE MUESTRAS Y EXPERIMENTOS DE RMN

En la Tabla 4 se enlistan los articulos en los que realizan investigacion de mieles
RMN y se especifica el tipo de preparacion de muestra que se utilizé. Se reviso la
bibliografia y se encontr6 que existen técnicas de tratamiento de muestras
diferentes (extraccion cloroférmica y dilucion en agua), se decidid seguir la
metodologia de dilucion de agua. Estas metodologias se utilizan para identificar
metabolitos no polares (extraccidon cloroférmica), mientras que en la metodologia
por dilucion en agua se buscaba identificar carbohidratos, principalmente. Las
muestras de miel se disuelven en agua deuterada DO o DMSO-de y para la
extraccion cloroformica se utilizé CDCIz para concentrar los compuestos menos
polares, como se menciono anteriormente. En la misma tabla se indica el campo
magneético correspondiente al espectrometro de RMN vy el tipo de experimentos

realizados en cada articulo.
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Tabla 4. Metodologia de preparacion de muestras para su estudio por 1TH-RMN y/o
13C-RMN de mieles.

Ao Metodologia de preparacion de las muestras Campo / Experimentos | Ref.

1 g de miel en 100 mL H20. Liofilizar dos alicuotas de

2008 20 mL. Redisolver en 0.6 mL de D20 o DMSO-de.

9.39T/'H, 3C,HMBC | 30

200 mg de miel en 600 yL DMSO-d6. Adicionar una

2010 gota de TMS como referencia.

9.39T/'H, HMBC 20

50 mg de miel en 1 mL H20, centrifugar. Filtrar 0.2 pL
2010 |con filtro PTFE. 300 pL filtrado en 60 yL NaN3, 60 yL 11.7T/H 21
buffer fosfatos con TSP. 180 pL D20

150 mg de miel en 450 yL D20 y adicionar 50uL de| 9.39 T/ 'H, '3C, COSY,

2012 | 15p, TOCSY, HMBC, HsQC | °

2012 | 100 mg de miel en 600 pL D20. 11.7 T/ 'H, H-C HSQC 22

2013 0.2 g de miel en 1 mL de D20. 9.39 T/ 'H, "3C, HMBC, 31
0.2 g de miel en 1mL de DMSO-d6. HSQC, COSY, TOCSY

20 g de miel en 15 mL agua. Filtrar con membrana de
2015 | nylon de 0.45 um. Diluir a 40% de azlcar con H20.| 11.74 T/'H, NOESY 24
Tomar 600 L y agregar 100 uL TSP con D20.

2016 |70 mg de miel en 700 uL D20. 9.39T/'H, 13C 19

100 mg de miel en 800 pL H20 ultrapura. Centrifugar
2016 |a 14000 CGS/1min a 20°C. Filtrar con membranas 14.09T/'H 25
3kDa. Tomar 207 pL y agregar 23 puL DSS-d6.

30 mg de miel en 0.7 mL de buffer fosfatos. Para el
2016 | experimento con relajacion de agua disolver 20 mg de
miel en 0.5 mL agua destilada.

9.39 T, 14.09T / 'H, °C,

TOCSY 32

100 mg de miel en 400 yL D20 y adicionar 100 pL de

2016 | b3S (0.1%)

11.7T/'H, C,HSQC | 23

200 mg de miel en 1 mL de D20, transferir 650 yL a
2017 |un tubo de RMN. Para los extractos con CHCIs se 14.09T/ 'H 27
utiliza metodologia de Schievano, et al*.
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4 METODOLOGIA

4.1

MUESTRAS DE MIEL

Metodologia

En la Tabla 5 se enlistan las muestras de miel analizadas en esta tesis. Las

muestras se obtuvieron de distintos apicultores asi como de muestras comercales.

Todas fueron proporcionadas por el Dr. José Fausto Rivero Cruz de la Facultad de

Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Cada muestra de miel

se identifico con un codigo y se conservo a 4°C en los recipientes de plastico o de

vidrio en los que fueron proporcionadas por los apicultores. El pH de las muestras

estuvo en un intervalo de 3.7-4.2, este dato fue proporcionado por el Dr. Rivero.

