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RESUMEN

La miel es considerada un alimento nutracéutico debido a sus multiples usos y beneficios, desde la antigliedad
ha sido utilizado como un complemento alimenticio natural, y en la actualidad se ha ido introduciendo en la
industria como un ingrediente en diversos productos cosméticos y farmacéuticos. Algunas de las moléculas
responsables de estos beneficios son los aminoacidos, los cuales provienen mayoritariamente del polen presente
en las flores de donde las abejas recolectan el néctar para la elaboracion de la miel, por lo tanto, la composicién
puede variar dependiendo del origen boténico y geogréfico. Debido a su gran valor nutracéutico, la miel es
blanco de maltiples estrategias de adulteracién, por lo tanto, resulta necesario mostrar la autenticidad de este
alimento. En este trabajo se propone una estrategia analitica para la determinacién del origen geogréafico de la
miel como prueba de autenticidad, por medio del andlisis del perfil de aminoacidos por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) con deteccidn por Fluorescencia, seguido de un analisis quimiométrico,
para establecer una huella dactilar del perfil de las muestras de cada region.
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ABSTRACT

Honey is considered a nutraceutical food due to its multiple uses and benefits, since ancient times it has been
used as a natural food supplement, and currently it has been introduced in the industry as an ingredient in various
cosmetic and pharmaceutical products. Some of the molecules responsible for these benefits are amino acids,
which come mainly from the pollen present in flowers from which bees collect nectar for honey production,
therefore, the composition may vary depending on the botanical and geographical origin. Due to its great
nutraceutical value, honey is the target of multiple adulteration strategies, therefore it is necessary to show the
authenticity of this food. In this work, an analytical strategy is proposed to determine the geographical origin
of honey as proof of authenticity, by analyzing the amino acid profile of different honeys in the country by High
Resolution Liquid Chromatography (HPLC), followed by a chemometric analysis, to establish a fingerprint
profile of the samples from each region.
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INTRODUCCION

La miel es la sustancia dulce natural producida por abejas Apis mellifera a partir del néctar de las
plantas o de secreciones de partes vivas de éstas o de excreciones de insectos succionadores de plantas
gue quedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas recogen, transforman y combinan con
sustancias especificas propias, y depositan, deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que
madure y afieje (FAO,2019). Al ser un producto con alto valor nutricional y presentar beneficios para
la salud, se considera como un alimento nutracéutico (Luchese, 2017).

Actualmente se han reportado més de 300 sustancias bioactivas en la miel, las cuales son responsables
de sus propiedades funcionales y caracteristicas tan especificas, ademas de intervenir en la calidad de
esta, ejemplo de esto, son los aminoacidos (Se et al., 2019), los cuales son moléculas organicas que
estan conformadas por un grupo amino en uno de los extremos de la molécula, y un grupo carboxilo
en el otro extremo, estos grupos estan separados entre si por un Unico atomo de carbono, que es
Ilamado carbono alfa. Una manera de clasificar a los aminoacidos es por la forma en la que se
encuentran en la naturaleza, ya que se pueden encontrar de forma libre o formando péptidos y
proteinas (Dergal, 1999).

Los aminodcidos libres, no se encuentran unidos a ningun otro aminoacido mediante uniones
peptidicas, y debido a su bajo peso molecular, las plantas son capaces de asimilarlos de forma rapida,
por tanto, son de gran importancia en la nutricion de las plantas. Debido a esto, al estar presente de
manera libre en las plantas, la aportacion y presencia de estas moléculas en el proceso de la
recoleccidn del néctar por parte de las abejas y su posterior transformacion en miel es importante, ya
que adquiere caracteristicas del origen de donde se recolecté el néctar. Estas biomoléculas representan
aproximadamente el 1% p/p, donde la cantidad de aminoéacidos libres totales corresponde entre 10 y
200 mg/100 g, siendo la prolina el que se encuentra en mayor proporcion, ya que corresponde
aproximadamente a un 50% de este contenido (lglesias, 2004).

Ademas de la prolina, hay 26 aminodacidos en las mieles y sus proporciones relativas dependen de su
origen (néctar o mielada). Dado que el polen es la principal fuente de aminodcidos de la miel, el perfil
de aminoécidos de una miel podria ser caracteristico de su origen botanico y geografico. Los
principales aminoécidos que han sido identificados en la miel son: &cido glutamico (Glu), acido
aspartico (Asp), asparagina (Asn), serina (Ser), glutamina (GIn), histidina (His), glicina (Gli) ,
treonina (Thr), alanina (Ala), arginina (Arg), acido gamma-aminobutirico (Gaba), prolina (Pro),
tirosina (Tir), valina (Val), metionina (Met), cisteina (Cis), isoleucina (lle), leucina (Leu), triptéfano
(Trp), fenilalanina (Phe), ornitina (Orn) y lisina (Lis) (Miguel et al., 2010).

