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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Caracterizacion y diferenciacion de mieles de Colombia mediante aplicacion de
herramientas instrumentales sensoriales y propiedades fisicoquimicas.
Colombia es reconocida en el mundo por su gran biodiversidad lo que genera altos
potenciales de produccién de miel, no obstante, la importancia que se ha dado a la
apicultura no es destacable hasta ahora. El estudio de las propiedades fisicoquimicas de
la miel es importante para reconocer la calidad de este producto. Sin embargo, la falta de
legislacién ha propiciado un alto indice de falsificacion y una escasa verificacion de la
calidad. Se llevo a cabo la caracterizacion y clasificacion segun la zona climatica de 115
mieles colombianas a través de la evaluacion de parametros fisicoquimicos, con el fin de
verificar el cumplimiento de criterios de calidad. Estas muestras se analizaron también por
medio de nariz electrénica, para la evaluacion del perfil aromatico (componentes volatiles),
y lengua electronica de voltametria ciclica, para obtener respuestas asociadas a especies
electroactivas en disolucion (componentes no volatiles), como herramientas adicionales
de clasificacion por origen. Finalmente, con el fin de evaluar la lengua electrénica como
herramienta de autenticacion, se compararon los resultados obtenidos por esta técnica
para 50 muestras auténticas y 50 muestras adulteradas. Se emplearon las técnicas
estadisticas de analisis de componentes principales (PCA), k vecinos mas cercanos (KNN)
y redes neuronales artificiales (ANN) con el fin de observar el potencial en la clasificacion
por origen y la diferenciacion con respecto a productos adulterados. La caracterizacion de
la miel cumplidé con los principales parametros de calidad reportados en los estandares
locales y externos. Se logré diferenciar las muestras de miel segun su zona climatica con
un 77% de tasa de no error a partir de la informacién obtenida por los parametros
fisicoquimicos, nariz y lengua electronica. EI PCA permitié diferenciar muestras de miel
adulteradas de mieles autenticas, a partir de los datos obtenidos con lengua electrénica.
Con este estudio se contribuye al reconocimiento de las caracteristicas diferenciadoras de

las mieles segun su proveniencia, para incrementar su valor comercial en el mercado, y
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se establece un antecedente importante para el desarrollo de una metodologia analitica

para la verificacion de autenticidad de mieles de abeja colombianas.

Palabras clave: miel, diferenciacion, quimiometria, nariz electrénica, sensores

electroquimicos
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Abstract

Characterization and differentiation of Colombian honeys through the application

of instrumental sensory tools and physicochemical properties

Colombia is recognized in the world for its great biodiversity which generates high potential
for honey production, however, the importance that has been given to beekeeping is not
remarkable until now. The study of the physicochemical properties of honey is important to
recognize the quality of this product. However, the lack of legislation has led to a high rate
of counterfeiting and poor quality verification. The Characterization and differentiation of
Colombian honeys through the application of instrumental sensory tools and
physicochemical properties according to the climatic zone of 115 Colombian honeys was
carried out through the evaluation of physicochemical parameters, in order to verify
compliance with quality criteria. These samples were also analyzed by means of an
electronic nose, for the evaluation of the aromatic profile (volatile components), and
electronic language of cyclic voltammetry, to obtain responses associated with
electroactive species in solution (non-volatile components), as additional classification
tools by origin. Finally, in order to evaluate electronic language as an authentication tool,
the results obtained by this technique were compared for 50 authentic samples and 50
adulterated samples. Statistical techniques of principal component analysis (PCA), k
nearest neighbors (KNN) and artificial neural networks (ANN) were used in order to observe
the potential in classification by origin and differentiation with respect to adulterated
products. The characterization of the honey complied with the main quality parameters
reported in local and external standards. It was possible to differentiate the honey samples
according to their climatic zone with a 77% non-error rate from the information obtained by
the physicochemical parameters, nose and electronic tongue. The PCA allowed to
differentiate samples of adulterated honey from authentic honeys, from the data obtained
with electronic language. This study contributes to the recognition of the differentiating
characteristics of honeys according to their origin, to increase their commercial value in the
market, and an important precedent is established for the development of an analytical
methodology for verifying the authenticity of Colombian bee honeys.

Keywords: honey, differentiation, chemometrics, electronic nose, electrochemical sensors
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Introduccion

Por definicidn, segun el Codex Alimentarius la miel es “una sustancia dulce natural
producida por abejas obreras a partir del néctar de las plantas o de secreciones de
partes vivas de las plantas, o de excreciones de insectos succionadores de plantas
que quedan sobre partes vivas de plantas, 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” (Codex Alimentarius Commission,
2001) y es considerado uno de los pocos alimentos no alérgicos que el cuerpo
asimila facilmente (El Sohaimy et al., 2015).

Este alimento de origen animal ha sido aprovechado a lo largo de la historia como
edulcorante natural, alimento, medicina, entre otros, y constituye el principal
producto agroindustrial de la apicultura. Su consumo esta basado en el
reconocimiento de los beneficios que trae a la salud humana, y es asi como desde
hace muchos afios el hombre ha venido estudiando el mundo de las abejas a través
de la apicultura, en consecuencia se ha podido evidenciar que no solo ellas trabajan
fuertemente a diario para producir miel y otros productos de la colmena, si no que,
ademas, parte de su trabajo consiste en polinizar (Bommarco et al., 2012) y
fortalecer la biodiversidad (De Groot et al., 2002).

En 2018, China ocup?é el primer lugar entre los paises productores de miel, con un
volumen de produccién aproximado de 447 mil toneladas métricas, seguido de
Turquia con un volumen de produccion de aproximadamente 114 mil toneladas
métricas (FAO, 2018). Colombia, en cambio, produce alrededor de 3.15 mil
toneladas métricas en el afo, ocupando el puesto 59 a nivel mundial (FAOSTAT,
2018). No obstante, Colombia es un pais con grandes proyecciones para la
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industria apicola gracias a su geografia, clima, y vegetacion. El desarrollo de esta
industria permite el crecimiento ambiental, social y econdémico y como
consecuencia poder competir de manera sustentable en los mercados nacionales

e internacionales.

Una de las principales estrategias de innovaciéon en el mercado de productos
apicolas a nivel mundial consiste en la valorizacion de factores diferenciales que
abarcan desde las practicas de produccion y los empaques utilizados hasta el
origen botanico o geografico de los productos. Se han estudiado las propiedades
fisicoquimicas de las mieles para caracterizar este producto y su potencial de
comercializacién. En diferentes lugares del mundo se han investigado y comparado
las propiedades fisicoquimicas con respecto a la legislacion de la Union Europea a
fin de conocer el cumplimiento para exportacion (Pereira et al., 2020; Serra Bonvehi
et al., 2019; Zhou et al., 2013).

Por otro lado, diversas investigaciones se han llevado a cabo con el fin de
discriminar el origen geografico o botanico de mieles. En Brasil se han cuantificado
componentes bioactivos, actividad antioxidante y otras caracteristicas
fisicoquimicas aplicando analisis multivariado para la diferenciacion de mieles
(Vasquez, 2010). Algunos investigadores lograron generar huellas dactilares a
partir de los componentes volatiles y semivolatiles presentes en la miel para
determinar su variacion con los origenes florales y los procesos de la miel (Bobis
et al., 2020; Faal et al., 2019; Lammertyn et al., 2004; Radovic et al., 2001). Otros,
han caracterizado y clasificado mieles aplicando lengua electronica
voltamperométrica acoplada a métodos analiticos, a través de técnicas de
reduccion de dimensionalidad como PCA (Escriche et al., 2012; Tiwari et al., 2013)
y analisis de conglomerados jerarquicos (HCA) (El Alami El Hassani et al., 2018)

En Colombia se tiene registro de las caracteristicas de algunas mieles de acuerdo
con la ubicacion geografica, el entorno botanico, el comportamiento de las abejas
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y la época de cosecha (Velasquez Giraldo, 2013; Vit, Patricia. Silvia, R.M. Roubik,
2013; Zuluaga Dominguez et al., 2018). Sin embargo, se requiere de la realizacion
de estudios e investigaciones que permitan establecer las ventajas competitivas
del pais en relacién con la produccion de mieles ligadas a su alta diversidad
botanica y en ecosistemas, y de esta forma incentivar el aprovechamiento
sustentable de la riqueza natural con la que cuenta el pais para suplir la creciente
demanda de miel.

El presente estudio tuvo como objeto evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y
de calidad de 115 muestras de miel provenientes de 23 de los 32 departamentos
de Colombia, a través de la determinacion de parametros analiticos que incluyé pH,
acidez, cenizas, hidroximetilfurfural, color, conductividad eléctrica, soélidos
insolubles y humedad. Adicionalmente, se emplearon una nariz y una lengua
electronica para evaluar la posibilidad de autenticar el origen de las muestras de
miel a través de un enfoque analitico multivariante y herramientas estadisticas de

reduccion de dimensionalidad, clasificacion y reconocimiento de patrones.

Este trabajo final de maestria en ciencia y tecnologia de alimentos, modalidad
profundizacién, se desarrollé en cuatro capitulos. El primero recopila toda la
informacion bibliografica relacionada con la evaluacion de los atributos
fisicoquimicos y sensoriales de las mieles. El segundo capitulo describe la
caracterizacion de las mieles estudiadas a través de los resultados de calidad
fisicoquimica evaluados. El tercer capitulo menciona los resultados de las
evaluaciones sensoriales instrumentales practicados a las diferentes muestras de
miel de Colombia, a través del empleo de nariz y lengua electronica
voltamperométrica y el cuarto capitulo recopila los anteriores resultados en la
evaluacion de los distintos métodos de clasificacion, a través de la aplicacion de
estadistica multivariada que permitan diferenciar las mieles procedentes de las
distintas regiones de Colombia.
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El presente trabajo es producto de las actividades realizadas en Apiarios el pinar
Ltda., el laboratorio Lepton S.A.S, y la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota, el cual adicionalmente estuvo soportado gracias a la convocatoria para el
apoyo a la financiacion parcial para fortalecer y consolidar los programas de
doctorado y maestria de la Facultad de Ciencias Agrarias, Sede Bogota (Cddigo
Hermes: 45425)
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Planteamiento del problema

El consumo de miel per capita en Colombia es bajo (60 g anuales), si es comparado
con paises tales como Suiza (1400 g por afio), Nueva Zelanda o Republica Checa
(700 g por afo), Estados Unidos (200 g por afio) y regiones como la Union Europea
(800 g por ano) (Cadena Productiva de Las Abejas y La Apicultura., 2015). El bajo
consumo en el pais ha sido generado principalmente por falta de seguridad que
tiene el consumidor a la hora de comprar los productos derivados de la colmena.
Los altos niveles de falsificacion, asi como la ausencia de legislacion nacional que
regule la comercializacion de mieles en el pais, ha ocasionado una limitacién en la

oferta de mieles (Urrego R, 2017).

En este orden de ideas, existe un desconocimiento tanto de consumidores como
de algunos productores acerca de los atributos caracteristicos de las mieles que se
producen en Colombia, las cuales poseen diferencias intrinsecas debido a las
variables de ecosistema, flora, suelos y técnicas de cosecha que son distintas para
cada region de la nacion. Producto de lo anterior, es usual que en centros de acopio
muchas de las mieles comercializadas sean mezcladas, lo que representa una
técnica indeseada, ya que este tipo de mieles suelen tener precios bajos y no
permiten el reconocimiento de ningun atributo en particular. Adicionalmente, las
técnicas de poscosecha empleadas suelen ser inapropiadas, se llevan a cabo
calentamientos excesivos que ocasionan el desarrollo de hidroximetilfurfural o la
desnaturalizacion de enzimas generando problemas de calidad en el producto
(Pasias et al., 2017)

Las practicas dudosas de envasado, malos habitos de higiene, deforestacion, uso
indiscriminado de fungicidas y demas quimicos que estan envenenando y matando

las abejas han encendido las alarmas y generando que el gobierno muestre interés
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nacional en la conservacion de estos polinizadores, la cria de abejas y el fomento
de la apicultura a través de la creacion del Proyecto de Ley "por medio de la cual
se crean mecanismos para la defensa de polinizadores, fomento de la cria de
abejas y desarrollo de la apicultura en Colombia”. Con esto se busca subsanar las
dificultades que ha tenido que atravesar el gremio de apicultores en cuanto a la
desaparicion de abejas, la falsificacion de los productos de la colmena y la falta de
fomento de consumo, a través de la creacion de politicas que garanticen un
ambiente apropiado para los polinizadores, proteger la flora apicola y consolidar al
sector apicola como componente estratégico para la seguridad alimentaria del pais
y, por ende, para la conservacion de los ecosistemas tipicamente encontrados en
el pais (Proyecto de Ley 103-2019 Senado, 2019).

Finalmente, dentro de la cadena de las abejas y apicultura se hace evidente la falta
de estrategias de comercializacion y marketing, lo que ha generado que la miel de
abejas de origen colombiano sea comercializada a un mayor costo al interior del
pais, incluso a precios mas altos que aquellas comercializadas en mercados
externos (Laverde Rodriguez et al., 2010). Sin embargo, los productos y servicios
obtenidos de la colmena, se encuentran en una dinamica de crecimiento que
buscan no solo competir en el mercado internacional, sino llegar a nuevos
mercados nacionales aun no aprovechados, disminuir los costos de produccion,
definir la normatividad para el sector apicola y sus productos, y conservar el medio
ambiente para el desarrollo competitivo de la cadena productiva de las abejas y la
apicultura (Organizacion de la Cadena Productiva de las Abejas y la Apicultura en
Colombia, 2011).

En este contexto, las dificultades que presenta el sector apicola en Colombia estan
asociadas a la falta de tecnificacion, estandarizacion y legislacion de esta actividad
que no le ha permitido generar productos con mayor calidad que puedan ser
comercializados. Sumado a que actualmente “no hay informes en Colombia sobre
la composicidn y los parametros de calidad de la miel producida por Apis mellifera.,
a nivel nacional ni discriminado por region geografica” (Zuluaga Dominguez et al.,
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2018), que permita obtener provecho de participacion en mercados nacionales e

internacionales.

Por esta razon, el presente trabajo final de maestria pretende explorar mieles de
diferentes regiones de Colombia mediante el analisis de los datos obtenidos de las
pruebas fisicoquimicas y sensoriales instrumentales a través del uso de métodos
quimiomeétricos que permitan establecer una clasificacion de acuerdo con sus

atributos.
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Justificacion

La existencia humana se ha beneficiado, a través del tiempo, con todo lo que la
naturaleza le ha podido ofrecer a través de los servicios ecosistémicos. Este
complejo dinamico de comunidades vegetales, animales y microorganismos, es la
parte mas importante del capital natural y es esencial para el ser humano. Entre
estos servicios se encuentran el aprovisionamiento en el que se incluyen los
alimentos para el consumo humano que provienen de agroecosistemas naturales

como bosques (Burbano et al., 2017).

Las abejas han sido consideradas parte primordial de la riqueza natural como los
principales polinizadores del mundo. Con la introduccién de abejas africanas y el
cruce con la abeja europea se produce un hibrido que actualmente es conocido
como abeja africanizada (Apis mellifera scutellata) de gran uso en el ambito
agroindustrial como agente polinizador y responsable de la produccion de miel
(Barragan, 2014).

La amplia variedad de flores que usan las abejas para la produccion de miel genera
diversidad de sabores y aromas. Su composicion, color, aroma, sabor y calidad no
solo dependen de éstas sino ademas de las distintas regiones geograficas, del
meétodo de produccion, las condiciones climaticas de la regidn, las condiciones de
manejo y almacenamiento y las especies de abejas involucradas en su produccion
(P. Da Silva, Gauche, Gonzaga, Costa, & Fett, 2016). La composicion de la miel es
principalmente agua y azucares, predominantemente fructosa y glucosa y mezclas

de otros compuestos como aminoacidos, acidos organicos, minerales, granos de
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polen y sustancias volatiles y no volatiles que confieren el aroma y el sabor,
respectivamente (Ascencio Tuso, 2014). El gran valor nutricional que se le atribuye
esta directamente relacionado con la composicion de macro y microelementos y
otros compuestos que la caracterizan. En esencia, la calidad de la miel y el precio
en el mercado, estan determinados por su fuente floral, especies de plantas unicas
o multiples, (Elbanna et al., 2014) y que a su vez vincula el producto con su

procedencia, su origen.

La produccién de miel ha generado reconocimiento como un producto importante
de gran valor y potencial de desarrollo. De acuerdo con los datos reportados por la
Comisidn Europea y la FAO, los principales tres productores de miel en el mundo
son China, la Union Europea, y Turquia. “La Unién Europea es el segundo mayor
productor de este edulcorante natural después de China. Alrededor de 600.000
apicultores y 17 millones de colmenas de la Union Europea, de la que Espafa es
el principal productor, generan 250.000 toneladas de miel cada afio. Sin embargo,
esta produccidn no cubre su propio consumo: la UE importé alrededor de 200.000
toneladas del edulcorante en 2016 y el 40% procedia de China.” (Europeo, 2018).

En lo que respecta a Colombia, la biodiversidad y las enormes riquezas naturales,
variedad de climas, asociadas a los diferentes pisos térmicos y diversos
ecosistemas le permiten promover el desarrollo de actividades apicolas, impulsar
el crecimiento de la produccion y el interés por realizar investigacion aplicada
relacionada al desarrollo comercial de estos productos. La apicultura colombiana
es caracterizada por la participacion de numerosos apicultores, que generan
productos de la colmena, principalmente miel y otros productos como polen,
propéleos vy jalea real (Apiarios el pinar, 2016). Sin embargo, esta actividad se ha
venido desarrollando lentamente y de manera artesanal, debido al bajo nivel de
produccion y la falta de innovacién tecnoldgica que permita mejorar la produccion.
La obtencion de productos apicolas que cumplan estandares de calidad genera
grandes posibilidades para las industrias cosméticas, farmacéuticas y de

alimentos, que aprovechan su origen natural y sus propiedades especiales.
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En el mundo ha surgido actualmente una tendencia al consumo y la demanda de
productos alimenticios de caracter natural y funcional a través de procesos de bajo
impacto ambiental; un mercado de preferencia al consumo de alimentos organicos,
con denominacion de origen. De este modo, el sector agropecuario esta tomando
auge en procesos de investigacion, desarrollo e innovacion a partir del
reconocimiento de las actividades apicolas, promoviendo vinculos entre la
academia y el sector productivo que contribuyan a la produccién, difusién y
aplicacidon de conocimientos cientificos y tecnoldgicos, gracias al apoyo de
entidades como los Ministerios de Ciencia, Tecnologia e Innovacién, asi como de
Agricultura y Desarrollo Rural, con el objeto de generar alternativas factibles e
innovadoras, aplicables a los diferentes productos apicolas, con capacidades para
ser replicadas en otras zonas, para el fortalecimiento, crecimiento y mejoramiento

de cadenas productivas como la apicola (Apiarios el pinar, 2016).

La produccion de mieles con atributos diferentes segun su origen geografico
constituye un beneficio importante para la conservacion, proteccion y mejoramiento
del medio ambiente y para el desarrollo economico de las comunidades dedicadas
a esta actividad: “Estas caracteristicas diferenciadoras, ademas de identificar al
pais en el exterior, incrementan su valor comercial” (Apiarios el pinar, 2016).
Tradicionalmente, estas mieles han sido ofertadas en menores cantidades, pero a
precios superiores que mieles mezcladas o sin atributos notables, por esta razon,
se convierten en una oportunidad comercial, asi como en una estrategia para
valorizar el producto no solo para los apicultores de las diferentes regiones de
Colombia sino también para los apicultores de diferentes paises del mundo
dedicados a esta practica.