Tabla 5. Muestras de miel de distintas regiones de México y origenes florales.

Caodigo Lugar Origen aR:i%I:Ig Tipo de;?::;{ Origen Procedencia Esgzc;;c; de
MO Puebla Central Multifloral Apiario Melipona

M2 Veracruz Golfo M:;%fjlgral / Flor de Apiario Apis mellifera
M6 gez‘?of;apb;g Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M7 Acuexcomat! Central Multifloral /Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M8 Chihuahua Norte Monofloral / Aguacate | Apiario Apis mellifera
M9 San Juan Ixtayopa | Central Monofloral / Eucalipto | Apiario Apis mellifera
M10 Veracruz Golfo Ilil/lgpa%fjlgral / Flor de Apiario Apis mellifera
M11 Acuexcomatl Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M12 Acuexcomatl Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M13 Topilejo Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M14 Veracruz Golfo Multifloral Apiario Melipona

M15 Zacatecas Central Monofloral / Mezquite | Apiario Apis mellifera
M17 San Luis Potosi Central Monofloral Comercial Apis mellifera
M18 N/A Desconocida | Multifloral Comercial Melipona

M19 San Luis Potosi Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M20 Michoacan Pacifico Monofloral / Aguacate | Apiario Apis mellifera
M21 Veracruz Golfo Ilil/lgpa%fjlgral / Flor de Apiario Apis mellifera
M22 Tabasco Golfo Multifloral Comercial Apis mellifera
M23 San Luis Potosi Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M24 Puebla Central Multifloral Apiario Melipona

M26 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M26-2 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
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M27 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M28 ii{‘c)g::ro Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M29 gez‘?of;apb;g Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M30 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M31 Michoacan Pacifico Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M32 Canada N/A Monofloral / Canola Apiario Apis mellifera
M33 Michoacan Norte Monofloral / Aguacate | Apiario Apis mellifera
M34 ii{‘c)g::ro Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M35 Canada N/A Multifloral Comercial Apis mellifera
M36 ii&g::ro Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M38 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M39 Michoacan Pacifico Monofloral / Aguacate | Apiario Apis mellifera
M40 Hidalgo Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M42 Zacatecas Central “SAi:J\/lgzg-fl / Abeja Apiario Apis mellifera
M44 Morelos Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M45-1 | Zacatlan Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M45-2 | Zacatlan Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M45-3 | Zacatlan Central Multifloral Comercial Apis mellifera
M46-1 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M46-2 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M48 Puebla Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M49 Zacatecas Central Monofloral / Mezquite | Apiario Apis mellifera
M51 Veracruz Golfo Monofloral / Naranja Apiario Apis mellifera
M50 Yucatan Peninsula Multifloral Comercial Apis mellifera
M52 Michoacan Pacifico Monofloral / Aguacate | Apiario Apis mellifera
M37 Hidalgo Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M28-1 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M28-2 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M43 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M38-2 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M26-3 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M41-1 Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M41-2 | Milpa Alta Central Multifloral / Mantequilla | Apiario Apis mellifera
M47 Toluca Central Multifloral Apiario Apis mellifera
P1 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona

P2 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona

P3 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona

P4 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona

P5 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
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P6 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P7 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P8 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P9 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P10 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P11 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P12 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P13 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P14 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P15 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P16 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P17 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P18 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P19 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P20 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P21 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P22 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P23 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona
P24 Cuetzalan, Puebla | Central Multifloral Apiario Melipona

4.1.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las 80 muestras de miel fueron preparadas el mismo dia de su adquisicion. Para
el analisis por RMN se pesaron 0.2 + 0.025 g de cada muestra de miel en viales
de 4 mL. Se disolvieron en 600 yL de agua deuterada con TSP como estandar
interno con un Vortex (aproximadamente por 10 minutos). Se trasvaso el total de
la disolucion a un tubo de RMN de 9 pulgadas y 5 mm de diametro con calidad
para equipo de RMN de 700 MHz.