En México, la produccion de miel se desarrolla en todas las entidades federativas, y actualmente se
encuentra en el octavo lugar a nivel mundial como productor de miel, y en el quinto lugar como
exportador, con una produccion de 61 mil toneladas y una exportacion anual promedio de 33 mil
toneladas en el afio 2019 (SADER, 2020).

A nivel nacional, se cuenta con la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SAG/GAN-2018, produccién
de miel y especificaciones, de la secretaria de agricultura y ganaderia, en donde se establecen las
condiciones que debe cumplir la produccién y comercializacién de miel, la cual incluye caracteristicas
sensoriales, fisicoquimicas y el estudio melisopalinolégico de la miel (NOM-004, 2020). Sin
embargo, debido a su gran valor nutracéutico, y al tratarse del Unico edulcorante producido
naturalmente que puede consumirse directamente sin ningln tipo de procesamiento extensivo, la miel
ha ido cada vez al alza de demanda en el mercado, y debido a esto, se ha convertido en el tercer
alimento més adulterado (Olmsted, 2016).
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Dicha adulteracion puede ser mediante tres métodos diferentes y utilizando diferentes adulterantes
como se muestra en la Fig. 1 (Se et al., 2019):

‘ Adulteracion de la miel}
| |

Miel cara mezclada con miel

barata:
Adulterantes - Miel de acacia con miel de

colza

[

Jarabe de maiz con alta fructosa | [ Jarabe de alimentacion de las abejas |
Jarabe de arroz

Figura 1. Formas de adulteracion en la miel (Se et al., 2019)

Actualmente, existe otro fraude relacionado con el origen geogréfico en la industria apicola, ya que
hay miel importada de otros paises, principalmente por China, que es re-etiquetada y vendida como
producto de origen nacional a un precio muy bajo (Trifkovi¢ et al., 2017). En consecuencia, la
discriminacion del origen de la miel y la diferenciacion entre una miel adulterada y pura se convierte
en un tema muy importante ya que impacta de manera negativa a la industria apicola mexicana. Por
este motivo, es necesario el desarrollo de métodos apropiados que garanticen una competencia leal
entre los productores de miel y puedan estar protegidos contra el fraude.

Debido a las limitaciones de las técnicas de autenticacion clésicas, se han ido buscando otros enfoques
usando métodos analiticos modernos més fiables para determinar los origenes botanicos y geogréficos
de la miel. Los estudios incluyen la medicion del perfil de carbohidratos, el contenido mineral, el
perfil de compuestos fenolicos, perfil de aroma y el perfil de aminoéacidos, utilizando herramientas
analiticas avanzadas como técnicas cromatograficas, técnicas basadas en espectrometria de masas
(MS), espectroscopia vibracional como infrarroja (IR) y técnicas Raman, resonancia magnética
nuclear (RMN) y andlisis de isotopos estables. Cabe resaltar, que en este dltimo enfoque, la
caracterizacion de perfiles de analitos como los aminoacidos, han sido Utiles para la determinacion
del origen geografico y botanico, haciendo énfasis en el uso de técnicas cromatograficas como la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), como técnica para establecer una huella dactilar
del perfil de estos compuestos, que puedan conducir al reconocimiento del patron de una muestra,
mediante el uso de quimiometria (Akbari et al., 2020) (Sun et al., 2017).

El objetivo de este trabajo fue evaluar, con ayuda de métodos quimiométricos, el analisis del perfil
cromatografico de aminoacidos de muestras de miel de diferentes regiones del pais con el fin de
agrupar mieles mexicanas de acuerdo a su origen geografico, como estrategia para la autenticidad de
la miel.

MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos:
Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:

- Estandares de aminoécidos: &cido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), asparagina (Asn),
serina (Ser), histidina (His), glicina (Gli), arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala),
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tirosina (Tir), metionina (Met), valina (\Val), triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe), isoleucina
(le), leucina (Leu) y lisina (Lis), Sigma-Aldrich.
Ortoftaldehido

2-Mercaptoetanol

Tetrahidrofurano

Acetonitrilo

Metanol grado HPLC

Borato de sodio

Fosfato acido de potasio anhidro

Acido Clorhidrico

Agua bidestilada

Agua desionizada con sistema Mili-Q

Equipos:

Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

3.

