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1. Resumen

La industria del tequila es considerada la mas antigua de América y de gran parte del mundo, adquiriendo mayor
valor gracias al impulso de varios sectores interesados en cuidar y colocar esta bebida tipica en el gusto
internacional. Estudios recientes de competitividad en ciencia y tecnologia sefialan como uno de los puntos
importantes a desarrollar en la industria tequilera el autentificar el origen de la materia prima a partir de la cual
proviene el tequila, asi como la caracterizacion de su sabor.

Siendo los terpenos compuestos aromaticos importantes presentes en plantas y por consiguiente en los productos
fermentados que de ellas se obtienen y que contribuyen al sabor y aroma de las bebidas, se planted identificar y
cuantificar los terpenos mas importantes presentes en tequila con la finalidad de definir un perfil de terpenos que
contribuya a la caracterizacion del tequila 100% Agave.

Se desarroll6 y aplico la metodologia de microextraccion en fase sélida (MEFS) acoplada a cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM) y se comparo con extraccion liquido-liquido (ELL) para el analisis por
cromatografia de gases-espectrometria de masas, para determinar los principales terpenos: linalol, 4-terpineol, a-
terpineol, p-citronelol, eugenol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol en tequila 100% Agave.

La cuantificacion se realizé por CG-EM modo barrido total del espectro (scan) utilizando el programa perfil
idnico. Los iones empleados fueron: m/z 71 para linalol y 4-terpineol, m/z 59 para a-terpineol, m/z 69 para f3-
citronelol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol, y m/z 164 para eugenol. La MEFS se realizdé por Headspace
(MEFS-HS) utilizando una fibra de PDMS/DVB.

Se tuvo buena precision en ambos métodos obteniendo coeficientes de variacion menores a 10% para los
terpenos analizados, excepto eugenol y trans-trans-farnesol que fue mayor por MEFS-HS-CG-EM.

El método ELL-CG-EM presentd buena linealidad en el intervalo de concentracién de 50 a 1000 ng/mL con
coeficientes de correlacion (r) mayores de 0.990 para todos los terpenos.

El método MEFS-HS-CG-EM present6 aceptable linealidad en el intervalo de concentracion de 50 a 1000
ng/mL con coeficientes de correlacion (r) mayores de 0.990 para todos los terpenos excepto para cis-nerolidol
(0.989) y trans, trans-farnesol (0.981).

En el andlisis de los 21 tequilas estudiados se obtuvo un perfil similar de terpenos para la mayoria de las
muestras utilizando ambos métodos, siendo el a-terpineol el de mayor concentracion, seguido de linalol, sin
embargo, algunos tequilas presentaron ligeramente mayor concentracion de trans, trans-farnesol que de linalol
por ELL-CG-EM, que por MEFS-HS-CG-EM

Se obtuvo mayor extraccion de linalol, 4-terpineol, a-terpineol y B-citronelol por MEFS-HS-CG-EM que por
ELL-CG-EM y ocurrio6 lo contrario para eugenol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol, probablemente debido a
la estructura quimica de los compuestos, a la polaridad de la fibra y del disolvente empleado en la ELL.

EL método MEFS-HS-CG-EM fue mas sensible que ELL-CG-EM, requirié menor volumen de muestra para el

analisis, elimind el uso de disolventes organicos y empled un montaje experimental simple de bajo costo.
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2. Introduccién

La produccién de bebidas alcoholicas ha sido una actividad ligada a la mayoria de las culturas durante milenios.
En forma empirica, los humanos aprendimos a encauzar las fermentaciones alcohdlicas de diversos sustratos.
Debido a la gran importancia de estos productos, la investigacion cientifica y tecnoldgica relacionada con las
bebidas alcohélicas ha concentrado grandes esfuerzos desde el siglo pasado. Esta industria es dentro de las
biotecnoldgicas la de mayor importancia econémica en el mundo, y los avances en el conocimiento que se han
generado en su seno, se han extrapolado a muchas aplicaciones de la biotecnologia y tecnologia de los alimentos

a lo largo de més de siglo y medio .

En los ultimos 30 afios, el tequila ha adquirido gran importancia en México y a nivel mundial, pues ha pasado de
ser una bebida regional a una bebida de aceptacion internacional, siendo una de las bebidas con mayor
reconocimiento y crecimiento en los mercados de exportacion (principalmente de Estados Unidos y Europa),
obteniendo el 27 de mayo de 1997 @ el reconocimiento por la Unién Europea de la “Denominacién de origen del
tequila” lo cual le ha otorgado una identidad nacional y un respaldo importante en el comercio internacional de

bebidas alcohélicas.

El tequila es una bebida alcohélica de origen mexicano obtenida de la planta Agave tequilana Weber variedad
azul. Las plantas de Agave son cultivadas en México para la produccion de diferentes bebidas alcohélicas:
mezcal, pulque, bacanora y tequila por mencionar algunas. Sin embargo, Agave tequilana Weber var. azul es la
variedad mas cultivada ya que es la materia prima principal usada en la produccion de tequila (NOM-006-SCFI-
1994) .

Dentro de los compuestos presentes en las bebidas alcohdlicas que imparten sabor y aroma se puede considerar a
los terpenos como metabolitos secundarios de las plantas . Se sabe que las flores, frutas, hojas y raices de
muchas plantas contienen compuestos volatiles, sustancias aromaticas llamadas aceites esenciales ©. Debido a la
importancia sensorial que estos compuestos representan en las plantas y por consiguiente en el Agave, materia
prima fundamental en la elaboracion del tequila, se plante6 cuantificar los 7 terpenos presentes en mayor
concentracion (linalol, 4-terpineol, a-terpineol, B-citronelol, eugenol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol) de los
28 terpenos identificados en tequila 100% Agave en estudios previos ©, comparando dos metodologias ELL-CG-

EM y MEFS-HS-CG-EM, con la finalidad de obtener un perfil de terpenos en tequila reposado 100% Agave.
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3. Antecedentes

3.1 Bebidas alcohdlicas. Breve desarrollo histérico

La elaboracion de bebidas alcoholicas es tan antigua que no se puede establecer con precision el origen de esta
practica aunque existen evidencias arqueoldgicas de més de 7000 afios de antigiiedad . Durante milenios el
hombre supo fermentar mostos que contenian carbohidratos con técnicas muy depuradas, e incluso aprendi6 a
destilar el alcohol para aumentar su concentracion en las bebidas. Todo sin tener idea del papel ni de la
existencia de los microorganismos. Probablemente las primeras bebidas se hicieron a partir de sustratos
azucarados como los jugos de frutas, ya que esto solamente requiere poner en contacto al jugo con la levadura
silvestre presente en la superficie de la propia fruta. La elaboracion de bebidas alcohdlicas a partir de sustratos
amilaceos como los cereales requieren de la actividad amilolitica de las enzimas generadas durante la
germinacion, por lo cual fue necesario que el hombre aprendiera primero el arte del malteado antes de poder

elaborar bebidas como la cerveza; sin embargo, esta actividad también se desarrollé en épocas muy remotas®®.