4.1.2 ADQUISICION DE ESPECTROS

Los espectros fueron adquiridos a 25°C en un espectrometro Bruker Avance Il de
16.44 Teslas (700 MHz para 'H) equipado con una criosonda TCl y un
muestreador automatico Sample Jet. Para el experimento de 'H con supresion de
agua se selecciono la secuencia de la biblioteca de Bruker 1D-NOESY con pre-
saturacion, se adquirieron un total de 128 scans, con un tiempo de espera de 2 s.
Para el experimento J-resuelto se adquirieron un total de 8 scans con tiempo total
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de espera de 0.4 s y finalmente para el experimento de '3C se adquirieron un total
de 256 scans con un tiempo de espera de 1 s.

4.1.3 PROCESAMIENTO DE ESPECTROS

El procesamiento de los espectros se realizé en el programa MestReNova (version
12.0.0, Mestrelab Research S.L. 2017), TopSpin (version 4.0, Bruker) y Chenomx
nmr suite (version 8.3). Se corrigio la fase y se ajustod la linea base, todo esto de
forma manual; el 'H con supresiéon de agua y el J-resuelto se referenciaron a la

sefal del protén del carbono anomérico de la 3-Glucosa (4.64 ppm).

4.2 PREPROCESAMIENTO PARA ANALISIS QUIMIOMETRICO

Los espectros de 'H con pre-saturacion de agua se superpusieron y se realizo la
normalizacion al 100% de area, recortando la region del agua comprendida entre
4.68-4.88 ppm. Posteriormente, se aplicd la funcion binning al espectro para la
reduccion de la dimensionalidad y disminuir la variacion asociada al cambio en el
desplazamiento quimico entre cada espectro se establecié el tamafo de caja de
0.04 ppm y, finalmente se obtuvieron archivos con formato .cvs para la generacion
de matrices con las intensidades en funcién de los desplazamientos quimicos cara

cada una de las muestras.

4.3 ANALISIS QUIMIOMETRICO

El analisis estadistico se realizé en el programa SIMCA (version 14, UMETRICS).
Se construyeron los modelos PCA, PLS-DA y OPLS-DA,; previo a la proyeccion de
los modelos se realizé escalado por Pareto (Par). Los modelos de PLS-DA y
OPLS-DA fueron utilizados para el reconocimiento de patrones, discriminacion
entre grupos y relacién entre algunos factores (como tipo de origen floral, tipo de
abeja y region geografica de las muestras), con la finalidad de obtener la mayor

cantidad de informacion posible que permitiera la diferenciacion por tipo de abeja.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESPECTROS DE PROTON

En la Figura 5 se muestra el espectro de '"H-RMN de la muestra M6 de miel de A.
mellifera. En la region de 6 0.0 a 3.0 ppm se encontraron sefales caracteristicas
de compuestos como aminoacidos (prolina, fenilalanina por ejemplo, entre otros),
etanol, metanol y acetona; en la region de 6 6.0 a 10.0 ppm se observaron senales
caracteristicas de compuestos aromaticos como fenoles, polifenoles, 5-HMF, entre
otros. Finalmente, en la region de 3.0 a 6.0 ppm se encontraron sefales
caracteristicas de carbohidratos. Una ampliacion de esta ultima region se muestra
en la Figura 6, donde se observan las sefales mas importantes de algunos

carbohidratos como sacarosa, maltosa, fructosa, a-glucosa y -glucosa.

fenilalanina ~
A

glucosa prolina
i L«M
‘ \
10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 3.0 2.5 2.0 1.0 0.5
(pPpm) (ppm)

10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
(ppm)
Figura 5. Espectro 'H (700 MHz, D,0, 25°C, 1D-NOESY-presat) para la muestra de miel

de A. mellifera M6 con ampliacion de las regiones de & 0.0-3.0 y 5.0-10.0 ppm.
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=

fructosa

glucosa

(ayB)

\ maltosa
sacarosa

y maltosa

I,

54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2
(ppm)
Figura 6. Region de & 3.2-5.5 ppm del espectro 'H (700 MHz, D,0O, 25°C, 1D-NOESY-
presat) para la muestra de miel de A. mellifera M6.