En este contexto, se considera oportuno aprovechar los recursos y las condiciones
ambientales del pais, junto con las tendencias de los mercados modernos al

consumo de alimentos naturales funcionales, y la oportunidad de incursionar en
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nuevos mercados exclusivos, en los que se reconoce el origen, la inocuidad, y la
calidad de la miel como alimento especial con caracteristicas funcionales, a partir
de la caracterizacion de los productos que permitiran distinguir las mieles de la
region y potencializar oportunidades de comercializacion tanto a nivel nacional

como internacional.

Apiarios El pinar, una empresa dedicada a la comercializacion de productos
apicolas, se ha preocupado por el desarrollo de esta industria, participando en
multiples proyectos tecnologicos y cientificos en pro de la cadena apicola
colombiana. En 2018 participd en el proyecto “Validacion a nivel nacional e
internacional de la comercializacion de prototipos de productos de las abejas con
base en la innovacion y el desarrollo tecnolégico”, financiado por Minciencias y que
contd con el apoyo de la Universidad Nacional de Colombia. Este proyecto tuvo
como objetivo: “dimensionar y acondicionar la aptitud de prototipos de productos
de las abejas para incursionar en mercados nacionales e internacionales conforme
a criterios de calidad y competencia en las transacciones”, del cual, a partir de su
ejecucion, se esperaba adquirir el conocimiento de los factores diferenciadores
ligados a su origen, en especial caracterizaciones fisicas, quimicas, y sensoriales
instrumentales. Dentro de las actividades del proyecto, se llevo a cabo el concurso
“Identificacion de mieles especiales de Colombia con caracteristicas asociadas a
su origen geografico y/o botanico” liderado también por Apiarios El pinar, con el fin
de reconocer las cualidades y atributos de las mieles colombianas, que debido a
las particularidades de los ecosistemas circundantes a las colmenas son variables
segun la zona de recoleccion, lo que aporta caracteristicas ligadas al origen a cada
una de ellas, cuya caracterizacién y diferenciacion representa la posibilidad de
comercializar productos especiales y diferenciados.

En este mismo orden de ideas, se propuso dentro de la ejecucion de este proyecto,
el desarrollo del presente trabajo final de maestria, el cual tiene como fin ultimo
generar un aporte para reconocer los atributos fisicoquimicos con capacidad

discriminante de mieles para la promocién de productos diferenciados segun su
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origen, y asi generar un reconocimiento en nuevos mercados y promover la

comercializacién entre nuevos consumidores.
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Objetivos general y especificos

Objetivo General
Evaluar atributos fisicoquimicos y sensoriales instrumentales para la diferenciacion

de mieles originarias de diferentes zonas geograficas de Colombia.

Objetivos Especificos

e Determinar los parametros de calidad fisicoquimica (pH, cenizas, contenido de
hidroximetilfurfural, color, conductividad) de muestras de miel de origen
geografico conocido, procedentes de apiarios localizados en diferentes regiones
de Colombia.

e Determinar el perfil aromatico y sensorial de las muestras mediante la utilizacion
de nariz electrénica y sensores electroquimicos.

e Evaluar modelos de clasificacion estadistica multivariada para diferenciar mieles
procedentes de diversas zonas de Colombia a partir de la informacién de

parametros fisicoquimicos y sensoriales instrumentales.
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Capitulo 1 . Marco tedrico

1.1. La apicultura en Colombia.

Etimologicamente la palabra apicultura tiene origen del latin: Apis (abeja) y cultura
(cultivo). La apicultura es uno de los métodos de produccion de alimentos mas
antiguo. En Colombia, esta actividad se desarroll6 durante la conquista espafiola
cuando fue introducida al continente la abeja Apis Mellifera, alrededor del afio 1600
(Santamaria, 2009). Se estiman que en el mundo existen unas 20000 especies de

abejas de las cuales en el pais hay alrededor de 1000 (Nates Parra et al., 2013).

Los inicios de esta actividad se atribuyen al clero, quienes lograron los primeros
avances técnicos con abeja europea, que durante dos siglos logré expandirse por
toda América. Finalizando el siglo XIX'y a principios del siglo XX el gobierno nacional
inicia la importacion de abejas de origen italiano, aleman, holandés, y Caucasia, y
es alli donde comienza la “apicultura Moderna”. Esta técnica proviene gracias a las
investigaciones realizadas por el sacerdote Lorenzo Lorraine hacia el afio 1851,
quien propuso la conocida colmena moderna, reconocida por que su disefio cuenta
con espacios entre los paneles y cuadros moviles (Garnica et al., 2006). En
Colombia, el primer avance en materia fue realizado por el sacerdote Salesiano
Remigio Rizzardi, fundador del primer apiario cientifico de abejas italianas en el pais.
Posteriormente hacia el afio 1927, gracias a la iniciativa de Pedro Pablo Pérez,
resurgieron las actividades apicolas en las zonas de Boyaca, Casanare y Santander,
y es asi como después de los afios 30 comienza a formalizarse la apicultura en el
pais (Garnica et al., 2006). En la actualidad esta actividad agropecuaria todavia es
desarrollada con métodos y elementos artesanales, sin embargo, el Ministerio de

Agricultura y Desarrollo Rural y la academia han realizado diferentes investigaciones
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del sistema apicola con el fin de integrar los eslabones de la cadena de valor apicola
que permitan resaltar el valor de esta actividad y contribuir a la conservacion, cria 'y

desarrollo de la cadena productiva.

1.2. Produccion de miel

De los productos que se obtienen de la colmena, la miel tiene la mayor produccion y
comercializacién (Castro, 2018). En la tabla 1-1 se presentan los paises que tienen

mayor participacion en la produccion de miel en el mundo.

Tabla 1-1. Produccion de miel natural en el mundo -2018. FAOSTAT

Pais Valor

(t)
China, Continental 446900

Turquia 114113
Argentina 79468
Iran (Republica 77567
Islamica)

Estados Unidos de 69104
América

India 67442
Ucrania 71279
Federacion de Rusia 65006
México 64253
Etiopia 50000

Colombia representa aproximadamente el 0,15% de la producciéon de miel en el
mundo. Los principales departamentos productores de miel son: Cordoba, Huila,
Antioquia, Bolivar, Sucre, Meta, Valle del Cauca, Cauca, Boyaca, y Cundinamarca.
La produccion de miel durante los ultimos afios ha tenido un aumento del 48,9%; en
el afno 2012 se produjeron alrededor de 2379 toneladas de miel y para el afio 2017
se produjeron alrededor de 3542 toneladas. Asi mismo, el numero de colmenas pasoé
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de 88111 a 120437 durante este mismo periodo (Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2018).

La biodiversidad que caracteriza a Colombia le ha permitido aumentar el interés en
la produccidn de miel, asi como incentivar el estudio de este producto.
Recientemente se han conocido estudios de caracterizacion de mieles provenientes
de diferentes zonas del pais. Departamentos como el Cauca, Santander y
Magdalena producen mieles que tienen un vinculo asociado al café. Rodriguez
Medina (2016) evalu¢ las caracteristicas fisicoquimicas, color y el perfil aromatico a
diferentes muestras recolectadas durante los afios 2013 a 2016, el cual finalmente
evidencio diferencias significativas para las muestras provenientes de la zona
cafetera de Magdalena frente a las provenientes de Santander y Cauca en los
parametros de acidez libre, solidos solubles, humedad, conductividad eléctrica,

azucares reductores, cenizas y calcio.

Por otro lado, el aumento de la actividad apicola, evidenciado gracias a las
plantaciones de Acacia mangium en zonas del Vichada, las cuales generan néctar
extra floral que es luego aprovechado por las abejas Apis Mellifera, ha permitido
realizar estudios de la evaluacién de parametros fisico quimicos y caracteristicas
sensoriales capaces de diferenciar la miel de este departamento a través de la
evaluacion de perfil de azucares, el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa. En
ese estudio, de los minerales evaluados, el potasio fue el mas abundante en las
muestras, mientras que otros como el calcio, sodio y magnesio se encontraron en
menor proporcién (Castro, 2018). Todos los parametros fisicoquimicos evaluados
fueron comparados con los estandares internacionales de la Comision Internacional
de la miel. Este trabajo se basoé en le evaluacién de la composicion fisicoquimica de
las mieles de Acacia provenientes del departamento de Vichada como contribucion

al sello de calidad de este producto.

Otras investigaciones también han permitido conocer la composicién a través del
analisis de diferentes parametros fisicoquimicos (pH, acidez libre y lactonica,

humedad, cenizas, minerales, carbohidratos, rotacion especifica, color, vy
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conductividad eléctrica) y evaluar el perfil de aroma a través de nariz electronica de
diferentes mieles de otras regiones de Colombia como el altiplano cundiboyacense
que comprende la sabana de Bogota, los valles de Ubaté y Chiquinquira, los valles
de Duitama y Sogamoso. La regiéon Comunera, situada en la zona centro-sur del
departamento de Santander, Chicamocha medio ubicada al norte de Boyaca y la
Sierra Nevada de Santa Marta (Zuluaga Dominguez et al., 2018). En este estudio se
encontraron diferencias significativas en la mayoria de las variables analizadas, y
con ello se confirmd que la composicion de la miel esta relacionada con el origen

geografico y botanico.

1.3. Composicion quimica de mieles con origenes

botanicos y geograficos diferentes.

Desde un punto de vista quimico, la miel es un alimento natural compuesto en su
mayoria de azucares y otros constituyentes menores como enzimas, aminoacidos,
acidos organicos, carotenoides, vitaminas, minerales y sustancias aromaticas (P. M.
Da Silva et al., 2016). Las propiedades sensoriales, fisico quimicas y bioactivas
estan influenciadas directamente con el origen botanico de las mieles florales,
factores edaficos y climaticos, la raza de la abeja, y el estado de la colonia (Diaz,
2009).

En la tabla 1-2 se muestran los valores promedio de la composicidn de la miel de
diversos origenes geograficos.
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Tabla 1-2. Composicién quimica de mieles con origenes botanicos y geograficos diferentes.

Origen geogréfico/ Agua Cenizas Acidez Total pH Diastasa Referencias
Botanico [%] [%] [megrkg] [ND]
Colombia/ 17,3 0,17+0,05 35,248,6 3,940,2 (Zuluaga
Multifloral Dominguez et al.,
2018)
Colombia/Mielato 16,40+1,8 0,60 £0,2 36,948,0 4,4+0,4 25,6+28,1 (Gamboa Abril et
de roble al., 2012)
Espaina/Miel de 17,8810,81 0,8+0,14 41,46£3,77 4,18+0,28 (Serra Bonvehi et
_aguacate al,, 2019)
India/Multifloral 17,4 23,50 £ 1,32 4,85+ 0,06 (Kumar et al,
2018)
Rumania/Acacia 171 0,08 + 0,01 45+0,3 (Oroian &
Ropciuc, 2019)
HMF Color Glucosa Fructosa Sacarosa Referencia
[mglkg] [mm Pfund] [%] [%] [%]
Colombia/ 66,5+17,0 31,6+£5,5 37,2+5,1 (Zuluaga
Multiflorarl Dominguez et al.,
2018)
Colombia/Mielato 41+£3,4 88,7+23,9 29,6946,7 41,47 £ 3,5 6,86 + 1,8 (Gamboa Abril et
de roble al., 2012)
Espaia/Miel de 90,045,0 (Serra Bonvehi et
_aguacate al,, 2019)
India/Multifloral 10,73 £ 0,29 90,05,0 26,13 £ 1,47 38,78 £ 0,34 1,70+ 0,42 (Kumar et al.,

2018)

Fuente: Elaboracién propia
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estadisticos

1.4. Indicadores fisicoquimicos de la calidad vy

autenticidad de la miel.

Naturalmente, las mieles son diferentes unas de otras. Estas caracteristicas
distintivas se deben en gran medida a los componentes de las muestras, y a las
condiciones geograficas de donde se obtienen. La evaluacion de la calidad de la
miel a través de la medicion de parametros fisicoquimicos determina la forma en la
que se llevaron a cabo las operaciones de cosecha y conocer la aplicacion de las
buenas practicas apicolas (Quicazan, 2015). Las caracteristicas particulares de

cada miel son:

1.4.1. Carbohidratos

Los carbohidratos son los principales constituyentes de la miel, principalmente D-
glucosa y D-fructosa, los cuales oscilan entre el 65% y el 80% de los solidos
solubles de la miel. Sin embargo, han sido identificados algunos disacaridos y
trisacaridos derivados de la sacarosa. Estos componentes son producidos gracias
a que las abejas transforman el néctar que consumen a mono y disacaridos con
ayuda de las enzimas a- y B-glucosidasa (White & Maher, 1953), a-, B-amilasa y -
fructosidasa (Solayman et al., 2016).

En mieles multiflorales, esta composicidn puede estar en proporciones iguales, en
mieles uniflorales se aprecia en mayor cantidad D-fructosa, es poco probable
encontrar mieles con una mayor proporcion de glucosa sin embargo, en mieles de
Brassica, napus (nabo), Taraxacum Officinale (diente de ledn) y Trichostema
lanceolatum (vinagre de malezas) es posible encontrar esta composicion (Diaz,
2009; Siddiqui, 1970).De acuerdo con lo investigado por Amariei, Norocel y Scripca
(2020) la fructosa y la glucosa influyen en la cristalizacion de la miel; la glucosa
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tiende a cristalizar debido a su baja solubilidad en agua (900 g/L a 25°C), mientras
que la fructosa es 4,4 veces mas soluble en agua (4000 g/L a 25°C), de este modo
mieles que contengan una relacion glucosa/ fructosa alta cristalizaran mas rapido

que aquellas que tengan una relacion glucosal/fructosa baja.

1.4.2. Humedad

La presencia de agua en la miel esta directamente relacionada con el origen
botanico, el nivel de madurez de la colmena, las técnicas usadas en el
procesamiento y las condiciones de almacenamiento (Yucel, 2013). Este es el
segundo componente mas grande de este producto y por esta razon la evaluacion
de la humedad es un parametro de gran importancia, debido a la viscosidad que
presenta y la cristalizacidn. Algunos estudios realizados por Missio da Silva (2020)
y Elamine et al. (Elamine et al., 2020), han encontrado que la humedad en la miel
puede variar de 16% a 20%. Valores superiores indican que este producto cuenta
con alta probabilidad de desarrollar mohos y levaduras, y por lo tanto a fermentarse
(Escuredo et al., 2013).

1.4.3. Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica es un buen criterio para identificar el origen geografico
de la miel, debido a la relacion que mantiene con la concentracién de sales,
minerales, pH y acidez libre, acidos organicos, proteinas y polioles y presenta gran
variabilidad segun el origen botanico de la miel. En la industria es usada como
control de calidad y de acuerdo con lo establecido por la legislacion europea las
muestras de miel de flor y mezclas deben tener valores entre 0,5 y 0,9 mS/cm (Pita-
Calvo & Vazquez, 2017). Este parametro mide la propiedad que tiene un cuerpo de

permitir el paso de corriente eléctrica (Diaz, 2009).



Capitulo 1 21

1.4.4. pH

Las mieles, en su mayoria, contienen un pH bajo debido a la presencia de acidos
organicos, que benefician al producto en sabor y en estabilidad. Esta medicion es
un indicador de la posible contaminacion microbiana (Lorenzo, 2002) y tiene un
estrecho vinculo con la estabilidad y la vida util. Aunque la normativa nacional e
internacional como las normas técnicas colombianas, el Codex Alimentarius, y la
Directiva de la UE, (Codex Alimentarius Commission, 2001)(Codex Alimentarius
Commission, 2001)(Codex Alimentarius Commission, 2001)(Codex Alimentarius
Commission, 2001) no relaciona algun intervalo de aceptacion para esta medicion,
se consideran como valores normales en el intervalo de 3,4 y 6,4 unidades de pH
(Cavia, 2002).

1.4.5. Acidez libre, lacténica y total

Debido a la presencia de acidos organicos en la miel, tales como el &cido gluconico,
que se forma por accion de la enzima glucosa oxidasa, producida en las glandulas
hipofaringeas de la abeja, sobre la glucosa (Ortiz Valbuena, 1992), en el proceso
de transformacion del néctar a miel, la miel presenta niveles de acidez que a su vez

le confieren otras caracteristicas sensoriales.

La miel cuenta con diferentes fracciones de acidez dentro de las cuales se
encuentran: la acidez libre, la acidez lacténica y la acidez total. Los niveles de
acidez libre, brindan informacion asociada al origen floral y de esta manera es
posible clasificar las mieles uniflorales (Bogdanov et al., 2004). Los acidos
organicos también se encuentran combinados en forma de lactonas que cuando la
miel se alcaliniza, originan los acidos correspondientes que acidifican nuevamente

la miel y constituyen una reserva potencial acidez lacténica (Ortiz Valbuena, 1992).

El valor maximo permitido de acidez libre, definido por las normas técnicas

nacionales (NTC 1273) y la normatividad internacional (Codex Alimentarius
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Commission, 2001) establece que debe ser menor a 50 meg/kg, y ninguna de estas

normas reportan limites para la acidez lactonica.

1.4.6. Cenizas

Este parametro indica el contenido mineral en la miel, y orienta sobre su origen, ya
que las mieles florales poseen contenidos muy bajos de cenizas con respecto a las
mieles de mielada que presentan valores mas altos. Se espera un contenido menor
a 0,6% en masa de cenizas (Fattori, 2004). En la actualidad, segun el Codex
Alimentarius, se recomienda practicar la medicion de la conductividad eléctrica
como parametro indirecto para la estimacién del contenido de minerales (Fattori,
2004).

1.4.7. Actividad diastasa

Las enzimas diastasa (o-amilasa), invertasa (a-glucosidasa), glucosa-oxidasa,
catalasa y fosfatasa acida provenientes del néctar, fluidos salivales y secreciones
de la glandula hipofaringea se encuentran en diferentes proporciones en la miel, la
presencia de estas brinda informacion acerca del manejo al producto durante el

almacenamiento, indicando el nivel de frescura (Diaz, 2009).

La actividad de diastasa se mide generalmente, a través del procedimiento de
Shade, el cual utiliza una solucion de almidon que en presencia de triyoduro
produce un color azul en un rango definido de intensidad. Esta ultima solucion se
trata con la muestra de miel para medir la actividad diastasa la cual se evidencia
mediante la disminucion en la coloracibn azul que se mide
espectrofotométricamente a 660 nm a intervalos de tiempo definidos (Sakac & Sak-
Bosnar, 2012). De acuerdo con las normas de regulacion de la comision
internacional de la miel, la actividad diastasa no debe ser menor a 8 ND, es decir
numero de diastasa en la escala Schade que corresponde a la unidad de actividad
diastasica Goethe (°G), que compara el tiempo requerido para que la enzima
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reduzca su actividad a la mitad del valor inicial cuando se aumenta la temperatura
(Diaz, 2009). De acuerdo con lo establecido en el Codex, la actividad diastasa de
la miel, no sera inferior a ocho unidades Schade y, en el caso de mieles con un
contenido bajo de enzima natural, no menos de tres unidades Schade (Tosi et al.,
2008), siempre que el contenido de HMF sea menor a 15 mg/kg.

