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CARACTERIZACION DEL TEQUILA POR CROMATOGRAFIA DE GASES

RESUMEN

En los ultimos afios se han incrementado notablemente los niveles de
produccion y exportacién de Tequila en México. Este producto esta protegido
bajo una denominacién de origen y una norma oficial, sin embargo, dicha norma
no cuenta con especificaciones suficientes tanto para establecer diferencias de
composicién entre un Tequila y otras bebidas alcohdlicas, como entre los
distintos tipos y categorias de Tequilas que la misma norma define.

El presente trabajo se realizd con el objetivo de desarrollar una técnica
analitica que permitiera identificar compuestos que por su presencia y/o
concentracién, se pudieran relacionar con el origen del Tequila, es decir
determinaran a partir de que materia prima se elabord.

Se evaluaron distintas técnicas preparativas y se selecciond la
Microextraccién en fase solida, ya que presentd ventajas particularmente en
cuanto a tiempos de analisis, seguridad y volumen de muestra empleado. Una
vez definidas las condiciones de trabajo se realizd un andlisis de muestras de
tequilas que contaban con la garantia de ser de origen 100% agave, con estas
técnicas y dichas muestras se lograron separar por cromatografia de gases
capilar (CGC) mas de 200 compuestos. Dado el extenso material de analisis se
decidio enfocarse solo a la identificacién los compuestos semivolatiles que
tenian la particularidad de estar en mayor concentracién, éstos fueron
identificados tanto por un sistema acoplado de cromatografia de gases con un
detector de espectrometria de masas, como por su tiempo de retencion con
estandares. Finalmente se evaluaron alrededor de 40 tequilas de distintas
marcas y tipos, los resultados fueron analizados por un analisis estadistico
multivariado. Se encontré que el hexadecancato de etilo y el AS-At2-
octadecadienoato de etilo parecen terner relacion con la materia prima con la
que se elaboran los tequilas, y el Gltimo parece disminuir cuando los Tequilas
son sometidos a procesos de reposo y afiejamiento.

Se realizaron otros andlisis paralelos a los mencionados arriba, uno fue la
determinacién de azucares residuales en el tequila, y un estudio sensorial que
permitié definir un vocabulario para describir al tequila.




K

CARACTERIZACION DEL TEQUILA POR CROMATOGRAFIA DE GASES
INTRODUCCION

El Tequila es una bebida alcohdlica destilada, que se obtiene de la
fermentacién y destilacion del jugo de la pifia de una variedad de maguey que
recibe el nombre cientifico de Agave Tequifana Weber, variedad azul"??,

Esta bebida es un producto tipico de nuestro pais, conocido
practicamente en todo el mundo . Desde mayo de 1997 esta protegido a nivel
mundial con una Denominacidn de Origen®s7™,

Independientemente de que el Tequila ya esté a salvo de la competencia
desleal de otros paises, adn existe el riesgo de fraudes debido a que dentro de
la Norma Oficial Mexicana que define a este producto (NOM-006-SCFI-1994) |
no se establecen analisis que permitan determinar una diferencia entre el
Tequila y otras bebidas alcohdlicas, ni diferencias entre los diversos tipos de
Tequila senalados en dicha norma; por ejemplo, no existe la manera de
diferenciar, mediante algun tipo de andlisis fisicoguimico, entre el “Tequila 100%
agave”, que se elabora a partir de agave Tequilana Weber Gnicamente, y el
“Tequila” que se puede elaborar hasta con un 49% de azdcares diferentes a los
provenientes del agave. Es importante sefialar que esta deficiencia no es por
negligencia, sino por falta de conocimiento detallado de la composicion de la
bebida misma.

Curiosamente por publicidad 0 por moda, el consumo de este producto
ha aumentado en dltimos afios tanto en México como en el extranjero. En los
ultimos cinco afios los volimenes de exportacion de Tequila han ido en orden
creciente y se han potenciado en los Ultimos dos®. Para ilustrar con algunas
cifras. en 1997 la produccién de Tequila fue de 82.6 millones de litros frente a
31.3 mitlones de Tequila 100% agave; el volumen exportado de Tequila fue de
58.9 millones de litros (96%) y el de Tequila 100% agave de 2.4 millones de
litros (4%). en total 61.3 millones de litros enviados al extranjero, el equivalente
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a un 53% de la produccién total. La tasa de crecimiento del Teguila en el
periodo comprendido de 1996 a 1997 fue de 7%, pero para el Tequila 100%
agave fue de 46%®'. Esto confirma la tendencia a producir mas Tequila 100%
agave!'” y la necesidad de asugurar su calidad.

Alrededor de la produccién de Tequila se encuentran latentes y en
desarrollo varias lineas de investigacion, como estudios referentes a los
microorganismos participantes en la fermentacion, influencia de la materia
prima, condiciones de procesc y composicion tanto del producto terminado
como del producto en diferentes etapas de su elaboracion?.

Este trabajo se enfoca al desarrollo de una técnica analitica que permita
conocer la composicion del producto con el fin de tener herramientas para
establecer una definicién, no solamente textual sino quimica, de las distintas
categorias y tipos de Tequila, que en un futuro pueda servir como una
herramiénta para detectar y de ser posible evitar fraudes; teniendo asi un mejor
control de este producto, que actualmente representa ingresos importantes para

nuestro pais.

ANTECEDENTES
EL TEQUILA

Historia

El Tequila es un aguardiente que se obtiene de la fermentacion y
destilacién del jugo de la pifia del Agave Tequilana Weber''**. Se sabe que la
palabra Tequila proviene del nombre geografico, tanto del cerro como de la
ciudad det mismo nombre, ubicados en el estado de Jalisco.

LLos datos mas antiguos que registran la existencia de una bebida llamada
Tequila datan de la época prehispanica, aunque hasta la liegada de los
espanoles es cuando se conoce la técnica de destilacion en México y es hasta

-
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1742 donde Don Matias de la Mota y Padilla, en su “Historia de la Conquista del
Reino de la Nueva Galicia”, habla de distintas bebidas elaboradas con
magueyes, entre ellas el pulque y otra denominada "vino mezcal” '?. En 1758,
por orden del corregidor de Nueva Galicia, se le conceden tierras a Jose Antonio
Cuervo en la finca de Villaslada, Jalisco, para la recoleccién del agave y el
procesamiento del Tequila. En 1785 José Maria Guadalupe Cuervo recibid del
rey de Espaiia Carlos IV la primera concesién para cultivar agave azul, en vez
de recolectar el que crecia en el campo, es en ese siglo cuando se inicia la
exportacién de Tequila a Estados Unidos?'?. A principios del siglo XIX inician
su historia varias casas tequileras, algunas de ellas han perdurade (Cuervo,
Herradura, Sauza). En 1887 Lazaro Pérez escribe el primer ensayo téchico
sobre el cultivo del mezcal tequilero y la fabricacion de aguardiente de agave,
donde menciona que este aguardiente se denomina vino-mezcal, vino Tequila o
simplemente Tequila®",

Los vinos de mesa de varios paises asi como otras bebidas estan
protegidos con denominaciones de origen que datan de principios de siglo. La
industria tequilera de Jalisco inicié en 1943 gestiones ante diversas Secretarias
de Estado para obtener la exclusividad del nombre “Tequita". El 16 de agosto de
1944 1a Secretaria de Salubridad y Asistencia {Oficio Nim. 240/1073) expreso
“su conformidad para que el nombre Tequila sea aplicado exclusivamente al
aguardiente potable obtenido por destilacibn de agave que se produce en el
Municipio de Tequiia y otras regiones del Estado de Jalisco” y pidio a la
entonces Secretaria de la Economié Nacional que resolviera el asunto. Sin
embargo, esta dependencia no tuvo base legal para actuar en tal sentido, segun
lo comunicaron 12 afios después (oficio Nom. 26187 del 22 de noviembre de
1956} a la Secretaria General de Gobierno del Estado de Jalisco, aunque
reconociendo que la palabra Tequila correspondia a las llamadas
“designaciones de origen”. En 1965 debido al aumento de la paricipacion del
Tequila en los mercados internacionales, otros paises empezaron a usurpar el
nombre, argumentando que se trataba de una denominacion generica, pues ni
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siquiera México habia protegido el nombre. El 31 de octubre de 1958, México
habia suscrito el tratado internacional conocido con el nombre de Arreglo de
Lisboa, relativo a las denominaciones de origen y a su proteccion internacional,
el cual fue ratificado por la Camara de Senadores el 28 de diciembre de 1962; la
adhesion se depositd el 21 de febrero de 1964 y fue promulgade por el
Presidente de la Republica el 9 de abril de ese afio, adquiriendo el caracter de
ley constitucional. Fue hasta el 30 de diciembre de 1972 cuando se expidié el
decreto que reformo y adiciond la Ley de Propiedad Industrial con el Capitulo X
del Titule Tercero, relativo a las denominacién de origen. Esta disposicion fue
publicada en el Diario Oficial el jueves 4 de enero de 1973. El 27 de abril, de
1973 la Camara Regional de la industria Tequila presentd una solicitud
correspondiente ante el Secretario de Industria y Comercio, para que se emitiera
la Declaratoria General de Proteccion a ta Denominacion de Qrigen Tequila,
esta solicitud fue acordada favorablemente el 22 de noviembre de 1974. Como
resultade de esta declaratoria Estados Unidos de Norteameérica fue el primer
pais en reconocer que el Tequila es un producto distintivo y exclusive de
México que no puede adquirir en ninguna otra parte® > ¥, EI 13 de octubre de
1993 se publicd en el diario oficial de la Federacion la norma oficial Mexicana
NOM-O0B-SCFI-1993 BEBIDAS ALACOHOLICAS-TEQUILA-
ESPECIFICACIONES y entrd en vigor el dia siguiente de su expedicion™' . El
dia 27 de mayo de 1997 la Unidad Europea reconoce la Denominacién de
origen del Tequila®. Finalmente el 3 de diciembre de 1997 se publicé una
version definitiva de 1a norma oficial mexicana NOM-006-SFCI-1994, BEBIDAS
ALCOHOLICAS-TEQUILA-ESPECIFICACIONES. Donde cita que con motivo de
ta Declaracion General de Proteccion a la denominacion de origen "Tequila”, €l
Estado Mexicano se constituyd comeo onico titular de dicha denominacion, en
virtud de corresponder a un producto distintivo de México. Otro punto refiere que
es preciso proporcionar a los sectores econdémicos involucrados en la

produccion y comercializacidn del Tequila, las herramientas necesarias para




controlar la inocuidad y propiedad sobre el producto que elaboran o

comercializan®".

Normatividad y control

A continuacion  se reproduciran algunas de las definiciones,
clasificaciones, especificaciones y métodos de prueba de la NOM-006-SCFI-
1994.

DEFINICIONES Y CLASIFICACION

“Tequila. Bebida alcohdlica regional obtenida por destilacion y rectificacion de
mostos, preparados directa y originalmente del material extraido, dentro de las
instalaciones de la fabrica; derivado de la molienda de las cabezas maduras de
agave, previa o posteriormente hidrolizadas © cocidas, y sometidos a
fermentacion alcohdlica con levaduras, cultivadas o no, siendo susceptible de
ser enriquecido por otros azucares hasta en un proporcion no mayor de 49%, en
la inteligencia de que no estan permitidas las mezclas en frio. El Tequila es un
liguido que, de acuerdo a su tipo, es incoloro o amarillento cuando es madurado

en recipientes de madera de roble o encino, o cuando se abogue sin madurarlo.

Clasificacién. De acuerdo al porcentaje de los azicares provenientes del agave
que se utilicen en la elaboracidn del Tequila, éste se puede clasificar en una de
las categorias siguientes:

¢ Tequila 100% agave o Teguila 100% puro de agave. Es aquel producto que

se obtiene de la destilacion y rectificacién de mostos, preparados directa y
originalmente del material extraido, dentro de las instalaciones de la fabrica,
derivado de la molienda de las cabezas maduras de agave, previa o
posteriormente hidrolizadas o cocidas, y sometidos a fermentacion alcohdlica
con levaduras, cultivadas o no. Para que este producto seé considerado
como “Tequila 100% de agave” o "Tequila 100% puro de agave”, debe ser
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embotellado en la planta de envasado que controle el propio fabricante,
misma que debe estar ubicada dentro de la zona de denominacién de origen.
+ Tequila. Es aquel producto que proviene de la destilacion y rectificacién de
mostos, en cuya formulacién se han adicionado hasta una propdrcién no
mayor del 49% de azlcares distintos a los derivados de la molienda extraidos
dentro de las instalaciones de la fabrica, de las cabezas maduras del agave,
previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas y sometidos a fermentacion
alcohdlica con levaduras, cultivadas o no, en la inteligencia que no estan

permitidas las mezclas en frio.

Tipos. De acuerdo a las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la

destilacion y rectificacion, el Tequila se clasifica en cuatro tipos:

« Tequila blanco. Producto cuya graduacion alcohdlica comercial debe, en su
caso, ajustarse con agua de dilucién.

» Tequila_joven u oro. Producto susceptible de ser abocado, cuya graduacion

alcohdlica comercial debe, en su caso ajustarse con agua de dilucién. El
resultado de las mezclas de Tequila blanco con Tequilas reposados yfo
afiejos se considera como Tequila joven u oro. E! Ahbocado es el
procedimiento para suavizar el sabor del Tequila, mediante la adicion de uno
o mas de los siguientes ingredientes: color caramelo, extracto de roble o
encino natural, glicerina o jarabe a base de azucar. El uso de cualquiera de
estos ingredientes no debe ser mayor del 1% en relacién al peso total que
tiene el Tequila, antes de su envasado, la coloracién que resulte de este
proceso debe ser amarillenta.

» Tequila reposado. Producto susceptible de ser abocado, que se deja por io

menos dos meses en recipientes de madera de roble o encino, cuya
graduacién alcohélica comercial debe, en su caso, ajustarse con agua de
dilucion. En mezclas de diferenles Tequilas reposados, la edad para el
Tequila resultante es el promedio ponderado de las edades y volumenes de

sus componentes.
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» Tequila afiejo. Producto susceptible de ser abocado, que se deja por lo
menos 1 afio en recipientes de madera de roble o encino, cuya graduacion
alcohdlica comercial debe, en su caso, ajustarse con agua de dilucién. En
mezclas de diferentes Tequilas afiejados, la edad para el Tequila resultante

es el promedio ponderado de las edades y volumenes de sus componentes.

ESPECIFICACIONES

De! producto. E! producto objeto de esta NOM debe cumplir con las
especificaciones senaladas en la siguiente tabla. De ser necesario para obtener

ta graduacidn comercial requerida, se debe usar agua potable destilada o

desmineralizada.

ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DEL TEQUILA

Tequila blanco Tequila joven u oro | Tequila reposado Tequila anejo

minimo | maximo | minimo | maxime [ minimo | maximo | minimo | maxime
Porcentaje de
alcohol a 20°C 38.0 55.0 38.0 55.0 38.0 55.0 38.0 55.0
Extracto Seco (gh)

0 0.20 0 0.20 ¢ 0.20 ] 0.20

Valores expresados en mg/100 ml_referidos a alcohol anhidro
Alcoholes
superiores {en 20 400 20 400 20 400 20 400
alcohol amilice)(1)
Metanol(2) 30 300 30 300 30 300 30 300
Aldehidos 0 40 4] 40 0 40 0 40
Esteres 2 270 2 270 2 270 2 270
Furfuraltd) 0 1 4] 1 i} 1 0 1

NOTAS

Nota 1. | Supeditado a un analisis cromatografico, se puede elevar el pardmetro maxime hasta 500mg/100mi.