En la Tabla 6 se enlistan los principales metabolitos identificados en el espectro de
'H-RMN de las muestras de miel, para cada metabolito se dan los valores de
desplazamiento quimico, multiplicidad y constantes de acoplamiento (J) de las

sefales con las que identificaron.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de
las senales con las que fueron identificados algunos de los metabolitos.

Desplazamiento quimico (8 en ppm), multiplicidad vy
constantes de acoplamiento J (Hz)

o-Glucosa 5 5.23 (H1, d, J= 3.79)
B-Glucosa 5 4.65 (H1, d, J=7.97)

Metabolito

Fructosa 54.13,d, J=3.87

5-HMF 5 6.69 (d, J=7.00); 6 7.54 (d, J= 7.00), 6 9.46 (s)
Prolina 0 1.99 (H3, m); 6 2.02 (H2, m)

Etanol 51.18,t, J=7.10

Fenilalanina |6 7.33, m; 8 7.43,t, J=7.44,7.44

Valina 51.04,d, J=7.04

Tirosina 5 7.20, d, J=8.39

Trigonelina 5 8.09, m; 6 8.84, dd, J= 11.69, 7.12; 6 9.13, s

En la Figura 7 se muestran sobrepuestos los espectros de 'H de todas las

muestras. Se puede observar que presentan casi las mismas sefales, pero la
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intensidad es distinta para cada muestra, lo cual nos indica que la concentracion

de los metabolitos varia entre las muestras.

i ﬂ

10.0 95 9.0 8.5 80 7.5 7.0 6.5 6.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm) (ppm)

L | l L
10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05
(ppm)

Figura 7. Espectros sobrepuestos de "H-RMN (700 MHz, D,0O, 25°C, 1D-NOESY-presat)
con ampliacion en las regiones de 6.0-10.0 ppm y 0.0-3.0 ppm.

En la Figura 8 se muestran los espectros sobrepuestos de las muestras de miel de
I"#$ 9&'((#*'+, (en la parte superior) y los de melipona (en la parte inferior). A
simple vista se alcanzan a observar diferencias en varias regiones de los
espectros de las mieles de ambas especies de abejas, en la region comprendida
entre 0.0 y 3.0 ppm se identificaron algunos compuestos tales como el succinato
(2.6 ppm), acetato (2.1 ppm) y lactato (1.4 ppm), en las cuales se encuentra en
mayor concentracion en las mieles de 83,"/0/+#90., %"#3,., . De igual manera
se puede observar que las muestras de ! 3&'((#*'+, %aparentemente%enen mayor
concentracion de carbohidratos que de compuestos aromaticos y flavonoides;
mientras que en el caso de las muestras de melipona se logra observar que, por el
contrario, tiene mayor concentracion de compuestos aromaticos y flavonoides.

Ademas, se observa que la concentracion de etanol en las muestras de melipona
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es visiblemente mayor que las sefales presentes en mieles de A. mellifera.
Finalmente, podemos observar que en la regién comprendida entre 6.0-10.0 ppm
(Figura 8) hay senales de compuestos presentes en las mieles de ambas especies,
como 5-HMF, tirosina, fenilalanina y trigonelina.

20X 10X

10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 30 25 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm) (ppm)

hor A

10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

(ppm)
20X 10X
gl [P I
10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm) (ppm)

;li L

10.0 9.5 9.0 8.5 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
(ppm)
Figura 8. Espectros sobrepuestos de 'H-RMN (700 MHz, D20, 25°C, 1D-NOESY-presat)
con ampliacion en las regiones de 6.0-10.0 ppm y 0.0-3.0 ppm. Miel proveniente de las
abejas: arriba Apis mellifera (azul) y abajo Scaptotrigona mexicana (rojo).

