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Introduccién

1. Introduccidn

Este trabajo forma parte del proyecto SAGARPA-CONACYT No. 292836 “Plataforma
nacional de metabolomica en espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)-
OMICS para la solucion de problemas nacionales del sector agroalimentario” que entre
sus objetivos esta el evaluar softwares que identifican y cuantifican de forma automética

los metabolitos observados en los espectros de RMN-*H de muestras de vino.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica analitica muy
utilizada en diversos campos de la ciencia. Para los quimicos, su importancia radica en la
posibilidad de determinar la estructura molecular de compuestos mediante los espectros
que se obtienen de varios nucleos atémicos (*H, *C, N, 3P, entre otros). Entre los
primeros estudios que utilizan la RMN como método analitico para el andlisis cuantitativo
se encuentra el de Jungnickel publicado en 1963. [1] Con el paso de los afos, se
desarrollaron diversos métodos para la cuantificacion por RMN, a la par que se fue

consolidando el término gNMR (gquantitative NMR).[2,3]

Hoy en dia la RMN es ampliamente usada en el campo de la metabolémica, que consiste
en el estudio de los metabolitos de células y organismos, siendo estos, compuestos de
bajo peso molecular producidos como consecuencia del metabolismo [4]. La RMN posee
ciertas ventajas respecto a otros métodos, por ejemplo: es una técnica no destructiva que
no requiere de separaciones cromatograficas o derivatizaciones quimicas, ademas de ser
excepcionalmente reproducible y automatizable. Sin embargo, también posee algunas

desventajas siendo la mas importante su baja sensibilidad [5,6].

La identificacién y cuantificacion de metabolitos en los espectros de RMN de protdn
(RMN-!H) en muestras biolégicas es un gran reto debido a la dificultad que conlleva el
identificar metabolitos a partir de sus sefiales que muchas veces se solapan parcial o
totalmente. Por lo tanto, uno de los principales retos en los estudios de metabol6mica
mediante RMN es el poder identificar y cuantificar los metabolitos de manera automética y
reproducible mediante el uso de softwares. Entre los softwares gratuitos existentes
dedicados al andlisis de espectros de RMN-'H con el objetivo de realizar la identificacion y
cuantificacibn de compuestos de forma automatica, se encuentran: MetaboHunter [7],
rDolphin [8], BATMAN [9], Bayesil [10], NMRquant [11] y ASICS [12].
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En la presente investigacion se evalud la paqueteria de R ASICS [12-14] (Automatic
Statistical Identification in Complex Spectra) para realizar la identificacién y cuantificacién
automatica de un conjunto de 38 metabolitos presentes en muestras de vino. ASICS fue
seleccionado ya que es una paqueteria que recibe mantenimiento periédicamente (Gltima
version publicada el 25/04/2023), mejorando su funcionamiento o implementando nuevas
caracteristicas. Para la evaluacion de ASICS, primero se cre6 una biblioteca de espectros
de RMN-!H y posteriormente se probé la identificacion y cuantificacion automatica del
software en espectros de: mezclas con sefiales de resonancia sin traslapar, mezclas con
sefiales de resonancia traslapadas, y en dos muestras de vino. Ademas, para el caso de
las mezclas con sefales de resonancia sin traslapar, los resultados de ASICS se
compararon con los resultados de cuantificacién utilizando el método de integrales
haciendo uso del software MestreNova (v.14.2.0, Mestrelab Research, S.L.), el cual es un
software diseflado para el analisis de datos de espectros de RMN que puede ser usado

en Windows, Mac OS y Linux.

La presente tesis estd estructurada en 7 capitulos. El capitulo 1 consiste en una breve
introduccién acerca del uso de softwares para la cuantificacion de metabolitos mediante
espectros RMN-'H. En el capitulo 2 se presentan los objetivos del trabajo. En el capitulo
3, Antecedentes, se da una introduccion acerca de los temas centrales de la tesis,
empezando por los fundamentos te6ricos de RMN vy las caracteristicas principales de un
espectro RMN-1H; se aborda el tema de RMN-IH cuantitativa, enfocandolo al método de
cuantificaciébn de estandar interno y mediante el uso de una biblioteca de espectros;
también se da una introduccion acerca del vino y su estudio mediante RMN; y finalmente
se describen los fundamentos tedricos del algoritmo de identificacion y cuantificacion del
software ASICS. En el capitulo 4, Metodologia, se describen las condiciones
experimentales empleadas, el método de preparaciébn de muestras, los parametros
seleccionados para el célculo de integrales con el software MestreNova y para la
identificacion y cuantificacion automatica con el software ASICS. En el capitulo 5, Andlisis
de resultados, se presentan y analizan los resultados de las cuantificaciones para las
disoluciones estudiadas y las muestras de vino. En el capitulo 6, Discusién, se desarrolla
una discusioén sobre los resultados obtenidos de identificacion y cuantificacion con ASICS
y con el calculo de integrales. Finalmente, en el capitulo 7 se presentan las principales
conclusiones obtenidas de este trabajo.



Objetivos

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la paqueteria de R ASICS para realizar la identificacion y cuantificacion
automatica de algunos de los metabolitos observados en los espectros de RMN-H de

muestras de vino.

2.2 Objetivos particulares

e Adquirir los espectros de RMN-'H de 38 compuestos puros en disolucion
hidroalcohdlica para construir la biblioteca de ASICS.

¢ Evaluar la identificacion y cuantificacion realizada por ASICS en:
e Espectros de mezclas de compuestos con sefiales de RMN-!H sin traslapar.
e Espectros de mezclas de compuestos con sefiales de RMN-!H traslapadas.

e Espectro de RMN-'H de muestras de vino.
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3. Antecedentes

3.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

En esta seccion se explica someramente el fundamento de la RMN. Una explicacion

detallada puede encontrarse en distintos libros. [15-19]

La espectroscopia de RMN se fundamenta en una propiedad intrinseca de los ndcleos
atomicos llamada espin. El espin nuclear I tiene asociado un momento angular intrinseco
P, mismo que a su vez tiene asociado un momento magnético u que es el responsable de
la interaccion de los ndcleos atomicos con un campo magnético externo Bg. A

continuacion, se explicara la relacion matematica entre cada una de estas propiedades.

Los nlcleos atdmicos con espin nuclear I distinto de cero tienen un momento angular P

distinto de cero que esta cuantizado:
P=IU+ Dh (3.1)

., , . . 1
En la ecuacion (3.1) el espin nuclear I puede tomar los siguientes valores: 0, > 1,

3 . Lo
> 2, ..., 6. Por otra parte, el momento angular P se relaciona con el momento magnético u

mediante la siguiente ecuacion vectorial:
u=yP (3.2)

en la cual y es la constante giromagnética. La constante y es de gran relevancia en RMN
debido a que la sensibilidad en la deteccion de un nicleo depende en gran medida de su
magnitud. Por lo tanto, la magnitud del vector momento magnético u se puede expresar

de la siguiente manera:
u=vyJII+ 1Dh (3.3)

Cualquier nucleo con espin I tiene (21 + 1) estados degenerados en ausencia de un
campo externo, por el contrario, cuando se aplica un campo, la degeneracion se rompe y
los (21 +1) estados (en principio degenerados) pasan a tomar distintos valores

energéticos de acuerdo con el nimero cuantico m que puede tomar los siguientes valores:
m=1L1-1,..,—I (3.4)

Si consideramos que un campo magnético B, es aplicado a lo largo del eje z, entonces el

valor del vector momento angular P en la direccién del eje z es:
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P, =mh (3.5)
por lo tanto, el valor de la componente z del momento magnético es:
pz = myh (3.6)

La energia de un dipolo magnético bajo un campo magnético B, esta descrita por la

siguiente ecuacion:

Emag = —B " By (3.7)
Considerando la ecuacién (3.6), la ecuacioén (3.7) se convierte en:

Emag = —myhBy (3.8)

. . ., , 1
Si consideramos nucleos con un espin nuclear [ = > (tal es el caso del *H y *C) expuestos

a un campo magnético B, estos presentaran dos estados energéticos definidos por la

.. 1 1 .
ecuacion (3.8) y por los dos valores de m=-,—. El estado de mayor energia lo

presentaran aquellos ndcleos con el momento magnético orientado en direccion contraria

al campo aplicado y viceversa (ecuacion (3.7)).

. . L. . L. . . 1
La diferencia energética entre los niveles energéticos para una especie con espin I =~

aumenta al incrementar el campo magnético y también al incrementar la constante

giromagnética como se puede observar en la ecuacion (3.9).

1 1

Al aplicar un campo magnético el momento magnético del espin nuclear comienza a girar
alrededor del campo. La frecuencia de giro es constante, asi como el angulo entre el
campo y el momento magnético. Este movimiento en forma de cono es conocido como
precesion, y la frecuencia a la cual se efectla el giro es conocida como frecuencia angular
de Larmor (ecuacion (3.10)).

w YH
Viarmor = E = E

(3.10)

Ahora bien, para que un nucleo entre en resonancia, es necesario aplicar radiacion

electromagnética con la misma frecuencia que la de Larmor.

AEmotg = yhH = hVigrmor = Efot(m = hvfot()n (3.11)



Antecedentes

Sin embargo, la mecénica cuantica indica que solo puede existir una absorcién neta de
energia cuando hay un mayor nimero de particulas en el nivel de baja energia. Si las dos
poblaciones (alta y baja energia) son iguales, el nimero de transiciones del nivel de baja
energia al de alta energia seran igual al de las transiciones de alta energia al de baja

energia y por lo tanto no podra existir una absorcion neta (saturacion).

Utilizando la distribucion de Boltzmann (ecuaciéon (3.12)) se logra demostrar que la
probabilidad de encontrar nlcleos en el estado de baja energia es ligeramente mayor que

la probabilidad de encontrarlos en el estado de alta energia.

M = e~ BYhBo (3.12)
Pm=+1/2
El resultado de aplicar radiacion electromagnética a la frecuencia de Larmor nos permite
observar transiciones energéticas cuando los ndcleos regresan a su estado de equilibrio.
Los datos que se obtienen surgen de los cambios de induccién magnética sobre la bobina
en funcion del tiempo, mismos que mediante la transformada de Fourier son convertidos a

datos en funcién de las frecuencias (espectro de RMN).

El espectro de RMN se caracteriza por presentar un determinado nimero de sefiales que

se describen principalmente por:

e Desplazamiento quimico (d): Frecuencia de resonancia de un tipo de nucleo
atdmico con relaciéon a una frecuencia de referencia. El desplazamiento quimico
esta determinado por el entorno electronico y magnético del tipo de nucleo
observado, nucleos muy protegidos presentan menores frecuencias de resonancia
con respecto a nucleos desprotegidos.

e Multiplicidad: La multiplicidad es el resultado del acoplamiento espin-espin y se
produce por la interaccion de nudcleos vecinos no equivalentes. Esta interaccion
genera un desdoblamiento de las sefales, donde la distancia entre picos de los
multipletes medida en Hz se conoce como constante de acoplamiento (J).

e Area bajo la curva: El area bajo la curva de una sefial de resonancia es
proporcional al nimero de ndcleos que la generan. Este es el fundamento de

todas las técnicas de cuantificacién por RMN.

La RMN no es un método analitico selectivo o especifico, ya que al ser un método de

deteccién universal detecta todos aquellos analitos que se encuentran por arriba de una



Antecedentes

determinada concentracion (usualmente en el orden uM), lo cual genera el traslape de

sefales dificultando la identificacién de los compuestos.[20]

3.2 RMN-IH cuantitativa

La RMN es una técnica cuantitativa debido a que la integral de una sefial es proporcional
al numero de nucleos que la generan; por lo tanto, la RMN determina directamente la
concentracién de un compuesto siempre y cuando el experimento se realice con los

pardmetros adecuados [21].

La importancia de definir las condiciones y parametros en los experimentos de RMN
cuantitativa radica en que el desplazamiento quimico, la intensidad y el ancho de las
sefiales dependen de las propiedades de la muestra, tales como: pH, tipo de sales
usadas, oxigeno disuelto, presencia de iones paramagnéticos, disolvente, temperatura,
homogeneidad del campo magnético, etc. Mientras que la calidad de los espectros y la
presencia de distorsiones o anomalias en los picos dependen de: secuencia de pulsos,
técnica de supresién del disolvente, nimero de puntos adquiridos, tiempo de adquisicion,
ganancia del receptor, calidad de la sintonizacién, ajuste del campo magnético, entre
otros. [2,22]

Con respecto a la metabolémica cuantitativa mediante RMN, existen diversos métodos
para el calculo de concentraciones absolutas, por ejemplo: Estandar interno, estandar
externo, curvas de calibracion, ERETIC (Electronic Reference To Access In-vivo
Concentration) [23], QUANTAS (Quantification by Artificial Signal) [24], PIG (Pulse Into the
Gradient) [25], PULCON (Pulse Length Based Concentration determination) [26], entre

otros.

En el método de estandar interno se adiciona a la muestra un compuesto de
concentracion conocida que cumple con algunas caracteristicas, tales como: elevada
pureza, estable, quimicamente inerte, no volatil, no higroscdépico, soluble, pero sobre todo,
su sefial de resonancia debe encontrarse suficientemente separada de las demas sefiales
del espectro y se recomienda sea un singulete. Algunos de los compuestos mas utilizados

son el DSS (trimetilsililpropanosulfonato de sodio) y el TSP (acido trimetilsililpropanoico).

La concentracién relativa de un metabolito se calcula relacionando la integral de su sefial

con la integral del estandar interno tal como se muestra en la ecuacion (3.13), como se
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observa, la integral de cada sefial debe ser dividida entre su correspondiente nimero de

protones para poder ser comparadas

[M] _ Iy Nstq

[std] Ista Ny

(3.13)

donde [M] y [std] es la concentracion del metabolito y del estdndar interno (conocida con
exactitud) respectivamente, I, y Is;4 Son las integrales de sus sefiales, Ny Yy Ns;q SON el

numero de protones que contribuyen a esas sefiales.

Para el calculo de concentracion absoluta se despeja [M] de la ecuacién (3.13); no
obstante, para poder realizar la cuantificacion es necesario cumplir con la siguiente

relacion:
t>5x%xT, (3.14)

donde T; es el tiempo de relajacién longitudinal (el reciproco T;les la constante de
rapidez del proceso de relajacion) y t es el tiempo de repeticién (tiempo necesario para
adquirir un escaneo, incluye el tiempo de adquisicion y el retardo de reciclaje). Dado que
no se cumple con la relacion (3.14) para el TSP y los metabolitos estudiados, sus sefiales
de resonancia se ven atenuadas afectando el valor de su integral, por lo tanto, se debe de
aplicar un factor de correccién (ecuacién (3.15)) que considera los tiempos de relajacion
T, de M, del estandar interno y el tiempo de repeticion t. [3]

[Myear]l = [Mcaic] (3.15)

(1—et/T) )]

(1—e-t/mi"

donde [M,.4;] es la cuantificacion corregida, [M.q;.] €s la cuantificacién calculada con la
ecuacion (3.13) usando el tiempo de repeticion t, TS y TM son los tiempos de relajacion T,

del estandar interno y del metabolito M, respectivamente.

También es posible realizar cuantificaciones absolutas haciendo uso de una biblioteca de
espectros de RMN-'H de compuestos puros de concentracion conocida [27,28]. Para tal
fin se comparan las integrales de los espectros de la biblioteca con las integrales en los

espectros de las mezclas (ecuacion (3.16)).

1 * [Mpipii
[Mmezcla] — M,mezlcla [ blblLoteca] (3.16)
M,biblioteca




Antecedentes

donde [Myezcial, [Mpibiioteca] SON la concentracion del metabolito M en la mezcla y en la
biblioteca, respectivamente, Iy mezciar Impibiioteca SON las integrales de sus sefiales. Cabe
destacar que los espectros de la biblioteca deben ser adquiridos bajo las mismas
condiciones que los espectros de las mezclas, y gracias a que el tiempo de adquisicion de
la FID es el mismo en todos los espectros, no es necesario conocer los tiempos de
relajacion T, de los compuestos a cuantificar y tampoco se requiere corregir las

cuantificaciones con la ecuacion (3.15).

Hay que tener en cuenta que algunos compuestos serdn mas factibles de cuantificar
respecto a otros, por ejemplo: los compuestos con sefales de baja multiplicidad son
preferidos respecto a los que tienen multipletes complejos; la integral de las sefiales se ve
limitada a aquellas que no se encuentran traslapadas a menos que se utilice un método
como la desconvolucion para su célculo; y por ultimo, las sefiales no deberan estar
ubicadas cerca de las sefiales suprimidas del disolvente ya que se suele distorsionar el

valor de la integral. [29]

3.3 El vino y su estudio mediante RMN

Los vinos tienen una composicion quimica muy compleja que incluye cientos de
metabolitos, entre los que destacan aminodcidos, alcoholes, azUcares, &cidos
carboxilicos, compuestos fendlicos y compuestos carbonilicos en un amplio rango de
concentraciones. En Europa el vino es un producto de gran importancia econémica y su
consumo en distintas regiones del mundo como Argentina, Chile y Estados Unidos
también es relevante. La importancia en el mercado de este producto genero la aparicion
de malas practicas y productos adulterados que impulsaron el interés en desarrollar
métodos analiticos robustos y confiables para el control de dicha problemética [29].
Algunos de estos métodos consisten en la aplicacion de métodos quimiométricos (PCA,
PLS, etc.) junto con RMN-!H cuantitativa para identificar diversas caracteristicas de gran
importancia en vinos, por ejemplo: origen geografico, variedad de uva, afio de cosecha,

tipo de levadura empleada en la fermentacion, entre otros. [28]

Algunos de los métodos reportados de RMN-'H cuantitativa para el andlisis de vinos y en
especifico para la determinacién cuantitativa de sus metabolitos son: estandar interno
[30], estandar externo con PULCON [31,32], asi como el uso de una biblioteca de

espectros de referencia [28].
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Debido a que la composicion quimica de los vinos es compleja, el niumero de sefales
observadas en los espectros de RMN-'H es abrumadora; el andlisis de identificacion es
un proceso complicado y lento, ademas de que solo es posible identificar un nimero
limitado de metabolitos debido a que el traslape de las sefiales imposibilita la deteccion de
los metabolitos en baja concentracion. Respecto a la cuantificacién, es necesario el uso

de métodos de desconvolucion para calcular el area de las sefales.

Por lo tanto, es necesario el uso de softwares que faciliten el proceso de identificacion y
cuantificacién en muestras complejas. El software comercial mas utilizado para este fin es
Chenomx (Chenomx Inc., Edmonton, Canada), no obstante, la licencia es costosa y el
método de identificacion y cuantificacion es lento puesto que requiere del criterio del
usuario para la identificacion de las sefales. [12] Debido a esto, los softwares libres que
prometen realizar la identificacion y cuantificacion automatica son atractivos ya que de
funcionar correctamente reducirian los tiempos de analisis. Tal es la necesidad de tener

gue evaluar el desempefio de estos softwares en muestras de vinos reales.

3.4 ASICS

ASICS (Automatic Statistical Identification in Complex Spectra) es una paqueteria de Ry
a su vez es el nombre de un método basado en teoria estadistica con la promesa de
poder identificar y cuantificar metabolitos en mezclas complejas mediante espectros de

RMN-!H reduciendo el tiempo de analisis. [12—-14]

El funcionamiento de ASICS se basa a grandes rasgos en cuatro pasos que se describen
a continuacién (la descripcibn completa puede consultarse en el articulo donde se
present6 ASICS [12]):

1. Creacion de la biblioteca de referencia

El modelo de ASICS de basa en el uso de una biblioteca de espectros de proton de
compuestos puros que son adquiridos de manera independiente bajo condiciones
similares (pH, temperatura, etc.) respecto a las muestras de interés. Cabe destacar
gue para poder calcular cuantificaciones absolutas la concentraciéon de todos los
compuestos de la biblioteca deberéa ser la misma.

2. Limpieza de la biblioteca
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Todos los compuestos de la biblioteca que no presentan sus sefiales de RMN-H en
la mezcla son eliminados de la biblioteca. Al finalizar este paso la biblioteca termina
con un numero p de compuestos, donde p < numero inicial de compuestos.