1.4.8. Hidroximetilfurfural (HMF)

5-Hidroximetilfurfural es un aldehido y un furano que se forma a temperatura
ambiente en las mieles a partir de la deshidratacion de la fructosa en medio acido,
o también se forma cuando la miel se somete a tratamientos térmicos o a un largo

tiempo de almacenamiento (Diaz, 2009).

La concentracion de HMF tiene una relacion directa con el tiempo y/o calentamiento
mientras que presenta una reaccion inversa con la actividad enzimatica, es decir,
que aquellas mieles con bajo indice de diastasa probablemente contengan alto
contenido de concentracion de hidroximetilfurfural. Por ello se considera importante
su medicion y cuantificacidon, de esta manera es posible juzgar las condiciones de

procesamiento y almacenamiento (Diaz, 2009).

Segun el Codex el contenido de hidroximetilfurfural no debe ser superior a 40 mg/kg
a excepcion de mieles procedentes de paises o regiones tropicales, del cual se
espera un contenido de hasta 80 mg/kg, por lo que para ciertas zonas de Colombia
es posible encontrar mieles que presenten esta condicion, debido a que estos

climas favorecen la formacion de HMF.
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1.5. Analisis de la calidad de la miel por medio de

herramientas instrumentales sensoriales

Los atributos sensoriales de los alimentos son determinantes en la decision de
comprar y consumo de un alimento, siendo una parte importante de la calidad
global del producto. En general, la calidad de los alimentos se especifica en
términos de origen, composicion quimica, propiedades fisicas, evaluacion sensorial
satisfactoria e inocuidad con respecto a la contaminacidén microbioldgica y téxica,
la cual esta influenciada por el procesamiento y el almacenamiento. La calidad
sensorial implica la evaluacion de las cualidades organolépticas en las que se
incluyen el sabor, olor, apariencia, textura entre otros, y puede ser utilizado como
complemento de los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos convencionales
(Harvey et al., 2004).

De forma alternativa al analisis sensorial convencional de alimentos, se han
desarrollado técnicas instrumentales de analisis que permiten, a través de la
medicion de propiedades fisicas y quimicas, obtener informacion que a su vez,
puede ser directa o indirectamente relacionada con los atributos sensoriales de los
mismos, y son de interés para la industria debido a que pueden ayudar a mitigar la
subjetividad asociada al resultado y el error humano, garantizando que los
productos cumplan los estandares de calidad requeridos (O’Sullivan G., 2017).

A continuacién se mencionan las principales técnicas sensoriales instrumentales,

que son de aplicacion para el analisis de calidad y autenticidad de mieles de abeja.

1.5.1. Analisis instrumental del color

Esta propiedad fisica varia mucho en muestras de miel, hay algunas que se
acercan al blanco y otras que son cercanas al negro de acuerdo con la escala Pfund
segun la clasificacion del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
conocido por su sigla en inglés USDA. También se encuentran mieles con
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tonalidades amarillas, rojizas, verdosas o marrones. El color se ve afectado
principalmente por el contenido de cenizas y minerales donde tipicamente la
principal diferencia que existe entre una miel clara y una oscura, es que para la
primera hay ausencia de tirosina y triptéfano (Diaz, 2009). Otras tonalidades se
deben a la presencia de pigmentos como los carotenos, xantofilas y algunos
compuestos fenolicos como flavonoides (Huidobro & Simal, 1984).

El color, desde el punto de vista comercial, es una caracteristica importante puesto
que las mieles se clasifican para su comercializacion utilizando la escala de colores
Pfund; aquellas con valores de Pfund inferiores a 9 mm se clasifican como mieles
blanco agua, entre 9 y 16 mm se clasifican como mieles extra blancas, entre 17 y
34 mm como mieles blancas, entre 35 y 50 mm como mieles ambar extra claras,
entre 51 y 85 mm como ambar claro, entre 86 y 114 se clasifican como mieles
ambar, y aquellos con valores de Pfund superiores a 114 mm se clasifican como

mieles ambar oscuro (Nyawali et al., 2015).

1.5.2. Perfil aromatico por nariz electronica

La calidad de un alimento hace referencia a un conjunto de caracteristicas que lo
hacen agradable y por ende aceptado por el consumidor: la calidad nutritiva,
sanitaria, sensorial u organoléptica, esta ultima, captada por los sentidos, permiten
que un alimento sea aceptado o rechazado, y aunque no es la mas importante de
las caracteristicas, es la que determina la seleccion de un alimento. Las
propiedades sensoriales (olor, color, sabor, textura entre otras) se consideran las
mas relevantes en la evaluacion de la calidad del producto final (Zuluaga et al.,
2014).

La sensacion de aroma ocurre cuando las moléculas de los compuestos aromaticos

son detectadas por los receptores olfativos que llegan a este sitio por los conductos

nasales u orales. Estos componentes aromaticos de los alimentos consisten en
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mezclas complejas de productos quimicos capaces de ser detectados por la nariz
humana (Persaud, 2016).

A través del analisis de los compuestos volatiles de la miel es posible determinar
su calidad y realizar una clasificacion por origen. El uso de instrumentos que
contienen una serie de sensores para imitar la sensacién del olor, detectar y
distinguir olores precisamente en muestras complejas y a bajo costo a través de
una técnica objetiva, automatizada y no destructiva para caracterizar los sabores

de los alimentos, se conoce como nariz electronica (Quicazan S et al., 2011).

La nariz electronica es un dispositivo que simula el olfato humano y esta compuesto
por tres elementos principales: un sistema de medicién, que basicamente consiste
en la extraccion y transporte de compuestos volatiles de las muestras hasta un
arreglo de sensores quimicos que transforman la informacién recibida en sefales

eléctricas (Zuluaga et al., 2014).

La primera propuesta de nariz electronica se dio a conocer en el afio 1982 (Persaud
& Dodd, 1982), con el fin de cerrar la brecha que existia entre los dispositivos
analiticos como GC-MS, que tienen capacidad para multiples compuestos pero no
son practicos para el monitoreo continuo (Patel et al., 2014). El principio de
funcionamiento de este instrumento se basa en el empleo de una serie de
diferentes sensores quimicos no selectivos. Cada uno de estos sensores es capaz
de detectar una variedad de olores diferentes, por lo que este sistema posee una
alta sensibilidad y correlacion con los datos de los paneles sensoriales humanos,
la facilidad de operacion y la rentabilidad (Peris & Escuder Gilabert, 2016).
Generalmente los sensores de gas se clasifican segun su principio de transduccion
y material de deteccion; entre los que podemos encontrar sensores de Oxido
metalico, polimeros conductores, sensores Opticos, sensores piezoeléctricos,

sensores eléctricos, sensores quimicos, transistores de efecto de campo entre
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otras nuevas tecnologias que en interaccion con el analito generan un cambio

fisico/quimico que produce una sefal (Feng et al., 2014).

MOS, conocido como sensores de semiconductores de 6xido de metal (SnO2, TiO>,
Zn0, Zr0z), es la tecnologia mas usada para narices electronicas basandose en el
uso de oxidos metalicos. Estos sensores se recubren sobre un sustrato ceramico,
como la alumina (Tan & Xu, 2020). Generalmente estos dispositivos cuentan con
un elemento que permite calentar a temperaturas cercanas a los 400 °C y ante la
ausencia de oxigeno, los electrones libres fluyen facilmente entre las fronteras
granuladas de dioxido de estafio. En el aire puro, el oxigeno, que atrapa electrones
debido a su afinidad electronica, queda adsorbido en la superficie de diéxido de
estafio creando una barrera de potencial en las fronteras granulares. Esta barrera
dificulta la libre circulacion de electrones aumentando la resistencia eléctrica de la

capa activa (Zuluaga et al., 2014).

El proceso inicia colocando la muestra en un vial que luego es cerrado
herméticamente hasta que se alcance el equilibrio entre la matriz y la fase vapor
en el espacio de cabeza del vial. Este vapor luego se introduce en el sistema de la
nariz electronica ya sea de forma manual o a través del uso de equipos
automuestreadores. La temperatura de la muestra, el tiempo de equilibrio, el
tamano del vial y la cantidad de muestra son parametros que deben optimizarse
para una aplicacion particular y, a menudo, esto puede automatizarse (Persaud,

2016). El esquema de la figura 1-1 resume este proceso.
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Figura 1-1.Esquema sistema tipico de nariz electronica

Fuente: adaptado de (Tan & Xu, 2020).

Este proceso permite la cuantificaciéon y transformacion de las sefales de los
diferentes sensores en datos y un sistema de reconocimiento de patrones para
identificar y clasificar el aroma de las muestras medidas (Zuluaga et al., 2014).

El preprocesamiento de datos juega un papel muy importante en el analisis de la
informacion obtenida, antes de aplicar algoritmos de reconocimiento de patrones,
en estos casos es posible aplicar procesos de normalizacion, eliminacién de datos
redundantes, y/o extraccion de caracteristicas que son importantes para la
clasificaciéon. Grandes cantidades de datos implican el uso de PCA para la
reduccion de datos, el analisis de funcion de discriminantes (DFA) y el analisis de
cluster (CA), ANN y funciones de base radial (RBF). Esta eleccion dependera de
los datos disponibles y del tipo de resultado requerido (Persaud, 2016; Zuluaga et
al., 2014).

En comparacion con los equipos analiticos, como los cromatdgrafos de gases GC-
MS, cromatografos liquidos de alto rendimiento HPLC y espectrometros infrarrojos
con transformada de Fourier FT-IR, frecuentemente usados para identificar y



Capitulo 1 29

cuantificar compuestos, estos equipos no logran percibir los olores tal como lo hace
la nariz humana. En este sentido, la nariz electrébnica empleada para la
identificacion de perfiles aromaticos resulta ser mucho mas practica y agil en la
evaluacion de productos. Lo mismo sucede si se compara con los paneles
sensoriales, las narices electronicas son sistemas que permiten tener resultados

menos sesgados y mas rapidos (Persaud, 2016).

1.5.3. Lenguas electronicas voltamperomeétricas

La lengua electronica consiste en una combinacion de sensores quimicos que
imitan la lengua humana (Gay Martin, 2012). Es también conocida como sensores
del gusto, permiten obtener informacion que podria tomarse como la "huella digital
quimica", en una solucion acuosa de multiples componentes (Wei & Wang, 2014).
La voltametria ciclica es una de las técnicas mas importantes usadas en el
desarrollo de sistemas de lenguas electrénicas para adquirir informacion acerca de
los procesos de reduccion y oxidacion de especies moleculares (Elgrishi et al.,
2018), incluida la cinética electroquimica, la reversibilidad de reacciones,
mecanismos de reaccion, procesos electrocataliticos y otras caracteristicas, que
son directamente o indirectamente correlacionables con la presencia de
compuestos electroquimicamente activos en las matrices alimentarias, incluyendo

aquellos implicados en la percepcion del gusto (Wang, 2000).

Esta técnica utiliza un potenciostato y la medicion se lleva a cabo mediante el
empleo de tres electrodos; este sistema es reconocido comunmente como celda
electroquimica, y contiene un electrodo de trabajo, un contraelectrodo, y un
electrodo de referencia, el sistema de medida o transductor, y el sistema para
procesamiento de la informacion, el cual tiene como objetivo captar las sefiales que
son generadas por los sensores, convertirlas y transmitirlas al sistema de

informacion (ver figura 1-2).
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Figura 1-2. Esquema perfil sensorial con sensores electroquimicos.
Tomado y adaptado de (Gay Martin, 2012)

El principio de esta técnica, consiste en aplicar un determinado potencial al
electrodo de trabajo y medir la corriente que circula por el mismo con el fin de
determinar la concentracion de alguna de las especies electroactivas presentes en
la disolucién (Otles, 2009). Dependiendo del rango de potencial y tipo de electrodo
de trabajo, los compuestos electroquimicamente activos se oxidan o reducen.
Como resultado se obtiene el voltamograma (corriente generada vs. potencial) que
describe la sehal formada por todos los componentes electroactivos presentes; un
ejemplo grafico se puede observar en la figura 1-3. Esta informacion esta, ademas,
determinada por la naturaleza del electrodo de trabajo y por la técnica
electroquimica utilizada (Skoog et al., 1997). Por este motivo, empleando distintos
tipos de sensores, se pueden obtener diferentes sefiales (voltamogramas) que son
especificas para una sustancia o una combinacion determinada de sustancias,

disueltas en medio acuoso.

Catoddica
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Figura 1-3. Ejemplo de un voltamograma en una reaccion de 6xido reduccion

Tomado y adaptado de (Li & Thomas, 2020)

El analisis de la informacion obtenida se realiza a través de técnicas multivariantes,
con el fin de crear grupos asociados a las medidas realizadas de manera que
aquellos resultados que presenten similitud sean incluidos en un mismo grupo o
clase. Este es el principio de las lenguas electronicas basadas en voltametria, las
cuales han sido empleadas para la clasificacion y diferenciacion de distintas
matrices alimentarias incluyendo la miel (Blanco et al., 2015; Bougrini et al., 2014,
2016a; Cai et al., 2013; Tiwari et al., 2013).

1.6 Analisis estadistico multivariado

La diferenciacion por origen de los productos de la colmena puede llevarse a cabo
aplicando distintas técnicas quimiométricas para caracterizar y diferenciar a través
del manejo estadistico de los analisis previamente descritos. La quimiometria es
conocida como la “extraccion de informacion relevante de datos quimicos mediante
herramientas matematicas y estadisticas” (Brown, 2010). Se puede emplear en
diferentes areas de estudio para evaluar similitudes o diferencias entre multiples
objetos (muestras) o para proyectar los objetos en un plano factorial

bidimensional/tridimensional basado en diversas caracteristicas (Granato et al.,
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2018). Por otro lado, los métodos de reconocimiento de patrones multivariado se
han usado como herramienta para modelar y caracterizar un conjunto de datos que
presentan caracteristicas particulares, asi como la capacidad de clasificar
asignando objetos en grupos, clases o categorias y predecir con seguridad el valor
de una propiedad concreta de forma rapida y objetiva (Brereton, 2015).

1.6.1.Modelos estadisticos

La quimiometria es una disciplina interfacial que extrae informacién util de grandes
conjuntos de datos quimicos y bioquimicos utilizando diferentes métodos
matematicos y estadisticos. Se divide en métodos supervisados y no supervisados
(ver figura 1-4): el primero busca dividir los objetos en grupos de acuerdo con sus
caracteristicas haciendo uso de un conjunto de entrenamiento. Algunos de estos
métodos son: k vecinos mas cercanos (KNN), redes neuronales artificiales (ANN)
entre otros. El segundo se utiliza para estudiar la estructura de datos, buscar
similitudes entre varios objetos y comprobar valores atipicos en el conjunto de
datos, dentro de estos se encuentran PCA y el analisis de conglomerados
jerarquicos (HCA) (Granato et al., 2018).
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Figura 1-4. Resumen de métodos estadisticos multivariados, aplicados en la
investigacion alimentaria.

Tomado y adaptado de (Granato et al., 2018)

Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales, conocido como PCA por sus siglas en
inglés (Principal Component Analysis) es una técnica de analisis de datos
multidimensionales que tiene como objetivo reducir el numero de variables
independientes de manera que se pierda la menor informacion posible, y es
considerado el método mas empleado para presentar la estructura de datos
multivariados. Pearson (1901) defini6 que el objetivo principal de la PCA es
representar un sistema de puntos en un plano, un espacio de tres 0 mas

dimensiones mediante el “mejor ajuste” en linea recta o plano.
Este método es aplicado con frecuencia para calcular las variables lineales latentes

conocidas como componentes, obtenidas como combinaciones lineales de las

variables originales, con el primer componente principal con la mayor varianza, el
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segundo componente con la segunda mayor varianza y asi sucesivamente.
(Zuluaga et al., 2014).

El calculo matematico para determinar los componentes principales consiste en la
determinacidn de los eigenvalores y eigenvectores de la matriz de correlacion o
varianza (C, o S) a partir del conjunto de datos originales X. La matriz de correlacién
(covarianza) es diagonalizada y de esta manera se obtiene la matriz de
eigenvalores (), usando la ecuacién 1-1 (Frank & Todeschini, 1994)

Ecuacion 1-1
S=LxA=*LT

Donde L corresponde a la matriz de eigenvectores o matriz de variables.

De esta manera, los eigenvalores determinados representan la varianza de cada
componente principal; los eigen valores de mayor magnitud estaran relacionados
con la estructura, y los eigen valores pequefios estaran relacionados con el ruido.

Lo anterior se obtiene con la ecuacion 1-2:
Ecuacion 1-2

A

m=1‘"m

%V Ei ==

Donde

I: componente principal al cual se le esta calculando la varianza,

A;: eigenvalor para el i-ésimo componente principal,

Amn: eigenvalores calculados para las p variables.

Uno de los objetivos de este método consiste reducir el numero de variables
independientes (Alcafiz, 2011), para ello se debe encontrar un nuevo sistema de

referencia que cumpla las siguientes condiciones:
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e Los ejes del sistema resultante deben ser ortogonales entre si, de manera
que la informacién aportada por cada uno de ellos sea diferente y exclusiva.
e Lainformacion del conjunto de los datos concentrando en los primeros ejes
debe ser la informacién mas relevante que proyecte los datos sobre el nuevo

sistema.

En sintesis, el nuevo sistema de referencia es una representacién de las muestras
proyectadas sobre las dos primeras componentes principales y con ello es posible
tener la maxima informacion posible acerca de los datos de estudio en dos
dimensiones, algo muy practico cuando se trabaja con un gran numero de variables

independientes (Alcaniz, 2011) (Ver figuras 1-5 y 1-6).
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Figura 1-5. Ejemplo de Score Plot
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Figura 1-6. Ejemplo de Loading Plot.

En el grafico, cuando las muestras proyectadas sobre el plano formado por las dos
primeras componentes se muestran cerca la una de la otra, es posible decir que
cuentan con caracteristicas similares. De otra manera las muestras pertenecen a

grupos diferentes (Alcafiz, 2011).

Vecinos mas cercanos (KNN)

KNN es un método de clasificacion no paramétrico y no lineal. Bajo este algoritmo,
un objeto se clasifica de acuerdo con las clases de los K objetos mas cercanos, es
decir, se clasifica segun la mayoria de sus vecinos K mas cercanos en el espacio
de datos. Se calcula la distancia de cada objeto con relacion a los demas objetos
y, a continuacion, estos objetos se clasifican de acuerdo con esta distancia. Antes
de aplicar este algoritmo, se debe buscar el valor 6ptimo de K. Los vecinos
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distantes (Valores mayores de K) no son utiles para la clasificacion, no obstante, la
mejor regla empirica a seguir es usar K = 1, si no hay una superposicion

considerable entre las clases (Valcarcel & Cardenas, 2004).

Sin embargo, la mejor forma de seleccionar K es mediante procedimientos de
validacion cruzada, es decir, probando un conjunto de valores de K (por ejempilo,
de 1 a 10); luego, la K que da el error de clasificacion mas bajo puede seleccionarse
como la 6ptima. A partir de un entrenamiento este algoritmo consigue encontrar k-
vecinos mas cercanos y asignar una etiqueta de clase mediante la regla de votacién

por mayoria (Valcarcel & Cardenas, 2004).

Los clasificadores requieren procedimientos de validacion del modelo para estimar
el poder predictivo de un modelo estadistico, en el que un modelo entrenado se
evalua con un conjunto de datos de prueba. El proceso de validacion consiste en
dividir el conjunto de datos para realizar el entrenamiento y la validacion. Este
proceso puede realizarse varias veces usando diferentes particiones, de esta
manera se controla la variabilidad de la estimacion de la validacion cruzada (Parra,
2019).

