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OBJETIVOS 

El principal objetivo de esta Tesis, titulada “Aplicación de la 

espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear a la 

caracterización metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de 

tóxicos en aguas”, está centrado en el desarrollo y validación de métodos 

analíticos, análisis metabolómico e identificación de marcadores 

químicos de calidad en bebidas alcohólicas y aguas. A tal fin se han 

usado técnicas cromatográficas (cromatografía de gases, GC; 

cromatografía de líquidos, LC) acopladas a espectrometría de masas 

(MS) y de resonancia magnética nuclear (NMR). 

Para lograr este objetivo general la presente Tesis se ha dividido en dos 

grandes bloques. El primer bloque se focaliza en la aplicación de técnicas 

de GC-MS, LC-MS y NMR para el estudio metabolómico de ron, a fin 

de establecer métodos de control de calidad en el ámbito del marco 

alimentario de bebidas alcohólicas. Los estudios realizados han sido: 

 Desarrollo de una estrategia de clasificación y discriminación de 

ron mediante análisis fingerprinting de compuestos 

volátiles/semivolátiles a través de GC-MS de triple cuadrupolo 

(QqQ). Aportación científica 1 

 Desarrollo de una estrategia de clasificación y discriminación de 

ron mediante análisis fingerprinting de compuestos no volátiles 

a través de LC-MS de tipo Orbitrap (Orbitrap-MS). Aportación 

científica 2 

 Aplicación de NMR para la clasificación de ron mediante análisis 

de los perfiles metabólicos de componentes mayoritarios. 

Adicionalmente se aplican estrategias de fusión de datos 



 

combinando la información obtenida mediante las tres técnicas 

aplicadas: GC-MS, LC-MS y NMR. Aportación científica 3 

 

Por otro lado, el segundo bloque incluye estudios relacionados con la 

aplicación analítica de la técnica de NMR para la determinación de 

tóxicos en aguas: 

 Aplicación de la NMR de boro-11 para la determinación de ácido 

bórico en biocidas comerciales. Aportación científica 4 

 

 Determinación de ácido etidrónico en aguas industriales de 

lavado de vegetales mediante la NMR de fósforo-31. Aportación 

científica 5 

 

 



  

 

RESUMEN 

La presente Tesis Doctoral, titulada “Aplicación de espectrometría de la 

masas y la resonancia magnética nuclear a la caracterización 

metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de tóxicos en aguas”, 

estudia el uso de herramientas de la metabolómica en la clasificación e 

identificación de marcadores químicos de calidad en bebidas alcohólicas 

mediante técnicas espectrométricas (GC-MS, LC-MS) y de NMR. A tal 

fin, se han llevado a cabo distintas etapas del proceso analítico como la 

preparación de muestra, adquisición fingerprinting, pre-procesado de 

datos, modelado multivariante, validación de modelos y fusión de datos 

multi-técnica. Los modelos desarrollados se han aplicado a muestras 

reales de ron dorado para su clasificación en función de los procesos de 

preparación a los que se ven sometidos, así como a la determinación de 

marcadores químicos de calidad de éstos. 

Además, se ha aplicado la técnica de NMR cuantitativa para la 

determinación de diferentes analitos. En concreto se han usado métodos 

de adquisición basados en núcleos magnéticamente activos de boro y 

fósforo para la cuantificación de ácido bórico y ácido etidrónico 

respectivamente, tanto mediante cuantificación interna (estándar interno, 

IS, del núcleo observado) como externa (rectas de calibrado mediante 

uso de patrones analíticos). Los métodos se han validado según las guías 

vigentes para parámetros como selectividad, rango de trabajo, precisión 

interdía e intradía, límite de cuantificación (LOQ), recuperación e 

incertidumbre (U). 

Así pues, los estudios realizados en la presente Tesis se pueden dividir 

en dos secciones: la primera orientada a la aplicación de herramientas de 



 

la metabolómica y la segunda a la aplicación cuantitativa de la NMR. La 

primera sección cuenta con los siguientes trabajos: 

o Desarrollo de una estrategia para la clasificación de ron usando 

tratamientos metabolómicos a través de huellas dactilares 

adquiridas por microextracción en fase sólida (SPME) de espacio 

en cabeza (HS) acoplada a cromatografía de gases–

espectrometría de masas (HS-SPME-GC-MS). El método 

desarrollado se ha aplicado a rones dorados comerciales para su 

clasificación en función de las etapas de elaboración de éstos y 

determinación de marcadores químicos en su fase volátil y/o 

semivolátil. 

o Estudio metabolómico de ron dorado mediante la adquisición de 

huellas dactilares de sus componentes no volátiles a través de 

inyección directa con dilución (dilute and shoot) y cromatografía 

de líquidos acoplada a espectrometría de masas de alta resolución 

(LC-HRMS). El método desarrollado ha permitido la 

clasificación y determinación de marcadores químicos de rones 

dorados comerciales. 

o Estudio metabolómico de rones dorados mediante la adquisición 

de huellas dactilares a través resonancia magnética nuclear de 

protón (1H-NMR) y fusión de datos multi-técnica (GC-MS, LC-

MS y NMR). El modelo desarrollado mediante 1H-NMR se ha 

aplicado al estudio de los compuestos mayoritarios presentes en 

rones dorados comerciales. Además, se han comparado las 

capacidades discriminatorias de las diferentes técnicas y su 

fusión en los análisis multivariantes aplicados. 

 



  

 

Los trabajos que se incluyen en la segunda sección se muestran a 

continuación: 

o Desarrollo y aplicación de un método mediante NMR de boro-11 

(11B-NMR) para la determinación de ácido bórico en biocidas 

sólidos. Los resultados se han comparado con técnicas 

previamente ya establecidas (espectrometría de masas por plasma 

de acoplamiento inductivo, ICP-MS). El método desarrollado se 

ha validado conforme a las guías vigentes y ha sido aplicado a 

diferentes muestras reales de biocidas comerciales para aguas 

agrícolas y de piscinas. 

o Desarrollo y aplicación de un método mediante NMR de fósforo-

31 (31P-NMR) para la determinación de ácido etidrónico en agua 

de lavado de vegetales. Se han comparado distintos métodos de 

cuantificación con calibración interna y externa. El método 

desarrollado, y posteriormente validado, se ha aplicado al estudio 

de muestras de aguas provenientes del lavado de frutas y 

hortalizas. 

 

 

 



 

  



  

 

ABSTRACT 

This Doctoral Thesis entitled “Application of mass spectrometry and 

nuclear magnetic resonance to the metabolomic characterization of 

alcoholic beverages and to the analysis of contaminants in water” studies 

the application of metabolomic tools in the classification and 

identification of quality chemical biomarkers in alcoholic beverages 

using spectrometric techniques (GC-MS, LC-MS) and NMR, responding 

to the current demand for control and monitoring in this field. To this 

end, different stages have been carried out such as sample preparation, 

fingerprinting acquisition, data pre-processing, multivariate analysis, 

model validation and multi-technical data fusion. The developed 

methodologies have been applied to real samples of golden rum for its 

classification based on the preparation processes, as well as the 

determination of chemical quality markers. 

In addition, the quantitative NMR technique has been applied for the 

determination of different analytes. In particular, acquisition methods 

based on magnetically active boron and phosphorus nuclei have been 

used for the quantitation of the analytes by internal quantitation (internal 

standard, IS, of the observed nucleus) and external quantitation 

(calibration using analytical standards). The methods have been 

validated according to current guidelines for parameters such as 

selectivity, working range, interday and intraday accuracy, limit of 

quantitation (LOQ), recovery and uncertainty (U). 

Thus, the studies carried out in this thesis can be divided into two 

sections: the first focused on the application of metabolomic tools and 

the second to the quantitative application of NMR. The first section has 

the following works: 



 

 Development of a strategy for the classification of rum using 

metabolomic treatments through fingerprints acquired by head 

space (HS) and solid phase microextraction (SPME) coupled to 

gas chromatography – mass spectrometry (HS-SPME-GC- MS). 

The methodology developed has been applied to commercial 

golden rums for classification according to the stages of their 

preparation and determination of chemical biomarkers in their 

volatile and/or semi-volatile phase. 

 Metabolomic study of golden rum by fingerprint acquisition of 

its non-volatile components through direct injection (dilute and 

shoot) and liquid chromatography coupled to high resolution 

mass spectrometry (LC-HRMS). The methodology developed 

has allowed the classification and determination of chemical 

biomarkers of commercial golden rums. 

 Metabolomic study of golden rums by acquiring fingerprints 

through proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) and 

multi-technical data fusion (GC-MS, LC-MS and NMR). The 

methodology developed has been applied to the study of the 

majority compounds present in commercial golden rums. In 

addition, the discriminatory capacities of the different techniques 

and their fusion in the multivariate analyses applied have been 

compared. 

The works included in the second section are shown below: 

 Development and application of a boron-11 NMR detection 

method (11B-NMR) for the determination of boric acid in solid 

biocides. The results have been compared with previously 

established techniques (ICP-MS). The developed method has 



  

 

been validated in accordance with current guidelines and has 

been applied to different real samples of commercial tablets for 

agricultural waters and swimming pools. 

 Development and application of a phosphorus-31 NMR detection 

method (31P-NMR) for the determination of etidronic acid in 

vegetable washing water. Different quantification methods have 

been compared with internal and external calibration. The 

method developed, and subsequently validated, has been applied 

to the study of real samples of water from the washing of 

vegetables and fruits. 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

APCI Ionización química a presión atmosférica 

(Atmospheric Pressure Chemical Ionization) 

AUC Área bajo la curva (Area Under the Curve) 

B0 Campo magnético externo 

CC% Valor de muestras correctamente clasificadas 

(Correctly Classified samples) 

CI Ionización química (Chemical Ionization) 

CV Validación cruzada (Cross Validation) 

CV-ANOVA Análisis de la varianza mediante validación cruzada 

(Cross Validated ANalysis Of VAriance) 

D1 Tiempo de relajación 

DNA Ácido Desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 

EAA Espectroscopía de Absorción Atómica 

EI Ionización electrónica (Electron Ionization) 

ESI Ionización por electronebulización (ElectroSpray 

Ionization) 

FDA Administración de Medicamentos y Alimentos 

(Food and Drug Administration) 

FTIR Espectroscopía de transmisión de infrarrojo con 

transformada de Fourier (Fourier-Transform 

InfraRed spectroscopy) 

GC Cromatografía de gases (Gas Chromatography) 

HCA Análisis de agrupamiento jerárquico (Hierarchical 

Clustering Analysis) 

HPLC Cromatografía de líquidos de alta eficacia (High 

Performance Liquid Chromatography) 



 

HRF Valor de filtrado de alta resolución (High-Resolution 

Filtering score) 

HRMS Espectrometría de masas de alta resolución (High 

Resolution Mass Spectrometry) 

HS Espacio en cabeza (Head Space) 

I Número cuántico de espín nuclear 

IC Cromatografía iónica (Ion Chromatography) 

ICP-MS Espectrometría de Masas con Plasma de 

Acoplamiento Inductivo (Inductively Coupled 

Plasma Mass Spectrometry) 

IRM Resonancia Magnética de Imágenes (Magnetic 

Resonance Imaging) 

IS Estándar interno (Internal Standard) 

IUPAC Unión internacional de química pura y aplicada 

(International Union of Pure and Applied 

Chemistry) 

K Número de variables de un modelo multivariante 

KI Índice de Retención de Kovats 

LC Cromatografía de líquidos (Liquid 

Chromatography) 

LDA Análisis discriminante lineal (Linear Discriminant 

Analysis) 

LOD Límite de detección (Limit Of Detection) 

LOQ Límite de cuantificación (Limit Of Quantitation) 

LRMS Espectrometría de masas de baja resolución (Low 

Resolution Mass Spectrometry) 

M Masa molecular 



  

 

MIR Infrarrojo medio (Mid Infra-Red) 

MRM Monitorización de reacción múltiple (Multi-

Reaction Monitoring) 

MS Espectrometría de masas (Mass Spectrometry) 

MS/MS Espectrometría de masas en tándem (Tandem mass 

spectrometry) 

N Número de observaciones de un modelo 

multivariante 

NIR Infrarrojo cercano (Near Infra-Red) 

NMR Resonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic 

Resonance) 

NOE Efecto nuclear Overhausser (Nuclear Overhausser 

Effect) 

NS Número de scans 

OPLS-DA Análisis discriminante por mínimos cuadrados 

parciales ortogonales (Ortogonal Partial least 

Squares-Discriminant Analysis) 

P Valor de significancia de la variable (p-value) 

P1 Pulso magnético aplicado 

PC Componente principal (Principal Component) 

PCA Análisis de componentes principales (Principal 

Component Analysis) 

PLS-DA Mínimos cuadrados parciales-análisis discriminante 

(Partial Least Squares Discriminant Analysis) 

ppm Partes por millón 

PQM Proceso Químico de Medida 

Q Momento eléctrico cuadrupolar (Quadrupole) 



 

QC Control de calidad (Quality Control) 

qNMR Resonancia Magnética Nuclear cuantitativa 

(Quantitative Nuclear Magnetic Resonance) 

QqQ Triple cuadrupolo (Triple Quadrupole) 

Q-TOF Sistema híbrido cuadrupolo/tiempo de vuelo 

(Quadrupole-Time Of Flight) 

R Coeficiente de correlación 

RG Ganancia del receptor (Receiver Gain) 

RMSEC Raíz del error cuadrático medio de calibración (Root 

Mean Square Error of Calibration) 

RMSECV Raíz del error cuadrático medio de la validación 

cruzada (Root Mean Square Error of Cross-

Validation) 

RMSEP Raíz del error cuadrático medio de predicción (Root 

Mean Square Error of Prediction) 

ROC Característica de funcionamiento del receptor 

(Receiver Operating Characteristic) 

RSD Desviación estándar relativa (Relative Standard 

Deviation) 

RT Tiempo de retención (Retention Time) 

S/N Relación señal/ruido (Signal-to-Noise ratio) 

SPME Microextracción en fase sólida (Solid Phase 

MicroExtraction) 

T1 Tiempo de relajación longitudinal 

TMS Tetrametilsilano-d4 

TMSP 3-[Trimetilsilil]-propionato-d4 de sodio 

UV-Vis Ultravioleta-visible (UltraViolet-VISible) 



  

 

VIP Importancia de la variable en la proyección 

(Variable Importance in Projection) 

δ Desplazamiento químico  
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1 CAPÍTULO PRIMERO. MARCO TEÓRICO  

 

1.1 Contextualización 

La disponibilidad de recursos analíticos bien establecidos hoy en día 

permite el desarrollo de nuevas formas de afrontar retos comunes del 

ámbito de la seguridad agroalimentaria. En concreto, uno de los 

principales problemas de los últimos años es el control de calidad tanto 

de alimentos como de productos, con impactos económicos, sociales, de 

salud y ambientales. Las ciencias ómicas, que permiten el estudio de un 

gran número de moléculas de un organismo, están avanzando en las 

últimas décadas como una de las mejores opciones para dar respuesta a 

dichos problemas. 

Existen tres disciplinas que pueden englobarse dentro de las ciencias 

ómicas, cada una con referencia a diferentes técnicas en el campo de la 

biotecnología [1]. La primera de ellas es la genómica, encargada del 

estudio del ácido desoxirribonucleico (DNA) presente en los 

organismos. La proteómica se basa en el estudio del proteoma, es decir 

el conjunto de todas las proteínas presentes en las células, así como las 

posibles modificaciones que puedan sufrir en su ciclo vital. Por último, 

la metabolómica trata del estudio de todos los metabolitos celulares, es 

decir, de todas aquellas moléculas implicadas en las rutas de 

transformación de diversos productos celulares. El conjunto de todos los 

metabolitos conforma el denominado metaboloma. Recientemente, el 

desarrollo y especialización en el campo de las disciplinas ómicas ha 

dado lugar a la aparición de nuevas subdisciplinas como la epigenómica, 
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lipidómica o la transcriptómica [2,3]. Los términos más comunes usados 

en los estudios metabolómicos y sus definiciones se encuentran 

recogidos en Tabla 1. 

Tabla 1. Términos y definiciones comunes en los estudios metabolómicos 

Término Definición Referencia 

Biomarcador Compuesto químico analizado en un 

material biológico relativo a una 

exposición, susceptibilidad o efecto 

biológico 

[4] 

Huella dactilar 

metabolómica 

Perfil obtenido de un análisis que 

proporciona información de los analitos 

presentes en la matriz de estudio 

(“metabolic fingerprint”) 

[5,6] 

Metaboloma Conjunto de moléculas de bajo peso 

molecular (<1500 Daltons) que se 

encuentran en el interior, o son secretadas 

por una célula o tejido de una matriz 

biológica 

[5,6] 

Metabolómica Análisis completo del metaboloma de un 

sistema biológico en unas condiciones 

concretas. No tiene por qué ser cuantitativo 

o identificativo de los analitos 

[5,6] 

Metabolómica 

dirigida (target) 

Análisis del metaboloma centrado en una 

lista específica de analitos, generalmente 

con un interés común 

[7] 

Metabolómica no 

dirigida (untarget) 

Análisis global del metaboloma con el 

objetivo de estudiar tantos analitos como 

sea posible 

[7] 

Ómica Estudio de conjuntos relacionados de 

moléculas orgánicas de manera íntegra (p. 

ej. genómica, transcriptómica, proteómica, 

etc.) 

[8] 

Perfil 

metabolómico 

Análisis y estudio de un número limitado y 

predeterminado de analitos relacionados 

entre sí (por presentar similitudes físico-

químicas o por participar en una ruta 

metabólica concreta) 

[9] 
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En los últimos años, la metabolómica se ha reconocido como una de las 

disciplinas más prometedoras en el campo de las ciencias ómicas, en 

diferentes áreas como el control de calidad y la identificación de 

marcadores en matrices alimentarias [10–12]. Algunas de las estrategias 

más ampliamente usadas para dar solución a los problemas de seguridad 

alimentaria son los análisis de perfiles metabolómicos y la determinación 

de huellas dactilares [13]. Una de las principales diferencias entre el 

análisis convencional y el análisis metabolómico es el número de analitos 

cuyo estudio se aborda. 

Las investigaciones enfocadas al estudio y comprensión del metaboloma 

en áreas como enfermedades humanas, análisis de plantas o alimentos 

son claros ejemplos de impacto y crecimiento de las ciencias ómicas. En 

concreto, el estudio de alimentos se encuentra en auge debido a la cada 

día mayor demanda de los consumidores de productos de alta calidad. 

Este hecho se ve reflejado en la abundancia de estudios metabolómicos 

que se han realizado en la última década en numerosos alimentos y 

bebidas como café [13,14], té [15], aceite [16,17], queso [18], azúcar de 

caña [19], miel [20], aceite de palma [21], etc. También existen un 

diferentes estudios sobre bebidas alcohólicas como cerveza [22,23] o 

vino [24–26], entre otras. 

La calidad final de este tipo de productos puede depender de diversas 

variables: origen, composición, propiedades físicas, evaluación sensorial 

satisfactoria, procesamiento y almacenamiento del producto, etc. Cabe 

indicar que, en cuanto a la calidad de los alimentos, ésta puede evaluarse 

no sólo desde la perspectiva de la presencia/concentración de 

componentes beneficiosos para la salud y que incrementan la calidad del 
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producto, sino también desde la perspectiva de la identificación de 

compuestos cuya presencia disminuyan su calidad (sustitución por 

ingredientes más económicos, diluciones, descripción incompleta del 

producto en su etiquetado, etc.). 

Los últimos avances en las técnicas analíticas han sido cruciales para el 

desarrollo de métodos que puedan abarcar todos los requisitos actuales 

en materia de la calidad alimentaria. Hoy en día se dispone de diferentes 

técnicas con capacidad de obtener gran cantidad de información de las 

matrices alimentarias. Entre ellas destacan la cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), cromatografía de líquidos 

acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) o la resonancia magnética 

nuclear (NMR) [27–29]. Una ventaja añadida de éste tipo de técnicas es 

su versatilidad para ser usadas con fines cuantitativos.  

La elección de la técnica más adecuada dependerá fundamentalmente de 

las características físico-químicas de los componentes a determinar en la 

muestra, como pueden ser su polaridad, volatilidad o nivel de 

concentración.  En el caso de compuestos que presentan una polaridad 

baja y volatilidad alta-media, la GC es la técnica más ampliamente usada, 

contando con la opción de derivatización previa para aquellos 

compuestos con mayor polaridad. Por otro lado, la LC es aplicada para 

compuestos con baja volatilidad, baja estabilidad térmica y una alta 

polaridad. Por su parte, la técnica de NMR puede considerarse universal 

en cuanto a los compuestos a determinar si son de carácter orgánico; así 

como por ejemplo los análisis basados en 1H-NMR permiten el estudio 

de todos los compuestos que presentan protones en su estructura, siendo 

una de sus mayores desventajas su escasa sensibilidad respecto a otras 

técnicas. 
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A la hora de la identificación y cuantificación de analitos en alimentos y 

muestras biológicas, las técnicas cromatográficas pueden ir acopladas a 

diferentes detectores clásicos como el de fotodiodos en fila o bien de MS, 

siendo este último el más usado actualmente en su modalidad de 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS). 