3. Alineacion de la biblioteca de referencia

e Este paso se subdivide en dos etapas, la primera consiste en una alineacion global
de los espectros de la biblioteca con el espectro de la mezcla.

e La segunda etapa consiste en una alineacion local, en la cual cada sefial de los
espectros de la biblioteca es alineada de manera independiente con las sefiales del
espectro de la mezcla.

4. Cuantificacion de los compuestos
Utilizando la biblioteca alineada, se procede a realizar la cuantificacion que se basa
en el siguiente modelo (ecuacién (3.17)), que consiste en una combinacion lineal de

los espectros alineados de la biblioteca:

90=)" FA®@)+e@ | fiz0 317)

donde g es el espectro modelado de la muestra compleja, f; son los p espectros de la
biblioteca, ¢; son funciones de deformacién (warping functions) que ajustan el
desplazamiento quimico de las sefiales de la biblioteca, € es un término de ruido, f;
son coeficientes estimados para cada metabolito y t es el desplazamiento quimico en
ppm. Cabe destacar que las cuantificaciones relativas reportadas por ASICS

corresponden a:
Q=1 (3.18)

donde N; corresponde al nimero de protones asociados a la sefial del metabolito i.

Las cuantificaciones proporcionadas por ASICS son relativas respecto a los espectros de
la biblioteca, por ejemplo, cuando B; = 1 la intensidad de la sefal del metabolito i en la
mezcla es igual a la intensidad del metabolito en el espectro de la biblioteca (ver ecuacién
Bi _ 1

(3.17)), y por lo tanto, la cuantificacion que obtenemos del compuesto i es Q; = T

Valores de B; > 1 indican que la intensidad de la sefial del metabolito i en la mezcla es
mayor que la del espectro de la biblioteca, mientras que valores de B; <1 indican lo

contrario.
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Para el célculo de concentraciones absolutas se hace uso de la ecuacién (3.19), que

requiere de la adicion de un estandar interno,

_ Qi,rel CSTD

Qiaps = (3.19)

QSTD,rel

donde Q;,.; Y Qsrprer SON las cuantificaciones relativas proporcionadas por ASICS del
compuesto i y del estandar interno respectivamente, Csrp €S la concentracion del

estandar interno (conocida con exactitud) y Q;qps €S la concentracion absoluta del

compuesto i.

12
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4. Metodologia
4.1 Resonancia Magnética Nuclear

4.1.1 Equipo

Los experimentos de RMN se obtuvieron con un espectrémetro Bruker Avance Ill de
16.44 Tesla (700 MHz para H), equipado con una sonda criogénica de triple resonancia

con bobina de gradientes en el eje z para tubos de 5 mm.

4.1.2 Adquisicion de espectros

Los espectros fueron adquiridos a 300 K utilizando una secuencia de pulsos con
supresion de agua y etanol (noesygppszgprld), sin giro del tubo de RMN. Los espectros
de RMN-!H se adquirieron con los siguientes pardmetros: D1: 4 s, AQ: 2.32 s, NS: 32, DS:
4, SW: 14097 Hz, RG: 16.0.

4.1.3 Procesado de espectros

Los espectros de RMN-'H fueron procesados utilizando el software TopSpin 3.5 de
Bruker. Se ajustd la fase manualmente, la linea base se ajust6é de forma automatica
utilizando un algoritmo polinomial de quinto grado y se apodizaron a 0.3 Hz utilizando el

método de multiplicacién exponencial.

Posterior al procesado con TopSpin los archivos 1r fueron importados a MestreNova
v.14.2.0 donde se corrigi6 manualmente la linea base de los espectros utilizando el
algoritmo “segmento suavizado”. Posterior al ajuste de linea base, los espectros fueron

normalizados al area de TSP (valor = 100, rango = [0.06,—0.06]).

4.2 Preparacion de muestras

Las alicuotas de las disoluciones preparadas en la presente investigacién fueron tomadas
con un set de pipetas electrénicas marca Sartorius Picus®NxT de un canal con las
siguientes capacidades: 0.2-10 yL, 10-300 pL, 50-1000 pL, 100-5000 pL.
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4.2.1 Disoluciones madre

Todos los reactivos utilizados en la presente investigacion fueron de la marca
SigmaAldrich®, los datos de pureza, masa molar y concentracion de las disoluciones

madre se muestran en la Tabla 1.

Para los compuestos volatiles (2-metilpropanol, 3-metilbutanol, acetato de etilo, acido
acético, acido férmico, &cido lactico, cadaverina, furfural, metanol y lactato de etilo) se
utilizé una microbalanza Mettler Toledo® XP6. Se prepararon 1.5 mL de cada disolucion
madre utilizando frascos Agilent® de 1.5 mL con tapa a rosca y septum. Para tomar el
volumen necesario de cada reactivo se utilizé una jeringa Hamilton de 50 pL o una jeringa
Agilent® de 10 pL dependiendo el caso. Las alicuotas fueron inyectadas y pesadas en los
frascos de 1.5 mL que contenian previamente la cantidad de disolvente (EtOH/H,O al

12%) adecuada.

Para preparar las disoluciones madre de los compuestos restantes de la biblioteca se
utilizé una balanza Sartorius® modelo SECURA125-1S. Se prepararon 5 mL de disolucion
de cada reactivo utilizando como disolvente EtOH/H,O al 12% y material volumétrico. Las

disoluciones fueron almacenadas en frascos marca Supelco® de 7 mL.

Tabla 1. Compuestos utilizados para la creacion de la biblioteca de ASICS, se presentan los datos
de pureza y masa molar de cada compuesto asi como la concentracion de las disoluciones madre.
También se muestra la concentracion representativa reportada para los compuestos en vinos.

N° Compuesto Pureza | Masa molar Conc. disolucién Conc..representativa
(%) [g/mol] madre [mM] en vinos [mM][28]
1 1,3-propanodiol 98 76.09 449.75 2.7
2 2-metilpropanol 99.5 74.12 251.64 1.3
3 3-metilbutanol 98.5 88.15 220.48 4.5
4 Acetaldehido 99 44.05 - 0.8
5 Acetato de etilo 99.8 88.11 379.87 2.3
6 Acetoina 100 88.11 182.32 0.5
7 Acido acético 99.7 60.05 1770.01 8.2
8 Acido benzoico 99.5 122.12 20.35 0.7
9 Acido caftarico 97 312.23 4.17 0.12
10 Acido citrico 99 192.12 584.95 2.6
11 Acido férmico 95 46.03 374.21 2.1a
12 Acido fumarico 99 116.07 12.62 0.1
13 Acido galacturénico 97 212.15 773.49 4.6
14 Acido gélico 98 188.13 36.89 0.3
15 Acido gluconico 99 218.14 435.86 2.5
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N° Compuesto Pureza | Masa molar Conc. disolucién Conc._representativa
(%) [g/mol] madre [mM] en vinos [mM][28]
16 Acido lactico 90 90.08 1888.96 11.3
17 Acido malico 99 134.09 1137.09 6.6
18 Acido pirGvico 98 88.06 266.87 0.6
19 Acido salicilico 99 138.12 19.38 0.7
20 Acido shikimico 99 174.15 20.18 0.3
21 Acido sérbico 99 112.13 10.97 0.8
22 Acido tartarico 99 150.09 803.29 33.1
23 Alanina 98 89.09 190.48 1.1
24 Arabinosa 99 150.13 547.50 3.3
25 Arginina 98.5 174.20 487.24 2.9
26 Cadaverina 96.5 102.18 35.28 0.12
27 Epicatequina 90 290.27 6.70 0.2
28 Fructosa 99 180.16 953.95 5.6
29 Furfural 99 96.08 54.03 0.2
30 GABA 99 103.12 334.63 2.0
31 Glucosa 99 180.16 912.09 5.5
32 HMF 99 126.11 24.24 0.1
33 Lactato de etilo 98 118.13 436.79 2.6
34 Metanol 99.9 32.04 520.85 6.3
35 Prolina 99 115.13 1453.88 8.7
36 Putrescina 99 88.15 52.38 0.12
37 Sacarosa 95 342.30 250.60 1.5
38 Trigonelina 100 173.60 50.46 0.3
39 TSP 98 172.27 - -
a: ref [33]

4.2.2 Mezclas de compuestos con sefiales de RMN-H sin
traslapar

Se prepararon 15 mezclas de 12 compuestos cuyas sefiales de RMN-tH no se traslapan.

Para la preparacion de estas las mezclas se consideraron cinco niveles de concentracion

para cada compuesto, la asignacion de los niveles en cada mezcla fue realizada de

manera aleatoria con la Unica restriccibn de que cada nivel se repitiera al menos tres

veces por compuesto. En la Tabla 2 se muestra el disefio experimental con los niveles de

concentracion utilizados para cada compuesto y en la Tabla 3 se presenta la

concentracion asociada a cada nivel.
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Tabla 2. Disefio utilizado para la preparacion de las mezclas con 12 compuestos con sefiales de
RMN-!H sin traslapar. Los nimeros hacen referencia a los niveles de concentracién; 1: Muy bajo,

2: Bajo, 3: Medio, 4: Alto, 5: Muy alto.

Compuesto | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9 | M10 | M11 | M12 | M13 | M14 | M15
1,3-propanodiol | 5 3 4 3 1 4 2 3 2 5 1 2 4 5 1
Acetaldehido 1 5 5 4 4 2 2 1 3 5 1 3 4 3 2
Acido acético 3 3 3 5 4 2 5 5 1 4 1 4 2 2 1
Acido citrico 1 2 3 4 4 2 4 5 3 5 2 3 1 1 5
Acido férmico 1 5 3 1 2 5 | 4 5 2 3 4 2 3 4 1
Acido fumarico | 5 | 3 | 4 | 4 3 1| 4| 3 2 5 1 2 1 5 2
Acido gélico 1| 2 1|4 |5 |52 1| 3 4 4 2 5 3 3
Acido pirGvico 5 2 3 1 4 4 2 3 4 5 3 1 1 5 2
Acido salicilico | 5 | 4 2 | 5 3 2 1 1 5 3 2 3 1 4 4
Acido tartarico | 4 1 3|2 5 2 1 3 4 2 5 4 1 3 5
Alanina 5|1 1| 4|2 ]|3]|3]2]4 1 5 3 5 4 2 1
Metanol 5 | 2 3 /1| 4]5]3 2 1 2 4 5 4 3 1

Para definir los niveles de concentracion se utilizaron como referencia concentraciones

reportadas en la literatura que se presentan en la Tabla 1. Estas fueron utilizadas como el

nivel medio de concentracion. Los demas niveles fueron calculados de la siguiente

manera:
1
CMuybaja = ECmedia’
1
Cbaja - E Cmedia-
Caita = 2 Credian
CMuyalta = 3 Cedia-
Tabla 3. Niveles de concentracion para cada uno de los compuestos.
Compuesto 1. Muy bajo [mM] | 2: Bajo [mMM] | 3: Medio [mM] 4: Alto [mM] | 5: Muy alto [mM]
1,3-propanodiol 0.90 1.35 2.70 5.40 8.10
Acetaldehido 0.27 0.40 0.80 1.60 2.40
Acido acético 2.73 4.10 8.20 16.40 24.60
Acido citrico 0.87 1.30 2.60 5.20 7.80
Acido férmico 0.70 1.05 2.10 4.20 6.30
Acido fumérico 0.03 0.05 0.10 0.20 0.30
Acido galico 0.10 0.15 0.30 0.60 0.90
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Compuesto 1: Muy bajo [mM] | 2: Bajo [mM] | 3: Medio [mM] 4: Alto [mM] | 5: Muy alto [mM]
Acido piravico 0.20 0.30 0.60 1.20 1.80
Acido salicilico 0.23 0.35 0.70 1.40 2.10
Acido tartarico 11.03 16.55 33.10 66.20 99.30

Alanina 0.37 0.55 1.10 2.20 3.30
Metanol 2.10 3.15 6.30 12.60 18.90

En la Tabla 12 (Anexo 1) se muestran con detalle las alicuotas de disolucion madre

adicionadas de cada compuesto para preparar un mililitro de cada mezcla.

4.2.3 Mezclas de compuestos con sefiales de RMN-H traslapadas

Se prepararon 9 mezclas de 38 compuestos cuyas sefiales de RMN-'H se traslapan. Para

la preparacion de las mezclas se consideraron tres niveles de concentracion para cada

compuesto, la asignacion de los niveles en cada mezcla fue realizada de manera aleatoria

con la Unica restriccion de que cada nivel se repitiera al menos tres veces por metabolito.

En la Tabla 4 se muestra el disefio experimental con los niveles utilizados para cada

compuesto y en la Tabla 5 se presenta la concentracién asociada a cada nivel.

Tabla 4. Disefio utilizado para la preparacion de las mezclas de 37 compuestos. Los numeros
hacen referencia a los niveles de concentracion; 1: Bajo, 2: Medio, 3: Alto.

Compuesto
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Acido galacturénico

Acido galico

Acido glucénico

Acido lactico

Acido malico
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Compuesto M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

Acido pirGvico 2 2 3 3 1 1 1 2 3
Acido sallicilico 3 2 1 1 1 3 2 3 2
Acido shikimico 2 3 1 2 1 3 3 1 2
Acido sérbico 1 3 2 3 3 1 2 1 2
Acido tartarico 3 3 2 1 1 3 2 1 2
Alanina 2 1 3 2 1 1 2 3 3
Arabinosa 3 2 1 3 1 1 2 2 3
Arginina 3 3 2 3 1 1 2 1 2
Cadaverina 1 1 2 2 1 2 3 3 3
Epicatequina 3 2 3 1 1 2 2 1 3
Fructosa 1 3 2 3 2 3 1 1 2
Furfural 1 3 2 2 1 3 1 3 2
GABA 1 2 2 1 3 1 3 2 3
Glucosa 3 2 1 3 1 1 2 3 2
HMF 3 1 1 3 3 2 2 2 1
Lactato de etilo 3 1 2 2 3 1 1 3 2
Metanol 3 1 1 2 1 3 2 3 2
Prolina 2 1 3 1 1 2 3 3 2
Putrescina 2 3 2 3 1 1 3 1 2
Sacarosa 2 1 3 3 1 3 2 2 1

Trigonelina 2 1 1 3 1 3 2 2 3

Al igual que con las mezclas de 12 compuestos se utilizaron como referencia las
la Tabla 1. Estas

concentraciones reportadas en la literatura presentadas en

concentraciones fueron utilizadas como el nivel medio, mientras que los niveles alto y bajo

fueron calculados de la siguiente manera:

Cbajo = E Cinedio

Caito = 2 Cpedio

Tabla 5. Niveles de concentracion para cada uno de los 37 compuestos considerados.

Compuesto 1: Bajo [mM] 2 : Medio [mM] 3: Alto [mM]
1,3-Propanodiol 1.35 2.7 5.4
2-Metilpropanol 0.65 1.3 2.6
3-Metilbutanol 2.25 4.5 9
Acetato de etilo 1.15 2.3 4.6

Acetoina 0.25 0.5 1
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Compuesto 1: Bajo [mM] 2 : Medio [mM] 3: Alto [mM]
Acido Acético 41 8.2 16.4
Acido benzoico 0.35 0.7 1.4
Acido caftarico 0.05 0.1 0.2
Acido citrico 1.3 2.6 5.2
Acido férmico 1.05 2.1 4.2
Acido fumarico 0.05 0.1 0.2
Acido galacturénico 2.3 4.6 9.2
Acido galico 0.15 0.3 0.6
Acido gluconico 1.25 2.5 5
Acido lactico 5.65 11.3 22.6
Acido malico 3.3 6.6 13.2
Acido piravico 0.3 0.6 1.2
Acido salicilico 0.35 0.7 1.4
Acido shikimico 0.15 0.3 0.6
Acido sérbico 0.4 0.8 1.6
Acido tartarico 8.3 16.55 33.1
Alanina 0.55 1.1 2.2
Arabinosa 1.65 3.3 6.6
Arginina 1.45 29 5.8
Cadaverina 0.05 0.1 0.2
Epicatequina 0.1 0.2 0.4
Fructosa 2.8 5.6 11.2
Furfural 0.1 0.2 0.4
GABA 1 2 4
Glucosa 2.75 5.5 11
HMF 0.05 0.1 0.2
Lactato de etilo 1.3 2.6 5.2
Metanol 3.15 6.3 12.6
Prolina 4.35 8.7 17.4
Putrescina 0.05 0.1 0.2
Sacarosa 0.75 1.5 3
Trigonelina 0.15 0.3 0.6

En la Tabla 13 (Anexo Il) se presentan con detalle las alicuotas de disolucion madre

adicionadas de cada compuesto para preparar un mililitro de mezcla.
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4.2.4 Vinos

Se analizaron dos vinos de Querétaro de dos variedades de uva distintas: Pinot Noir y
Merlot. Se tomaron 900 microlitros de cada vino directamente de la botella y se ajusto el

pH a 3.10 £ 0.02 tal como se describe en la siguiente seccion.

4.2.5 Ajuste de pH

Las disoluciones utilizadas en los experimentos de RMN fueron preparadas en cryoviales
de 2 mL marca Simport modelo T309-2a. Todas las muestras utilizadas en la presente
investigacion contenian 600 uL de analito disuelto en EtOH/H,0 al 12% mas 300 pL de
D,O (a excepciéon de las muestras de vino). El pH de la disolucion resultante se ajusté a
3.10 + 0.02 con una unidad de titulacion automética (BTpH, Bruker), que adiciona 100 pL
de buffer (1M KH,POs, 0.1 % de TSP, DO 99.98%) y ajusta el pH utilizando HCI 1N y
NaOH concentrado. Finalmente, 600 pL de la disolucién con pH ajustado se transfirieron
al tubo de RMN de 5 mm.

4.2.6 Problemas en la preparacion de muestras

Durante el ajuste de pH de las 15 mezclas de compuestos con sefiales de RMN-!H sin
traslapar se observé un precipitado de color blanco en las mezclas 1, 5, 9, 11, 12 y 15 que
corresponden a las mezclas con los niveles de concentracion 4 y 5 de acido tartarico.
Debido a esto, en las mezclas de 37 compuestos el nivel medio de concentracion de acido

tartarico se disminuy6 de 33.1 mM a 16.55 mM con la intencion de evitar el precipitado.

Por otra parte, se encontr6 una contaminacién de metanol en el reactivo de etanol
utilizado para la preparacion del disolvente (etanol/agua 12%), lo cual dificultd la
cuantificacién del metanol en las mezclas de 12 compuestos debido a que el volumen

utilizado de disolvente en cada mezcla fue distinto (Tabla 12).

4.3 Cuantificacion utilizando el software MestreNova

En los espectros de las mezclas de 12 compuestos con sefiales de RMN-'H sin traslapar
se cuantific6 mediante el software MestreNova calculando el area de todas las sefales
(utilizando el método “Suma”). La cuantificacién de los compuestos se realizé utilizando
los valores de area de los espectros de concentracion conocida de la biblioteca (2.5 mM),

la ecuacion (4.1) describe el método de calculo:
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Ai,mezcla * 2.5mM

Ci,mezcla = A pibii (4-1)
i,biblio

donde C;nezciq €S la concentracion del compuesto i en la mezcla, A; mezciar Aipiviio €S €l

area absoluta del compuesto i en la mezcla y en la biblioteca respectivamente.

4.4 ASICS

4.4.1 Importacion de espectros

Los espectros procesados fueron almacenados en archivos csv, posteriormente se

importaron a ASICS version v.2.8.0 sin realizar ninguna otra modificacion.

4.4.2 Creacion de la biblioteca de espectros

Para la construccion de la biblioteca de espectros RMN-'H se seleccionaron 38
compuestos usualmente reportados en muestras de vino (Tabla 1) a una concentracién

representativa (dentro del rango encontrado en vinos). [28,33]

De acuerdo con lo mencionado en la seccion 3.4, ASICS requiere que todos los
compuestos puros de la biblioteca sean adquiridos con la misma concentracion para
poder realizar cuantificaciones absolutas. La concentracion seleccionada para los
espectros de la biblioteca fue de 2.5 mM, misma que se aproxima a la mediana de las

concentraciones reportadas.