Validacion cruzada Hold-Out

Consiste en dividir aleatoriamente los datos en dos conjuntos, uno de prueba y otro
de entrenamiento. Inicialmente el modelo se entrena solo en el conjunto de
entrenamiento, y el rendimiento de este modelo se evalua, luego, utilizando el
conjunto de pruebas. Debido a que los resultados de la validacion dependen de
como se realiza la division entre el conjunto de entrenamiento y el conjunto de
prueba, este puede generar una gran variacion de las estimaciones de rendimiento.
En estos casos se repite la validacion de retencion varias veces y luego se

promedia los resultados de la validacion (Fontaine, 2018).
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Validacion cruzada K-Fold

la validacién cruzada de k veces divide el conjunto de datos completo en k
subconjuntos de aproximadamente el mismo tamafo. Cada subconjunto, a su vez,
se utiliza como conjunto de prueba, mientras que los otros subconjuntos se
combinan para formar un conjunto de entrenamiento. El proceso se repite k veces
con cada subconjunto utilizado exactamente una vez como datos de prueba y k1

veces como datos de entrenamiento. (Fontaine, 2018)

La evaluacion de estos modelos puede realizarse mediante el calculo de exactitud
como la proporciéon entre las predicciones correctas que ha hecho el modelo y el
total de predicciones. No obstante, es necesario conocer el numero de predicciones
correctas e incorrectas del modelo, a través de los resultados arrojados por la matriz
de confusion o tambien llamada tabla de contingencia, utilizada para presentar y
analizar los resultados que se obtienen de la clasificacion y de esta manera saber
qué modelo funciona mejor para un determinado problema (Recuero de los Santos,
2018).

En este sentido, la matriz de confusion es una matriz cuadrada de tamafo G x G,
segun el numero de clases evaluadas. En la Tabla 1-4 se muestra una
representacion de una matriz de confusion. Los resultados reportados en las
columnas corresponden a las clases reales y los resultados reportados en las filas
a las clases previstas por el modelo (Sandoval Nifio & Prieto Ortiz, 2007). Los
elementos de la diagonal n;; dan informacion de la suma de todas las predicciones

del modelo que fueron correctas.
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Tabla 1-3. Matriz de confusion para un conjunto de datos con clases G.

Clases Asignadas

Clases 1 2 3 G

Verdadera 1 nqyq nyy nys Nig
2 nyq ny, Nnyj . Nye
3 niq ni, nij . Niq
G Ng1 Ngo Ngs . Nge

Tomado de: (Ballabio & Todeschini, 2009)

Medidas primarias relacionadas con las clases individuales

La precision, la especificidad y la sensibilidad, son tres parametros comunmente
usados para estimar el rendimiento de clasificacion logrado en cada clase (Fawcett,
2006).

La sensibilidad (Sn,) representa la capacidad de un clasificador para identificar
correctamente las muestras de la clase (ver ecuacion 1-3), es decir, si todos los
objetos pertenecientes a la clase evaluada estan correctamente clasificados el
resultado de esta medida es igual a 1 de lo contrario se obtiene valores cercanos
a 0 (Ballabio & Todeschini, 2009).

Ecuacion 1-3.

La especificidad de la clase (SF,) representa la capacidad de un clasificador para

rechazar muestras de otras clases (ver ecuacién 1-4), es decir, si los objetos no
pertenecientes a la clase considerada no son asignados a dicha clase, el valor
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obtenido SPges igual a 1 de lo contrario su valor es cercano a 0 (Ballabio, Grisoni,
et al., 2018).

Ecuacion 1-4.

_ ZIG(=1(n,k_ngk)
Sk, = EE— k#g

La precision de la clase (Pry) se define como la capacidad que tiene el modelo de

clasificacion para no incluir objetos de otras clases en la clase evaluada (Ballabio,
Grisoni, et al., 2018), como se describe en la ecuacion 1-5.

Ecuacion 1-5.

S

Pry = 29
n
9

Si todos los objetos que son asignados a la clase evaluada corresponden a dicha
clase, el valor Prg es igual a 1.

La tasa de error (ER) y la tasa de no error (NER) es la relacion entre el numero
objetos correctamente asignados y aquellos erroneamente asignados,
respectivamente, sus valores oscilan entre 0 y 1 (Ballabio, Grisoni, et al., 2018) y se
define segun lo descrito en la ecuacion 1-6 y 1-7.

Ecuacion 1-6

ER:n_Zg;l”ggzl_NER

n

Ecuacion 1-7

NER = Zé=1"gg
n

Donde n es el numero total de objetos
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1.6.2.Redes Neuronales Artificiales (ANN)

Las redes neuronales artificiales surgieron a mediados de la década de los afios
80 como un intento de conseguir formalizaciones matematicas acerca de la
estructura del cerebro. La red neuronal artificial (ANN) es un método informatico,
no algoritmico que tiene ciertas caracteristicas de desempefio en comun con las
redes neuronales bioldgicas, que se puede entrenar porque tiene la capacidad de
aprender y autoajustarse, ha demostrado ser una herramienta muy poderosa para
resolver problemas de reconocimiento de patrones (Mohaghegh et al., 1995; A. A.
Silva et al., 2015).

Como elemento basico de un sistema de neuronal biologico estan las neuronas,
las cuales se encuentran en el cerebro organizadas a través de una estructura de
capas formando un sistema con funcionalidad propia. Cada capa esta compuesta
de un conjunto de neuronas, o unidades de procesamiento, artificiales cuyas
entradas provienen de la misma fuente y las salidas se dirigen al mismo destino y
realizan funciones matematicas destinadas a resolver problemas, generalizar la
informacion de las muestras y desarrollar tareas cognitivas como el aprendizaje de

patrones, la clasificacion y optimizacion (A. A. Silva et al., 2015).
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Capitulo 2 . Determinacion de los parametros
de calidad fisicoquimica de muestras de miel
de origen geografico conocido, procedentes
de apiarios localizados en diferentes regiones
de Colombia.

La autenticidad y calidad de los productos alimenticios son dos aspectos muy
importantes, estrechamente relacionados en el contexto de la inocuidad
alimentaria. El alto valor econdmico que actualmente tiene la miel en el mercado
ha ocasionado que sea un producto susceptible a fraudes comunes en el
etiquetado y adulteracién con azucar o jarabes. Bajo este contexto, surge la
necesidad de caracterizar la miel, de manera que se garantice lo declarado, y se

aprecie mas la autenticidad y calidad de este producto.

La calidad de la miel se puede determinar a través de las propiedades
organolépticas, las propiedades fisicas y quimicas y los aspectos de inocuidad, que
le confieren caracteristicas unicas, tipicas del origen botanico y geografico de las
plantas de las que procede la miel y otros factores como tipo de néctar, suelo,
condiciones climaticas, manejo y forma de extraccion (Velasquez et al., 2016).

A continuacion, se describe la caracterizacidon fisicoquimica evaluada a 115

muestras de mieles de abeja procedentes de diferentes regiones del pais a partir
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de diferentes parametros de calidad: pH, acidez, humedad, sélidos insolubles,
hidroximetilfurfural, cenizas, color, indice de diastasa y conductividad eléctrica. Los
resultados se evaluaron teniendo en cuenta legislacion nacional e internacional
como el Codex Alimentarius, y fueron tratados mediante estadistica descriptiva, asi
como por analisis de varianza (ANOVA) con el fin de caracterizar la calidad

fisicoquimica de las mieles con diferenciacion de origen en Colombia.

2.1. Materiales y métodos

2.1.1. Muestras de miel

A través del concurso, “identificacion de mieles especiales de Colombia con
caracteristicas asociadas a su origen geografico y/o botanico” que hizo parte del
proyecto “Validacion a nivel nacional e internacional de la comercializacion de los
prototipos de los productos de las abejas con base en la innovacion y el desarrollo
tecnologico”, se recolectaron 115 muestras de miel de abejas Apis mellifera
procedentes de 23 de los 32 departamentos de Colombia. Las muestras se
recibieron en envases de vidrio, directamente de los apicultores, con un peso
aproximado de 500g, las cuales fueron cosechadas durante el afio 2018. En la
Tabla 2-1 se presentan los municipios y departamentos donde se recolectaron las

muestras.

Al recibir las muestras, estas se almacenaron en las instalaciones de apiarios El
pinar Ltda. a temperatura ambiente bajo oscuridad hasta su uso. Para cada una de
las muestras se completo un cuestionario con datos sobre su manejo por parte del
productor, fecha de extraccién, lugar y condiciones ambientales. De acuerdo con
la informacion brindada por los apicultores, todas las muestras recolectadas
correspondian a mieles presumiblemente multiflorales y se clasificaron de acuerdo
con el contexto geografico (departamento, municipio), la altitud del apiario (m s. n.
m.) y el piso térmico (calido: 0-1000 m s.n.m., templado: 1001- 2000 m s.n.m., frio:
superior a 2000 m s.n.m.).
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Tabla 2-1. Resumen de las muestras recolectadas

Departamento mL"ll;s‘:?as Municipio (rﬁ‘lélt:?n)
Caucasia (1) 50
Vegachi (1) 980
Urrao (1) 2200
Antioquia 11 Sargzolzo(ﬁle; de 2050
San Carlos (4) 1300
San Rafael (1) 1050
Anori (1) 1500
Norde§te 980
antioqueiio (1)
Tame (2) 340
Arauca 10 Saravena (7) 400
Arauca (1) 250
Archipiélago
de san Andrés 3 Providencia (3) 60
y providencia
Bolivar 1 Cérdoba (1) 22
Rondon (1) 2075
Boyaca 3 Raquira (1) 2150
Combita (1) 2850
Riosucio (3) 1783
Caldas 6 Neira (2) 1100
Victoria (1) 750
Caqueta 1 Montafita (1) 450
Casanare 1 Mani (1) 350
La vega (6) 2100
Totoro (1) 2275
Popayan (1) 2222
Cauca 12 Tambo (1) 1686
Cajibio (2) 1850
Santa Rosa (1) 1760
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Departamento N® de Municipio Altitud
muestras (m.s.n.m)

Coérdoba 2 Chinu (2) 103
Guaduas (1) 1100
Cogua (1) 2630
. Bogota (1) 2630
Cundinamarca 11 Guacheta (6) 2780
Guasca (1) 2800
Choachi (1) 1700

Guajira 3 Uribia (3) 10
Guaviare 2 %ir;\‘:g?g z:ize)l 175
Aipe (1) 350
Huila 5 Garzon (1) 1200
Gigante (3) 1050
Ciénaga (3) 1060
Magdalena 5 Fundacién (1) 1200
Santa Marta (1) 700

Puerto Lépez (1) 365

Meta 3 San Carlos de

Guaranoa (1) 350

Puerto gaitan (1) 150
Pasto (1) 1700
Nariio 3 Los Andes (1) 1900
La guaca (1) 2250

Norte de 5 Arboledas (1) 950
Santander Herran (1) 1955
Apia (1) 1400
Risaralda 2 Belén d(? )Umbrla 1800

Barrancabermeja 85

(1)

Zapatoca (3) 1219

Galan (1) 950
Santander 20 Matanza (1) 1730
Surata (3) 1930
Guadalupe (1) 1200

San Vicente de

Chucuri (10) 750

Ovejas (1) 254

Sucre 3 Morroas (1) 156

San Onofre (1) 30
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Departamento '\ 9° Municipio Altitud
muestras (m.s.n.m)
Tolima 1 Mariquita (1) 495
Ansermanueva 1035
Valle del (1)
aece 4 SanPedro (1) 980
catea Yotoco (1) 1100
Tulua (1) 1300
Vichada 1 Puerto Carrefio 90

(1)

2.1.2. Analisis fisicoquimicos

El almacenamiento de las muestras se realizé en las instalaciones de Apiarios El
pinar Ltda., alli se conservaron las muestras a temperatura ambiente para la
evaluacion de la calidad de la miel a través del contenido de humedad, pH, acidez,
y conductividad eléctrica. El contenido de cenizas, hidroximetilfurfural (HMF), y
solidos insolubles, se realizé en el laboratorio Lepton S.A.S. y el analisis de color
en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos- ICTA. Los métodos y sus
referencias se describen en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Referencias de los métodos fisicoquimicos.

METODO UNIDADES REFERENCIA
pH y acidez libre Unidades de pH'y AOAC 962,19 (2016) *
meq/kg
Conductividad eléctrica uS/cm IHC

Harmonised methods of
the International honey
commission (2009)
Cenizas g/100 g AOAC 920,181 (2005)*
HMF mg/kg AOAC 980,23
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Color mm Pfund Direct measurement by
using a Pfund C-221
colorimeter (Hanna
instruments, USA)
Solidos insolubles % IHC

Harmonised methods of

the International honey

commission (2009)

Humedad % Método refractométrico
AOAC 969,38 (2016)

(*) acidez libre: concentracion de la solucion de valoracion NaOH empleada 0,05M, cenizas: se
realizé el cambio en el uso de plato de Pt por crisol de porcelana y se omitié el uso de lampara IR
de 375 vatios.
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A continuacion, se describe la metodologia empleada del analisis de color, el cual
se realiz6 de manera distinta a lo indicado en la bibliografia citada en la tabla 2-2.

Medicion de color en la escala Pfund

Este ensayo se realiz6 usando un colorimetro Pfund (Hanna Instruments, Estados
Unidos). La muestra de miel se tom¢ liquida y homogénea, libre de impurezas y
burbujas que puedan afectar la lectura. Si la miel se encontraba cristalizada, se
calenté en bafo maria a 40°C eliminando la espuma que se formaba en la

superficie.

Para ejecutar el analisis, se realizé la calibracion usando glicerol en el porta
cubetas. Se afiadi6 a una segunda cubeta la muestra de miel de aproximadamente
4 mL, que se colocd en el porta cubetas, inmediatamente se tapd para evitar la
entrada de luz y se registré el valor del color en mm Pfund mostrado en la pantalla

del equipo.

2.2. Analisis estadistico

Los resultados de los parametros de pH, acidez, conductividad eléctrica, cenizas,
hidroximetilfurfural, color, humedad y solidos insolubles fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA) bajo un nivel de significancia del 95%. La prueba de
Tukey se realizé para comparar las diferencias entre los valores medios en el nivel

designificancia de 0,05.
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2.3. Resultados y discusién

2.3.1. Analisis fisicoquimico

Los resultados de la evaluacion de parametros fisicoquimicos se muestran en la
Tabla 2-3 discriminados como el promedio, desviacion estandar, minimo y maximo,
asi como los resultados del ANOVA para cada parametro obtenido segun el origen
geografico de la miel.

Tabla 2-3. Parametros fisicoquimicos de mieles de Colombia

Parametro Zona calida Zona templada Zona fria
Humedad [%] 18,52 + 1,31 ® 17,84 +1,32 @ 17,86 + 1,34 @)
15,7-21,7 15,3-21,1 16,1-21,1
pH 413+0,48@ 432+04® 422 +0,39 @
3,48-5,61 3,71-5,75 3,73-5,21
Acidez Libre 38,61+ 14,19® 3547 +11,8® 36,73+10,41 @
[meq/kg] 14,3-72,86 12,43-56,46 13,9-53,8
Conductividad 0,510+0,239®  0,548+0,235@ 0,606 + 0,209 @
[mS/cm] 0,094-1,064 0,191-1,178 0,287-1,016
Sélidos Insolubles 0,1+0,09® 0,1+0,05® 0,1+0,03®
[%] 0,00-0,45 0,04-0,38 0,03-0,16
Cenizas [%)] 0,18+0,12® 0,23+0,11 @ 0,25+0,18 @
0,04-0,53 0,05-0,87 0,1-0,51
Hidroximetilfurfural 34,73+51@ 17,77 £+21,03®  18,39+21,79 @
[mg/kg] 0,17-182,09 0,10-108,11 1,63-70,12
Color [nm Pfund]  82,11+30,22® 80,78 +26,45@®  8147+22,72@
19-150 36-150 51,5-150

Los valores presentados corresponden a la media + desviacion estandar (minimo
— maximo). Letras distintas en el superindice dentro de la misma fila indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Los resultados del contenido de humedad tuvieron una variacion entre el 15% y el
21%. La Norma Técnica Colombiana- NTC 1273, y la Directiva del Consejo de la

Union Europea 2001/110 definieron que el contenido de humedad debe ser como
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maximo del 20%. Estudios realizados por Karabagias et al. (2020) reportaron un
contenido de humedad de las mieles de pino griego entre el 10,50% y el 20,50%,
mientras que las mieles rumanas reportan un contenido 16,60% y 20,00% (Al et
al., 2009). Bentabol Manzanares et al (2011) informaron valores entre 15,70-
18,60% para las mieles de mielada que no presentan diferencias significativas en
los valores de humedad, actividad de agua, diastasa, fructosa y maltosa con
respecto a mieles derivadas de la combinacion de varios néctares florales.
Finalmente, Serra Bonvehi (2019) reportaron valores de contenido de humedad
entre 16,50% y 19,40% para muestras de miel de aguacate de Andalucia, sur de
Espaia.

En este sentido, se encontro que el 92% de las muestras indicé un grado adecuado
de madurez. Por otro lado, los valores mas altos de contenido de humedad,
representados en el 8% de las muestras restantes, se obtuvieron de departamentos
que superan en promedio el 80% de humedad relativa ambiental: Valle del Cauca,
Guaviare, Sucre, San Andrés y Providencia, Meta, y Arauca (IDEAM, 2010), debido
a la estrecha relacion que tiene el contenido de humedad con los factores
ambientales, y la caracteristica de higroscopicidad de la miel.

Se ha informado anteriormente que existen excepciones a la directiva de la UE
para algunas mieles de origen unico / uniflorales, como las mieles de brezo, las
cuales no deben tener mas del 23% de humedad (Kavanagh et al., 2019). Como lo
muestran Saorla Kavanagh et al., (Kavanagh et al., 2019) es posible encontrar
mieles con contenido de agua superior al 20%, su condicidn higroscopica le permite
absorber facilmente la humedad del aire, y probablemente los altos niveles de
humedad relativa del medio ambiente contribuyen a los altos niveles de humedad

en la miel.
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Se encontraron diferencias significativas en el contenido de humedad (p < 0,05)
entre la zona calida y la zona fria. En general, el contenido de humedad de las
mieles provenientes de climas frios registr6 los valores mas bajos (17,6%),
mientras que las mieles de climas templados presentaron un contenido promedio
de humedad del 17,9%, y, por ultimo, las mieles provenientes de clima calido
18,59% en promedio. Esta diferencia puede atribuirse a varios factores: las
condiciones de almacenamiento o temporada de la recoleccion, en ambos casos
puede existir intercambio de agua con el medio ambiente. Tipicamente en zonas
donde el clima es frio (12 a 18°C) pueden encontrarse humedades relativas
menores a 80% por lo que es posible que exista una baja transferencia de agua
hacia la miel, en cambio en zonas donde el clima es calido la humedad relativa
puede encontrarse en un rango entre 80 a 90% humedad relativa (HR). No
obstante, también es posible considerar el grado de madurez de la miel en la
colmena, lo que representa una mala practica de cosecha por parte de los

apicultores.

Unicamente, dos muestras presentaron alto contenido de agua (superior a 20%), y
a su vez alto contenido en la acidez, posiblemente como resultado del tiempo de
cosecha, la madurez de la miel, o incluso factores climaticos, que pueden favorecer
reacciones quimicas y enzimaticas capaces de formar compuestos acidos en la
miel (L. R. Silva et al., 2017).