Nota 2. | E| parametro minimo puede disminuir si el productor de Tequila demuestra a satisfaccion del
organismo de certificacion acreditado, que es viable reducir el contenido de metanol mediante un
proceso distinto.

Nota 3. | Supeditado a! andlisis, via himeda, se puede elevar el parametro maxima hasta 4 mg/100ml.

Fuente: NOM-006-SCFI-1994.
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Del agave. Ei agave que se utilice como materia prima para la elaboracion de
Tequila, debe ser maduro, de la especie Tequilana Weber, variedad azul, y
haber sido cultivado en la region geografica descrita en ta Declaracion.

METODOS DE PRUEBA, RELATIVOS A LA AUTENTICIDAD DEL TEQUILA

Uso de azicares. El productor de Tequila debe demostrar, en todc momento

que el producto no ha sido adulterado en las operaciones unitarias durante su

elaboracion, particularmente a partir de la formulacion de los mostos. La prueba

admisible para tales efectos consiste en un balance materias primas y

materiales que determinen la participacién mayorifaria o total de los aztlicares

procedentes del agave, asi como en el calculo de eficiencias de cada operacion

unitaria y del total de las etapas del proceso de elaboracion. Por tal motivo, el

productor de Tequila debe llevar un registro actualizado de por lo menos, los

documentos siguientes:

a) Facturas de materia prima y de venta de producto terminado,

b) Fichas de entradas y salidas de materia prima y producto terminado; e

c) Inventarios, fichas de entradas y salidas de producto sometido a un proceso
de maduracion.

En ningin momento et productor de Tequila puede elaborar
simultaneamente cualquier otro producto en las instalaciones del productor
autorizado por la dependencia competente, a menos de que cuente con lineas
de produccion claramente diferenciadas a juicio del organismo de certificacion
acreditado y se notifique a ésta dicha circunstancia con la debida anticipacion a
la fecha de inicio de la produccion simultanea de cualquier otro producto distinto
del Tequila.

La comprobacion de lo establecido en esta NOM se realiza a través de
inspeccion permanente por parte del organismo de certificacién de producto
acreditado, independientemente que puede ser corroborado por cualquier

autoridad federal competente o por una unidad de verificacion acreditada.




Este requisito se cumple a través del uso ininterrumpidc de sistemas
aleatorios de inspeccidn previamente aprcbados por la Direccion General de
Normas (DGN), los cuales, en su caso, deben por lo menos incluir una huella
cromatografica que permita identificar el Tequila de cada productor y garantice

la integridad del producto.

Envasado. El envasador de Tequila debe demostrar, en todo momento, que el
producto no ha sido adulterado desde su entrega a granel hasta el envasado
final del mismo.

El producto que ostente la leyenda "Tequila 100% agave” o “Tequila
100% puro de agave” debe ser emboteltado en la planta de envasado del propio
fabricante dentro de la zona de denominacién de origen. En caso de que la
planta no esté ubicada en las instataciones de la fabrica, el traslado a granel del
producto debe ser supervisado por el organismo de certificacién de producto
acre_ditado. o en su caso, por una unidad de verificacion acreditada, a través de
los mecanismos que previamente apruebe la DGN. Se considera que la planta
de envasado es del propio fabricante cuando éste mantiene el control total del
proceso de envasado.

Para demostrar que el Tequila no ha sufrido adulteraciones durante el
proceso de envasado, deben coincidir las comparaciones de areas y posicién de
picos cromatograficos de muestreo, realizados en la planta de envase con los
obtenidos en la fabrica proveedora de Tequila.

La comprobacion en general de cualquier aspecto relacionado de esta

- NOM que se le aplique a la actividad de envasado se realiza a través de la

inspeccion por lote que tales efectos lleva a cabo la unidad de verificacion
acreditada que se contrate para supervisar dicho proceso, independientemente

que puede ser corroborado por cualquier dependencia.”

De las definiciones dadas en las paginas anteriores, con respecto a lo

sefialado en la NOM-006-SCFI-1994, se puede decir lo siguiente:




¢ Existe una clara definicidn de las distintas categorias y tipos de Tequilas
existentes,

+ Ni las especificaciones ni los métodos de prueba establecen alguna forma de
poder diferenciar, a menos que sea administrativamente, dichas categorias y
tipos de Tequila.

Como se menciond en la introduccion las deficiencias de esta Norma
Oficial no se deben a negligencias sino al desconocimiento de este producto,
por lo que es clara la justificacion de realizar investigaciones al respecto que
generen conocimientos, que en un futuro puedan servir de base para establecer
pruebas claras que permitan diferenciar tas categorias y tipos de Tequia y que
por que no, sirvan como base para el estudio de otras bebidas alcohodlicas, ya

que el Tequila no es la Unica bebida de la cual se carece de informacion.
Elaboracion del Tequila

El proceso de elaboracién del Tequila se puede dividir en cuatro etapas
basicas: a
1. Cocimiento del agave. Al corazén del agave se le llama pifia. Una plantacion
bien cuidada de agaves da pifas de 40 a 100 kg, con un promedio de 90
kg"""'®. En la fabrica las pifias se someten a un proceso de coccién que se
puede llevar acabo en hommos de adobe por 48 horas, en hornos de
mamposteria por 24 horas o en autoclaves metalicas por 6 horas!"'*'®_ gl
objetivo principal del cocimiento es realizar la hidrolisis de la inulina para
obtener la mayor cantidad posible de azicares fermentables, aunque por las
condiciones de este proceso también se presentan otras reacciones como la
caramelizacién de azucares'™, que dependiendo del grado que alcance la

_reaccion puede tener efectos indeseables en el producto final”™.

2. Extraccion de azucares (Molienda del agave). Primero €l agave ya cocido,

entra en una maquina desgarradora para ser desfibrado y posteriormente
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pasa por prensas para poder exprimir los jugos del agave; para lograr una
buena extraccion se puede adicionar agua. El jugo obtenido se ajusta
normaimante a 14° Brix con el fin de obtener una buena fermentacién, lo que
da origen al mosto que sera sometido a fermentacion. Si el Tequila no esta
destinado a ser 100% agave en esta etapa es cuando se adicionan al moste
azlcares de otros origen y con base en éstos se hace el ajuste de °Brixt'".
Desafortunadamente no se encontré documentado come se realiza el ajuste

cuando el Tequila sera 100% agave.

. Fermentacidn. La fermentacion dura entre uno y seis dias dependiendo de

condiciones como: cepas de levaduras seleccionadas, desarrollo de un
indeulo previo y la temperatura entre otros™. No es una etapa que.se tenga
muy controlada y que varia de empresa a empresa ya que principaimente no
se cuenta con una cepa o un cultivo estandar para utilizar como inéculo, y se
ha demostrado que la levadura influye de manera imporante en los
compuestos que se obtienen en el producto final, principalmente se ha
observado la influencia sobre el perfil de alcoholes superiores™. La variedad
de indculos que se utlizan es amplia, incluye desde cepas aisladas y
controladas, levadura de panificacién, e incluso hay empresas que utilizan el

pie de cuba que se encuentra en las tinas o tangues de fermentacidn®*''®,

. Destilacion. Tiene como objetivo separar e! contenide alcohdlico v otros

componentes responsables det olor y sabor, de las levaduras muertas,
azlucares no fermentables, minerales, etc. Se realiza en dos etapas, la
primera, conocida como “destrozamiento” o “desflemacion” que consiste en
separar todo el etanol y otros compuestos del resto de substancias que
componen el mosto muerto. Se obtiene un producto llamado “ordinario” que
contiene entre 20 y 30% de etanol vw"*'". Esta etapa se realiza en tiempos
cortos de 1 a 2 horas en alambiques; pocas empresas.lo hacen en una

columna desflemadora. La segunda etapa; llamada “rectificacién”, se realiza
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en alambiques destinados solo para esta etapa, aqui el “ordinario” se destila
preferentemente en forma lenta, en 4 o mas horas, con el fin de obtener
alcohol y otros compuestos, se obtiene con una concentracion final de alcohol
que oscila entre 55 y 76% viv'*'® Posterior a la destilacion se relacionan
operaciones que dependen del tipo de Teguila que se desee obtener, por
gjemplo, si el Tequila es blanco se hace un ajuste con agua de |la graduacién
alcohdlica final para proceder a embotellarlo; peroc si se sometera a un
proceso de reposo o afiejamiento, antes de pasarlo a barricas el contenido

alcohdlico se ajusta a 55% viv.

ESTUDIOS REALIZADOS EN BEBIDAS ALCOHOLICAS

Las bebidas alcohdlicas se pueden clasificar de diferentes maneras, una
de ellas es hacerlo con base en los procesos que se involucran en su
elaboracion; considerando este criterio el Tequila es una bebida fermentada y
destilada, acompanandolo en este grupo se encuentran también el brandy, el
cognac, el armagnac, el vodka, e! whisky, la ginebra y el ron entre otros”™®?", Asi
que por analogia se pueden considerar todas las bebidas como de un mismo
tipo. Algunos autores llaman a este tipo de bebidas “espirituosas” #*.

Ei componente que tienen en comin todas las bebidas alcohdlicas, es el
etanol, este es obtenido mediante fermentacion donde casi siempre predomina
como microorganismo productor la levadura Saccharomyces cereviseae. El
sabor y.el aroma de las bebidas alcohdlicas estd dado en gran parte por este
alcohol, sin embargo, gran variedad de compuestos organicos presentes en
cantidades mucho menores con respecto al etanol son también responsabies
de eslos atributos e intervienen de manera importante en las caracteristicas que
hacen diferentes a las bebidas alcoholicas. Estos compuestos organicos son

‘alcoholes diferentes al etanol, carbonilos, acidos organicos, ésteres y




compuestos azufrades, que en conjunto reciben el nombre de
“congenéricos” %

Algunas bebidas se caracterizan por tener diferentes congenéricos, pero
en realidad lo que hace la distincion entre productos es la proporcion de éstos,
ya que en general se encuentran los mismos en todas las bebidas alcohdlicas,
pero en diferentes cantidades.

£l origen principat de los congenéricos es la cepa de la levadura y otros
microorganismos que se encuentren presentes durante la fermentacion.
También ia materia prima aporta congenéricos, algunos de los cuales
permanecen inalterados durante la fermentacion. Otros factores que intervienen
en la generacién de congenéricos son la temperatura de la fermentacién, la
concentraciébn de oxigeno en el medio, la naturaleza y concentracién de la
fuente de nitrégeno, el tipo y concentracion de azdcares fermentables,
aminoacidos y de algunas vitaminas. Ademas las operaciones posteriores a la
fermentacion alcohdlica también afectan significativamente las concentraciones
y proporciones de los congenéricos. éstas son: fermentaciones secundarias,
destilacion y afejamiento®?.  Se han llegado a identificar congenéricos cuya
presencia y/o concentracion en determinadas bebidas alcohdlicas destiladas las
caracterizan. Los whiskies presentan mayor contenido de lactonas, y algunos
compuestos azufrados que se utilizan para diferenciarlos de otras bebidas, el
vodka tiene mayor concentracion de compuestos voldtiles con nitrégeno, en el
ron los compuestos derivados del naftaleno y los ésteres, especialmente los etil
ésteres derivados de acidos de 8 a 16 carbonos®,

Existen otras sustancias que permiten relacionar a la bebida con su
origen y/o con su tiempo de afejamiento. Los alcoholes de terpenos y los
fenoles se han empleado para diferenciar el origen de los rones y brandies; los
aldehidos en los brandies, dependen de la variedad de la uva y del grado de
afejamiento™. En el whisky se ha relacionado el perfil de alcoholes superiores
y algunos compuestos volatiles con su autenticidad, origen y tiempo de

aﬁejamiento‘”'””'”‘”’-
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A pesar de la informacion que proporcionan todos los estudios
mencionados, no se le ha dado continuidad a las investigaciones y en la
mayoria de los casos no se ha probado su reproducibilidad.

Los métodos cromatograficos se han utilizado con mucha frecuencia vy
sobre todo en los ultimos afios para el analisis de bebidas alcohdlicas, ya que
siempre se ha relacionado fa calidad de éstas con sus caracteristicas
sensoriales, principalmente con el aroma y el sabor. Se han realizado
investigaciones empleando diversos métodos quimicos, pero en Ultimos afos
se ha utilizado mas la Cromatografia de gases y la liquida a alta presién 2% Se
han realizado estudios con sistemas acoplados de Cromatografia de gases con
un detector de masas e incluso también se han sugerido sisteras acoplados de
cromatografia de fluidos supercriticos con detectores de masas®™, aunque no se
encontraron resultados al respecto.

El whisky es la bebida alcohdlica destilada que mas se ha estudiado,
especialmente con el fin de asegurar su calidad y autenticidad®®, Se han
llegado a establecer clasificaciones de whiskies con respecto a su pais de
origen®*3 materia prima empleada durante su elaboracion®***? métodos de
elaboracion®, grado de afejamiento™, adulteraciones®™, etc., dentro de una
misma marca o de un grupe de marcas, en general tienen e! inconveniente de
requerir comparar los resultados con una gran base de datos. Particularmente
en el caso del whisky se han relacionado métodos cromatograficos con
tratamientos estadisticos de analisis multivariado, permitiendo establecer
correlaciones de los resultades de cromatogramas y el origen y autenticidad de
esta bebida®**

La finalidad de los estudios instrumentales se ha diversificado. Si bien el
whisky ha sido la bebida destilada mas estudiada, dentro del universo de las
bebidas alcohdlicas el vino ha sido el mas estudiado. En el vino se han
estudiado técnicas analiticas, at igual que en el whisky, para conocer su perfil de
composicion en general®*'*? |a variedad y tipo de uva con la que se
elaboraron®***% gy procedencia geografica®®*” su proceso de elaboracion y
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afejamiento“®** En otras bebidas fermentadas como la sidra, se han realizado
estudios principalmente para conocer la generacion de congenéricos durante su
elaboracion®®. En la cerveza también se han realizado estudios, pero con
objetivos de caracter biotecnologico, mas que de analisis instrumental, ya que
es una bebida que se tiene mas controlada tanto en su proceso como en los
microorganismos que se utilizan para su elaboracion.

Se han realizado estudios en otras bebidas destiladas ademas del whisky
y cuyos analisis son interesantes considerar, ya que se encuentran en el mismo
grupo que el Tequila. En el ron, los pocos estudios que se han realizado se
refieren principalmente a una revisidn de su composicién en general®*'% y a
los compuestos que se generan durante su afejamiento™. Con respecto al
Cognac, quizas por ser una bebida con Denominacion de origen, sélo se
encontraron estudios de hace dos décadas referentes a su composicion®-*¥. Por
otro lado, a el vodka se e han reatizado investigaciones para determinar tanto la
materia prima con la que fueron elaborados, como su pais de procedencia® *.
En resumen, los estudios que representan mayor importancia para esta
invesligacion, son aquellos donde se ha buscado identificar el origen de la
materia prima que se empled para la fermentacién y como se menciond antes,
éstos se han realizadoe principalmente en whiskies, en vings, y recientemente en
vodka. De manera general al inicioc de toda esta serie de investigaciones se
proponian diferencias entre perfil de alcoholes superiores, ya que por su
concentracion eran los mas faciles de detectar; con el tiempo y el avance en los
equipos de cromatografia y técnicas de extraccion preparativas, se empezd a
plantear la idea de diferenciar por perfiles cromatograficos en general sin
detectar compuestos, una de las propuestas mas recientes es la de las
relaciones de ésteres etilicos para el caso de los vodkas®®.