Los analizadores basados en MS se pueden dividir en dos grandes 

grupos: espectrometría de masas de baja resolución (low resolution mass 

spectrometry, LRMS) y espectrometría de masas alta resolución (high 

resolution mass spectrometry, HRMS). Los analizadores tipo LRMS se 

caracterizan por presentar resultados óptimos en términos de robustez y 

sensibilidad, mientras que los instrumentos tipo HRMS cuentan con 

mayor capacidad para analizar un alto número de compuestos. Entre los 

tipos de analizadores más destacados hoy en día se encuentran los de 

triple cuadrupolo (QqQ), Orbitrap, el sistema híbrido cuadrupolo/tiempo 

de vuelo (quadrupole/time of flight, Q-TOF) y el sistema híbrido 

cuadrupolo/Orbitrap (quadrupole/Orbitrap, Q-Orbitrap) [30]. 

Para generar los iones en fase gaseosa, hay diferentes tipos de fuentes de 

ionización, como la de ionización electrónica (EI) y la ionización 

química (CI), utilizadas con frecuencia en GC-MS, mientras que la 

ionización por electronebulización (ESI), en modo positivo o negativo, 

y la ionización química a presión atmosférica (APCI) se emplean 

comúnmente en LC-MS [31]. 

Por otro lado, técnicas extensamente aplicadas para estudios no 

cuantitativos como la NMR (conocida con dicha finalidad como NMR 

cuantitativa, qNMR), han demostrado en los últimos años una excelente 

capacidad en la determinación de la concentración de analitos 
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mayoritarios en gran variedad de matrices complejas como productos 

naturales [32], suplementos dietéticos [33] o fármacos [34]. 

Del mismo modo, el desarrollo de herramientas informáticas que 

faciliten el procesado y la gestión de todos los datos obtenidos mediante 

este tipo de técnicas son una pieza clave para la interpretación fiable y 

útil de los mismos. El uso de análisis estadísticos multivariantes en los 

estudios metabolómicos es la sistemática más extendida para el manejo 

de la información adquirida, permitiendo la diferenciación entre distintos 

grupos y discriminación de los potenciales marcadores de las matrices 

objetivo [35]. 

Teniendo en cuenta todas las consideraciones descritas, el enfoque 

metabolómico debe realizarse con un cuidadoso diseño de cada una de 

las etapas que lo conforman, desde la selección y toma de muestras, 

almacenamiento y conservación, procedimiento de extracción/ 

purificación, análisis, procesado de los datos, análisis multivariante, 

validación de los modelos estadísticos y la interpretación de los 

resultados que puedan extraerse del estudio.  

Un estricto control de la seguridad agroalimentaria a través de los nuevos 

recursos analíticos puede proporcionar ventajas y beneficios directos 

para la salud humana; menor desperdicio de alimentos y aumento en la 

calidad y durabilidad de los productos. Además, el correcto control y 

seguimiento de los procesos de producción pueden verse optimizados 

dando lugar a beneficios indirectos como la disminución de uso de 

energía, así como la reducción de la huella de carbono resultante. 

La presente Tesis Doctoral se ha centrado en la aplicación de 

herramientas de la metabolómica para la clasificación y/o identificación 

de marcadores químicos de calidad en bebidas alcohólicas mediante 
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técnicas de cromatografía-MS y NMR, a fin de aportar al control de 

calidad de ron dorado. Además, se ha llevado a cabo la aplicación de la 

técnica de NMR cuantitativa (q-NMR) para la determinación de distintas 

sustancias activas (ácido etidrónico y ácido bórico). En las siguientes 

secciones se expondrán en detalle los fundamentos y la investigación 

desarrollada en la presente Tesis para cada uno de los apartados que la 

componen. 

 

1.2 Metabolómica 

1.2.1 Introducción al análisis metabolómico  

El desarrollo de estudios metabolómicos permite el estudio de sistemas 

biológicos mediante la observación de las moléculas interconectadas a 

través de rutas metabólicas. El amplio potencial de este tipo de análisis, 

de la mano de las capacidades que aportan los avances tecnológicos, da 

lugar a estudios cada vez más exhaustivos y sofisticados de todo tipo de 

matrices biológicas y agroalimentarias. 

La información que permite obtener el análisis metabolómico ayuda a 

entender las matrices en base al estudio de los analitos de bajo peso 

molecular presentes en ellas. Distintos factores intrínsecos (edad, 

maduración, etc.) o extrínsecos (sustancias añadidas, contaminantes, 

etc.) aportan información clave para conocer el estado del sistema en 

estudio y cómo se ve afectado por el entorno. Las herramientas de la 

metabolómica pueden ser aplicadas a casi todo tipo de matrices y 

enfocarse a multitud de casos de estudio. 
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A tal fin, se abarcan diferentes estrategias cuya naturaleza depende del 

objetivo del estudio y el conocimiento previo del problema objetivo. A 

la hora de realizar un estudio metabolómico, es necesario un diseño 

previo, en el que hay que considerar diferentes etapas. Las etapas 

comunes de cualquier estudio metabolómico pueden resumirse en las 

siguientes: 

 Establecimiento de la hipótesis de trabajo 

 Recolección de muestras representativas 

 Elección de la técnica o técnicas analíticas más adecuadas al 

estudio propuesto 

 Pretratamiento de las muestras (p. ej. extracción, purificación o 

limpieza, preconcentración, derivatización, etc.) 

 Análisis de las muestras, adquiriendo la máxima información útil 

posible 

 Pretratamiento de los datos para su adecuación previa a los 

análisis quimiométricos 

 Procesado de datos: Análisis multivariantes, tanto supervisados 

como no supervisados 

 Validación de los modelos propuestos 

 Identificación de marcadores con capacidad discriminante 

 Interpretación de los resultados 

En el siguiente esquema (Figura 1) se muestran los principales apartados 

de un estudio metabolómico tras la adquisición de los datos. 

Un buen planteamiento del flujo de trabajo puede ser clave para el éxito 

del análisis metabolómico. Por ello, es de vital importancia la definición 

adecuada de los objetivos que se quieren alcanzar para así responder 

aquellas preguntas que se plantean.  
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La selección de las muestras ha de ser minuciosa, de forma que éstas 

sean representativas y aporten la información necesaria que se requiera 

obtener del estudio. Su correcta conservación y manipulación, evitando 

así cualquier tipo de degradación o pérdida de información, es esencial 

en este tipo de trabajos. 

 

Figura 1. Flujo de trabajo general en un estudio metabolómico 

 

La información previa del problema propuesto, así como de la 

información que se pretenda obtener, permitirá una correcta selección 

del tipo de análisis metabolómico que se precise. En aquellos casos 

donde el número y analitos de interés sean conocidos se aplicará el 

análisis dirigido (targeted). Un ejemplo de análisis dirigido puede ser la 

obtención de un perfil metabolómico, donde el enfoque se centra en el 

estudio de un conjunto de metabolitos específicos, bien por similitudes 

físico-químicas o por participar en una ruta metabólica concreta. Sin 

embargo, cuando se desconocen los metabolitos de interés que pueden 

tener influencia en el estudio, el análisis no dirigido (untargeted) es el 
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más adecuado. El objetivo en tal caso es disponer de la mayor 

información posible de la muestra sin precisar de la identificación de 

analitos concretos (huella metabolómica) [5,6]. 

En los estudios no dirigidos son clave tanto la extracción como el análisis 

a fin de obtener el mayor número de metabolitos posible para tener una 

información global de la problemática. A tal fin es necesaria la aplicación 

de técnicas de tratamiento de muestra y de análisis adecuadas. La 

selección de la técnica de análisis dependerá de las características del 

problema en estudio, siendo las técnicas más ampliamente utilizadas hoy 

en día con dicha finalidad la NMR y la MS acoplada a GC o LC [36]. 

El pretratamiento y tratamiento de los datos obtenidos de los análisis, 

sobre todo en los no dirigidos, han de ser cuidadosamente optimizados. 

La información, tanto de carácter cuantitativo como cualitativo es a 

priori desconocida, por lo que los datos obtenidos pueden llegar a ser de 

alta complejidad y volumen. Es por tanto necesario para un correcto 

tratamiento de éstos el uso de herramientas especializadas en análisis de 

datos que adapten la información obtenida a los análisis quimiométricos 

a realizar. La comparación y estudio de todos los resultados obtenidos 

permite la clasificación de muestras en categorías predefinidas, así como 

la identificación de posibles analitos característicos de una condición 

específica. 

Finalmente, una estricta validación del modelo permitirá una óptima 

interpretación de los resultados. Para ello, será necesaria la división de 

datos en conjuntos de entrenamiento y de validación (p. ej. validación 

cruzada). 

De forma adicional, una recopilación de datos procedentes de distintas 

técnicas de análisis en un único modelo puede conducir a una mejora en 
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las predicciones, así como a una mejora de la interpretación de los 

resultados. Este proceso de unión de información es la denominada 

fusión de datos. 

En los siguientes apartados de la presente Tesis se describirán en 

profundidad las distintas etapas de las que consta un estudio 

metabolómico. En la Tabla 2 se reúnen a modo de resumen los términos 

más frecuentemente empleados en este tipo de estudios. 

Tabla 2. Términos y definiciones comunes en la quimiometría aplicada a la 

metabolómica 

Término Definición Referencias 

Análisis dirigido 

(targeted) 

Análisis centrados en un grupo 

específico de analitos previstos, los 

cuales generalmente requieren de la 

identificación y cuantificación de los 

mismos 

[37] 

Análisis 

discriminante 

Análisis estadístico para la 

determinación de diferencias o 

semejanzas entre un grupo de variables 

predefinidas 

[38] 

Análisis 

multivariante 

Análisis estadístico de más de una 

variable (p. ej. analitos) de forma 

simultánea 

[36,39] 

Análisis no 

dirigido 

(untargeted) 

Análisis enfocado en la detección de 

tantos grupos de analitos como sea 

posible para obtener patrones o huellas 

dactilares sin necesariamente 

identificar o cuantificar uno o más 

compuestos específicos 

[37] 

Análisis 

predictivo 

Extracción de información de un 

modelo con datos predefinidos para la 

predicción del comportamiento futuro o 

estimación de resultados desconocidos 

para cierta variable o variables 

[40] 
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Término Definición Referencias 

Análisis 

quimiométrico 

Análisis que utiliza métodos 

matemáticos o estadísticos para diseñar 

o seleccionar procedimientos y 

experimentos de medición óptimos, 

proporcionando la máxima información 

química relevante mediante el análisis 

de datos químicos 

[41] 

Carga (Loading) Influencia de las variables en un 

modelo multivariante 
[42] 

Componente 

principal 

Combinación de variables originales 

que forman ejes de máxima dispersión 

de las muestras en el espacio del 

modelo 

[42] 

Modelo 

estadístico 

Análisis matemático para el estudio de 

la correlación entre variables, 

generalmente datos X frente a datos Y 

(p. ej, PCA, PLS, LDA). 

[43,44] 

Modelo no 

supervisado 

Determinan los conjuntos de patrones 

según sus propiedades y sin un 

conocimiento previo de la categoría de 

las variables (p. ej., PCA) 

[45] 

Modelo 

supervisado 

Usan herramientas estadísticas con 

información adicional sobre los 

conjuntos de datos para determinar 

similitudes y diferencias entre grupos 

predefinidos (p. ej., LDA) 

[45] 

Puntuación 

(Score) 

Para una observación dada, es la 

distancia desde el origen a lo largo de 

su componente hasta el punto donde se 

proyecta en el modelo 

[42] 

Validación 

estadística 

Conjunto de evaluaciones que tienen 

como objetivo asegurar la calidad de las 

conclusiones extraídas del análisis de 

datos (p. ej. validación cruzada) 

[44] 

 

 



Aplicación de la espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear a la 

caracterización metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de tóxicos en aguas 

 

 

19 

 

1.2.2 Adquisición de datos 

Como antes se ha mencionado, en función del planteamiento inicial 

propuesto para el estudio metabolómico, la información que se quiera 

obtener, así como el conocimiento previo que se tenga de la matriz 

objetivo, pueden abordarse diferentes aproximaciones.  

Un análisis dirigido (targeted) está orientado a la determinación 

(cuantitativa o cualitativa) de una serie de compuestos relacionados por 

alguna propiedad o característica en lugar de estudiar el metaboloma 

completo. La ventaja de este tipo de análisis reside en simplificar el 

manejo de datos obtenidos al centrarse en ciertos marcadores concretos. 

Por otro lado, el análisis no dirigido (untargeted) se centra en la 

detección del mayor número posible de analitos, con el fin de asociar 

patrones o relaciones específicas de ellos respecto a una condición, 

característica o tratamiento. La selección tanto de los métodos de 

extracción como de la técnica de análisis dependerá del tipo de enfoque 

seleccionado para el estudio [13]. 

La etapa de extracción de compuestos volátiles/semivolátiles de las 

matrices puede miniaturizarse y automatizarse con el uso de técnicas 

como la microextracción en fase sólida (SPME) (con posible 

derivatización previa), entre otras, minimizando los errores y 

contaminaciones debidos a la manipulación de la muestra. Mientras que 

para los componentes no volátiles se encuentra muy extendido el empleo 

de métodos de tratamientos genéricos como “dilute and shoot” (diluir e 

inyectar), que permiten una extracción rápida, repetitiva y reproducible 

de las muestras sin perder información discriminante [30]. 
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Entre las técnicas de análisis más empleadas para estudios 

metabolómicos se encuentra la cromatografía, debido al alto grado de 

eficacia en la separación de analitos objeto de estudio, facilitando así el 

estudio individualizado de cada uno de ellos y la capacidad de obtener 

amplia información en cuanto a número de analitos en todo tipo de 

matrices. Dependiendo de las características físico-químicas (polaridad, 

volatilidad, etc.) de los compuestos que se pretenden determinar, será la 

GC o LC la técnica óptima para la separación de los mismos, siendo 

muchos compuestos susceptibles a ambos tipos de análisis. No obstante 

hay que mencionar que otras técnicas también son ampliamente 

empleadas a tales fines, destacando entre ellas por la cromatografía 

iónica (IC) [46], ICP-MS [47] o la espectroscopía de absorción atómica 

(EAA) [47]. 

Como ya se ha expresado, las técnicas tanto de GC y LC pueden 

acoplarse a analizadores de MS de baja resolución, como QqQ o trampa 

de iones, o de alta resolución como sector magnético o analizadores de 

tiempo de vuelo (TOF). En el caso de los análisis no dirigidos, la 

adquisición por MS en modo barrido completo (full scan) es la más 

utilizada, obteniéndose así las medidas de masa exacta de la mayor 

cantidad de analitos presentes. Para análisis dirigido, los estudios 

requieren de una identificación estricta. A tal fin, el modo de 

monitorización de reacción múltiple (MRM), donde los iones 

precursores dan lugar a fragmentos específicos (iones producto), es el 

más usado. 

La NMR de alta resolución también se ha aplicado en estudios 

metabolómicos. A pesar de su alto coste, esta técnica, presenta 

importantes ventajas ante la posibilidad de analizar cantidades 
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relativamente pequeñas de muestra o extractos de muestra de una manera 

no destructiva, fácil y directa, permitiendo la determinación simultánea 

de varios analitos en un mismo análisis.  

Aunque la aplicación de la NMR se extiende a un apreciable número de 

núcleos magnéticamente activos (hidrógeno-1, carbono-13, nitrógeno-

15, flúor-19, fósforo-31, etc.), el procedimiento más extendido en la 

metabolómica es el monodimensional de hidrógeno (1H-NMR). Éste 

hecho se debe tanto a su presencia en prácticamente la totalidad de los 

analitos presentes en las muestras, junto a su elevada abundancia natural 

y sensibilidad [23]. 

En matrices que contienen altas concentraciones de componentes 

mayoritarios, como es el caso del agua y el etanol en bebidas alcohólicas, 

puede perderse información de aquellos minoritarios en adquisiciones 

mediante NMR. La distorsión generada en los espectros obtenidos 

debido a la alta intensidad de las señales puede evitarse con pulsos 

selectivos a distintas frecuencias para la supresión de éstas. De éste modo 

se logra el análisis y estudio de señales solapadas y con alto poder 

discriminante en los estudios metabolómicos de bebidas con elevado 

contenido alcohólico, como son las bebidas espirituosas [48]. 

 

1.2.3 Pretratamiento de señales instrumentales 

Los efectos de errores tanto en el proceso de preparación de la muestra 

como en la medida de la señal analítica pueden verse reducidos con un 

adecuado pretratamiento de datos. Dicho pretratamiento consta de 
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distintas etapas, siendo la mayoría de ellas comunes para la información 

de MS o de NMR. 

El alineamiento de cromatogramas y espectros es una de las etapas más 

importantes. Permite comparar las señales obtenidas pese a los posibles 

desplazamientos experimentales, tanto en tiempo de retención (RT) 

como en el desplazamiento químico (δ). Dichas diferencias pueden ser 

debidas a interacciones de los componentes de las matrices de estudio o 

a causas experimentales como ligeras desviaciones en la adquisición de 

las mismas.  

En la NMR, la corrección de la línea de base es otra técnica de 

pretratamiento espectral que es crítica para eliminar las señales que 

pueden surgir de distorsiones electrónicas, filtrado digital inadecuado o 

muestreo digital incompleto. Cuando se realiza correctamente, la 

corrección de la línea base produce un espectro de aspecto más fidedigno 

donde las regiones sin señal son líneas horizontales completamente 

planas con intensidad cero [49]. 

En el caso de cromatogramas obtenidos mediante GC y LC, la 

deconvolución de la señal obtenida permite resolver el solapamiento de 

los picos, generando una tabla donde cada variable corresponderá a una 

señal resuelta. Este paso puede reducir considerablemente la 

complejidad de los datos obtenidos. Hoy en día existen diversos software 

para la deconvolución orientada a la MS basados en el estudio de los 

perfiles espectrales de las señales para la resolución de los picos (Tabla 

3). 

En el caso de la NMR, el estudio de las señales está basado en la 

segmentación de los espectros obtenidos, logrando así una comparación 

regional entre muestras. A diferencia de la información obtenida 
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mediante LC-MS o GC-MS, donde la señal correspondiente a uno o 

varios analitos aparece a un RT, en los espectros de NMR las señales a 

diferentes δ pueden ser debidas al mismo analito, con sus 

correspondientes desdoblamientos magnéticos. Es por ello que la 

segmentación de los espectros para comparaciones regionales equitativas 

es la técnica más extendida en los estudios metabolómicos mediante 

NMR, reduciendo la dimensionalidad de los datos a costa de la pérdida 

de resolución espectral útil para posibles futuras identificaciones. La 

segmentación implica la división de los espectros de NMR en pequeñas 

regiones (generalmente de 0.01–0.1 ppm), que son lo suficientemente 

anchas como para incluir una o más señales de NMR. La segmentación 

de la NMR da lugar a un conjunto de datos de intensidades resultantes 

de la fragmentación equidistante de los espectros. Regiones de 

compuestos comunes y mayoritarios, como el caso del agua en la 

mayoría de matrices, pueden excluirse selectivamente de la 

segmentación [58].  

Tabla 3. Listado de software disponible para deconvolución en MS 

Término Accesibilidad Referencias 

AnalyzerPro Disponible comercialmente [50] 

Automated Mass 

Spectrometry 

Deconvolution and 

Identification (AMDI) 

Gratuito 

[51] 

ChromaTOF Disponible comercialmente [52] 

Deconvolution Reporting 

Software (DRS) 

Disponible comercialmente 
[53] 

MetaboliteDetector Gratuito [54] 

MS-DIAL Gratuito [55]  

MzMine Gratuito [56] 

TraceFinder Disponible comercialmente [57] 
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La disponibilidad de software orientado al alineamiento de espectros de 

NMR es más reducida que en el caso de la MS, siendo programas como 

NMRProcFlow, MestreNova o Chenomx NMR Suite los más 

comúnmente utilizados [49,59]. 

El escalado es otra parte importante del pretratamiento de datos, tanto de 

los obtenidos mediante MS como NMR. Cuando se trabaja con datos 

para estudios no dirigidos, un análisis directo de los datos sin tratamiento 

daría lugar a análisis con enmascaramiento de variaciones en la matriz al 

usarse valores de variables basadas en el área obtenida. Por ello, la 

aplicación de estrategias de escalado de datos es prioritaria antes de 

cualquier estudio metabolómico, centrándose así en la variación de la 

composición de la muestra y en las similitudes/diferencias entre el 

conjunto de datos. Los tipos de escalado más comúnmente empleados en 

metabolómica se muestran a continuación desde la Ecuación 1 a la 

Ecuación 6 [49]: 

 Centrado medio: Este método sustrae la media (𝒙𝒊𝒋̅̅̅̅ ) a cada una 

de las medidas de una variable (xij), de manera que solo tenemos 

la variabilidad presente entre las muestras: 

 

𝒙𝒊𝒋 =  𝒙𝒊𝒋 − 𝒙𝒊𝒋̅̅̅̅  

Ecuación 1. Método de escalado mediante centrado medio 

 

 Autoescalado (escalado unitario): El objetivo del autoescalado 

es dar el mismo peso a todas las variables (centrado medio 

dividido por la desviación estándar de cada variable, si). De este 

modo los analitos con baja y alta abundancia contribuirán de 

igual forma en los modelos multivariantes. Por otro lado, el 
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autoescalado destacará aquellas señales poco relevantes para el 

estudio, incrementando además los errores de medición de 

aquellas variables de poco interés que puedan aparecer. Por ello, 

su uso requiere de un conocimiento previo de la matriz de 

estudio, suprimiendo aquellas variables que puedan interferir. 