Aunque el limite de pH aun no ha sido descrito por los comités reguladores, los
valores de todas las muestras de miel fueron bajos y variaron entre 3,48 y 5,75. No
se encontraron diferencias significativas (p = 0,18). Estos valores coinciden con lo
descrito por Bogdanov (2004). Otros estudios realizados en Colombia, reportan
valores de 3,42 a 3,83 para mieles antioquenas (Urrego R, 2017), mieles de zonas
cafeteras oscilan entre 3,45 a 3,95 (Rodriguez Medina, 2016), y las mieles de la
altilanura del departamento del Vichada entre 3,57 a 3,85. Lo anterior cumple lo
mencionado por Zuluaga et al. (2018) quienes reportan que el pH de las mieles
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colombianas oscila entre 3,8 y 4,2, mieles con valores superiores podrian
corresponder a mieles de mielada, o mieles con inicio de fermentacidon debido a

problemas en la cosecha (Babarinde et al., 2011).

Estos valores toman importancia en la calidad de la miel, ya que niveles de pH
entre 3,2 y 4,5 inhiben el crecimiento de bacterias, dado que el pH 6ptimo para su
crecimiento oscila entre 7,2y 7,4 (P. M. Da Silva et al., 2016). En la literatura se
han encontrado que las mieles de Portugal e India tienen un pH que varia entre
3,18 a 4,10 y 3,7 a 4,3 respectivamente. Ventura Coll y Orantes Bermejo (2010),
Saxena (2010), asi como Serra Bonvehi (2019) encontraron para esta
caracteristica valores entre 4,18 y 5,19 en mieles espanolas. Estas mieles se
caracterizaron por tener valores mas altos de pH, conductividad eléctrica,
porcentaje de cenizas y contenido polifendlico que la mayoria de las mieles
monoflorales. Estos resultados coinciden con los encontrados en el presente

estudio, de los cuales el 43,5% superan valores de 4,2 unidades de pH.

La composicion del néctar que consumen las abejas depende de las caracteristicas
inherentes de la planta, asi como la temperatura del aire, humedad relativa, el
clima, la acidez del suelo y otras caracteristicas edafologicas que conllevan a que
las mieles tengan caracteristicas fisicoquimicas distintas (Vasquez, 2010). La
acidez libre también es un parametro muy importante para la calidad de la miel, con
estos valores es posible determinar el nivel de deterioro de este producto.
Considerando que el nivel maximo de acidez permitido en la miel es 50 meq/kg
(Codex Alimentarius Commission, 2001), en este estudio el 85% de las muestras
cumplieron este requisito, el restante corresponden a mieles de clima calido, las
cuales probablemente experimentaron fermentaciones indeseables o no son

frescas, no obstante, el alto contenido de humedad en la miel también esta
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asociado con la fermentacion de la levadura durante el almacenamiento, lo que

genera mayor nivel de acidez (Yucel & Pinar Sultanoglu, 2013).

Como resultado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
acidez de los grupos evaluados (p = 0,18). La miel con menor acidez (12,43
meq/kg) fue la de Cajibio- Cauca, mientras que la mas alta (72,86 meqg/kg) en Chinu
- Cdérdoba. Esta variacién puede obedecer a diferentes factores, entre los cuales
se encuentran, el origen floral, la presencia de algunos acidos organicos o iones
inorganicos, incluso las malas practicas en la obtencion de la miel. Los valores de
acidez libre obtenidos en el presente estudio fueron en promedio consistentes con
los reportados por Pereira et al. (Pereira et al., 2020) en Brasil, Yucel (2013) en
Turquia y Mendes (1998) en Portugal.

Otro factor que afecta la calidad de las mieles tiene que ver con el manejo térmico
durante la extraccion y el almacenamiento, el cual afecta directamente algunas
propiedades como la concentracion de hidroximetilfurfural (HMF) (Pasias et al.,
2017). En este estudio, los valores medios estuvieron por debajo del limite legal
internacional (17,77 a 34,73 mg/kg). Los resultados mostraron que mas del 90% de
las mieles evaluadas presentaron niveles bajos de HMF, lo que significa que eran
mieles frescas y sus valores se ajustan al limite maximo establecido por la
reglamentacion internacional y se consideran mieles de muy buena calidad. No se
presentaron diferencias significativas entre los diferentes grupos evaluados (p =
0,06). El 5% de las muestras correspondientes a mieles de Santander, la Guajira,
Huila y Guaviare, reportaron valores superiores a 80 mg/kg, lo que supera el limite
establecido por el Codex Alimentarius para mieles de origen tropical (Codex
Alimentarius, 2001). En estas zonas la temperatura puede alcanzar los 34 °C, factor
que contribuye a la formacion de este compuesto, junto con otros como el

tratamiento térmico usado comunmente para mejorar su manejo en el envasado.

Tal como lo demostraron Fallico et al. (2004), el contenido natural de HMF en

mieles de monoflorales de naranja y de Sulla es bajo (5,95 mg/kg + 0,04 mg/kg y
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1,23 mg/kg + 0,1 mg/kg) y aumenta en la medida que es sometida a calentamiento.
Bogdanov et al. (1999) sefala que en paises como Alemania, Bélgica, Italia, Austria
y Espafia consideran que las mieles de buena calidad no superan un contenido de
15 mg/kg. Adicionalmente, Pasias (2017) menciona que el contenido de HMF es
menor en muestras de mielada que en muestras de miel de flores, esta afirmacion
obedece a que la miel floral es comunmente calentada para facilitar la
manipulacion, evitar la cristalizacion y la inhibicion del crecimiento microbiano,
mientras que la miel de mielada tiene un bajo contenido de azucares y rara vez se
observa la cristalizacién. Como resultado de la evaluacién de estos parametros de
calidad era de esperar un cumplimiento mayoritario de estos requisitos establecidos

en las normativas nacionales e internacionales.

La conductividad eléctrica (CE) es un parametro directamente proporcional al
contenido de cenizas y minerales presentes en la miel, ambas caracteristicas estan
relacionadas con los factores del suelo, condiciones climaticas, y composicion
quimica del néctar (Bobis et al., 2020). La conductividad eléctrica en la miel vario
entre 0,518 - 0,608 mS/cm, los cuales se encuentran dentro de los limites
recomendados en el Codex Alimentarius y la Directiva para miel de la union
europea (<0,8 mS/cm). Las muestras de miel de climas frios presentaron los
valores mas altos de conductividad eléctrica media (0,606 mS/cm) en comparacion
con la miel procedente de climas calidos (0,510 mS/cm). Lo que concuerda con los
resultados obtenidos del analisis de cenizas, los cuales también fueron mayores en
las mieles procedentes de climas frios y menores en climas calidos. Esto se
atribuye posiblemente a la alta concentracion de minerales presentes en rocas, en
el suelo y en las plantas, de donde las abejas obtienen el néctar. La temperatura
tiene una relacion con el contenido de minerales, los contenidos de materia
organica y de nitrégeno disminuyen drasticamente al decrecer en altura sobre el

nivel del mar, situacién que explica, en parte, los bajos contenidos de materia
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organica presentes en los suelos de clima calido y los altos ubicados en climas frios
(Jaramillo, 2002).

Se encontré que los valores de conductividad eléctrica de 20 mieles (cuatro de
provenientes de clima frio; nueve de clima calido; siete de clima templado) superan
el limite permitido por la Comision Internacional de la Miel. Se podria considerar
que estas mieles sean de origen extrafloral, debido a que su conductividad supera
los valores establecidos para mieles florales. No se encontraron diferencias
significativas (p = 0,37) entre las mieles estudiadas. Estos resultados coinciden con
otros estudios que han mostrado valores de conductividad para mieles
monoflorales de las zonas cafeteras de Colombia entre 0,215 y 0,718 mS/cm
(Rodriguez Medina, 2016) y 0,559 mS/cm en mieles producidas en zonas forestales

de Acacia mangium en la altillanura de Vichada. (Castro, 2018).

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que las propiedades
dieléctricas medidas a través de la conductividad estan directamente relacionadas
con el contenido de cenizas (R = 0,8). Mas del 50% de las muestras analizadas en
este estudio que presentaron un alto contenido de cenizas fueron capaces de
conducir mas corriente eléctrica, lo cual coincide con lo reportado por Vanhanen
(2011), esta caracteristica tiene una relacion directa con la cantidad de iones de los

minerales y acidos organicos que se encuentran en la solucion de la miel.

El porcentaje de cenizas en la miel es un parametro de calidad que indica el posible
origen de la miel, y ademas esta directamente relacionado con el contenido de
minerales. Los resultados de este parametro no demostraron tener diferencias
signficativas con relacion al piso termico evaluado (p = 0,1) y se evidencié una
variacion entre el 0,18% y 0,25%, cumpliendo con los limites recomendados en el
Codex Alimentarius y la Directiva para miel de la Unién Europea (<0,6%), en
promedio, las mieles evaluadas se consideran mieles de origen floral. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos evaluados. Castro (2018)
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reportd valores similares en investigaciones realizadas a muestras de miel de las
zonas forestales en la altillanura del departamento del Vichada, las cuales tuvieron
un valor promedio de 0,09% y mieles de las zonas del Oriente y Suroeste
antioqueno con 0,28% de cenizas.

Unicamente el 2% de las mieles evaluadas superaron el valor maximo establecido
de cenizas, las cuales son procedentes de los departamentos de Santander
(0,63%) y Caldas (0,87%). Valores altos de cenizas se han reportado en mieles de
mielada, como por ejemplo en Rumania los valores obtenidos oscilan entre 1,17%
y 1,23%, mientras que para mieles florales se encuentran en un intervalo entre
0,03% y 0,4 % (Al et al., 2009).

El color de la miel oscilé entre tonos claros a ambar oscuro, sin embargo, el color
mas comun en estos productos es el amarillo brillante o marrén rojizo. De acuerdo
con la escala de Pfund, el color en todas las muestras analizadas oscil6 entre 19-
150 mm Pfund, es decir, se encontraron muestras de color blanco hasta ambar
oscuro, abarcando todas las tonalidades intermedias. No se encontraron
diferencias significativas entre las regiones evaluadas (p = 0,98). El 56% de las
mieles analizadas reportaron valores entre 51 y 85 mm Pfund, ubicandolas en la
escala de tonalidad de ambar claro, seguidas de un 23% de tonalidad ambar y un
11% de ambar oscuro. Al-Farsi et al. (2018) reportaron valores para mieles
multiflorales entre 65,5 y 180,5 mm Pfund. La tonalidad ambar extra claro solo se
encontré en zonas calidas proveniente de los departamentos de Sucre y Antioquia
y s6lo una de ellas proveniente del departamento del Huila registré color blanco (19

mm Pfund).

A pesar de que con los resultados obtenidos la correlacion entre el color y el
contenido de cenizas fue baja (R = 0,4), la literatura hace mencion a que altos

valores de conductividad posiblemente se encuentran relacionados con las
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condiciones edafologicas del origen geografico, (Gonzalez-Miret et al., 2005) con
ello se demuestra que si existe estrecha relacién entre estos dos parametros. Las
mieles mas oscuras tenian niveles mas altos de cenizas y por lo tanto, mayor
concentracion de minerales; en varios estudios se ha definido que el color de las
mieles oscuras como las de aguacate, castafo, mielada y brezo estda muy
correlacionado con la concentracion de los oligoelementos como As, Cd, Fe, S, Pb
y Ca (El Sohaimy et al., 2015).

En general, la determinacion de solidos insolubles en miel refleja las buenas
practicas del proceso de extraccion, ya que el objetivo es ofrecer miel libre de
impurezas, como restos de cera, y materiales extrafios. La presencia de estas
impurezas hace que sea una miel de baja calidad no solo organolépticamente y en
términos de presentacion, sino también porque afectan su capacidad de
preservacion, favoreciendo el crecimiento de levaduras, y afectando el proceso de
cristalizacion (Pourtallier & Taliercio, 1972). En tal sentido, los resultados mostraron
valores que oscilaron entre 0,00% a 0,45 %. Los valores promedio obtenidos en las
tres zonas evaluadas fueron similares. No se evidenciaron diferencias significativas
(p=0,37) entre los promedios de solidos insolubles de las mieles categorizadas en
los tres pisos térmicos descritos. La Norma Técnica Colombiana NTC 1273 tiene
como referencia un valor maximo de 0,5% para mieles prensadas y 0,1% para
mieles diferentes a mieles prensadas. El 92% de las mieles evaluadas cumplen el
criterio de solidos insolubles por debajo del 0,1%. Estos resultados son similares a
los reportados por Belay et al. (2013) en mieles de Etiopia los cuales oscilaron entre
0,09-0,16%. El 8% restante no cumplié con los parametros establecidos, lo que
indica que no se mantuvieron las buenas practicas durante el proceso la extraccion
de la miel, y por ende, es conveniente brindar formacion a los apicultores locales
acerca de la forma de cosechar, manipular, procesar, envasar y comercializar la

miel, asi como adquirir un equipo de procesamiento adecuado.
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2.4. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio, se encontré que la
mayoria de las mieles analizadas cumplen con los parametros técnicos
establecidos bajo los criterios definidos en la normativa internacional y Norma
Técnica Colombiana 1273, con valores que oscilan para cada variable como se
presenta a continuacion: Humedad (17-19%), pH (4,1-4,3), Acidez (35-39 meq/kg),
Conductividad (0,5-0,6 mS/cm), Cenizas (0,1-0,3%), HMF (20-35 mg/kg). Estos
resultados fueron comparables con mieles de otros origenes geograficos
internacionales en otras investigaciones. En el presente estudio se determind que
las propiedades dieléctricas medidas a través de la conductividad estan

directamente relacionadas con el contenido de cenizas.

Las muestras con contenido de agua mas alto (>20%) presentaron mayor
contenido de acidez y a su vez, presentaron valores superiores a 80 mg/kg de HMF,
lo que significa que las mieles acidas favorecen la deshidratacion de la fructosa y
formacion de HMF. La mayoria de las mieles analizadas cumplieron los criterios de
calidad examinados, excepto nueve muestras en el caso del contenido de
humedad, 17 para el contenido de acidez, y seis para el contenido de HMF, lo que
significa que el 28% de todas las muestras no cumplieron con la normativa
internacional, razén por la cual se considera recomendable mejorar las buenas
practicas agricolas y de manufactura en la apicultura, a través de la estandarizacion
de los métodos de obtencion de miel, de manera que los apicultores trabajen bajo

los mismos estandares de calidad.
Unicamente fue posible encontrar diferencias entre los distintos pisos térmicos de

donde se obtuvieron las muestras de miel, para la medicién de humedad. Los

demas parametros evaluados no se vieron afectados segun el piso térmico.
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Como resultado de los analisis de parametros asociados propiamente al manejo de
la miel, los solidos insolubles presentaron muy poca variacion, mientras que el
analisis de hidroximetilfurfural se encontré con una alta variacion en las mieles
provenientes de climas calidos. Su alta suceptibilidad a tener valores superiores de
hidroximetilfurfural esta asociada a la actual demanda de consumidores que
prefieren mieles liquidas, las cuales previamente son sometidas a calentamiento el
cual genera deshidratacion de los azucares y apariciéon de contenido de HMF y por
consiguiente alteracion de la calidad de este producto. En las regiones donde las
temperaturas son calidas es conveniente que las colmenas cuenten con sombra
adecuada, ubicandose en espacios que permiten el paso de la luz y del aire. De lo
contrario, la colmena puede sufrir un sobrecalentamiento o bien pérdidas en la
cosecha de miel. Una vez obtenido el producto es recomendable mantener control
sobre la temperatura de almacenamiento (inferior a 35 °C) de esta manera se

asegura su calidad quimica y sensorial.
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Capitulo 3. Perfil aromatico por nariz
electronica y analisis con lengua electronica
voltamperométrica como herramientas no
especificas para la clasificacion vy
autenticacion de mieles colombianas.

La evaluacidon sensorial es una actividad realizada por los seres humanos para
aceptar o rechazar los alimentos, especialmente en el momento de consumirlos,
que ademas esta fuertemente relacionada con las preferencias y habitos dietarios.
En la industria de alimentos, la evaluacién sensorial puede ser util para la
caracterizacion, diferenciacién, descripcion y clasificacion de alimentos. Esta
evaluacion se basa en la percepcion de los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto
y oido, pero puede ser muy compleja como herramienta de analisis, debido a la
subjetividad de las medidas y a la dificultad que supone reconocer de forma precisa
los efectos de cambios muy bajos en las concentraciones de compuestos activos
que alteran las propiedades organolépticas. En este contexto, las llamadas técnicas
de analisis sensorial instrumental son de gran interés para la industria de alimentos.
Estas técnicas usan principios fisicoquimicos para la medicién de propiedades o la
determinacién de compuestos quimicos, que estan relacionadas de forma directa
o indirecta con los atributos sensoriales. En particular, como se discutié en los
capitulos 1,5y 1,6, las narices y lenguas electrénicas en combinacion con técnicas
quimiomeétricas, han sido empleadas para obtener informacién relevante desde el
punto de vista sensorial, de forma mas objetiva y a través de instrumentos de facil

manejo.
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Si bien el control de calidad de los productos de la colmena, como la miel, se realiza
generalmente a través de la medicion de las caracteristicas fisicoquimicas, como
se describio en el capitulo anterior, debido a su naturaleza y forma de consumo, los
atributos sensoriales son una parte fundamental de su calidad global. De hecho,
los atributos sensoriales, como aroma y sabor, han sido empleados como
propiedades para asociar las mieles con sus origenes geograficos y botanicos y
lograr la obtencion de sellos de denominacién de origen (Mandi¢ et al., 2006;
Stolzenbach et al., 2011). De igual forma, tanto nariz como lengua electronica han
sido empleadas para la clasificacion y diferenciacion de mieles de acuerdo a su
origen geografico y botanico (Ballabio, Grisoni, et al., 2018; Benedetti et al., 2004;
Bougrini et al., 2016a; Escriche et al., 2012), incluyendo algunas mieles
colombianas (Zuluaga Dominguez et al., 2018). De forma reciente, estas técnicas
han sido propuestas como potenciales herramientas de diferenciacion de mieles
auténticas y adulteradas, es decir, como estrategias instrumentales de
autenticacion (Hajinezhad, M., Mohtasebi, S. S., Ghasemi-Varnamkhasti, M., &
Aghbashlo, 2017; Sobrino-Gregorio et al., 2018). La nariz y la lengua electrénica
cumplen con los requisitos de una herramienta rapida, econdmica y confiable para
confirmar que una muestra particular pertenece a un origen floral especifico (Oroian
& Ropciuc, 2019).

En esta parte del trabajo, el perfil aromatico debido a los compuestos volatiles y las
caracteristicas  voltamperométricas debidas a compuestos disueltos
electroquimicamente activos, ambas relacionadas de forma indirecta con el aroma
y sabor de las mieles, fueron analizadas haciendo uso de medios instrumentales
conocidos como nariz electronica y lengua electronica voltamperométrica, los
cuales consisten en combinaciones de sensores de gas y electroquimicos que
imitan la nariz o la lengua humana, cuyo principio se basa en la deteccion,

reconocimiento y discriminacion de mezclas complejas de productos quimicos.
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Las 115 muestras de miel descritas en el numeral 2.1.1, provenientes de 23
departamentos del pais, fueron analizadas por medio de una nariz electronica de
10 sensores de Oxidos metdlicos, y por medio de una lengua electronica
voltamperomeétrica conformada por sensores 3 electroquimicos serigrafiados
(platino, oro y grafito) conectados a un multipotenciostato, aplicando voltametria
ciclica. Se exploré la factibilidad de diferenciar las mieles segun la zona climatica
de proveniencia a través del analisis estadistico multivariado de los datos obtenidos
por nariz y lengua electronicas. Finalmente, con el fin de evaluar la lengua
electronica voltamétrica como herramienta de autenticacion, se analizaron por esta
técnica también 50 muestras adulteradas y se compararon los resultados obtenidos

con el de 50 muestras auténticas seleccionadas al azar.