Desde esas épocas las diferentes civilizaciones han aprendido a fermentar diversos sustratos a fin de producir sus
bebidas alcohdlicas autéctonas. En general estas bebidas habian contenido el grado alcohdlico logrado
exclusivamente por la fermentacion; fue hasta el siglo XV cuando se empezd a popularizar el arte de la

destilacion, y por lo tanto, aparecieron bebidas con mayor contenido alcohélico @,

3.1.1 Clasificacion de las bebidas alcoholicas

Una forma general de clasificacion puede ser en funcidn del sustrato de que proceden, si son 0 no destiladas, o si
son simples o compuestas. Los dos primeros criterios se emplean en la clasificaciobn mostrada en la Tabla 1;
ademas de las bebidas destiladas y no destiladas, se hace una distincion intermedia; ésta es la de las bebidas
fortificadas, cuyo grado alcohdlico ha sido incrementado mediante la mezcla de una bebida alcoholica no
destilada con una destilada o con alcohol. El dltimo criterio de clasificacion se refiere a si la bebida consta
exclusivamente del producto obtenido mediante la fermentacion y, en su caso, la destilacion (bebidas simples), o
si ademas se le adicionaron algunos otros componentes que contribuyan al sabor (bebidas compuestas): tal es el
caso de las infusiones como el lUpulo en la cerveza, el enebro y las cascaras de naranja en la ginebra, hierbas y
especias en el vermouth, etc., o bien, la adicién de jugos o extractos de frutas como en los licores de frutas o en

los curados del pulque ©.
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Tabla 1. Clasificacion de las bebidas alcohélicas de acuerdo al sustrato del que proceden @

SUSTRATO
Frutas

Uva
Manzana

Pifa
Pera
Cereza
Otras

Cereales
Cebada

Maiz

Arroz
Sorgo

Varios
(incluyendo papa)

Agaves

Agavéacea
Dasylirion spp
“Sereque”
Miel

Cana

Melazas o jugo

Algunas bebidas alcohdlicas tienen “Denominacion de origen”, esto significa que ninguna bebida puede ostentar
ese nombre particular si no fue producida dentro de la region especifica de esa denominacion, con la materia
prima del lugar y bajo determinadas normas de proceso y calidad establecidas por las autoridades del pais

correspondiente, y aceptadas en acuerdos internacionales por otros paises. Algunas de estas bebidas con

NO DESTILADAS

vino, champafa
Vinos espumosos

sidra
sidra espumosa

Tepache
perry
kirsch

vinos de frutas
cerveza

tesguino

sake
cerveza africana

pulque

vino de miel

DESTILADAS FORTIFICADAS

brandy, cofiac
armafac, pisco

grappa
calvados

jerez, oporto
vermouth, madeira,
moscatel

whisky
bourbon, whisky de
maiz, whisky de
Tennessee

vodka, ginebra
akvavit
tequila
mezcal

Sotol

ron, aguardiente,
cachaza, pinga,
charanda

Denominacion de Origen son: champafia, cofiac, tequila, bourbon y jerez, entre otros.
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Los contenidos de alcohol en el caso de las bebidas no destiladas fluctian por lo general entre 3.5y 14% (v/v),
con algunas excepciones en las que se llegan a obtener contenidos de hasta 20%, como en el sake o algunos
vinos de mesa como los “trokenbernauslese” alemanes, mientras que en el caso de las bebidas destiladas se
encuentra entre 35 y 55%. Las bebidas fortificadas tienen un contenido de alcohol de alrededor de 20%. El
contenido alcohdlico se expresa normalmente en grados Gay-Lussac (°G.L.) que corresponden a porcentaje de

alcohol volumen en volumen.

3.1.2 Congenéricos

El denominador comun de todas las bebidas alcohdlicas es que son productos con un contenido significativo de
etanol obtenido mediante la fermentacion, donde generalmente predomina como microorganismo productor la
levadura Saccharomyces cerevisiae. El sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas esta influenciado en gran parte
por este alcohol sin embargo, una gran variedad de compuestos organicos presentes en cantidades menores es
también responsable de estos atributos y contribuyen grandemente a las caracteristicas distintivas entre las
diferentes bebidas alcoholicas. Estos compuestos son alcoholes, carbonilos, &cidos organicos, ésteres y

compuestos azufrados, que en conjunto reciben el nombre de congenéricos ©.

Si bien hay bebidas alcoholicas que poseen algunos congenéricos peculiares, en general son los mismos
compuestos los que se encuentran presentes en todas las bebidas, siendo méas bien las proporciones de cada uno
de ellos la razén de que existan diferencias distintivas entre estos productos. Las proporciones relativas entre
algunos de ellos y la concentracion de etanol modifican ademas los umbrales de percepcion de algunos de los

congenéricos ©.

El origen de los congenéricos se encuentra principalmente en la cepa de levadura y otros microorganismos
presentes durante la fermentacién; éstos producen algunos de los compuestos y transforman algunos otros
presentes en el sustrato. También la materia prima contribuye en la aportacién de congenéricos, algunos de los

cuéles permanecen inalterados durante la fermentacion.

En general los factores que afectan la formacién de estos compuestos son: la cepa de levadura en gran medida,
la temperatura de fermentacion, la concentracion de oxigeno en el medio, la naturaleza y concentracion de la
fuente de nitrégeno, el tipo y la concentracion de los azucares fermentables, la concentracion y tipo de

aminodcidos y la concentracién de algunas vitaminas @ 9.

Ademéas las operaciones posteriores a la fermentacion alcohdlica afectaran significativamente las

concentraciones y proporciones de los compuestos finales, como: fermentaciones secundarias, destilacion y
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afiejamiento. Algunos productos como el vodka, quedan préacticamente libres de congenéricos debido a una

destilacion muy refinada®, mientras que las bebidas no destiladas son ricas en estos compuestos.

La formacién de éstos compuestos es en general deseable, sin embargo hay algunos que no lo son y su
concentracion debe ser lo mas baja posible. Dos ejemplos de esto son el metanol, alcohol de muy alta toxicidad,
proveniente de la propia levadura o de la desmetilacion de las pectinas, y el diacetilo, el cual confiere a la bebida
un sabor desagradable (a mantequilla). La Tabla 2 presenta los principales congenéricos normalmente presentes

en bebidas alcohélicas.

Tabla 2. Principales congenéricos presentes en bebidas alcohélicas @

TIPO DE COMPUESTO COMPUESTO
alcoholes pesados C3 n-propanol
(aceite de fusel) C4 butanol, iso-butanol, sec-butanol amilico,
C5 isoamilico, amilico activo
otros alcoholes glicerol, 2 feniletanol
carbonilos acetaldehido, acetona,
(aldehidos y cetonas) 2,3-pentanodiona
acidos organicos férmico, acético, propidnico,
lactico, butirico
ésteres acetato de etilo, formiato de etilo, acetato de
isoamilo,

acetato de metilo

Dentro de los compuestos presentes en las bebidas alcohdlicas que imparten sabor y aroma se puede considerar a
los terpenos que estan catalogados como metabolitos secundarios de las plantas . Se sabe que las flores, frutas,
hojas y raices de muchas plantas contienen compuestos volatiles, sustancias aromaticas llamadas aceites
esenciales ®. Por muchos afios, estos extractos de plantas han sido utilizados como medicamentos, especias y

perfumes.

3.1.3 Terpenos

El estudio de la composicion de aceites esenciales se distingue como una de las areas de investigacién mas
antiguas de la quimica orgénica. Muy a menudo, el componente volatil principal de un aceite esencial pertenece
a una clase de sustancias quimicas llamadas terpenos. Los terpenos son moléculas organicas relativamente
pequefias con una gran diversidad de estructuras. Se conocen miles de terpenos diferentes, algunos son
hidrocarburos, otros contienen oxigeno, algunos son moléculas de cadena abierta, otros mas contienen anillos 10,

La Fig. 1 presenta algunos terpenos encontrados en plantas.
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Fig. 1. Terpenos encontrados en aceites esenciales de plantas %

Todos los terpenos estan relacionados, independientemente de sus aparentes diferencias estructurales conforme a
la regla del isopreno, esta caracteristica estructural distingue a estos compuestos de otros productos naturales.
Los terpenos pueden considerarse provenientes de uniones cabeza-cola de unidades simples de cinco carbonos
del isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Fig. 2); y se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno que

contengan (Tabla 3) Y.