5.2 ESPECTROS J-RESUELTO

Ademas de los espectros de 'H con supresion de agua, se realizaron
experimentos de J-resuelto, en los cuales es mas sencillo interpretar y obtener

informacion debido a que todas las sefiales aparecen como singuletes. En la
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Figura 9 podemos observar la comparacién de un espectro de 'H-RMN y un J-
resuelto en la region de 3.0-6.0 ppm, donde se encuentran principalmente las
senales de carbohidratos. Este experimento nos permitié confirmar la presencia de
sefales importantes en la identificacion de algunos metabolitos tales como la

glucosa, fructosa, etanol, metanol, fenilalanina, prolina y trigonelina, entre otros.

I

55 54 53 52 51 50 49 4.8 4.7 4.6 45 4.4 43 42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2
(ppm)

|| MM

5.5 5.4 53 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.
(ppm)
Figura 9. Espectros de 'H-RMN con supresion de agua (azul) y J-resuelto (rojo) para una
muestra de A. mellifera (M6).

5.3 MODELO QUIMIOMETRICO

5.3.1 ANALISIS DEL MODELO QUIMIOMETRICO

Primero se aplicé un método no supervisado de clasificacion, el PCA, para realizar
un analisis exploratorio de los datos e identificar posibles datos anémalos (outliers)
y agrupaciones.
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El grafico de PCA de la Figura 10 muestra la dispersion grafica de las
puntuaciones (scores) mismo que presenta un total de 10 componentes
principales, y mismo que permite una explicacion del 82.45% de la variabilidad con
los tres primeros componentes principales: 59.2% el primero, 14.5% el segundo y
8.67% el tercero. Se tiene un nivel de prediccion con valores de R?X=0.592 y
R?Y=0.145. En la grafica se pueden observar 2 muestras con valores que caen
fuera de la elipse de confianza al 95% que son la M8 y la M33, por lo que en
principio se consideran muestras diferentes al resto. Analizando mas a detalle la

informacion de dichas muestras se encontro:

e En 4.66 ppm se puede observar la presencia de sefiales de otro metabolito
que no se observan en el resto de las muestras. Estas sefiales no pudieron
ser identificadas en este estudio y pueden ser de interés en futuras
investigaciones.

e En las muestras M8 y M33 se logra identificar la presencia de una
coloracién color café intenso, a diferencia del resto de las muestras
analizadas, las cuales en su mayoria son amarillo claro o incluso blancas.

e En los espectros de RMN se observa que estas muestras son las que
presentan mayor cantidad de 5-HMF.

Por lo anteriormente expuesto las muestras M8 y M33 presentan algunas
diferencias con respecto al resto de las muestras, tanto en la intensidad de
sefales de los metabolitos: etanol, glucosa y fructosa, asi como en la presencia de
otros metabolitos no identificados que no se observan en el resto de las muestras.
Adicionalmente, se hace notar que dichas muestras junto con las muestras M20,
M39 y M52 son de origen de Aguacate, asi que se considera que para futuras
investigaciones seria muy interesante conseguir un numero representativo de este

tipo de mieles para poder ampliar su estudio.
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Modelo de PCA-X con datos del espectro 1H I Melipona
067 M Apis mellifera

0.4
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=1 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0 0.2 04 0.6 0.8 ol

PC1
R2X[1] = 0.592, R2X[2] = 0.145, Hotelling's T2 (95%)

Figura 10. Grafico de puntuaciones en el plano PC 1 vs. PC 2 (azul para Apis mellifera'y
verde para Scaptotrigona mexicana).

Regresando al analisis de la dispersion de los datos en el mismo grafico de PCA
de la Figura 10 se puede observar que hay 2 grupos de muestras que se
diferencian a lo largo de la informacion contenida en el PC1, que no logramos
explicar en funcion del tipo de abeja. Adicionalmente, aunque en nuestro estudio
se tuvieron una gran cantidad de muestras provenientes de la misma region, se
busco si esta agrupacion del PCA se relaciona con el origen geografico (Figura

11), pero no se obtuvo informacion relevante.
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Modelo de PCA-X con datos del espectro 1H para regién geografica I Central
06+ B Golfo
.Norte
Desconocida
W Pacifico
BnNA

Peninsula
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Figura 11. Grafico de puntuaciones en el plano PC 1 vs. PC 2 (azul para region del Golfo,
verde para region Central, rojo para regién Norte, amarillo de regidon no conocida, azul
cielo para regién del Pacifico, morado para N/A y naranja para region de la Peninsula).