3.1. Materiales y métodos

Se emplearon las mismas muestras de miel descritas en el numeral 2.1.1. del

presente documento.

3.1.1. Analisis del perfil aromatico por nariz electronica

Los compuestos volatiles presentes en las muestras de miel se analizaron usando
una nariz electronica portatil Airsense Analytics GmbH PEN3 (Schwerin, Alemania).
El sistema se compone de un equipo automuestreador HTA 2100H (Brescia, Italia),
una unidad de deteccidn que consta de 10 sensores de Oxido de metal y un
software de reconocimiento de patrones (Win-Muster) para el registro y analisis de
datos (ver figura 3-1). En la tabla 3-1, se describen los grupos de compuestos y los

sensores que se detectan en la nariz electronica.
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Figura 3-1. (a) Equipo automuestreador HTA 2100H (Brescia, Italia), (b) nariz
electronica portatil Airsense Analytics GmbH PEN3 (Schwerin, Alemania).

Tabla 3-1. Grupo de compuestos identificados por cada sensor de nariz

electrénica
Sensor Compuesto
W2S Alcoholes
W5S Amplio rango de compuestos, especialmente nitrogenados
W1S Hidrocarburos de cadena corta
Wwaw Compuestos azufrados y clorados
W1W Compuestos azufrados
W6S Principalmente hidrégeno
W3S Compuestos alifaticos de cadena corta
W1Cy W3C Compuestos aromaticos
W5C Compuestos aromaticos y alifaticos

Los graficos de salida del sensor PEN3 tipicos para la evaluacion del perfil de
compuestos volatiles de la miel representa la relacidn G/GO; respuesta de la
conductividad eléctrica de los sensores al gas de muestra (G) en relacion con la
del gas portador (GO) (eje Y) a lo largo del tiempo en segundos (eje X), estos

resultados se presentan en la figura 3-2.
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Figura 3-2. Respuesta tipica de los sensores de la nariz electronica
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Para la preparacion de la muestra se pesaron 3 g de miel en viales cromatograficos
de 20 mL, los cuales fueron tapados inmediatamente, y se mantuvieron por 20
minutos a 40°C de manera que se asegurara el equilibrio de la concentracion de
los compuestos volatiles en el espacio de cabeza del recipiente. Cada muestra se
analizé por triplicado. El tiempo empleado como fase de medicion fue 150 s,
durante los cuales los sensores alcanzaron un valor estable. Las sefiales obtenidas
de los sensores se expresaron en G/GO definido como la relacion entre la
conductividad eléctrica de los volatiles y la del aire puro con el intervalo de
recopilacion de datos de 1s. Zuluaga (2014) definio las condiciones mas adecuadas
de operacion para la determinacion del perfil aromatico (ver tabla 3-2).
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Tabla 3-2. Parametros de operacion de la nariz electronica para el analisis del
perfil cromatografico de miel.

Parametro Miel
Tiempo de analisis 150s
Peso de la muestra 39
Tiempo de estabilizacion 20 min
Temperatura 40°C

estabilizacion
Flujo de gas alacamara 60 mL/min
Fuente: (Zuluaga et al., 2014)

Una vez obtenida la informacion se extrajeron del programa Win-Muster (Airsense

Analytics, Schwerin-Germany) los datos recolectados de la nariz electrénica.

3.1.2. Analisis por lengua electrénica voltamperométrica con
sensores serigrafiados

Se conformd un sistema electrénico usando un potenciostato MultiEmstat marca

Palmsens (Holanda) de cuatro canales, sensores serigrafiados de la marca BVT

Technologies (Republica Checa), y cables de conexion entre los electrodos y el

potenciostato. A través del programa Multitrace 1.4 PSTrace 3.0 se obtuvieron las

sefales de corriente (UA) de cada una de las muestras. En la figura 3-3 se muestra

el sistema empleado.

Figura 3-3. Sistema empleado para mediciones electroquimicas de las muestras
de miel
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Pruebas preliminares configuraciéon del sistema electroquimico

Se realizaron pruebas preliminares para verificar la comunicacion entre el
computador y el potenciostato mediante la técnica de voltametria ciclica bajo las

condiciones que se presentan en la tabla 3-3.

Tabla 3-3, Parametros usados en la medicion electroquimica

Parametro Valor
Voltaje 1 -0,5
Voltaje 2 1,2
Paso 0,012
Voltaje inicial -01
Voltaje de acondicionamiento 0
Voltaje de profundidad 0
Velocidad de escansion 0,1V/s
Numero de escansiones 1

La seleccion de sensores se llevd a cabo a partir de pruebas iniciales con los
sensores AC1W4R1 (grafito), C1W2R1 (platino) (ver Figura 3-4), y electrodo de
grafito modificado con cobre en uno de los canales del potenciostato. En la tabla 3-
4 se presentan las siglas BVT definidas por el fabricante para la diferenciacion de

los sensores serigrafiados.

— > Contacto eléctrico

Electrodo auxiliar Electrodo de trabajo

Electrodo de referencia

Figura 3-4. Electrodo serigrafiado tipico para el uso de lengua electronica
voltamperométrica

Fuente: Tomado de https://www.basinc.com/products/BVT-AC1-W1-R2
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Tabla 3-4. Siglas BVT clasificacion de sensores

Letra/ numero  Significado
Sensor amperometrico
Sensor conductimétrico
Base ceramica de corindén
Numero de referencia del grupo de sensores
Material electrodo de trabajo
- S: Aleacién de oro y platino

s-=-00>

- 1: Oro puro

- 2: Platino puro
- 3: Plata pura

- 4: Grafito

R Material electrodo de referencia
- S: Plata

- 1: Plata/ cloruro de plata

- 2: Plata recubierta con cloruro de plata
Tomado de: (Cuenca, 2014)

241.1. Ensayos con diferentes soluciones

Para conocer la respuesta voltamperométrica de la miel, se prepararon soluciones
de diferentes concentraciones usando cloruro de potasio KCI [1M] como medio
acuoso. Para comparar este resultado también se midieron muestras de miel
usando unicamente como medio acuoso agua desionizada, tal como lo indica la
tabla 3-5. Se aseguro el lavado de los sensores electroquimicos entre el analisis
de las muestras, evitando que se adsorbieran componentes sobre la superficie del
electrodo de trabajo y se afectara la lectura. En esta etapa experimental se definio

el uso de agua desionizada como solvente durante la evaluacion de las muestras.
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Tabla 3-5.Soluciones usadas para evaluar la respuesta del sistema
electroquimico

Solucién Concentracion (m/m)
KCI [1M] - Miel 10%
KCI [1M] - Miel 20%
KCI [1M] - Miel 30%
Agua - Miel 10%
Agua — Miel 20%
Agua - Miel 30%

241.2. Analisis de las muestras de miel por lengua electrénica
voltamperométrica.

Los electrodos se sumergieron en un recipiente con una solucion de miel (20%
p/p). Para alcanzar el equilibrio electroquimico, la adquisicion de datos
experimentales se realizé 5 min después de que la solucion estuviera en agitacion
y luego de que el electrodo se haya colocado en la solucion de miel. Cada
experimento se realizé por triplicado. Entre dos procedimientos, los electrodos se

enjuagaron con agua desionizada.

Diferenciacion de productos analogos a la miel, miel adulterada con azucar y

miel pura

Se seleccionaron al azar 50 muestras del grupo descrito en el numeral 2.1.1. del
presente documento, provenientes de diferentes zonas climaticas (calido, templado
y frio).

Para la preparaciéon de las muestras, se compraron en el mercado local productos
analogos a la miel (n = 5), mas especificamente jarabes saborizados artificialmente
a miel, de los cuales a partir de mezclas entre estos productos se obtuvieron 10

muestras mas vy, por ultimo, se adulteraron treinta y cinco (n = 35) de las mieles

Pagina 69 de 139



70  Caracterizacion y diferenciacion de mieles de Colombia mediante aplicacion de
herramientas instrumentales sensoriales y propiedades fisicoquimicas

puras con una concentracion 15% p/p de sacarosa para un total de 50 muestras de

mieles adulteradas.

En total se analizaron 100 muestras. Todas las muestras de miel pura, productos
analogos y miel adulterada fueron tratadas como lo describe el numeral 3.2.1.

Todas las muestras se prepararon y se analizaron en el momento, se midieron por
triplicado usando sensores serigrafiados de oro, platino y grafito mediante la técnica

de voltamperometria ciclica descrita previamente.

3.2. Analisis estadistico

El analisis de componentes principales se inici6 determinando el numero de
componentes Optimos de los que se puede obtener informacién sobre la
contribucion a la varianza de los datos proveniente de cada componente principal

de forma individual y acumulativa.

Posteriormente los datos fueron escalados automaticamente, lo que genera que
cada variable tenga una media igual a cero y varianza igual a uno, de esta forma
cada variable se trata por igual, de manera que los cambios relativos mas grandes
en la respuesta recibiran la mayor ponderacion (Applied Biosystems, 2005). El
analisis de valores atipicos se realizé mediante el estudio del grafico 2D de los Q
residuales, en el eje Y vs Hotelling T? en el eje X.

Las mediciones realizadas con la nariz y la lengua electrénicas se realizaron por
triplicado. Los resultados fueron usados para realizar PCA, k vecinos mas cercanos
(KNN) y redes neuronales (ANN) haciendo uso del programa estadistico Matlab
R2020a (The Mathworks, EE. UU). Las respuestas obtenidas con la nariz
electronica se usaron para analizar las diferencias de la conductancia por cada

grupo de muestras evaluadas.
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3.3. Resultados y discusidn

3.3.1. Caracterizacion y clasificacidon del perfil aromatico por
nariz electrénica

Analisis de componentes principales (PCA)

Se realiz6 el PCA mostrado en las figuras 3-5 y 3-6. Los dos primeros componentes
principales explican una varianza del 81,82%.
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Figura 3-5. Score plot obtenido mediante la realizacion del PCA en el analisis de
perfil de compuestos volatiles.
La figura 3-5 correspondiente al score plot del perfil de compuestos volatiles con
nariz electronica no representa diferencias entre las zonas térmicas evaluadas
acorde a los rangos de altitud descritos en la Tabla 2-1 debido a que se presentan

solapamientos de estas zonas a pesar de que se excluyeron valores atipicos,
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correspondientes a muestras de zonas frias (Santander, Boyaca y Cundinamarca).
Este resultado puede atribuirse posiblemente a que los compuestos aromaticos
generalmente encontrados en mieles: alcoholes, aldehidos, hidrocarburos,
cetonas, esteres, furanos, nitrilos, compuesto sulfurado y terpenos (Salamanca
Grosso et al., 2015) durante el tiempo de la cosecha de estas muestras, tienen un
perfil similar entre si y no varian con respecto a los pisos térmicos evaluados o que
en ninguna de estas zonas se encontraron caracteristicas similares. De manera
similar Rodriguez M, (2016) indica que aunque el origen geografico de la miel tiene
influencia sobre el perfil aromatico, este no es suficiente para la diferenciacion entre

origenes geograficos.
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Figura 3-6. Loading plot obtenido mediante la realizacion del PCA en el analisis
de perfil de compuestos volatiles.

En la figura 3-6 no es facilmente apreciable la relacion de los sensores ubicados

en el primer componente con respecto a las muestras representadas en el score
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plot, similar a lo reportado por (Kenjeric¢ et al., 2009), en este sentido solo es posible
apreciar que los sensores W1C, W5C y W3C tiene caracteristicas opuestas a los
sensores W25, W5S, W1S, y W2W, y los sensores W1W y W6S, W3S.

No obstante en estudios anteriores (Correa et al., 2017; Zuluaga Dominguez et al.,
2018) se demostrd a través de la validacion de esta metodologia y el analisis de
diversas muestras de miel, que la nariz electronica es una herramienta que permite
diferenciar y clasificar productos de la colmena segun su origen geografico. Huang
et al. (2015), asi como Dymerski et al. (2014) demostraron a través del PCA que
muestras de miel similares se ubicaron cerca una de la otra en el score plot, sin
embargo se pudieron observar diferencias entre sus origenes. Esta investigacion
se complementd usando otros métodos quimiométricos que proporcionaron una
capacidad de clasificacion diferente con respecto a la miel de diversos origenes
botanicos, lo que permiti6 comprobar la capacidad de la nariz electrénica para
asignar muestras de miel a un origen geografico especifico.

En comparacion con los anteriores trabajos mencionados, Kenjeri¢ et al (2009)
aplicaron métodos estadisticos unicamente a partir de los resultados del contenido
de los compuestos organicos volatiles presentes en diferentes muestras de miel. El
PCA, mostré que las muestras se pueden discriminar en funcion de los perfiles de
aroma (compuestos volatiles). Investigadores italianos también analizaron
diferentes muestras de miel con el objetivo de buscar clasificar segun su origen
botanico a través de la construccibon de modelos basados en datos
espectroscopicos IR, NIR, RAMAN y nariz electrénica, en el que se excluyeron los
modelos que contienen los datos obtenidos por la nariz electronica ya que, segun
ellos, resulté ser una fuente con el rendimiento mas bajo en conjunto con las demas

técnicas usadas (Ballabio, Robotti, et al., 2018).

Por otra parte, en la figura 3-7 es posible apreciar que el uso de la nariz electrénica
en la caracterizacion del perfil aromatico de las muestras de miel permite
determinar que la aromaticidad es muy superior en la zona fria, especialmente en

los departamentos de Boyaca y Cundinamarca, se observa que los sensores que
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presentan una mayor conductancia son aquellos con capacidad de detectar un
amplio rango de compuestos, especialmente nitrogenados, hidrocarburos de
cadena corta y alcoholes (W5S, W1S, y W2S). Lo anterior se relaciona con
investigado por Zuluaga (2018); el sensor W5S tuvo la mayor sensibilidad para las
mieles del altiplano Cundiboyacense. En este contexto, no sucede los mismo con
el sensor W1W asociado a compuestos azufrados, el cual en el presente estudio
tiene el mas bajo nivel de conductancia en todos los pisos térmicos evaluados. No
obstante, esta informacién no es suficiente para para clasificar las mieles de

acuerdo con su contenido aromatico teniendo en cuenta el clima de donde

provienen.
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Figura 3-7. Valores de la diferencia de la conductancia para los sensores de la

nariz electréonica de acuerdo con las zonas evaluadas.
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K -Vecinos mas cercanos (KNN)

Los resultados de KNN tuvieron un 49% de precision durante el entrenamiento y
un 54% durante la validacién. La tabla 3-6 correspondiente a la matriz de confusion
presenta los resultados obtenidos: 31 de 50 mieles de clima calido se clasificaron
correctamente, 18 fueron clasificadas como mieles procedentes de clima templado
y una de clima frio. De 48 muestras de miel procedentes de clima templado, 17 se
clasificaron correctamente, mientras 26 se clasificaron como miel procedente de
clima calido y cinco de clima frio. Finalmente, de las 17 mieles provenientes de
clima frio, 8 clasificaron correctamente, mientras cuatro fueron clasificadas como

mieles de clima calido y 5 como provenientes de clima templado.

Tabla 3-6. Matriz de confusion del analisis KNN de las etapas de ajuste y validacion
para la evaluacion de las zonas climaticas seleccionadas con nariz electronica

Entrenamiento

Reall prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 31 18 1
Clima templado 26 17 5
Clima frio 5 4 8
Validacion
Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 31 17 2
Clima templado 21 23 4
Clima frio 4 5 8

Los valores de especificidad, sensibilidad y precisidbn correspondientes a los tres

pisos térmicos se muestran en la Tabla 3-7.
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Tabla 3-7. Resultados de KNN en el entrenamiento y validacion

Clase Sensibilidad Especificidad Precision

Entrenamiento

Tasa de No error:0,49

Clima calido 0,62 0,64 0,50
Clima templado 0,35 0,59 0,44
Clima frio 0,47 0,94 0,57
Validacion

Tasa de No error: 0,54

Clima calido 0,62 0,64 0,55
Clima templado 0,48 0,59 0,51
Clima frio 0,47 0,91 0,57

Los resultados de la clasificacion KNN que se pueden observar de la matriz de
confusiéon demuestran que errores de clasificacion, para el modelo, se originaron
por la ubicacion incorrecta de la mayoria de las muestras provenientes de clima
templado y calido, es decir, el modelo no logré diferenciar con éxito estas muestras
de miel a partir de los perfiles aromaticos obtenidos, lo que es coherente con la
baja sensibilidad y precision que arrojé la matriz de las medidas de clasificacion.
Estas mieles provenientes de climas calidos y templados aparentemente tienen
perfiles aromaticos muy similares, es decir no presentan caracteristicas unicas que
permitan diferenciarlas.

El resultado de la especificidad tuvo un valor cercano a 1 en las mieles
correspondientes al clima frio, esto quiere decir que este modelo tiene una
probabilidad del 91% de rechazar mieles de otras zonas climaticas y las incluya en
la zona fria, lo cual era de esperarse por el numero bajo de muestras que fueron
obtenidas en esta zona, en la tabla 3-6 se evidencia que de las 50 mieles de clima

calido unicamente 1 se clasifico como miel de clima frio en el entrenamientoy 2 en
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la validacion, del mismo modo de las 48 mieles provenientes de climas calidos
unicamente 5 se ubicaron incorrectamente en la zona fria en el entrenamiento y 4

en la etapa de validacion.

En este caso la validacion cruzada estimé una tasa de no error del subconjunto de
los datos de entrenamiento menor a la tasa de no error del proceso de validacion
del modelo debido a que se logré un mejor acierto en la clasificacion de las mieles
segun la zona climatica, se evidencia, en los valores de la diagonal, numeros mas
cercanos al valor real en cada una de las zonas climaticas.

Por lo anterior, este modelo no logra ser util para la clasificacion de mieles mediante
el uso de perfiles aromaticos.

Red neuronal ANN

En este estudio, se utilizdé la ANN para construir el modelo de clasificacion basado
en las caracteristicas relevantes del perfil sensorial en muestras de miel. Los
resultados se pueden visualizar en las tablas 3-8 y 3-9 correspondientes a las
matrices de confusion del entrenamiento y de la validacidn, respectivamente. La
matriz de confusion de la tabla 3-8 muestra una baja clasificacion tanto en el

entrenamiento como en la validacion.

En esta oportunidad el modelo no logré ubicar correctamente la mayoria de las
mieles, por ejemplo, de aquellas provenientes de clima frio, casi la mitad de las
muestras fueron clasificadas erroneamente como provenientes de clima calido y de
clima templado. De manera similar sucede con las muestras de clima calido y por
ultimo las muestras de clima templado, las cuales presentaron mayor sensibilidad
en su clasificacion durante el entrenamiento, no obstante, en la validacion las
muestras de clima calido tuvieron un mejor resultado, lo cual se ve representado
en los resultados de las métricas de clasificacidén de la tabla 3-9. No obstante ni la
sensibilidad ni la precision se consideran aceptables para este modelo.