Potenciémetro

Bafo de ultrasonido

Equipo para filtracidn de solventes Milipore

Balanza analitica

Centrifuga

Purificador de agua

Campana de extraccion

Cromatografo de liquidos de alta resolucion Hewlett Packard 1100, equipado con
desgasificador de linea, bomba cuaternaria, inyector automatico, controlador de temperatura
de columna y detector de fluorescencia y UV-Vis de longitud de onda variable.

Columna Atlantis T3, 150 mm x 2.1 mm, 3 um de t.p.

Materiales:

Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizo el siguiente material:

4.

Pipeta automaética de volumen variable de 10 a 100 pL y de 100 a 1000 pL
Viales &mbar de 2 mL de tapa de rosca

Insertos de vidrio de 250 pL

Filtros PVDF 13 mm de 0.45 y 0.20 pm, Thermo Scientific.

Tubos eppendorf de 2 mL

Metodologia:

Para llevar a cabo el presente trabajo se siguid la siguiente metodologia:

4.1 Obtencion de muestras

Se trabajé con 37 muestras de miel multifloral de 8 estados de México, correspondientes a Jalisco,
Nuevo Leon, Oaxaca, Sonora, Yucatan, Tamaulipas, Quintana Roo y Puebla. La mayoria de las
muestras fue facilitada por apicultores quienes nos proporcionaron informacién de su procedencia.
Las muestras fueron recolectadas durante agosto del 2020 a octubre del 2021, y fueron almacenadas
a temperatura ambiente y protegidas de la luz hasta su analisis.
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4.2 Confirmacion del método cromatografico

Para la obtencion de los perfiles de aminoécidos de las muestras de miel, se partié de métodos
cromatograficos que previamente fueron validados por el grupo de trabajo, sin embargo, antes de
realizar el estudio de los perfiles, se llevo a cabo una confirmacion de este, con la finalidad de
garantizar que el método se encuentra bajo control, de tal manera, que los cambios que se observen
en los perfiles se deban Unicamente a la naturaleza de la muestra. Para la confirmacion se evaluaron
los siguientes parametros:

Selectividad: se evalud por medio del analisis de blancos de derivatizacion de muestra, se obtuvo
su cromatograma y se observé que no existiera presencia de sefiales que pudieran interferir con el
analisis de los perfiles cromatograficos.

Repetibilidad: se eligié una muestra de miel aleatoriamente y se le realiz6 el tratamiento previo
para el anélisis de aminoacidos por la metodologia establecida, por triplicado en un mismo dia. Se
realizo el anélisis cromatogréfico de los triplicados de la muestra bajo las condiciones del método, y
se evaluo la desviacién estandar relativa (DER) del tiempo de retencion y del area de los analitos que
componen el perfil, en donde se estableci6 un criterio < 6% (AOAC International, 2012).

Reproducibilidad: se eligié una muestra de miel aleatoriamente y se le realiz6 el tratamiento previo
para el analisis de aminoacidos por la metodologia establecida, por triplicado en tres dias diferentes
no consecutivos. Se realiz6 el andlisis cromatogréfico de los triplicados de la muestra bajo las
condiciones del método, y se evalud la desviacion estandar relativa (DER) del tiempo de retencion y
del éarea de los analitos que componen el perfil, en donde se establecio un criterio < 11% (AOAC
International, 2012).

4.3 Andlisis cromatografico del perfil de aminoacidos

Una vez confirmado el método cromatografico, se realizd el andlisis del perfil de aminoécidos por
CLAR de cada una de las muestras, realizando un tratamiento previo, el cual consistidé en una
extraccion y derivatizacion para su posterior analisis.

4.3.1 Tratamiento previo de las muestras

Todas las muestras fueron homogenizadas, posteriormente se pesaron 2 gramos de cada una y se
afiadieron 10 mL de agua/metanol en relacién 1:1. La solucion se llevé a bafio de ultrasonido por 15
minutos y después se paso a tubos eppendorf para centrifugarlos por 10 minutos a 8000 rpm., el
sobrenadante obtenido se filtré con acrodiscos de 0.2 um, y se recupero el filtrado para posteriormente
realizar una reaccién de derivatizacion. Se tomaron 10 pL de la muestra filtrada, se afiadieron 30 pL
de solucion de Ortoftaldehido y 60 pL de agua bidestilada, se agit6 exactamente por un minuto y se
recuperd la muestra en viales con insertos para ser inyectada en el cromatografo a los 3 minutos
después de la reaccion.

4.3.2 Condiciones cromatogréaficas

Todas las muestras fueron analizadas en un cromatégrafo de liquidos HP-1100 con deteccién de
fluorescencia bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1:

Tabla 1. Condiciones cromatograficas del método para el analisis de aminoacidos.