Aparentemente la diferencia entre estos grupos se debe al contenido de
carbohidratos, ya que al analizar los loadings (Figura 12, Figura 13 y Figura 14),
pudimos observar que la principal diferencia esta en & 3.4-5.0 ppm y de 0.5-3.0
ppm, pero se observo que existen sefales en diferente desplazamiento quimico y
por tanto caen en diferente bins. Por ejemplo, pese a haber referenciado el H-1 de
la B-glucosa en 4.64 ppm, el H-2 (3.23 ppm) se encuentra ligeramente desplazado
a mayor desplazamiento quimico en las muestras del grupo orientado a la
izquierda del PCA con respecto al grupo orientado a la derecha, lo que nos
sugiere podria deberse a la diferencia de pH que existe entre las muestras, el cual
no fue ajustado en la preparacion de las muestras para este estudio.
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Loadings para el modelo de PCA-X con datos del espectro 1H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ppm
R2X[1] = 0.592

Figura 12. Loadings para el modelo de PCA-X con datos

del espectro 'H para PC1.

Loadings para el modelo de PCA-X con datos del espectro 1H

Ppm
R2X[2] = 0.145

Figura 13. Loadings para el modelo de PCA-X con datos

del espectro 'H para PC2.
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Loadings para el modelo de PCA-X con datos del espectro 1H
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Figura 14. Loadings para el modelo de PCA-X con
datos del espectro 'H para PC1 vs PC2.

Continuando con el estudio y para poder buscar un modelo que nos permita
diferenciar la miel en funcion de la especie de abeja productora, se muestra el
grafico de PLS-DA (Figura 15), el cual tiene 2 componentes principales que
explican el 64.33% de la variabilidad: 19.43% el primero y 44.9% el segundo. En
este grafico se observa que dentro de los dos grupos observados anteriormente
en el PCA se definen dos subgrupos, cuya agrupacion si se debe a la especies de
abejas. Casi todas las muestras de melipona se agrupan orientados hacia abajo
con respecto a las muestras de Apis mellifera. EI modelo tiene un nivel de
prediccion y calibracidén bastante alto, con valores de R?x= 0.645, R?y= 0.643 y
Q%= 0.590.
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Modelo de PLS-DA con datos del espectro 1H I Melipona
05+ M Apis mellifera
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Figura 15. Grafico de puntuaciones del modelo de PLS-DA (azul muestras de Apis
mellifera y verde de Scaptotrigona mexicana).

Posteriormente para mejorar el modelo de clasificacion, se decidié utilizar un
modelo OPLS-DA (Figura 16), que tiene 4 componentes principales, los cuales
explican el 76.07% de la variabilidad: 19.43% el primero, 45% el segundo, 7.44%
el tercero y 4.3% el cuarto. La proyeccion de los datos que permite visualizar la
clasificacion de las muestras en dos grupos, se observa claramente que las
muestras tienden a agruparse a lo largo de PC2 de acuerdo a la especie de abeja.
La variacién dentro de dicho modelo obtiene un nivel de prediccion y calibracion

alto para este tipo de muestras, con valores de R?x=0.819, R?y=0.761 y Q?=0.670.
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Modelo de OPLS-DA con datos del espectro 1H I Melipona
M Apis mellifera
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Figura 16. Grafico de puntuaciones del modelo de OPLS-DA del total de las muestras
para 1D-NOESY (azul muestras de Apis mellifera 'y verde de Scaptotrigona mexicana).