A cada espectro de la biblioteca se le asignd su correspondiente nimero de protones

(Tabla 6), dado que es otro requisito de ASICS para poder cuantificar.

4.4.3 Parametros de procesamiento

El funcionamiento de ASICS depende de distintos parametros seleccionados por el
usuario, a continuacion, se explican brevemente algunos de ellos asi como el valor que se

asigno.

Los umbrales (threshold) de los espectros de la biblioteca y de las mezclas a cuantificar
indican el valor de intensidad a partir del cual las sefiales son consideradas en el andlisis.
El umbral definido para la biblioteca de espectros fue de 0.01 mientras que para las
mezclas a cuantificar se probaron dos valores (0.005 y 0.01) con el objetivo de analizar el

efecto en la identificacion de ASICS, debido a que en las mezclas muchos compuestos se
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presentan en muy baja concentracion y por lo tanto presentan sefiales de poca intensidad
gue en algunos casos pueden quedar debajo del umbral. Cabe destacar que disminuir el
valor del umbral aumenta la probabilidad de que se consideren en el andlisis sefiales de
ruido o de impurezas de baja concentracién, que afectan en gran medida los resultados

de la identificacion.

Se definieron tres regiones de exclusion, en las que se aplicé la supresién de la sefial
de agua [5.000-4.660 ppm] y de las sefiales de etanol ([3.760-3.510] ppm, [1.280-1.050]

ppm).

Otro parametro relevante es el maximo desplazamiento quimico permitido. Con este
parametro definimos el intervalo de desplazamiento quimico en el cual la sefal de un
compuesto puede ser encontrada por ASICS. Por ejemplo, para la sefial de un compuesto
de la biblioteca que se ubica en d ppm, ASICS la identificara siempre y cuando se
encuentre dentro del intervalo [d—M, d+M] ppm, donde M es el maximo desplazamiento

guimico permitido. En la presente investigacion se utilizé un valor de M=0.03 ppm.

Si bien ASICS cuenta con distintos métodos de cuantificacion, el utilizado en la presente
investigacion fue el método “FWER” (Family Wise Error Rate; existente desde la primera
version de ASICS y ha sido optimizado en versiones subsecuentes) que realiza
cuantificaciones independientes. El uso de este método permite que los resultados sean

independientes del orden en que se importan los espectros a R.

4.4.4 Funcién ASICS, identificacion y cuantificacion

Utilizando los parametros descritos en la seccion anterior se realiz6 la identificacion y
cuantificacién con ASICS. En la Figura 1 se muestra un ejemplo del script utilizado para la
ejecucion de la funcion ASICS, ademas, se agrega una pequefia descripcion de cada

argumento.
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Cuantificacidn<- ASICS(EspectrosMezclas, #Espectros de mezclas a cuantificar
exclusion.areas = SupZones, #Matriz que incluye las zonas de exclusion
max.shift = 0.03, #Maximo desplazamiento quimico permitido
pure.library = Purelib, #Biblioteca de espectros
noise.thres = 0.01, #Umbral en las mezclas
joint.align = FALSE, #0pcidén relevante al usar otros métodos de cuantificacidn
quantif.method = c("FWER"), #Método de cuantificacion
seed = 1234, #Controla la aletoriedad del algoritmo
verbose = TRUE) #Imprime el proceso del método

Figura 1. Script utilizado para ejecutar la funcién ASICS. Se muestran los valores asignados para
cada argumento de la funcién.

Al ejecutar la funcion ASICS se inicia el proceso de identificacién y cuantificacion
descritos en la seccién 3.4. Durante la ejecucion de la funcion se muestra en la consola
de RStudio (IDE para R) el porcentaje de avance en cada etapa del método (Figura 2). El
archivo que se obtiene contiene las cuantificaciones, asi como los espectros modelados

de los compuestos identificados.

Remove areas from spectrum and Tlibrary

| | 100%
Compute weights

[ | 100%
Remove metabolites that cannot belong to the mixture

[ | 100%
Translate library

| | 100%
Deform library peaks

| | 100%
Compute gquantifications

| | 100%

Format global results...
>

Figura 2. Mensajes de salida en la consola de RStudio al finalizar la identificacion y cuantificacion
con ASICS.

4.4.5 Cuantificacion absoluta
Con ASICS se obtienen cuantificaciones relativas de los compuestos identificados, para

obtener cuantificaciones absolutas se utiliz6 la ecuacion (4.2):

c _ Cirer * 0.57mM 4.2)
Labs Crspyrel '

donde C;g4ps, Cirer €S la concentracion absoluta y relativa calculada por ASICS del

compuesto i respectivamente, Crsp,e; €S la concentracion relativa del TSP en la mezcla
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calculada por ASICS y 0.57 mM es la concentracién del estandar interno TSP en los

espectros de la mezcla.

4.4.6 Evaluacion de la identificacion de ASICS

Para evaluar el desempefio de ASICS se calculé el porcentaje de exactitud en la

identificacion usando la siguiente clasificacion:

e Verdadero positivo: La identificacion es correcta dado que indica de forma correcta la
presencia de un compuesto

e Verdadero negativo: La identificacion es correcta dado que indica de forma correcta la
ausencia de un compuesto.

e Falso positivo: La identificacion es incorrecta dado que indica la presencia de un
compuesto que no esta presente.

e Falso negativo: La identificacion es incorrecta dado que indica la ausencia de un

compuesto que si esta presente.

La ecuacién (4.3) describe el método de calculo del porcentaje de exactitud en la
identificacion de ASICS.

Exactitud [%] = (Verdaderos Positivos + Verdaderos Negativos) * 100 (4.3)
xactitua |01 = ( compuestos totales de la biblioteca) '
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5. Analisis de resultados

5.1 RMN de mezclas

Los espectros de RMN-!H de dos mezclas se presentan en la Figura 3. En la Figura 3A se
muestra el espectro con la asignacion de las sefiales de una mezcla de 12 compuestos
cuyas sefiales no se traslapan. En la Figura 3B, se muestra el espectro de una mezcla de
38 compuestos donde la mayoria de las sefiales se encuentran traslapadas total o
parcialmente. En ambos espectros se encuentra indicada la sefial del TSP (estandar
interno) a 0.00 ppm y las zonas que se suprimieron (sefiales de agua y etanol) y que
fueron excluidas del analisis. Cabe resaltar que en el segundo espectro es necesario
aplicar un método de desconvolucion para el calculo de las integrales debido al traslape

de las sefales.

9
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o 3 5
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Figura 3. Espectros de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de: A) Mezcla de 12
compuestos con sefiales sin traslapar B) Mezcla de 38 compuestos con sefiales traslapadas. Se
indican en un recuadro las zonas de supresion y con una flecha el compuesto asociado a cada
sefial.
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5.2 Senales seleccionadas para la biblioteca

Los 38 compuestos seleccionados para conformar la biblioteca de ASICS presentan una o

mas sefiales de RMN-!H, las sefales que se utilizaron para crear la biblioteca se

muestran en la Tabla 6, mismas que fueron seleccionadas considerando que no se

encontraran cerca de las regiones de supresion. Para el caso especifico de compuestos

con un numero de sefiales mayor a 3 la seleccion se realiz6 con base en el

comportamiento de ASICS, es decir, se probé realizar la identificacién con las sefiales del

compuesto y se seleccionaron aquellas con las que se obtenian mejores resultados.

Tabla 6. Desplazamiento quimico *H, multiplicidad, constante de acoplamiento Jux y nimero de
protones de las sefales consideradas para la cuantificacion de los compuestos.

N° Compuesto 81H en ppm (multiplicidad, J en Hz, asignacion) No. protones
1 1,3-propanodiol 1.78 (p, 6.49, CH2) 2
2 2-metilpropanol 0.87 (d, 6.73, CH3); 1.73 (m, 6.62, CH) 8
3 3-metilbutanol 0.88 (d, 6.67, CH3); 1.43 (g, 6.91, CH2); 1.64 (m, 6.80, CH) 9
4 Acetato de etilo 2.07 (s, CH3); 4.13 (g, 7.16, CH2) 5
5 Acetoina 1.36 (d, 7.15, CH3); 2.21 (s, CH3) 6
6 Acido acético 2.08 (s, CH3) 3
7 Acido benzoico 7.54 (m, 2CH); 7.68 (m, CH); 8.02 (m, 2CH) 5
8 Acido caftarico 5.43 (d, 2.31, CH); 6.43 (d(’d?lslss.)gé,cgl—)f)&% (d, 8.22, anillo); 7.69 4
9 Acido citrico 2.80 (d, 15.63, CH); 2.94 (d,15.68, CH) 4
10 Acido férmico 8.27 (s, HCOOH) 1
11 Acido fumérico 6.74 (s, CH) 2
12 | Acido galacturénico 4.58 (d, 7.88, CH); 5.30 (d, 3.82, CH) 1
13 Acido gélico 7.15 (s, C2H, C6H, anillo) 2
14 Acido gluconico 4.10 (dd, 2.88; 3.89, CH), 4.35 (d, 4.35, CH) 2
15 Acido lactico 1.39 (d, 6.99, CH3); 4.33 (g, 7.01, CH) 4
16 Acido malico 2.78 (dd, 7.25; 16.36, CH); 2.88 (dd, 4.50; 16.37, CH) 2
17 Acido piravico 2.36 (s, CH3) 3
18 Acido salicilico 7.85 (m, CH) 1
19 Acido shikimico 6.80 (m, CH) 1
20 Acido sérbico 1.84 (m, CH3); 5.83 (d, 14.92, CH) 4
21 Acido tartarico 4.58 (s, CH) 2
22 Alanina 1.48 (d, 7.25, CH3) 3
23 Arabinosa 4.49 (d, 7.76, CH); 5.22 (dd, 3.15; 6.69, CH) 1
24 Arginina 1.69 (m, CH2); 1.91 (m, CH2); 3.23 (m, CH2) 6
25 Cadaverina 1.45 (p, 7.58, CH2); 1.70 (p, 7.73, CH2) 6
26 Epicatequina 6.10 (m, 2CH); 6.94 (m, 2CH); 7.04 (m, CH) 5
27 Fructosa 3.78 (m), 3.87 (m), 3.97 (m), 4.01 (m), 4.08 (m) 4
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N° Compuesto 81H en ppm (multiplicidad, J en Hz, asignacion) No. protones
28 Furfural 9.49 (d, 0.94, CH) 1
29 GABA 1.94 (m, CH2); 2.49 (t, 7.27, CH2) 4
30 Glucosa 4.62 (d, 7.94, CH); 5.21 (d, 3.75, CH) 4
31 HMF 9.45 (s, CH) 1
32 Lactato de etilo 1.39 (d, 6.94, CH3); 4.21 (q, 7.16, CH2); 4.37 (q, 6.98, CH) 6
33 Metanol 3.34 (s, CH3) 3
34 Prolina 2.00 (m, CH2); 2.06 (m, CH); 2.34 (m, CH) 4
35 Putrescina 1.75 (m, CH2) 4
36 Sacarosa 4.03 (t, 8.58, CH); 4.19 (d, 8.73, CH); 5.39 (d, 3.83, CH) 3
37 Trigonelina 8.08 (m, CH); 8.84 (m, 2CH); 9.14 (CH) 4
38 TSP 0.00 (s, CH3) 9

5.3 Exclusiéon del acetaldehido en los analisis

En la Figura 5 se muestra el espectro de RMN-'H del acetaldehido en H,O/EtOH. En la
region de 9.68-5.20 ppm se observan distintas sefiales con la misma multiplicidad
(cuadruples) mientras que en la region de 2.24-1.29 ppm se observan dobletes, lo que
indica la existencia de varios equilibrios. Se ha reportado que el acetaldehido se hidrata
en disolucién acuosa [34,35], tal como se presenta en la Figura 4, lo cual genera las

sefiales de 5.26 y 1.35 ppm.

(0] OH
H,O
2= H3C H
H,;C H OH

Figura 4. Equilibrio de hidratacion del acetaldehido

Se trat6 de cuantificar con las sefiales de 9.66 ppm y 2.23 ppm (Figura 5) que
corresponden al acetaldehido puro; sin embargo, al realizar el andlisis a diferentes
tiempos se observd que su intensidad no era constante. Se desconoce el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio entre las distintas especies en solucion
hidroalcohdlica, ademéas de que en vinos solo se observan las sefales del acetaldehido
puro (9.66 y 2.23 ppm). Por lo tanto, la cuantificacion del acetaldehido mediante este
método fue descartada y el espectro de acetaldehido fue eliminado de la biblioteca de
ASICS.
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Figura 5. Expansiones de espectro de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) del
acetaldehido en disolucion hidroalcohdlica a pH=3.1. A) Expansion de 9.69-5.20 ppm. B)
Expansion de 2.25-1.28 ppm. Se indica las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

5.4 Evaluacion de ASICS en laidentificacion y
cuantificacion

5.4.1 Mezcla de compuestos con sefiales de RMN-H sin traslapar.
Comparacién con calculo manual.

5411 Resultados usando un umbral en mezclas de 0.005

En las tablas del Anexo Ill se muestran los resultados de cuantificacion de forma manual
utilizando las integrales obtenidas con MestreNova y con ASICS, se presentan los errores
relativos a la concentracién gravimétrica. Se observa que ASICS logré identificar de

manera correcta los compuestos en la mayoria de las mezclas, no obstante, ocurrieron
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errores que se discutiran mas adelante. En la Tabla 7 se presenta el porcentaje de
exactitud en la identificacion de ASICS para cada una de las 15 mezclas. El promedio de
porcentaje de exactitud fue del 92.81 % * 5.38 %. Cabe destacar que los falsos positivos

fueron el tipo de error que predominé en la identificacion.

Tabla 7. Exactitud en la identificacion de ASICS (umbral en mezclas de 0.005)

Mezcla Verdz_;u_jero Fa!s_o Fals_o Verdad_ero Exactitud
pOSItIVO pOSItIVO negathO negathO [%]
L 11 5 1 21 84.21
2 12 2 0 24 94.74
3 12 3 0 23 92.11
4 12 1 0 25 97.37
> 12 6 0 20 84.21
6 11 0 1 26 97.37
! 12 0 0 26 100.00
8 12 1 0 25 97.37
9 12 2 0 24 94.74
10 12 3 0 23 92.11
1 9 3 3 23 84.21
12 12 6 0 20 84.21
13 11 1 1 25 94.74
14 12 1 0 25 97.37
15 12 1 0 25 97.37

Las cuantificaciones calculadas con ASICS se compararon con las calculadas de forma
manual. En la Figura 6 se muestran las graficas de ambas cuantificaciones vs la
concentracion gravimétrica. Se presenta el modelo lineal y el coeficiente de r? para ambos
métodos; ademas, se muestra una linea con pendiente uno y ordenada cero que facilita
ver si las cuantificaciones fueron sobreestimadas o subestimadas. Para evaluar la
exactitud de las cuantificaciones se utilizd el porcentaje de error respecto a la
concentracion gravimétrica (Anexo 1ll); se observa que las cuantificaciones realizadas de
forma manual subestiman el valor real y presentan en promedio un menor porcentaje de
error y de desviacion estandar (-10.6% + 8.6%), mientras que las cuantificaciones con
ASICS sobreestiman el valor real y presentan un mayor porcentaje de error y de
desviacion estandar (+17.1% + 11.5%), sin considerar en el calculo al acido tartarico y el
acido salicilico, ya que mostraron valores inusuales en el error. En la mayoria de los

casos se observé un comportamiento lineal con ambos métodos de cuantificacion (r? >
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0.96); no obstante, la cuantificacion del acido tartarico fue la excepcion. La baja relacion
lineal fue causada por la precipitacion de este compuesto en algunas mezclas (tal como
se menciond en la seccién 4.2.6), lo que originé que la concentracién en las mezclas no
coincidiera con las concentraciones gravimétricas, especialmente aquellas con los niveles
4 y 5 de concentracion. Ademas, se observd en los espectros de algunas mezclas una
distorsién en la linea base cerca de la region de supresion del agua (4.8 ppm) que pudo

haber afectado la intensidad de la sefal del acido tartarico (4.6 ppm).

Respecto a la cuantificacion del &cido salicilico y de la alanina, se realizaron
cuantificaciones utilizando la integral de diferentes sefiales y se observéd que al utilizar un
menor nimero de sefales la relacion lineal de las cuantificaciones de ASICS mejora

(aumento en el valor de r?), mientras que por el método de integrales no se ve afectado.

La cuantificacion del acido fumarico presenté el menor coeficiente de correlacion r?
(=0.96) con ambos métodos. Se observa que los niveles de concentracion de este
compuesto son los mas bajos (hivel medio de 0.1 mM) por lo que pequefias desviaciones

en el volumen final de las muestras pudo generar cambios en la concentracion.
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Figura 6. Gréficas de cuantificacion (ASICS y manual con integral) vs concentracién gravimétrica.
Se presenta el modelo lineal para ambos casos, asi como el respectivo coeficiente de R2. Tambien
se muestra en cada caso una linea color rojo de pendiente uno y ordenada cero.
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54.1.2 Resultados usando un umbral en mezclas de 0.01

La identificacion de ASICS también fue evaluada utilizando un umbral de 0.01 en las

mezclas (Tabla 8). El promedio de la exactitud en la identificacion fue del 95.44% + 3.01%

el cual es mayor con respecto a la evaluacion utilizando un umbral de 0.005. Este

aumento en el porcentaje de exactitud se debe a que ASICS detecta menos sefiales de

ruido e impurezas evitando que sean identificadas como sefiales de otros compuestos,

generando una disminucion en el nimero de falsos positivos.

Tabla 8. Exactitud de la identificacion de ASICS (umbral en las mezclas de 0.01).

Mezcla Verdz_;u_jero Fa!s_o Fals_o Verdad_ero Exactitud
positivo | positivo | negativo | negativo (%]
1 10 1 2 25 92.11
2 12 1 0 25 97.37
3 12 2 0 24 94.74
4 12 1 0 25 97.37
° 12 4 0 22 89.47
6 1 0 1 26 97.37
l 12 0 0 26 100.00
8 12 1 0 25 97.37
9 12 1 0 25 97.37
10 12 2 0 24 94.74
11 9 1 3 25 89.47
12 12 2 0 24 94.74
13 11 1 1 25 94.74
14 12 2 0 24 94.74
15 12 0 0 26 100.00

Respecto a las cuantificaciones absolutas, la mayoria fue similar con los dos umbrales

(0.005 y 0.01) por lo que los resultados del Anexo Il también aplican en este caso. La

Unica excepcién ocurrié con la cuantificacién del acido citrico en la mezcla 1 y 8, donde la

identificacion fue errénea y la cuantificacion se modificé de 0.93 mM a 0.40 mM en la

mezcla 1y de 11.82 mM a 6.35 mM en la mezcla 8.
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5.4.2 Mezcla de compuestos con sefiales de RMN-'H traslapadas

5421 Resultados usando un umbral en mezclas de 0.005

En el anexo IV se presentan las cuantificaciones realizadas por ASICS asi como el
porcentaje de error relativo a la concentracion gravimétrica en las 9 mezclas de
compuestos con sefiales de RMN-'H traslapadas. También se presenta un grafico de
cuantificacion de ASICS vs concentracion gravimétrica y el modelo lineal para cada
metabolito. El promedio del porcentaje de exactitud en la identificacion de ASICS (Tabla
9) fue de 80.70% = 4.47%, el cual es menor respecto al promedio calculado en la seccion
anterior para el caso de las mezclas de compuestos con sefiales de RMN-!H sin traslapar,
esto indica que el traslape de las sefiales genera mas errores durante el proceso de
identificacion. Cabe destacar que el numero de falsos positivos y verdaderos negativos en
todos las mezclas con sefales traslapadas es de cero puesto que los compuestos que

componen las mezclas son los mismos que contiene la biblioteca.

Tabla 9. Exactitud en la identificacién de ASICS (umbral en mezclas de 0.005).