Fase mévil A Metanol/Buffer fosfatos/THF (12:85:3)
Fase movil B Metanol/Buffer fosfatos/THF (55:42:3)
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Columna Atlantis T3 150 x 2.1 mm 3 ym t.p.

Flujo 0.2 mL/min.

Vol. inyeccion 5puL

Temperatura 37°C

Deteccion Fluorescencia Aex = 356 nm y Aem = 450 nm

La identificacion de cada uno de los aminoécidos presentes en las muestras se realiz6 por medio del
orden de elucion y el tiempo de retencién como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Tiempo de retencidén de aminoacidos bajo las condiciones del método.

Aminoéacido Tiempo de retencion (min.)
Ac. Aspartico (Asp) 4.17
Ac. Glutamico (Glu) 6.06
Asparagina (Asn) 12.48
Serina (Ser) 16.10
Histidina (His) 17.24
Glicina (Gly) 20.96
Arginina (Arg) 22.20
Treonina (Thr) 25.75
Alanina (Ala) 27.38
Tirosina (Tyr) 30.28
Metionina (Met) 39.31
Valina (Val) 39.74
Triptéfano (Trp) 40.13
Fenilalanina (Phe) 41.66
Isoleucina (lle) 45.54
Leucina (Leu) 47.48
Lisina (Lys) 51.00

4.4 Anélisis quimiométrico

A partir de cada uno de los 37 cromatogramas obtenidos del perfil de aminoacidos de las muestras,
se obtuvo un vector de datos en formato csv., el cual se export6 a una hoja de Excel y después los
datos se importaron al Software Matlab como herramienta de apoyo para el anlisis quimiométrico.
Una vez importados los datos, se realizaron pretratamientos de estos, enfocados en correccion de
artefactos, y posteriormente se construyd un modelo de Analisis de Componentes Principales (PCA),
para observar si existian tendencias o agrupaciones entre cada una de las muestras segln su origen
geografico y el contenido de aminoacidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se trabajaron con 37 muestras de miel multifloral provenientes de diferentes estados
del pais, de las cuales se eligi6 una al azar para realizar la confirmacién del método cromatogréfico.

1. Confirmacién del método cromatografico

Para la evaluacién de la selectividad, se descart6 la presencia de sefiales que pudieran interferir con
el andlisis de los perfiles de las muestras de miel. A partir del cromatograma obtenido (Fig. 2) del
blanco de derivatizacion (agua y solucion derivatizante de ortoftaldehido y 2 mercaptoetanol) se

846
Armijo, et al. / Vol. 8 (2023) 841-850



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

observé que no existian sefiales interferentes, por tanto se puede concluir que el método tiene la
capacidad de determinar los aminoacidos sin interferencia de los reactivos utilizados para su
tratamiento previo.

Figura 2. Cromatograma del blanco de derivatizacion

La precision intradia e interdia, fueron evaluadas a través de la Desviacion Estandar Relativa (DER)
de los tiempos de retencidn (tR) y las areas de los 14 aminoacidos presentes en la muestra elegida al
azar, en la Fig. 3 se muestra un cromatograma del perfil de aminoacidos de la muestra elegida (miel
de Jalisco). En el caso de la precision intradia se obtuvieron rangos de DER del tR de 0.5% a 1.9%,
mientras que para la DER de las &reas fue de 0.7 a 4.9%, quedando asi dentro del criterio establecido
por la AOAC del 6%. Para la precision interdia, los rangos de DER de los tR para los 14 aminoacidos
fueron de 0.7% a 2.2%, mientras que para el area fue de 3.7% a 10.9%, quedando por debajo del
criterio establecido por la AOAC del 11%. Es asi, que se demostrd la precision del método
cromatografico para la determinacion del perfil de aminoacidos de muestras de miel, por tanto, al
realizar el analisis de una misma muestra en diferentes dias, se espera que los resultados sean
repetitivos y reproducibles.
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Figura 3. Cromatograma de muestra de miel de Jalisco
2. Analisis cromatografico del perfil de aminoacidos

Una vez evaluado el método, se procedié al tratamiento previo de las 37 muestras por la metodologia
descrita para su posterior analisis cromatografico. De cada una de las muestras se obtuvo el perfil
cromatografico y fue analizado detalladamente para evaluar el orden de elucion y los tR de los
aminodcidos presentes. En la Tabla 3 se muestran los aminoacidos presentes en las muestras
evaluadas por estados del pais, representando en color amarillo los aminoécidos presentes en mayor
proporcién. Se logro observar que en las muestras de miel de Sonora predominaban el &cido aspartico
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y la asparagina, mientras que en muestras de miel de Yucatan era caracteristica la presencia de la
fenilalanina, esto también se observé con las muestras de Oaxaca y Quintana Roo.