Fig. 2. Estructura de la unidad isopreno

Tabla 3. Nomenclatura de terpenos

N° isoprenos N°éatomos de C Grupo
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

Los monoterpenos son sustancias de 10 carbonos biosintetizadas a partir de dos unidades de isopreno, los
sesquiterpenos son moléculas de 15 carbonos formados a partir de tres unidades de isopreno, y asi
sucesivamente. Los monoterpenos y sesquiterpenos se encuentran principalmente en plantas, como el geraniol

(monoterpeno) y el farnesol (sesquiterpeno), ambos con un grupo alcohol, se encuentran en el aceite de rosas ™.

3.1.3.1 Biosintesis de terpenos

La regla del isopreno es un formalismo conveniente que ayuda a determinar nuevas estructuras, pero no es el
precursor bioldgico de los terpenos. En vez de ello la naturaleza utiliza para la biosintesis de terpenos dos
“equivalentes” de isopreno, el pirofosfato de isopentenilo y el pirofosfato de dimetilalilo. Estas moléculas de

cinco 4tomos de carbono se forman por la condensacion de tres unidades de Acetil Coenzima A 9 (Fig. 3).

Fig. 3. Formacién de pirofosfato de isopentenilo y pirofosfato de dimetilalilo
Las propiedades quimicas del pirofosfato de isopentenilo y el pirofosfato de dimetilalilo son complementarias,

de forma tal que les permiten reaccionar entre si para formar un enlace carbono-carbono que conecta las dos

unidades isopreno, (OPP es la abreviatura del grupo pirofosfato).

Fig. 4. Conexion de 2 unidades de isopreno
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El carbono terciario formado presenta la pérdida de un protén para dar un doble enlace. El producto de esta

reaccion es el pirofosfato de geranilo (Fig. 5).

Fig. 5. Formacién de pirofosfato de geranilo (precursor de monoterpenos)

La hidrolisis del grupo éster del pirofosfato da como resultado geraniol, un monoterpeno natural que se

encuentra en el aceite de rosas (Fig. 6).

Fig. 6. Formacidn de geraniol (aceite de rosas)

El pirofosfato de geranilo es el precursor de todos los demas monoterpenos, como el limoneno un monoterpeno
gue se haya en muchos aceites citricos. Cuando el pirofosfato de geranilo reacciona con el pirofosfato de
isopentenilo, se obtiene el pirofosfato de farnesilo, de 15 carbonos (Fig. 7). Asi como el pirofosfato de geranilo
es el precursor de todos los monoterpenos, el pirofosfato de farnesilo es el precursor de todos los

sesquiterpenos™?.
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Fig. 7. Formacion de pirofosfato de farnesilo (precursor de sesquiterpenos)

3.1.3.2 Importancia de los terpenos en bebidas alcohdlicas

Los compuestos volatiles de las uvas son los principales contribuyentes de la nota frutal y fresca de los vinos.
Algunos compuestos responsables de este aroma son: terpenos, derivados de benceno y alcoholes alifaticos,
éstos compuestos se encuentran principalmente en la piel de las uvas. La concentracion de éstos compuestos

volatiles ser diferente dependiendo de la variedad de la uva, practicas de cultivo y factores climéticos “2.

Se ha encontrado en numerosos estudios que los compuestos terpenoides forman el eje de la expresién sensorial
del bouquet del vino el cual es tipico de su variedad y puede emplearse por lo tanto analiticamente para una
caracterizacion varietal. Se han identificado numerosos monoterpenos en particular monoterpenos dioles en
mosto de uva y vino. Aproximadamente son conocidos 50 monoterpenos de los cuéles los mas importantes se
muestran en la Tabla 4. Los monoterpenos alcoholes dominantes principalmente en variedades de uva moscatel

| 12 13)

son linalol, geraniol, nerol, citronelol y a-terpineo , ¥ se consideran al linalol, geraniol y nerol como los

responsables del aroma tipico floral de las uvas moscatel y que contribuyen al aroma de sus vinos 2.

10



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

Tabla 4. Principales terpenos en jugo de uvay vinos ?

No. Compuesto No. Compuesto
1 trans-furano linalol 6xido 13 diol |
2 cis-furano linalol 6xido 14 endiol
3 linalol 15 diol I
4 ho-trienol 16 hidroxi-citronelol
5 neral 17 8-hidroxidihidro-linalol
6 a-terpineol 18 hidroxinerol
7 geraniol 19 trans-8-hidroxilinalol
8 trans-pirano linalol éxido 20 hidroxigeraniol
9 cis-pirano linalol 6xido 21 cis-8-hidroxilinalol
10 citronelol 22 ac. geranico
11 nerol 23 triol
12 geraniol

Los terpenos son compuestos volatiles presentes en las sustancias aromaticas conocidas como “aceites
esenciales” que se encuentran en flores, frutas, hojas y raices de muchas plantas y por consiguiente en la planta
de Agave materia prima necesaria en la elaboracion de bebidas alcohdlicas como mezcal y tequila entre otras,

existiendo por lo tanto estos compuestos también en los respectivos destilados provenientes del Agave.

Trabajos previos ¢ ¥ han estudiado los terpenos presentes en diferentes tipos de Agave identificando un perfil de
terpenos distinto para cada uno de los Agaves estudiados (Agave angustifolia, Agave salmiana y Agave tequilana
Weber), lo que le confiere un aroma y sabor caracteristico a cada una de las respectivas bebidas alcohdlicas que
de ellas se obtienen. En otro estudio se identificaron 28 compuestos terpénicos en Agave tequilana Weber var.

azul @

y 8 terpenos en tequila, de los cuales 3 compuestos se generaron durante el proceso de elaboracion de la
bebida (6xidos de linalol I y Il y farnesol). Investigaciones previas sobre determinacion de terpenos en bebidas
alcohdlicas provenientes del Agave © cuantificaron diferentes terpenos en tequila blanco 100% Agave
encontrando en mayor concentracion los compuestos linalol, 4-terpineol, a-terpineol, eugenol, trans-nerolidol y
trans-farnesol. La concentracion de terpenos en bebidas alcoholicas es baja, lo que dificulta su identificacion, sin
embargo algunos de ellos pueden ser compuestos caracteristicos de las diferentes variedades de Agave y por

consiguiente de sus respectivas bebidas alcohélicas ©.
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3.2 Tequila

3.2.1 Importancia del tequila

El tequila es una bebida alcohdlica destilada, obtenida de la fermentacion y destilacion del jugo cocido de la pifia
de la variedad del maguey Agave tequilana Weber variedad azul. Agave tequilana es cultivada principalmente
en los estados de Jalisco, Guanajuato, Tamaulipas, Michoacén y Nayarit. Un gran porcentaje de la produccion de

tequila es exportado y 65% por ciento del total es exportado a los Estados Unidos.