 

𝒙𝒊𝒋 =  
𝒙𝒊𝒋 − 𝒙𝒊𝒋̅̅̅̅

𝑺𝒊
 

Ecuación 2. Método de transformación de escalado unitario (autoescalado) 

 

 Escalado Pareto: Similar al autoescalado, pero en este caso cada 

elemento en la característica centrada a la media se divide por la 

raíz cuadrada de la desviación estándar. El escalado Pareto es un 

compromiso entre el centrado medio y el autoescalado, donde las 

variables con alta abundancia son menos dominantes en 

comparación con los correspondientes centrados a la media. Es 

el modo de escalado más ampliamente usado para datos 

obtenidos mediante detectores tipo MS y NMR, restando la 

importancia del ruido mientras preserva la varianza del conjunto 

de datos. 

 

𝒙𝒊𝒋 =  
𝒙𝒊𝒋 − 𝒙𝒊𝒋̅̅̅̅

√𝑺𝒊

 

Ecuación 3. Método de transformación de escalado Pareto 
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 Escalado por rango: Cada variable ya centrada a la media se 

divide por el rango. Esta operación mejora la importancia en el 

modelo de aquellas variables con menor variabilidad a la vez que 

reduce notoriamente la varianza. No funciona bien cuando la 

diferencia entre el máximo y mínimo del rango es muy grande. 

 

𝒙𝒊𝒋 =  
𝒙𝒊𝒋 − 𝒙𝒊𝒋̅̅̅̅

(𝒙𝒎𝒂𝒙 −  𝒙𝒎𝒊𝒏)
 

Ecuación 4. Método de transformación de escalado por rango 

 

Por otro lado, la aplicación de métodos de transformación matemática 

para la corrección de la heterodasticidad es muy extendida en 

metabolómica. La transformación logarítmica y la transformación de 

poder son las más comunes [60]: 

 Transformación logarítmica: Cada variable original se 

reemplaza por el valor de su logaritmo decimal. De esta forma 

los valores iniciales son reducidos a números próximos a cero, 

reduciendo el rango de las variables sin enmascarar el efecto de 

aquellas más pequeñas y evitando que los valores mayores tengan 

influencia sobre los menores. 

 

𝒙𝒊𝒋 =  𝐥𝐨𝐠(𝒙𝒊𝒋) 

Ecuación 5. Método de transformación logarítmica 

 

 Transformación de potencia: Cada variable original se 

reemplaza por el valor de su raíz n; siendo n (Ecuación 6) 
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seleccionado de forma arbitraria. Es una buena alternativa 

cuando la transformación logarítmica no se puede conseguir por 

la presencia de ceros en las variables, los cuales dan resultados 

próximos a menos infinito en tales casos. 

 

𝒙𝒊𝒋 =  √𝒙𝒊𝒋
𝒏  

Ecuación 6. Método de transformación de potencia 

 

Una vez que se han procesado todos los datos se obtiene una matriz 

compuesta por un número de observaciones (muestras, Y) y un número 

de variables (señales o analitos, X), preparada para un consecuente 

análisis multivariante. La Tabla 4 reúne las definiciones de los términos 

más comúnmente usados en el pretratamiento de señales en estudios 

metabolómicos. 

Tabla 4. Términos y definiciones comunes en el pretratamiento de datos de estudios 

metabolómicos 

Término Definición Referencias 

Alineamiento Sincronización del RT o δ de 

varios cromatogramas o espectros 

de NMR, respectivamente, en un 

conjunto de muestras dado 

[44] 

Corrección de línea 

base 

Método para la rectificación de 

inclinaciones y desviaciones de 

los espectros de NMR 

[59] 

Deconvolución Resolución de picos superpuestos 

en un cromatograma, 

generalmente LC o GC, 

utilizando una segunda dimensión 

(como la MS) 

[44] 
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Término Definición Referencias 

Eliminación de 

valores atípicos 

Eliminación de valores que 

exhiben una alta desviación 

respecto la mayoría de sus 

réplicas 

[44] 

Escalado  Reducción del impacto de señales 

en modelos con gran varianza, 

destacando aquellas que 

presentan mayor variabilidad, 

pero menor concentración 

[58] 

Normalización Corrección de la variabilidad 

existente entre las distintas 

muestras del estudio debido a 

variaciones experimentales 

[58] 

Rellenado de ceros Adición de valores a aquellos 

datos nulos en la tabla obtenida 

tras la selección de señales 

[41] 

Segmentación Método de definición de tamaño 

de segmentos espectrales para su 

integración individual. 

Generalmente aplicado para 

señales de NMR 

[41] 

Selección de variables Estudio de señales significativas 

de GC-MS o LC-MS para la 

obtención de tablas con valores 

m/z correspondientes a 

intensidades de señales 

[44] 

Suavizado 

(Smoothing) 

Optimización de la resolución del 

cromatograma o espectro 

obtenido para una mejor robustez 

del análisis e interpretación del 

mismo 

[36] 

Transformación 

matemática 

Alteración matemática para la 

corrección de datos sesgados que 

puedan ser originados por 

situaciones biológicas 

particulares (heterocedasticidad) 

[35] 
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1.2.4 Métodos multivariantes 

Se pueden diferenciar dos tipos de métodos de análisis estadísticos 

multivariantes, supervisados y no supervisados, en función de si se 

conoce e indica la pertenencia de los datos Y a distintas categorías o no. 

Generalmente se emplean en primer lugar los métodos estadísticos no 

supervisados para una exploración inicial del conjunto de datos. A tal 

fin, existen diversos software destinados a la aplicación de éste tipo de 

análisis en estudios metabolómicos, En la Tabla 5 se muestran algunas 

de las herramientas actualmente más extendidas en éste tipo de estudios. 

Tabla 5. Herramientas para el análisis estadístico de datos en estudios 

metabolómicos 

Término Accesibilidad Referencias 

Compound Discoverer Disponible comercialmente [61] 

MATLAB Disponible comercialmente [62] 

MetaboAnalyst Gratuito [63] 

MetabolAnalyze Gratuito (Complemento de R) [64] 

MZmine Gratuito [56] 

SIMCA Umetrics Disponible comercialmente [65] 

Unscrambler Disponible comercialmente [66] 

Workflow4metabolomics Gratuito [67] 

XCMS Online Gratuito [68] 

 

Los métodos no supervisados muestran las distintas relaciones existentes 

entre las diferentes X variables e Y observaciones, siendo así observables 

las similitudes y diferencias de forma global. La optimización de los 

parámetros de pretratamiento de datos previamente descrita puede 

llevarse a cabo con este tipo de análisis. La interpretación de los 

resultados permitirá además la detección de muestras atípicas, outliers. 

Dichas observaciones muy diferentes a las demás serán eliminadas, 
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obteniendo así un conjunto de muestras válidas para el estudio, con X 

variables con una desviación apropiada.  

Generalmente, el análisis estadístico no supervisado más utilizado en los 

estudios metabolómicos es el análisis de componentes principales 

(PCA). Este tipo de análisis ofrece una interpretación del conjunto de 

datos, sin información previa a ninguna categoría, explicando la 

variabilidad de la información con un número relativamente pequeño de 

componentes principales (PCs) [69]. 

La selección del número óptimo de PCs es crucial para la interpretación 

de los resultados del PCA: una sobreestimación o infraestimación del 

modelo puede dar importancia a variables como el ruido, así como puede 

además omitir información relevante en los resultados, respectivamente. 

Uno de los métodos más empleados para conseguir una buena estimación 

de PCs es la validación cruzada (CV). Este método calcula el error de 

predicción que se consigue al elegir diferente número de variables para 

cierto número de PCs. Es decir, después de ordenar las nuevas variables 

o PCs en función a su influencia en el modelo, éstas mismas se van 

agregando secuencialmente hasta incluir todas, registrando el error 

obtenido en cada modelo y estableciendo así el número óptimo. Dicho 

error es evaluado por el valor de ajuste del modelo (R2) y por su 

capacidad de predicción (Q2). El resultado óptimo será aquél que, tras la 

adición de cierto número de PCs, aporte un aumento ínfimo al error 

obtenido [35]. 

Otro tipo de análisis no supervisado comúnmente usado en los estudios 

metabolómicos para la reducción de la dimensionalidad de los modelos 

en interpretaciones bidimensionales es el análisis de agrupamiento 

jerárquico (HCA), en el que se enfatizan los grupos y patrones naturales 
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en un diagrama ascendente. La agrupación final se logra mediante el uso 

de una métrica apropiada en la distancia de las muestras, organizando los 

resultados en dicha jerarquía gráfica. El HCA permite, además, evaluar 

la relación entre distintos grupos de observaciones y variables mediante 

interpretación de sus distancias [70]. 

Normalmente, a continuación de los análisis no supervisados, se procede 

a la aplicación de análisis supervisados, donde las variables iniciales de 

los modelos son descritas en función a sus categorías de pertenencia, para 

una interpretación focalizada en sus agrupaciones. Gracias a estos 

análisis es posible obtener modelos de clasificación a partir de las 

variables pertenecientes a las observaciones analizadas. A tal fin, se 

utiliza un conjunto mayor de muestras para el perfeccionamiento del 

modelo (conjunto de entrenamiento), mientras que el resto se usa para 

confirmación en la predicción de las mismas (conjunto de predicción). 

Entre los diversos tipos de análisis supervisados ampliamente utilizados 

en estudios metabolómicos se pueden citar, el análisis discriminante 

lineal (LDA), el análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales 

(PLS‐DA) o el análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales 

ortogonal (OPLS‐DA). La Tabla 6 describe distintos tipos de análisis y 

términos comúnmente utilizados en modelos multivariantes.  
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Tabla 6. Denominación de análisis y términos en modelos multivariantes 

Término Definición Referencias 

AUC Valor entre 0 y 1 correspondiente al área bajo 

la curva ROC. Cuando el valor es próximo a 1, 

se considera que la capacidad clasificatoria del 

modelo es óptima 

[35] 

CV-

ANOVA 

Análisis de varianza con validación cruzada 

que proporciona un valor p para el cálculo del 

nivel de separación de grupos en los análisis 

OPLS 

[71] 

Datos Y Variables con valores cuantitativos o 

cualitativos relacionados con las observaciones 

del modelo (p. ej. señal analítica) 

[39] 

Datos X Número de observaciones de un modelo 

estadístico (p. ej. muestras biológicas) 
[39] 

DModX Distancia de una observación dada al modelo 

para la detección de posibles valores atípicos, 

relacionado con la suma de cuadrados residual 

o error cuadrático de predicción 

[71] 

HCA Análisis no supervisado para la búsqueda de 

agrupaciones por similitud tanto de 

observaciones como variables en el modelo 

[41] 

Hotellings 

T2 

Generalización de la distribución de las 

variables en un intervalo de confianza del 95% 

que puede ser usada para identificar valores 

atípicos en un modelo estadístico 

[71] 

LDA Análisis supervisado para maximizar la 

varianza entre clases disminuyendo la varianza 

dentro de las mismas a través de funciones 

lineales 

[35] 

OPLS-

DA 

Extensión del análisis PLS-DA donde la 

varianza entre los grupos propuestos no se 

encuentra relacionada entre sí, dando mayor 

importancia a los componentes predictivos 

[71] 

PCA Análisis no supervisado para la reducción de 

dimensiones del modelo en componentes 

principales mediante transformaciones lineales, 

manteniendo la mayor varianza posible 

[39] 
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Término Definición Referencias 

PLS-DA Análisis discriminante supervisado de las 

variables de un modelo para la predicción de 

observaciones relativas a varias clases 

mediante reducción de dimensiones 

[72] 

Q2 Medida de la capacidad del modelo para 

predecir un nuevo conjunto de datos, explicada 

mediante validación cruzada de los datos 

[71] 

R2 Medida de los datos originales correctamente 

explicados por el modelo propuesto (ajuste del 

modelo), siendo el valor igual a 1 cuando se da 

un valor de acierto del 100% de los casos 

[71] 

ROC Análisis para la evaluación de la habilidad 

predictiva de un modelo por representación 

gráfica de sensibilidad frente a especificidad, 

generalmente en clasificaciones binarias 

[35,41] 

VIP Análisis de la carga discriminatoria de las 

variables en un modelo clasificatorio, dando 

valores superiores a 1 cuando la contribución es 

mayor que la media 

[71] 

 

Tanto el análisis LDA como PLS-DA son hoy en día los análisis 

supervisados más ampliamente utilizados en estudios metabolómicos 

tanto de carácter sanitario como agroalimentario [73]. El primero se basa 

en la maximización de la relación de varianza entre clases y la relación 

dentro de las mismas, usando así combinaciones lineales de las variables 

originales con el fin de lograr modelos de clasificación. Al requerir el 

LDA de un número semejante de muestras y de variables, es común la 

selección de modelos donde primero se produce una etapa de extracción 

de variables, como es el caso de los PLS-DA [74]. 

Aunque el PLS-DA implica una serie de operaciones matemáticas y una 

gran cantidad de parámetros, fundamentalmente su aplicación conlleva 
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dos procesos principales; (a) reducción de la dimensionalidad mediante 

construcción de componentes; y (b), la construcción del modelo 

discriminante. Mediante métodos de regresión iterativa se construyen 

modelos que relacionan un grupo de variables independientes y una 

variable dependiente, permitiendo así maximizar la covarianza entre los 

grupos. La representación gráfica de estos modelos, de manera similar al 

PCA, es útil para interpretar el grado de discriminación entre los grupos, 

con una mejora sustancial en términos de clasificación [72]. 

Una modificación del PLS-DA es el OPLS-DA, similar a su predecesor, 

donde las variaciones de la matriz de datos son divididas en dos partes a 

través de una corrección de señal ortogonal: una parte muestra la 

capacidad de respuesta lineal, mientras que la otra muestra una respuesta 

ortogonal a la lineal. Aquellas variables que muestren una variación 

considerable con la respuesta resultante serán usadas para la creación del 

modelo, consiguiendo así una maximización entre los grupos 

correspondientes a las categorías iniciales [35]. 

 

1.2.5 Validación de modelos multivariantes 

Tras el diseño y construcción de los modelos estadísticos, es 

imprescindible llevar a cabo un proceso de validación para demostrar la 

aptitud de los mismos. La validación del modelo es un proceso para la 

evaluación de los resultados obtenidos, garantizando que las relaciones 

hipotéticas entre las observaciones/muestras y las variables/respuestas 

proporcionan una capacidad óptima de predicción del modelo. Modelos 

de predicción con PLS-DA tienen una alta tendencia al sobreajuste, por 

lo que es necesaria una validación cuidadosa. 



Aplicación de la espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear a la 

caracterización metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de tóxicos en aguas 

 

 

35 

 

Pese al apreciable incremento de estudios metabolómicos en los últimos 

años, así como al desarrollo cada día de herramientas más completas para 

la aplicación de análisis multivariantes, la existencia de guías 

predefinidas para abordar la validación de modelos metabolómicos es 

muy reducida. Alguna de ellas, como la guía para la validación de 

análisis multivariantes de la Federación Europea de Asociaciones 

Nacionales de Laboratorios de Medición, Ensayo y Análisis (Eurolab), 

tiene como finalidad la evaluación de estudios metabolómicos basados 

en la NMR [75]. En la mayoría de los casos, la validación se ve reducida 

a aquella incluida por los desarrolladores del software, comúnmente 

basadas en CV.  

La forma más irrefutable para la evaluación de la capacidad predictiva 

del modelo pasa por la evaluación de nuevas observaciones de un 

conjunto de datos independiente: el ya previamente descrito conjunto de 

predicción. Dichas observaciones, generalmente un 20%-25% de las 

disponibles, no son usadas en la construcción del modelo. El coste de 

dicha división es la posible pérdida de información sustancial para el 

estudio metabolómico, por lo que sólo debe de realizarse cuando hay 

suficientes observaciones disponibles para no afectar a los resultados 

finales. La evaluación del conjunto de predicción proporcionará un valor 

inequívoco de muestras correctamente clasificadas (CC%). Aparte de la 

evaluación mediante conjuntos de entrenamiento y predicción, otra de 

las estrategias más comúnmente utilizadas es la CV. 

Los resultados del procedimiento de CV se basan en la optimización en 

torno a parámetros de calidad, como R2 y Q2. R2 mide la bondad del 

ajuste del modelo al conjunto de datos usados, mientras que Q2 mide la 
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capacidad predictiva del mismo. Un valor de R2 igual a 1 indica un ajuste 

completo de los datos por el modelo, mientras que Q2 igual a 1 indica 

una capacidad predictiva del 100% de acierto (generalmente Q2>0.5 se 

admite como un buen valor de predictibilidad). El valor R2 aumenta a 

medida que aumenta el número de PCs, aproximándose a 1 si cuenta con 

un número equiparable a la matriz X. Por otro lado, el valor de Q2 puede 

sufrir una disminución con el aumento de PCs debido al ajuste en base a 

variables del conjunto de datos que ya no son representativas de la 

población estudiada. Es decir, en cierto grado de complejidad, la 

capacidad de predicción del modelo disminuye. Una gran discrepancia 

entre R2 y Q2 indica un sobreajuste del modelo mediante el uso de 

demasiados componentes [76]. 

Pueden diferenciarse varios tipos de CV (Leave One Out, Monte-Carlo, 

2CV, etc.), siendo la más extensamente utilizada la validación cruzada 

dejando k-muestras fuera (k-fold CV). En ella, el conjunto de datos es 

dividido en k número de subconjuntos y, para un número fijo de PCs, 

todos los individuos de cada subconjunto son clasificados usando un 

submodelo construido con los otros k-1 subconjuntos (subconjunto de 

calibración). Las diferencias entre los valores pronosticados y los valores 

son entonces utilizadas para calcular el parámetro Q2 para este número 

de PC. El procedimiento comienza en PC = 1 y se repite incrementando 

el valor siempre que el aumento de Q2 sea mayor que un valor óptimo 

fijado [76]. 

Otra estrategia de validación de un modelo clasificatorio muy extendida 

es el análisis de característica de funcionamiento del receptor (ROC). Un 

gráfico ROC presenta la habilidad de acierto en el eje de abscisas frente 

al ratio de falsos positivos obtenidos (100 – especificidad), en el eje de 
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ordenadas, formando la conocida como área bajo la curva (AUC). El 

valor de AUC puede aplicarse entonces como prueba de capacidad 

clasificatoria, asignando un valor igual a 1 a una prueba perfecta, 

mientras que un valor de AUC de 0.5 indicará que la mitad de los 

resultados son debidos al azar. Si bien el análisis ROC ofrece la 

posibilidad de ajustar el valor de corte para optimizar las estrategias de 

clasificación, su uso siempre es recomendable como análisis adicional al 

resto de validaciones [77]. 

Además, los modelos multivariantes construidos pueden evaluarse a 

través de distintos tipos de errores:  [78]: 

 Raíz del error cuadrático medio de calibración (RMSEC): ajuste 

del modelo al conjunto total de datos del estudio metabolómico. 

 Raíz del error cuadrático medio de la validación cruzada 

(RMSECV): medida de la capacidad del modelo para la 

predicción de observaciones que no fueron empleadas para la 

construcción del modelo mediante el proceso de validación 

cruzada. 

 Raíz del error cuadrático medio de predicción (RMSEP): aporta 

información acerca del ajuste del modelo a aquellos datos y 

variables que no fueron empleadas para la construcción del 

modelo. 

Todos los valores de las distintas raíces de error cuadrático medio 

(RMSE) pueden ser determinadas mediante la Ecuación 7, donde el valor 

y es el valor real, mientras que el valor ŷ es el valor predicho, el cual 

difiere entre los distintos tipos de RMSE. Un valor bajo de los distintos 
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RMSE es indicativo de un buen comportamiento del modelo 

desarrollado [79]: 

𝑅𝑀𝑆𝐸 =  √
1

𝑁
∑(𝑦 − 𝑦̂)2 

Ecuación 7. Ecuación para el cálculo de la raíz del error cuadrático medio 

 

Otros valores adicionales para la validación de un modelo multivariante, 

como la sensibilidad y la selectividad, pueden ser calculados mediante la 

aplicación de los resultados de clasificación obtenidos [75]: 

 Sensibilidad: Positivos verdaderos / (positivos verdaderos + 

falsos negativos) 

 Selectividad: Negativos verdaderos / (negativos verdaderos + 

falsos negativos) 

Finalmente, puede llevarse a cabo la evaluación de la estabilidad del 

modelo para garantizar su aplicabilidad en distintas condiciones. Por 

ejemplo, los resultados de la medición están sujetos a la variación del 

instrumento debida a operaciones de mantenimiento o de las condiciones 

ambientales, lo que puede afectar la estabilidad a largo plazo del modelo. 

Una evaluación del sistema podría realizarse aplicando nuevas muestras 

medidas después de un período de tiempo considerable, por otro analista, 

instrumento o laboratorio (validación inter-laboratorio). 

 

1.2.6 Marcadores metabolómicos 

Tras la validación de los modelos multivariantes, las señales más 

discriminantes pueden estudiarse a fin de identificar potenciales 
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marcadores de las matrices de estudio. El objetivo es poder correlacionar 

dichos marcadores con las distintas propiedades de las mismas. 