Mezcla Verdadero | Falso Falso Verdadero | Exactitud
pOSItIVO pOSItIVO negatlvo negatlvo [%]
1 31 0 7 0 81.58
2 32 0 6 0 84.21
3 32 0 6 0 84.21
4 33 0 5 0 86.84
5 32 0 6 0 84.21
6 30 0 8 0 78.95
! 28 0 10 0 73.68
8 28 0 10 0 73.68
9 30 0 8 0 78.95

El error de las cuantificaciones de ASICS varié de compuesto a compuesto y también de
mezcla a mezcla. El error promedio tomando en cuenta solo las sefiales que fueron
detectadas correctamente para cada uno de los 37 compuestos fue del 43.96% * 41.47%.
Cabe destacar que en la mayoria de los casos (29 compuestos) las cuantificaciones
fueron sobreestimadas mientras que en 6 compuestos las cuantificaciones fueron

subestimadas.

Respecto al comportamiento lineal en las cuantificaciones, 17 compuestos presentaron un

coeficiente de correlacion r? mayor a 0.99, otros 12 un coeficiente de correlacion 0.96 <
33



Andlisis de resultados

r? < 0.99, y solo 3 presentaron un coeficiente de correlacién menor a 0.96. Para el caso
del 2-metilpropanol, cadaverina, HMF y putrescina no se logré calcular un modelo lineal

puesto que no se identificaron en la mayoria de las mezclas.

El Unico compuesto que no fue detectado durante el paso de limpieza de la biblioteca (ver
seccion 3.4) fue el acido caftarico, por lo que no se obtuvo informacién acerca de su

concentracion en estos 9 experimentos.

5422 Resultados usando un umbral en mezclas de 0.01

Se prob6 utilizar un umbral en mezclas de 0.01, los resultados de cuantificacion e
identificacion fueron idénticos a los presentados en las tablas del Anexo IV que
corresponden a un umbral de 0.005. La invariabilidad de las cuantificaciones respecto al
umbral seleccionado (0.005 o 0.01) indica que las sefiales de los compuestos presentes
en las mezclas tienen una intensidad mayor a estos valores de umbral y por consiguiente

son detectadas por el algoritmo de ASICS.

5.4.3 Muestras de Vinos

El espectro de RMN-'H de un vino tinto Pinot Noir se muestra en la Figura 7A, en la que
se sefialan en un recuadro las zonas de supresion de agua y etanol. Al comparar el
espectro del vino con el espectro de una mezcla de 38 metabolitos (Figura 7B), se
confirma que la muestra de vino es mucho mas compleja ya que se observan mas
sefiales de otros metabolitos, ademas, las sefiales en la regién de 3.00 a 5.50 ppm son
tantas que no se observa la linea base. El espectro modelado por ASICS (gréfica de la
ecuacion (3.17)) del vino tinto Pinot Noir se muestra en la Figura 7C, en donde se observa
gue ninguna de las sefales del espectro modelado se posiciona en la zona de exclusion
de agua y etanol. Al comparar el espectro experimental (Figura 7A) y el modelado (Figura
7C) se observa que el modelado contiene un menor nimero de sefales, incluso menos
gue al namero esperado de las sefiales de los 38 metabolitos almacenados en la
biblioteca (Figura 7B).
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Figura 7. A) Espectro de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D>0 9:1) del vino Pinot Noir. B)
Espectro modelado por ASICS del vino Pinot Noir. C) Espectro de RMN-'H (700MHz, 300K,
EtOH/H20:D20 6:4) de una mezcla de 38 metabolitos.

Para evaluar ASICS se compararon los espectros reales y modelados de dos muestras de

vino, se considerd una cuantificacion correcta cuando las sefiales modeladas y las del
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espectro experimental coinciden en desplazamiento quimico, intensidad y ancho. El
umbral utilizado para los espectros de los vinos fue de 0.005 con el objetivo de identificar

el mayor nimero de metabolitos posibles.

De los 32 compuestos identificados por ASICS en el vino Pinot Noir solo 15 fueron
modelados correctamente, lo que equivale al 46.87% de exactitud. Respecto al vino
Merlot, de los 33 compuestos identificados solo 10 fueron modelados correctamente, lo
que equivale al 30.30% de exactitud. Después de confirmar visualmente los metabolitos
que fueron identificados satisfactoriamente con ASICS, se procedi6 a realizar la
cuantificacion manual con desconvolucion utlizando el software MestreNova. Los
resultados de ambos métodos de cuantificacion para el vino Pinot Noir y el Merlot se
muestran en la Tabla 10 y Tabla 11, respectivamente. Se observa que el error de ASICS
relativo a las cuantificaciones con desconvolucion no es constante y varia en un amplio
intervalo. El error de ASICS en la cuantificacion de la epicatequina y la prolina fueron
mayores que los encontrados en la cuantificacion de las mezclas de 38 metabolitos (Tabla
50 y Tabla 58), se presume que este fendmeno se debe a que el area de las sefiales de
estos compuestos se incrementa por la presencia de otras sefiales de baja intensidad
ubicadas en la misma regién del espectro.

Tabla 10. Cuantificacion de metabolitos del vino Pinot Noir calculada con ASICS y con el método
de integral por desconvolucion. El error relativo es el de la cuantificacion con ASICS respecto a la
calculada manualmente con integrales por desconvolucion.

Compuesto ASICS [mM] Desconvolucion [mM] | Error [%]
Acido acético 9.51 9.90 -3.94
Acido citrico 0.41 0.44 -6.82
Acido férmico 0.16 0.29 -44.83
Acido galacturénico 5.12 4.76 7.56
Acido galico 0.70 0.50 40.00
Acido lactico 26.76 42.41 -36.90
Acido pirtvico 022 | e e
Acido tartarico 3.12 5.51 -43.38
Alanina 1.18 0.90 31.11
Arabinosa 1.67 1.19 40.34
Epicatequina 1.06 0.53 100.00
GABA 2.29 1.62 41.36
Prolina 10.54 4.84 117.77
Trigonelina 0.13 0.12 8.33
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Tabla 11. Cuantificacion de metabolitos del vino Merlot calculada con ASICS y con el método de
integral por desconvolucién. El error relativo es el de la cuantificacion con ASICS respecto a la
calculada manualmente con integrales por desconvolucion.

Compuestos ASICS [mM] Desconvoluciéon [mM] | Error [%]
3-metilbutanol 2.66 3.20 -16.87
Acido galacturénico 14.28 14.06 1.56
Acido galico 0.94 0.63 49.20
Acido lactico 11.86 23.68 -49.91
Alanina 1.62 1.12 44.64
Arabinosa 5.35 4.29 24.71
Epicatequina 0.59 0.39 51.28
Prolina 48.55 23.41 107.39
Trigonelina 0.18 0.15 20.00

5.4.4 Errores en el modelado de ASICS

Al analizar las sefiales modeladas por ASICS de las mezclas se encontraron diversos
errores que se pueden clasificar en tres categorias: a) error en la asignacion del
desplazamiento quimico, b) error en el ajuste de intensidad y ancho de las sefales, ¢)
errores relacionados con los parametros de ASICS. En la siguiente seccion se describen
algunos errores representativos de cada categoria y en el Anexo V se muestran mas
ejemplos, donde se puede observar que en muchos casos los errores presentados fueron
multiples, por lo que pueden clasificarse en varias categorias. En general, el error que se
present6 con mas frecuencia fue el relacionado con la asignacién del desplazamiento

guimico.

5441 Error en la asighacion del desplazamiento quimico

5.4.4.1.1 Acido tartarico (mezclas con sefiales sin traslapar)

Uno de los compuestos que presenté el error en la asignacién del desplazamiento
guimico fue el &cido tartarico. En la Figura 8A, se muestra el espectro de &cido tartarico
de la biblioteca superpuesto con el espectro de la mezcla 11, se observa que la distancia
entre la sefal de la biblioteca y el real es de 0.053 ppm, esta diferencia supera el limite
permitido de 0.03 ppm y por lo tanto no pudo haber sido identificada. Al revisar el espectro
modelado por ASICS (Figura 8B), se observa que la sefial modelada se posiciona

erroneamente en 4.601 ppm que corresponde con el desplazamiento quimico de un

37



Andlisis de resultados

singulete proveniente de una impureza, lo anterior implica una gran desventaja en el uso
de ASICS como herramienta de identificacion y cuantificacion puesto que los metabolitos
gue solo cuenten con un singulete podran ser confundidos con compuestos que presenten
otros singuletes.
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4629 ppm = Espectro Acido tartarico (Biblioteca) 4.601 ppm = Mezcla 11
— Mezcla 11 = Modelado ASICS

g1 A =1 ©
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Figura 8. Expansion de los espectros de RMN-*H (700MHz, 300K, EtOH/H-0:D-0 6:4) de la
mezcla 11 (azul) superpuesto con: A) Espectro de acido tartarico de la biblioteca (negro). B)
Espectro modelado con ASICS (rojo). Se indica el desplazamiento quimico de las sefiales.

5.4.4.1.2 Alanina (mezclas con sefiales sin traslapar)

La alanina se cuantifico utilizando las sefiales de 3.83 ppm y 1.48 ppm (Tabla 24 Anexo
1), la identificacién no logré realizarse en las mezclas 6, 7 y 11 ademas de que no se
detectd correctamente en las mezclas 1, 2, 5, 10. Este problema se debe a la dificultad de
ASICS para modelar y ajustar el desplazamiento quimico del cuadruplete de 3.83 ppm,
como ejemplo se muestra dicha sefial de la mezcla 2 y 5 superpuesto con sus
correspondientes espectros modelados (Figura 9).
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Figura 9. Expansioén de espectro de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de: A) Mezcla 2
(negro), B) Mezcla 5 (negro). Ambos superpuestos con el modelado de ASICS.

Al eliminar el cuadruplete de 3.83 ppm del espectro de alanina de la biblioteca de ASICS
dejando solo el doblete de 1.48 ppm la identificacion se realiza con éxito en todas las
mezclas (Tabla 25 Anexo II).

5.4.4.1.3 2-Metilpropanol (mezclas con sefales traslapadas)

La identificacion del 2-metilpropanol fue una de las méas problematicas en los espectros
con sefiales traslapadas ya que solo se detectd correctamente en la mezcla 1 (Tabla 27,
Anexo 1V). En la Figura 10 A y B se muestra el espectro de la mezcla 2 superpuesto con
el correspondiente espectro modelado y de la biblioteca, se observa que la identificacion
no tuvo éxito puesto que el doblete (0.866 ppm) y el multiplete (1.730 ppm) del espectro
modelado se posicionan en un desplazamiento quimico incorrecto. En la Figura 10C se
observa que una de las sefiales del doblete no se alinea con ninguna sefial. EI mismo

problema ocurrié con las mezclas 3, 4, 5, 8, 9.
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Figura 10. Expansioén del espectro de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la mezcla 2
superpuesto con: A) Espectro alineado y de la biblioteca de 2-metilpropanol de 0.86-0.89 ppm; B)
Espectro alineado y de la biblioteca de 2-metilpropanol de 1.70-1.76 ppm; C) Espectro de 2-

metilpropanol alineado.

Al analizar el espectro de la mezcla 6 se observa que el espectro modelado del doblete

del 2-metilpropanol se posiciona en 0.88 ppm que corresponde con el desplazamiento
quimico de la sefal del 3-metilbutanol (Figura 11 A y B). Respecto al multiplete modelado
de 1.730 ppm, este se desplaz6 0.01 ppm (Figura 11C) alinedndose incorrectamente.
Cabe destacar que la intensidad de las sefiales modeladas por ASICS pareciera quedar
en funcién del ajuste del multiplete de 1.730 ppm.
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Figura 11. Expansion de los espectros de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la
mezcla 6 (negro) superpuesto con: A) y C) Espectro del 2-metilpropanol alineado (rojo) y de la
biblioteca de ASICS (azul). B) Espectro del 2-metilpropanol alineado (rojo).

5.4.4.2 Error en el ajuste de intensidad y ancho de las sefiales

5.4.4.2.1 Acido citrico

El error en el ajuste de intensidad y ancho de las sefiales se presentd con el acido citrico
en la mezcla 11 de compuestos con sefiales sin traslapar, en la Figura 12A se muestra su
espectro en la region de 2.99-2.92 ppm donde se observa que el espectro modelado por
ASICS del doblete de 2.97 ppm esta alineado correctamente con la sefal real, sin
embargo, el ajuste en la intensidad no es el correcto. En la Figura 12B se muestra la
region de 2.86-2.78 ppm del espectro de la misma mezcla, se observa que el espectro
modelado no corresponde con el desplazamiento quimico del doblete de 2.82 ppm,
ademas, el ajuste del ancho de una sefial es errébneo quedando muy delgada y sin
ajustarse aparentemente con ninguna sefial (Figura 12C), todo lo anterior genera una
cuantificacién incorrecta.
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Figura 12. Expansion de los espectros de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20, 6:4) en la
region del &cido citrico de la mezcla 11 (negro) superpuesto con: Modelado de ASICS (rojo),
biblioteca (azul). A) 2.99-2.92 ppm, B) 2.86-2.78 ppm y C) Misma region que B con diferente

intensidad.

En la Figura 13A y B se muestran los espectros de la mezcla 8 usando un umbral de 0.01,
en este caso el ajuste del desplazamiento quimico del espectro modelado de &cido citrico
se aproxima al real, no obstante, la desviacion en la alineacion de las sefiales produce
gue la intensidad de estas no se ajuste adecuadamente. En la Figura 13C y D se observa
que en el caso de la mezcla 1 con umbral de 0.005 el desplazamiento quimico del
espectro modelado coincide con el espectro real, sin embargo, el ajuste en intensidad y
ancho del doblete de 2.81 ppm no es satisfactorio.
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Figura 13. Expansion de los espectros de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la

mezcla 8 en la region del acido citrico utilizando dos valores de umbral en las mezclas. A) y B)

Umbral en mezclas de 0.01. C) y D) Umbral en mezclas de 0.005.

La identificacion del metanol se realizé correctamente en todas las mezclas pero; tal como

se menciond en la seccién 4.2.6, los resultados de cuantificacion no se realizaron debido

a una contaminacion en las disoluciones. En la Figura 14 se muestran los espectros de

las mezclas 2 y 6 en la regidon del metanol, se logra ver que el desplazamiento quimico de

las sefiales modeladas coincide con las reales ademas de que el ajuste de su intensidad y

ancho también se aproximan, no obstante, la diferencia en la intensidad de las sefales

genera un porcentaje de error en la cuantificacion, que dependiendo de la exactitud

buscada puede ser relevante.
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Figura 14. Expansion del espectro de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D-0 6:4) en la region del
metanol de: A) Mezcla 2 (negro), B) Mezcla 6 (negro). Ambos superpuestos con el espectro de
metanol alineado (rojo) y de la biblioteca (azul).

5.4.4.3 Errores relacionados con los parametros definidos en ASICS

5.4.4.3.1 Acido fumarico

La cuantificacion del acido fumarico es un ejemplo de la importancia de los umbrales y del
maximo desplazamiento quimico permitido en el proceso de identificacién. El acido
fumérico no fue cuantificado en las mezclas 1, 6, 11 y 13 (Tabla 18 Anexo lll). En la
Figura 15A se presenta el espectro de la biblioteca del acido fumarico superpuesto con los
espectros de dichas mezclas. La distancia entre la sefial de la biblioteca y de la mezcla 1
es de 0.027 ppm, mientras que la distancia entre la sefial de la biblioteca y de la mezcla
11 es de 0.040 ppm. Tal como se mencioné en la seccion 4.4.3, ASICS solo es capaz de
detectar las sefiales que estén dentro del intervalo [d + M,d — M] (intervalo sefialado en
la Figura 15A), donde d es el desplazamiento quimico del pico de la sefal de la biblioteca
y M es el maximo desplazamiento quimico permitido (seleccionado por el usuario)
definido como M = 0.03 ppm. Por lo tanto, era de esperarse que la sefial del acido
fumarico en la mezcla 11 no fuera identificada puesto que esta fuera del intervalo [6.735 +
0.03,6.735 — 0.03], sin embargo, la sefal de la mezcla 1 debié haber sido detectada ya

gue el pico de la sefial se encuentra dentro del intervalo.

En la Figura 15A se sefialan con flechas 6 sefiales satélites de **C del acido fumarico de
la biblioteca correspondientes a acoplamientos a dos enlaces (J =15 Hz), mientras que en
la figural5B se presenta el espectro completo de acido fumarico donde se observan todas

las sefales satélites de **C, incluyendo las de un enlace de distancia (J = 170 Hz). Estas
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sefiales satélites de'*C a un enlace de distancia fueron eliminadas en todas las sefiales

de la biblioteca para facilitar el proceso de identificacion.
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Figura 15. A) Espectros de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H-0:D20 6:4) superpuestos en la region
del acido fumérico de las mezclas 1 (rojo), 6 (azul), 11 (gris), 13 (café) y el espectro de acido
fumarico de la biblioteca (negro). B) Espectro de RMN-*H del &cido fumarico en donde se incluyen
las sefales satélites de 1°C.

En la Figura 16A se puede ver que los satélites de *C a dos enlaces del espectro de la
biblioteca son detectadas por el algoritmo de ASICS dado que se encuentran por arriba
del umbral de la biblioteca de 0.01 y, por lo tanto, son buscadas durante el proceso de
identificacion. Se presume que la causa de que el &cido fumarico no haya sido identificado
en la mezcla 1 es que los satélites de 3C se encuentran a nivel de ruido y por lo tanto no
son observables (ver Figura 16B). Lo mismo ocurre con las mezclas 6 y 13 (Figura 16C),
donde la concentracion del acido fumarico es aun menor (nivel 1 de concentracion).
Analizando estos resultados, se presume que al incrementar el valor del umbral de la
biblioteca, Unicamente para el espectro del acido fumarico a un valor donde solo se

detecte la sefal principal, solucionaria este problema.
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Figura 16. Expansion de los espectros de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) en la
region del acido fumarico de: A) Espectro de acido fumarico de la biblioteca. B) Mezcla 1 .C)
Mezclas 6 y 13.

5.4.5 Sobreestimacion y subestimacion en la cuantificacion de
ASICS

Dentro de los compuestos que fueron subestimados en las mezclas con sefales
traslapadas se encuentra el acido formico (Tabla 34, Anexo IV). En la Figura 17 se
presenta el espectro de RMN-!H de la mezcla 4 y 9 superpuesto con su correspondiente
espectro modelado, se observa que la sefal del acido férmico fue modelada con éxito en
ambas mezclas, tanto en lo ancho como en la altura de la sefial, no obstante, el error en
la cuantificaciéon en la mezcla 4 fue del —9.28% mientras que en la mezcla 9 fue de
-31.03%. También se realiz6 la cuantificacion con integrales, el error mediante este
método fue del 5.00% para la mezcla 4 y de -20.60% para la mezcla 9. En el caso de la
mezcla 9 se podria pensar en un problema relacionado con la concentracion al preparar
dicha disolucién (o el estandar), no obstante, las cuantificaciones de ASICS subestimaron

las cuantificaciones realizadas manualmente con integrales.
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Figura 17. Expansion del espectro de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) en la region del
acido férmico de las mezclas 4 y 9 superpuesto con su correspondiente espectro modelado por
ASICS.

Un ejemplo de los compuestos que fueron sobreestimados fue el acido galico en las
mezclas con sefiales traslapadas (Tabla 37 Anexo IV), en la Figura 18 se presenta el
espectro de RMN-'H de la mezcla 1 y 5 superpuesto con su correspondiente espectro
modelado. Se observa que la identificacion fue correcta en ambos casos, sin embargo, el
error en la mezcla 1 fue del 59.47%, mientras que en la mezcla 5 fue del 64.40%. Al
realizar la cuantificacion con integrales el error en la mezcla 1 fue de -0.57% y en la
mezcla 5 de 1.63%. Se desconoce con certeza la causa de la sobreestimacion de ASICS,
no obstante, errores de este orden se presentaron en repetidas ocasiones dentro de los

37 compuestos estudiados.
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Figura 18. Expansion del espectro de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D>0 6:4) en la region del
acido gélico en la mezcla 1 y 5 superpuesto con su correspondiente espectro alineado modelado
por ASICS.
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6. Discusioén

En el presente estudio se demostré que ASICS es capaz de identificar y cuantificar los
metabolitos del vino. Sin embargo, el éxito del algoritmo se ve notablemente disminuido
con el incremento en la complejidad de las muestras, lo cual se demostré al comparar los
resultados de la mezcla mas sencilla de 12 metabolitos con las muestras de 38
metabolitos y la de los vinos. Respecto a la exactitud de las cuantificaciones, el intervalo
de error fue muy amplio (Anexo Illl y Anexo IV) por lo que ASICS no es una herramienta
util en estudios que requieran de una gran exactitud, pero es de ayuda como herramienta
de identificacion y para obtener informacion acerca del orden de magnitud de la

concentracién de los metabolitos en la mayoria de los casos.