Ante el aumento del consumo mundial del tequila, en varios paises surgieron otros licores vendidos
supuestamente como tal, sin serlo. Debido a esto, durante muchos afios se buscé el reconocimiento internacional
de esta bebida. El 13 de octubre de 1993 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién la Norma Oficial
Mexicana NOM-006-SCFI-1993 Bebidas Alcoholicas-Tequila Especificaciones, entrando en vigor al dia
siguiente de su expedicién. EI 27 de mayo de 1997 la Unidad Europea reconoce la Denominacion de Origen del
Tequila, que tom6 como ejemplo la del jerez, champafia y cofiac. Finalmente el 3 de septiembre de 1997 se
publicd una version definitiva de la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994, Bebidas Alcohdlicas-
Tequila Especificaciones, donde cita que con motivo de la Declaracién General de Proteccion a la Denominacion
de origen “Tequila”, el Estado Mexicano se constituyé como Unico titular por ser un producto distintivo de

México. @

Se entiende por “Denominacion de origen” el nombre de una region geogréafica del pais que sirve para designar
un producto originario de ese lugar y cuya calidad o caracteristica se deba exclusivamente al medio geogréafico
comprendido en éste. La Denominacién de origen es una figura juridica reconocida internacionalmente por
medio de la cual se impide que pasen a ser de uso genérico los nombres que han alcanzado prestigio y notoriedad
y que se utilizan para designar productos locales con caracteristicas distintivas que provienen de un medio
natural y un factor humano propios y peculiares. La zona de Denominacion de origen del tequila comprende 180
municipios de 5 estados del pais e incluye todos los municipios del estado de Jalisco, 30 de Michoacan, 7 de

Guanajuato, 8 de Nayarit y 11 de Tamaulipas.

En 1994 se cre6 el Consejo Regulador del Tequila, que verifica el cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana y
garantiza al consumidor la calidad del producto, asi como protege y salvaguarda la Denominacion de origen.
Este Consejo lo integran productores de tequila, productores de Agave, envasadores, distribuidores y
representantes gubernamentales. Desafortunadamente, el cultivo de algunas especies y variedades de Agave esta
en peligro de desaparecer ante la falta de leyes y vigilancia, ya que hasta la fecha el Gnico tipo de maguey

protegido es el azul.

12



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

3.2.2 Descripcion del género
Taxonomicamente el género Agave se ubica en la familia Agavaceae. En el continente americano se reportan
aproximadamente 310 especies, de las cuales en México existen 272, considerandose a este pais como centro de

origen del género ®®,

En griego, Agave, agavus, significa “admirable”y fue a partir de la especie Agave americana que Carlos Lineo
describio el género en 1753. Su centro de origen se considera en México pues en esta region se encuentra la
mayor variabilidad y nimero de especies . A nivel de especies, existen variantes en cuanto a las respuestas al
ambiente, ya que se encuentran distribuidas en diversas regiones con diferentes climas. Tanto es asi, que las
caracteristicas de las células también varian en cada una de las especies. Son plantas adaptadas a condiciones de
aridez. Raices someras y ramificadas, cuticula gruesa y suculencia, son algunos de los atributos que le permiten

establecerse en zonas carentes de agua.

Agave tequilana Weber variedad azul es la Unica variedad permitida por la Norma Oficial Mexicana para la
elaboracion de tequila, la caracteristica distintiva es el intenso color verde azul de su roseta, es prolifica en
hijuelos de rizoma y presenta excelentes cualidades en la elaboracién de esta bebida. Es la especie que se utiliza
en mayor escala debido a que posee ciertas caracteristicas importantes dentro de las cuales esta un contenido alto
de azicares para una mejor produccién de tequila® '®. Los productores de Agave azul del siglo XIX
seleccionaron esa variedad por su menor ciclo de maduracion, sus mejores caracteristicas industriales y su mayor
produccién de vastagos. La seleccién de Agave tequilana Weber fue iniciada desde hace por lo menos cien

afios®.

3.2.3 Culturay utilizacion del maguey

Al nombre “maguey” se le atribuye un origen caribefio-antillano ®®; aunque Goncalves de Lima ®” (1956) hace
referencia al uso de este nombre para la planta en México desde la época colonial. De la planta en general, los
indigenas mexicanos aprovechaban: el jugo; las hojas, de las cuales sacaban fibra para obtener hilo y tejer telas o
para elaborar papel; la espina terminal de las pencas, a manera de aguja para coser y para sacrificios corporales;
las hojas secas como suela de calzado, como tejas en techos de casas y como combustible; los quiotes (tallos

florales) eran usados como vigas para construir paredes y techos y para cercar terrenos de las viviendas.

Aunque el uso de bebidas fermentadas, fue una costumbre entre los habitantes indigenas del Pacifico (desde
Sonora hasta Oaxaca), la destilacion no fue conocida en la era precolombina sino hasta el siglo XVI, cuando los
alambiques de destilacién fueron introducidos a México de Espafia y las Filipinas “®). Se considera que al igual

gue la formacion de los mestizos, por mezcla de dos culturas, el tequila resultd de la combinacion de un recurso
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nativo (el maguey) y una tecnologia importada (la destilacion). La zona de la parte central de México, se plantea
como el sitio de donde se difundi6 el tequila (més propiamente llamado mezcal) al resto del pais. A fines del

siglo XIX se comenzé a elaborar en el pueblo de Tequila en Jalisco, de donde tomé el nombre esta bebida ®®.

3.2.4 Los Agaves en Tequila, Jalisco

Entre el siglo XV y el XIX, el mezcal producido en un pequefio pueblo, al nordeste del estado de Guadalajara,
empez06 a adquirir gran fama por su extraordinaria calidad. En esta pequefia comunidad Ilamada Tequila, las
condiciones climatolégicas y de la tierra eran ideales para el cultivo de cierta variedad de maguey: el Agave azul
(Agave tequilana Weber) “® (Fig. 8).

Fig. 8. Cultivo de Agave tequilana Weber var. azul (Tequila, Jalisco)

Poco a poco, la calidad de este mezcal hecho con Agave azul (al que empezd a llamarse tequila) fue mas
reconocida y los avances del pais y la tecnologia fueron determinando que el tequila se hiciera mas popular, no

solo en México sino en todo el mundo.

La parte central de Jalisco presenta un tipo de clima de los mas secos dentro del grupo de los célidos
subhimedos con lluvias en verano. La temperatura media anual es de 23.6° C. El tiempo que tarda el Agave
tequilana Weber var. azul en llegar al estado de madurez industrial es aproximadamente de 6 a 7 afios en las
condiciones climéticas del Valle de Tequilay de 7 a 9 afios en el de Atotonilco, y por lo tanto, el contenido de

azUcares sera més alto en los Agaves cultivados en Atotonilco “©.
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3.2.5 Elaboracion de la bebida

El proceso de obtencion del tequila se inicia cuando los Agaves han alcanzado su madurez fisiologica entre los 5-
10 afos y les empieza a crecer la inflorescencia; en ese momento se “desquiotan” (corte de la inflorescencia).
Después de un periodo de 7 meses a un afio de descanso, la planta se cosecha o “jima”, accion que consiste en

cortar la planta y sus hojas dando forma a un cuerpo ovoide que recibe el nombre de “pifia” (Fig. 9).

Después de la jima, o cosecha de pifias se muestrea la carga para evaluar la cantidad de azUcares reductores
(fructuosa), mediante la cual se establece el precio. En época de lluvia las pifias contienen menos azucares y

mucha agua, lo cual requiere emplear mas materia prima para compensar la deficiencia ®©.