Los resultados de los análisis supervisados de los modelos multivariantes 

permiten la medición de capacidades discriminantes de las variables del 

conjunto de datos. Entre las técnicas más empleadas hoy en día para la 

evaluación de marcadores indicativos se encuentran los gráficos S-plot, 

los análisis Jack-Knife y el análisis de la importancia de la variable en la 

proyección (VIP) [41]. 

Tanto los gráficos S-plot como el análisis Jack-Knife aportan 

información orientada a la detección de agrupaciones de variables 

discriminantes. Por un lado, S-Plot muestra la covarianza y correlación 

entre las distintas variables a través de un diagrama de dispersión. Ello 

permite la determinación grupal de las mismas en forma de una gráfica 

de puntuaciones. Por otro lado, Jack-Knife adopta la forma de un 

diagrama de columnas, indicando la incertidumbre y estabilidad de las 

variables y permitiendo la extracción de grupos de marcadores con alto 

poder de discriminación. 

Sin embargo, la aproximación más extendida para la evaluación 

discriminante de marcadores en los estudios metabolómicos es el análisis 

VIP. Este tipo de análisis se basa en la medición de la contribución de 

cada variable al modelo multivariante, seleccionándose normalmente 

aquellas con valor de puntuación VIP>1 como variables indicativas [80]. 

La identificación de los analitos más discriminantes del estudio 

metabolómico en MS puede abordarse de diferentes formas. Si se trata 

de estudios realizados mediante información obtenida por GC-MS, el 
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análisis puede llevarse a cabo mediante comparaciones del espectro 

experimental con los teóricos obtenidos a partir de librerías espectrales 

comerciales y la coincidencia del RT con una biblioteca de espectros con 

RT fijo (p. ej. índice de retención de Kovats). En las librerías espectrales 

se compara la masa del valor de m/z obtenido experimentalmente en un 

espectrómetro de masas y las masas teóricas de los analitos contenidos 

en dichas bases de datos. En la Tabla 7 se reúne información sobre una 

serie de librerías comunes en GC y LC acopladas a MS para la 

identificación de marcadores en estudios metabolómicos, junto a sus 

características más destacables. Gracias a su reproducibilidad y la 

existencia de abundantes y extensas librerías de espectros de masas, la 

GC-MS está considerada la técnica de referencia para la identificación 

de marcadores [35]. 

Tabla 7. Bases de datos más utilizadas en la identificación tentativa de los analitos 

Término Descripción Referencias 

ChEBI Base de datos elaborada por el Instituto 

Europeo de Bioinformática, perteneciente al 

Laboratorio Europeo de Biología Molecular 

(EMBL). Incluye más de 45.000 compuestos 

de distintas fuentes para proporcionar 

descripciones más estandarizadas de 

entidades moleculares  

[81] 

ChemSpider Perteneciente a la Royal Society of 

Chemistry, consiste en una base de datos de 

compuestos orgánicos que proporciona un 

acceso rápido a más de 58 millones de 

estructuras, propiedades e información 

asociada 

[82] 

HMDB Base de datos para la obtención de 

información derivada de metabolitos del 

cuerpo humano 
[83] 

KEGG Se trata de la Enciclopedia de Genes y 

Genomas de Kyoto. Ofrece información 
[84] 
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Término Descripción Referencias 

acerca de sustancias químicas y reactividad 

de compuestos relacionados con los seres 

vivos de cinco bases de datos distintas: 

Compound, Glycan, Reaction, Rpair, y 

Enzyme 

Librería 

NIST 

Desarrollada por el Instituto Nacional de 

Normas y Tecnología de EEUU Contiene 

información acerca de compuestos 

orgánicos basados en análisis de técnicas 

como MS, infrarrojo medio o UV-Vis 

[85] 

LipidMaps Base de datos enfocada a las sustancias de 

carácter lipídico, con información sobre su 

clasificación, nomenclatura y estructura 

[86] 

MassBank Base de datos focalizada en el espectro de 

masas de alta resolución de compuestos 
[87] 

METLIN Base de datos especializada en MS que 

ofrece información acerca de la fórmula 

molecular y estructura de analitos (espectros 

de masas y espectros de fragmentación). 

Elaborada por el Centro Scripps para la 

Espectrometría de Masas de Estados Unidos 

[88] 

PubChem Contiene descripción e información 

estructural de millones de compuestos, la 

mayoría con peso molecular inferior a 2000 

Da. Elaborada por el Centro Nacional de 

Información Biotecnológica de Estados 

Unidos 

[89] 

 

En cambio, en LC-MS la identificación de analitos a partir de librerías 

de MS no es adecuada debido a la variación de los ajustes 

experimentales, como las condiciones cromatográficas y los parámetros 

de adquisición, así como por la complejidad de los mecanismos de 

fragmentación. En general, las herramientas disponibles actualmente 
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para la identificación de datos de LC-MS se desarrollan en base a dos 

aspectos adicionales como la distribución isotópica y espectros de 

fragmentación obtenidos mediante MS/MS. 

La interpretación de los perfiles isotópicos es de gran importancia debido 

a la capacidad que otorgan de discernir la molécula objetivo en base a la 

abundancia de aquellos isótopos naturales minoritarios presentes. En la 

actualidad, la mayoría de las herramientas informáticas de identificación 

para MS, cuentan con la capacidad de comparación de perfiles isotópicos 

teóricos con perfiles isotópicos experimentales que permiten un rango de 

candidatos para una identificación tentativa (p. ej. Compound 

Discoverer) [61]. 

Adicionalmente la información de la fragmentación de los compuestos 

obtenida mediante MS/MS puede usarse como criterio de confirmación. 

Los patrones de fragmentación que se obtienen en dicho modo de 

adquisición permiten su comparación con los obtenidos 

experimentalmente o con programas de simulación de fragmentación 

molecular. La inyección y análisis de patrones de aquellos analitos 

identificados tentativamente puede realizarse como confirmación 

conclusiva por comparación con los datos experimentales obtenidos en 

las observaciones originales del estudio metabolómico [3]. 

Por otro lado, la identificación de analitos por NMR en estudios 

metabolómicos generalmente se realiza en dos pasos. Primero, el 

espectro de NMR de la muestra se deconvoluciona en resonancias 

individuales o grupos de resonancias que pertenecen a un componente 

individual. En el segundo paso, estas huellas digitales espectrales se 

comparan con la información disponible en bases de datos de 

compuestos de NMR (p. ej HMDB) [83]. El éxito de este enfoque para la 
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identificación positiva de un analito no solo depende de la calidad de la 

deconvolución espectral, sino que también requiere la presencia del 

espectro de NMR del compuesto en la base de datos, medido en 

condiciones similares o idénticas a las de la mezcla [90]. La alta 

complejidad que suelen presentar las matrices biológicas, generando 

solapamientos de señales espectrales, así como la dificultad de la 

correlación de distintas señales a lo largo del espectro, dan lugar a 

sistemáticas más tediosas para la identificación de marcadores mediante 

NMR. El acoplamiento para fraccionamientos controlados de fases 

móviles mediante LC, así como la adquisición de espectros 

bidimensionales (p. ej. 1H-1H COSY) son las técnicas más extendidas 

[91,92]. 

 

1.2.7 Fusión de datos  

Debido a la disponibilidad de múltiples conjuntos de datos obtenidos a 

partir del mismo sistema biológico, existe una creciente necesidad de 

analizar y visualizar dichos bloques de datos en conjunto para llegar a 

una mejor comprensión del sistema en estudio. La fusión de datos se 

define como la integración de bloques de datos de diferentes plataformas 

analíticas en un solo modelo. Por lo general, en los campos relacionados 

con la Química Analítica y las ciencias ómicas, la fusión de datos de 

múltiples plataformas tiene dos objetivos específicos: aumentar la 

capacidad de predicción y obtener una mejor comprensión de los 

fenómenos estudiados [93]. 

Actualmente las tres formas más extendidas de fusión de datos consisten 

en la fusión de nivel bajo, medio o alto, respectivamente [94]. 
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 Fusión de nivel bajo: se basa en la concatenación básica de 

bloques de datos de diferentes técnicas analíticas después del 

preprocesado de los mismos.  

 Fusión de nivel medio: combinación de variables tras una 

reducción de dimensionalidad mediante modelos estadísticos (p. 

ej. PLS-DA).  

 Fusión de nivel alto: se obtiene mediante la combinación de 

resultados obtenidos por modelos previamente creados de forma 

independiente. 

Adicionalmente, una cuarta forma de fusión de datos es la conocida 

como fusión de datos Kernel. Los métodos basados en este tipo de fusión 

emplean funciones matemáticas tipo Kernel para transformar datos en 

espacios de características de alta dimensión y generar matrices únicas. 

Dicho tipo de fusión de datos es menos usado en estudios metabolómicos 

y se encuentra orientado a conjuntos de datos que presentan respuestas 

lineales [95]. 

La selección del tipo de fusión a aplicar depende de la diferencia entre 

los conjuntos de datos. Aquellos con diferencias más grandes a menudo 

implican niveles más altos de fusión de datos. La fusión de nivel alto 

implica el modelado y procesado de cada bloque de datos por separado, 

para evaluar los resultados de cada modelo conjuntamente. Además del 

mayor consumo de tiempo de éste modo de fusión, los resultados están 

sujetos a una pérdida de información considerable debido a que no se 

estudian las posibles relaciones entre las distintas variables. Su uso se 

centra en situaciones donde el número de modelos es elevado y se 

requiere una alta reducción de dimensionalidad [93]. 
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Hasta ahora, los procesos para la fusión de datos se centran 

principalmente en los niveles medio y bajo [35]. Por lo general, el criterio 

principal para una óptima fusión de datos es el poder predictivo de las 

distintas plataformas de forma individual. Sin embargo, incluso las 

plataformas con bajo poder predictivo individual pueden aumentar en 

gran medida la precisión tras la fusión porque se considera la relación 

multivariada entre plataformas concatenadas. La aplicación de la fusión 

de datos es muy beneficiosa y es un tema aplicado en diferentes campos, 

como en el análisis de procesos industriales, el control integral de la 

calidad y el análisis de sensores y comunicaciones [93]. 

En los últimos años, la fusión de datos en estudios metabolómicos ha 

mostrado un gran interés, reflejándose en el aumento de publicaciones 

en distintas matices alimentarias como vino [96], cerveza [97] o aceite 

[98]. La mayoría de los estudios basados en fusión de datos provienen 

de técnicas espectroscópicas y espectrométricas: infrarrojo cercano 

(NIR), infrarrojo medio (MIR), ultravioleta-visible (UV-Vis), Raman, 

NMR o MS [74]. Hasta la fecha de la realización de esta Tesis Doctoral 

no se han publicado estudios de fusión de datos de GC-MS, LC-MS y 

NMR en matrices alimentarias. Se considera que dichos estudios basados 

en información espectral y complementaria como la proporcionada por 

las tres técnicas mencionadas constituirán una importante plataforma 

soporte de estudios metabolómicos en sistemas complejos.  
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1.3 Resonancia magnética nuclear cuantitativa 

1.3.1 Introducción a la NMR cuantitativa 

Durante años, la principal aplicación de la NMR ha estado ligada a 

estudios de elucidación estructural. Todos aquellos isótopos 

magnéticamente activos (como hidrógeno-1, carbono-13, nitrógeno-15, 

flúor-19, fósforo-31, etc.) permiten el estudio estructural de gran 

variedad de sustancias gracias a la radiación electromagnética generada 

por los mismos bajo la influencia de un campo magnético externo (B0) 

(Figura 2). Además, el amplio catálogo de disolventes deuterados 

disponibles hoy en día, indispensables para la calibración del campo 

magnético (shimming) usando la frecuencia de resonancia de los átomos 

de deuterio presentes en la muestra, permite la resolución de un alto 

número de problemas analíticos. 

 

Figura 2. Esquema general de un equipo de resonancia magnética nuclear moderno 
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Las señales producidas por los pulsos magnéticos aplicados (P1) seguida 

de los tiempos de relajación (D1) en cada uno de los scans adquiridos 

(NS) aportan gran cantidad de información química: desplazamientos 

químicos (δ) en partes por millón (ppm), procesos de relajación, 

acoplamientos escalares, acoplamientos dipolares, intercambios 

químicos, procesos dinámicos o difusión molecular, entre otros [99,100]. 

Una vez obtenida la señal es necesario realizar una serie de operaciones 

básicas: el pre-procesado de los datos. Éstas incluyen la corrección de la 

línea base, calibración del desplazamiento químico, deconvolución, 

integración de las señales, etc. La selección de los parámetros de 

adquisición, tratamientos de pre-procesado de datos y la selección de la 

matriz de estudio son elementos cruciales para el éxito de un análisis 

cuantitativo (Figura 3) [49]. 

 

Figura 3. Esquema de los distintos parámetros de adquisición, tratamientos de pre-

procesado y aplicaciones posibles que requiere un análisis de qNMR 
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En los últimos años la q-NMR ha ganado terreno como técnica analítica 

tanto en ámbito técnico como de investigación [101,102]. Bajo ciertas 

condiciones, la proporcionalidad que existe entre el valor absoluto de la 

integral de una señal obtenida con el número de núcleos presentes, da 

lugar a análisis cuantitativos en matrices complejas con excelentes 

resultados. Estas propiedades han provocado un incremento exponencial 

de aplicaciones de la qNMR en muy diversas matrices como extractos 

orgánicos [103], drogas [104,105], fluidos corporales [106], productos 

naturales [32], suplementos dietéticos [33] o fármacos [34]. 

Desde la primera publicación del uso de la qNMR en la década de los 

años 60 [107], la mayoría de las aplicaciones de la NMR han estado 

basadas en la observación de núcleos con espín I=1/2. Si bien es cierto 

que hasta las tres últimas décadas la q-NMR no ha suscitado un alto 

interés científico debido a las limitaciones instrumentales que 

presentaba. Hoy en día es una de las técnicas que mayor crecimiento ha 

experimentado en cuanto a número de aplicaciones en campos como la 

certificación de pureza de patrones, el control de los productos naturales 

y la investigación farmacéutica [108]. Dicho crecimiento está asociado, 

además de a las mejoras instrumentales (p. ej. nuevos materiales 

superconductores), a la aplicación de métodos multipulsos, 

hiperpolarización o el desarrollo de los métodos bidimensionales, dando 

lugar a un boom tecnológico en multitud de ámbitos en los últimos años 

[109]. Asimismo, la q-NMR es considerada como una técnica primaria 

de medida, al permitir el análisis directo de las relaciones entre el área 

de la señal de un analito y la de un estándar de concentración conocida 

[110]. 
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Basándonos en datos extraídos de la web global de publicaciones 

científicas Scopus [111], desde el año 2000, dicha técnica ha mostrado 

un incremento de más de un 200% respecto al número de publicaciones 

incluyendo las palabras clave “Quantitative NMR”, “q-NMR” y “qNMR” 

(Figura 4).  

 

 

Figura 4. Resultados de búsqueda en Scopus del número de publicaciones por año 

para las palabras clave “quantitative NMR”, "q-NMR" y "qNMR" 

 

La mayoría de las aplicaciones cuantitativas de la qNMR publicadas 

están enfocadas al estudio de núcleos dipolares, espín I= 1/2, como 1H, 

3H, 13C, 15N, 19F, 29Si, 31P, 57Fe y algunos otros. Uno de los problemas 

asociados a la mayoría de heteronúcleos, aquellos diferentes al 1H, es su 

baja sensibilidad. Sin embargo, algunos como el 19F o 31P presentan 

abundancias relativas altas (núcleos sensibles), además de largos radios 
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giromagnéticos (γ) y momentos magnéticos (µ) elevados [112]. Estas 

características ofrecen así una idónea sensibilidad en las adquisiciones 

de los núcleos. En ocasiones donde no se alcanza una sensibilidad 

mínima necesaria, dicho problema puede abordarse a través de una 

detección indirecta, registrando la intensidad de protones acoplados al 

analito objetivo.  

Otros inconvenientes añadidos que pueden encontrarse en núcleos 

dipolares son sus elevados anchos de ventana, como el caso del 195Pt 

(8000 ppm) [113], con su consecuente pérdida de resolución, o con 

tiempos de relajación extremadamente largos (varios minutos), como 

sucede con el 57Fe [114]. La adición de compuestos paramagnéticos, 

como el Cr(acetilacetonato)3, puede reducir el tiempo de relajación hasta 

valores aceptables, con el inconveniente de posibles alteraciones 

espectrales [115]. 

El estudio de los compuestos heteronucleares, desde sus primeras 

aplicaciones cuantitativas en los años 70, ha experimentado un 

incremento porcentual notable durante los años transcurridos en el 

presente siglo, si bien su número es aún no es muy elevado, poniendo de 

manifiesto el potencial de crecimiento e interés en la técnica (Figura 5). 
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Figura 5. Resultados de búsqueda en Scopus del número de publicaciones por año 

para las palabras clave “Heteronuclear quantitative NMR", " Heteronuclear q-

NMR" y " Heteronuclear qNMR" 

 

Concretamente, uno de los casos que más potencial está mostrando es el 

estudio de compuestos con núcleos de fósforo-31. Este elemento tiene 

un importante rol en procesos fisiológicos, formando parte incluso del 

DNA en forma de ésteres ácido fosfóricos [116]. Además, este tipo de 

compuestos se encuentra muy presente en el medio ambiente, 

normalmente en compuestos con fósforo enlazado a heteronúcleos como 

azufre, oxígeno o nitrógeno, siendo ampliamente utilizados como 

plaguicidas, lubricantes, materiales plásticos o drogas, entre otros [117]. 

Por ello, el estudio y seguimiento de éste tipo de compuestos mediante 

técnicas como la 31P-qNMR es crucial para garantizar el control de los 

mismos.  
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Por otro lado, el estudio de las aplicaciones cuantitativas basadas en 

núcleos cuadrupolares (I> 1/2) apenas se ha investigado, pese a que la 

mayoría de los compuestos heteronucleares pertenecen a este grupo. 

Además, muchos de estos compuestos son metales, metales de transición 

o elementos con importantes funciones biológicas, que en la mayoría de 

los casos están enlazados con iones en soluciones acuosas.  

El principal motivo de haber sido poco estudiados son las grandes 

diferencias fundamentales en los factores gobernantes del proceso de 

relajación magnética nuclear entre los núcleos cuadrupolares y dipolares: 

poseen momentos eléctricos cuadrupolares (Q) que normalmente dan 

lugar a un considerable ensanchamiento de señales. En algunos casos, 

los desplazamientos químicos entre núcleos no equivalentes 

cuadrupolares pueden ser muy grandes (p. ej. 20000 ppm para el 59Co) 

[118]. 

Algunos núcleos cuadrupolares, como el boro-11 (alta abundancia del 

80.4% y un espín= 3/2), presentan una óptima sensibilidad y resolución 

en un espectro asequible de 200 ppm de ancho. Las posibles 

interferencias producidas en este tipo de análisis, por las estructuras 

cristalinas borosilicatadas de los tubos de ensayo tienen que evitarse (p. 

ej. con el uso de tubos de medida de cuarzo) [119]. 

El uso de compuestos borados tiene un reconocido interés científico 

como análogos de moléculas orgánicas, adquiriendo propiedades 

similares. Ello permite su aplicación en campos como la medicina, 

siendo usados en tratamientos contra el cáncer o la agricultura en forma 

de gran variedad de formulados de biocidas, insecticidas, herbicidas o 

fungicidas [120,121]. Por ello, la aplicación de la qNMR en compuestos 

borados se presenta como una alternativa con gran potencial analítico. 
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Ya desde el primer empleo analítico de la qNMR basada en núcleos 

cuadrupolares por Maki et al [122] en el año 2017, esta técnica ha 

demostrado su gran capacidad de aplicación a este tipo de núcleos, 

abriendo las puertas al estudio analítico de los mismos. Los resultados 

obtenidos son esperanzadores y dan lugar a nuevas investigaciones de 

aplicación de la qNMR a nuevos analitos y matrices. 

Si bien es cierto que hoy en día aún existen importantes desafíos que la 

qNMR debe de superar, entre ellos su baja sensibilidad respecto a otras 

técnicas. Para dar solución a ello, en los últimos años se han conseguido 

grandes avances en el desarrollo de métodos de adquisición más rápidos, 

uso de sondas criogénicas enfriadas con nitrógeno, acoplamientos con 

LC o el uso simultáneo de varios receptores [123]. Dichas mejoras 

convierten a la qNMR en una de las principales técnicas analíticas 

aplicables a todo tipo de sustancias activas [109]. Las ventajas y 

desventajas de las técnicas previamente descritas se encuentran 

resumidas en la Tabla 8. 