Al analizar los loadings del grafico OPLS-DA (Figura 17), se observé que los

principales metabolitos que propician la diferencia sobre el modelo corresponden a

las sefales presentes en 2.6 ppm (succinato), 2.1 ppm (acetato) y 1.4 ppm

(lactato), estas sefiales se encuentran presentes en mayor concentracion en las

muestras de melipona, a diferencia de las muestras de A. mellifera. Por otra parte,

también se observa diferencia en la concentracion de fructosa (4.13 ppm) y

glucosa (4.64 ppm).
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Loadings para el modelo de OPLS-DA con datos del espectro 1H
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Figura 17. Loadings para el modelo del OPLS-DA
con datos del espectro 'H para PC1.

En el grafico OPLS-DA existen 2 muestras M14 y M18 etiquetadas como “miel de
melipona” y entregada por dos apicultores distintos (datos en Tabla 5), pero de
acuerdo a nuestro modelo dichas muestras se agrupan en la regidon
correspondiente a las muestras de Apis mellifera. Para comprobar y visualizar el
comportamiento de dichas muestras se realizé6 un OPLS-DA utilizando 3
componentes (Figura 18), donde se puede observar claramente que las muestras
M14 y M18 se encuentran en el centro de la agrupacion de las muestras de A.
mellifera. Por ello, se analizaron los espectros de RMN para estas dos muestras y
se observé que son muy parecidas a las de Apis mellifera y dado que este estudio
se realiz6 con muestras e informacion dada de buena fe, no podemos asegurar si

se trata de muestras andmalas, mal etiquetadas o incluso un fraude.
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Modelo de OPLS-DA con datos del espectro 1H C|aS,\SAes.
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Figura 18. Grafico de puntuaciones del modelo de OPLS-DA del total de las muestras
para 1D-NOESY utilizando 3 componentes (azul muestras de Apis mellifera y verde de
Scaptotrigona mexicana).
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6 CONCLUSIONES

El estudio de la Huella espectral por 'H-RMN, combinado con métodos
multivariados, permitié analizar muestras de miel de dos especies de abeja. Las

principales conclusiones son:

En los espectros de "H-RMN se identificaron sefiales correspondientes a algunos
metabolitos, tales como glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa, 5-HMF, tirosina,

prolina, fenilalanina, trigonellina, etanol, metanol, succinato, lactato y acetato.

En algunas muestras hubo presencia de etanol y/o 5-HMF, lo que podria indicar
que han comenzado con un proceso de fermentacién y/o que en su manufactura
se llevd a cabo un calentamiento o incluso un mal almacenamiento. Como nuestro
estudio no fue cuantitativo no podemos aseverar que la miel se encuentre en mal
estado, pero si demostrar que la técnica de RMN puede ser una herramienta para
identificar este tipo de compuestos y si se de forma cuantitativa puede usarse para
control de calidad.

En este estudio no se ajustd el pH de las muestras a analizar y aunque se
referenciaron los espectros a la sefial del protbn anomérico H-1 de la glucosa, se
cree que puede haber cambios en los desplazamientos quimicos de otras sehales
debido a esta falta de ajuste. Aun asi, el modelo de OPLS-DA logr¢ diferenciar las
muestras de miel de acuerdo al tipo de especie de la que provienen, Scaptotrigona

mexicana o A. mellifera.

Las diferencias principales entre las muestras corresponden al contenido de
aminoacidos (prolina y fenilalanina principalmente) y succinato, acetato y lactato,
son metabolitos que se encuentran en mayor cantidad en mieles de Scaptotrigona
mexicana, mientras que la intensidad en las sefiales correspondientes a
carbohidratos en las muestras de Scaptotfrigona mexicana es aparentemente
menor que en el caso de mieles de A. mellifera.
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En nuestro estudio, el comportamiento de las muestras M14 y M18 es similar a las
muestras de miel de la especie Apis mellifera en contraposicion de la informacion
dada por los apicultores que indicaron que estas muestras son de Scaptotrigona
mexicana. Dado que en este estudio se realiz6 con muestras e informacién dada
de buena fe, no podemos asegurar si se trata de muestras andmalas, mal

etiquetadas o incluso un fraude.

En el PCA realizado por el tipo de region apicola de las muestras no se
encontraron diferencias significativas posiblemente debido a la gran cantidad de

muestras de la regidn central con respecto al resto.
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