Fig. 9. Cosecha o0 “jima” del Agave @

3.2.5.1 Cocimiento y molienda

Habiendose jimado el Agave, se transporta a las fabricas tequileras, donde las pifias se desgarran empleando una
banda desgarradora que las destroza en pequefias partes y se conducen a los tradicionales hornos de mamposteria
0 a los modernos autoclaves (Fig. 10), el tiempo de cocimiento es mayor en hornos antiguos (48 horas) que en
autoclaves (12 horas). El Agave puede someterse a coccién fraccionado en pequefias partes, por mitades de
cabeza 0 en cabezas enteras. La coccion tiene la finalidad de hidrolizar aztcares complejos como almidones e

inulina (polimero de fructosa) en azlicares simples como la fructosa y sacarosa facilmente fermentables .
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Fig. 10. Hornos de coccion @

3.2.5.2 Extraccion de las mieles y residuos de bagazo

Al terminar el cocimiento el material cocido se transporta a molinos donde es cortado en pequefios pedazos, el
producto obtenido del cocimiento se exprime mediante un sistema mecanico de cuchillas giratorias agregando
agua a presiéon al bagazo con la finalidad de extraer las mieles del Agave cocido (Fig. 11). Entre 55 y 60
kilogramos de bagazo son desechados en la produccién de un litro de tequila ) aunque esto depende de cada
empresa, pues los tipos de tequila que se elaboran (100% de Agave o mixtos) tendran relacion estrecha con la
cantidad de bagazo producida. Las mieles extraidas del Agave cocido son transportadas a las tinas de
formulacion o de fermentacién, segln sea el caso. La formulacidn consiste en mezclar las mieles de Agave con

un preparado de otras mieles, como cafia de azlcar, para posteriormente ser fermentadas.

Fig. 11. Extraccion de azdcares )

16



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

Las mieles para elaborar tequila 100% Agave no requieren formulacion y se dirigen hacia la fermentacion. La
formulacion es un procedimiento que solo se lleva a cabo en la elaboracion de tequilas que se preparan con una
mezcla de azucares, que segin la Norma Oficial Mexicana pueden tener una proporcion de 51% de Agave y 49%

de otras mieles. &9

3.2.5.3 Fermentacion

La fermentacién es una parte muy importante del proceso industrial, en la que se transforman los azlcares en
alcohol etilico y bidxido de carbono. Los depoésitos de fermentacion son grandes tinas de acero inoxidable que se
llenan con las mieles, llamadas también mostos (Fig. 12). A éstos se le agrega agua, levaduras como
Saccharomyces cerevisiae y nutrientes para la fermentacion. Las cepas de levadura son preparadas previamente
y crecidas bajo condiciones controladas, para después multiplicarlas en grandes volimenes. Las levaduras que se
utilizan en la fermentacion son del género Saccharomyces, y es la S. cerevisiae la especie comunmente
empleada. Sin embargo, las cepas tequileras se pueden considerar diferentes por el adiestramiento y desarrollo

que les da cada industria tequilera, siendo un secreto industrial de cada proceso .

El tiempo de fermentacion varia con la temperatura ambiental y ésta a su vez cambia con cada época del afio.
Durante las bajas temperaturas de invierno, la fermentacion se prolonga més de 24 horas. EI mosto en plena
fermentacion es efervescente, y el movimiento cesa cuando las levaduras terminan su trabajo. En este momento
finaliza la fermentacion y se acostumbra decir que el mosto ha muerto, debido a que las levaduras han terminado

la conversidn de azUcares en alcohol.

Fig. 12. Tinas de Fermentaci6n )
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3.2.5.4 Destilacion

Es el procedimiento por el cual los fermentos son separados, mediante calor y presion, en productos de riqueza
alcohodlica (tequila) y vinazas; éstas Gltimas constituyen un producto de desecho de agua y levadura, y son
llamadas también lodos de fermentacion. En la destilacion, los fermentos son transportados por tuberias a los
alambiques de destilacion (Fig. 13), donde se calientan. La destilacion se efecta en alambiques de cobre o acero
inoxidable, e incluso en torres de destilacion continua. Los alambiques constan de tres partes: la olla o caldera,
donde se deposita el mosto para su calentamiento; la columna o capitel, que recoge y conduce los vapores, y el

serpentin, en el que se enfrian los vapores y se convierten en liquidos.

Fig. 13. Alambiques de destilacion ®
Para la elaboracion del tequila se necesitan 2 destilaciones; la primera, llamada destrozamiento, donde el alcohol
alcanza una graduacién de 25% (v/v) de alcohol etilico, obteniéndose un producto llamado “ordinario”; y la

segunda destilacion llamada rectificacion, donde el producto se destila hasta el 55% (v/v) de alcohol etilico,

obteniendo el llamado tequila blanco (Fig. 14).

Fig. 14. Tequila destilado
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Después de ser filtrado y reducido el porcentaje de alcohol, el tequila puede ser embotellado para su venta,
aunque también puede afiejarse por espacio hasta de 4 afios para lograr su méxima calidad. El proceso se realiza
en barricas de madera de roble o encino americano (Fig. 15), el tiempo de afiejamiento varia de acuerdo al tipo

de tequila. Cuando no se afieja, el tequila se envasa inmediatamente.

Fig. 15. Maduracién del tequila en barricas de madera de roble o encino %

3.2.6 Clasificacion del tequila

Hay 4 tipos de tequila segun la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994 (aprobada el 13 de agosto de
1997) @:

El blanco (tipo I), producto de la rectificacion y ajustado con agua de dilucion a su graduacion comercial; el
joven abocado (tipo Il), tequila blanco adicionado con uno 0 mas saborizantes y colorantes inocuos para suavizar
su sabor; el reposado (tipo IlI), producto que se deja al menos 2 meses en recipientes de roble o encino,
susceptible de ser abocado; el afiejo (tipo V), producto sometido a maduracion por lo menos un afio en barricas
de roble o encino (Fig. 15), susceptible de ser abocado y ajustado con agua de dilucién a su graduacion
comercial. El tequila puede ser 100% de Agave o se le pueden adicionar hasta un 49% de otros azlcares ajenos

al mismo (obtenidos de la cafia de azdcar), pero deberan indicarse en la etiqueta ®¥*9.

Existen mas de 550 diferentes marcas ®® de tequila registradas ante la Camara de la Industria Tequilera y el
Consejo Regulador del Tequila, que ofrece el mercado y aln no se tiene informacion suficiente sobre los
componentes mas abundantes y determinantes del sabor y aroma en tequila. Las investigaciones sobre aroma del
tequila definen que la mayoria de los compuestos volatiles que contribuyen en ese rubro son similares a los
reportados para muchos vinos, sin embargo el sabor y aroma completo y caracteristico del tequila podria deberse

al sinergismo de compuestos volatiles menores .
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3.3 Estudios preliminares sobre caracterizacion de compuestos que identifican el aroma y sabor

del tequila.

Investigaciones preliminares han evaluado algunos compuestos del tequila como Manjarrez y Llama ®? (1969)
que midieron los niveles de 9 componentes en 15 tequilas y 8 mezcales, otros como Incitti ®® (1980) emplearon
una columna empacada por Cromatografia de Gases para determinar 25 compuestos volatiles (principalmente
alcoholes fusel y ésteres) asi como 6 constituyentes no identificados en 10 tequilas; Bluhm (1983) ®® reporté un
incremento observado en congéneres individuales del tequila como resultado del proceso de afiejamiento. Existe

sin embargo, relativamente poca informacion publicada sobre caracterizacion quimica del sabor del tequila.

En 1996 Benn y Peppard ® propusieron caracterizar el sabor del tequila mediante anélisis instrumental y
sensorial con la finalidad de adquirir un conocimiento méas profundo sobre la composicion quimica del sabor y
su relacién con las caracteristicas sensoriales del producto. Un extracto de tequila reposado que represento
0.03% v/v del total de la muestra original fue obtenido por extraccion con diclorometano y fue analizado por
cromatografia de gases acoplada a diferentes métodos de deteccion de los compuestos: detector de ionizacion de
flama FID, espectrometro de masas EM vy detector de azufre quimioluminiscencia SCD, evaluando
cualitativamente méas de 175 componentes. El tequila y el extracto fueron también sometidos a una evaluacion

sensorial empleando la técnica de CG acoplada a un puerto de evaluacién de aroma.