Tabla 8. Ventajas y desventajas de las principales técnicas de análisis cuantitativo 

Técnica Ventajas Desventajas 

Espectroscopía de 

absorción 

atómica (EAA) 

 Buenos límites de 

cuantificación 

 Sencillo manejo 

 Bajo coste económico 

 Requiere patrones 

para la cuantificación 

mediante rectas de 

calibrado 

 Técnica destructiva 

 Análisis poco 

selectivo 

(determinación 

elemental) 

 Análisis elemental 

uno a uno 
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Técnica Ventajas Desventajas 

GC-MS 

 Tiempo de retención 

reproducible 

 Excelentes límites de 

cuantificación 

 Buena precisión y 

resolución 

 Requiere extracción 

 Requiere patrones 

para la cuantificación 

mediante rectas de 

calibrado 

 Requiere separación 

cromatográfica 

 Puede requerir 

derivatización 

 Técnica destructiva 

 Requiere volatilidad 

de los analitos 

 Alto coste 

económico 

IC 

 Buenos límites de 

cuantificación 

 Buena precisión y 

resolución 

 Requiere patrones 

para la cuantificación 

mediante rectas de 

calibrado 

 Requiere separación 

cromatográfica 

 Análisis poco 

selectivo 

(determinación de 

iones y azúcares) 

 

ICP-MS 

 Excelentes límites de 

cuantificación 

 Buena precisión y 

resolución 

 Tiempos de análisis 

cortos 

 

 Alto coste 

económico 

 Técnica destructiva 

 Requiere patrones 

para la cuantificación 

mediante rectas de 

calibrado 
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Técnica Ventajas Desventajas 

LC-MS 

 Tiempo de retención 

reproducible 

 Excelentes límites de 

cuantificación 

 Buena precisión y 

resolución 

 Requiere extracción 

 Requiere patrones 

para la cuantificación 

mediante rectas de 

calibrado 

 Requiere separación 

cromatográfica 

 Puede requerir 

derivatización 

 Técnica destructiva 

 Requiere cierta 

polaridad de los 

analitos objetivo 

 Alto coste 

económico 

NMR 

 Rapidez 

 Alta repetitividad 

 Alta reproducibilidad 

 No destructiva 

 Mínima preparación de 

muestra 

 Robusta 

 No requiere patrón 

específico 

 Varias determinaciones 

simultáneas 

 Aplicable a muestras 

complejas 

 Baja sensibilidad 

 Alto coste 

económico 

 Rigurosa 

interpretación de los 

espectros 

 Requiere disolventes 

deuterados 
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1.3.2 Proceso analítico qNMR: pretratamiento y adquisición 

La selección de un disolvente deuterado es el primer parámetro a decidir 

en la preparación de las muestras dado que se requiere la calibración para 

la estabilidad del campo magnético en los instrumentos de NMR 

modernos. Dicha selección está basada en diferentes criterios, siendo el 

primero que el analito sea soluble en el mismo a la concentración 

requerida para el estudio. Esto dependerá de diferentes factores como la 

sensibilidad del núcleo o la temperatura del experimento. En el caso de 

cuantificación interna, es imprescindible que además el estándar interno 

(IS) seleccionado sea también soluble en dicho disolvente.  

Ante la posible presencia de partículas sólidas que puedan distorsionar 

el campo magnético, es necesario filtrar los extractos de muestras o 

disoluciones de manera previa al análisis. Una buena práctica es el uso 

de filtros, resinas quelantes o lana sintética en el interior de una pipeta 

Pasteur, previamente lavada con el disolvente deuterado. En aquellos 

análisis donde se requiere de una resolución máxima de las señales, las 

muestras pueden ser desgasificadas con la finalidad de eliminar el 

posible aire presente en las disoluciones. Otro factor a tener en cuenta ha 

de ser el desplazamiento químico que tendrán las señales producidas por 

el disolvente, anticipándose y tratando de evitar posibles solapamientos 

con los analitos objeto de estudio.  

Respecto a la cuantificación en NMR puede realizarse mediante dos 

métodos: cuantificación externa, es decir mediante uso de rectas de 

calibrado con los patrones del analito objetivo, y cuantificación interna, 

basada en el uso de patrones del núcleo magnéticamente observable, con 

el cuál se va a trabajar, con la ventaja de que las variaciones 

instrumentales y experimentales van a ser mínimas. Ésta última es la 
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modalidad más comúnmente usada hoy en día. El uso de IS con 

desplazamientos químicos a 0 ppm (p. ej. tetrametilsilano-d4, TMS, o 3-

[trimetilsilil]-propionato-d4 de sodio, TMSP) es una de las prácticas más 

extendidas [124]. 

La consideración de un patrón analítico como apto para una 

cuantificación mediante qNMR precisa de unos requisitos básicos. A tal 

fin, un IS debe de cumplir con las siguientes condiciones [125]: 

 Ser fácilmente accesible comercialmente con un alto grado de 

pureza 

 No ser un analito higroscópico ni volátil en condiciones de 

temperatura ambiente 

 Ser poco reactivo químicamente y toxicológicamente 

 Producir espectros magnéticos sencillos y con pocas señales para 

evitar un solapamiento magnético de las mismas 

 Presentar desplazamientos químicos que cubran distintas 

regiones del espectro, permitiendo varias opciones de 

cuantificación 

 Presentar una alta solubilidad en algún disolvente deuterado. 

 Tener un precio razonable 

 Contar con tiempos de relajación cortos (del orden de D1= 5 a 7 

veces el tiempo de relajación longitudinal, T1) 

Hoy en día existen gran número de patrones destinados a la qNMR 

disponibles comercialmente y ampliamente “aceptados” como patrones 

de referencia en la comunidad científica (p. ej. acetanilida, dimetil 

sulfona, 3,4,5-tricloropiridina, etc)[123]. Para casos donde se requiere la 
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cuantificación de núcleos menos habituales, pueden usarse listas de 

frecuencias de referencia para núcleos específicos. Una de las más 

aplicadas es la lista de frecuencias de materiales de referencia para todos 

los núcleos relativa a la señal 1H-NMR del TMSP, desarrollada y 

publicada por la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada 

(IUPAC) [126,127].  

A la hora de la cuantificación a través de una calibración interna, el 

cálculo de la concentración debe de realizarse teniendo en cuenta los 

pesos moleculares del analito objetivo X (Mx) y del IS (My), así como el 

peso medido con exactitud del IS (my) (Ecuación 8). La obtención de 

buenos resultados a la hora de la cuantificación se verá determinada por 

intensidades semejantes del IS respecto a la del analito objetivo (p. ej, 

evitando distorsiones del espectro por sobresaturación del IS). Con los 

valores de las integrales relativas a X (ix), de Y(ix) y el cálculo de la 

relación molar nx/ny, es posible la determinación de la cantidad de analito 

(mx) por la siguiente relación [128]: 

𝑚𝑥 =  

𝑖𝑥
𝑛𝑥

⁄

𝑖𝑦
𝑛𝑦

⁄
∗

𝑀𝑥

𝑀𝑦
∗ 𝑚𝑦 

Ecuación 8. Ecuación para el cálculo de la concentración del analito objetivo en 

valores absolutos mediante qNMR y calibración interna. 

El volumen de muestra requerido para los análisis mediante qNMR debe 

de ser suficiente para cubrir toda la longitud del rango de detección del 

equipo, evitando así las distorsiones locales que el campo magnético 

puede sufrir en presencia de aire. Para un tubo estándar de 5 mm de 

diámetro, un volumen de 500-600 µL es suficiente. Es necesario el uso 

de tapones para conseguir un aislamiento óptimo de la muestra, siendo 

el tetrafluoretileno el material más extendido [129]. 
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Una vez la muestra está preparada para ser analizada, el equipo de NMR 

debe de ser puesto a punto. El desarrollo de nuevos métodos para el 

análisis cuantitativo por NMR requiere de unas consideraciones previas. 

Así es necesario ajustar distintos parámetros, como el P1, D1 y la 

ganancia del receptor (RG) a fin de conseguir una correcta cuantificación 

y reproducibilidad. El uso de pulsos magnéticos de 90º y un tiempo de 

repetición de pulso igual a 5 × T1, es una de las prácticas más comunes 

para asegurar la relajación completa de los núcleos excitados, aunque se 

puede lograr una cuantificación confiable cuando se utilizan ángulos de 

pulso más pequeños y tiempos de repetición más cortos. Se requiere una 

precaución especial para evitar problemas de rango dinámico causados 

por grandes diferencias de concentración entre varios analitos [58]. 

En algunos casos puede ser útil realizar un desacoplamiento de carbono 

para evitar las interferencias producidas durante la adquisición debida a 

la presencia de satélites 13C. Para ello pueden usarse esquemas de pulsos 

para desacoplamiento restringido inverso de carbono, evitando así 

sobrecalentamiento de las muestras y suprimiendo el efecto nuclear 

Overhausser (nuclear Overhausser effect, NOE), que distorsiona la 

intensidad de las señales mediante magnetización entre núcleos 

próximos en el espacio. 

Por último, tal como indican las guías internacionales vigentes [130], el 

estado del equipo de NMR debe de verificarse sistemáticamente 

chequeando la resolución, el ancho de las señales, la asimetría de las 

mismas y la señal relación entre la señal y el ruido (S/N). En la Tabla 9 

se encuentran recogidos los principales parámetros necesarios a tener en 

cuenta en la aplicación de la qNMR. 
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Tabla 9. Principales consideraciones a tener en cuenta en determinaciones mediante 

qNMR 

Planteamiento Pretratamiento Adquisición 
Procesado de 

datos 

 Modo de 

cuantificación 

(interna o 

externa) 

 

 Núcleo objeto 

de estudio 

 

 Selección del 

disolvente 

deuterado 

 

 Selección de 

patrón 

analítico 

 Disolución 

completa de IS 

 

 Disolución 

completa de matriz 

objetivo 

 

 Ausencia de 

partículas o 

burbujas 

 Evitar posible 

saturación del RG 

(p. ej. mediante 

diluciones) 

 Secuencia de 

pulsos 

 

 Ángulo del 

pulso 

(generalmente 

90º o menos) 

 

 Calibración 

de la línea 

base 

 

 RG* 

 

 NS** 

 

 D1*** 

 Transformada 

de Fourier 

 

 Corrección de 

la línea base 

 

 Calibración 

del espectro 

(p. ej. con 

TMS a 0.0 

ppm) 

 

 S/N 

 

 Correcta 

integración de 

las señales 

(evitando 

aquellas con 

solapamiento) 

*Ganancia del Receptor (Receiver Gain) 

**Número de scans 

***Tiempo de relajación 

 

1.3.3 Validación del método 

La demanda de validaciones analíticas que garanticen una correcta 

evaluación de los métodos desarrollados es uno de los retos a los que se 

enfrenta la q-NMR. Hoy en día, la falta de métodos oficiales de q-NMR 

supone una seria limitación para la explotación del potencial de la NMR 

tanto en análisis cuantitativos de un solo componente como en 

determinaciones múltiples [131]. 
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Actualmente, algunas directrices vigentes, como la Guía SANTE o la 

Decisión (EC) 2002/657, son muy destacadas y ampliamente empleadas 

para la validación de métodos analíticos. Estos documentos están 

mayormente orientados a la determinación de plaguicidas en matrices 

alimentarias mediante técnicas cromatográficas acopladas a analizadores 

de MS [132,133]. 

No obstante, existen guías con directrices de carácter general sobre la 

validación de métodos que pueden ser aplicadas a la q-NMR, como la 

Guía de laboratorio para la validación de métodos y temas relacionados, 

elaborada por la red de organizaciones europeas relativas a la química 

(Eurachem) [134]. Dicha guía define la validación de un método como 

el proceso para definir un requisito analítico, confirmándose a tal modo 

que cuenta las capacidades necesarias para las aplicaciones requeridas. 

Otra guía, la de la Administración de Medicamentos y Alimentos (Food 

and Drug Administration, FDA), considera diversos parámetros de 

validación para garantizar que los métodos analíticos sean adecuados, 

como exactitud, rango de trabajo, curva de calibración, muestras de 

control de calidad, selectividad, exactitud y estabilidad del analito 

objetivo en la matriz. El enfoque de dichas recomendaciones está 

orientado a la determinación cuantitativa de medicamentos y sus 

metabolitos, proteínas o marcadores en muestras de origen biológico. En 

cuanto a criterios de confirmación, la FDA se centra en el uso de técnicas 

espectrométricas como herramienta universal [135]. 

Con la finalidad de unificar todos los criterios de validación y adaptarlos 

a su aplicación en el desarrollo de métodos mediante NMR, Eurolab ha 

redactado una Guía para el desarrollo y validación de métodos con 
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carácter cualitativo y cuantitativo [136]. En ellas, sugieren una serie de 

requisitos mínimos a evaluar, con la finalidad principal del control y 

seguimiento de alimentos, incluyendo criterios de confirmación 

específicos de qNMR. 

En términos generales, y dada la alta capacidad elucidativa de la NMR, 

una verificación estructural de un analito concreto puede darse mediante 

la asignación de todas las señales obtenidas. En casos concretos donde la 

confirmación directa no es posible (p. ej. alta complejidad del espectro), 

es recomendable el uso de análisis de correlación bidimensionales (p. ej. 

H, H-COSY, HSQ, HMBC, etc.). Existen estrategias adicionales que 

pueden ser aplicables, como la adquisición de diferentes núcleos activos, 

el uso de software de predicción (p. ej. PERCH [137], Structure 

Elucidator [138], CCASA [139], StrucEluc [139], etc.) o uso de librerías 

espectrales (p.ej. HMDB [140], MetaboLights [141], MetaboAnalyst 

[142], etc.). En el caso de muestras complejas con solapamiento de 

señales pueden ser útiles las adquisiciones mediante experimentos de 

difusión molecular, permitiendo el estudio individual de los mismos 

[143]. 

Como se puede observar, la alta capacidad de identificación de la NMR 

permite confirmaciones mucho más simples que las técnicas 

espectrométricas, así como reducción de tiempo de análisis y costes al 

poder usarse los mismos análisis tanto para identificación como 

cuantificación. 

Los parámetros de validación indicados en la guía Eurolab para métodos 

de qNMR son los siguientes: 

 Veracidad: Estimada mediante comparación de las purezas de 

varios materiales de referencia certificados o mediante 
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comparación de valores de recuperación (%) de muestras de 

concentraciones conocidas. 

 Precisión: Estimada mediante la determinación de múltiples 

mediciones en diferentes intervalos de tiempo de varias réplicas 

independientes de una misma muestra. 

 Selectividad: En la técnica de NMR, se puede garantizar la 

selectividad del método cuando no se da solapamiento de las 

señales del analito objetivo en la matriz objeto de estudio. 

 Límite de detección (LOD): es la concentración más baja a la cual 

el analito puede ser detectado (señal con valor de S/N≥3). 

 Límite de cuantificación (LOQ): es la concentración más baja a 

la cual el analito puede cuantificarse con una precisión adecuada. 

 Linealidad: Debe verificarse mediante el uso de al menos 5 

concentraciones diferentes de la sustancia objetivo. 

 Rango de trabajo: El rango de trabajo de un método de qNMR 

generalmente comienza desde el LOQ hasta la concentración de 

la máxima solubilidad del analito (límite superior) en una matriz 

dada. 

 Robustez: Deben considerarse y examinarse las posibles 

influencias de diferentes factores (por ejemplo, valores de pH, 

altas concentraciones de sal de la matriz de la muestra, productos 

químicos reactivos). 

 Incertidumbre (U): Error sistemático de múltiples 

determinaciones de concentración de analito en la muestra. 

Cuando no se detecta un error sistemático, la incertidumbre de 

medición es igual a la precisión. En otros casos, la concentración 
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de analito calculada debe ajustarse mediante valores de 

recuperación estimados. 

Los parámetros definidos por Eurolab pueden complementarse con las 

especificaciones dadas por las guías previamente descritas [133]. De ésta 

forma, la determinación del LOQ puede verse definida como la 

concentración más baja del analito objetivo que genera valores de 

veracidad y precisión adecuados, así como la precisión puede estimarse 

en términos de desviación estándar relativa (RSD) entre análisis intradía 

e interdía. [135]. 

Una práctica muy extendida para la determinación de la incertidumbre 

del método es aplicando el denominado enfoque bottom-up (desde abajo 

hacia arriba). Para ello, la idoneidad del método puede ser calculada 

mediante el cálculo del error sistemático a la concentración más baja y 

más alta del rango de trabajo [134]. 
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2 CAPÍTULO SEGUNDO. APLICACIÓN DE LA 

METABOLÓMICA AL ESTUDIO DE RON 

 

2.1 Introducción  

Hoy en día el control de calidad en bebidas alcohólicas tanto para la 

comprobación de materias primas como de los productos finales es 

primordial para su caracterización óptima a fin de garantizar sus 

principales propiedades organolépticas y la seguridad alimentaria. 

Esta importancia es debida a que la mayoría de los procesos de 

elaboración con frecuencia son de tipo artesanal, lo que les confiere unas 

características muy concretas y únicas en función del producto. Es el 

caso de las bebidas alcohólicas, donde su elaboración basada en la 

experiencia de los maestros artesanos podría ser más fiable y robusta con 

la aplicación de técnicas analíticas combinadas con herramientas de la 

metabolómica. 

Un claro ejemplo es el ron, una de las bebidas alcohólicas obtenidas 

mediante destilación más consumidas en el mundo, concretamente el ron 

dorado. Se trata de una bebida espirituosa obtenida de la fermentación 

alcohólica y la destilación de melaza o jarabes de caña de azúcar. A tal 

fin, el proceso de preparación del mismo consta de distintas etapas: 

selección de la materia prima, fermentación, destilación, dilución, 

envejecimiento y mezclado (Figura 6).  
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Figura 6. Diagrama de flujo de elaboración de ron 

 

Además, la consideración de aquellas bebidas de ron de más alta calidad 

(como aquellos considerados Premium) les permite alcanzar un mayor 

precio de mercado, propiciando sus adulteraciones con fines ilícitos y 

lucrativos. También existe cierta controversia en la legislación vigente 

respecto al etiquetado. Según la legislación de la Unión Europea y de los 

Estados Unidos, la declaración de edad en la etiqueta debe referirse al 

ron más joven en la botella, dado que en general los productos 

comerciales son mezclas de rones de varias edades. Sin embargo, en 

otros países, puede referirse al ron más antiguo. Por último, la gran 

variabilidad que con frecuencia existe en todos los procesos de 

preparación, muestran la necesidad de un control adecuado desde el 
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punto de vista químico-analítico, con métodos tales como el que se 

propone en el presente trabajo. Por todo ello, el desarrollo de métodos 

analíticos fiables para el control de la calidad de estos productos resulta 

de gran interés ante la poca o escasa normativa vigente en cuanto a 

parámetros e indicadores de calidad tanto a nivel nacional como en la 

Unión Europea. 

Los trabajos de ron publicados a día de hoy se encuentran muy limitados 

a estudios específicos de sus características. La similitud entre ron y su 

homólogo brasileño cachaça ha sido estudiada en base a las diferencias 

en su producción que dan lugar a propiedades organolépticas diferentes 

[1]. Estudios para la evaluación del aroma del ron también han aportado 

resultados interesantes, encontrándose compuestos como el cis-whiskey 

lactona, vanillina, ácido decanoico y 2-3-metilbutanol como compuestos 

mayoritarios responsables del olor característico [2,3]. Por otro lado, se 

han realizado trabajos de clasificación de carácter binario para la 

diferenciación entre melazas y azúcar de caña, con un 88% de acierto [6], 

o en función del origen (clasificando rones cubanos frente al resto) y 

contando también con resultados cercanos al 90% de acierto [4]. La Tabla 

10 muestra una revisión bibliográfica con los artículos más recientes y 

destacados acerca de estudios de ron. La escasez de estudios enfocados 

a la evaluación general en términos de control y calidad del ron, así como 

la carencia de validaciones estrictas de los modelos clasificatorios, 

demuestran la necesidad de estudio del mismo. 
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Tabla 10. Revisión bibliográfica sobre estudios de ron 

Título de la publicación Referencia 

Cachaça and rum [1] 

Characterisation of odour-active compounds in aged rum [2] 

Characterization of the key aroma compounds in two 

commercial rums by means of the sensomics approach 
[3] 

Chemical profile of rums as a function of their origin. The 

use of chemometric techniques for their identification 
[4] 

Differentiation of rum and brazilian artisan cachaca via 

electrospray ionization mass spectrometry fingerprinting 
[5] 

Differentiation of rums produced from sugar cane juice 

(rhum agricole) from rums manufactured from sugar cane 

melazas by a metabolomics approach 

[6] 

Influence of the production process on the key aroma 

compounds of rum: from melazas to the spirit 
[7] 

 

Por todo ello, en este capítulo se han abordado los siguientes objetivos. 

Por un lado, se ha desarrollado una estrategia para la clasificación de ron 

a partir de su fracción volátil y/o semivolátil usando herramientas de la 

metabolómica a través de huellas dactilares adquiridas por SPME por 

espacio en cabeza (HS) acoplada a GC-MS. Por otro lado, se ha llevado 

a cabo un estudio metabolómico de ron dorado mediante la adquisición 

de huellas dactilares de sus componentes no volátiles tras extracción tipo 

dilute and shoot y análisis LC-HRMS.  Ambos estudios han permitido la 

identificación de marcadores químicos de calidad del ron. Asimismo, se 

ha procedido a la adquisición de huellas dactilares a través de 1H-NMR 

para el estudio de los compuestos mayoritarios presentes en rones 

dorados comerciales. Finalmente se ha aplicado la fusión de datos multi-

técnica (GC-MS, LC-MS y NMR) a fin de comparar las capacidades 

discriminatorias de las diferentes técnicas y su fusión en los análisis 

multivariantes aplicados. 
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Las contribuciones científicas correspondientes a este capítulo son:  

o Aportación Científica 1. Rum classification using fingerprinting 

analysis of volatile fraction by headspace solid phase microextraction 

coupled to gas chromatography-mass spectrometry 

o Aportación Científica 2. An Innovative Metabolomic Approach for 

Golden Rum Classification Combining Ultrahigh-Performance Liquid 

Chromatography−Orbitrap Mass Spectrometry and Chemometric 

Strategies 

o Aportación Científica 3. 1H-NMR and multi-technique data fusion 

as metabolomic tool for the classification of golden rums by multivariate 

statistical analysis 

  



CAPÍTULO SEGUNDO. APLICACIÓN DE LA METABOLÓMICA 

AL ESTUDIO DE RON 

94 

 

2.2 Bibliografía 

[1] A.B.P. Medeiros, M.E. de Matos, A. de Pinho Monteiro, J.C. de 

Carvalho, C.R. Soccol, Cachaça and rum, in: Curr. Dev. Biotechnol. 