Una caracteristica importante de ASICS es que el proceso de identificacion vy
cuantificacién se realiza en un periodo corto de tiempo (aproximadamente 1 min 30 s,
considerando el nimero de muestras analizadas en la presente investigacion). Cabe
destacar que para el proceso de generaciéon de graficos se escribié un cédigo reduciendo
asi los tiempos de andlisis; sin embargo, la confirmacién visual de los espectros
modelados es un proceso lento que no puede ser omitido ya que es la Unica manera de

examinar la calidad de los resultados de ASICS.

Con base en los resultados de la presente investigacion, el uso de ASICS para el andlisis
de espectros es efectivo para la identificacion y cuantificacién de los metabolitos con
sefales mas intensas ubicadas en regiones de bajo traslape. Sin embargo, en muestras
de alta complejidad como las de vinos (alta densidad de sefiales) disminuye la
probabilidad de identificar y cuantificar una sefial correctamente y a su vez origina el

aumento de falsos positivos durante la identificacion.

Respecto al método de cuantificacion manual con integrales utilizando el software
MestreNova, la exactitud de las cuantificaciones calculadas son més exactas y confiables
respecto a las calculadas con ASICS dado que el usuario selecciona las regiones a
integrar y en el caso del método de desconvolucién es posible ajustar el area de las
sefales modeladas, disminuyendo el error al minimo; no obstante, el proceso es
considerablemente mas lento y puede tomar varias horas dependiendo del nimero de
compuestos a cuantificar, de la complejidad de la muestra y de la experiencia del usuario.
En cuanto al uso de MestreNova para la cuantificacion de metabolitos en muestras de

vino, el proceso es impractico al analizar un gran nimero de muestras, debido a la
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necesidad de ajustar las regiones de integracion en cada espectro ya que el
desplazamiento quimico de las sefiales se puede modificar ligeramente de muestra a
muestra debido a la variabilidad en la composicion de los vinos. Otro factor por considerar
es que el método de desconvolucion de sefiales con multiplicidades complejas es arduo,

lento y no siempre se modela con exactitud.
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7. Conclusiones

En este trabajo se evalué el funcionamiento de la paqueteria de R ASICS que tiene como
objetivo el identificar y cuantificar automaticamente los compuestos presentes en una

muestra compleja mediante su espectro de RMN-!H.
Las conclusiones puntuales del presente trabajo son:

e Las cuantificaciones de los metabolitos calculadas por ASICS presentan un mayor
error respecto a las calculadas manualmente con integrales; sin embargo, el tiempo
de analisis requerido por ASICS es mucho menor.

e La capacidad de identificacion de los metabolitos con ASICS se ve reducida
notablemente al incrementarse la complejidad de los espectros. Entre mas sefiales
traslapadas existan mayor sera la probabilidad de obtener identificaciones y
cuantificaciones erroneas.

e La identificacion de los metabolitos que solo tengan un singulete en el espectro son
susceptibles a identificarse errbneamente confundiéndose con sefiales de ruido o
sefales vecinas.

e La identificacion de dos sefales multipletes con constante de acoplamiento similar y
desplazamiento quimico cercano seran facilmente confundidas por ASICS.

e La correcta optimizacion de los parametros de ASICS, tales como los umbrales y el
méximo desplazamiento quimico permitido definirdn la cantidad de compuestos
identificados. Un umbral méas cercano a las sefiales de ruido incrementara el nimero
de falsos positivos en la identificacion, mientras umbrales altos incrementa el nimero
de falsos negativos.

¢ Aunque la limpieza de la biblioteca de ASICS se fundamenta en la premisa de que
solo se identifican los compuestos en los espectros si se encuentran todas sus
sefales de la biblioteca, en el presente trabajo, se demostrd que se pueden identificar
metabolitos que no estan presentes al confundir sus sefiales con otras.

¢ En general, utilizar un menor nimero de sefiales en los compuestos de la biblioteca,
mejora la linealidad de las cuantificaciones de ASICS, pero disminuye la probabilidad

de que sean identificados correctamente en mezclas complejas.
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8. Perspectivas

En el presente trabajo se identificaron y expusieron algunas de las problematicas a
superar en el desarrollo de softwares dedicados a la identificacién y cuantificacion
automatica de metabolitos en los espectros de RMN-'H, en especial en mezclas
complejas como lo son las muestras de vinos. Se espera que los resultados obtenidos de
la evaluacién del software ASICS sean de gran valor para la mejora de softwares

existentes asi como en la creacion de nuevos.
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Anexo |. Disefio de mezclas de 12 compuestos.

Tabla 12. Alicuotas afiadidas de disolucion madre para preparar un mililitro de mezcla.

Anexos

Conc. madre

Compuesto [mM] M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15

. Conc. [mM] 8.16 2.70 5.40 2.70 0.90 5.40 1.35 2.70 1.35 8.16 0.90 1.35 5.40 8.16 2.70
1,3-propanodiol 647.50 -

Alicuota [pL] | 12.60 | 4.17 8.34 4.17 1.39 8.34 2.08 4.17 2.08 | 12.60 | 1.39 2.08 8.34 | 12.60 | 4.17

i Conc. [mM] 0.27 2.39 2.39 1.60 1.60 0.40 0.40 0.27 0.80 2.39 0.27 0.80 1.60 0.27 2.39
Acetaldehido 151.34 -

Alicuota [pL] 1.76 | 15.80 | 15.80 | 10.60 | 10.60 | 2.64 2.64 1.76 529 | 1580 | 1.76 5.29 | 10.60 | 1.76 | 15.80

o L. Conc. [mM] 8.20 8.21 8.20 | 24.79 | 16.39 | 4.10 | 24.79 | 24.77 | 2.73 | 16.40 | 2.73 | 16.41 | 4.10 8.20 8.21
Acido acético 1796.03 -

Alicuota [pL] 4.57 4.57 457 | 13.80 | 9.13 2,28 | 13.80 | 13.80 | 1.52 9.13 1.52 9.13 2.28 4.57 4.57

o L Conc. [mM] 0.87 1.30 2.60 5.20 5.20 1.30 5.20 7.80 2.60 7.81 1.30 2.60 0.87 0.87 1.30

Acido citrico 433.59

Alicuota [pL] 2.00 3.00 6.00 | 12.00 | 12.00 | 3.00 | 12.00 | 18.00 | 6.00 | 18.00 | 3.00 6.00 2.00 2.00 3.00

o L. Conc. [mM] 0.70 6.32 2.10 0.70 1.05 6.32 4.19 6.32 1.05 2.10 4.19 1.05 2.10 0.70 6.32
Acido férmico 343.43 -

Alicuota [pL] 2.04 | 18.40 | 6.11 2.04 3.06 | 18.40 | 12.20 | 18.40 | 3.06 6.11 | 12.20 | 3.06 6.11 2.04 | 18.40

o .. Conc. [mM] 0.30 0.10 0.20 0.20 0.10 0.03 0.20 0.10 0.05 0.30 0.03 0.05 0.03 0.30 0.10
Acido fumarico 11.31 -

Alicuota [uL] | 26.60 | 8.84 | 17.60 | 17.60 | 8.84 295 | 1760 | 8.84 442 | 26.60 | 2.95 4.42 295 | 26.60 | 8.84

o . Conc. [mM] 0.10 0.15 0.10 0.60 0.90 0.90 0.15 0.10 0.30 0.60 0.60 0.15 0.90 0.10 0.15
Acido gélico 35.13 -

Alicuota [pL] 2.85 4.27 2.85 | 17.00 | 25.6 25.6 4.27 2.85 8.54 | 17.00 | 17.00 | 4.27 | 25.60 | 2.85 4.27

o . Conc. [mM] 1.80 0.30 0.60 0.20 1.21 121 0.30 0.60 1.21 1.80 0.60 0.20 0.20 1.80 0.30
Acido piravico 77.48 -

Alicuota [pL] | 23.20 | 3.87 7.74 2.58 15.6 15.6 3.87 7.74 | 15.60 | 23.20 | 7.74 2.58 258 | 23.20 | 3.87

. e Conc. [mM] 2.10 1.40 0.35 2.10 0.70 0.35 0.23 0.23 2.10 0.70 0.35 0.70 0.23 2.10 1.40
Acido salicilico 10.28 -

Alicuota [uL] | 204.4 | 136.2 | 34.00 | 204.4 | 68.0 34.0 | 22.80 | 22.80 | 204.4 | 68.00 | 34.00 | 68.00 | 22.80 | 204.4 | 136.2

. .. Conc. [mM] 66.27 | 11.08 | 33.07 | 16.54 | 99.32 | 16.54 | 11.08 | 33.05 | 66.27 | 16.53 | 99.38 | 66.32 | 11.07 | 66.27 | 11.08

Acido tartarico 802.59
Alicuota [pL] | 82.60 | 13.80 | 41.20 | 20.60 | 123.8 | 20.6 | 13.80 | 41.20 | 82.60 | 20.60 | 123.8 | 82.60 | 13.80 | 82.60 | 13.80
Alani 182 67 Conc. [mM] 3.29 0.37 2.19 0.55 1.10 1.10 0.55 2.19 0.37 3.29 1.10 3.29 2.19 3.29 0.37
anina .
Alicuota [pL] | 18.00 | 2.01 | 12.00 | 3.01 6.02 6.02 3.01 | 12.00 | 2.01 | 18.00 | 6.02 | 18.00 | 12.00 | 18.00 | 2.01
Metanol 1099.09 Conc. [mM] 18.90 | 3.16 6.30 210 | 12,52 | 18.91 | 6.30 3.15 2.10 3.15 | 12,53 | 1891 | 12.52 | 18.90 | 3.16
etano .

Alicuota [pL] | 17.20 | 2.87 5.73 191 | 11.40 | 17.20 | 5.73 2.87 191 2.87 | 11.40 | 17.20 | 11.40 | 17.20 | 2.87

Volumen alicuotas [uL] 397.8 | 217.8 | 161.9 | 309.7 | 295.4 | 156.6 | 113.8 | 154.4 | 337.4 | 237.9 | 222.8 | 222.6 | 120.5 | 278.8 | 306.3

Volumen EtOH/H20 al 12% [pL] 202.6 | 382.0 | 438.0 | 290.0 | 305.0 | 443.0 | 486.0 | 446 263 362 377 377 480 321 294
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Anexo |l. Disefio de mezclas de 37 compuestos.

Tabla 13. Alicuotas afiadidas de disolucion madre para preparar un mililitro de cada mezcla.

Anexos

Compuesto Conc. M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
madre [mM]
. Concentracion. [mM] 1.35 2.70 2.70 5.40 5.40 1.35 5.40 2.70 1.35
1,3-Propanodiol 449.75 -
Alicuota [pL] 3.00 6.00 6.00 12.00 12.00 3.00 12.00 6.00 3.00
. Concentracion. [mM] 2.62 1.30 1.30 2.62 0.65 0.65 0.65 1.30 2.62
2-Metilpropanol 251.64 -
Alicuota [pL] 10.40 5.17 5.17 10.40 2.58 2.58 2.58 5.17 10.40
. Concentracion. [mM] 2.25 4.50 8.99 2.25 8.99 9.00 2.25 4.50 4.50
3-Metilbutanol 220.48 -
Alicuota [pL] 10.20 20.40 40.80 10.20 40.80 40.80 10.20 20.40 20.40
o L. Concentracion. [mM] 8.20 8.20 8.20 16.40 4.10 16.40 16.40 4.10 4.10
Acido Acético 1770.01 -
Alicuota [pL] 4.63 4.63 4.63 9.27 2.32 9.27 9.27 2.32 2.32
. Concentracion. [mM] 0.50 1.00 0.50 1.00 1.00 0.25 0.50 0.25 0.25
Acetoina 182.32
Alicuota [pL] 2.74 5.48 2.74 5.48 5.48 1.37 2.74 1.37 1.37
) Concentracion. [mM] 1.10 0.55 221 1.10 0.55 0.55 1.10 2.21 221
Alanina 190.48
Alicuota [pL] 5.77 2.89 11.60 5.77 2.89 2.89 5.77 11.60 11.60
. Concentracion. [mM] 6.57 3.30 1.65 6.57 1.65 1.65 3.30 3.30 6.57
Arabinosa 547.50 -
Alicuota [pL] 12.00 6.03 3.01 12.00 3.01 3.01 6.03 6.03 12.00
. Concentracion. [mM] 5.85 5.85 2.90 5.85 1.45 1.45 2.90 1.45 2.90
Arginina 487.24 .
Alicuota [pL] 12.00 12.00 5.95 12.00 2.98 2.98 5.95 2.98 5.95
o . Concentracion. [mM] 0.35 0.70 1.40 0.35 1.40 0.70 0.70 0.35 1.40
Acido benzoico 20.35 -
Alicuota [pL] 17.20 34.40 68.80 17.20 68.80 34.40 34.40 17.20 68.80
) Concentracion. [mM] 0.05 0.05 0.10 0.10 0.05 0.10 0.20 0.20 0.20
Cadaverina 35.28 -
Alicuota [pL] 1.42 1.42 2.83 2.83 1.42 2.83 5.67 5.67 5.67
o L. Concentracion. [mM] 0.05 0.10 0.05 0.10 0.20 0.10 0.20 0.20 0.05
Acido caftérico 4.17 -
Alicuota [pL] 12.00 24.00 12.00 24.00 48.00 24.00 48.00 48.00 12.00
o L Concentracion. [mM] 2.60 5.20 2.60 1.30 5.20 1.30 2.60 1.30 5.20
Acido citrico 584.95 -
Alicuota [pL] 4.44 8.89 4.44 2.22 8.89 2.22 4.44 2.22 8.89
) ) Concentracion. [mM] 0.40 0.20 0.40 0.10 0.10 0.20 0.20 0.10 0.40
Epicatequina 6.70 -
Alicuota [pL] 59.80 29.80 59.80 15.00 15.00 29.80 29.80 15.00 59.80
Acetato de etilo 379.87 Concentracion. [mM] 1.15 2.30 4.63 4.63 1.15 4.63 1.15 2.30 2.30
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Compuesto Conc. M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
madre [mM]
Alicuota [pL] 3.03 6.05 12.20 12.20 3.03 12.20 3.03 6.05 6.05
. Concentracion. [mM] 5.24 1.30 2.60 2.60 5.24 1.30 1.30 5.24 2.60
Lactato de etilo 436.79 -
Alicuota [pL] 12.00 2.98 5.95 5.95 12.00 2.98 2.98 12.00 5.95
- L Concentracion. [mM] 1.05 2.10 4.19 2.10 2.10 1.05 4.19 4.19 1.05
Acido formico 374.21 .
Alicuota [pL] 2.81 5.61 11.20 5.61 5.61 2.81 11.20 11.20 281
Concentracion. [mM] 281 11.25 5.60 11.25 5.60 11.26 2.80 2.80 5.60
Fructosa 953.95 -
Alicuota [pL] 2.94 11.80 5.87 11.80 5.87 11.80 2.94 2.94 5.87
) . Concentracion. [mM] 0.10 0.10 0.05 0.20 0.10 0.05 0.20 0.20 0.05
Acido fumarico 12.62 -
Alicuota [pL] 7.92 7.92 3.96 15.80 7.92 3.96 15.80 15.80 3.96
Concentracion. [mM] 0.10 0.40 0.20 0.20 0.10 0.40 0.10 0.40 0.20
Furfural 54.03 -
Alicuota [pL] 1.85 7.40 3.70 3.70 1.85 7.40 1.85 7.40 3.70
Concentracion. [mM] 1.00 2.00 2.00 1.00 4.01 1.00 4.01 2.00 4.01
GABA 334.63 -
Alicuota [pL] 2.99 5.98 5.98 2.99 12.00 2.99 12.00 5.98 12.00
o L. Concentracion. [mM] 2.30 2.30 9.13 4.60 4.60 2.30 9.12 9.13 4.60
Acido galacturénico 773.49 -
Alicuota [pL] 2.97 2.97 11.80 5.95 5.95 2.97 11.80 11.80 5.95
o . Concentracion. [mM] 0.30 0.60 0.15 0.60 0.30 0.15 0.30 0.60 0.15
Acido gélico 36.89 -
Alicuota [pL] 8.13 16.20 4.07 16.20 8.13 4.07 8.13 16.20 4.07
o - Concentracion. [mM] 2.50 1.25 2.50 1.25 4.97 4.97 1.25 2.50 4.97
Acido gluconico 435.86 -
Alicuota [pL] 5.74 2.87 5.74 2.87 11.40 11.40 2.87 5.74 11.40
Concentracion. [mM] 10.95 5.50 2.75 10.94 2.75 2.75 5.50 10.95 5.50
Glucosa 912.09 -
Alicuota [pL] 12.00 6.03 3.02 12.00 3.02 3.02 6.03 12.00 6.03
HME 0424 Concentracion. [mM] 0.20 0.05 0.05 0.20 0.20 0.10 0.10 0.10 0.05
' Alicuota [pL] 8.25 2.06 2.06 8.25 8.25 4.13 4.13 4.13 2.06
T Concentracion. [mM] 22.67 5.65 5.65 11.30 5.65 11.30 22.66 11.30 22.66
Acido lactico 1888.96 .
Alicuota [pL] 12.00 2.99 2.99 5.98 2.99 5.98 12.00 5.98 12.00
o L Concentracion. [mM] 13.19 3.30 6.60 6.60 3.30 13.19 13.19 6.60 3.30
Acido mélico 1137.09 -
Alicuota [pL] 11.60 2.90 5.80 5.80 2.90 11.60 11.60 5.80 2.90
Concentracion. [mM] 12.61 3.15 3.15 6.35 3.15 12.61 6.35 12.61 6.35
Metanol 520.85 -
Alicuota [pL] 24.20 6.05 6.05 12.20 6.05 24.20 12.20 24.20 12.20
o L Concentracion. [mM] 0.60 0.60 1.20 1.20 0.30 0.30 0.30 0.60 1.20
Acido pirtvico 266.87 -
Alicuota [pL] 2.25 2.25 4.50 4.50 1.12 1.12 1.12 2.25 4.50
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Compuesto Conc. M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
madre [mM]
) Concentracion. [mM] 8.70 4.35 17.44 4.35 4.35 8.70 17.44 17.45 8.70
Prolina 1453.88 -
Alicuota [pL] 5.98 2.99 12.00 2.99 2.99 5.98 12.00 12.00 5.98
o L Concentracion. [mM] 1.40 0.70 0.35 0.35 0.35 1.40 0.70 1.40 0.70
Acido salicilico 19.38 -
Alicuota [pL] 72.20 36.20 18.00 18.00 18.00 72.20 36.20 72.20 36.20
. o Concentracion. [mM] 0.30 0.60 0.15 0.30 0.15 0.60 0.60 0.15 0.30
Acido shikimico 20.18 -
Alicuota [pL] 14.80 29.80 7.43 14.80 7.43 29.80 29.80 7.43 14.80
o . Concentracion. [mM] 0.40 1.60 0.80 1.60 1.60 0.40 0.80 0.40 0.80
Acido sorbico 10.97 -
Alicuota [pL] 36.40 146.00 73.00 146.00 146.00 36.40 73.00 36.40 73.00
Concentracion. [mM] 1.50 0.75 3.01 3.01 0.75 3.01 1.50 1.50 0.75
Sacarosa 250.60 -
Alicuota [pL] 5.99 2.99 12.00 12.00 2.99 12.00 5.99 5.99 2.99
- L Concentracion. [mM] 33.11 33.09 16.54 8.35 8.35 33.10 16.55 8.35 16.54
Acido tartarico 803.29 -
Alicuota [pL] 41.20 41.20 20.60 10.40 10.40 41.20 20.60 10.40 20.60
) ) Concentracion. [mM] 0.30 0.15 0.15 0.60 0.15 0.60 0.30 0.30 0.60
Trigonelina 50.46 -
Alicuota [pL] 5.95 2.97 2.97 11.80 2.97 11.80 5.95 5.95 11.80
. Concentracion. [mM] 0.10 0.20 0.10 0.20 0.05 0.05 0.20 0.05 0.10
Putrescina 52.38 -
Alicuota [pL] 1.91 3.82 191 3.82 0.95 0.95 3.82 0.95 191
Volumen alicuotas [pL] 460.71 519.15 470.59 490.00 504.00 482.11 483.88 444.73 490.94
Volumen EtOH/H20 al 12% [pL] 139.0 81.0 129.6 110.2 96.2 117.8 116.4 155.2 109.4
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Anexo lll. Cuantificaciones de mezclas con senales de
RMN-!H sin traslapar

Tabla 14. Cuantificacion de 1,3-propanodiol con MestreNova y ASICS. Error relativo a la

concentracion gravimeétrica.