Fueron detectados més de 60 aromas ®®, al menos 30 de los cuales pudieron ser correlacionados con picos
especificos del cromatograma de los componentes encontrados en el extracto. El estudio determiné 5
constituyentes como los aromas méas potentes en el tequila siendo éstos: isovaleraldehido, B damascenona,
alcohol isoamilico, 2 fenil etanol y vainillina. La evaluacién sensorial descriptiva analizé diferentes atributos
sensoriales, por comparacion con diferentes materiales de referencia que abarcaran esos atributos (alcohol
etilico, licor de granos, frutas secas, whisky, 12% azlcar en agua, hojuelas de salvado, extracto de vainilla,

chocolate, etc.)

En el estudio de Benn y Peppard se confirmé la presencia entre los volatiles del tequila de acetales, acidos,
alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, furanos, cetonas, fenoles, pirazinas, compuestos azufrados y terpenos,
identificando 25 compuestos terpenoides, de los cudles los terpenos presentes en mayor concentracion fueron:
cis-linalol 6xido, linalol, a-terpineol, citronelol, cis-nerolidol, 6-dihidrofarnesol y trans-trans-a-farnesol. Los
ésteres representaron el grupo méas grande con aproximadamente 50 compuestos individuales detectados en el
extracto del tequila. Al parecer la mayoria de ésteres identificados en este estudio son producto del metabolismo
de la levadura o se han formado subsecuentemente durante el proceso de afiejamiento por esterificacion de

acidos grasos en presencia de etanol a alta concentracion. Indudablemente también estan presentes como
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resultado de la fermentacion mas de 20 alcoholes detectados en el extracto del tequila, varios de los cuales

estaban en combinacién con aldehidos y acetales presumiblemente formados durante el afiejamiento .

Los 25 constituyentes terpenoides detectados en el extracto del tequila son probablemente derivados del Agave,
no fueron identificados hidrocarburos terpenos, solo monoterpenos y/o alcoholes sedquiterpenos, ésteres, éteres
y un aldehido. No es conocido que alguno de éstos se forme durante la fermentacion, destilacion,
almacenamiento o coccién de la pifia. Parece, sin embargo, que varios grupos de compuestos tales como
aldehidos, cetonas, un nimero de compuestos que contienen azufre y posiblemente algunos de los fenoles, son

formados durante la coccién y/o el paso de destilacién durante la produccién del tequila ®.

Se ha especulado que los fenoles pueden formarse por rompimiento de los acidos fendlicos originalmente
presentes en el Agave, alternativamente pueden llegar al tequila por extraccion de las tinas de roble durante el
afiejamiento. Otras diferencias en la composicion quimica encontradas fueron mayores niveles de linalol, cis- y
trans-Oxidos de linalol y varios constituyentes terpenoides en el tequila oro, y menores niveles de varios

acetaldehidos en el tequila blanco .

En el estudio realizado por Benn y Peppard ®, se hicieron intentos por reconstituir el sabor del tequila a partir
de sus componentes identificados, preparando una solucion de etanol con 47 componentes quimicos encontrados
en el extracto. El sabor del tequila “reconstituido” se encontr6 méas dulce, sabor a chocolate, afrutado, fusel y
estérico que el sabor del producto original, con un carcter a madera y especia. Mientras que varios aromas con
estos descriptores fueron identificados durante el puerto de evaluacion del aroma, pocos de ellos pudieron ser
atribuidos a compuestos identificados en el extracto original del tequila, indicando con esto que otros

componentes que contribuyen al sabor del tequila permanecen ain no identificados.

3.3.1 El aroma del tequila

Otros estudios para caracterizar el aroma del tequila basados en los avances de Benn y Peppard fueron los
iniciados en 1999 por Lépez M. G. @V, con la finalidad de determinar los principales compuestos volétiles mas
abundantes presentes en tequilas comerciales blanco, reposado y afiejo. Se evaluaron los componentes volatiles
realizando extraccion liquido-liquido con diclorometano, el extracto fue secado sobre sulfato de sodio anhidro y
después concentrado en un aparato Kuderna-Danish y analizado por cromatografia de gases-espectrometria de
masas, también se emple6 un cromatografo de gases acoplado a un olfatémetro analitico (CG-O) y se compar6

con un analisis sensorial.
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Se encontraron diferencias significativas entre los tres tipos de tequila en sus componentes volatiles. Dentro de
éstos componentes se encontrd que 3-metilbutanol y alcohol feniletilico fueron los componentes mas abundantes
presentes en los tres tipos de tequila sin embargo, algunos cidos grasos fueron detectados en la mayoria de los

tipos afiejo y reposado, esencialmente 4cido decanoico y dodecanoico .

27 de los compuestos identificados fueron comunes a todos los tequilas (blanco, reposado y afiejo) y 22 de ellos
estuvieron presentes también en mezcal. Alcoholes, ésteres y &cidos fueron los compuestos mas abundantes
caracterizados, seguidos de furanos, terpenos y compuestos nitrogenados asi como compuestos fendlicos como
la vainillina. Dentro de los terpenos identificados se reportaron el linalol, 6xido de linalol, linalilpropanoato,
nerolidol y timol en tequila blanco y reposado, mientras que en tequila afiejo sélo se identificaron éxido de

linalol, linalilpropanoato y timol Y.

Ademas de los 22 compuestos comunes al tequila y mezcal, algunos alquinos, compuestos nitrogenados y
compuestos con azufre, fueron identificados sélo en el extracto de mezcal; éstos compuestos no estuvieron
presentes en los tequilas, lo que indica que compuestos menores podrian ser responsables de grandes diferencias

sensoriales entre estas bebidas alcohélicas V.

17 alcoholes fueron completamente caracterizados entre los tequilas, 4 de los cudles estuvieron también
presentes en mezcal. Los alcoholes mas abundantes fueron: 2,3 metilbutanol, alcohol feniletilico, 2-metil
propanol y propanol. Dentro de los ésteres, los més abundantes principalmente en el tipo afiejo fueron: etil 2-
hidroxipropanoato, etil decanoato y fenil etilacetato. La predominancia de etilésteres es debido a la esterificacion
del etanol durante el tiempo de almacenaje. Furanos y los terpenos linalol, 6xido de linalol, linalilpropanoato,

nerolidol y timol fueron caracteristicos del tipo reposado y fenoles y compuestos nitrogenados del tipo afiejo .

La Tabla 5 presenta los principales compuestos identificados en los extractos originales detectados en el sistema
cromatografia de gases—olfatometria. Los descriptores predominantes fueron: tepache, tequila, dulce, floral,

madera, fendlico y vainillina.

Se concluye en este trabajo ®” que la mayoria de las diferencias en sabor encontradas en los tequilas blanco,
reposado y afiejo, pueden deberse al proceso de elaboracion pues todos provienen del mismo Agave tequilana sin
embargo, la localidad y el tiempo de cosecha no son conocidos la mayoria de las veces. Esto podria ser

importante en el perfil final del sabor y aroma del producto.
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Tabla 5. Componentes del extracto original del tequila .

Descriptor Compuesto
Tepache desconocido
Tequila desconocido
Dulce 2,3 metilbutanol
Floral feniletilacetato

Dulce, Floral, Limon
Madera, Afrutado

linalol
alcohol feniletilico

Mantequilla acido decanoico
Fendlico desconocido
Tequila desconocido

Muy dulce vainillina

La evaluacion de los aromas mas potentes demostrd que los volatiles con las notas tipo dulce, floral, madera, y
tepache, son compuestos de mayor impacto en el perfil de aroma del tequila. Este estudio define que la mayoria
de los compuestos volatiles que contribuyen al aroma del tequila son similares a aquellos reportados para
muchos vinos. Sin embargo, su Unico aroma completo podria deberse principalmente al sinergismo de

multicomponentes (compuestos volétiles menores) .