Por otro lado, la especificidad para este modelo tuvo un comportamiento similar a
KNN, aunque se reportan valores mas altos en las zonas de climas calidos y
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templados, lo que indica que este modelo tiene mayor probabilidad de rechazar
mieles de otros grupos e incluirlas en estas zonas. No obstante hay una mayor
probabilidad (92%), que este modelo rechace muestras de zonas calidas y
templadas y las incluya en el grupo de las muestras de zonas frias. En todos los
casos el modelo no logré tener precision en la clasificacion, ya que todas las

muestras que fueron asignadas a las clases no corresponden a dicha clase

Tabla 3-8. Matriz de confusion del analisis ANN de las etapas de ajuste y validacion
para la evaluacion de las zonas climaticas seleccionadas con nariz electronica

Entrenamiento

Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 28 17 5
Clima templado 13 31 4
Clima frio 5 4 8
Validacion

Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 31 17 2
Clima templado 13 30 5
Clima frio 3 5 9

Tabla 3-9. Resultados ANN en el entrenamiento y validacién resultados

Clase Sensibilidad Especificidad Precision

Entrenamiento

Tasa de no error: 0,58

Clima calido 0,56 0,68 0,61
Clima templado 0,65 0,73 0,60
Clima frio 0,47 0,91 0,47
Validacion

Tasa de no error: 0,61
Clima calido 0,62 0,72 0,66
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Clase Sensibilidad Especificidad Precision
Clima templado 0,63 0,71 0,58
Clima frio 0,53 0,92 0,56

El modelo KNN y ANN desarrollado con los resultados de perfil aromatico no
lograron demostrar clasificacion de muestras de miel acuerdo con el piso térmico.
La tasa de no error no supera el 59%, lo que indica que estos modelos no fueron

confliables para lograr discriminacidon entre las muestras.

Aun asi, el analisis de compuestos volatiles se considera una propuesta moderna
y alternativa para ser usada en los procesos de autenticacion y clasificacion de la
miel. Estudios recientes en los que se ha empleado el analisis de compuestos
volatiles fueron exitosos en la clasificacion de mieles de diferentes fuentes florales
y geograficas (Chen et al., 2017; Siti Nurhidayah et al., 2020) usando los resultados
obtenidos de los perfiles de compuestos volatiles y el analisis quimiométrico.

3.3.2. Caracterizacion y clasificacion por analisis de lengua
electrénica voltamperométrica con sensores
serigrafiados

Las figuras 3-8 a 3-10 corresponden a los voltamogramas tipicos obtenidos como
resultado del uso de la lengua electronica voltamperométrica, alli se presentan
diferentes sefales de corriente, medidas en microamperios (nA) obtenidas para el
rango de potenciales (V) y aplicado por cada sensor usado en un grafico
denominado voltamograma, alli se reflejan los procesos electroquimicos que
ocurren en las superficies de los electrodos de oro, platino y grafito y la disolucion
gracias a la diferencia de potencial aplicada. Esta informacién se usara en

combinacion con técnicas de reconocimiento de patrones en el siguiente capitulo.
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Figura 3-8. Voltamograma tipico usando sensores de grafito, oro y platino
obtenido en mieles procedentes de clima calido.

Clima Templado
30

20

10

<
2 = Grafito
o ————
- e \/
S .08 03 0.2 0.7 12 oro
= I -10 Platino
o
O

-20

-30

Potential (V)

Figura 3-9. Voltamograma tipico usando sensores de grafito, oro y platino
obtenido en mieles procedentes de clima templado.
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Figura 3-10. Voltamograma tipico usando sensores de grafito, oro y platino
obtenido en mieles procedentes de clima frio.

Como se observa en las anteriores figuras, la respuesta esperada en esta técnica
representa picos caracteristicos de oxidacion y/o de reduccion. Se puede observar
un pico de reduccidn en los sensores electroquimicos de platino y de oro, que
aparece a un potencial préximo a -0,1 V y +0,6V respectivamente, esta relacionado
con la formacién de la capa de difusion cerca de la superficie del electrodo. Este
proceso sucede debido a que a medida que se realiza el escaneo de potencial
negativo para el primer medio ciclo, comenzando desde el valor de -0,5 V el cual
no es suficiente para oxidar los analitos presentes. A medida que este valor de
potencial se acerca al potencial del electrodo estandar E’ (-0,5 V para el electrodo
de platino, y 0,5 V Oro) la corriente anddica comienza a aumentar hasta que
alcanza el pico (Wang, 2000) en las graficas anteriores no es posible observar,
debido a la ausencia de especies oxidadas. Enseguida se invierte la direccion del
barrido de potencial, y se disminuye la corriente, es proceso es conocido como
proceso de reduccion alli se refleja el pico catodico (f(Pt), f(Au) figura 3-10).

Generalmente las corrientes pico anddica y catddica deben ser de igual magnitud,
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pero con signo opuesto siempre que el proceso sea reversible, no obstante, el

proceso en estudio resulto ser irreversible.

En el presente estudio no se evidencia formacion de picos catddicos en
comparacion con la respuesta de oxidacion que muestran picos prominentes con
los electrodos de platino y oro. Ya se ha mencionado que la miel es una sustancia
compleja con una gran cantidad de compuestos presentes, por lo que segun lo
menciona Tiwari (2012), no es posible estimar la calidad de la miel o clasificar el
origen floral a partir de estos valores maximos unicamente. La oxidacion
electroquimica de las muestras miel analizadas se observa utilizando una velocidad
de barrido de 0,1 V/s en un intervalo de potencial de -0,5a 1,2 V. Los picos redox
no se atribuyen a ningun analito particular de la miel, sino a la actividad compleja
general de una muestra de miel con respecto a la superficie del electrodo (Tiwari
et al., 2018). Como la miel tiene una composicion compleja, el electrodo no actua
particularmente sobre ningun compuesto individual. Por tanto, cada punto de datos
de los voltamogramas contiene informacion importante sobre la muestra en su
conjunto y se consideran huellas digitales que aportan informacién general de la

muestra.

Analisis de componentes principales (PCA)

El PCA (figura 3-11) mostro una varianza de 37,33% de los dos primeros
componentes principales y no evidencia una separacion clara de las muestras con
respecto a su origen geografico y su relacién con los pisos térmicos en Colombia.
Las muestras procedentes de clima calido, templado y frio no se logran diferenciar

mediante el uso de lengua electronica.

En afos anteriores se han estudiado las mieles usando lengua electronica
potenciométrica (Bougrini et al., 2016b; Dias et al., 2008) en los que se demostro
que este sistema permite una diferenciacion razonable, aunque no perfecta, entre

muestras de miel segun su origen geografico y botanico.
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Figura 3-11. Score plot de muestras miel usando lengua electrénica.

El loading plot no se presenta debido al alto numero de variables analizadas, lo que

dificulta la interpretacién de la informacién graficada.

K -Vecinos mas cercanos (KNN)

Los resultados de KNN tuvieron un 58% de precision durante el entrenamiento y
un 61% durante la validacion. La tabla 3-10 correspondiente a la matriz de
confusién presenta los resultados obtenidos: 31 de 50 mieles de clima calido se
clasificaron correctamente, 18 fueron clasificadas como mieles procedentes de
clima templado y una de clima frio. De 38 muestras de miel procedentes de clima
templado, 17 se clasificaron correctamente, mientras 26 se clasificaron como miel
procedente de clima calido y cinco de clima frio. Finalmente, de las 17 mieles

provenientes de clima frio, ocho clasificaron correctamente, mientras cuatro fueron
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clasificadas como mieles de clima calido y cinco como provenientes de clima

templado.

Tabla 3-10. Matriz de confusion del analisis ANN de las etapas de ajuste y
validacion para la evaluacidén de las zonas climaticas seleccionadas con lengua
electronica.

Entrenamiento

Reall prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 28 17 5
Clima templado 13 31 4
Clima frio 5 4 8
Validacion
Reall prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 31 17 2
Clima templado 13 30 5
Clima frio 3 5 9

Los valores de especificidad, sensibilidad y precisidbn correspondientes a los tres

pisos térmicos se muestran en la Tabla 3-11.

Tabla 3-11. Resultados de KNN en el entrenamiento y validacion

Clase Sensibilidad Especificidad Precision

Entrenamiento

Tasa de No error:0,57

Clima calido 0,56 0,68 0,61
Clima templado 0,65 0,73 0,60
Clima frio 0,47 0,91 0,47
Validacion

Tasa de No error: 0,61

Clima calido 0,62 0,72 0,66
Clima templado 0,63 0,71 0,58
Clima frio 0,53 0,92 0,56
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Los resultados de la clasificacion KNN que se pueden observar de la matriz de
confusion demuestran que los errores de clasificacién, para el modelo, se
originaron a partir de la ubicacidén incorrecta de la mayoria de las muestras
provenientes de clima templado y calido, es decir, el modelo no logré diferenciar
con éxito estas muestras de miel a partir de los perfiles aromaticos obtenidos, lo
que es coherente con los niveles de sensibilidad y precisidn que arrojo la matriz de
las medidas de clasificacion. De igual manera, la especificidad unicamente fue
considerable para las muestras procedentes de zonas climaticas frias, lo que indica
que este modelo, usando valores obtenidos con la lengua electrénica, tuvo una
mejor respuesta de rechazo en la clasificacion de muestras procedentes de climas
calidos y frios. Para las muestras de zonas calidas y templadas el modelo tiene una
especificidad baja, lo que también es coherente con los demas resultados
obtenidos. En general, evaluando las métricas del modelo, este no se considera
aceptable para los resultados obtenidos con la lengua electrénica.

Red neuronal ANN

En este estudio, se utilizdé la ANN para construir el modelo de clasificacion basado
en las caracteristicas relevantes del perfil sensorial en muestras de miel. Los
resultados se pueden visualizar en las tablas 3-12 y 3-13 correspondientes a las

matrices de confusion del entrenamiento y de la validacion, respectivamente.

Tabla 3-12. Matriz de confusion del analisis ANN de las etapas de ajuste y
validacién para la evaluacion de las zonas climaticas seleccionadas con lengua

electronica
Entrenamiento
Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 42 5 3
Clima templado 5 41 2
Clima frio 5 2 10

Validacion
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Entrenamiento

Real/ prevista

Clima calido

Clima templado

Clima frio

Real/ prevista

Clima calido

Clima templado

Clima frio

Clima calido

Clima templado

Clima frio

Estos resultados demuestran una clasificacion aceptable durante el entrenamiento,
coherente con los resultados de la tabla 3-13, una tasa de no error superior al 80%,
valores altos de sensibilidad y precision para cada uno de los grupos evaluados
indican que el modelo durante esta etapa es capaz de reconocer mieles
pertenecientes a la zona climatica evaluada. No obstante, esto mismo no sucede
durante la validacién; la tasa de no error y valores de sensibilidad, especificidad y
precision mucho mas bajos que en el entrenamiento confirman que este modelo no
es robusto y por consiguiente no es aceptable para clasificar mieles con valores

obtenidos mediante el uso de la lengua electronica.

Tabla 3-13. Resultados ANN en el entrenamiento y validacién resultados

Clase Sensibilidad Especificidad Precision
Entrenamiento

Tasa de no error: 0,81

Clima calido 0,85 0,84 0,81
Clima templado 0,90 0,85 0,85
Clima frio 0,95 0,59 0,67
Validacion

Tasa de no error: 0,59

Clima calido 0,63 0,64 0,57
Clima templado 0,69 0,62 0,59
Clima frio 0,95 0,18 0,38
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De manera similar a la evaluacién de clasificacion con los perfiles aromaticos,
ambos modelos evaluados no lograron discriminar entre las diferentes muestras de
miel teniendo en cuenta el piso térmico. Las tasas de no error obtenidas en la

validacién de estos modelos no garantizan una clasificacion confiable.

De todos estos resultados es posible deducir que el perfil sensorial de las muestras
de miel evaluadas fue muy similar entre si, esto quiere decir que no se encontraron

caracteristicas que permitan examinar las diferencias entre las muestras de miel.

3.3.3. Discriminacion de mieles auténticas de mieles
adulteradas por analisis con lengua electrénica
voltamperométrica con sensores serigrafiados.

Siguiendo la misma metodologia que para las mieles auténticas, se analizaron por
medio de la lengua electronica con los sensores, muestras de miel adulteradas. Las
figuras 3-12 y 3-13 ilustra los voltamogramas tipicos obtenidos en esta medicion
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para este tipo de muestras, en los cuales se evidencia que ocurren procesos redox,

en los sensores con electrodos de trabajo de oro y platino.

Voltamograma ciclico - Sensor oro
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Figura 3-12. Voltamograma tipico de medicion usando electrodo de trabajo de oro
en miel adulterada
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Figura 3-13 Voltamograma tipico de medicion usando electrodo de trabajo de
platino en miel adulterada

Los voltamogramas ciclicos de las muestras de miel adulteradas muestran picos
irreversibles debidos a la reduccion de sustancias presentes en su composicion,
Todas las muestras de miel adulterada con sacarosa mostraron un perfil similar.
Como se mostré anteriormente, el voltamograma tipico de las muestras de miel
auténtica también presenta picos en reduccion con el electrodo de trabajo de
platino entre — 0,3 y 0,1 V, sin embargo, este es mas pequefio y ligeramente
desplazado hacia potenciales positivos respecto al observado en el voltamograma
de la muestra de la miel adulterada (-0,5 / 0,1 V), algo similar sucede para el caso
de la evaluacion con el electrodo de trabajo de oro. Esto indica que estos picos
estarian relacionados directamente con la presencia de azucares, posiblemente de
sacarosa en las muestras, no obstante, debido a la complejidad de la composicion
de la miel no es posible asignar estos picos a compuestos especificos.
Adicionalmente, la miel contiene antioxidantes naturales que provienen del polen
recolectado por las abejas y otros exudados florales (Schramm et al., 2003)
polifenoles, y carotenoides, los cuales son electroquimicamente activos. De esta
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manera es posible obtener las huellas voltamétrica de cada una de las muestras

diferenciando entre mieles puras y adulteradas.

Se aplicé el analisis de componentes principales a los datos voltamperométricos
obtenidos. La figura 3-14 muestra que los dos primeros componentes principales
juntos explican el 69,72% de la variabilidad de los datos. Existe una clara distincion
entre los resultados obtenidos para las muestras de miel pura y las mieles
adulteradas, con el 100% de las muestras correctamente separadas en el score
plot. Este comportamiento fue en la mayoria de los casos constante,
independientemente del tipo de adulterante usado. Estos resultados, demuestran

que esta técnica puede ser potencialmente usada en la identificacion de mieles

adulteradas.
sample plot
T T T T T T
15 - : @ Miel pura @ -
: ©  Miel adulterada °
o0 @
10+ o -
)
§© oofog
0® Q %
L0 ged © 05’ il
~ 00 @ Qo
o ° ocb Q @ (@) djo
— (o)) EETTTI - o APPSR © < R B a
1l o 0ed @
> o © P
u @ o °
o 5F ° 4
g ¢ e
S -10 - ° -
3 ¢ o ‘
5 Q : (0]
Q-15 ° 8
)
-20 o —
o o
-25 | $* i
| | | 1 | |
-30 -20 -10 0 10 20

scores on PC 1 - EV =59.55%

Figura 3-14. Grafico de puntuacién del PCA realizado en muestras de miel pura 'y

mezclas de miel pura y sacarosa utilizando respuestas voltamperométrica.
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En los ultimos afios se han desarrollado numerosos estudios de lenguas
electronicas para la clasificacion y la deteccion de adulteracion y falsificacion en
mieles. En Portugal, Dias et al (2008) desarrollaron una lengua electrénica de 20
electrodos potenciométricos para la determinacion de diferentes muestras de miel
usando métodos estadisticos multivariados; los resultados permitieron clasificar
exitosamente el 84% de los datos originales y un 72% de las muestras de miel
luego del procedimiento de validacidn cruzada. Baroni et al. (2009), en su propdosito
de clasificar miel segun su origen botanico y geografico, alcanzaron un 83,33% de
clasificaciones correctas usando lengua electronica, resaltando el gran potencial
de aplicacién en la industria de la miel, pues este método resulta rapido y practico.

En otros estudios se logré diferenciar con éxito mieles de diferentes origenes
botanicos y geograficos usando lengua electrénica potenciométrica, usando PCA,
adicionalmente, esta informacion se corroboré mediante el analisis con ANN
(Escriche et al., 2012; Wei et al., 2009). De manera similar, (Major et al., 2011)
empleo una lengua electrénica con el fin de hacer una clasificacion botanica y
caracterizacion fisicoquimica de mieles de acacia, castafio y mielada, obteniendo
clasificaciones 100% correctas usando el modelo ANN. Tiwari et al. (2013)
investigaron la discriminacion de muestras de miel segun sus tipos florales:
Eucalyptus (Eucalyptus globulus), Til (Sesamum indicum), Leechi (Litchi chinensis),
Khalisa (Nombre regional) provenientes de la India, usando la lengua electronica
basada en voltamperometria ciclica. Todas las muestras evaluadas fueron
discriminadas con éxito usando PCA, con una varianza explicada del 99% para los
dos primeros componentes principales y clasificadas segun su tipo floral mediante
el uso de ANN con resultados superiores al 80% de clasificacion.

Mas adelante Bougrini et al. (2016b), usando una lengua electronica mediante la
voltametria de pulsos, evaluaron el desempefio de este dispositivo en la
clasificacion de mieles de diferente origen botanico, entre las que se encontraban
mieles de tomillo, romero, sarraceno, naranja, eucalipto, y multiflorales. Asi mismo

de distinto origen geografico: Alemania, Canada, Portugal, México, Francia,
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Espafa, y Marruecos. En esta investigacion se determind la capacidad de
diferenciar mieles auténticas de adulteradas. A diferencia de otros estudios, el
analisis de los datos obtenidos por los autores se realizé6 mediante PCA y SVM,
logrando la discriminacion de las mieles, asi como excelentes resultados en la

deteccidon de miel adulterada.

En otro estudio similar realizado por Sobrino-Gregorio et al. (2018), también
utilizaron una lengua electrénica de voltametria de pulsos con cuatro sensores para
diferenciar mieles auténticas de adulteradas. La evaluacion estadistica obtenida
mediante PCA demostré que fue posible lograr una separacion de clases

diferenciando claramente las mieles adulteradas.

Aunque las medidas electroquimicas mas usadas en lengua electrénica son la
potenciometria, amperometria y voltametria ciclica, estudios mas recientes han
demostrado el uso de lenguas electronicas impedimetricas, este ultimo, se basa se
en los cambios de impedancia en la sefial de partida junto con el analisis de
frecuencias de conductividad o capacitancia permiten la clasificacion de mieles y

evaluacion del contenido de adulterantes (Elamine et al., 2019)

Los métodos electroquimicos resultan ser de gran interés en general, para la
industria de alimentos y, en especial, para la cadena productiva de la apicultura
debido a que la verificacién de autenticidad de estos productos generalmente se
lleva a cabo a través de la determinacion de la relacién de isotopos '3C/'2C,
expresado como 6'3C, a través de la técnica de espectrometria de masas (IRMS)
(Simsek et al., 2012). Esta tecnologia es muy costosa y poco practica a la hora de
determinar la autenticidad de la miel, debido a la complejidad en el tratamiento de
la muestra, el uso de reactivos y equipos sofisticados de alto costo. Como una
respuesta facil y rapida, de alta sensibilidad y rentabilidad se propone el uso lengua
electronica voltamperométrica, desde el punto de vista cualitativo es posible
encontrar varios trabajos de investigacion en los que se propone clasificar las
muestras de miel de acuerdo con su origen botanico o geografico, asi como

muestras adulteradas (Bougrini et al., 2016a; Tiwari et al., 2013).
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3.4. Conclusiones

El PCA, y los modelos evaluados KNN y ANN mostraron que con los datos
obtenidos del perfil aromatico y de lengua electronica voltamperométrica no se
logré diferenciar las muestras de miel procedentes de las distintas zonas climaticas
en Colombia (calida, templada y fria). En consecuencia, se concluye que el analisis
del perfil sensorial instrumental en el presente estudio no permitié la discriminacion

por origen de acuerdo con los pisos térmicos en Colombia.