1,3-PROPANODIOL MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Area Cuantificacién [mM] Error [%)] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 5 8.16 407.37 6.56 -19.53 10.41 27.75
M2 3 2.70 132.93 2.14 -20.71 3.48 28.73
M3 4 5.40 276.85 4.46 -17.42 7.10 31.48
M4 3 2.70 144.84 2.33 -13.61 3.74 38.63
M5 1 0.90 49.62 0.80 -11.15 1.29 43.85
M6 4 5.40 276.8 4.46 -17.46 7.26 34.39
M7 2 1.35 74.58 1.20 -10.81 1.95 44.63
M8 3 2.70 162.03 2.61 -3.29 4.23 56.55
M9 2 1.35 75.57 1.22 -9.79 1.95 44.27
M10 5 8.16 405.72 6.54 -19.90 10.45 28.04
M11 1 0.90 49.45 0.80 -11.51 131 45.11
M12 2 1.35 78.71 1.27 -6.11 2.08 53.83
M13 4 5.40 279.46 4.50 -16.60 7.31 35.35
M14 5 8.16 403.84 6.51 -20.27 10.43 27.77
M15 1 0.90 50.63 0.82 -9.35 1.34 48.97
Estandar 2.50 167.72 Promedio -13.83+5.30 Promedio 39.29+9.37
Tabla 15. Cuantificacion de acido acético con MestreNova y ASICS. Error relativo a la
concentracion gravimeétrica.
ACIDO ACETICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] | Error [%]
M1 3 8.20 492.56 6.75 -17.69 8.51 3.84
M2 3 8.21 518.28 7.10 -13.53 9.00 9.60
M3 3 8.20 538.99 7.38 -9.98 8.51 3.77
M4 5 24.79 1490.72 20.42 -17.65 24.07 -2.93
M5 4 16.39 1071.65 14.68 -10.45 19.80 20.83
M6 2 4.10 263.15 3.60 -12.12 4.64 13.11
M7 5 24.79 1531.49 20.98 -15.39 24.81 0.08
M8 5 24.77 1713.26 23.47 -5.28 29.04 17.21
M9 1 2.73 182.79 2.50 -8.37 3.19 16.92
M10 4 16.40 1021.71 13.99 -14.67 16.83 2.62
M11 1 2.73 144.7 1.98 -27.51 2.39 -12.57
M12 4 16.41 1141.76 15.64 -4.68 20.63 25.75
M13 2 4.10 267.12 3.66 -10.73 4.56 11.36
M14 2 4.10 274.7 3.76 -8.25 4.57 11.50
M15 1 2.73 177.11 2.43 -11.22 2.96 8.48
Estandar 2.50 182.97 Promedio -12.50+5.52 Promedio 8.64+9.52
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Tabla 16. Cuantificacion de &cido citrico con MestreNova y ASICS. Error relativo a la concentracion

gravimétrica.

ACIDO CITRICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 1 0.87 96.49 0.80 -7.23 0.93 6.79
M2 2 1.30 146.01 1.22 -6.53 1.86 42.92
M3 3 2.60 290.63 242 -6.90 3.68 41.47
M4 4 5.20 507.74 4.23 -18.75 6.51 25.07
M5 4 5.20 562.55 4.69 -9.91 7.40 42.27
M6 2 1.30 137.57 1.15 -11.89 1.74 33.47
M7 4 5.20 526.76 4.39 -15.69 6.63 27.40
M8 5 7.80 921.63 7.68 -1.60 11.82 51.55
M9 3 2.60 266.27 2.22 -14.67 3.34 28.47
M10 5 7.81 788.26 6.57 -15.89 9.74 24.80
M1l 2 1.30 152.47 1.27 -2.34 M e
M12 3 2.60 304.99 2.54 -2.34 3.38 29.99
M13 1 0.87 94.7 0.79 -8.95 1.23 42.31
M14 1 0.87 95.4 0.79 -8.33 1.22 40.58
M15 5 7.80 861.99 7.18 -7.98 11.01 41.07
Estandar 2.50 301.72 Promedio -9.27+5.07 Promedio 34.15+10.92
*MI: Mal identificado
Tabla 17. Cuantificacion de acido férmico con MestreNova y ASICS. Error relativo a la
concentracion gravimétrica.
ACIDO FORMICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 1 0.70 9.78 0.61 -12.77 0.46 -34.79
M2 5 6.32 80.15 5.00 -20.86 4.15 -34.28
M3 3 2.10 28.46 1.78 -15.43 1.48 -29.76
M4 1 0.70 11.06 0.69 -1.51 0.51 -26.72
M5 2 1.05 15.91 0.99 -5.48 0.76 -27.41
M6 5 6.32 78.62 491 -22.38 4.07 -35.67
M7 4 4.19 53.01 3.31 -21.06 2.69 -35.85
M8 5 6.32 89.21 5.57 -11.86 4.65 -26.31
M9 2 1.05 14.67 0.92 -12.77 0.81 -23.13
M10 3 2.10 27.98 1.75 -16.79 1.48 -29.36
M1l 4 4.19 55.39 3.46 -17.52 2.86 -31.69
M12 2 1.05 17.73 1.11 5.34 0.89 -15.36
M13 3 2.10 26.95 1.68 -19.87 1.45 -31.04
M14 4 4.19 52.69 3.29 -21.53 2.70 -35.58
M15 1 0.70 9.94 0.62 -11.35 0.57 -18.18
Estandar 2.50 39.34 Promedio -13.72+7.73 Promedio -29.0146.11
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Tabla 18. Cuantificacion de &cido fumérico con MestreNova y ASICS. Error relativo a la
concentracion gravimétrica.

Anexos

ACIDO FUMARICO MestreNova ASICS

Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 5 0.30 12.88 0.24 -19.77 NP> e
M2 3 0.10 451 0.08 -15.52 0.11 7.17
M3 4 0.20 7.8 0.15 -26.61 0.22 8.92
M4 4 0.20 7.94 0.15 -25.31 0.21 4.98
M5 3 0.10 5.63 0.11 5.52 0.15 53.67
M6 1 0.03 1.54 0.03 -13.58 NP> e
M7 4 0.20 7.52 0.14 -29.25 0.20 1.45
M8 3 0.10 5.07 0.09 -4.97 0.14 35.28
M9 2 0.05 3.68 0.07 37.92 0.08 55.14
M10 5 0.30 11.82 0.22 -26.41 0.32 7.10
M1l 1 0.03 3.68 0.07 106.55 NP> e
M12 2 0.05 35 0.07 31.07 0.07 40.39
M13 1 0.03 1.25 0.02 -29.73 NP> e
M14 5 0.30 12.12 0.23 -24.55 0.32 6.81
M15 2 0.05 4.07 0.08 52.52 0.11 120.64

Estandar 2.50 133.03 Promedio -6.33+£26.54 Promedio 31.05+34.38
** NI: No Identificado
Tabla 19. Cuantificacion de acido galico con MestreNova y ASICS. Error relativo a la concentracion
gravimétrica.
ACIDO GALICO MestreNova ASICS

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 0.10 5.71 0.09 -8.13 0.14 36.57
M2 2 0.15 7.91 0.13 -15.21 0.21 40.36
M3 1 0.10 5.27 0.08 -15.25 0.14 42.86
M4 4 0.60 29.82 0.48 -19.72 0.78 30.83
M5 5 0.90 47.48 0.76 -15.05 1.28 42.39
M6 5 0.90 44.89 0.72 -19.75 1.19 31.82
M7 2 0.15 8.34 0.13 -10.60 0.21 41.15
M8 1 0.10 5.55 0.09 -10.81 0.15 53.31
M9 3 0.30 15.76 0.25 -15.47 0.42 39.54
M10 4 0.60 28.52 0.46 -23.20 0.78 30.82
M1l 4 0.60 31.57 0.51 -15.00 0.82 37.84
M12 2 0.15 8.54 0.14 -8.47 0.23 54.10
M13 5 0.90 44.90 0.72 -19.67 1.19 32.67
M14 3 0.30 14.73 0.24 -21.05 0.41 36.25
M15 3 0.30 16.40 0.26 -12.05 0.43 43.83

Estandar 2.50 155.44 Promedio -15.29+4.51 Promedio 39.62+6.95
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Tabla 20. Cuantificacion de &cido piravico con MestreNova y ASICS.

concentracion gravimétrica.

Anexos

Error relativo a la

ACIDO PIRUVICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 5 1.80 59.834 1.36 -24.49 1.04 -42.16
M2 0.30 11.801 0.27 -10.78 0.20 -31.68
M3 3 0.60 23.682 0.54 -10.51 0.42 -30.48
M4 1 0.20 8.886 0.20 0.77 0.16 -20.06
M5 4 1.21 45.383 1.03 -14.83 0.78 -35.33
M6 4 1.21 46.267 1.05 -13.24 0.80 -33.63
M7 2 0.30 11.67 0.26 -11.77 0.21 -30.06
M8 3 0.60 27.443 0.62 3.81 0.49 -18.55
M9 4 1.21 47.376 1.07 -11.09 0.82 -31.92
M10 5 1.80 66.912 1.52 -15.60 1.14 -36.61
M11 3 0.60 20.342 0.46 -23.10 0.36 -39.95
M12 1 0.20 8.953 0.20 1.46 0.15 -24.19
M13 1 0.20 8.104 0.18 -8.03 0.15 -27.25
M14 5 1.80 70.825 1.61 -10.67 1.20 -33.31
M15 2 0.30 11.189 0.25 -15.40 0.20 -33.14
Estandar 2.50 110.26 Promedio -10.90+7.79 Promedio -31.2246.37
Tabla 21. Cuantificacion de acido salicilico con MestreNova y ASICS, utilizando las sefiales de
6.97, 7.49, 7.85 ppm. Error relativo a la concentracion gravimétrica.
ACIDO SALICILICO Area MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel Conc[ﬁ:}\t;? cion [77792] [7751?] [ggg] SUMA Cuar[l;t]qu;:/:l?uén Error [%] Cuar[laqu;sl?mén Error [%]
ppm ppm ppm
M1 5 2.10 44.24 | 45.16 87.20 176.60 1.32 -37.24 1.94 -7.48
M2 4 1.40 29.05 | 29.95 58.59 117.59 0.88 -37.32 1.44 2.62
M3 2 0.35 6.93 8.14 14.06 29.13 0.22 -37.79 0.37 6.30
M4 5 2.10 45.07 | 45.47 89.68 180.22 1.35 -35.99 2.29 8.83
M5 3 0.70 15.81 | 15.62 28.68 60.11 0.45 -35.78 0.76 8.18
M6 2 0.35 6.87 8.25 14.57 29.69 0.22 -36.61 0.38 9.25
M7 1 0.23 5.55 5.98 9.25 20.78 0.16 -33.83 0.26 10.72
M8 1 0.23 6.21 6.29 11.53 24.03 0.18 -23.44 0.29 24.10
M9 5 2.10 46.70 | 47.63 90.96 185.29 1.38 -34.15 2.30 9.74
M10 3 0.70 14.77 | 14.47 30.50 59.74 0.45 -36.21 0.77 10.07
M11 2 0.35 7.89 7.12 14.80 29.81 0.22 -36.35 0.25 -28.27
M12 3 0.70 16.29 | 15.94 31.97 64.20 0.48 -31.47 0.82 17.75
M13 1 0.23 4.77 4.94 9.28 18.99 0.14 -39.49 0.24 3.87
M14 4 1.40 30.68 | 29.78 57.85 118.31 0.88 -36.93 1.51 7.54
M15 4 1.40 31.00 | 29.55 58.24 118.79 0.89 -36.65 1.48 6.04
Estandar 2.50 83.06 | 84.65 | 167.25 | 334.96 Promedio -35.28+3.65 Promedio 5.95+11.30
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Tabla 22. Cuantificacion de acido salicilico con MestreNova y ASICS, utilizando la sefial de 7.85
ppm. Error relativo a la concentracion gravimétrica.

ACIDO SALICILICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%)] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 5 2.10 44.24 1.33 -36.59 2.29 9.20
M2 4 1.40 29.05 0.87 -37.55 1.55 10.89
M3 2 0.35 6.93 0.21 -40.32 0.38 7.59
M4 5 2.10 45.07 1.36 -35.45 2.36 12.34
M5 3 0.70 15.81 0.48 -31.89 0.83 19.46
M6 2 0.35 6.87 0.21 -40.85 0.39 11.50
M7 1 0.23 5.55 0.17 -28.73 0.27 14.87
M8 1 0.23 6.21 0.19 -20.21 0.29 25.44
M9 5 2.10 46.70 141 -33.07 2.38 13.35
M10 3 0.70 14.77 0.44 -36.40 0.77 9.83
M1l 2 0.35 7.89 0.24 -32.06 0.41 17.28
M12 3 0.70 16.29 0.49 -29.88 0.90 28.05
M13 1 0.23 4.77 0.14 -38.71 0.26 10.59
M14 4 1.40 30.68 0.92 -34.05 1.57 11.99
M15 4 1.40 31.00 0.93 -33.33 1.60 14.39
Estandar 2.50 83.06 Promedio -33.9445.04 Promedio 14.45+5.67
Tabla 23. Cuantificacion de acido tartarico con MestreNova y ASICS. Error relativo a la
concentracion gravimétrica.
ACIDO TARTARICO MestreNova ASICS
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 4 66.27 1273 22.78 -65.63 18.16 -72.60
M2 1 11.08 262.03 4.69 -57.68 6.60 -40.46
M3 3 33.07 718.63 12.86 -61.12 17.76 -46.30
M4 2 16.54 522.99 9.36 -43.42 13.16 -20.40
M5 5 99.32 1800.01 32.21 -67.57 46.10 -53.59
M6 2 16.54 726.85 13.00 -21.37 18.72 13.16
M7 1 11.08 518.31 9.27 -16.29 13.09 18.19
M8 3 33.05 1878.74 33.61 1.70 48.23 45.93
M9 4 66.27 1862.58 33.32 -49.71 58.13 -12.28
M10 2 16.53 835.31 14.95 -9.62 20.80 25.80
M11 5 99.38 2211.11 39.56 -60.19 M e
M12 4 66.32 2335.49 41.79 -36.99 52.23 -21.24
M13 1 11.07 526.85 9.43 -14.85 13.24 19.63
M14 3 33.07 1497.58 26.79 -18.98 37.79 14.28
M15 5 99.33 1711.02 30.61 -69.18 42.48 -57.23
Estandar 2.50 139.73 Promedio -39.39+£23.37 Promedio -13.37+£35.44

*MI: Mal Identificado
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Tabla 24. Cuantificacion de alanina con MestreNova y ASICS utilizando las sefiales de 1.48, 3.83
ppm. Error relativo a la concentracion gravimétrica.

ALANINA Area MestreNova (Integrales) ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel Conc[snnl\t/:ia cion [ggg] [1153] SUMA CuarErtTl:‘;a?mén Error [%)] Cua?:g;\j?m()n Error [%]
M1 5 3.29 71.44 267.057 | 338.50 3.02 -8.08 3.73 13.44
M2 1 0.37 8.09 30.80 38.89 0.35 -5.48 0.48 30.47
M3 4 2.19 47.84 177.117 | 224.957 2.01 -8.41 2.86 30.24
M4 2 0.55 12.90 48.521 61.421 0.55 -0.32 0.78 41.63
M5 3 1.10 26.91 98.515 125.425 1.12 1.85 1.56 42.07
M6 3 1.10 24.72 94.749 119.469 1.07 -3.07 NI**
M7 2 0.55 12.11 46.547 58.657 0.52 -4.80 NI**
M8 4 2.19 55.73 197.081 | 252.811 2.26 2.98 3.20 45.97
M9 1 0.37 7.92 35.254 43.174 0.39 5.00 0.53 44.87
M10 5 3.29 73.00 264.782 | 337.782 3.01 -8.32 4.10 24.68
M11 3 1.10 29.92 82.343 112.263 1.00 -8.90 NI**
M12 5 3.29 79.15 293.849 | 372.999 3.33 1.21 4.78 45.23
M13 4 2.19 47.46 174.556 | 222.016 1.98 -9.56 2.83 29.04
M14 2 0.55 13.03 50.478 63.508 0.57 3.08 0.79 43.48
M15 1 0.37 7.55 32.851 40.401 0.36 -1.75 0.53 43.32
Estandar 2.50 59.86 220.24 280.10 Promedio -2.97+4.88 Promedio 36.20+9.96

**NI: No Identificado

Tabla 25. Cuantificacion de alanina con MestreNova y ASICS, utilizando la sefial 1.48 ppm. Error
relativo a la concentracion gravimétrica.