Lépez, M.G. y Dufour, J.P (2001) @ evaluaron los “aromas predominantes més potentes en tequilas blanco,
reposado y afiejo” provenientes del mismo lote y establecieron las diferencias entre ellos. Se encontraron mas
compuestos altamente volatiles y con mayor intensidad en los tipos afiejo y reposado que en tequila blanco,
presentando un perfil de aroma més complejo en afiejo y reposado ciertamente debido al reposo prolongado, sin

embargo muchos aromas fueron comunes a todas las muestras.

Los aromas mas potentes encontrados para las tres clases de tequila fueron:
Tequila Blanco: feniletanol y feniletilacetato
Tequila Reposado: feniletanol, feniletilacetato y vainillina

Tequila Afiejo: feniletanol, vainillina y un compuesto desconocido.

Se pudo concluir que el tequila afiejo presenta un perfil de aroma mas complejo y que la mayoria de éstos
aromas son generados durante el proceso de afiejamiento en barricas de roble blanco. Sin embargo, es importante
mencionar que 3 de los compuestos potentes encontrados son aln desconocidos, por lo tanto se propuso mayor

investigacion para definir el perfil del aroma en los diferentes tipos de tequila.
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3.3.2 Formacion de compuestos durante el proceso térmico del Agave

En trabajos mas recientes se ha estudiado por Lépez, M.G. y Mancilla-Margalli, N.A. (2002) ", la “formacién
de compuestos generados durante la coccion del Agave”, proceso que implica varias horas en hornos de ladrillo o
en autoclaves. Los principales compuestos provenientes de reacciones de Maillard encontrados en los jugos
exudados fueron: 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF), metil-2-furoato, alcohol furfuril, 2(5H)-furanona, 5-
acetoximetil-2-furfural, y derivados etiléster y alanina. La mayoria de estos compuestos deben ser generados por

reacciones entre fructosa y aminoacidos como alanina, fenilalanina y tirosina.

También se encontraron en los exudados compuestos que no son producto de reacciones de Maillard como
acidos grasos, aldehidos, alcoholes, terpenos y vainillina, los cuales perduran a través del proceso de produccion
del tequila, ya que éstos volatiles se han encontrado en muchos tipos y marcas de tequila. Mas adn, es conocido
gue la mayoria de los acidos grasos presentes en la bebida son usualmente convertidos a sus etilésteres mas tarde

durante el proceso de reposo o afiejamiento debido a la abundancia del etanol.

Los principales compuestos de Maillard encontrados en los exudados de Agave tequilana fueron 5-
Hidroximetilfurfural (5-HMF), maltol y 2-furanmetanol. La presencia de aminoacidos como alanina, fenilalanina
y tirosina en los primeros exudados fue decisiva para la generacion de algunos de los compuestos. Muchos
componentes volatiles responsables del sabor del tequila como vainillina y terpenos dentro de los cuales se
identificaron a linalol, linalilpropanoato, geraniol, 1-hidroxilinalol y escualeno, no relacionados a reacciones de

encafecimiento también se formaron durante el proceso térmico 729,

Existe ain mucho camino por recorrer en el campo de la caracterizacion de perfiles de aromas y sabores en
bebidas alcohdlicas y particularmente en el tequila. Son muchos los factores que influyen en la elaboracion de
los productos fermentados y destilados como es el tequila y muchas otras bebidas similares, entre los que se
encuentran: tipo de levadura empleada durante la fermentacidn, temperatura y tiempo de coccion de las pifias de
Agave, destilacién, afiejamiento, etc., aunado a éstos, se involucran los caracteristicos de la materia prima como:
condiciones de cultivo, clima, desarrollo, madurez, cosecha y manejo postcosecha de la planta etc., factores

todos determinantes en la produccidn de sabores y aromas de bebidas alcohélicas.

En varios trabajos se han evaluado por cromatografia de gases datos analiticos instrumentales de las sustancias
responsables del aroma y sabor de bebidas alcohdlicas y se ha correlacionado esta informacion con una
evaluacion sensorial del producto en estudio, sin embargo la dificultad principal de relacionar datos sensoriales

con datos instrumentales consiste en que un sabor determinado no necesariamente se encuentra definido por un
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compuesto especifico, ya que pueden ser varios compuestos los que generen un sabor, incluso un compuesto

puede generar sabores distintos dependiendo de la concentracion en la que se encuentre.

3.4 Extraccién de compuestos volatiles

3.4.1 Métodos de extraccion de terpenos en bebidas alcohdlicas

Las técnicas de extraccion del aroma en alimentos se basan en las propiedades de sus constituyentes volatiles;
volatilidad y afinidad con disolventes no polares y polimeros, para extraerlos selectivamente de la muestra.
Tradicionalmente el analisis del aroma en bebidas alcohdlicas se ha realizado mediante ELL empleando un
disolvente de bajo punto de evaporacién y enseguida inyectando el extracto a un sistema de CG-EM ©®. Para el
analisis de bebidas alcohdlicas se han empleado mezclas de disolventes como pentano:diclorometano ©%,
tricloro-1,2,2-trifluoroetano (freon 113) “% en el anélisis de compuestos mas volatiles. Para compuestos volatiles
y semivolétiles se ha empleado diclorometano y cloroformo obteniendo buenos resultados en tequila ® ) y en

vino “9,

La extraccion de compuestos volatiles y semivolatiles presentes en plantas y sus derivados (bebidas fermentadas
y destiladas) ha empleado diferentes técnicas como: extraccion con disolventes o extraccion liquido-liquido ©*
%) destilacién a presion reducida, extraccién por head-space, extraccion empleando membranas o adsorbentes

) 30313233 "y extraccion con fluidos supercriticos ®*). Estos son

(extraccidon y microextraccion en fase solida
métodos que permiten analizar compuestos como los aceites esenciales que se encuentran en muy baja

concentracion.

Para el anlisis de los compuestos extraidos por las técnicas anteriores, regularmente se emplea la cromatografia
de gases como método de separacion de los compuestos de interés (analitos) y su identificacion se realiza por
diversos métodos usando los tiempos de retencion de los analitos y un detector de ionizacion de flama, o el

sistema acoplado a un espectrémetro de masas.

3.4.1.1 Extraccion liquido-liquido (ELL)

La extraccion liguido-liquido es uno de los métodos més utilizados en el aislamiento de compuestos organicos de
muestras acuosas. Se ha empleado en el pasado como referencia para validar otros procedimientos analiticos.
Los compuestos organicos son transferidos por agitacion en un embudo de separacion desde una fase liquida a
otra inmiscible o parcialmente inmiscible. La separacidn estd basada en el principio de que los analitos organicos

se distribuyen entre las fases de acuerdo a sus solubilidades relativas y los disolventes empleados .
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No existe un disolvente universal, sin embargo dentro de los mas empleados se tienen disolventes no polares
como: pentano, hexano, metilciclohexano, isooctano, tolueno, dietil-éter; de polaridad intermedia como:
cloroformo, diclorometano y polares como: etanol, metanol. La mayoria de los compuestos organicos son mas
solubles en disolventes organicos que en agua, con excepcion de compuestos de bajo peso molecular con uno o

més grupos polares los cuales son solvatados a través de enlaces de hidrégeno ©7.