El Tequila no se ha estudiado lo suficiente y se carece de informacion
tanto de detalles de su proceso como de su composicion; y aunque existen
muchas lineas de investigacidn buscando posibles mejoras, en la materia prima,

la elaboracién y el tratamiento de desechos""*", como se menciond antes, es
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de vital importancia conocer lo que se intenta medir o modificar, es decir previo
a realizar cambios se debe canocer la composicién.

El primer estudio del que se tiene referencia realizado en el Tequila data
de 1969 por Manjarrez A y M Llama, donde analizan 15 Tequilas y 8 mezcales
por cromatografia de gases en columnas empacadas y reportan el perfil volatil
de éstos. Para el Tequila consideran al acetaldehido, formiato de etilo, acetato
de etilo, acetal, metanol, etancl y a tres alcoholes superiores®™. La siguiente
referencia es de 1980 donde Incitti S. y colaboradores mencicnan que el Tequila
posee mayor proporcién de acetato de etilo y alcoholes superiores, pero de
pesos moleculares bajos en comparacion con los que presentan otras bebidas
alcoholicas de este tipo®. Recientemente, en 1996, se publicé un trabajo donde
se realizd un estudio por cromatografia de gases y analisis sensorial,
presentando como resultados el perfil de compuestos de Tequila identificados
por especirometria de masas®”, ademas de que en ningin momento los autores
consideraron si el Tequila era 100% agave o si estaba reposado o afiejado, pero
de cualquier forma ya se cuenta con un patrén de comparacion de los
compuestos que puedan ser detectados.

El primer estudio que se plantea con el fin de buscar la certificacion de
origen de una bebida alcohdlica en México, fue el de determinar et origen de los
alcoholes en los aguardientes de uva y brandies. Existe una norma desde 1985,
que se basa en la determinacién de un tipe de isétopos estables de carbono en
el producto terminado, por espectrometria de masas®®. Es importante aclarar
que este método no se puede aplicar para el Tequila, ya que los isotopos
estables de carbono provenientes de sus posibles materias primas cana de
azlcar y/o agave, san del mismo tipo. En el casc de la certificacion del crigen
del Tequila también se han realizado investigaciones previas. En junio de 1990
los Laboratorios Nacionales de Fomento Industrial (LANFI} en su Direccion de
Quimica y Materiales, presentaron un Informe técnico a la Direccion de
Certificacion de la Calidad de la Direccibn General de Normas, en el que
describen dos técnicas desarrollas que pudieran ser aplicadas para obtener la
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certificacion de origen del Tequila, estas consistian en Perfiles Cromatograficos
y Analisis |sotopico de Deuterio, la primera técnica se abandond por falta de
medios para el analisis estadistico de datos y la segunda aln se encuenira en

desarrollo en el Instituto de Fisica® .

Es importante mencionar el papel que ha tenido la evaluacion sensorial
en el analisis de bebidas alcohodlicas. En primer lugar cabe destacar que aunque
las investigaciones previamente mencionadas han repercutido en el avance del
analisis instrumental y en el conocimiento de la composicion de las bebidas
alcohdlicas, muchas se han realizado con el fin de relacionar dicha composicion
con las caracteristicas sensoriales tan particulares que presentan éstas.

Es bien sabido gque por tradicion cultural, desde el inicio de nueétra era o
tal vez antes, las caracteristicas sensoriales de las bebidas alcohélicas han sido
factores determinantes para marcar su calidad, un ejemplo muy claro es la
famosa “Cata " en vinos o cervezas. Existen esquemas de valoracion sensorial
desde tiempos antiquisimos. Los romanos tenian uno donde aplicaban una
unidad conceptual de color-olor-saber, (color-odor-sapor), Plinio fue el primero
en referirla al vino en el afio 50 de nuestra era. Durante la Edad Media (siglo Xl),
dentro de las reglas de salud de !a escuela de Salerno, la formula color-olor-
sabor (COS) incrementa su importancia y hacia el afio de 1070 a ésta se le
adiciona el examen de nitidez (niton). La tradicidn de evaluar mediante esta
férmula fue conservada por los monasterios medievales. Este esquema es
valido hoy en dia y se le han aftadido las sensaciones de la superficie cutanea
(calor, dolor), las sensaciones tactiles o de movimiento (duro, pegajoso, liso,
aceitoso, aspero) que son transmitidas por el movimiento muscular y que son
registradas también en el momento de oler o gustar®; a todo este grupo de
apreciaciones se le ha dado el nombre de Cata o degustacién de vinos.

En e! campo de estudio de las bebidas alcohodlicas las caracteristicas
sensoriales tienen un papel importante. Se han heche investigaciones
netamente sensoriales para tipificar bebidas alcohédlicas como el vine en algunos

(1]




casos siguiendo dinamicas clasicas de la cata®%% y otras mas formalmente
apegadas a una logistica sensorial®%f %% gn cervezas se ha buscado
también la tipificacion general por métodos sensoriales™, asi como !a
diferenciacion de sabores ale y lager”” . En whisky se han determinado
umbrales de identificacion de algunos congenéricos "? y se han establecido .
diferencias sensoriales entre whiskies hechos de malta y whiskies de mezclas
(73).

Con respecto a relacionar datos instrumentales con sensoriales, se han
determinado sustancias responsables del sabor y olor del whisky via
cromatografia de gases, y se ha correlacionado esta informaciéon con datos
sensoriales, igualmente se han estudiado factores de temperatura que afectan
el sabor en esta bebida™ . En el caso de las cervezas gracias a los analisis
descriptivos y estadisticos se han podido correlacionar analisis fisicos, quimicos
y sensoriales de la cerveza. En base en estas correlaciones se hizo una
clasificacién de esta bebida". La relacién entre analisis fisicoguimicos y
sensoriales en vinos ha sido estudiada desde los afos cincuentas”, estos
estudios se han perfeccionado con nuevas técnicas fisicoquimicas, estadisticas
y con el avance del Analisis Sensorial“®46787288% También se han realizado
este tipo de estudios en bebidas como la sidra®, ron*? e incluso en ef Tequila®”
. pero sin llegar a una correlacion total y clara.

Es importante sefalar que la dificultad principal de relacionar datos
sensoriales con datos instrumentales consiste en el hecho de que, por ejempio
un sabor especifico no necesariamente esta relacionado con un compuesto en
particular, pueden ser varios y en una combinacidbn de proporciones muy
definida, e incluso un compuesto en particular puede generar sabores distintos
dependiendo de la concentracion en la que se encuentre, por ejemplo las

mercaptopiracinas®®,
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CROMATOGRAFIA DE GASES CAPILAR

La cromatografia de gases (CG) es una técnica analitica de separacion
gue se basa en la separacién de compuestos gracias a las interacciones que
presentan entre dos fases, donde una de éstas es la fase movil, que es ungas y
la otra una estacionaria, que es un liquido. En la CG clasica, los componentes
de la fase movil son transportados a través de una columna empacada con un
soporte de particulas sélidas cubiertas con fase estacionaria. La CG de alta
resolucién o capilar (CGC) emplea una columna tubular abierta de silice fundido
con una pelicula de fase estacionaria en la pared interna, el uso de estas
columnas ofrece un aumento significative en la capacidad de separacion en
comparacion con la columnas empacadas convencionales. .

La CGC tradicionalmente ha sido empleada para separar: mezclas
complejas, componentes con caracteristicas fisicoquimicas muy similares y
mezclas que tienen gran nimero de compuestos®. Dadas las caracteristicas de
las bebidas alcohdlicas, la CGC es la mas conveniente para analizaria.

Combinar la CG con la espectrometria de masas (CGEM), es
probablemente la técnica analitica disponible mas completa que existe en el
analisis de alimentos actualmente®. Durante mas de 30 afios ta CGEM ha sido
utilizada; durante este tiempo la capacidad del espectrometro de masas y la
reproducibilidad de datos analiticos ha aumentado inversamente con respecto al
costo de estos sistemas, un sistema moderno de CGME es capaz de analizar
malrices complejas en tiempos cortos®,

Esta técnica estd bien establecida en la ciencia de alimentos y tiene
aplicaciones principalmente en el area de seguridad de alimentos, por ejemplo
analisis de pesticidas y residuos de drogas®’. Otra area donde ha tenido gran
aplicacién ha sido en la separacion e identificacion de compuestos volatiles del
sabor de los alimentos y como ya se menciond esta técnica ha tenido un gran

impacto en el analisis de bebidas alcohdlicas.
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La ventaja de tener la informacién simultanea de un espectro de masas
junto con la separacion de los compuestos es de gran ayuda, ya que es posible
compararlo con el de un estandar y asi se puede tener una identificacion certera
de los compuestos que se estan analizando. Es importante destacar un abuso
que ocurre en uso de sistemas CGEM, actualmente con el avance de la
tecnologia, existen paquetes computacionales que tienen una biblicteca de
espectros de masas y que en ocasiones son utilizados como Unica base para la
identificacion de compuestos en sistemas CGEM, al hacer esto, existe el riesgo
de tener errores en la identificacion; puede ocurrir que no exista el espectro del
compuesto a identificar en la biblioteca, y que el programa lo relacione con otro
que no es, tambien el error puede tener como origen que la comparacion de los
algoritmos den una correlaciébn mas alta con un espectro de un compuesto gue
no es el problema y una correlacién mas baja con el que realmente es.

A pesar de las ventajas que ofrece la CGC y el sistema CGEM, existen
limitantes en el analisis de bebidas alcohdlicas destiladas, la mas importante es
la concentracion en la que se encuentran los congenéricos {ppm ¢ ppb} con
respecto a la cantidad de alcohol y agua que hay en las muestras, por lo que se
tiene que recurrir a alguna técnica preparativa que permita hacer una
concentracion de los compuestos eliminando at agua y al etanol; sin duda esta
limitante es lo que en el inicio de la historia de este tipo de analisis, presentd

mayores problemas.
TECNICAS PREPARATIVAS

Las técnicas de extraccion de aroma en alimentos estan basadas en dos
propiedades diferentes de sus constituyentes volatites: volatilidad y afinidad con
disolventes no polares y polimeros. Las destilaciones y las trampas del espacio
de cabeza, utilizan la volatilidad de los compuestos para remover selectivamente
los compuestos volatiles de la muestra. Las extracciones y adsorciones en

polimeros usan su hidrofobicidad para los mismo propositos.




A continuacion se tratardn en cuatro grupos las técnicas que
habitualmente se utilizan en el area de alimentos para separar y concentrar
compuestos relacionados con el sabor, mas adelante se trataran las cuatro
técnicas empleadas en este trabajo, algunas de ellas ain no se han aplicado

mucho en el area de alimentos.

Destilaciones. Histaricamente la manera mas comin de separar volatiles de
alimentos fue dispersar el alimento en agua, calentar a punto de ebullicion y
colectar el condensado resultante, entonces una segunda separacion era
requerida para remover e! agua de los volatiles. Obviamente el calentamiento
puede provocar que la composicion de compuestos de interés se modifique y se
determine un perfil diferente al que originalmente estaba en la muestra®. Una
alternativa es usar otros métodos que invclucran presiones reducidas y
temperaturas menores. Sin embargo, por las condiciones con las gue se maneja
la muestra, siempre existe el riesgo de que se altere su composicion original o

gue se contamine®,

Extraccion con disoiventes. Si las diferencias de solubilidad entre ta muestra vy
los disolventes son lo suficientemente grandes, los compuestos pueden ser
separados efectivamente. Los disolventes cominmente utilizados son éter,
hexano, pentano e isoctano; el procedimiento se puede realizar en un embudo
de separacion a temperatura ambiente en "batch” o en un proceso continuo.
También, dependiendo de las caracteristicas de los compuestos que se guieran
separar la extraccion se puede hacer a temperatura elevada en un extractor
Scxhlet. En este tipo de extraccion es muy importante cuidar el grado de pureza
de los disolventes empleados ya que pueden ser fuente de contaminacion.

Una de las innovaciones en el drea de extracciones que ofrecen grandes
ventajas es utilizar el disolvente en forma gas, mediante extraccion con fluidos

supercriticos®**,




Extracciones por adsorcion del espacio de cabeza. La adsorcion de compuestos

gque estan en concentraciones muy bajas en el espacio de cabeza de la
muestra, ha sido una técnica de separacién comun en analisis de alimentos.
Esta técnica que a veces es llamada "Analisis dinamico del espacio de cabeza”
o “Método de purga y trampa”, representa un avance en el analisis directo del
vapor en equilibrio que estd sobre la muestra. Este andlisis involucra
comianmente la adsorcion de moléculas arrastradas por un gas inerte en un
polimero organico, que sirve como concentrador de estos compuestos que

posteriormente seran desorbidos en el Cromatégrafo.
Técnicas de extraccion utilizadas en este trabajo:

Extraccion_liquido-liquido (ELL). Tradicionalmente, el andlisis del sabor de
bebidas alcohélicas ha sido realizado por una ELL, con un disolvente de bajo
punto de evaporacién, siguiendo una concentracion y finalmente una inyeccion
a un sistema GCEM. Como ya se menciond, para este tipo de-extraccidn se
sugieren diversos disolventes como éter, hexano, pentano e isoctano, pero se
han utilizado para el andlisis de bebidas alcohdlicas otros como mezclas de
disolventes un azeédtropo pentano:diclormetano (2:1)*%; recientemente se han
utilizado otros como el triclorofluorometoano (freon 11), n-pentano, tricloro-1,2,2-
trifloroetana (freon 113)*%, scbre todo para el analisis de los compuestos mas
volatiles. Para el analisis de volaties y semivolaties se ha probado el

diclorometano obteniéndose buenos resultados en Tequila®” y en vino®”.

Microextraccion liquido-liquide {uLL) Es una técnica de extracciéon donde se
utilizan volomenes pequefios de disolvente contra volimenes grandes de
muestra, con el fin de obtener una concentracidn alta de los compuestos a
determinar. Existe un estudio donde se probd para analizar la fraccion mas

volatil en vinos®,
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Extraccion en fase salida (EFS). Es una alternativa mas comoda, rapida y en
ocasiones mas barata que la extraccién liquido-liquido, ya que se reduce
significativamente el uso de disclventes organicos, durante la fase preparativa.
Las ventajas principales que ofrece la EFS sobre la ELL es la disminucion en el
volumen de uso de disolventes, poder concentrar en volimenes pequenos los
componentes que originalmente se encuentran a nivel de trazas y por
consiguiente poderlos detectar mas facilmente. La EFS se ha utilizado en

analisis de vinos para analizar fracciones semivolatiles®®.

Microextraccién en fase sélida (UEFS). A pesar de las ventajas mencicnadas de
EFS sobre la ELL, en ocasiones es una parte del analisis preparative que
consume bastante tiempo y se mantiene la necesidad de tener distintos- blancos
ya que el uso de disolventes aunque se disminuye, no desaparece’®®. Con el
fin de abatir estos inconvenientes se ha desarrcliado en afios recientes una
nueva técnica de extraccion que se realiza practicamente en un solo paso y
elimina el uso de disolventes completamentet®®*: gl nombre de esta técnica
consiste en una fibra de silica fundida, cubierta con una fase estacionaria, la
cual puede ser de diferentes tipas, dicha fibra se encuentra detenida por un
soporte parecido a una jeringa. La manera de utilizarla es muy simple, la fibra
se sumerge directamente en la muestra que se encuentra dentro de un vial
sellado, se deja ahi un tiempo determinado dependiendc de cuanto tarde en
realizarse el equilibric de adsorcién, también se puede utilizar para adsorber
compuestos volatiles del espacio de cabeza, eliminando el uso del equipo
clasico de purga y trampa y el de analisis dinamico de! espacio de cabeza®”. El
ultimo paso es colocar esta fibra dentro del inyector del equipo de gases a una
termperatura determinada para poder desorber los analitos.