Bioeng., Elsevier, 2017: pp. 451–468. doi:10.1016/B978-0-444-63666-

9.00016-9. 

[2] J.A. Pino, S. Tolle, R. Gök, P. Winterhalter, Characterisation of 

odour-active compounds in aged rum, Food Chem. 132 (2012) 1436–

1441. doi:10.1016/j.foodchem.2011.11.133. 

[3] L. Franitza, M. Granvogl, P. Schieberle, Characterization of the 

key aroma compounds in two commercial rums by means of the 

sensomics approach, J. Agric. Food Chem. 64 (2016) 637–645. 

doi:10.1021/acs.jafc.5b05426. 

[4] O.M. Sampaio, R.V. Reche, D.W. Franco, Chemical profile of 

rums as a function of their origin. The use of chemometric techniques for 

their identification, J. Agric. Food Chem. 56 (2008) 1661–1668. 

doi:10.1021/jf0726841. 

[5] P.P. de Souza, D. V Augusti, R.R. Catharino, H.G.L. Siebald, 

M.N. Eberlin, R. Augusti, Differentiation of rum and Brazilian artisan 

cachaca via electrospray ionization mass spectrometry fingerprinting, J. 

Mass Spectrom. 42 (2007) 1294–1299. 

[6] L. Franitza, L. Nicolotti, M. Granvogl, P. Schieberle, 

Differentiation of rums produced from sugar cane juice (Rhum Agricole) 

from rums manufactured from sugar cane molasses by a metabolomics 

approach, J. Agric. Food Chem. 66 (2018) 3038–3045. 

doi:10.1021/acs.jafc.8b00180. 



Aplicación de la espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear a la 

caracterización metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de tóxicos en aguas 

 

 

95 

 

[7] L. Franitza, M. Granvogl, P. Schieberle, Influence of the 

production process on the key aroma compounds of rum: from molasses 

to the spirit, J. Agric. Food Chem. 64 (2016) 9041–9053. 

doi:10.1021/acs.jafc.6b04046. 

  



CAPÍTULO SEGUNDO. APLICACIÓN DE LA METABOLÓMICA 

AL ESTUDIO DE RON 

96 

 

 

  



Aplicación de la espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear a la 

caracterización metabolómica de bebidas alcohólicas y al análisis de tóxicos en aguas 

 

 

97 

 

2.3 Aportación científica 1. Rum classification using 

fingerprinting analysis of volatile fraction by 

headspace solid phase microextraction coupled to gas 

chromatography-mass spectrometry 

 

J.R. Belmonte-Sánchez, S. Gherghel, J. Arrebola-Liébanas, R.R. 

González, J.L.M. Vidal, I. Parkin, A.G. Frenich. Talanta. 187 (2018) 
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2.4 Aportación científica 2. An innovative metabolomic 

approach for golden rum classification combining 

ultrahigh-performance liquid 

chromatography−orbitrap mass spectrometry and 

chemometric strategies 

 

J.R. Belmonte-Sánchez, R. Romero-González, F.J. Arrebola, J.L.M. 

Vidal, A. Garrido Frenich. J. Agric. Food Chem. 67 (2019) 1302–1311. 

DOI: 10.1021/acs.jafc.8b05622 
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2.5 Aportación científica 3. 1H-NMR and multi-technique 

data fusion as metabolomic tool for the classification 

of golden rums by multivariate statistical analysis 

 

J.R. Belmonte-Sánchez, R. Romero-González, F.J. Arrebola, J.L.M. 

Vidal, A. Garrido Frenich. Food Chemistry. 317 (2020) 126363. 
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3 CAPÍTULO TERCERO. APLICACIÓN DE qNMR A 

LA DETERMINACIÓN DE TÓXICOS EN AGUAS 

 

3.1 Introducción  

Desde la aplicación de la qNMR con fines analíticos la búsqueda de 

nuevas aplicaciones se ha convertido en un amplio campo de estudio, 

permitiendo aprovechar todas las ventajas que esta técnica ofrece, más 

allá de su alto poder identificativo: técnica no destructiva, mínima 

preparación de muestra, adquisición rápida, excelente reproducibilidad y 

ausencia de necesidad de patrones, entre otras propiedades. 

Concretamente, el estudio tanto de núcleos no dipolares (diferentes a 

espín I=1/2), como el de núcleos heteronucleares (diferentes a 

hidrógeno-1) supone un gran reto analítico que se presenta como una 

potencial alternativa para dar solución a los problemas comunes a los 

cuales nos enfrentamos en el laboratorio día a día.  

Un nuevo caso de alto interés como analito con núcleo no dipolar (boro-

11) es el del ácido bórico (H3BO3) (Figura 7). Se trata de un compuesto 

blanco, normalmente en estado de polvo, con relativa toxicidad para los 

seres humanos y bastante común en el medio ambiente debido a su 

aplicación como insecticida, herbicida y fungicida para fines 

alimentarios, no alimentarios y agrícolas. Puede estar presente además 

en forma de alguno de sus derivados naturales: tetraborato de sodio, 

octaborato de disodio y metaborato de sodio.  
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Figura 7. Estructura química del ácido bórico (H3BO3) 

 

Hasta ahora, el análisis de éste tipo de analitos con núcleos de boro se ha 

basado en técnicas como métodos potenciométricos o ICP-MS [1,2]. La 

aplicación de la qNMR para la determinación de ácido bórico mediante 

adquisiciones 11B-NMR se presenta como una excelente alternativa para 

el análisis de compuestos conteniendo boro, con gran potencial analítico 

en diversas matrices agroalimentarias, siendo la 11B-NMR un modo de 

adquisición sin precedentes documentado en bibliografía con fines 

cuantitativos. 

Por otro lado, un caso adicional de estudio de interés, debido a su 

presencia en aguas industriales por su alta capacidad anticorrosiva, es el 

ácido etidrónico (1-hidroxietiliden-1,1-difosfónico, HEDP) (Figura 8). 

Se trata de un bifosfonato con una alta estabilidad que además puede 

formar complejos estables con los iones y que puede disolver los óxidos 

en la superficie metálica. Por ello, es un aditivo común en las plantas de 

procesado de productos agrícolas y justifica la necesidad de métodos 

simples y fiables para la detección de HEDP en sus aguas de lavado de 

productos agroalimentarios. 
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Figura 8. Estructura química del ácido etidrónico (C2H8O7P2) 

 

Pese a que previamente la cuantificación del HEDP se ha llevado a cabo 

mediante técnicas como ICP-MS [3] o electroforesis capilar [4], su 

cuantificación mediante 31P-NMR se presenta como una alternativa con 

importantes ventajas, como el tiempo de adquisición de los análisis, 

selectividad del fósforo gracias a su amplio rango espectral, así como su 

análisis directo sin pretratamiento en muestras acuosas. Además, el 

isótopo de fósforo-31 cuenta con un 100% de abundancia natural en la 

naturaleza, siendo un caso idóneo para la aplicación de la qNMR de 

núcleos heteronucleares en matrices agrolimentarias. 

En consecuencia, el objetivo de este capítulo es el desarrollo, validación 

y aplicación de un método mediante NMR de boro-11 (11B-NMR) para 

la determinación de ácido bórico en biocidas, así como mediante NMR 

de fósforo-31 (31P-NMR) para la determinación de ácido etidrónico en 

agua de lavado de vegetales. Las aportaciones científicas incluidas en 

este capítulo son: 

o Aportación Científica 4. Pushing the frontiers: boron-11 NMR as a 

method for quantitative boron analysis and its application to determine 

boric acid in commercial biocides 
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o Aportación Científica 5. Determination of etidronic acid in 

vegetable-washing water by a simple and validated quantitative31P 

nuclear magnetic resonance method 
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4 CAPÍTULO CUARTO. DISCUSIÓN INTEGRADA 

 

4.1 Introducción 

La investigación que recoge esta Memoria sobre la caracterización 

metabolómica de bebidas alcohólicas y de qNMR al control de la 

seguridad en aguas se ha dividido en dos secciones diferenciadas en 

función de los objetivos perseguidos. En la primera de ellas se estudia la 

aplicación de herramientas de la metabolómica en la clasificación e 

identificación de marcadores químicos de calidad en bebidas alcohólicas 

mediante GC-MS, LC-MS y NMR.  

En cada uno de los estudios se han aplicado diferentes extracciones, así 

como diferentes técnicas de análisis en función de los analitos objetivo. 

La extracción de aquellos compuestos volátiles/semivolátiles del ron se 

ha llevado a cabo mediante HS-SPME para su análisis mediante GC-MS. 

Por otro lado, para aquellos componentes no volátiles, se ha empleado la 

extracción tipo “dilute and shoot” seguida de adquisición tipo LC-MS. 

El análisis de los rones mediante MS se ha llevado a cabo mediante full 

scan, obteniéndose así la obtención de la mayor cantidad de información 

de los analitos presentes. 

En cuanto a la fracción mayoritaria del ron, ha sido analizada mediante 

NMR por análisis directo de los mismos tras adición de disolvente 

deuterado. Por último, se ha aplicado la técnica de fusión de datos. 

La segunda parte de la presente Tesis recoge la investigación realizada 

sobre la aplicación de la NMR cuantitativa para la determinación de 
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compuestos tóxicos en aguas. A tal fin, se han desarrollado métodos de 

adquisición basados en núcleos magnéticamente activos de boro y 

fósforo respectivamente para la cuantificación de los analitos tanto 

mediante calibración interna como externa. En ambos casos, se han 

llevado a cabo tratamientos sencillos de preparación de las muestras 

basados en diluciones con agua deuterada. 

La investigación realizada en la presente Tesis ha tenido como 

denominador común la aplicación de recursos analíticos establecidos 

como nuevas estrategias para afrontar retos comunes en el ámbito de la 

seguridad agroalimentaria. Los resultados obtenidos en cada una de las 

partes diferenciadas se discutirán a continuación.  

 

4.2 Aplicación de herramientas de la metabolómica al 

estudio de ron 

4.2.1 Adquisición de rones 

En primer lugar, se llevó a cabo la adquisición de muestras de ron para 

el presente estudio metabolómico. El objetivo ha sido conseguir un 

conjunto de muestras representativas que aporten información suficiente 

para obtener modelos multivariantes óptimos. Para ello se seleccionaron 

distintas marcas de ron teniendo en cuenta las siguientes características: 

 Bebidas alcohólicas categorizadas como ron en su etiquetado 

(Figura 9) 

 Estado de conservación óptimo en el establecimiento (sin luz 

directa, temperatura ambiente, precinto intacto, etc.) 

 Comercialmente disponibles y accesibles a cualquier consumidor 

 Diversidad en la procedencia de elaboración 
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 Distintas edades de maduración entre la misma marca 

 Maduración en barricas de madera (roble francés, americano, 

etc.) 

 Destilación en distintos sistemas (alambique o columnas de 

cobre) 

 Diferentes materias primas (azúcar de caña o melazas) 

 

  

Figura 9. Ejemplo de etiquetado de un ron dorado comercial 

Se adquirieron un total de 33 muestras de ron correspondientes a 16 

marcas diferentes. Todas las muestras se almacenaron a temperatura 

ambiente antes del análisis en sus botellas de vidrio originales. La 



CAPÍTULO CUARTO. DISCUSIÓN INTEGRADA 

160 

 

información sobre la producción de ron, obtenida del sitio web oficial de 

los fabricantes de ron así como de la etiqueta y los códigos asignados 

para cada ron se resume en la Tabla 11. Aquella información sobre el 

envejecimiento, la materia prima y el barril que no era proporcionada por 

los fabricantes fue clasificada como N/A. 

 

4.2.2 Análisis de la fracción volátil 

La primera parte de la investigación que se recoge en este capítulo se 

dedicó a la optimización de un proceso de pretratamiento y de extracción 

de la fracción volátil/semivolátil de los rones, previo a su análisis 

mediante GC-QqQ-MS. 

Se usaron fibras SPME de tipo polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 µm, 

para la extracción de compuestos volátiles/semivolátiles con un rango de 

polaridad alta. La temperatura inicial del horno fue ajustada a 35°C, 

permitiendo así la elución de los compuestos más volátiles. Para evitar 

la coelución cromatográfica del etanol a alta concentración, se trabajó 

con una ventana de adquisición de 50–400 m/z (Figura 10). Se 

optimizarón parámetros como el volumen de muestra, tiempo de 

incubación, temperatura de extracción, tiempo de extracción y velocidad 

de agitación con el objetivo de obtener el mayor número analitos posible. 
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Tabla 11. Etiquetado de botellas e información del fabricante para las muestras de ron analizadas 

Nombre Origen Edad Materia prima Método de destilación Madera del barril 

Havana 5 años Cuba 5 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble francés 

Havana 7 años 7 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble francés 

Legendario Añejo Añejo Melazas N/A Barril de roble americano 

Legendario 5 Años Young Melazas N/A Barril de roble americano 

Legendario Elixir N/A Melazas N/A Barril de roble americano 

Matusalem 7 Años República 

Dominica 

7 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Matusalem 10 Años 10 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Matusalem 15 Años 15 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Almirante Añejo Añejo N/A N/A N/A 

Almirante Miel N/A N/A N/A N/A 

Baraguá Old 

Reserve 

Antigua 

reserva 

N/A N/A N/A 

Bohio Añejo Añejo N/A N/A N/A 

Plantation Grenada Antigua 

reserva 

Melazas N/A Mezcla (Barril de roble 

americano + 

French oak barrel) 

Plantation 

Overproof 

Trinidad & 

Tobago 

N/A Melazas Columnas de acero inoxidable Mezcla (Barril de roble 

americano + 
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Nombre Origen Edad Materia prima Método de destilación Madera del barril 

French oak barrel) 

Botrán 8 Años Guatemala 8 años Azúcar de caña Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Botrán 12 Años 12 años Azúcar de caña Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Botrán 18 Años 18 años Azúcar de caña Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Zacapa 6-25 años Azúcar de caña Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Appleton 5 Años Jamaica 5-10 años Melazas Alambiques de cobre Barril de roble americano 

Appleton 7 Años 12 años Melazas Alambiques de cobre Barril de roble americano 

Flor de Caña 7 

Años 

Nicaragua 7 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Flor de Caña 12 

Años 

12 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Flor de Caña 18 

Años 

18 años Melazas Columnas de acero inoxidable Barril de roble americano 

Negrita Miel España N/A N/A N/A N/A 

Negrita Añejo Melazas N/A N/A 

Artemi Dorado N/A N/A N/A 

Tabay Añejo N/A N/A N/A 

Reylik N/A N/A N/A N/A 
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Nombre Origen Edad Materia prima Método de destilación Madera del barril 

Santa Teresa 3 

Años 

Venezuela 3 años Melazas Mezcla (Columnas de acero 

inoxidable +Alambiques de 

cobre) 

Barril de roble francés 

Santa Teresa 1726 10 años  Melazas Mezcla (Columnas de acero 

inoxidable +Alambiques de 

cobre) 

Barril de roble francés 

Velero 3 años N/A N/A N/A 
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Adicionalmente se desarrolló un método de confirmación para el ron 

mediante GC-Q-Orbitrap. A tal fin, se usaron las mismas condiciones de 

extracción y análisis del método previamente descrito mediante GC-

QqQ-MS. Las condiciones y parámetros del método desarrollado se 

resumen en la Tabla 12. 

 

 

 

 

  

Figura 10. Cromatograma obtenido del análisis de una muestra de ron dorado mediante HS-SPME-GC-MS. 
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Tabla 12. Parámetros y condiciones para el análisis metabolómico de rones mediante 

HS-SPME-GC-MS 

Condiciones HS-SPME-GC 

Volumen de muestra 20 mL 

Tipo de fibra 100 µm PDMS 

Tª agitador 65 ºC 

Velocidad de 

agitación 

250 r.p.m. 

Tª de inyector 250 ºC 

Split 2 min (100:1), 9 min (20:1) 

Columna VF-5 ms (30 m x 0.25mm, d.i. 0.25 µm) 

Rampa de Tª 2 min a 35 ºC, 100 ºC a 4ºC/min, 250 ºC a 

20ºC/min, 20 min a 250 ºC 

Tiempo de análisis 43.75 min 

Condiciones MS  

Modo de adquisición Full Scan 

Modo de ionización EI 

Rango de masas 50-400 m/z 

 

4.2.3 Análisis de la fracción no volátil 

Para el análisis de la fracción no volátil de los rones mediante LC-MS, 

se llevó a cabo un pretratamiento sencillo: 1 mL de cada ron fue diluido 

con 5 mL de agua Milli-Q y 10 µL de la disolución resultante fueron 

directamente inyectados en el sistema. 

De nuevo, las condiciones de separación y adquisición aplicadas se 

seleccionaron con la intención de obtener el máximo de información 

posible de un mismo análisis. A tal fin se aplicó una ventana de 

adquisición de hasta 1000 m/z para adquirir información espectral no 

sólo de metabolitos de baja masa molecular, sino también de otros 

analitos de mayor masa molecular esperables en bebidas, como azúcares. 

Las condiciones aplicadas se encuentran resumidas en la Tabla 13. 
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Tabla 13. Parámetros y condiciones para el análisis metabolómico de rones mediante 

LC-Orbitrap 

Condiciones LC-Orbitrap 

Columna Hypersil™ ODS C18 

Volumen de inyección 10 µL 

Fase móvil A Acetato amónico (30 mM) 

Fase móvil B Metanol 

Flujo 0.2 mL/min 

Tiempo de análisis 58 min 

Condiciones Orbitrap-MS 

Modo de adquisición Alternativo: Full Scan, ESI+, ESI- 

Resolución 25000 FWHM 

Tiempo de scan 0.10 s 

Rango de masas 50-1000 m/z 

 

En la Figura 11 puede observarse un cromatograma típico obtenido de 

una muestra de ron dorado mediante LC-HRMS (Orbitrap-MS) en modo 

de ionización positiva y negativa. 

Figura 11. Cromatograma obtenido del análisis de ron dorado mediante LC-HRMS (Orbitrap-MS) en modo 

de ionización negativo (arriba) y positivo (abajo) 
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4.2.4 Análisis mediante NMR 

Para el análisis de los componentes mayoritarios de los rones mediante 

NMR, a 0,5 mL de muestra se les añadió agua deuterada (100 µL) con 

TMSP como estándar interno de referencia (0.05 %). Los análisis fueron 

realizados en modo de adquisición de protón (1H-NMR) en un equipo de 

alta resolución de 600 MHz equipado con criosonda. 

La Tabla 14 recoge los parámetros y valores usados en la adquisición de 

rones dorados mediante NMR para su análisis metabolómico. 

 

Tabla 14. Parámetros y condiciones para el análisis metabolómico de rones mediante 

NMR 

Condiciones de adquisición de NMR 

Núcleo observado Hidrógeno 

Frecuencia de 

adquisición 

600.130 MHz 

Disolvente  D2O 

Tª de adquisición 27ºC 

Estándar interno TMSP 

Tiempo de relajación 2.4 segundos 

Tiempo de 

adquisición 

2.7 segundos 

Nº de scans 32 

 

La supresión de señales con pulsos selectivos a distintas frecuencias para 

la eliminación de las mismas se llevó a cabo con el objetivo de evitar las 

distorsiones generadas por el agua y etanol presente en los rones. 

Además, se realizaron análisis con desacoplamiento de carbono (13C), 

evaluando así la posibilidad de futuros análisis multivariantes con 

señales sin presencia de satélites procedentes de la actividad magnética 
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del 14C. La Figura 12 muestra un ejemplo de los espectros obtenidos de 

un ron dorado en los tres distintos modos de adquisición estudiados: a) 

sin supresión de señales ni desacoplamiento de carbono, b) con supresión 

de señales y sin desacoplamiento de carbono y c) con supresión de 

señales y desacoplamiento de carbono. 

 

  

Figura 12. Espectro de NMR de un ron dorado entre 6.0-0.0 ppm: a) sin supresión ni 

desacoplamiento de señales, b) con supresión de señales y sin desacoplamiento de carbono y c) 

con supresión de señales y desacoplamiento de carbono 
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4.2.5 Estudio metabolómico de rones 

Para los datos obtenidos mediante GC-MS, se hizo uso del software 

MZmine. El pretratamiento de dichos datos ha consistido en los 

siguientes procesos: a) deconvolución de picos, b) alineamiento de 

señales, c) generación de una lista de picos, d) escalado, e) filtrado de 

duplicados y f) rellenado de ceros. Se estudiaron 232 variables iniciales 

para los 33 rones evaluados junto a sus réplicas. Por último, los datos se 

exportaron a una hoja de datos para su posterior procesado multivariante 

mediante la herramienta informática SPSS. 