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que los voltamogramas
ciclicos obtenidos con los electrodos serigrafiados de Oro, Platino y Grafito en la
solucion de agua-miel al 20% m/m proporcionaron respuestas reproducibles, que
se tomaron como "huellas dactilares" de las muestras y se trataron mediante
analisis quimiométrico, sin embargo, no se logro diferenciar las mieles segun su

origen de acuerdo con los pisos térmicos en Colombia.

Con la metodologia empleada en lengua electronica voltamperométrica se logro
diferenciar mieles adulteradas de mieles auténticas, los resultados de PCA
evidencian que esta metodologia podria ser util como herramienta complementaria
de los meétodos analiticos tradicionales utilizados para la determinacién de

productos adulterados, que conllevan un mayor costo y tiempo.

El método propuesto en este trabajo es muy sencillo y rapido, por lo que puede ser
de interés en el analisis de mieles, especialmente en la deteccién de adulteraciones
alimentarias y fraudes comerciales, como garantia de proteccion para los

consumidores.
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Capitulo4. Evaluacion de modelos de
clasificacion estadistica multivariada para
diferenciar mieles procedentes de diversas
zonas de Colombia a partir de la informacidén
combinada de parametros fisicoquimicos y
sensoriales instrumentales

El alto riesgo que tienen los alimentos de ser adulterados ha prendido la alarmas
entre los productores en temas de inocuidad y calidad de estos productos, y la miel
no se escapa de esta condicion, actualmente es considerada uno de los productos
mas susceptibles de fraude y en consecuencia el consumidor se ha vuelto mas

exigente con la calidad del contenido.

Hoy por hoy se consideran fraude las afirmaciones sobre el origen geografico de
los ingredientes alimentarios y los productos terminados y aunque las
consecuencias de esta informacién no traen repercusiones a la salud, pueden

representar un grave fraude comercial (Oliveri & Downey, 2012).

Se ha considerado un reto desarrollar metodologias analiticas acopladas a técnicas
estadisticas que permitan la diferenciacion de productos ligados a un origen y que
protejan factores culturales y sociales, que a futuro puedan generar un estrecho
vinculo en la produccion de alimentos minimizando la competencia desleal. Los
meétodos quimiométricos aplicados en la ciencia de los alimentos buscan reducir el

tamano y la complejidad de los datos originales transformandolos en un menor
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numero de caracteristicas importantes, seguido de un paso de reconocimiento de

patrones que permitan obtener informacién acerca de la autenticidad del producto.

Basado en la hipotesis de que la caracterizacion fisicoquimica y de perfil de
compuestos volatiles y no volatiles difieren entre si segun su origen geografico, se
propone el uso de quimiometria como una herramienta adicional para clasificar y

diferenciar las mieles estudiadas en el presente documento.

4.1. Materiales y métodos

Para la clasificacion segun el origen de las mieles, se usaron los resultados
promedio provenientes de analisis fisicoquimicos, perfil aromatico y las

determinaciones electroquimicas empleando técnicas de voltametria ciclica.
4.1.1. Analisis quimiométrico

Tratamiento previo de datos

La matriz de partida fue conformada por los resultados obtenidos
experimentalmente de los analisis fisicoquimicos reportados en el capitulo 2 y los
resultados obtenidos con nariz y lengua electrénica voltamperométrica reportados
en el capitulo 3, de la que se obtuvo una matriz de orden 115 x 872.

Para analizar la matriz de datos fue necesario hacer un preprocesamiento de la
informacion con el fin de garantizar un analisis preciso, eficiente y significativo. Los
resultados obtenidos de los analisis fisicoquimicos fueron pretratados mediante la
exclusion de informacion, en este caso solo se usaron los resultados fisicoquimicos
que cumplieron las exigencias de composicion y calidad en la legislacion
internacional. Por otro lado, la depuracion de datos obtenidos de nariz y lengua
electronica fue realizada mediante el analisis de grafico 2D de los Q residuales, en
el eje Y vs Hotelling T? en el eje X (figura 4-1) del cual se pudieron identificar los
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datos atipicos (n = 13) y posteriormente reemplazarlos por el promedio de la clase

evaluada.
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Figura 4-1. Gréafico Q vs Hotelling T? — andlisis de outliers.

Analisis de componentes principales (PCA)

Una vez se ha obtenido la matriz de datos, se realizé el PCA para reducir la
dimensionalidad de los datos, con la posibilidad de detectar clases proximas o
patrones de comportamiento de las muestras de miel evaluadas. Luego se
seleccionaron los componentes principales cuyos eigenvalores fueron mayores a

uno, y que representaron la mayor variacion presente en el conjunto de datos.

K- Vecinos mas cercanos KNN

En este estudio, se utilizaron tres conjuntos de datos, uno para los analisis
fisicoquimicos, resultados de perfil aromatico y lengua electronica
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voltamperométrica. El conjunto de datos de la matriz total constaba de 115 datos
de muestras de miel clasificadas en tres pisos térmicos: calido, templado y frio,
aproximadamente dos tercios (77 muestras de miel) se utilizaron para el
entrenamiento; las 38 muestras restantes seleccionadas de una de cada tres

entradas de todas las clases se utilizaron para la prediccion.

En KNN, la distancia euclidiana se utiliz6 como criterio para calcular la distancia
entre muestras del conjunto de entrenamiento, y se seleccioné el numero éptimo
de vecinos mas cercanos (K teniendo en cuenta el éxito en la clasificacion con
diferentes valores de K). Para todos los vecinos analizados (1-10) todas las

muestras tuvieron una tasa de no error similar, por lo tanto, se seleccioné K = 2.

La validacion se llevo a cabo mediante un método cruzado con Venetian Blinds con
cinco grupos de validacion, usando el programa Classification toolbox de MATLAB
ver 2.0, que es un software libre licenciado por Milano Chemometrics and QSAR
Research Group, de la Universidad de Milano-Bicocca (ltalia). El rendimiento del
algoritmo se midi6 a través del analisis de la tasa de error, especificidad,
sensibilidad y precision.

Redes neuronales ANN

Se tomaron los mismos criterios explicados en 4.1.2. La red estaba compuesta por
871 neuronas de entrada correspondientes a las variables analizadas durante todo
el estudio, una red de una capa oculta con 150 unidades ocultas y tres neuronas
en la capa de salida (una para cada piso térmico evaluado).

El entrenamiento de la ANN se basoé en lo reportado por Eliasson (1993) usando el
meétodo con validacion cruzada. Luego, el entrenamiento se detuvo en el punto del
error mas pequeino en el conjunto de validacion. Para conocer el efecto que tenia
cada entrada en la salida de la red, se realiz6 un analisis de sensibilidad. La técnica
fue realizada con un disefio de neuronas de 7 x 7, para una evaluacion de 150

iteraciones. La validacion se ajusté mediante un disefio con Venetian Blinds con 5
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grupos de validacion cruzada usando el programa Kohonen and CP-ANN toolbox
de MATLAB ver 2.0, que es un software libre licenciado por Milano Chemometrics
and QSAR Research Group, de la Universidad de Milano-Bicocca (ltalia). El
rendimiento del algoritmo se midi6 a través del analisis de la tasa de error,
especificidad, sensibilidad y precision.

4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Analisis de componentes principales PCA

Los resultados obtenidos en los analisis fisicoquimicos, de perfil aromatico y de
lengua electronica voltamperométrica se usaron para realizar el PCA (ver figura 4-
2) con el fin de investigar cualquier posible agrupacion de muestras a partir del
origen geografico evaluado, agrupado por niveles de altura. En este trabajo, se
seleccionaron 15 componentes principales (PC) para las tres clases elegidas.
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Figura 4-2. Grafico de puntuacion del PCA realizado en muestras de miel en

analisis fisicoquimicos, perfil aromatico y lengua electrénica voltamperométrica

La figura del loading no se presenta debido a la gran cantidad de variables
obtenidas, lo que dificulta su interpretacion en el grafico.

Los dos primeros componentes explican juntos el 55,14% de la varianza total de
los datos. La combinacion de PC1 y PC2 no logra separar entre clases las mieles
de los diferentes pisos térmicos. La varianza relativamente baja explicada por los
primeros PC puede deberse a la similitud en la naturaleza de las muestras
evaluadas, es decir, las mieles evaluadas demostraron tener caracteristicas
similares, probablemente por el tipo de flora y suelo presentes en las tres zonas
estudiadas y por esta razén no se observan cambios en los valores de algunos

parametros que incrementen la dispersion en los resultados.

Este resultado no se considera satisfactorio ya que otros estudios han demostrado

buenas clasificaciones de miel usando los valores de distintos analisis
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fisicoquimicos (Kek et al., 2017), asi como los obtenidos de analisis sensorial y

caracterizacion fisicoquimica (Ampuero et al., 2004; Dias et al., 2008).

4.2.2. Vecinos mas cercanos (KNN)

Los resultados de KNN tuvieron un 72% de precision durante el entrenamiento y
un 73% durante la validacion. La matriz de confusién, en la tabla 4-1, presenta los
resultados obtenidos: 42 de 50 mieles de clima calido se clasificaron
correctamente, siete fueron clasificadas como mieles procedentes de clima
templado y una de clima frio. De 38 muestras de miel procedentes de clima
templado, 30 se clasificaron correctamente, mientras siete se clasificaron como
miel procedente de clima calido y una de clima frio. Finalmente, de las 17 mieles
provenientes de clima frio, 13 clasificaron correctamente, mientras una fue
clasificada como mieles de clima calido y tres como provenientes de clima

templado.

Los resultados de la clasificacion KNN que se pueden observar en la matriz de
confusién, establece que los errores de clasificacion, para el modelo, se originaron
en la ubicacién incorrecta de muestras provenientes de los diferentes pisos
térmicos, lo que puede ser causado por ciertas similitudes en el tipo de flora, clima

y suelo.

Tabla 4-1. Matriz de confusion del analisis KNN a partir de la combinacion de los
resultados de caracterizacion fisicoquimica, nariz y lengua electronica.

Reall prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 42 7 1
Clima templado 15 30 3
Clima frio 3 1 13

El valor k se optimizd para obtener los mejores rendimientos de discriminacion. La
tasa de no error en el entrenamiento fue de 73% y en la validacion de 72% con k = 2
y los valores de especificidad, sensibilidad y precision correspondientes para los tres

pisos térmicos se muestran en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-2. Resultados de KNN en el entrenamiento y validacion

Clase Especificidad Sensibilidad Precisidon

Entrenamiento

Tasa de No error: 0,73

Clima calido 0,84 0,71 0,69
Clima templado 0,58 0,88 0,78
Clima frio 0,76 0,95 0,72
Validacion

Tasa de No error: 0,72

Clima calido 0,84 0,71 0,70
Clima templado 0,63 0,88 0,79
Clima frio 0,71 0,96 0,75

Los resultados de clasificacion con KNN, mostraron que la clase de clima calido tuvo
altos valores en especificidad, es decir el modelo tuvo una alta capacidad para
rechazar muestras de otras clases, sin embargo, no tuvo el mismo desempefo en la
identificacién correcta de las muestras de la clase evaluada. En este sentido, un
menor valor de sensibilidad, limita la capacidad predictiva para esas clases,
considerando que un modelo acertado es aquel que posee valores de especificidad,
sensibilidad y precision cercanos a uno para cada grupo (Zuluaga Dominguez et al.,
2013). En este sentido la baja especificidad evidenciada en los resultados del clima
templado se atribuye a que hubo 15 muestras mal clasificadas y eso afecto
considerablemente este resultado. No obstante, en general este método tuvo la
capacidad de clasificar correctamente, en un 73%, las muestras en las clases
propuestas, este resultado podria atribuirse a la similitud de algunos de los resultados

obtenidos.

Aunque el numero de datos obtenidos por cada clase no es el mismo, se esperaba

haber obtenido una menor precisidén en la clase muestras provenientes de clima frio,
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pues tan solo se obtuvieron 17 muestras, sin embargo, la precisiébn obtenida fue

aceptable (75%). No obstante, un mejor resultado de clasificacién podria alcanzarse

si se incorporan en el estudio un mayor numero de muestras de clima frio. Este

modelo resulté ser mucho mas robusto que ANN a pesar de tener una menor tasa de

no error.

4.2.3. Red neuronal ANN

Las muestras de miel han sido clasificadas segun el clima de donde provienen,

utilizando los parametros fisicoquimicos y analisis sensorial instrumental, utilizando

las redes neuronales artificiales

Los resultados se encuentran en las tablas 4-3 y 4-4. La matriz de confusion

muestra que la robustez del modelo es baja, debido a las diferencias entre las tasas

de no error.

Tabla 4-3. Matriz de confusion del analisis ANN a partir de la combinacion de los
resultados de caracterizacion fisicoquimica, nariz y lengua electronica.

Entrenamiento

Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 43 7 0
Clima templado 4 43 1
Clima frio 1 15
Validacion

Real/ prevista Clima calido Clima templado Clima frio
Clima calido 39 10 1
Clima templado 11 36 1
Clima frio 3 6 8
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Tabla 4-4. Resultados ANN en el entrenamiento y validacién resultados

Clase Especificidad Sensibilidad Precisién
Entrenamiento

Tasa de no error: 0,90

Clima calido 0,92 0,86 0,90
Clima templado 0,88 0,90 0,84
Clima frio 0,99 0,88 0,94
Validacion

Tasa de no error: 0,77

Clima calido 0,78 0,78 0,74
Clima templado 0,76 0,75 0,69
Clima frio 0,98 0,47 0,80

El modelo ANN desarrollado mostré que es posible clasificar las muestras de miel de

los diferentes pisos térmicos a partir de la caracterizacion fisicoquimica y sensorial.

En la Tabla 4-4, la tasa de No Error (90% en el entrenamiento 'y 77% en la validacion)

confirman estos resultados. Estudios mas recientes también han demostrado que

clasificadores como ANN ofrecen una buena precisibn para la medicién de

propiedades de mieles, con tasas de éxito superior al 90%, lo que ratifica que el

modelo es confiable en este tipo de evaluaciones. Otros investigadores también

lograron clasificacidon geografica y botanica usando redes neuronales ANN, y

resaltaron el potencial de la lengua electronica como herramienta en el analisis y

caracterizacion rapida de la miel (Baroni et al., 2009; Faal et al., 2019; Major et al.,

2011)

Algunos autores reportan resultados satisfactorios en la autenticacion de muestras

de miel a través de la evaluacion de parametros fisicoquimicos y propiedades

reolégicas, mediante PCA, LDA (analisis discriminante lineal) y ANN. Oroian et al.

(2019) encontr6 en su estudio que LDA fue el método adecuado para la
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autenticacion botanica de la miel, logrando una validacion cruzada del 94.12% de

las muestras.

De lo anterior, es posible aplicar diferentes técnicas de clasificacion en mieles con
tasas de éxito que pueden variar entre el 80% y el 100%, luego no existen reglas
generales que permitan predecir qué técnica funcionara mejor para un conjunto de
datos (Wu et al., 2017).
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4.3. Conclusiones

El PCA no logro identificar las categorias de las mieles de acuerdo con el piso
térmico, sugiriendo que esta técnica, a pesar de lograr una alta capacidad de
reduccion de la dimensionalidad de los datos no es suficientemente robusta para
lograr una agrupacion adecuada. La falta de robustez del PCA queda evidenciada

con el éxito de los modelos de clasificacion.

Se evaluaron dos modelos de clasificacion mediante estadistica multivariada para
diferenciar mieles procedentes de diversas zonas de Colombia teniendo en cuenta

los resultados de los analisis fisicoquimicos y sensoriales instrumentales.

KNN y ANN demostraron que el sistema de lengua formado por tres electrodos
voltamétricos y nariz electronica, formado por 10 sensores 6xido metalicos, junto
con los resultados de analisis de parametros fisicoquimicos, fueron capaces de
diferenciar entre tipos de miel segun su origen geografico, con una tasa de no error
para KNN de 73% en el entrenamiento y 72% en la validacion, y ANN del 90% en
el entrenamiento y 77% en la validacion. En conclusién, ANN ofrece mejores

resultados en términos de precision en comparacion con KNN para esta aplicacion.
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5. Conclusiones y recomendaciones
generales

Se evaluaron 115 mieles colombianas diferenciadas por su origen geografico. Las
mieles tuvieron valores de composicién promedio de acidez libre [meq/kg] (12,43-
72,86), pH (3,48-5,75), humedad [%] (15,3-21,7), conductividad eléctrica [nS/cm]
(0,094-1,178), hidroximetilfurfural [mg/kg] (0,10-182,09), color [mm Pfund] (19-
150), y solidos insolubles [%] (0-0,45). A excepcién de la humedad, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los parametros
fisicoquimicos de las muestras de las tres regiones evaluadas. Se encontré que
mas del 90% de las muestras evaluadas cumplian con las especificaciones
descritas en normativa internacional. Alrededor del 10% restante, proveniente de
regiones como Cundinamarca y Santander en su mayoria, no cumplieron con la
legislacion internacional, lo cual subraya la importancia de mejorar en las buenas
practicas apicolas que garanticen el cumplimiento total de estandares de calidad y
generen valor agregado al producto.

La determinacién del perfil aromatico a través de la nariz electronica y los perfiles
obtenidos con la lengua electrénica voltamperométrica de las mieles analizadas,
no lograron clasificar ni discriminar entre los distintos grupos evaluados (zonas
climaticas: calida, templada y fria) mediante PCA, KNN y ANN. No obstante, la
combinacion de los datos de los atributos fisicoquimicos y sensoriales
instrumentales, permitié obtener métodos de clasificacion (KNN y ANN) con una
tasa de no error de 78%, segun la zona climatica.
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Por otra parte, el PCA permitio la discriminacion de mieles auténticas de muestras
adulteradas utilizando solamente los resultados obtenidos con la lengua electronica
voltamperométrica. Este método permitiria llevar a cabo analisis mas rapidos, lo
cual es de interés para la industria alimentaria en el control de calidad y a un costo

inferior con relacion de los métodos convencionales.

5.1. Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere complementar este estudio con
otras técnicas analiticas fisicoquimicas (perfil de azucares, minerales,
antioxidantes) que permitan completar la informacion presentada y obtener mas

datos acerca de la huella digital de las muestras de miel.

Realizar un muestreo de mieles en el que se incluya un mayor numero de muestras
de miel provenientes de climas frios y rehacer los modelos estadisticos evaluados,
con el fin de corroborar si mejoran los resultados de precision y tasas de no error

obtenidos.
Determinar las respuestas con lengua electronica voltamperométrica usando otro

tipo de sensores comerciales (electrodos serigrafiados de plata, 6xido de rutenio o

paladio) que complementen la informacién electroquimica de las mieles evaluadas.
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