Inicialmente el desarrollo de estas fibras se realizo tigado a la aplicacion
de! analisis de compuestos organicos en aguas ®, pero en referencias de los
GHimos tres afos se reportan aplicaciones dentro del campo de investigacion y
analisis de alimentos, como es el caso del analisis general de sabores®®", en la
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determinacion de cafeina en bebidas“’;”. para e! estudio del desarrollo de
productos de reacciones de Maillard®®, en el andlisis de compuestos volatiles
en quesos y en los Ultimos dos afios también se ha probado para investigar
sobre los sabores que imparte el corcho a los vinos™, también se ha probado
: para la caracterizacion de vodkas®™, en este Ultimo trabajo los autores proponen
una caracterizacion del origen de algunos vodkas con base en su perfit de
esteres etilicos de acidos grasos. Cabe sefalar que de acuerdo la bibliografia
consultada y a experimentos realizados, esta técnica tiene un potencial

importante en el analisis de bebidas alcohdlicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

« Desarroflar un esquema analitico que permita identificar compuestos en el
Tequila, que por su presencia y/o concentracion se puedan relacionar con la
materia empleada en su elaboracion, con el fin de establecer diferencias entre

Tequilas y Tequilas100% agave.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Comparar distintas técnicas preparativas de extraccion para determinar cual
es la mas apropiada para el analisis del Tequila.

s ldentificar instrumentalmente compuestos que por su presencia y/o
concentracidon permitan caracterizar al Tequila.

« Establecer diferencias en la composicion de Tequilas con base en la materia
prima con la gue se elaboraron {Tequilas y Tequilas 100% agave).

 Estudiar el perfil de azdcares residuales en el Tequila y determinar si existe
alguna relacion entre los azlcares presentes y el tipo de materia prima
empleada en la elaboracién de la bebida.

o Desarrollar una metodologia sensorial descriptiva que permita establecer si

existen diferencias senscriales entre Tequilas y Tequilas 100% agave.
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METODOLOGIA
A continuacion se hara una descripcién de toda la metodologia en orden
cronolégico de acuerdo con el diagrama de bloques expuesto en la parte
anterior. En cada una de las pares se mencionara tanto el equipo como los
reactivos que se utilizaron.

SELECCION DE LA TECNICA DE EXTRACCION

Extraccidn liquido-liquido (ELL):

+ Se evalud el uso de diferentes disolventes recomendados por la bibliograﬁa.
estos fueron: diclorometano, tetracloruro de carbono y un azedtropo pentano-
diclorometano (2:1). Todos los disolventes utilizados fueron grado analitico de
la marca Baker.

¢ Se trabajo con diferentes relacicnes de disolvente:muestra.

+ Se observd la influencia de la fuerza idnica utilizando cloruro de sodio grado
analitico (Marca Baker),

+ Finalmente en esta etapa se analiz6 el agotamiento de la muestra mediante
un sistema de extracciones multiples.

+ Todas estas determinaciones se hicieron con un volumen total de 10 mi

(disclvente mas muestra) en un embudo de separacion de 30 ml.

Microextraccion liquido-liquide (uELL);

+ Aqui unicamente se evalud su posible uso para alcanzar los objetivos de este
trabajo determinando la relacién de disolvente:muestra necesarios utilizando
el disolvente elegido en la ELL.

+ Se ftrabajo con un embudo de separacién especial para pELL con una

capacidad de 250 mi.



Exiraccion en fase sélida (EFS):

+ Se utilizé un fase reversa de octadecil {C18), y se probaron en columnas (de
5 ml de capacidad) y discos (45 mm de didmetro), ambos marca Supelco,
para determinar con cual se obtenian mejores resultados. Se trabajé en
ambos casos con diferentes volimenes de muestra.

+ En base a las recomendaciones hechas en la bibiiografia y a los resultados
de los experimentos de las ELL se decidié usar el diclorometano como
disolvente de desplazamiento, también se probo el acetato de etilo y mezclas
de diclorometano:acetato de etilo (1:1), ambos disolventes grado analitico de
la marca Baker.

+ Se trabaj6 en un equipo de extraccion de fase sdlida con capacidad para un
litro marca Supelco.

+ Se estudio al igua! que en la ELL un sistema de extracciones sucesivas para
observar en que momento se conseguia el agotamiento de la muestra.

+ La técnica utilizada para la extraccion fue la siguiente:

« Acondicionar la fase solida con metanol (grado analitico, marca Baker} y
con una solucion de etanol (grado analitico, marca Baker) en agua {grado
cromatografia de liquidos de alta resolucién) al 8%. Se utilizaron 5 ml en el
caso de las columnas y 10 ml en el caso de discos de cada uno.

+ Pasar la muestra diluida (con una concentracién final de etanol del 8 %).

« Eluir con diclorometano, o acetato de etilo o diclorometano:acetato de etilo
(1:1), 5 ml en el caso de la columna y 10 ml para el disco. (Como se
observaron mejores resultados con el disco la columna solo se probd con
e! diclorometano).

s Secar la muestra con sulfato de sodio anhidro (grade analitico marca
Baker).

« Cuando se utilizd disco se evaporé la muestra con nitrogenc gaseoso

hasta 2 ml.
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Microextraccion en fase solida (WEFS):

+ Se determind el tipo de fibra a utilizar, se probaron tres variaciones de la fase
polidimetilsiloxang, 7, 38 y 100 uM {marca Supelco).
+ Se establecid el tiempo necesario de desorcion de la fibra.
+ Se compard el nimero de compuestos extraidos del espacio de cabeza y de
la inmersién de la fibra en la muestra.
+ Realizando la extraccion con la fibra sumergida en la muestra se observd la
influencia de:
» El volumen de la muestra (siempre utilizando un vial con una capacidad de
8 ml).
¢ La concentracion de 1a muestra probando distintas diluciones de la muestra
en agua.
= La influencia de la fuerza ibnica del medic probando distintas
concentraciones de clorurg de sodio
+ Temperatura
s Tiempo de extraccidon

» El agotamiento de la muestra, mediante extracciones sucesivas.

Todos las determinaciones correspondientes a la seleccion de la técnica
de extraccion, se hicieron en el equipo y bajo las condiciones que a continuacion
se enuncian:

Cromatografo 5890A Hewlett Packard con un detector de ionizacién de flama.
Integrador Hewlett Packard 3396 A

Columna capilar SP1000 de 30m x 0.32 mm x 0.25 um,

Flujos: Split 30 ml/min, Purga 4.2 ml/min

En detector: Nitrégeno 30.0 m¥min, Hidrégeno 33.8 mli/min y Aire 315
ml/min.

Volumen de inyeccion 1 pl.

Purga activada al tiempo cero, en caso de la extraccion en fase sélida



Purga activada a 1 minuto, en caso de la microextraccién en fase solida
Temperatura de inyeccién de 200°C
Temperatura del detector a 220 °C

Programa de temperaturas:

Temperatura inicial 60°C Tiempo inicial 2 min
Temperatura final 220°C Tiempo final 30 min
Velocidad de Calentamiento 15°C/min Temperatura maxima

220°C.

La seleccidn de la mejor técnica de extraccion se realizé considerando el
numero de compuestos extraidos en cada una, también se tomé en cuenta cual

utitizaba menor cantidad de tiempo y muestra.

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

Con la técnica elegida, uEFS, y las condiciones determinas, se utifizdé un
Cromatografo de Gases con un detector de Espectrometria de masas acoplado
con las mismas caracteristicas y con condiciones iguales a !as mencionadas

arriba.

¢ Inicialmente se analizo el perfil total de compuestos, pero come se trataba de
un gran numero (mas de 200), se decidi6 identificar s6lo los compuestos que
se enconiraban en mayor concentracién y que eran semivolatiles, ya que
aunque con la técnica de extraccion elegida se eliminaba considerablemente
la relacion de etanol con respecto al resto de los compuestos, éste seguia
siendo aproximadamente el 90% det total de la muestra que se inyectaba y
ademas por las caracteristicas de funcionamiento del sistema CGEM, fue
imposible determinar los compuestos mas volatiles, es decir, los que eluyen

en la proximidad del etanol.




+ Hasla este momento se habia trabajado con las condiciones mencionadas
arriba, pero dadas las caracteristicas de los compuestos buscados se decidié
hacer un cambié de columna a una menos polar para disminuir el tiempo de
analisis y observar si existian compuestos mas pesados. Asi que se
cambiaron las condiciones a las siguientes (la fibra se cambié de 100 ym a 38
umy;

Cromatografo 5890A Hewlett Packard con un detector de ionizacién de flama.,

(Analisis cuantitativo).

Integrador Hewlett Packard 3396 A

Cromatégrafo 5890A Hewlett Packard con un detector de Espectrometria de

masas 5971, (Analisis cualitativo)

Columna capilar DB5 de 30m x 0.25 mm x 0.25 pm.

Flujos: Split 30 mifmin, Purga 4.0 mi/min

En detector. Nitrégeno 31.6 ml/min, Hidrogeno 30.0 mifmin y Aire 400

mi/min.

Purga activada a 1 rﬁinuto. tiempo de desorcion de la fibra 1 minuto.

Temperatura de inyecciéon de 250°C

Temperatura del detector a 300 °C

Programa de temperaturas:

Temperatura inicial 40°C Tiempo inicial 1 min

Temperatura final  300°C Tiempo final 5 min

Velocidad de Calentamiento 15°C/min Temperatura maxima
320°C.

+ Con el sistema CGEM, se identificaron los 12 compuestos principales y se
procedid a compararlos con estdndares. Debido a que no se contaba los
estandares de dichos compuestos (todos ésteres etilicos de acidos grasos),
se sintetizaron éstos, a partir de sus correspondientes acidos grasos (todos
marca SIGMA), mediante la siguiente técnica:

e Pesar en un vial de reacciéon de 1 a 5 mg del acido grasc
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» Adicionar 2 ml de una solucion de acido clorhidrico (grado analitico,
marca Baker) en etanol 0.5 N anhidro y 0.25 ml de benceno {grado
analitico, marca Baker).

* Calentar a reflujo durante 0.5 horas.

+ Enfriar a temperatura ambiente y lavar con 5 ml de agua destilada.

e Extraer con 2 ml de isoctano {(grado analitico, marca Baker).

+ Con base en los espectros de masas generados y a los tiempos de retencion
obtenidos se identificaron 12 ésteres etilicos de acidos grasos en muestras de

Tequilas blancos 100% agave.
ANALISIS DE MUESTRAS COMERCIALES

Como un analisis preliminar, se buscaron los ésteres etilicos de acidos
grasos en algunas muestras de Tequila blanco de distintas categorias y otras
bebidas alcohdlicas destiladas, como rones y aguardientes, se observd que
habia diferencia tanto en la presencia como en la concentracion de los
compuestos buscados.

Se analizé el perfil de ésteres etilicos de acidos grasos en las muestras
que se mencionan adelante, utilizando como estandar interno el nonanoato de
etilo para normalizar las areas y comparar la proporcién de ésteres.

Muestras que garantizaban ser de origen 100% agave:
« 4 Tequilas blancos

+ 2 Tequilas reposados

+ 2 Tequilas afiejos

Muestras comerciales de las cuales no se tenia garantia alguna de origen:

3 Tequitas blancos que declaraban ser 100% agave

4 Tequilas blancos

9 Tequilas reposados que declaraban ser 100% agave

9 Tequilas reposados

4 Tequilas ariejos



4 Tequilas abocados
* 1 aguardiente de caiia

1 ron blanco nacional

1 ron anejo de Jamaica

1 ron afiejo de Puerto Rico

1 brandy nacional

1 "Bacanora de Sonora” (Bebida fabricada a partir de agave silvestre de
Sonora'¥).

ANALISIS DE AZUCARES EN TEQUILAS

Como técnica alterna se diseid una a través de la cual se buscod de
manera cualitativa, glucosa, fructosa y sacarcsa en algunos muestras de
Tequilas blancos y de aguardientes de cafia. (Los azdcares que se utilizaron
como estandares fueron de la marca Sigma.} La técnica utilizada se describe a
continuacion:

Para obtener los sélidos:

¢ Destilacién de un litro de muestra

+ Liofilizacion de la fase acuosa hasta sequedad.

Derivatizacion de los az\icares (técnica tomada de la referencia 97):

+ Pesar de 5 a 30 mg de muestra en un vial de reaccion

¢ Adicionar 500 ul de una solucion al 2.5% de clorhidrato de hidroxilamina en
piridina y agitar.

¢ Calentar a 80°C por 15 minutos y dejar enfriar a temperatura ambiente.

+ Adicionar 450 pl de Hexadimetilsiloxano y 50 ul de &cido triflucroacetico.

*

Calentar a 80°C por 15 minutos y dejar enfriar a temperatira ambiente.

<>

Destapar el vial para evaporar el NH,,

¢ Enfriar a temperatura ambiente y evaporar con Nitrégeno gaseoso.



¢ El derivado que se obtiene es una frimetilsilii oxima del azicar que se
redisueive en 5 ml de isoctano para poder analizar por cromatografia de

gases.

Las condiciones del equipo con las que se trabajo en este analisis fueron las
siguientes:

Cromatografo 5880A Hewlett Packard Series il con un detector de ionizacion
de flama, con un sistema de inyeccion “Dentro de la columna”

Integrador Hewlett Packard 3396 A

Columna capilar SP54 de 10m x 0.25 mm x 0.25 pm.

En detector: Nitrogeno 30.5 ml/min, Hidréogeno 30.0 mlfmin y Aire 310
ml/min.

Volumen de inyeccidn 1 ul.

Temperatura de inyeccion de 40°C

Temperatura del detector a 350 °C

Programa de temperaturas :
Temperatura inicial 40°C Tiempao inicial 0 min
12 Velocidad de Calentamiento 15°C/min
2? Temperatura 150°C Tiempo final 0 min
22 Velocidad de Calentamiento 4°C/min
3% Temperatura final 170°C Tiempo final 0 min
32 Velocidad de Calentamiento 8°C/min
Temperatura final 350°C Tiempo final 10 min

Temperatura maxima 350°C.



ANALISIS SENSORIAL

Definicion del vocabulario

A partir de! vocabulario que ya habian generado 6 jueces sensoriales
descriptivos (entrenados especialmente para evaluar Tequila) se definieron 20
descriptores de sabor para el Tequila considerando el orden en que se percibian
en las muestra. E! vocabulario que los jueces generaron durante el
entrenamiento fue a partir de varias marcas y tipos de Tequila (al 20% para
evitar saturacién). Aunque ei interés de este estudio era solo evaluar Tequilas
blancos donde la diferencia fuera solo el origen de la materia prima (100%
agave 0 mixto), era importante partir de un lenguaje general que tipificara al

Tequila.
Evaluacién de muestras

Después de definir todos los descriptores se realizd |a evaluacion final de

las siguientes muestras:

1 Tequila blanco que garantizaba ser 100% agave

1 Tequila blanco comercial que ostentaba en su etigueta la leyenda 100%

agave

2 Tequilas blancos comerciales

1 ron blanco de crigen nacional

1 aguardiente de cafia blanco

Las muestras se dieron a los jueces diluidas al 20% para evitar
saturacidn. Esta concentracion fue determinada en una investigacidn previa con
el mismo grupo de jueces®™.