Tabla 3. Aminoacidos presentes en muestras de miel de diferentes estados de México.

tR Aminoacido Sonora |Nuevo Ledn| Tamaulipas | Jalisco | Puebla |Oaxaca| Yucatan Quintana Roo
4.17 Ac. Aspartico (Asp) * * * * * * * *
6.06 Ac. Glutdmico (Glu) * * * * * * * *
12.48 Asparagina (Asn) * * * * * * * *
16.10 Serina (Ser) * * * * * * *
17.24 Histidina (His) * * * * * * *
20.96 Glicina (Gly) * * * * * *
22.20 Arginina (Arg) * * * * * * * *
25.75 Treonina (Thr) * * * * * *
27.38 Alanina (Ala) * * * * * * *
30.28 Tirosina (Tyr) * * * * * * *
39.31 Metionina (Met) * * * * * *
39.74 Valina (Val)
40.13 Triptéfano (Trp) * *
41.66 Fenilalanina (Phe) * * * * *
45.54 Isoleucina (lle) * * * * *
47.48 Leucina (Leu) * * * * *

51 Lisina (Lys)

Dentro de los resultados observados, en todas las muestras no hubo presencia de valina y de lisina,
ademas que se observa en muy pocas muestras la presencia del triptéfano. Por otro lado, cabe
mencionar que si bien, la alanina estaba presente en todas las muestras, se observé que se encontraba
en mayor proporcién en la muestra de Jalisco, por tanto, podria sugerir alguna caracteristica
importante al momento de la clasificacion de las muestras por origen geogréafico.

3. Analisis quimiométrico

Para el analisis quimiométrico, se exportd cada uno de los cromatogramas de las muestras en formato
csv. a una hora de Excel, posteriormente los datos fueron importados al programa Matlab para su
analisis quimiométrico. A partir de los datos importados se obtuvo una matriz de 37 muestras x 9028
variables, correspondientes a los tiempos de retencion de los analitos, sin embargo, al analizar la
matriz, se observo que habia regiones que no aportaban informacién, por lo que se decidié eliminar
las regiones del cromatograma, quedando una matriz de 37 x 5885 variables. A partir de esta matriz
se realizd un alineamiento detallado de los perfiles utilizando el algoritmo de desplazamiento
optimizado de correlacién, en la Fig. 4 se muestra un ejemplo de la alineacidn para la sefial del acido
aspartico.

41 815 42 425 43 435 44 445 45
‘ a1 42 “3 t L Variables

Figura 4. Ejemplo de alineamiento del tR de la sefial del &cido aspartico usando el algoritmo de
desplazamiento optimizado de correlacién.
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Una vez corregidos los artefactos de los perfiles se construy6 un modelo de Analisis de Componentes
Principales (PCA) para lo cual se realiz6 una normalizacion de area unidad, seguido de un centrado
a la media, lo cual nos mostré los mejores graficos de scores (Fig. 5), donde se observ6 que ciertas
muestras como las de Yucatan tendian en su mayoria a agruparse a valores positivos de la componente
uno, asi mismo, las de Oaxaca también quedaban en valores positivos, pero estas alineadas al centro,
mientras que las del resto de los estados predominaban a valores negativos de la primera componente.

(]
x
A o

‘ A T

Figura 5. Grafico de scores de las muestras de miel evaluadas por el Software Matlab.

Analizando el gréafico de loadings, se observo que las sustancias responsables para el comportamiento
observado fueron la fenilalanina para los resultados que estaban en valores positivos de la componente
uno, correspondientes a las muestras del sur del pais, y para los valores negativos de la componente
uno la sefial responsable era el acido aspartico como fue el caso de las muestras de Sonora. Por tanto,
se pudiera mencionar que estas sefiales podrian representar una diferenciacion entre el perfil de
aminoacidos de muestras de miel del norte y sur de México, que nos ayude a identificar su origen
geogréafico al momento de querer saber su autenticidad.

CONCLUSION

En el analisis de amino&cidos de 37 muestras de miel multifloral de diferentes estados de México se
observd que hay sefiales que pudieran ser caracteristicas de algunas regiones y que pudieran
orientarnos al origen geografico de las mismas, entre ellas el 4cido aspéartico para muestras de miel
del norte del pais, y la fenilalanina para muestras de miel del sur, sin embargo, es necesario abarcar
mas estudios para cubrir regiones que no se incluyeron en el trabajo.
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