ALANINA MestreNova (Integrales) ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel | Concentracion [mM] Area Cuantificacion [mM] Error [%] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 5 3.29 267.057 3.03 -7.77 4.47 36.03
M2 1 0.37 30.8 0.35 -4.80 0.51 39.60
M3 4 2.19 177.117 2.01 -8.29 2.99 36.30
M4 2 0.55 48.521 0.55 0.14 0.82 48.68
M5 3 1.10 98.515 1.12 1.74 1.67 51.85
M6 3 1.10 94.749 1.08 -2.23 1.59 44.22
M7 2 0.55 46.547 0.53 -3.92 0.79 44.15
M8 4 2.19 197.081 2.24 2.10 3.36 53.29
M9 1 0.37 35.254 0.40 9.04 0.56 53.22
M10 5 3.29 264.782 3.01 -8.60 4.46 35.77
M11 3 1.10 82.343 0.93 -15.02 1.39 26.28
M12 5 3.29 293.849 3.34 141 5.08 54.31
M13 4 2.19 174.556 1.98 -9.56 2.97 35.54
M14 2 0.55 50.478 0.57 4.20 0.83 51.58
M15 1 0.37 32.851 0.37 1.60 0.55 51.01
Estandar 2.50 220.24 Promedio -2.66+6.15 Promedio 44.12+8.42
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Anexo V. Cuantificaciones de mezclas con sefnales de

RMN-!H traslapadas

Tabla 26. Cuantificacion de 1,3-propanodiol con ASICS vy error relativo a la concentracion

Anexos

gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

1,3-PROPANODIOL ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%]
M1 1 1.35 2.26 67.36 % o Modelo lineal /,.
M2 2 2.70 4.47 65.67 ; . y=1.5168 x + 0.2567, R* = 0.9986 .,,,-’
M3 2 2.70 4.46 65.25 § © _/,//
M4 3 5.40 8.45 56.63 :§ o T
M5 3 5.40 8.54 58.36 é < ,»".'
M6 1 1.35 2.21 63.92 S o T
M7 3 5.40 8.26 53.15 © it ! !
2 3 4 5

M8 2 2.70 4.40 62.97 Concentracion [mM]
M9 1 1.35 2.26 67.47

Tabla 27.Cuantificacion de 2-metilpropanol con ASICS vy error relativo a la concentracion

gravimétrica.
2-METILPROPANOL ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]

M1 3 2.62 3.30 26.03

M2 2 1.30 MAL IDENTIDIFACADO | -

M3 2 1.30 MAL IDENTIDIFACADO |  —---

M4 3 2.62 MAL IDENTIDIFACADO | -

M5 1 0.65 MAL IDENTIDIFACADO |  -—---

M6 1 0.65 MAL IDENTIDIFACADO | -

M7 1 0.65 NO IDENTIFICADO |  ---

M8 2 1.30 MAL IDENTIDIFACADO | -

M9 3 2.62 MAL IDENTIDIFACADO | -
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Tabla 28.Cuantificacion de 3-metilbutanol con ASICS y error relativo a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

3-METILBUTANOL

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 1 2.25 3.12 38.89 % Modelo lneal 3
M2 2 4.50 6.30 40.19 - y=1.1445x + 0.8739, R? = 0.9825 /./’ .
8] Pt
M3 3 8.99 11.25 25.05 @ P
<L @ .-
M4 1 2.25 3.53 56.91 S : T
M5 3 8.99 10.29 14.43 g T
M6 3 9.00 11.63 29.22 g - e -
© T T T T T T T
M7 1 2.25 3.04 35.04 s . s o ; s .
M8 2 4.50 6.56 45.79 Concentracion [mM]
M9 2 4.50 6.20 37.83
Tabla 29. Cuantificacion de acetato de etilo con ASICS vy error relativo a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACETATO DE ETILO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 1 1.15 MAL IDENTIFICADO |  -—--- % 2 Modslo lineal :
M2 2 2.30 MAL IDENTIFICADO | - B y=0.7783x + 0.0600, R*=0.8585 e
Q © -7
M3 3 4.63 4.03 -13.02 @ Py .
M4 3 4.63 3.80 -18.07 ;§ ° T
M5 1 1.15 MAL IDENTIFICADO |  -—--- é B PR
M6 3 4.63 3.16 -31.75 g o e
8] .
M7 1 1.15 MAL IDENTIFICADO | = ---- ' f ‘ ' f
25 3.0 3.5 4.0 4.5
M8 2 2.30 MAL IDENTIFICADO |  -—--- Concentracion [mM]
M9 2 2.30 1.85 -19.65
Tabla 30. Cuantificacion de acetoina con ASICS vy error relativo a la concentracion gravimétrica. Se
muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACETOINA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 2 0.50 0.74 47.10 % . Modelo lineal 3
M2 3 1.00 1.43 42.87 B o y=1.3924 x + 0.0267, R* = 0.9929 g .
o - g
M3 2 0.50 0.68 36.11 2 o -
M4 3 1.00 1.35 34.66 5 o =
8 ° E B
M5 3 1.00 1.47 46.77 g w e
M6 1 0.25 0.36 4374 g .| -7
O °le
M7 2 0.50 0.77 54.39 ' ' ' '
0.4 0.8 0.8 1.0
M8 1 0.25 0.38 50.92 Concentracién [mM]
M9 1 0.25 0.37 49.71
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Tabla 31. Cuantificacion de acido acético con ASICS y error relativo a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion

ACIDO ACETICO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 2 8.20 8.54 4.21 = Modalo lineal [y
M2 2 8.20 9.41 14.82 % & y=1.2720 x - 0.6550, R? = 0.9495 /,.f"
M3 2 8.20 11.00 34.21 é “ L a *
M4 3 16.40 21.85 33.29 S .7
8 o pg
M5 1 4.10 411 0.34 g - o |
M6 3 16.40 21.64 31.95 S - ._,,—"'/
M7 3 16.40 17.25 5.22 R A
M8 1 4.10 NO IDENTIFICADO | - Concentracién [mM)]
M9 1 4.10 5.26 28.33
Tabla 32. Cuantificacion de acido benzoico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la gréafica de Cuantificacién ASICS vs Concentracion.
ACIDO BENZOICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacién [mM] Error [%]
M1 1 0.35 0.47 35.03 S o Modelo lineal 1
M2 2 0.70 0.91 30.17 % @ y =1.2449 x + 0.0400, R?=0.9980 /_,'"l
M3 3 1.40 1.74 24.59 é i P .
M4 1 0.35 0.50 41.66 ;§ ; - -
M5 3 1.40 1.83 30.79 S - LY
M6 2 0.70 0.89 27.82 ‘§ sf 7
O ) ]
M7 2 0.70 0.90 28.73 o oo o 0 M L
M8 1 0.35 0.48 36.04 Concentracion [mM]
M9 3 1.40 1.79 27.62
Tabla 33. Cuantificacion de &cido citrico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO CITRICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 2 2.60 4.37 68.08 =) Modelo lineal ®
M2 3 5.20 8.44 62.28 % © y=1.6714x - 0.0367, R* = 0.9844 /_,-"’.
M3 2 2.60 3.75 44.31 é . L -
M4 1 1.30 1.88 44,56 5 ¢ -
M5 3 5.20 9.17 76.41 g - e
M6 1 1.30 2.45 88.13 § s -7
M7 2 2.60 4.73 82.08 ; : : i
M8 1 1.30 2.13 64.04 Concentracion [mM]
M9 3 5.20 8.38 61.28
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Tabla 34. Cuantificacion de acido férmico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

ACIDO FORMICO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 1 1.05 0.89 -15.00 % ° Modelo lineal ’,,‘.
M2 2 210 1.76 -16.37 o y=0.7937 x + 0.0526,R2=0.9927 -~
8] P
M3 3 4.19 3.30 21.27 9 o P
M4 2 2.10 1.90 -9.28 ;§ q 3 -
M5 2 2.10 1.69 -19.40 é e P
g o -
M6 1 1.05 0.92 -12.15 § F e
M7 3 4.19 3.41 -18.70 ' f ' ' ‘ ' T
1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0
M8 3 4.19 3.36 -19.85 Concentracién [mM]
M9 1 1.05 0.72 -31.03
Tabla 35. Cuantificacion de &cido fumérico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO FUMARICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] | Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 2 0.10 0.17 73.18 % Modelo lineal 3
M2 2 0.10 0.17 73.27 ; § y =1.1667 x + 0.0350, R* = 0.9665 /,,-’ [
3 -
M3 1 0.05 0.09 80.96 2 g e
M4 3 0.20 0.28 38.03 S .
Q5 .-
M5 2 0.10 013 25.74 g s ]
M6 1 0.05 0.09 77.85 § o | -7
O © e
M7 3 0.20 0.27 33.04 T f ‘ '
0.05 0.10 0.15 0.20
M8 3 0.20 0.25 23.63 Concentracion [mM]
M9 1 0.05 0.09 80.35
Tabla 36. Cuantificacion de acido galacturénico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO GALACTURONICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] | Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 1 2.30 3.84 67.22 % ° Modalo lineal *]
M2 1 2.30 3.64 58.19 n y=0.8819x + 15432, R*=0.9776 e
) o
M3 3 9.13 9.08 -0.52 @ ° T
M4 2 4.60 5.92 28.67 § " g
8 ¢ 3~
M5 2 4.60 4.93 7.20 g Pt
M6 1 2.30 3.44 49.74 G o {g .-
3 L
M7 3 9.12 9.59 5.07 ' ‘ f ‘ ' ' '
3 4 5 6 7 8 9
m8 3 9.13 10.21 11.87 Concentracion [mM]
M9 2 4.60 5.64 22.64
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concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

ACIDO GALICO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla Nivel | Concentracion [mM] | Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 2 0.30 0.48 59.47 % Modalo lineal P
M2 3 0.60 0.96 60.88 e y=15857x + 0.0117, R*=0.9996 .-~
M3 1 0.15 0.25 63.38 é i o
M4 3 0.60 0.97 62.49 § S e
M5 2 0.30 0.49 64.40 é < ./,-"
M6 1 0.15 0.26 70.25 § ) LT i
o ]
M7 2 0.30 0.49 62.37 o o o -
m8 3 0.60 0.96 60.48 Concentracion [mM]
M9 1 0.15 0.24 58.86
Tabla 38. Cuantificacion de acido glucénico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacién ASICS vs Concentracion.
ACIDO GLUCONICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 2 2.50 3.01 20.33 % L Modelo lineal /4-
M2 1 1.25 MAL IDENTIFICADO | - . y=1.3259x - 0.3912, R*=0.9895 -
M3 2 2.50 3.02 20.81 é : : /,-""
M4 1 1.25 1.03 -17.41 % o .- i
M5 3 4.97 6.46 29.96 g T
M6 3 4.97 6.14 23.58 S o /,-"’
M7 1 1.25 MAL IDENTIFICADO | - A ; : . :
M8 2 2.50 3.09 23.70 Concentracion [mM]
M9 3 4.97 5.88 18.40
Tabla 39. Cuantificacion de acido lactico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO LACTICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 3 22.67 17.94 -20.89 % Modalo lineal 3
M2 1 5.65 4.11 -27.27 o w | YT 0.7609 x + 0.8997, R*=0.9766 .-~
M3 1 5.65 5.35 -5.24 é } ) Pt
M4 2 11.30 10.88 -3.68 § o
M5 1 5.65 5.47 3.16 g e
M6 2 11.30 8.24 2712 § . e
M7 3 22.66 18.65 -17.72 © . * M M -
M8 2 11.30 10.37 -8.21 Concentracion [mM]
M9 3 22.66 17.51 -22.75
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Tabla 40. Cuantificacion de acido mélico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

ACIDO MALICO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 13.19 18.38 39.33 z ® Modalo lineal *
M2 1 3.30 5.59 69.39 % f y=13372x + 12349, R*=0.9945 .-~
N e .-
M3 2 6.60 9.92 50.35 D = -
M4 2 6.60 10.75 62.97 5 e
g e 3
M5 1 3.30 5.23 58.55 ke P
= w© -
M6 3 13.19 19.54 48.10 N
3 .
M7 3 13.19 18.50 40.30 ' f ‘ ' f
4 6 8 10 12
M8 2 6.60 10.10 52.99 Concentracién [mM]
M9 1 3.30 5.73 73.57
Tabla 41. Cuantificacion de &cido piravico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO PIRUVICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 2 0.60 0.48 -19.49 g o Modelo lineal s
M2 2 0.60 0.47 2231 % y=0.7528 x + 0.0151, R* = 0.9969 ,,"'
Q .-
M3 3 1.20 0.89 -26.15 @ © 7
M4 3 1.20 0.93 -22.80 3 ., P
] ° .o
M5 1 0.30 0.23 -22.33 g e
M6 1 0.30 NO IDENTIFICADO 8 24 _.-7
O -
M7 1 0.30 NO IDENTIFICADO ! ' ‘ ' '
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
M8 2 0.60 NO IDENTIFICADO Concentracién [mM)
M9 3 1.20 0.93 -22.71
Tabla 42. Cuantificacion de acido salicilico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO SALICILICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 1.40 1.82 29.81 = Modelo lineal Pl
M2 2 0.70 0.90 27.77 % @ y=13095x - 00217,R?=09998 -~
@ "
M3 1 0.35 0.43 22.23 2 e
M4 1 0.35 0.43 24.28 é " e
o’
M5 1 0.35 0.44 25.30 é = Pt
M6 3 1.40 1.81 28.99 5 P
o Z £
M7 2 0.70 0.91 29.39 ' ' ‘ f ‘ f
04 0.6 0.8 1.0 1.2 14
M8 3 1.40 1.80 28.71 Concentracion [mM]
M9 2 0.70 0.89 27.02
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Tabla 43. Cuantificacion de &cido shikimico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

ACIDO SHIKIMICO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 2 0.30 0.64 114.05 = Modelo lineal ]
M2 3 0.60 1.13 87.77 % 2 y=16540x + 00800, R*=09690 -~ &
@ o
M3 1 0.15 0.33 120.90 2 =2 e
M4 2 0.30 0.67 123.16 5, s
o ’,“
M5 1 0.15 0.29 94.43 .§ e
= - _ -
M6 3 0.60 1.00 66.85 S ° | g
3 (8
M7 3 0.60 1.04 72.18 ! [ ' f f
0.2 0.3 0.4 05 06
M8 1 0.15 0.27 81.50 Concentracion [mM]
M9 2 0.30 0.56 88.30
Tabla 44. Cuantificacion de &cido sérbico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO SORBICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 1 0.40 0.61 53.54 5 @ Modelo lineal .
M2 3 1.60 2.56 59.65 % y=1.6262x - 0.0600, R = 0.9993 o
O ° -t
M3 2 0.80 1.20 49.82 @ " 7
M4 3 1.60 2.56 60.08 ;§ 2 e
M5 3 1.60 253 58.09 s . e
M6 1 0.40 0.61 52.78 g Piae
O
M7 2 0.80 1.23 53.37 ! ' ' ' ' ' '
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
M8 1 0.40 0.60 50.52 Concentracion [mM]
M9 2 0.80 1.22 52.42
Tabla 45. Cuantificacion de &cido tartarico con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ACIDO TARTARICO ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 3 33.11 30.54 -7.74 % 2 Modalo lineal .
M2 3 33.09 21.35 -35.48 PPy y =0.5868 x + 6.3875, R*=0.6594 ’
o 4 .
M3 2 16.54 22.46 35.78 @ : e
< _ T .
M4 1 8.35 10.16 21.61 ;§ ~ BIPE
M5 1 8.35 11.31 35.43 S e St
M6 3 33.10 23.95 -27.65 g, e
o - : [ ]
M7 2 16.55 21.50 29.94 ' ' ' f ‘
10 15 20 25 30
M8 1 8.35 9.19 10.05 Concentracién [mM]
M9 2 16.54 9.12 -44.87
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Tabla 46. Cuantificacion de alanina con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacién ASICS vs Concentracién

ALANINA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 2 1.10 MAL IDENTIFICADO | - 5 3 Modalo linaal .
M2 1 0.55 0.95 72.79 % o y=1.1235x + 0.3971, R* = 0.9939 ,_,-""
M3 3 221 2.96 34.03 % ) s
M4 2 1.10 MAL IDENTIFICADO |  ----- ;é “ ~ e
M5 1 0.55 1.08 95.85 S = e
M6 1 0.55 MAL IDENTIFICADO |  — § o e -
M7 2 1.10 MAL IDENTIFICADO | os . o .
M8 3 2.21 2.80 26.85 Concentracion [mM]
M9 3 2.21 MAL IDENTIFICADO | -
Tabla 47. Cuantificacion de arabinosa con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ARABINOSA ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%]
M1 3 6.57 11.13 69.39 = Modelo lineal e
M2 2 3.30 6.14 86.06 % 2 1 y=1.5471x + 0.8439, R?=0.9823 .,,/"'
M3 1 1.65 MAL IDENTIFICADO | - é © 4 . e
M4 3 6.57 11.07 68.55 S -
M5 1 1.65 2.97 80.28 g LT
M6 1 1.65 MAL IDENTIFICADO | - ‘§ i /.f"/
M7 2 3.30 5.63 70.60 © * ; i i : :
M8 2 3.30 6.72 103.74 Concentracion [mM]
M9 3 6.57 10.61 61.52
Tabla 48. Cuantificacion de arginina con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
ARGININA ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 5.85 7.91 35.19 S Modelo lineal E E
M2 3 5.85 7.35 25 66 % - y=1.2030 x + 0.7400, R? = 0.9882 _/,/" .
M3 2 2.90 4.36 50.30 % o - /,-"’/
M4 3 5.85 8.09 38.38 § Pt :
M5 1 1.45 2.46 69.40 8 - - Py >4
M6 1 1.45 2.38 64.28 E S o ’
3 3
M7 2 2.90 3.86 33.05 ; : i . :
M8 1 1.45 2.65 82.57 Concentracién [mM]
M9 2 2.90 4.41 52.25
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Tabla 49. Cuantificacion de cadaverina con ASICS y error relativo a la concentracion gravimétrica.

CADAVERINA ASICS (Estandar interno)

Mezcla Nivel Concentracién [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 1 0.05 MAL IDENTIFICADA |  -—--
M2 1 0.05 MAL IDENTIFICADA | -
M3 2 0.10 MAL IDENTIFICADA | -
M4 2 0.10 MAL IDENTIFICADA |  -—--
M5 1 0.05 MAL IDENTIFICADA |  -——--
M6 2 0.10 MAL IDENTIFICADA |  -—--
M7 3 0.20 MAL IDENTIFICADA | -
M8 3 0.20 MAL IDENTIFICADA | -
M9 3 0.20 MAL IDENTIFICADA |  -——--

Tabla 50. Cuantificacion de epicatequina con ASICS y error de cuantificacién respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

EPICATEQUINA

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 0.40 0.68 69.02 5 s Nodolo el 3
M2 2 0.20 0.35 75.07 o S Y=16417x + 00096 R?=09982 -~
M3 3 0.40 0.66 65.72 é 3 _/,,-"’
M4 1 0.10 0.18 83.12 ;§ 3 .- -
M5 1 0.10 0.17 73.02 S o PRl
M6 2 0.20 0.33 66.20 § o]
o ° |&
M7 2 020 033 67.60 0‘110 o‘r15 o‘rzo o.;s o.;u o‘gs o.Lo
M8 1 0.10 MAL IDENTIFICADO | - Concentracién [mM]
M9 3 0.40 0.66 64.82
Tabla 51. Cuantificacion de fructosa con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
FRUCTOSA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 1 2.81 9.21 228.35 % 8 Modelo lineal .
M2 3 11.25 21.38 89.99 Y y=1.6693x + 3.6590, R*=0.9630 ,-;'
M3 2 5.60 12.46 122,50 % 8 ol }
M4 3 11.25 25.02 122.31 ;§ o e
M5 2 5.60 12.54 124.03 g e
M6 3 11.26 21.02 86.75 § e i
M7 1 2.80 7.90 182.23 © * i . . M
M8 1 2.80 8.08 188.49 Concentracion [mM]
M9 2 5.60 13.76 145.84
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Tabla 52. Cuantificacion de furfural con ASICS y error de cuantificacién respecto a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

FURFURAL ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 1 0.10 NO IDENTIFICADO |  ---- = Modelo lineal K]
M2 3 0.40 0.32 -19.23 % 8 4 y=08167x - 0.0033, R?*= 0.9917 /,—f"
M3 2 0.20 0.15 -23.11 % q | e -
M4 2 0.20 0.17 -14.35 ;é ° 7
M5 1 0.10 NO IDENTIFICADO |  ---- é 8 e i
M6 3 0.40 0.33 -16.48 E o | 2T }
M7 1 0.10 NO IDENTIFICADO |  ---- © s 7020 ons 50 ons i
m8 3 0.40 0.32 -18.81 Concentracion [mM]
M9 2 0.20 NO IDENTIFICADO |  ----
Tabla 53. Cuantificaciébn de GABA con ASICS y error de cuantificacion respecto a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
GABA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 1 1.00 1.67 66.72 % . Modelo linsal .
M2 2 2.00 3.24 61.92 Py y=1.5746x + 0.0929, R* = 0.9994 ’,/’
M3 2 2.00 3.26 62.85 § 7 /_/.»’/
M4 1 1.00 1.59 59.11 ;§ ] P
M5 3 401 6.45 60.73 § P
M6 1 1.00 1.76 75.77 E I -
s} ! ]
M7 3 401 6.35 58.12 1To 1?5 2fo 2T5 3?0 3?5 4To
M8 2 2.00 3.20 59.93 Concentracion [mM]
M9 3 4.01 6.43 60.13
Tabla 54. Cuantificacion de glucosa con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
GLUCOSA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 10.95 17.22 57.32 s 27 Modelo lineal .
M2 2 5.50 9.57 73.98 % y=14924x + 1.3382,R?= 0.9559,_//"-
M3 1 2.75 4.89 77.99 % z | . -7
M4 3 10.94 17.60 60.79 S o -
M5 1 2.75 4.84 75.90 g . e
M6 1 2.75 5.28 92.10 E o 7
3 ]
M7 2 5.50 11.02 100.39 : . : M
M8 3 10.95 17.54 60.23 Concentracién [mM]
M9 2 5.50 10.03 82.38
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Tabla 55. Cuantificacion de HMF con ASICS y error relativo a la concentracion gravimétrica