Para evaluar las muestras los jueces utilizaron una escala estructurada
de nueve puntos para cada descriptor, como la que se presenta a manera de

ejemplo a continuacién:
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Ligero Moderado Muy intenso
Amargo 12 3 4 5 86 789

Dulce 12 3 4 5 6 7 89

La razon de utilizar una escala estructurada en lugar de una no
estructurada como se recomienda en la metodologia del Andlisis descriptivo
cuantitativo, fue porque los jueces presentaban menor coeficiente de variacion
en sus respuestas, es importante sefalar que esta decision asi como la dilucién
de las muestras, aunque no formaron parte de la presente investigacion si no de
otra que fue el entrenamiento descriptivo®,

Las muestras se presentaron a los jueces debidamente aleatorizadas y
codificadas con numeros de tres digitos, el orden en que las evaluaron fue
diferente para todos. Se evaluaron tres muestras por dia alrededor de la una de

la tarde.



RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion liguido-liquido

Se selecciond como mejor disolvente al diclorometano. Ya que como se
aprecia en la tabla 1, es con el que se extraen mas compuestos. Estos
resultados y los siguientes, estan basados en el nimero de compuestos que
puedieron ser detectados con las condiciones cromatograficas sefialadas en la

metodologia.

Tabla 1. Compuestos extraidos en base al tipo de disolvente

Disolvente Nimero de picos en el cromatograma
Ninguno 14

Tetracloruro de carbono 5

Diclorometano 103

Azedtropo 44
pentano:diclorometano 2:1

Tabla 2. Relacién disolvente-muestra y efecto de la fuerza iénica

Relacidn disclvente:muestra Nimero de picos en el cromatograma
1:3 28
1:5 _ 36
1:10 80
1:10 con 1% de Cloruro de Sodio 103

La relacién de disolvente-muestra seleccionada fue de 1:10. De la misma
manera se observd que se obtenian mejores resultados aumentando la fuerza
ibnica del medio con cloruro de sodio al 1%, como se puede abservar en tabla 2.
Tanto el incremento de volumen de muestra en la relacidn, comao fa influencia de
la fuerza idbnica aumentan la cantidad de compuestos extraidos. Cabe destacar

el efecto que tiene la adicién de electrolitos, al aumentar la fuerza idnica en la
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fase acuosa se favorece el desplazamiento de los compuestos de interés a la
fase organica debido a las propiedades que éstos presentan, ya que como se
menciond en los antecedentes son principalmente alcoholes, carbonilos, acidos

organicos y ésteres entre ofros.

Figura 1. Fraccion no extraida en funcién del niimero
de extracciones sucesivas empleando la técnica de ELL
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Nota: “q” se refiere a la fracciéon de compuesto no extraida. Considerando que g=1 cuando
el compuesto no fue extraido y g=0 cuando fue extraido por completo.

Para evaluar cuantas extracciones eran necesarias para agotar la
muestra, se tomaron como referencia los cinco compuestos que aparecen en
mayor concentracién y se observéd que se requerian aproximadamente &
extracciones, como se puede observar en la figura 1. Los compuestos
considerados en dicha grafica son los que se encuentran en mayor
concentracién y son los Ultimos que se agotan, es decir, cuando éstos ya se
encuentran en concentracicnes muy bajas, los que estan en menor
concentracion ya no se observan o se encuentran en concentraciones tales que
el equipo empleado ya no los detecta, por ejemplo el compuesto marcado como

nimero 5, es de los que estan en menor proporcion dentro del grupo de los
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compuestos que presentan mayores areas. Si se analiza la figura 1 se puede
notar que éste compuesto es extraido en un 90% desde la primera extraccion y
practicamente se agota en la segunda, por lo quese puede concluir que
compuestos de concentraciones mucho mas bajas se agotan desde la primera

extraccidn.
Microextraccidn liquido-liquido

Debido a la solubilidad que el diclorometano presenta en el etanol, resulté
muy dificit manejar la muestra debido a que se formaban emulsiones. Ademas
fue poco eficiente porque se requerfan relaciones de alrededor de 1:10 (10
mililitros de disclvente por 100 mililitros de muestra) para lograr la separacion de
fases y finalmente se obtenian rendimientos semejantes a los de las ELL.

Extraccion en fase sdlida

Al definir el tipo de sistema de extraccion en fase sédlida, discos o

columnas, que se utilizaria, se consideraron las ventajas y desventajas que cada

uno presenta. Las columnas requieren menor cantidad de disolvente para eluir y
no hay que concentrar con nitrégeno, pero es mas tardada la extracciéon por que
el flujo de la muestra es mas lento. La extraccion con disco es mucho mas
rapida ademas de que permite pasar un mayor volumen de muestra en menos
tiempo y por lo tanto tener una concentracién mayor; fas Onicas limitantes que
presenta es el tener que eliminar el exceso de disolvente, y como consecuencia
se pierden los compuestos mas volatiles que el disclvente empleado. La
decision final fue utilizar discos después de tomar en cuenta las siguientes
consideraciones: en los cromatogramas se observd que el grueso de los
compuestos tienen un punto de ebullicion mayor al del disolvente, ademas se
sabe por la bibliografia consultada que los compuesto mas. volatiles no son
exclusivos de alguna bebida alcohdlica si no que pueden estar en todas.
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A pesar de que con el diclorometano como disolvente de extraccidn en la
EFS, se obtenian rendimientos mejores que con la ELL, se detecté que
compuestos polares y pesados no eran completamente eluidos del disco de C18
debido a la diferencia de polaridad de ambos, por tales razones se decidid
emplear un disolvente mas polar como el acetato de etilo y se obtuvieron

mayores rendimientos de extraccion como se ohserva en la figura 2.

Figura2. Relacion de areas de los compuestos mayoritarios eluidos
con Diclorometano y con Acetato Etilo
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Nota: Las relaciones fueron hechas con base en el mismo compuesto; en los dos casos fue el
compuesto que tenia mayor area (tiempo de retencién de 8.705).

Se observd que aunque globalmente se extraian mas compuestos con el
acetato de etilo (alrededor de 50), en el disco se quedaban algunos que solo era
posible eluir con diclorometano. Para realizar una extraccién mas completa se
probé una mezcla de diclorometano:acetato de etilo (1:1). aprovechando que

son miscibles y se obtuvieron mejores resultados. De cualquier forma se
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realizaron extracciones sucesiva para determinar cuantas eran necesarias para
agotar la muestra y se determiné que los compuestos mayoritarios se agotan
después de la segunda extraccién, aunque después de la primera se extraen
alrededor de! 96% {ver figura 3), por to que se concluye que esta técnica es mas
cuantitativa que la ELL ademas de que es posible extraer alrededor de 120

compuestos mas.
Microextracciéon en fase sdlida

Con la fibra de 100 um se observaron tres veces mas compuestos que
con lade 8 pm y con {a de 38pm un nimero intermedio; lo cual es légico por la

capacidad que cada una tiene.

Figura 3. Fraccion no extraida en funcién del nimero
de extracciones sucesivas empleando la técnica de EFS
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Nota: “q” se refiere a 1a fraccién de compuesto no extraida. Considerando que g=1 cuando
el compuesto no fue extraido y q=0 cuando fue extraido por completo.

E! estudio de la pEFS, implicd estudiar varias variables para llegar a las

condiciones finales pero ain desde observaciones preliminares se consiguieron
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resultados similares a los obtenidos con la EFS, tanto a nivel de compuestos
extraidos, eficiencias de extraccion y agotamiento de muestras. Una ventaja
adicional interesante de la puEFS es que ademas de que se extraen los mismos
compuestos con relaciones similares que con la EFS, como se puede observar
en la figura 4, no se pierden compuestos volatiles como en el caso de segunda
técnica, debido al tratamiento al que se somete la muestra.

La pEFS es una técnica reciente y que se ha utilizado poco en el analisis
de bebidas alcohdlicas, por ello se estudiaron los efectos de distintas variables
para establecer las condiciones mas adecuadas de trabajo. Como se vera en los
resultados que a continuacion se presentan, no hay un sélo comportamiento de
los compuestos en general para cada variable sino que se dividen en dos o mas,
dependiendo seguramente de la naturaleza de los compuestos y de las
interacciones que éstos puedan tener tanto con la fase de la fibra como con la

muestra misma.

Figura 4, Relacidn de areas de los compuestos mayoritarios
extraidos por las dos técnicas (EFS, pEFS)
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Nota: Las relaciones fueron hechas con base en el mismo compuesto en fas dos muestras, en los
dos casos fue el compuesto que tiene la mayor drea (compuesto con tiempo de retencion de
13.673).
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En ta figura 5 se describe el efecto del tiempo de extraccién. Se
observaron dos comportamientos distintos, uno que se refiere a los compuestos
mas volatiles y que presentan tiempos de retenciéon pequefios y el ofro que
involucra a compuestos con tiempos de retencidn mayores y que obviamente
son menos volatiles. Hasta antes de una hora, la extraccion de los mas volatiles
es rapida, mientras que para los otros, aunque aumenta progresivamente, es
mas lenta, debido a que las caracleristicas de difusion de los primeros
compuestos es mas favorable hacfa la fibra que para los otros. Sin embargo,
después de la primera hora, la extraccion de los compuestos mas volatiles
continua aumentando, y la de los menos volatiles disminuye, este fenémeno se
relaciond con fugas del sistema, considerando que la fase liquida esta en
agitacion constante, y con calentamiento, y bajo estas condiciones es lagico que
los compuesto mas volatiles emigren hacia la fase vapor del sistema y se
fuguen. Aunque después de tres horas no se llegd a un equilibrio en la difusion
entre la fibra y la fase liquida, el tiempo que se determindé como o&ptimo y

practico para la extraccién fue de dos horas.

Para medir el efecto de la fuerza ibnica se estudiaron distintas
concentraciones de NaCl que fluctuaron desde 0 hasta 25% wiv. Como se
observa en la figura 6, la mayoria de los compuestos presenta un
comportamiento  similar (B), donde las areas mayores se obtienen a
concentraciones de sal entre 2.5 y 5% wiv, con un maximo cercanc a 2.5% wi/v,
por lo que se decidid trabajar con esta concentracién. Es importante sefalar que
solo pocos compuestos presentaron comportamientos distintos, también en la
figura 86, se destacan dos que fueron extremosos (A y C), en los cuales las dreas
relativas crecen mucho mas y tienen maximos distintos en comparacién con el

comportamiento que presentan la mayoria de los compuestos.
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Figura 5. Efecto de! tiempo de extraccién
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Figura 6. Efecto de la concentracién del NaCl
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El efecto que tiene la concentracién de etanol es similar al que presenta
el NaCl. Se probaron distintas concentraciones de Tequila que comprendian
desde un 5% de etanol hasta un 46% v/v (Tequila concentrado con maximo
contenido de etanol). Como se puede ver en la figura 7 la concentracion de
etanol no tiene un efecto apreciable para la mayoria de los compuestos, es
decir, las areas no varian con respecto a la concentracion de etanol, sin
embargo, como en el caso de la fuerza ionica, se destacé en esta figura el
comportamiento de cuatrc compuestos, que presentan maximos en funcién de la
concentracion de etanol, es decir, la difusién de estos compuestos a la fibra de
extraccidén es modificada por la concentracién de etanol, a cierta concentracion
de etanol se facilita el mojado de la fibra y asi la difusién, pero al aumentar esta
concentracion, la difusion hacia la fibra de los compuestos que son mas afines al

etanol se disminuye.

Como complemento al estudio de fa concentracion de etanol, se observo
como influia la concentracién de etanol en el total de compuestos extraidos.

En la figura 8, se muestra que conforme aumenta la concentracion de
etanol aumenta el namero de picos en los cromatogramas, por lo que se decidié
trabajar con las muestras concentradas. Tomando en cuenta que existen en el
mercado Tequilas con distintas concentraciones de etanol (de 38 a 46% viv), se
considerd la muestra con la concentracion minima (38% viv) y el resto se
diluyeron, para estandarizar las muestras y en consecuencia las condiciones de

extraccion.
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Figura 7. Efecto de la concentracidn de etanol
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Figura 8. Numero de compuestos extraidos
en funcién de la concentracién de etanol
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También se observé que la temperatura modifica la extraccion, para
observar este efecto se probaron temperaturas desde los 25°C hasta los 60°C y
se observo que después de los 35°C no aumenta la extraccion de compuestos.

En la figura 9 se muestra un cromatograma obtenido de la pEFS con la
condiciones determinadas como optimas, que representan la separacion de mas
de 200 compuestos del Tequila.

Con las condiciones establecidas de tiempo, temperatura vy
concentraciones de sal y etanol, se realizé un estudio de extracciones multiples
que se muestra en la figura 10, donde se expone el comportamiento promedio
de los compuestos mayoritarios y se observa que después de la primera
extraccion se disminuyen las areas relativas aproximadamente en mas de un
10%, manteniéndose después de la segunda extraccién con un comportamiento
constante, este fendmeno es debido al efecto que tiene la alta concentracion de
etanol en el medio, como ya se discutidé antes. La alta concentracién de etanol
no permite que los compuestos difundan por completo hacia la fibra evitando
que se extraigan por completo. Este experimento se realizd igual que los
anteriores con 8 ml de muestra y con agitacion constante, asi que se decidio
modificar el volumen de la muestra llevandolo hasta 500pl (sin agitacién debido
al volumen tan pequefic), y se observé un comportamiento simitar por lo que
podemos decir que con la técnica de pEFS las extracciones no son
cuantitativas: es dificil que se agote la muestra con varias extracciones, aun
manejando volimens pequeiios la fraccion no extraida se mantiene constante.
Con el conocimiento de esta limitante se decidié hacer un estudio acerca de la

reproducibilidad de esta técnica.

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

A este nivel de la investigacién, ya se tenian identificados por
espectrometria de masas los compuestos mas abundantes en una muestra de
origen 100% agave, por o que el estudio de reproducibilidad de la pEFS se hizo
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Figura 8. Cromatograma obtenido de una uEFS
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Figura 10. Extracciones sucesivas en la técnica de EFS
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Figura 11. Desviacion estandar relativas y absolutas para distintos compuestos
{técnica de LEFS)

30.0 -

20.0 1

0%DE A

u%DE AVAEI

10.0 -

El4

E15 E16

E16.2

E17 E18 E182

NOTA: Se realizaron cinco repeticiones. Los porcentajes de desviacion estindar representadas en
tas barras oscuras son relativas al éster 9 que se utilizé como estandar intemno.

50



solo con base en estos para poder descartar mas variables. Para eliminar a la
mayoria de los compuestos del cromatograma y dejar principalmente a ios que
eran de interés para este estudio, se modificaron algunas condiciones’, como &l
espesor de fase de la fibra, la cual se cambi6é de 100 a 38 pm y la introduccién
de la muestra se hizo en "Split” en lugar de *"Splitless”, también se modifico la
atenuacion. La observacién que surgié de este estudio fue, que a pesar de que
con esta técnica las extracciones no pueden ser cuantitativas por pequedio que
sea el volumen de muestra que se utiliza, se obtiene una reproducibilidad
aceptable con una desviacion estandar relativa promedio menor al 10% (ver
figura 11).