Con el objetivo de realizar un análisis exploratorio de los datos obtenidos 

se realizó primeramente un análisis HCA (Figura 13). Como resultado se 

detectaron un total de 4 outliers por diferencias notorias respecto a sus 

réplicas. Además, 5 muestras de rones fueron preliminarmente 

clasificadas dadas sus condiciones especiales de ser rones con aditivos 

como miel, sirope o condimentos (saborizantes de vainilla y mandarina). 
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Figura 13. Dendograma obtenido mediante HCA del conjunto total de rones 

 

Por otro lado, se aplicó el PCA, seleccionando las variables con un mayor 

índice de poder discriminante aportado por el software. Un total de 40 

iones fueron elegidos, correspondientes a 13 compuestos diferentes.  

El PCA obtenido (Figura 14) explicó el 88% de la variación total. El 

PC1, PC2 y PC3 explicaron el 36%, 36% y 15% de la varianza, 

respectivamente. En dicho análisis, no se observó ningún patrón ni 

agrupación de los rones destacado pese a la alta varianza obtenida, 

remarcando la complejidad de las múltiples características de los 

procesos de elaboración (envejecimiento, tipo de barril, método de 

destilación, materia prima, etc.). A fin de obtener modelos clasificatorios 

de las distintas categorías propuestas, se llevaron a cabo análisis 

supervisados. 
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Figura 14. Representación PCA del conjunto de rones basado en aquellas variables 

más discriminantes 

 

Para llevar a cabo los análisis LDA, el método de exclusión permutada 

de uno a uno (método leave-one-out) se utilizó como procedimiento de 

validación cruzada.  

Los resultados mostraron excelentes resultados de clasificación mediante 

modelos LDA para las distintas categorías seleccionadas: origen (R2= 

0.94 y Q2= 0.73), materia prima (R2= 0.97 y Q2= 0.91), método de 

destilación (R2= 0.92 y Q2= 0.87), barril (R2= 0.95 y Q2= 0.86) y edad 

(R2= 0.94 y Q2= 0.65). En la Figura 15 se muestran las representaciones 

gráficas de los LDA obtenidos para cada una de las clasificaciones 

estudiadas. 
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Los resultados obtenidos demostraron la alta capacidad clasificatoria de 

los modelos desarrollados, con valores obtenidos para R2 entre 0.94 y 

0.97, así como valores entre 0.91 y 0.65 para Q2. Aquellos rones cuya 

información no es aportada en los etiquetados (rones N/A) pudieron ser 

tentativamente clasificados. El parámetro de envejecimiento del ron se 

estudió considerando los rones de menos de 5 años como jóvenes, los de 

entre 5-10 años como medios y los rones de mayor edad como rones 

viejos. 

En cuanto a la materia prima, los resultados de LDA revelaron que los 

rones de los que se carecía de información podrían estar elaborados a 

partir de melaza. Se observó una clara diferenciación entre los rones en 

columnas de acero inoxidable respecto a alambique de cobre. Para las 

clasificaciones acerca del tipo de barril utilizado, la proximidad en el 

gráfico LDA de los barriles de roble sin especificar y roble americano 

podría ser una indicación de que el roble americano es la madera típica 

utilizada cuando los fabricantes no especifican el tipo de barril. En 

relación con la edad LDA permite una buena diferenciación de rones 

jóvenes, medios y viejos (Figura 15).  
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Figura 15. Representación LDA del conjunto de rones basado en a) Origen, b) 

Materia prima, c) Destilación, d) Barril y e) Edad 
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Para la identificación de aquellas variables más discriminantes del 

estudio, el análisis mediante HS-SPME-GC-MS y HS-SPME-Q-

Exactive-GC permitió una asignación tentativa de los analitos en base a 

diferentes factores: comparación mediante librería NIST de alta y baja 

resolución, índice de retención de Kovats (KI) y clasificaciones de 

puntuación HRF (filtrado de alta resolución) aportado por el software.  

De los compuestos tentativamente identificados, seis de ellos fueron 

identificados como etil ésteres (Tabla 15): ácido etil éster hexadecanoico, 

ácido etil éster (E)-9-octadecanoico, ácido etil éster tetradecanoico, ácido 

3-metilbutil éster octadecanoico, ácido etil éster decanoico y ácido etil 

éster octanoico. Éste tipo de componentes son comunes como productos 

de fermentación de bebidas alcohólicas con un papel importante en las 

propiedades organolépticas de las bebidas fermentadas, debido a su 

aroma afrutado.  

Tabla 15. Compuestos tentativamente identificados como más discriminantes en el 

estudio metabolómico de rones mediante HS-SPME-GC-MS y datos obtenidos para 

su identificación 

Compuesto 
Fórmula 

empírica 
m/z 

RT 

(min) 
KIa 

HRFb 

(%) 

Método de 

identificación 

Ácido etil 

éster 

hexadecanoico 

C18H36O2 

185.2 

241.2 

284.3 

213.2 

157.2 

115.1 

88.1 

55.1 

24.10 1993 100.00 KI. Lib. HRF 

Ácido etil 

éster (E)-9-

octadecanoico 

C20H38O2 

180.2 

112.2 

222.3 

264.2 

137.1 

109.1 

25.17 2170 100.00 KI. Lib. HRF 
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Compuesto 
Fórmula 

empírica 
m/z 

RT 

(min) 
KIa 

HRFb 

(%) 

Método de 

identificación 

169.1 

Ácido etil 

éster 

tetradecanoico 

C16H32O2 
88.1 

55.1 
23.05 1789 100.00 KI. Lib. HRF 

Ácido 3-

metilbutil 

éster 

octadecanoico 

C13H26O2 
70.2 

127.2 
20.89 1441 99.83 KI. Lib. HRF 

Ácido etil 

éster 

decanoico 

C12H24O2 

157.1 

115.1 

88.1 

55.1 

20.44 1389 99.50 KI. Lib. HRF 

Ácido etil 

éster 

octanoico 

C10H20O2 

88.1 

127.2 

57.2 

18.17 1194 99.86 KI. Lib. HRF 

Ianona C13H18 

131.1 

159.1 

144.1 

116.1 

91.1 

113.1 

18.4 1211 100.00 KI. Lib. HRF 

1,1-dietoxi-3-

metil 

butanona 

C9H20O2 

103.1 

73.1 

75.1 

9.2 918 99.82 KI. HRF 

Derivado de la 

ianona 
C13H18 159.1 19.5 1295 99.53 HRF 

Desconocido - 130.2 18.2 1197 - - 

Acetato de 

etilo 
C4H8O2 54.7 2.3 611 100.00 KI. Lib. HRF 

Tetrahidro 2-

piran-2-

metanol 

C6H12O2 85.1 11.8 988 100.00 KI. Lib. HRF 

1,1-

dietoximetano 
C5H12O2 103.1 3.3 668 - KI. Lib 

KI; Índice de retención de Kovats 

HRF; Valor de filtrado de alta resolución (High-Resolution Filtering score) 
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Asimismo, se identificaron tentativamente otros componentes como 

acetato de etilo, 1,1-dietoxi-3-metil butanona o 1,1-dietoximetano, con 

menor poder de discriminación. Este tipo de compuestos derivados de la 

fermentación alcohólica tienen una relación estrecha con la preparación 

de los rones, siendo comúnmente relacionados con el sabor y olor de los 

mismos. Tan sólo un analito a un tiempo de retención de 18,2 minutos e 

ion 130,2 m/z no fue identificado debido a la ausencia de candidatos 

estructurales en las librerías disponibles. 

La Tabla 15 muestra los 13 compuestos más discriminantes del estudio 

multivariante junto a sus tiempos de retención, masas detectadas, valor 

de KI, valor HRF (%) y nombre correspondiente para aquellos 

identificados. 

Adicionalmente, se llevó a cabo una monitorización de los ésteres 

etílicos detectados. Para ello, se estudiaron seis rones de marcas 

diferentes y de distintas edades centrándose en la intensidad de las 

señales detectadas para ésteres etílicos tipo C8 a C16. Los resultados 

confirmaron una relación directa entre el envejecimiento del ron y la 

presencia de dichos componentes en ellos, tal como puede observarse en 

la Figura 16. 
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Figura 16. Representación de barras de la suma de etíl ésteres en rones e 

indicaciones de tendencias mediante flechas 

Respecto al estudio mediante LC-MS, para llevar a cabo el 

pretratamiento de los datos previamente obtenidos se usó el software 

Compound Discoverer. A dicho fin, se llevó a cabo la a) selección de 

picos, b) integración de las señales, c) alineamiento de los tiempos de 

retención, d) substracción de blancos y e) exportación a hoja de datos, 

para los siguientes tratamientos multivariantes mediante el software 

SIMCA. En nuestro caso, se seleccionaron un total de 1020 variables. Se 

aplicó la transformación logarítmica a todos los compuestos detectados, 

dando valores en un rango más pequeño sin enmascarar el efecto de 

valores pequeños dentro de los datos. Además, se llevó a cabo un 

escalado tipo Pareto previo a los análisis multivariantes para reducir la 

influencia de los picos intensos y enfatizar los picos menos intensos que 

pudieran tener mayor relevancia metabólica. 

El análisis mediante LC-MS de los rones proporcionó un número 

ampliamente mayor de variables respecto a las obtenidas mediante GC-
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MS. Éste hecho se debió a dos razones principales: la menor selectividad 

de la técnica de extracción de dilute-and-shoot frente a HS-SPME, así 

como al mayor número de compuestos no volátiles presentes en la 

composición del ron. 

El análisis no supervisado de los datos obtenidos se llevó a cabo 

mediante PCA para obtener una visualización general de las relaciones 

entre las muestras del modelo (Figura 17). Se detectaron y eliminaron un 

total de 5 outliers de los análisis multivariantes (Figura 18). Los 

resultados mostraron cómo un total del 82% de varianza fue explicada 

para el modelo propuesto para un total de 11 PCs.  

A continuación, se crearon diferentes modelos PLS-DA para cada uno 

de los grupos de clasificación: origen, envejecimiento, materia prima y 

barril. El método de destilación no fue incluido en el estudio mediante 

LC-MS debido a que los resultados obtenidos no mostraron 

clasificaciones apropiadas, tal y como sí sucedía con el estudio de la 

fracción volátil. 
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Figura 17. Representación tridimensional del PCA obtenido para el conjunto de 

rones mediante LC-MS 

  

Figura 18. Representación gráfica de Hotelling´s T2 (arriba) y DmodX (abajo) junto 

a los outliers detectados (límites de confianza= 95-99%) 

El parámetro de envejecimiento del ron para PLS-DA se estudió 

considerando los rones con una edad igual o inferior a 7 años como rones 
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jóvenes y envejecidos durante más de 7 años, a diferencia del estudio 

mediante GC-MS donde la edad del ron se clasificó como joven, medio 

o viejo. De ésta forma se delimitaron las posibilidades de clasificación 

respecto a la edad, dificultadas por el proceso opcional de mezclado de 

rones de distintas edades con el que cuenta su preparación. Además, se 

trató de mejorar la representatividad del conjunto de muestras añadiendo 

tres rones de distinta marca considerados como blancos y, por ende, no 

añejados previamente en barricas de madera. Aquellos rones con aditivos 

estudiados previamente fueron descartados debido a las grandes 

diferencias que mostraron respecto al resto de rones, siendo el número 

final de muestras analizadas de 30 junto a sus réplicas. 

Como mejora para la validación de los modelos en los análisis 

supervisados se introdujo la división al azar del total de muestras en dos 

conjuntos. El primero de ellos, conjunto de entrenamiento, quedó 

conformado por un 4/5 de las muestras, mientras el 1/5 de las muestras 

restantes se reservaron como conjunto de validación externa (conjunto 

de predicción). De esta forma se llevó a cabo una evaluación de la 

fiabilidad de los resultados de forma externa, obteniendo valores de 

CC% entre 94 -100% para cada modelo propuesto. 

Los resultados obtenidos para los diferentes modelos PLS-DA realizados 

en base a las distintas categorías seleccionadas junto a los valores de R2 

y Q2 se muestran en la Figura 19. Como pudo observarse, el análisis 

supervisado de los rones en base al origen de elaboración, pese a tratarse 

de un modelo intencionadamente sobreajustado en busca de tendencias, 

no aportó ninguna correlación destacable (R2Y= 0.774 y Q2Y= 0.600).  
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Figura 19. Representación PLS-DA basada en LC-MS del conjunto de rones basado en: a) Origen, b) Materia prima, c) Barril y d) Edad 
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Aquellos rones para los cuales se desconocía el uso de melaza o caña de 

azúcar, se clasificaron mayormente dentro del grupo de melaza, 

sugiriendo su uso durante el proceso de fermentación. Los tres rones 

blancos adicionales se diferenciaron del resto de los rones, lo que sugirió 

el uso de materias primas diferentes o alternativas para su preparación. 

Tal como sucedía en el estudio metabolómico mediante GC-MS, las 

diferencias entre el tipo de barril fueron concluyentes. La distribución 

gráfica entre el conjunto de muestras indicó que la madera de roble 

americano parece usarse cuando los fabricantes no especifican el tipo de 

barril utilizado. Además, para la clasificación por edades se observó una 

tendencia lineal en la representación gráfica que depende del 

envejecimiento del ron. Un menor valor de Q2 obtenido para las 

clasificaciones por edad de los rones puede explicarse por las diferencias 

en la legislación sobre el etiquetado, donde la composición de las 

mezclas no es fidedigna a la reflejada en el mismo. 

La obtención de los espectros de masas en los modos de ionización 

positivo y negativo dio lugar a la posibilidad de estudiar la identidad de 

los analitos en ambos modos. A tal fin, se evaluó el error de masa, el 

ajuste isotópico, la evaluación pseudo MS/MS y la coincidencia con 

bases de datos. Cuando se encontraron varios candidatos para un m/z 

dado, la identificación del metabolito se clasificó dando preferencia a los 

que normalmente se encuentran en las bebidas alcohólicas. De nuevo, la 

alta resolución, incrementó la capacidad de identificación de los 

metabolitos con mayor capacidad discriminatoria en cada uno de los 

estudios mediante PLS-DA. El análisis VIP (valor de filtrado >1.5) de 

los distintos modelos supervisados propuestos permitió la selección de 
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10 de ellos. Además, la alta concentración de otros 6 analitos propició su 

selección para ser identificados adicionalmente (Tabla 16). 

Entre los compuestos identificados tentativamente, se encontraron 

diferentes derivados de azúcar como los compuestos más discriminantes. 

Esto se justifica dado que tanto la melaza como el azúcar de caña 

contienen altos valores de sacáridos como sacarosa, glucosa y fructosa, 

los cuales tras el proceso de fermentación y maduración dan lugar a 

dichos derivados. Además, la presencia de furfurales se encuentra 

directamente relacionada con la composición de los rones mediante la 

descomposición de la celulosa de las barricas en el proceso de 

maduración. Los resultados confirmaron un fuerte efecto de diferentes 

productos de azúcar como la fructosilglicina (VIP 2.04) y 1- deoxy-1-

nitro-D-manitol (VIP 1.66) y de furfurales como el 5-

hidroximetilfurfural (VIP 1.79) en las categorías seleccionadas. 

De igual modo, se detectaron otros derivados del azúcar como 1-desoxi-

1-nitro-D-manitol, metil 4,6-didesoxi-4- (3-desoxi-L-glicero-

tetronamida)-2-O-metil-α- D-manopiranosida y la metil-6-desoxi-α-D-

glucopiranosida, con alta capacidad discriminante para la clasificación 

de rones. Compuestos con menor capacidad discriminante, pero 

presentes en alta concentración, como la hexosa y la galactosamina, 

confirmaron la manifiesta importancia de los azúcares en el estudio 

metabolómico de la fase no volátil de los rones. 
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Tabla 16. Compuestos identificados tentativamente como más discriminantes en el conjunto de rones mediante LC-Orbitrap-MS 

RT 

(min) 
Nombre Fórmula Aducto 

m/z 

Teórico  

m/z 

Experimental  

Δmasa 

(ppm) 

Fragmento 

MS/MS 
VIP 

9.199 Fructosilglicina C8H15NO7 [M+H]+ 237.08485 237.08483 0.09 
133.04954 

115.02639 
2.04 (Barril) 

9.001 
1-Deoxi-1-nitro-D-

manitol 
C6H13NO7 [M+H]+ 211.06920 211.06938 0.84 - 

1.71 (Edad) 

1.66 

(Materia 

prima) 

10.726 L-Prolina 
C5 H9 N 

O2 

[M+H]+ 

[M+Na]+ 
115.06333 115.06411 6.76 70.06513 

1.83 

(Materia 

prima) 

1.63 (Edad) 

11.797 
Ácido 4-

Guanidinobutanoico 
C5H11N3O2 [M+H]+ 145.08513 145.08532 1.31 - 

1.98 

(Materia 

prima) 

25.311 

5,6-dihidro-1H-

Ciclopenta[c]furan-

1,3(4H)-diona 

C7H8O4 [M+H]+ 156.04225 156.04237 0.73 
115.03897 

129.01824 

1.52 

(Materia 

prima) 

1.50 (Barril) 
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RT 

(min) 
Nombre Fórmula Aducto 

m/z 

Teórico  

m/z 

Experimental  

Δmasa 

(ppm) 

Fragmento 

MS/MS 
VIP 

27.520 
Ácido dietil ester L-

(+)-Tartárico 
C8H14O6 

[M+Na]+ 

[M+H]+ 
206.07904 206.07906 0.09 - 

1.91 

(Materia 

prima) 

35.911 

Metil 4,6-dideoxi-4-

(3-deoxi-L-glicero-

tetronamido)-2-O-

metil-α-D-

manopiranosida 

C12H23NO7 [M+H]+ 293.14746 293.14752 0.21 
133.04954 

115.03897 

1.58 

(Materia 

prima) 

9.200 
Ácido-(-)-Treo-

isodihomocitrico 
C8H12O7 

[M+Na]+ 

[M+H]+ 

[M+NH4]+ 

220.05830 220.05817 0.61 157.04954 1.57 (Barril) 

16.473 
Metil 6-deoxi-alfa-D-

glucopiranosida 
C7H14O5 [M+NH4]+ 178.08412 178.08435 1.30 73.02841 1.51 (Barril) 

23.077 Hidroximetilfurfural C6H6O3 

[M+Na]+ 

[M+H]+ 

[M+NH4]+ 

126.03169 126.03201 2.51 
81.03349 

109.02841 

1.98 (Edad) 

1.79 (Barril) 

9.718 Hexosa C6H12O6 [M+NH4]+ 180.06338 180.06277 3.43 
85.02933 

145.04954 
<1.5 

9.770 Galactosamina C6H13NO5 [M+H]+ 179.07938 179.07947 0.52 
127.03897 

145.04954 
<1.5 
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RT 

(min) 
Nombre Fórmula Aducto 

m/z 

Teórico  

m/z 

Experimental  

Δmasa 

(ppm) 

Fragmento 

MS/MS 
VIP 

9.846 Ácido D-Gluconico C6H12O7 [M-H]- 196.05830 196.05719 4.68 89.02442 <1.5 

30.065 Acetato-(+)-Mentol C12H22O2 [M-H]- 198.16199 198.16125 3.70 197.15361 <1.5 

30.066 Homovanillil alcohol C9H12O3 [M+H]+ 168.07864 168.07875 0.65 
109.06479 

154.06245 
<1.5 

30.197 

Ácido 5-[(4-

Metoxifenoxi)metil]-

2-furoico 

C13H12O5 [M+H]+ 248.06847 248.06868 0.86 
81.03349 

109.02841 
<1.5 
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Asimismo, se identificaron tentativamente otros analitos directamente 

relacionados con las bebidas alcohólicas como agentes potenciadores de 

sabor: derivados de la vanillina, como el alcohol homovanillil, o del 

mentol, como el mentol acetato. La Tabla 16 muestra los 16 compuestos 

más discriminantes del estudio multivariante junto a sus tiempos de 

retención, fórmula, aductos detectados, peso teórico y experimental, 

error de masa, fragmentos detectados y valor de VIP asignado. 

 

4.2.6 Fusión y comparación de datos multi-técnica 

El conjunto de rones fue también analizado mediante NMR y como 

último paso se fusionaron los resultados obtenidos con los tres conjuntos 

de datos (GC-MS, LC-MS y NMR). Los datos espectrales obtenidos 

mediante NMR de 600 MHz fueron pretratados a través de la 

herramienta NMRProcFlow previo a su tratamiento multivariante. Para 

ello, se llevó a cabo el alineamiento de las señales respecto al estándar 

interno de referencia (TMSP, 0.00 ppm), supresión de las regiones 

correspondientes a las resonancias del etanol (1.17 y 3.65 ppm) y agua 

(4.76 ppm), así como la segmentación en porciones de 0.1 ppm. De ésta 

forma, se obtuvieron un total de 100 segmentos espectrales para cada una 

de las muestras de ron analizadas. 

Como software para la aplicación de herramientas estadísticas se utilizó 

SIMCA. El procesado aplicado a los datos fue: transformación 

matemática logarítmica y escalado tipo Pareto previo a los análisis 

multivariantes. De igual forma, se realizó una evaluación de la fiabilidad 

de los resultados de forma externa, obteniendo valores de CC% de 100% 

para cada modelo propuesto. Debido a la cualidad que presentan las 
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adquisiciones mediante NMR, donde distintos grupos de resonancias 

pueden pertenecer a un componente individual, la evaluación inicial de 

la varianza de los resultados mediante análisis no supervisado fue 

fundamental. 