HMF ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]
M1 3 0.20 0.17 -12.62
M2 1 0.05 NO IDENTIFICADO
M3 1 0.05 NO IDENTIFICADO
M4 3 0.20 0.19 -4.82
M5 3 0.20 0.17 -14.15
M6 2 0.10 NO IDENTIFICADO
M7 2 0.10 NO IDENTIFICADO
M8 2 0.10 NO IDENTIFICADO
M9 1 0.05 NO IDENTIFICADO

Tabla 56. Cuantificacion de lactato de etilo con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

LACTATO DE ETILO

ASICS (Estandar interno)

Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 3 5.24 7.96 51.83 % © Modelo lineal LJ
M2 1 1.30 2.10 61.32 ‘LT'J ~ - y=1.2838x + 0.6020, R*=0.9707 ’."':
@ -
M3 2 2.60 3.36 29.25 @ e
M4 2 2.60 4.24 62.93 ;§ ] e i
M5 3 5.24 7.22 37.68 g " Py /f'
M6 1 1.30 2.23 71.88 g " (e
O «w+®
M7 1 1.30 2.63 102.74 ! ! ‘ f
2 3 4 5
M8 3 5.24 6.88 31.31 Concentracion [mM]
M9 2 2.60 4.00 54.06
Tabla 57. Cuantificacion de metanol con ASICS y error de cuantificacion respecto a la
concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
METANOL ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 3 12.61 30.98 145.75 % 3 Modelo lineal 2
M2 1 3.15 7.62 141.82 PPy y=24045x + 0.1277,R*=0.9978  _-~
0 & P
M3 1 3.15 8.17 159.28 2 P
o .-
M4 2 6.35 15.01 136.33 5 Pite
g o '
M5 1 3.15 7.97 152.92 g e
M6 3 12.61 29.73 135.87 g 2 -
&)
M7 2 6.35 14.86 133.88 ' ' ' ' f
4 6 8 10 12
M8 3 12.61 30.97 145.71 Concentracién [mM]
M9 2 6.35 15.33 141.30
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Tabla 58. Cuantificacion de prolina con ASICS y error de cuantificacion respecto a la concentracion
gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

PROLINA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel | Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%]
M1 2 8.70 13.93 60.16 % g Modelo lineal ’,.
M2 1 4.35 7.03 61.60 i y=13293x + 16294, R?=09922 -~
M3 3 17.44 2350 34.74 é 8 i
M4 1 4.35 7.18 65.18 § e L -
M5 1 4.35 6.98 60.42 é P A
M6 2 8.70 13.79 58.44 E # ,."/,
O &
M7 3 17.44 25.00 43.36 . . . M M M M
M8 3 17.45 25.43 45.73 Concentracion [mM]
M9 2 8.70 13.22 52.03
Tabla 59. Cuantificacion de putrescina con ASICS y error relativo a la concentracion gravimétrica.
PUTRESCINA ASICS (Estandar interno)
Mezcla Nivel Concentracién [mM] Cuantificacién [mM] Error [%]

M1 2 0.10 NO IDENTIFICADO | -

M2 3 0.20 NO IDENTIFICADO | = -

M3 2 0.10 MAL IDENTIFICADO | -

M4 3 0.20 NO IDENTIFICADO | = -

M5 1 0.05 NO IDENTIFICADO | -

M6 1 0.05 NO IDENTIFICADO | = -

M7 3 0.20 NO IDENTIFICADO | = ——

M8 1 0.05 NO IDENTIFICADO | = -

M9 2 0.10 NO IDENTIFICADO | -

Tabla 60. Cuantificacion de sacarosa con ASICS y error de cuantificacion respecto a la

concentracion gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.
SACAROSA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel Concentracion [mM] Cuantificacién [mM] Error [%)]

M1 2 1.50 3.04 102.41 g o Modelo lineal H
M2 1 0.75 1.61 115.36 % - y=18650x + 0.2244, R*=0.9934 e
M3 3 3.01 5.52 83.61 é . B o
M4 3 3.01 6.09 102.71 5 P B
M5 1 0.75 1.54 104.96 g- Y
M6 3 3.01 5.85 94.64 § o1
M7 2 1.50 3.08 105.27 ° 1To 1?5 zjo 2‘[5 370
M8 2 1.50 3.11 107.10 Concentracién [mM]
M9 1 0.75 1.61 114.51
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Tabla 61. Cuantificacion de trigonelina con ASICS y error de cuantificacién respecto a la
concentraciéon gravimétrica. Se muestra la grafica de Cuantificacion ASICS vs Concentracion.

TRIGONELINA ASICS (Estandar interno)
Mezcla | Nivel Concentracion [mM] Cuantificacion [mM] Error [%)]
M1 2 0.30 0.38 26.40 % ~ | Modelo lineal e
M2 1 0.15 0.18 21.36 i y=11984x + 0.0117,R*=0.9985 -~
O o7 -
M3 1 0.15 0.20 32.00 @ ) 7
M4 3 0.60 0.74 24.23 § . e
M5 1 0.15 0.19 24.21 8 . P -8
S o 7 e
M6 3 0.60 0.73 22.05 § ~ i
o o8
M7 2 0.30 0.36 20.62 ! ! ! ' '
02 0.3 0.4 05 0.8
M8 2 0.30 0.38 2512 Concentracion [mM]
M9 3 0.60 0.72 21.79
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Anexo V. Errores en la identificacion de ASICS

A continuacién se describe un conjunto de errores de identificacion en el andlisis de

mezclas de 38 metabolitos con sefiales de RMN-!H traslapadas.

Acetato de Etilo

En los resultados de cuantificacion del acetato de etilo se observa que ocurrieron varios
errores en su identificacion (Tabla 29). En la Figura 19 se muestra el espectro de la
mezcla 1 superpuesto con el espectro de acetato de etilo modelado y de la biblioteca. Se
observa que las sefiales del acetato de etilo (singulete 2.07 ppm; cuadruplete 4.13 ppm)
se encuentran traslapadas con las sefales de la prolina (multiplete 2.06 ppm; multiplete
4.13 ppm), cuyo nivel medio de concentracién es de 13.93 mM mientras que el del acetato
de etilo es 2.30 mM. Como se puede ver (Figura 19A), el espectro alineado se encuentra
desplazado 0.0086 ppm respecto al espectro de la biblioteca, colocandose en el
desplazamiento quimico de la sefial del &cido acético. Se observa que su intensidad no se
ajusta a la sefial del acido acético por lo que se presume queda en funcion del ajuste del
cuédruple de 4.13 ppm (Figura 19B), que tampoco se modela correctamente. La misma
situacién ocurrié en las mezclas 2, 5, 7y 8.

30

= Espectro mezcla 1 S | = Espectro mezcla 1
Espectro Acetato de etilo (Alineado) Espectro Acetato de etilo (Alineado)
A) - Espectro Acetato de etilo (Biblioteca) B) - Espectro Acetato de etilo (Biblioteca)

25
L

20

Appm = 0.0086

Intensidad
15
L
Intensidad

10

T T T T T T T T T T T
2.085 2.080 2.075 2.070 2.065 4.16 4.15 4.14 4.13 4.12 4.11

ppm ppm

Figura 19. Expansion del espectro de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la mezcla 1
superpuesto con el espectro del acetato de etilo alineado y de la biblioteca de ASICS.

Acido acético

Los resultados de cuantificacion del &cido acético se presentan en la Tabla 31, se muestra
gue la identificacién tuvo éxito en la mayoria de los casos exceptuando la mezcla 8. La

causa de la falla en la identificacion se debe a que el singulete caracteristico del acido
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acético (2.08 ppm) fue identificado errbneamente como el singulete del acetato de etilo
(2.07 ppm). En la Figura 20 se observa que el espectro modelado del acetato de etilo
ocupa el area que corresponde a la sefial del acido acético. Con lo anterior se prueba que

el método de ASICS no permite asignar una misma sefial a dos compuestos.

35
1

= Espectro mezcla 8
Espectro Acetato de etilo (Alineado)

Intensidad
20 25 30
L L L

15
1

10
1

2.085 2.080 2.075 2.070 2.065

Figura 20. Expansion del espectro de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la mezcla 8
de 2.085-2.065 ppm, superpuesto con el correspondiente espectro alineado del acetato de etilo.

Acido glucénico

Los resultados de cuantificacion del acido glucénico se muestran en la Tabla 38, se
observa que la identificacion no tuvo éxito en las mezclas 2 y 7. Cabe destacar que las
sefales del acido glucénico en 4.10 ppm (multiplete) y 4.36 ppm (doblete) se encuentran
traslapadas con la sefal de la fructosa de 4.09 ppm y la sefial del lactato de etilo en 4.37
ppm respectivamente. En la Figura 21 C y D se muestran acercamientos del espectro de
la mezcla 4 en la regién del acido glucoénico, se observa que la alineacion del doblete de
4.36 ppm no fue correcta, no obstante, el multiplete de 4.10 ppm se alined
satisfactoriamente. El ajuste en la intensidad de las sefales no fue el adecuado quedando

muy por debajo de la intensidad real.

El caso contrario ocurrio con las mezclas 1, 3y 8. Como ejemplo, en la Figura 21 Ay B se
muestra el espectro de la mezcla 1, donde se observa que el doblete de 4.36 ppm se
aline6 de manera correcta, y aunque la alineacion del multiplete de 4.10 ppm fallg, la
cuantificaciéon final fue correcta (cuantificaciones proporcionales a las gravimétricas, tal

como se puede confirmar en el modelo lineal presentando en la Tabla 38).

En las mezclas 5, 6 y 9 la alineacion fue correcta en ambas sefiales. En la Figura21 Ey F
se muestra como ejemplo el acercamiento del espectro de la mezcla 5.
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De acuerdo con el error reportado en la Tabla 38, fue suficiente con que solo una sefial se

ajustard adecuadamente (en desplazamiento quimico e intensidad) para obtener

resultados coherentes de cuantificacién con respecto a la concentracion gravimétrica.

Intensidad

Intensidad

Intensidad

;7 = Espectro mezcla 1
~— Espectro Acido glucénico (Alineado)
A) — Espectro Acido glucdnico (Biblioteca)
<

Appm = 0.0062
—

4.370 4.365 4.360 4.355 4.350 4.345 4.340

ppm

w = Espectro mezcla 4
~— Espectro Acido gluctnico (Alineado)
—— Espectro Acido glucénico (Biblioteca)
- 4 C)
“~ Appm = 0.001
o
o
o
T T T T T T T
4.370 4.365 4380 4.355 4.350 4.345 4.340
ppm
24 = Espectro mezcla 5
~— Espectro Acido glucénico (Alineado)
——  Espectro Acido glucdnico (Biblioteca)
© - E)
© Appm = 0.0067
A
=]
T T T T T T T
4370 4.365 4.360 4.355 4.350 4.345 4.340

ppm

Intensidad

Intensidad

Intensidad

25 3.0

20

= Espectro mezcla 1
~— Espectro Acido glucénico (Alineado)
—— Espectro Acido glucénico (Biblioteca)

Appm = 0.0083

D)

Appm = 0.0034

= Espectro mezcla 4
~— Espectro Acido glucénico (Alineado)
—— Espectro Acido glucénico (Biblioteca)

4.12

F)

= Espectro mezcla 5
~— Espectro Acido glucénico (Alineado)
— Espectro Acido glucénico (Biblioteca)

Figura 21. Expansiones en la region del acido glucénico de los espectros de RMN-H (700MHz,
300K, EtOH/H20:D20 6:4) de las mezclas 1 (A, B), 4 (C, D) y 5 (E, F) superpuestos con sus
correspondientes espectros de acido glucénico alineados (rojo) y de la biblioteca (azul).
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Acido piravico

Los resultados del acido piravico se presentan en la Tabla 41, se observa que la
identificacion y cuantificacion se realizé con éxito en las mezclas 1, 2, 3, 4, 5y 9. Cabe
resaltar que la sefial del acido pirtvico se solapa con la sefial de 2.34 ppm de la prolina, lo
gue influy6 durante la identificacion. Al analizar los niveles de concentracién de la prolina

y del &cido piravico en las mezclas 6, 7 y 8 se observa que la concentracion de prolina en

estas mezclas es mucho mayor que la del acido pirtvico lo que dificulta su identificacion”.
Alanina

Los resultados de la alanina se presentan en la Tabla 46 se observa que la identificacion
no fue satisfactoria en las mezclas 1, 4, 6, 7 y 9. En la Figura 22A, se muestra el espectro
de RMN-!H de la mezcla 1 superpuesto con el espectro de la alanina (doblete) modelado.
Como se puede ver, la sefial de la alanina es alineada de manera errénea con un par de
sefales correspondientes a impurezas, la misma situacién ocurrié con las mezclas 4, 6, 7,
9. En la Figura 22B, se muestra el espectro de RMN-!H de la mezcla 2 superpuesto con el
correspondiente espectro de la alanina alineada, en este caso, la identificacion fue exitosa
puesto que se selecciond el doblete correcto en el espectro de la mezcla. La constante de
acoplamiento Ju.n de la alanina es de 7.28 Hz al igual que la distancia entre picos de las
sefiales de impurezas, es probable que esto dificulte la capacidad de ASICS para

distinguir ambas sefiales.

" En las mezclas 6 y 7 el acido pirtivico se encuentra con el nivel 1 de concentracion (0.30 mM),
mientras que la prolina tiene el nivel 2 (8.70 mM) y 3 (17.44 mM) respectivamente. En la Mezcla 8
el &cido piravico tiene el nivel 2 (0.60 mM) y la prolina el nivel 3 (17.44 mM).
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= Espectro mezcla 1 = = Espectro mezcla 2
A) Espectro Alanina (Alineado) Espectro Alanina (Alineado)

Alanina Impurezas acido lactico
r i T L 1 Alanina Impurezas acido lactico

© | |

Intensidad
Intensidad
2
I

T T T T T T T T T T
1.50 1.49 1.48 147 1.46 1.50 1.49 148 1.47 1.46

ppm ppm

Figura 22. Expansion de los espectros de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H>0:D>0 6:4) en la
region de la alanina de: A) Mezcla 1, B) Mezcla 2. Ambos superpuestos con el correspondiente
espectro de alanina alineado.

Arabinosa

En los resultados de la identificacion y cuantificacibn de la arabinosa (Tabla 47) se
observa que no fue identificada en las mezclas 3 y 6, debido a que la sefial de la
arabinosa de 5.22 ppm se traslapa parcialmente con la sefial de 5.21 ppm de la glucosa.
En la Figura 23 se muestra la expansion en la region de la arabinosa del espectro de
RMN-tH de la mezcla 3 y 6 superpuesto con el correspondiente espectro de la arabinosa
modelado y de la biblioteca. En la Figura 23 Ay B se muestran los espectros de la mezcla
3 donde se observa que la sefial de 5.22 ppm de la biblioteca se desplaza 0.028 ppm
alineandose erréneamente con un doblete caracteristico del acido glucénico, de igual
forma la sefial de 4.49 ppm se desplaza 0.027 ppm alineandose de forma incorrecta con
la sefal del acido malico. En la mezcla 6 (Figura 23 C y D) ocurrié un problema anélogo,
con la diferencia de que en este caso el desplazamiento del espectro de la biblioteca fue
menor (0.018 y 0.019 ppm) quedando alineadas parcialmente con las mismas sefiales del

acido glucénico y acido malico.
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T - Espectro mezcla 3
Espectro Arabinosa (Alineado)
B) —— Espectro Arabinosa (Biblioteca)
Appm = 0.027
T T T T T T
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= Espectro mezcla 6
Espectro Arabinosa (Alineado)
D) —— Espectro Arabinosa (Biblioteca)
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\
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Figura 23. Expansion de los espectros de RMN-'H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D20 6:4) de la

mezcla 3 (Ay B), y de la mezcla 6 (C y D), superpuestos con el correspondiente espectro de la
arabinosa alineada (rojo) y de la biblioteca (azul).

En los resultados de cuantificacion de la epicatequina (Tabla 50) se muestra que ASICS

fallé en la mezcla 8. En la Figura 24 se presentan tres regiones del espectro de la mezcla

8 superpuestos con el espectro de la epicatequina alineada y de la biblioteca. Como se

observa en la Figura 24 A y B, el espectro alineado de la epicatequina no se posiciona

sobre ningun pico en dos de sus sefiales. En la Figura 24C se sefiala con una flecha la

sefial caracteristica de la epicatequina, se logra ver que el espectro alineado se encuentra

posicionado en el lugar incorrecto. La causa de esta falla, que ya se ha presentado en

espectros anteriores, no es facil de identificar puesto que no habria motivo para colocar

los espectros en zonas donde no hay sefal alguna, sin embargo, parece ser un error

recurrente.
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Figura 24. Espectro de RMN-'H (700 MHz, 300K, EtOH/H-0:D-0 6:4) de la mezcla 8 superpuesto
con el correspondiente espectro de la epicatequina alineado (rojo) y de la biblioteca (azul).

8.1.1.1 Furfural y HMF

Los resultados de cuantificacion del furfural y del HMF se muestran en la Tabla 52 y Tabla
55 (Anexo 1V), las sefiales consideradas para la cuantificacién de estos compuestos se
posicionan en 9.49 ppm (furfural) y 9.45 ppm (HMF). En las mezclas estudiadas este par
de sefales no se encuentran traslapadas y por lo tanto podria pensarse que su
identificacion es mas sencilla, no obstante, como se observa en las cuantificaciones, la
sefal del furfural no fue identificada en cuatro mezclas (1, 5, 7, 9) y la del HMF en seis
mezclas (2, 3, 6, 7, 8, 9). Las mezclas de furfural donde la identificacién no fue exitosa
corresponden con el nivel de concentracion bajo (mezclas 1, 5, 7) y medio (mezcla 9).
Respecto al HMF, sucedi6 algo similar dado que en todas las mezclas del nivel bajo (2, 3,

9) y nivel medio (6, 7, 8) la identificacién no tuvo éxito.

La causa del error en la identificacion de estos dos compuestos no logré ser detectada
puesto que al analizar los espectros de la biblioteca del HMF y del furfural se descart6 la
presencia de sefiales adicionales que pudieran haber sido detectados por el algoritmo de
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ASICS. Ademas, en todos los espectros de las mezclas las sefiales de estos dos

compuestos quedan por arriba del umbral seleccionado (0.005).

8.1.1.2 Acido shikimico y acido fumarico

La identificacion del acido shikimico y del &cido fumarico fue correcta en todos los casos,
sin embargo, la cuantificacion se vio afectada por la presencia de la sefial de la arginina
en 6.90 ppm que corresponde a los protones del grupo guanidina que generan una sefial
ancha. En la Figura 25 se muestra a manera de ejemplo el espectro de la mezcla 2
superpuesto con el espectro alineado del acido shikimico, asi como el espectro de la
mezcla 3 con el espectro de alineado del acido fumarico. En ambos casos se observa que
la linea base de los espectros alineados se encuentra por debajo de la linea base de los

espectros de las mezclas, lo que genera cuantificaciones sobreestimadas.
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= Espectro mezcla 2 = Espectro mezcla 3
Espectro Acido Shikimico (Alineado) Espectro Acido Fumarico (Alineado)
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Intensidad
0.2 0.3
1 1
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1
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0
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T T T T T T T T T T
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Figura 25. Expansion de los espectros de RMN-H (700MHz, 300K, EtOH/H20:D>0 6:4) de: A)
Mezcla 2 superpuesto con espectro alineado del acido shikimico. B) Mezcla 3 superpuesto con
espectro alineado del acido fumarico.

8.1.1.3 Cadaverinay putrescina

Finalmente, respecto a la cadaverina y la putrescina, la identificaciéon no fue exitosa en
ninguna de las 9 mezclas. Se presume que la causa radica en la baja concentracion de
estos compuestos (con un nivel medio de 0.1 mM) ademas del traslape que sufren con las
sefiales de la arginina (1.91 ppm) que se encuentra con un nivel medio de concentracion

mucho mayor (2.90 mM).
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