En la figura 12 se encuentran sefalados los 10 compuestos identificados
como mayoritarios en un Tequila 100% agave. Todos los que se sefialan son
ésteres etilicos de acidos grasos que van desde el octanoato de elilo hasta el
octadecanoato de etilo. Cabe destacar que aunque se encontraron ésteres
etilicos de acidos grascs nones como el pentadecancato de etilo (E15) y
heptadecanoato de etilo (E17), éstos no habian sido reportados en otros
estudios, si se habian reportado ésteres etilicos de acidos grasos mas
pequeiios; la razéon de su existencia puede ser que sean sintetizados por
algunos de los microorganismos que estén presentes en la fermentacién y que
éstos en su ruta de sintesis de Acidos grasos en lugar de partir de Acetil
Coenzima A, utilicen Propionil Coenzima A® y de como resultado final acidos
grasos con un numero de atomos de carbono nones que al combinarse con
parte del etanol, producto de la fermentacion, sean transformados a ésteres
etilicos.

Antes de hacer el estudio de las 47 bebidas, se analizaron algunos
tequilas y aguardientes comerciales y se identificaron en algunas de eéstas dos
ésteres etilicos mas de los que se encuentran en el Tequila blance 100% agave
(E16,1 y E18,1). El analisis de las 47 bebidas mencionadas en la metodologia

se realizd identificando con base en los tiempos de retencion, los doce
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Compuestos mayoritarios en el tequita 100% agave detectados con la técnica de nEFS

Figura 12.
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compuestos que se mencionan en la tabla 3 junto con la codificacidn que
tendran a partir de este momento en el resto del trabajo.

Una vez identificados los compuestos por su espectro de masas y por su
tiempo de retencién con respecto a estandares, se realizd un estudio con las 47
bebidas comerciales que se sefialan en la metodologia. Después de haber
comprobado la reproducibilidad de la técnica y por el tiempo que impficaba este
estudio se decidid@ hacerio (nicamente por duplicado. Las muestras se
codificaron y se aleatorizaron por completo, ya con los resultados de las dos
repeticiones se corroboré que tanto los compuestos como sus areas relativas
(con base en el estandar interno) fueran similares, se sacaron promedios y el
porcentaje de cada compuesto (del total de ésteres) representaba en cada
muestra. Como no se considera practico incluir todas las concentraciones de
todos los ésteres etificos en todas las muestras, s6lo se mencionara que dichas
concentraciones fluctuaron desde 2.37 X 10?2 ug/mL de octadecanoato de etilo
(E18) en un Tequila abocado (concentracién minima), hasta 34.76 pg/mL de
hexadecanoato de etilo (E16) en un Tequila blanco 100% agave (concentracion

maximay).

Tabla 3. Compuestos identificados en las bebidas estudiadas

Compuesto Codificacion
octanoato de etilo ES8
decanoato de etilo E 10
dodecanoato de etilo E12
tetradecanoato de etilo E 14
pentadecanoato de etilo € 15
hexadecanoato de etilo E 16
A9-hexadecenoato de etilo E 16,1
A9-A12-hexadecadienoato de etilo E 16,2
heptadecanoato de etilo E 17
octadecanoato de etilo E 18
A9-octadecenoato de etilo E 181
A9-A12-octadecadienoato de etilo E 182

Nota: Los compuestos sombreados son los que no se encontraron en el Tequila blanco
100% agave.
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ESTUDIO DE LAS BEBIDAS COMERCIALES

El analisis estadistica muitivariado o multivariable tiene como objetivo
encontrar las bases numéricas para clasificar variables en un nimero minimo de
grupos que no se traslapen. Permite considerar cambios de un numero
considerable de propiedadés de manera simultanea, en las cuales cada unidad
experimental estad caracterizada por varias variables!™. Los resultados de las
muestras de bebidas alcchodlicas que se estudiaron, cumplen con las
caracteristicas antes mencionadas, cada una esta caracterizada por distintas
variables, que en este caso son las proporciones de los distintos ésteres etilicos,
que se cuantificaron en cada muestra.

Existen distintos métodos de analisis multivariado, uno de ellos es el
analisis de factor o factorial, el cual intenta explicar, segun un modelo lineal un
conjunto extensc de variables observables mediante un nimero reducido de
variables hipotéticas llamadas factores, los factores que se plantean no son
directamente observables‘. obedecen a conceptos mas abstractos que las
variables originales'"®. El razonamiento bajo el que se rige este método es el
siguiente: si se tiene un conjunto de fendmenocs (variables) y si cada una de
estos varia de manera independiente a las demas, entonces habra tantas
dimensiones de variacion como fendmenos. Por el contrario, si los fendmenos
no varian independientemente se encuentra que las dimensiones de variacidn
seran menores que fendémenos''®?. En términos practicos, en el analisis de factor
la varianza explica un nimero grande de variables originales a través de un
reducido nimero de factores, se asume que cada variable original se puede
expresar como una combinacion lineal de esos factores mas un término residual
que refleja éi intervalo en el cual ésta es independiente de las oftras
variables!"%*1*,

Se decidié utilizar el analisis de factor, fue por que al analizar las
proporciones de ésteres etilicos (variables) de manera independiente no se
pudo llegar a ninguna conclusién clara, asi que se decidi6 probar si generando
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variables nuevas {factores) a partir de las existentes, se puede encontrar alguna
relacidn entre las nuevas variables y caracteristicas de las muestras como: por
ejemplo, el origen de la materia prima de las muestras y el grado de angjamiento
de éstas.

Las concentraciones que presentaban los compuestos en las muestras
variaban en un intervalo muy amplio, y al aplicar el analisis multivariado no se
observaban tampoco conclusiones claras, por lo que se decidid normalizar los
resultados, calculando los porcentajes de los compuestos en cada muestra,
como ya se explico.

En el analisis multivariado se considera que las variables que aportan
mayor vartanza al experimento son las responsables de las diferencias entre las
muestras, asi que se calculd la varianza que cada éster etilico tiene en el grupo

de muestras (tabia 4).

Tabla 4. Varianza del porcentaje de los ésteres en las muestras

Compuesto Varianza
Ester 8 22.3898
Ester 10 148.6859
Ester 12 325.8001
Ester 14 10.2901
Ester 15 287213
Ester 16,2 17.1154
Ester 16,1 35,2400
Ester 16 193.3868
Ester 17 221776
Ester 18,2 143.1033
Ester 18.1 21,2321
Ester 18 0.49445

Se seleccionaron los cuatro compuestos que tenian mayor varianza (E10,
E12. E16, E18,2) y otros tres mas (E15, E16,2, 18,1), que representaban

concentraciones importantes en algunas muestras (cercanas al 100%). El resto
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se eliminaron ya que aparecian en trazas y presentaban varianzas muy bajas.
El andlisis estadistico se realizd en el paguete "STATGRAPHICS", version 6.

En la tabla 5 se encuentran los valores propios o “autovalores” para cada
factor calculado, asi come su porciento de varianza y el porciento de varianza
acumulada para todos los factores. Vale la pena repetir que cada factor es una

nueva variable independiente de cada variable original (ésteres etilicos).

Tabla §. Valores propios y porciento de varianza de los factores estimados

Porciento de Porciento de varianza
Factor Valor propio varianza acumutada
1 2.71534 38.8 38.8
2 1.41095 20.2 58.9
3 0.92107 13.2 721
4 085169 12.2 84.3
5 0.74227 10.6 949
6 0.30420 43 99.2
7 0.05449 0.8 100.2

Para tener una menor dispersién en los resultados de un analisis de
factor, se deben considerar el menor ndmero de factores posibles, solo
seleccionando los que aportan mayor varianza. En este caso se seleccionaron
los tres factores de mayor peso, que representan mas del 70% de la varianza,
para la eleccidn también se considero el criterio de Kaiser®®, que recomienda
utilizar sélo los que representan mas del 1% de la varianza. En la tabla 6 se
encuentra la matriz factorial calcutada de acuerdo a estos tres factores. Cada
variable aporta un valor para cada factor, algunas variables tiene un valor de
mayor peso (valor absoluto alto) para un factor determinado, esto significa que
su variacion esta relacionada solamente con un factor, es decir, Gnicamente con
una de tas nuevas variables calculadas; pero atras tienden a ser bi o tri polares

es decir su variacion tiene que ver con dos o tres de las nuevas variables.
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Tabla 6. Matriz Factorial

Variable factor 1 factor 2 factor 3
E 10 0.76846 0.02952 0.14131
£12 0.74995 0.19401 -0.06208
E15 -0.06291 -0.829086 -0.00051
E16,2 - -0.17899 0.65455 -0.38424
E 16 -0.84848 -0.30338 -0.05433
E18,2 -0.78968 -0.32607 -0.22741
E18.1 -0.42766 0.24145 0.83363

Para facilitar la interpretacidn de los resultados, existe un segundo paso
en el tratamiento de datos, al que se le llama rotacion de los factores
seleccionados. La rotacién es un procedimiento por el cual, se trata de encontrar
una estructura tal que las variables aparezcan como una funcidn de un mfnimo
de factores. Los resultados generados de un analisis factorial tienen una
representacidn grafica en un espacio de coordenadas cartesianas, las
rotaciones tienen como objetivo hacer que los valores en la horizontal o en la
vertical de los ejes se aproximen fo maximo posible a cero, al hacer esto con un
tactor, se maximiza a la vez otro factor y asi se puede asociar cada variable con
un solo factor y observar cuales estan relacionas entre si (dependen del mismo
factor} o no tienen relacion (dependen de distintos factores).

Existen varios métodos de rotacién entre los que destacan dos:
¢ VARIMAX: Es un procedimiento adecuado cuando el nimero de factores es

pequefio.

« QUARTIMAX: Es apropiado cuando el niamero de factores es elevado'® %

A la matriz factorial obtenida (tabla 6), se le aplicé una rotacion Varimax,
la matriz rotada obtenida se muestran en la tabla 7; los factores de mas peso
que se presentan en la tabla 7 varian de -1 a +1 y se interpretan de la misma
manera que un coeficiente de correlacién, expresan la correlacion entre las
distintas variables y los factores. En la figura 13 se encuentran representados de
otra manera para facilitar su interpretacion.
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Tabla 7. Matriz Rotada

Variable factor 1 factor 2 factor 3
rotado rotado rotado

E10 -0.77384 -0.08755 -0.06982
E 12 -0.73656 0.13050 -0.21062
E15 0.20058 -0.78209 -0.19851
E16,2 0.15020 0.75271 -0.13777
E 16 0.77391 0.38619 0.25849
E18,2 0.86437 -0.16703 -0.08119
E18,1 0.17456 0.02540 0.95133

Figura 13. Representacion de los pesos de los tres factores rotados
para cada variable
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En la figura 14 estén representadas las proyecciones de las siete

variables de acuerdo a los dos primeros factores rotados, al igual que en la

figura 13, en ésta se puede observar el peso que tiene cada variable en cada

factor, asi como también cuales estan relacionadas. Es conveniente para el

analisis de resultados observar |a proyeccién de los datos de cada muestra en

fucion de los factores rotados. En la figura 15 se encuentran la proyeccion de las

muestras de acuerdo a los dos primeros factores rotados y en la figura 16, en

funcién de los factores 1 y 3 rotados.

Figura 14. Proyeccion de las variables de acuerdo a 1a matriz rotada

{factores 1y 2}
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NOTA: La letra “E” significa éster y los niimeros después de cada letra E corresponden a

las codificaciones sefialadas en la tabla 3.

59



Figura 15. Proyeccion de las muestras de acuerdo a la matriz rotada
{factores 1y 2)
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Figura 16. Proyeccion de las muestras de acuerdo a fa matriz rotada
(factores 1y 3)
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FACTOR 3 ROTAD

FACTOR 1 ROTADO

NOTA: En las figuras 15 y 16, las letras B, R, C y V, se refieren a Tequilas blancos,
reposados, afiejos y abocados respectivamente, cuando aparecen en minusculas
representan a Tequilas comerciales, con mayisculas representan tequilas comerciales
100% agave y estas mismas letras en negritas sefialan a Tequilas de los que se tenia la
garantia de que eran 100% agave. Los rones nacional, puertorriquefio y jamaiquino estan
marcados como RN, RP y RJ, respectivamente. Las iniciales AC se refieren al aguardiente
de cana, BN al brandy nacional y BS al “Bacanora” de Sonora.
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Al reunir los resultados que nos ofrecen las figuras 13, 14, 15 y 16 se
puede observar que el primer factor que representa casi el 40% de la variacién,
esta relacionado con los ésteres 16, 18.2, 10 y 12, aunque con estos Ultimos
dos de manera negativa. Los ésteres 16 y 18,2, definen principalimente la
proyeccion de los Tequilas que se tenia la garantia de que eran 100% agave, (a
partir de este momento nos referiremos a estos sélo como 100% agave).
También en esta zona se encuentran otros Tequilas comerciales que declaraban
en su etiqueta ser 100% agave y otros que no, pero no se puede concluir con
base en éstos, ya que se desconoce la proporcidn de agave que se utilizé en su
elaboracion. Hay una separacién mas o menos clara de los Tequilas blancos
100% agave del resto, pero no asi de los reposados y afejos 100% agave. Los
ésteres 10 y 12 estan mas relacionados con los rones que se analizaron y con
algunos otros Tequilas comerciales que se encuentran completamente del fado
opuesto a los Tequilas 100% agave. Dentro de! grupo de las bebidas que se
encuentran definidas por el factor 1 estd el "Bacanora”, que sin ser un Tequila
presenta un perfii de ésteres etilicos similar a los Tequilas 100% agave, esta
bebida se fabrica a partir de un agavé silvestre diferente al Tequilana weber, por
lo qite se puede concluir que el perfil de estos compuestos no podria servir para
diferenciar a un Tequila hecho de agave Tequilana weber de otro hecho de otro
agave, sin embargo, el perfil de ésteres que se estudib parece estar relacionado
con la materia prima, esto significa que los ésteres 16 y 18,2 estan relacionados
con las bebidas que parten de agave como Unica materia prima, y los ésteres
10 y 12 estan relacionados con las hebidas que se elaboran con mostos donde
la fuente de carbono principal es la sacarosa, como en el caso de los rones. El
segundo factor rotado, que representa casi e! 20% de la variacion, esta
representado por los ésteres 16.2 y el 15, el primerc de manera posi;‘wa y no
esta relacionado con ninglin grupo de muestras el segundo que se proyecta
negativamente parece definir al aguardiente de cafia. Cabe destacar que esta
bebida tuvo un porcentaje muy alto de este éster, aunque la concentracion de €l
en ésta es bajo, 2.81 X 102 ug/ml, comparado con las concentraciones del
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mismo presentadas en otras bebidas; en este ¢aso la concentracion del éster 15
no es Uil para diferenciar al aguardiente de las otras bebidas, pero su
proporcion si sirve para hacer esta discriminacion. El tercer factor rotado que
corresponde a mas del 10% de la variacion esta representado por el ester 18.1
y como se puede observar en la figura 16, este compuesto define dnicamente al
Brandy Nacional. £l resto de las bebidas que ahi se proyectan estan definidas
por el factor 1.

Para comprobar los resultados obtenidos del analisis de factor, se
observé el comportamiento de las muestras, para los compuestos que de
acuerdo a este analisis tienen influencia en la clasificacidon de las muestras. Es
importante mencionar que la mayoria de las muestras analizadas perienecen
tanto a marcas como a casas productoras distintas a excepcion de las muestras
100% agave no comefciales, que fueron proporcionadas por un mismo
productor.

En primer lugar se observd como se comportaba cada grupo de muestras
en funcién de los ésteres 16y 18,2.

En fa figura 17 se encuentra representada la dispersion de los Tequilas
blancos en funcion de los ésteres 16 y 18,2, y claramente se puede notar que la
distribucién se ajusta a una recta con un coeficiente de correlacion alto {r= 0.96),
y una pendiente muy cercana a 1 (m=1.0101).