En primer lugar, se compararon los resultados con dos modos de 

adquisición diferentes: 1H-NMR acoplada y desacoplada con 13C. A tal 

fin, se evaluó el rendimiento de clasificación de los modelos PLS-DA a 

través de los valores de R2X, R2Y y Q2Y obtenidos. Aunque se 

obtuvieron buenos resultados para los modelos 1H {13C} - NMR, se 

obtuvieron mejores resultados para los modelos 1H-NMR, tal como 

puede observarse en la Tabla 17. Estos resultados pueden explicarse en 

términos de degradación de la resolución espectral de las señales 

observadas de 1H-NMR debido a las supresiones, que pueden dar lugar 

a pérdidas de información discriminante crucial en dichas regiones. 

Tabla 17. Comparación de los resultados de PLS-DA obtenidos para los distintos 

tipos de adquisición mediante NMR 

Adquisición 1H-NMR 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.934 0.927 0.870 0.747 

Q2Y 0.824 0.851 0.803 0.669 

NSC 6 7 5 7 

Adquisición 1H{13C}-NMR 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.911 0.920 0.835 0.690 

Q2Y 0.774 0.872 0.794 0.639 

NSC 6 6 5 7 

 

Los resultados preliminares obtenidos mediante 1H-NMR 

unidimensional permitieron obtener una huella dactilar que corroboró la 

alta variabilidad de los rones, tal como sucedía mediante las técnicas 
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anteriores y quedó patente en el PCA (R2= 89%) que se muestra en la 

Figura 20. Pese a que dicho modelo no supervisado no contó con 

información previa de las agrupaciones de las muestras del análisis, tras 

una inspección visual pudo deducirse una clara tendencia en términos de 

edad. 

Tras un planteamiento de 4/5 de las muestras como conjunto de 

entrenamiento y 1/5 conjunto de predicción para una validación externa, 

se llevó a cabo el análisis multivariante supervisado de los resultados 

obtenidos. La Figura 21 muestra los modelos PLS-DA obtenidos 

mediante adquisición 1H-NMR para el conjunto de rones basado en a) 

edad, b) barril, c) destilación y e) materia prima. Tal como sucediera en 

el análisis metabolómico mediante LC-MS, el análisis supervisado de los 

rones en base al origen de elaboración no mostró resultados firmes. 

Los resultados obtenidos aportaron información acerca de las 

condiciones de preparación para aquellas muestras donde no se obtuvo 

información en el etiquetado: uso de barricas de roble americano para el 

envejecimiento y una mayor proximidad a los grupos de melazas así 

como también el uso de destilaciones mediante acero inoxidable. Estos 

dos últimos parámetros mostraron una mayor diferenciación en las 

representaciones bidimensionales (Figura 21) respecto a los demás 

grupos, sugiriendo así ciertas diferencias de preparación respecto a los 

métodos convencionales. Finalmente, la clasificación por edad, tal como 

pudo verse en el análisis no supervisado previo, mostró una separación 

clara en términos de rones jóvenes y viejos. 
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Figura 20. Representación del PCA obtenido del análisis del conjunto de rones mediante NMR 
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Figura 21. Representación PLS-DA basada en 1H-NMR del conjunto de rones basado en: a) Edad, b) Barril, c) Destilación y d) Materia prima
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A continuación, con la información conjunta de las técnicas de NMR, 

GC-MS y LC-MS, se procedió a la fusión de datos. Tanto en la fusión de 

nivel bajo como medio, se trabajó la combinación de bloques de datos 

para obtener luego un modelo con una interpretación conjunta mejorada. 

A tal fin, la fusión de nivel bajo se realizó mediante la fusión de los datos 

“crudos”, generando un bloque de datos global que incluyó la 

información sin tratamiento previo obtenida por las tres técnicas. Para la 

fusión de nivel medio, se trabajó con las variables resultantes, en éste 

caso las más discriminantes (mediante análisis VIP), de la reducción de 

dimensionalidad de los bloques de datos individuales ya tratados, 

fusionándose e interpretándose luego conjuntamente. 

El nivel bajo de fusión de datos demostró ser la aproximación más 

apropiada para la clasificación de los rones, tal como puede observarse 

en la Tabla 18. En ella, se muestran los resultados obtenidos 

individualmente para cada una de las distintas técnicas, así como en la 

fusión baja y media aplicada. El conjunto total de datos de todas y cada 

una de las técnicas contó con 100 variables para NMR, 232 variables 

para GC-MS y 1020 variables para LC. 

Para el caso de la fusión de datos de nivel medio, la selección de variables 

se basó en análisis VIP con filtros de discriminación de VIP>1.5 para 

LC-MS y VIP>1.0 para GC-MS y 1H-NMR. El valor VIP mayor para 

LC-MS fue debido al mayor número de variables obtenidas en la 

adquisición, consiguiendo de ésta forma un volumen razonable de datos 

multi-técnica. Finalmente, la fusión de datos de bajo nivel demostró 

proporcionar los mejores resultados en comparación con las técnicas 

individuales, consiguiendo el 100% de muestras clasificadas 

correctamente para todas las categorías estudiadas. 
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Tabla 18. Valores de validación obtenidos por PLS-DA  para el análisis 

metabolómico de las distintas técnicas individualmente y mediante fusión de datos de 

nivel bajo y medio 

1H-NMR 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.934 0.927 0.870 0.747 

Q2Y 0.824 0.851 0.803 0.669 

NSC 6 7 5 7 

GC-MS 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.916 0.971 0.957 0.939 

Q2Y 0.712 0.843 0.739 0.747 

NSC 5 8 10 7 

LC-MS 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.928 0.977 0.977 0.975 

Q2Y 0.765 0.918 0.922 0.910 

NSC 3 6 6 6 

FUSIÓN DE DATOS DE NIVEL BAJO 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.987 0.987 0.986 0.973 

Q2Y 0.912 0.938 0.952 0.917 

NSC 5 6 7 6 

FUSIÓN DE DATOS DE NIVEL MEDIO 

Parámetro Edad Materia prima Barril Método de destilación 

R2Y 0.882 0.902 0.897 0.888 

Q2Y 0.779 0.822 0.850 0.814 

NSC 3 4 4 4 

Variables 50 27 38 43 

 

Tal como puede observarse en la Figura 22, los resultados obtenidos para 

los modelos PLS-DA mediante fusión de datos de nivel bajo dieron lugar 

a las clasificaciones más claras mediante representaciones 

bidimensionales. Los resultados descritos previamente acerca del uso de 
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barricas de roble, melazas y destilación en alambiques de acero 

inoxidable fueron confirmados para aquellos rones cuya información 

inicial no era completa. Además, en la clasificación mediante PLS-DA 

en base a la edad de los rones se puede encontrar indicios de una posible 

región correspondiente a rones de mediana edad (7-8 años). 

 

4.3 Aplicación de la qNMR a la determinación de 

compuestos tóxicos 

4.3.1 Determinación de ácido bórico en biocidas comerciales 

La qNMR (11B-NMR) ha sido aplicada a la determinación de ácido 

bórico (Figura 7) en formulados de biocidas que contienen esta sustancia 

como procedimiento de control de calidad de producto. Los análisis de 

NMR se realizaron en un espectrómetro de 300 MHz equipado con una 

sonda BBFOPLUS (1H, BB-19F, SmartProbe). Los espectros obtenidos 

fueron ajustados a desplazamientos de 0.00 ppm usando BF3OEt2 como 

patrón estándar de referencia. Las condiciones de detección optimizadas 

se encuentran resumidas en la Tabla 19. 
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Figura 22. Representación PLS-DA basada en fusión de datos de nivel bajo del conjunto de rones basado en: a) Edad, b) Barril, c) Destilación 

y d) Materia prima
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Tabla 19. Parámetros y condiciones para la determinación de ácido bórico mediante 

NMR 

Condiciones de adquisición de NMR 

Núcleo observado Boro 

Tubos Cuarzo (5mm) 

Tª de adquisición 20 ºC 

Desplazamiento 

químico 

19.4 ppm 

Ventana 199.7 ppm 

Frecuencia de 

adquisición 

96.3 Hz 

Ángulo de pulso 90º 

Disolvente  D2O 

Resolución espectral 1.565 Hz 

Estándar interno BF3OEt2 

Tiempo de relajación 0.1 segundos 

Tiempo de 

adquisición 

0.6 segundos 

Nº de scans 64 

 

Uno de los principales problemas para la adquisición del núcleo de boro-

11 mediante NMR fue la presencia del mismo en tubos de adquisición 

fabricados con borosilicatos. Éste hecho da lugar a la presencia de 

señales interferentes en torno a δB= -6.4 ppm. Para evitarlo, se usaron 

tubos cuya composición mayoritaria era el cuarzo (contienen menos del 

0.1% de boro). 

Se optimizaron distintos parámetros de adquisición mediante el análisis 

de muestras de agua fortificadas con ácido bórico, como el número de 

scans, el tiempo de adquisición y el tiempo de relajación. Tal como se 

puede observar en la Figura 23, la correlación lineal encontrada dentro 
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del número de escaneos demostró que la reproducibilidad y precisión 

obtenida fue óptima para el estudio.  

 

Figura 23. Influencia de: a) Número de scans en la señal absoluta, b) Número de 

scans en la relación S/N, c)Tiempo de adquisición y d)Tiempo de relajación en la 

señal absoluta 

 

Por otro lado, el rango de trabajo del método de análisis propuesto fue 

evaluado con concentraciones entre 0.05% y 4.10% (el máximo valor de 

solubilidad de ácido bórico en agua), obteniéndose una linealidad de R2= 

0.9996. La Figura 24 muestra los resultados de linealidad obtenidos en 

la recta de calibrado. 
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Figura 24. a)Linealidad obtenida para el ácido bórico en agua y b)Espectros de 11B-

NMR a lo largo del rango de trabajo 

El método fue validado mediante establecimiento de distintos 

parámetros como el LOD, LOQ, recuperación, precisión intradía, 

precisión interdía e incertidumbre a distintos niveles de concentración 

(0.5 % p/p, 1.5 % p/p y 4.0% p/p). La Tabla 20 muestra resumidos los 

valores obtenidos. 
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Tabla 20. Parámetros de validación obtenidos para el método de 11B-NMR propuesto. 

Parámetro 0.5% (p/p) 1.5% (p/p) 4.0% (p/p) 

Recuperación (%) 106.2 93.6 101.0 

Precisión intradía (n=5) 

(%) 
0.9 1.2 0.7 

Precisión interdía (n=5) 

(%) 
2.0 1.5 1 

Incertidumbre (%) 4.4 3.9 3.7 

LOD (%) 0.02 

LOQ (%) 0.04 

Linealidad R2= 0.999 

 

Finalmente, se analizaron un total de 5 muestras de formulados 

comerciales de biocidas en pastillas que contenían ácido bórico para 

control de aguas de piscinas y embalses agrícolas. La preparación de las 

muestras consistió en la adición de 150 mg de las mismas en 1 mL de 

D2O, seguido de agitación durante 10 minutos, centrifugación durante 

otros diez minutos adicionales, y análisis de 0.5 mL del sobrenadante 

resultante.  

Las concentraciones encontradas variaron significativamente entre los 

diferentes tipos de productos investigados, obteniendo concentraciones 

desde <LOQ al 10% (p/p). Los valores de concentración obtenidos se 

compararon con los de la técnica de ICP-MS como método externo de 

referencia, encontrando diferencias siempre menores que el 6% respecto 

a los obtenidos mediante 11B-NMR.  

 

4.3.2 Determinación de ácido etidrónico en aguas de lavado 

de vegetales 
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Asimismo se ha empleado la qNMR para la cuantificación de HEDP 

(Figura 8), aditivo antioxidante adicionado a aguas para el lavado de 

frutas y hortalizas. Con el objetivo de desarrollar el método analítico, se 

optimizaron diversos parámetros de adquisición mediante 31P-qNMR. 

Las condiciones de detección optimizadas para el método de adquisición 

de HEDP en agua mediante NMR se encuentran resumidas en la Tabla 

21.  

Tabla 21. Parámetros y condiciones para la determinación de ácido etidrónico 

mediante NMR 

Condiciones de adquisición de NMR 

Núcleo observado Fósforo 

Tubos Borosilicato (5mm) 

Tª de adquisición 20 ºC 

Desplazamiento 

químico 

20.1 ppm 

Ventana 395.7 ppm 

Frecuencia de 

adquisición 

121.5 Hz 

Ángulo de pulso 90º 

Disolvente  D2O 

Resolución espectral 1.467 Hz 

Estándar interno Na2HPO4 

Tiempo de relajación 0.05 segundos 

Tiempo de 

adquisición 

0.68 segundos 

Nº de scans 116 

 

Inicialmente, se trató de desarrollar una estrategia de cuantificación 

basada en la calibración interna, haciendo uso de un IS del núcleo 

observado (Na2HPO4, δP 3.1 ppm). Se llevó a cabo un análisis de los 

tiempos de relajación necesarios para asegurar una óptima relajación de 

los núcleos de fósforo-31 tanto del HEDP como del IS. Como puede 
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observarse en la Figura 25, se requería un mínimo D1 = 10 s para HEDP 

y un mínimo de D1=60 s para el IS, obteniendo así una relajación óptima. 

Debido a los resultados obtenidos y a la ausencia de patrones primarios 

con tiempos de relajación menores, se optó por llevar a cabo el desarrollo 

del método en base a una calibración externa, al igual que sucedió en el 

estudio del ácido bórico.  

 

Figura 25. Determinación del tiempo de relajación óptimo mediante las señales de 

fósforo-31 del ácido etidrónico y del IS 

Se optimizó un valor óptimo entre el número de scans y la intensidad de 

la señal obtenida. La Figura 26Figura 26 muestra cómo se obtiene una 

adecuada linealidad a medida que se aumenta el número de adquisiciones 

para una muestra de agua fortificada al 0.02% con HEDP. 
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Figura 26. Influencia del número de scans sobre la integral absoluta del ácido 

etidrónico 

 

El método propuesto fue validado mediante el estudio de su selectividad, 

rango de trabajo, precisión, LOQ, estabilidad, veracidad e incertidumbre. 

Los parámetros de validación obtenidos para el método desarrollado de 

análisis de ácido etidrónico mediante 31P-qNMR se encuentran 

resumidos en la Tabla 22.  

Tabla 22. Parámetros de validación obtenidos para el método de 31P-NMR 

propuesto. 

Parámetro 0.01% (p/p) 0.02% (p/p) 0.05% (p/p) 

Recuperación (%) 99.9 - 96.7 

Precisión intradía (n=5) 

(%) 
1.58 0.99 0.88 

Precisión interdía (n=5) 

(%) 
4.30 2.22 1.19 

Incertidumbre (%) 8.9 - 3.7 

LOQ (%) 0.01 (116 scans) – 0.003 (4745 scans) 

Linealidad R2= 0.997 
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El método desarrollado fue aplicado a 10 muestras reales de aguas 

previamente utilizadas en industrias para el lavado de vegetales. Se 

detectó HEDP en dos de las muestras estudiadas a una concentración de 

0.027% y 0.008%, respectivamente. El método analítico propuesto 

presentó una clara ventaja en relación otros métodos utilizados en 

términos de simplicidad, velocidad y sensibilidad. 
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5 CAPÍTULO QUINTO. CONCLUSIONES 

En la presente Tesis se ha hecho uso de recursos analíticos para el 

desarrollo de nuevas estrategias para afrontar retos comunes en el ámbito 

de la seguridad agroalimentaria. A tal fin se han desarrollado estudios 

metabolómicos para la compresión y clasificación de ron mediante GC-

MS, LC-MS y NMR. Por otro lado, se han desarrollado, validado y 

aplicado métodos analíticos basados en qNMR para la determinación de 

ácido bórico y ácido etidrónico en biocidas comerciales y aguas de 

lavado de vegetales, respectivamente.  

En base a los resultados obtenidos en los estudios experimentales 

llevados a cabo, se destacan las siguientes conclusiones:  

 Los resultados obtenidos mediante análisis fingerprinting de 

compuestos volátiles/semivolátiles, no volátiles y mayoritarios a 

través de GC-MS, LC-MS y NMR han demostrado un excelente 

comportamiento en las distintas categorías seleccionadas, 

asegurando resultados fiables y validados: R2Y > 0.90 y Q2Y > 

0.70 en todos los casos para la clasificación de materias primas, 

tipo de barril y método de destilación. Aquellos rones cuya 

información inicial no era completa han sido asociados al uso de 

barricas de roble, melazas y destilación en alambiques de acero 

inoxidable. Además, se han determinado un total de 29 

compuestos como los más discriminantes para las clasificaciones 

propuestas, destacando entre ellos los ácidos de ésteres etílicos, 

derivados azucarados y furfurales. La simpleza de los protocolos 

de tratamiento de muestra (HS-SPME, dilute and shoot y 
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disolución en disolventes deuterados) han supuesto una 

reducción de tiempo y costes importante, minimizando además 

errores humanos y contaminaciones. 

 La fusión de datos multi-técnica (GC-MS, LC-MS y NMR), 

realizada por primera vez con las técnicas descritas en bebidas, 

ha dado lugar a resultados de clasificación significativamente 

mejores que con las técnicas individuales. De ésta forma se han 

obtenido R2Y superiores a 0,97 para las categorías propuestas y 

se obtuvo con éxito un valor de clasificación del 100% de CC% 

para todas las muestras analizadas. La estrategia de fusión de 

datos de bajo nivel ha aportado los mejores resultados, indicando 

que la pérdida de información en las reducciones de 

dimensionalidad puede empeorar los resultados de un modelo. 

 Los dos métodos desarrollados y validados para la determinación 

de analitos con núcleos magnéticamente activos de boro y fósforo 

mediante la aplicación de la técnica de qNMR han sido aplicados 

con excelentes resultados al análisis de muestras. En concreto, la 

cuantificación mediante 11B-NMR supone un modo de trabajo sin 

precedentes en compuestos borados a través de qNMR. Las 

validaciones realizadas (selectividad, rango de trabajo, precisión 

interdía e intradía, LOQ, recuperación e incertidumbre) han 

demostrado la total aptitud de la técnica como alternativa a 

métodos más tediosos ampliamente extendidos hoy en día. 
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7 CAPÍTULO SÉPTIMO. OTRAS APORTACIONES 

CIENTÍFICAS 

Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, he llevado a cabo las 

siguientes aportaciones científicas, no incluidas en la misma: 

 

Actividades de I+D+i 

 MSCA-NIGHT- European Researchers' Night. Comisión 

Europea en la convocatoria Marie Sklodowska-Curie Actions. 

FUNDACION ANDALUZA PARA LA DIVULGACION DE 

LA INNOVACION Y EL CONOCIMIENTO. Participante 

colaborador de la actividad "La Química de los Alimentos" 

organizada para la Noche Europea .de los Investigadores 2018. 

Almería, Andalucía, España. 17/10/2018. 

 

 MSCA-NIGHT- European Researchers' Night. Comisión 

Europea en la convocatoria Marie Sklodowska-Curie Actions. 

FUNDACION ANDALUZA PARA LA DIVULGACION DE 

LA INNOVACION Y EL CONOCIMIENTO. Participante 

colaborador de la actividad "La Química de los Alimentos" 

organizada para la Noche Europea .de los Investigadores 2017. 

Almería, Andalucía, España. 17/10/2017. 

 

 MSCA-NIGHT- European Researchers' Night. Comisión 

Europea en la convocatoria Marie Sklodowska-Curie Actions. 
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(GRASEQA). Almería, Andalucía, España. 30/06/2016-

01/07/2016. Participación en el Comité Organizador 

 

Congresos nacionales e internacionales 

 1H-NMR Y FUSIÓN DE DATOS COMO HERRAMIENTA 

METABOLÓMICA PARA LA CLASIFICACIÓN DE RONES 

DORADOS MEDIANTE ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

MULTIVARIANTES. Belmonte Sánchez, José Raúl; Arrebola, 

Javier; Romero-González, Roberto; Martínez Vidal, José Luis; 

Garrido Frenich, Antonia. 2º CONGRESO de JÓVENES 

INVESTIGADORES en CIENCIAS AGROALIMENTARIAS 

UNIVERSIDAD DE ALMERÍA. Universidad de Almería. 

Almería. España. 17/10/19. 
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MICROEXTRACIÓN EN FASE SÓLIDA DE ESPACIO EN 

CABEZA ACOLADA A GC-MS. Belmonte Sánchez, José Raúl; 

Arrebola, Javier; Romero-González, Roberto; Martínez Vidal, 

José Luis; Garrido Frenich, Antonia. 1er CONGRESO de 
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Universidad de Almería. Almería. España. 20/12/18. 

 

 RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR CUANTITATIVA 

DE FÓSFORO COMO HERRAMIENTA ANALÍTICA PARA 

LA DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ETIDRÓNICO EN 

AGUAS DE LAVADO DE ALIMENTOS. J. R. Belmonte-

Sánchez, R. Romero-González, F. J. Arrebola-Liébanas, J.L. 

Martínez-Vidal, A. Garrido Frenich. XVI REUNION DEL 

GRUPO REGIONAL ANDALUZ DE LA SOCIEDAD 

ESPAÑOLA DE QUÍMICAANALÍTICA (GRASEQA 2018). 

Palacio de los Congresos de Granada. Granada. España. 

04/10/18-05/10/18. 
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