En la misma figura se destaca que los Tequilas 100% agave, presentan
proporciones altas de ambos ésteres; los 100% agave comerciales tienen
proporciones intermedias y los comerciales que no declaraban en su etiqueta
ser 100% agave tiene proporciones bajas, a excepcién de uno que se encuentra
cercano a los 100% agave. Lo anterior revela que para los Tequilas blancos, las
proporciones de los ésteres 16 y 18,2 pueden estar relaciones con el origen de
la materia prima, conforme aumentan las proporciones de ésteres aumenta la

tendencia a que la materia prima se sélo agave.

62



Figura 17. Representacién grafica del éster 18,2 en funcién del éster 16
para los Tequilas blancos
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ota: Las letras minusculas se refieren a Tequilas blancos comerciales, las maydsculas a
Tequilas blancos 100% agave comerclales y las maydsculas en negritas a Tequilas
blancos 100% agave.

En cuanto a los Tequilas reposados (figura 18), se observa una
dispersion muy alta, el coeficiente correlacion es muy bajo (r = 0.4248), y no
existe ninguna separacién aparente de las distintas categorias de las muestras
estudiadas. Unicamente los Tequilas 100% agave y algunos 100% agave
comerciales tienden a estar del lado derecho de la grafica, presentando
proporciones aitas del éster 16.

Los Tequilas afejos (figura 19), presentan una distribucién semejante a la
de los blancos, donde las muestras 100% agave tienen altas proporciones de
los ésteres 16 y 18,2, y los comerciales proporciones bajas. En este caso no se
contd con muestras 100% agave comerciales. Probablemente la distribucion de
los Tequilas reposados seria parecida a las de los blancos y afiejos, de no haber

introducido tantas muestras de marcas relativamente nuevas..



Figura 18.

Representacidn grafica del éster 18,2 en funcion del éster 16
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Nota: Las letras mindsculas se refieren a Tequilas reposados comerciales, las mayisculas
a Tequilas reposados 100% agave comerciales y las maylsculas en negritas a Tequilas

reposados 100% agave.

Figura 19. Representacidn grafica del éster 18,2 en funcién del éster 16

ESTER 18,2

30

25

20

para los Tequilas afejos

G
y = 0,4649x - 1,5171
R* =0,6275
- C
-C
-
e« C aC
10 20 30 40 50
ESTER 16

Nota: Las letras miniusculas se refieren a Tequilas afiejos comerciales y las maydsculas en '
negritas a Tequilas afejos 100% agave.
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En ia figura 20, esta representada la dispersion de los Tequilas abocados
y de las otras bebidas analizadas, también en funcidn de los ésteres 16 y 18,2,
Para los Tequilas abocados no existe una distribucion clara, aunque coinciden
en tener un porcentaje de éster 16 entre 10 y 30%, pero varian en cuanto al
éster 18,2, Los rones y el aguardiente presentan menos del 10% el éster 16, el
aguardiente se distingue.de los rones por tener un alto porcentaje del éster 18,2
en comparacion con los rones. El "“Bacanora de Sonora” tiene una proporcion
de éster 18,2 similar a los Tequilas blancos 100% agave, pero una mas baja de
éster 16 que éstos. El brandy nacional presenta un comportamiento similar a las

Tequilas 100% agave sometidos a procesos de reposo o afiejamiento.

Figura 20. Representacion grafica del éster 18,2 en funcién del éster 16
para los Tequilas abocados y otras bebidas alcohélicas estudiadas
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Nota: La “v" representa a los Tequilas abocados. Los rones nacional, puertorriqueiio y
jamaiquino, estan marcados como RN, RP y RJ, respectivamente. Las iniciales AC se
refieren al aguardiente de caila, BN al brandy nacional y BS al “Bacanora” de Sonora.

En comparacién con los Tequilas blancos, la pendiente de la tendencia de
la distribucién de los reposados, es mucho mas baja y muy parecida a la que
presentan los afiejos. Esto significa que las relaciones de los ésteres 16/18,2
tienden a aproximarse a uno cuando los Tequilas son blancos, pero cuando sen
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sometidos a algin proceso de afiejamiento la pendiente disminuye, esto implica
gue el porcentaje del éster 18,2 disminuye, cambiandc la relacion
(aumentandola si se divide la proporcién del éster 16 entre la del 18,2). En la
tabla 8, se encuentran los intervalos de las relaciones de estos dos ésteres para
todas las bebidas analizadas. Todos los Tequilas blancos 100% agave,
comerciales ¢ no tienen una relacion de éstos ésteres cercana a uno, al igual
que el "Bacanora”. El resto de las bebidas presentan intervalos mas amplios que
van desde cero hasta 19. Los intervalos no disminuyen cuando las bebidas son
100% agave, pero considerando esta relacidén como (nica informaciéon no se
puede discriminar al Tequila de otras bebidas, ya que por ejemplo, la relacién de
estos ésteres que presenta el brandy nacional, o uno de los rones afiejos, bien

podrian caer dentro de la categoria de Tequila reposado.

Tabla 8. intervalos de las relaciones de los ésteres 16 y 18,2
en todas muestras analizadas

Bebida Bilancos Reposados Anejos Abocados
Tequilas comerciales 1.08-7.11 0.0-18.48 3.07-9.13 0.20-12.57
Tequilas comerciales 1.11-1.52 0.0-19.26 . *
100% agave
Tequilas 100% agave 1.10-1.19 1.84-5.09 1.35-3.20 *
Aguardiente de caria 0.0 * * *
Rones 0.0 * 0.0-1.89 *
Brandy Nacional . * 3.32 *
“Bacanora” de Sonora 1.01 * " *

Nota: El * indica que no se analizaron muestras correspondientes a esa categoria. En los
casos del aguardiente de caiia, ron blanco y brandy nacional afejo no se marca un
intervalo sino un sdélo dato, debido a que sélo se analizé una muestra,

Otros ésteres analizados fueron el 15 y el 18,1, por estar relacionados
con fos factores 2.y 3. De acuerdo al anélisis de factor el éster 15 parece definir
al aguardiente de cafna y el 18,1 al brandy nacional, para corroborarlo, se
graficaron estos dos por separado contra ef éster 16, que como se ha observado

en las figuras anteriores parece estar relacionado con el origen la materia prima.
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Figura 21. Representacion grafica del éster 15 en funcién del éster 16
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Figura 22, Representacion grafica del éster 18,1 en funcién del éster 16
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NOTA: En las figuras 15 y 16, las letras B, R, C y V, se refieren a Tequilas blancos,
reposados, anejos y abocados respectivamente, cuando aparecen en minusculas
representan a Tequilas comerciales, con mayudsculas representan Tequilas comerciales
100% agave y estas mismas letras en negritas seialan a Tequilas de los que se tenia la
garantia de que eran 100% agave. Los rones nacional, puertorriquefo y jamaiquino estan
marcados como RN, RP y RJ, respectivamente. Las iniciales AC se refieren al aguardiente
de cafia, BN al brandy nacional y BS al “Bacanora” de Sonora.
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En la figura 21 se observa una separacion clara del aguardiente de cafia
del resto de las bebidas, dada por ia concentracién del éster 15, no podemos
asegurar que éste compuesto sea caracteristico de los aguardientes de cafa ya
que solo se analizé una muestra de este tipo, lo que si se puede afirmar es que
algunos Tequilas reposados, presentan un porcentaje relativamente alto de
éste, en comparacion con el resto de todos los Tequilas. Esto indica que estos
Tequilas reposados fueron elaborados con materias primas ¢ procesos muy

distintos a los otros.

El brandy nacionat puede ser discriminado facimente de todas las
bebidas analizadas, considerando el alto porcentaje de éster 18,1 que presenta
(figura 22). Aunque por las razones mencionadas en el parrafo anterior,

tampoco puede ser una aseveracion definitiva.
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IDENTIFICACION DE AZUCARES EN TEQUILA

Buscando una alternativa mas de analisis para cubrir el objetivo general
de este trabajo, de manera paralela al estudio de compuestos volatiles se
decidio evatuar la posibilidad de utilizar la identificacion de azlcares residuales
en el producto terminade para determinar el origen de fa materia prima con la

que habia sido elaborado. Se realizo solo un estudio preliminar en seis bebidas!

1 Tequila blanco 100% agave

3 Tequilas blancos

1 aguardiente de cafia

1 ron bianco

Debido a la baja cantidad de sélidos que contiene el Tequila, fue dificil
hacer este estudio cuantitativo, sobre todo por que al liofilizar el residuo acucso
que quedaba después de la destilacién (ver metodologia), era muy dificil
recuperar cuantitativamente todos los sélidos. Sin embargo, con las cantidades

recuperadas fue posible identificar los carbohidratos que se presenta en |a tabla
9.

Tabta 9. Presencia de carbohidratos en algunas bebidas alcohdlicas

Muestra Carbohidrato
Fructosa Glucosa Sacarosa
Tequita 100% agave v - -
Tequila 1 * ‘ -
Tequila 2 * * *
Tequila 3 * * *
Aguardiente de cana * * *
Ron blanco * * -

NOTA: El simbolo * indica presencia del azucar y el - indica ausencia.

Es importante sefalar aunque no se mencionan cantidades, por las
razones ya expuestas, los azlcares que se encontraron en los Tequilas
probablemente se encuentren en concentraciones del orden de microgramos por

litro a diferencia deil ron y aguardiente donde estan en concentraciones de
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miligramos por litro. Se abandond este estudio debido a diversos factores, en
primer lugar el tratamiento de la muestra era demasiado tardado y dificil,
ademas se requerian de grandes cantidades de muestra, aproximadamente de
un litro de Tequila, a diferencia del estudio de volatiles con la nEFS, donde
bastaban 8 ml de muestra para hacer una determinacién. En segundo lugar
revisando el proceso de elaboracion del Tequila, la cantidad de azicares
remanentes en el producto depende de la eficiencia de la destilacion, y como
cada empresa realiza las dos destilaciones que requiere el Tequila por métodos
y en tiempos distintos, esto podria introducir mas variables al estudio. En tercer
lugar, tampoco se tiene contro! de los azicares que utilizan como adjuntos los
industriales que elaboran Tequila no 100% agave, asi que no se podria tener un
estandar de los compuestos que deberian o no estar. Finaimente en Gitimo
lugar, en algun momento se penso que el agave al estar constituido por inulina
principaimente, los azlcares remanentes en un Tequila 100% agave,
deberian ser principalmente fructosa y algunos cligasacaridos de fructosa, sin
embargo, el tamafio de los oligosacaridos que se pudieran encontrar o la
cantidad de la fructosa va a depender principalmente de la destilacion, de la
eficiencia de la fermentacion y del tipo y tiempo de cocimiento de la pina, y
también existe la posibilidad de que al mosto se le adicione jarabe alto en
fructosa como adjunto. Sélo contando con técnicas preparativas mas eficientes,
que permitieran tener cuantitativamente una cantidad mayor de sélidos en poco
tiempo, se podria sugerir este estudio, como un complemento del analisis de

volatiles para determinar el origen de un Tequila.

ANALISIS SENSORIAL

Definicion del vocabulario
Aunque el interés de este estudio era evaluar Tequilas blancos donde la
diferencia fuera solo e origen de la materia prima (100% agave o mixta), resulta
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importante partir de un lenguaje general que tipifique al Tequila. Ya que como se

dijo en los antecedentes la cafidad de las bebidas alcohdlicas ha sido evaluada

tradionalmente por métodos sensoriales y no se encontrd mucha informacion al

respecto para el Tequila. En la tabla 10 se encuentran las definiciones a las

que llegaron los jueces entrenados para este estudio.

Tabla 10. Definiciones de descriptores
Descriptor ] Definicion

Amargo Gusto basico percibido por cafeina en solucién

Dulce Gusto basico dado por fructosa en solucion, frutal

Acido Gusto hasico percibido por acido citrico en solucidn

Alcohol Alcoho! de cafa, amargo, duice gue provoca una sensacion de
hormigueo en la lengua

Madera Sabor que dan diferentes arboles cuando la madera ya esta seca

Barro Sabor de agua almacenada en recipiente de barro, como a humedad
con notas terrosas

Mantequilla Grasa butirica rancia, dulce

Seco Como la sensacién que da el whisky Cutty Sarck

Fruta citrica

Nota citrica que recuerda a cualquier fruta citrica, mezcla de jugo de
naranja, limon, loronja y mandarina en.volimenes iguales.

Menta Sensacion de frescura que da el sabor a menta de Taste Maker

Plastico Nota que da ef aroma del plastico de PVC

Hierba Fresca {Sabor que recuerda el aroma de la parte externa de la savila

Hierva Seca Sabor que dan las hojas y hierbas secas para cocinar, hierbas de olor
(tomillo, laurel, mejorana, albaca} .

Fermentado Sabor que recuerda el aroma que da la levadura para panificacion

Quemado Sabor a tortilla quemada

Fruta Sabor afrutado de pera y sabor que recuerda el aroma que da la cascara
de manzana roja

Especias Mezcla de especias tales como comino, orégano, clavo, pimienta, en
igual proporcién

Resabio Sensacion que queda después de que se ha detectado el gusto amargo

Amargo

Resabio Dulce | Sensacion que queda después de que se ha detectado el gusto dulce

Resabio Acido | Sensacion que queda después de que se ha detectado el gusto acido

NOTA: LOS DESCRIPTORES SE ENCUENTRAN EN EL ORDEN EN QUE LOS JUECES LOS FUERON DEFINIENDO

En algunos casos fue necesario hacer uso de referencias para lograr que

ios jueces identificaran los diferentes atributos, éstas se crearan en funcién de lo

que los jueces sugerian y lo que nos parecia pertinente para ayudarlos,; éstas se
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muestran en la tabla 11 y es importante aclarar que no fueran las tnicas sino las

definitivas que coincidieron con 1o gue los jueces encontraban en el Tequila.

Tabla 11. Referencias que se utilizaron - para definir los descriptores
Descriptor Definicion
Amargo Solucién de cafeina 0.03% wiv en solucién de Tequila blanco al 20%
Dulce Solucion de fructosa al 0.2% wiv
Acido Solucion en acido citrico 0.04% w/v en solucion de Tequila blanco al 20%
wiv.
Alcohol Solucion de destilade de Ron Bacardi blanco al 8%
Barro Agua almacenada un dia en un recipiente de barro
Mantequilta Mantequilla rancia
Seco Dilucién de whisky Cutty Sark al 50%
Fruta citrica Mezcla de jugo de toronja, mandarina, naranja y limon enigual volumen
Menta Esencia de menta “Taste maker” diluida al 0.1%
Plastico Botella de plastico PVC
Hierba Fresca |Savila fresca recién cortada
Hierva Seca Hierbas de olor juntas
Fermentado Levadura para panificacidén
Quemado Tortilla quemada
Fruta Pera fresca y manzana roja
Especias Mezcla de pimienta, clavo, comino y oréganc en igual peso , todos

molidos

Evaluaciéon de muestras

Pruebas de Homogeneidad de la varianza

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza para cada

atributo después de corroborar si existia homogeneidad en la varianza. A

continuacion se presenta la tabla 12 donde se exponen los resultados de las

pruebas de Homogeneidad de varianza (Pruebas de Bartlett y Hartley"'®"), y se

observa en todos los casos que la varianza es homogénea por lo que se

concluye que si se puede analizar por un andlisis de varianza sin la necesidad

de tener que transformar los datos.




Tabla 12. Pruebas de Homogeneidad de la varianza

Descriptor Prueba de Bartlett | Prueba de Hartley Decision
Exp Tablas Exp Tablas
Amargo 1.12544 15.086 | 3.94118 60 Varianza Homogénea
Dulce 1.05088 15.086 2.42824 60 Varianza Homogénea
Acido 1.01144 15.086 1.56406 60 Varianza Homogénea
Alcohol 1.20518 | 15086 | 8.34211 60 Varianza Homogénea
Madera 1.02033 15.086 1.77962 60 Varianza Homogénea
Barro 1.01875 15.086 1.8221 60 Varianza Homogénea
Mantequilla 1.1544 15.086 575 60 Varianza Homogénea
Seco 1.09802 15.086 | 3.46756 60 Varianza Homogénea
Fruta citrica 1.05037 15.086 | 2.66049 80 Varianza Homogénea
Menta 1.01163 15.086 1.64056 60 Varianza Homogénea
Plastico 1.0547 15.086 3.86888 60 Varianza Homogénea
Hierba Fresca 1.01451 15.086 1.73622 60 Varianza Homogénea
Hierva Seca 1.03921 15.086 2.49747 60 Varianza Homogénea
Fermentado 1.05413 15.086 | 2.73913 60 Varianza Homogénea
Quemado 1.01884 15.086 1.74709 60 Varianza Homogénea
Fruta 1.01862 15.086 1.66356 60 Varianza Homogénea
Especias 1.02325 15.086 1.80217 60 Varianza Homogénea
Resabio Amargo 1.0438 15.086 | 2.68.465 60 Varianza Homogénea
Resabio Dulce 1.02908 15.086 | 2.17143 60 Varianza Homogénea
Resabio Acido 1.01486 15.086 1.64683 60 Varianza Homogénea

Como cada andlisis de varianza se analizé por separado se evalud el

efecto que representaban las repeticiones y los jueces, en ninguno de los
atributos se encontrd que las repeticiones tuvieran efecto, pero sin embargo, en
todos se encontro que los jueces tenian efecto, al menos significativo; esto
quiere decir que aunque los jueces son reproducibles en sus evaluaciones por
separado, entre ellos utilizan la escala de diferente manera o en diferentes
intervalos, es decir, algunos dan siempre caiificaciones muy bajas y otros muy
altos y no se considera que sea por desconocimiento ¢ mal entendimiento del
descriptor, por que si no este efecto también se habria observado en las
repeticiones. Se considera que el problema radica en el manejo de la escala ya
que algunos juces tienen delimitadas sus escalas de intensidades de diferente
manera.

Para cada descriptor se probaron tres disefios; el disefc completamente

aleatario, disefo en blogues y el cuadrado latino. Mediante el caiculo de
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eficiencia relativa se determiné el mejor disefio para evaluar la diferencia entre
las muestras para cada descriptor. Los resultados del disefio elegido y de los
resultados de los valores de F de cada analisis de varianza, se encuentran en ia
tabla 13, se consideraron niveles de significancia de 0.05 y 0.01 para determinar
si entre cada fuente de variacion existia diferencia significativa o altamente

significativa, 0 simplemente si no existia diferencia.

Tabla 13. Conclusiones del Analisis de Varianza para cada descriptor

Descriptor Disefo Elegido Conclusién
Muestras Jueces Repeticiones
Amargo Cuadrado latine - " N.S
Dulce Cuadrado latino N.S. - N.S.
Acido Cuadrado latino - - N.S.
Alcohol Diseflo en Blogues ** " i
Madera Disefio en Blogues i *” Hii
Barro Cuadrado latino " - N.S.
Mantequilla Disefio en Bloques "~ i Hil
Seco Cuadrade latine N.S. - N.S.
Fruta citrica Diseio en Bloques - i Hitiit
Menta Disefio en Bloques * . Hiliit
Plastico Disefic en Blogques N.S. - Hiii
Hierba Fresca Disefo en Bloques N.S. .- i
Hierva Seca Disefic en Blogues . - i
Fermentado Disefic en Bloques * b it
Quemado Disefic en Bloques it - Hitiit
Fruta Disefic en Bloques N.S. e T
Especias Disefio en Bloques N.S. . Hiti
Resabio Amargo Diseno en Blogues . " i
Resabio Dulce Disefio en Blogues N.S. - M
Resabio Acido Cuadrado latino - - N.S.

NOTA: En el cuadrado latino se involucran con fuentes de variacion
repeticiones; en e! disefo en bloques se consideran como fuentes de variacion muestras y
jueces. SIMBOLOGIA; * Denota que hay diferencia significativa, ** denota diferencia altamente
significativa; N.S. equivale a que no existe diferencia significativa; as lineas diagonales se
utilizaron en los casos en que las muestra no se consideraron como fuente de variacion.

muestras, jueces vy

Con base en la tabla 13 podemos concluir que para la evaluacién de

todos los atributos tratados existe diferencia altamente significativa entre jueces,
esto significa que al menos dos de los jueces utilizan la escala de diferente
manera con la probabilidad de equivocarse una vez en cien. Si se quisiera
desarrollar una prueba definitiva con este grupo de jueces, seria necesario

entrenarlos mas en el uso de escalas y estandarizarlos para que todos ocupen
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la misma parte de la escala al evaluar una misma intensidad. Aunque los jueces
no estan calibrados igual, son reproducibles en sus datos, ya que no existe
diferencia significativa entre repeticiones, como ya se menciono; es decir, las
repeticiones no tienen efecto en los resultados y se puede decir que los jueces
entienden individualmente cada descriptor, aunque grupalmente manejan las
intensidades de diferente manera, es como si se obtuvieran resultades de
equipos con diferente sensibilidad y algunos detectaron trazas y otros menos
sensibles no; posiblemente algunos jueces tengan umbrales mas bajos y ofros
mas altos para las sustancias que producen los estimulos invelucrados en cada
descriptor y es por eso que cada quien plantea su escala sensorial de diferente
manera, por ejemplo, alguien que tenga un umbral muy bajo para la nota de
madera cuando la perciba en la muestra, posiblemente la califique mas aito que
una persona que tenga un umbral alto. De cualquier forma el hecho de que
exista diferencia altamente significativa en |la manera de evaluar entre los jueces
no es determinante para que no se puedan analizar los datos entre muestras, ya
que al considerar el analisis de varianza en blogues se le esta restando al error
la variacion con la que contribuyen los jueces.

En las muestras se encontré que no existe diferencia significativa ellas en
los descriptores dulce, seco, plastica, hierba fresca, fruta, especias y resabio
dulce; esto significa que las bebidas analizadas son iguales en estos
descriptores y que no son caracteristicos ni propios del Tequila, ya que se
encontraron con la misma intensidad en todas las muestras que incluyen dos
aguardientes de cafa; posiblemente estas notas sean comunes en ron y
Tequila, pero eso sclo se sabria si se hicieran las mismas determinaciones
involucrando otro tipo de bebidas.

En los descriptores barro, menta, hierba seca, fermentadc y resabio
amargo existe diferencia significativa entre las marcas, al menos una de las
marcas es diferente en la intensidad de estos descriptores. En amargo, acido,

alcohol, madera, mantequilla, fruta citrica, quemado y resabio acido existe



diferencia altamente significativa entre las muestras, al menos dos de las
muestras son diferentes en las intensidad de estos descriptores.

Se realizaron pruebas de comparacion de medias para determinar entre
que muestras habia diferencia significativa en los descriptores que se encontrd
diferencia significativa y altamente significativa en los andlisis de varianza; en
cada caso se utilizaron seis pruebas de comparacion multiple de medias: LSD,
Sheffe, Tukey, Bonfferoni, NKS y Duncan; todas se aplicaron con un nivel de
significancia de 0.05, ya que al estar analizando datos generados por humanos
y la sensibilidad de éstos puede variar por tantas razones como estado de salud,
estrés, alimentos ingeridos previamente e incluso el estado de animo, no se

puede ser tan exigente en el nivel de confianza®.

En la tabla 14 se encuentra la prueba elegida para cada descriptor y la
conclusion a la que se llegd en cada caso.

De |a pruebas de comparacién mdltiple de medias se puede decir que el
aguardiente y el ron blanco presentaron menor intensidad en los descriptores:
barro, mantequilla, fermentadc y quemado, ios cuales podrian ser
caracteristicos del Tequila en general. Madera, barro, quemado y resabio
amargo podrian ser descriptores caracteristicos de los Tequilas 100% agave, ya
que ambos Tequilas tanto del que tenian la cerleza de que era 100% agave
como def que no lo era presentaron estos atributos con mayor intensidad; el
descriptor mantequilla podria ser caracteristico de los Tequilas mixtos.

En cuanto a las notas amargo, alcohol, madera, menta, resabio amargo y
resabio acido el aguardiente presenta menbr intensidad, por lo que estos
descriptores podrian ser caracteristicos de los Tequilas y de los aguardientes de
cafia afiejados como el ron. Sélo un Tequila presenta diferencias significativas
muy particulares con respecto al resto de los Tequilas, y de todas las muestras
en general este resultd ser mas intenso en: acido, fruta citrica y hierva seca,

posiblemente estas diferencias se deban mas al proceso que a la materia prima.
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Tabla 14 Pruebas de comparacién de medias
-

R, Lol b O e cgchioh o L oo B L odieL o A
1 i I
! Descriptor ! Prueba | Resultados
I
S L —
] I
1 Amargo 'Duncan | Aguardiente  Mixto2 Mixtot Ronbco 100%A1 100%A2

|
A e
I 1 1
| Acido 1Duncan | Aguardiente Ronbco 100%A2 100%A1 Mixtol  Mixto2
I t
po———————- + === S
{ ¥ I
} Alcohol Lso |
S 4 _____iAguardiente WMixiol_100%A2_WMixioZ _ 100%A1_Renbeo_
[} I I
1 Madera ! Duncan |
S 1 _____lAguardiente Mixto2 Ronbco_Mixtol 100%A2_100%A1 __
] I |
'Barro Lso
e e Aguardiente. Ronbco  Mixtoz Mixto1 100%A1__100%A2__

1
iMantequilla | Duncan |
I

Fo——————— Hm—— S e e e e S o e

I | | §
i Menta 'so | '
1 ! 1 Aguardiente 100%A2 Mixto2 - Ronbco Mixto1 100%A1
Fm——————— +————- o S S e e e e e e .
1 | | ]
| Hierva Seca | Duncan | X
! ' t 100%A1 Mixto1 Aguardiente Ronbco 100%A2  Mixto2
T HA v L L T 0
|Fermentado ! Duncan | '
. L | Ronbco _Aguardiente _ 100%A1_ Mixtol _ Mixto2 _ 100%A2
1 [} ] 1
| QGuemado 'tsb | :
! ! | Ronbco  Aguardiente Mixtol Mixto2 100%A1_ 100%A2 !
P T oo e §
! Resabio iksb | . \
\Amargo 1 Aguardiente Mixto2 Mixtol Ronbco 100%A1__100%A2_ |

- 1Aguardiente  Mixto2 Mixto1l Ronbco  100%A1 100%A2 !

Nota: Aguardlente se refiere al aguardiente de cafa, Ronbeo al ron blanco, 100%0A 1y 2 a
los Tequilas 100% el 1 de! que se tenia garantia de su origen y el 2 al comercial, y Mixto 1y
2 a los Tequilas mixtos que se evaluaron. .
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CONCLUSIONES

De las técnicas de extraccion probadas la que tiene mejor recuperacion
es la de extraccion en fase sdlida, aunque tiene los inconvenientes de ser la
mas tardada vy con la que se pierden los compuestos mas volatiles.
Particularmente presenta la ventaja sobre la extraccidn liguido-liquide de utilizar
menor cantidad de disolventes.

En ia técnica de extraccion en fase sdlida es mejor utilizar una mezcla de
dos disolventes de distintas polaridades para la extraccién que uno solo.

La técnica de microextraccién en fase solida presenta las siguientes
ventajas sobre las ofras técnicas probadas: evita el usc de disolventes,
disminuye el tiempo de analisis, el volumen de muestra y la maniputacién de la
muestra; permite observar compuestos mas volatiles que con las otras técnicas
se pierden. El unico inconveniente que presenta es que no se pueden hacer
extracciones cuantitativas, sin embargo, tiene una reproducibilidad aceptable
cuando se emplea un estandar interno.

El Tequila es una mezcla compleja que incluye compuestos con
caracteristicas distintas, por lo que es dificil establecer condiciones especificas
con la microextraccion en fase sodlida, para poder extraer todos sus
componentes en la misma proporcion.

Los compuestos de la fraccidon semivolatil del Tequila que se pudieron
extraer en mayor proporcion con la microextraccion en fase sélida son ésteres
etilicos de acidos grasos; el perfil de éstos permitid establecer diferencias entre
Tequilas 100% agave, Tequilas y otras bebidas que son elaboradas con
materias primas distintas a los agaves, como por ejemplo el ron o el brandy.

Particularmente el hexadecanocato de etilo parece estar relacionado
directamente con el origen de la materia prima, y se observa que los Tequilas
elaborados solo con agave poseen mayor porcentaje de este compuesto,
mientras que bebidas elaboradas con azicar de cafia (aguardiente y rones)
tienen bajo parcentaje de éste.
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ESTA TESIS RO DEBE
SaR DE LA BiSLIGTECA

Aunque el brandy nacional que se analizd tiene porcentajes de
hexadecanoatc de etilo similares a los Tequilas su alto porcentaje de A9-
octadecenoato de etilo lo hace distinto al resto de ias bebidas.

E! A9-A12-octadecadiencato de etilo parece estar relacionado tanto en
los Tequilas como en los aguardientes de cafia con el grado de aiejamiento que
poseen y la relacidn es inversa: conforme aumenta el grado de afiejamiento en
estas bebidas, disminuye el porcentaje de este compuesto en las mismas.

El A8-A12-octadecadiencate de etilo también parece estar relacionado
con la materia prima empleada en la elaboracién de los Tequilas, siendo los
Tequilas 100% agave los que presentan un mayor porcentaje de éste.

La mayoria de los Tequilas blancos analizados, sin importar el origen de
su materia prima presentan una relacién muy similar de hexadecanoato de etilo
y A9-A12-octadecadienoato de etilo.

En los Tequilas reposados y afiejos la relacidn de hexadecanoato de etilo
y A9-A12-octadecadienoato de etilo aumenta conrespecto a los blancos, también
se incrementa cuando los Tequilas no son 100% agave.

Con la metodologia empleada la identificacion de azlicares residuales en
los sdlidos del Tequita es poco viable para establecer e} origen de la materia
prima del Tequila.

Los Tequilas presen'tan aproximadamente el 10% de sdlidos que
presentan otras bebidas como el ron y el aguardiente.

Se pudo definir un vocabulario sensorial gue da indicios de que es posible
diferenciar por metodologia sensorial al Tequila de otras bebidas y a Tequilas
100% agave de los que no lo son. Para tener resultados sensoriales definitivos
se recomienda continuar con ef entrenamiento de jueces.

De acuerdo al estudio evaluacidn sensorial preeliminar realizado, se
puede conchuir que los descriptores:

+ Barro, mantequilla, fermentado y quemado parecen ser caracteristicos de los

Tequilas en general.
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« Madera, barro, guemado y resabio amargo parecen ser caracteristicos de {os
Tequilas blancos 100% agave.

s Mantequilla parece ser caracteristicos de los Tequilas no 100% agave
blancos.

¢ Amargo, alcohol, madera, menta, resabio amargo y resabio acido podrian ser
caracteristicos de bebidas alcohélicas sometidas a algin proceso de reposo 0

afejamiento.
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