La ELL se ha probado como un método efectivo en concentrar los analitos de grandes volumenes de muestras
dentro de un pequefio volumen de disolvente, presentando una alta sensibilidad en el método. La ELL es ain un
método comunmente empleado, sin embargo, presenta algunos inconvenientes como ser un procedimiento que
requiere un paso tedioso de extraccion, el cual no puede ser completamente automatizado, requiriendo la
intervencién de un analista. Se requiere el empleo de grandes cantidades de disolventes de alta pureza y alto
costo, cuyo manejo implica un riesgo, debido a su elevada toxicidad y la presencia de residuos peligrosos. Existe
un riesgo de contaminacién y pérdida de disolventes por evaporacién durante la extraccion, por lo tanto se
requiere de un cuidado meticuloso del proceso aunado a un buen control de calidad. En ocasiones es necesario
un paso de concentracién después de la extraccion, ademas de que las sustancias extremadamente solubles en
agua son dificiles de extraer ©”. Se ha empleado ELL para extraer compuestos como aminas, acidos organicos
volatiles y no volatiles, los cuales fueron identificados por un anlisis subsiguiente de los extractos por

cromatografia de gases ©”.

3.4.1.2 Microextraccion en fase sélida (MEFS)

La microextraccién en fase sélida es una técnica desarrollada por Pawliszyn y colaboradores en 1990 y fue
propuesta como un método rapido de extraccién de compuestos organicos volatiles de muestras liquidas, libre
de disolventes. Esta técnica emplea una fibra de silice fundida que es recubierta en su exterior por una fase
estacionaria o adsorbente en la mayoria de los casos polimérico ®* *). El analito en la muestra es directamente
extraido y concentrado en la fase estacionaria, y después es desorbido por temperatura en el inyector de un
cromatografo de gases o mediante el empleo de un disolvente en una cdmara especial de desorcidn previo a su
analisis por cromatografia de liquidos ®®. Esta técnica se emplea para extraer compuestos orgénicos volatiles y
semivolatiles de muestras acuosas, generalmente ambientales, bioldgicas y alimentos, aunque es Util también en
muestras sélidas y gaseosas. Las aplicaciones de MEFS se han enfocado en la extraccion de compuestos

organicos volatiles y semivolatiles de varias matrices tales como agua, aire y suelos.

El principio en el que se basa la MEFS es la particion de los analitos entre la matriz de la muestra y el

recubrimiento de la fibra, el transporte de los analitos desde la matriz de la muestra hasta la fibra comienza en el
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momento en que la fibra entra en contacto con la muestra y la extraccion termina cuando la concentracion de
analito ha alcanzado el equilibrio de distribucion entre la fibra y la muestra.

El dispositivo para MEFS consiste de un contenedor de fibra similar a una jeringa, conteniendo una barra de
acero inoxidable semejante a una aguja dentro de la cual esta insertada la fibra de silice fundida, la cual puede

ser expuesta o retraida dentro de la aguja por medio de un émbolo (Fig. 16).

Fig. 16. Dispositivo para MEFS ¢

La aguja esta disefiada para reutilizarse reemplazando la fibra. La fibra de silice fundida es recubierta con una
capa relativamente delgada de alguna de las fases estacionarias poliméricas, la cual concentra los analitos
organicos durante la adsorcion o absorcion desde la matriz de la muestra. La fibra por si misma es quimicamente

inerte y muy estable aln a alta temperatura.

Existen 7 tipos de fibras disponibles comercialmente, con diferentes espesores de la fase estacionaria, éstas son:
polidimetilsiloxano  (PDMS), poliacrilato  (PA), polidimetilsiloxano/divinilbenceno  (PDMS/DVB),
polietilénglicol/divinilbenceno (CW/DVB), polietilénglicol/resina (CWITPR), y carbén
activado/polidimetilsiloxano (CA/PDMS). La fase estacionaria puede estar quimicamente unida a la fibra de
silice fundida y adicionalmente diferentes fases pueden entrecruzarse mediante enlace parcialmente cruzado o
enlace altamente cruzado. Las ventajas de estas fases en MEFS son similares a las obtenidas como fases

estacionarias en CGC ©¥. La Fig. 17 esquematiza las propiedades de polaridad y retencién de cada fase.
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Fig. 17. Propiedades de Fibras para MEFS disponibles comercialmente. %

3.4.1.2.1 Procedimiento

La muestra se coloca dentro en un vial el cual se sella con un septum y un tapén de rosca horadado. La fibra
deberd limpiarse previo al analisis para remover contaminantes que interfieren con los analitos de interés, esto se
realiza por acondicionamiento en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo de gases de acuerdo a las indicaciones
del proveedor. La aguja que contiene la fibra en su interior se inserta en el septum extendiéndose posteriormente
la fibra a través de la aguja hasta su exposicion con la muestra, entonces se presenta el reparto de los analitos

desde la matriz de la muestra hacia la fase estacionaria de la fibra (Fig. 18) ©®.

Aunque la MEFS tiene un maximo de sensibilidad en el equilibrio de particion de los analitos, se obtiene una
relacién proporcional entre la cantidad de los analitos adsorbidos por la fibra y su concentracion inicial en la
matriz de la muestra antes de alcanzar el equilibrio de particién. Por lo tanto el equilibrio completo no es
necesario para el andlisis cuantitativo por MEFS. Existen 2 modos de empleo de la MEFS para extraer los
analitos: headspace (MEFS-HS) o inmersion directa (ID-MEFS). En el modo MEFS-HS la fibra se expone en la
fase vapor o espacio de cabeza que existe sobre una muestra solida, liquida o gaseosa. En el modo ID-MEFS la

fibra se sumerge directamente en muestras liquidas.

La agitacion de la muestra se realiza frecuentemente empleando una pequefia barra magnética para incrementar
la velocidad para llegar al equilibrio. Después de un tiempo adecuado de extraccion, la fibra se retrae dentro de
la aguja y ésta se remueve del septum e inserta directamente en el puerto de inyeccion de un CG o dentro de la
camara de desorcion de la interfase MEFS-HPLC. La desorcion del analito desde la cubierta de la fibra se realiza

por calentamiento de ésta en el puerto de inyeccion del CG o por dilucion con disolvente dentro de la cdmara de
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desorcion de la interfase MEFS-HPLC, donde los analitos son transferidos directamente a la columna

cromatografica para su analisis.

Para el analisis de compuestos volatiles en muestras con matrices complejas, el modo MEFS-HS es mas
adecuado debido a que la fibra no esta en contacto directo con la muestra y por lo tanto prolonga su tiempo de
vida. En el caso de inmersion de la fibra su deterioro se ocasiona por la influencia de adicion de sales con
saturacién, pH de la solucién o la presencia de compuestos en una matriz compleja. Otro problema se causa por
la relativamente alta concentracion de etanol u otros compuestos en muestras tales como bebidas alcohdlicas, los
cuales interfieren en la extraccién de los analitos. Los compuestos de alto peso molecular como las proteinas
pueden adsorberse de manera irreversible en la fibra cambiando las propiedades de la fase estacionaria y

haciéndola inutilizable.

Fig. 18. Procedimiento de MEFS-HS ©®

3.4.1.2.2 Optimizacion

La técnica més adecuada de extraccion por MEFS debera seleccionarse considerando la naturaleza de la matriz
en la muestra y de los analitos de interés a extraer, la seleccion de fibra para la extraccion y la seleccién de los
pardmetros de microextraccion como son: agitacion de la muestra, fuerza ionica de la solucion, tiempo y
temperatura de extraccion, que permitan la mayor extraccion de los compuestos de interés. Por ejemplo, la
técnica de MEFS en combinacion con CG-EM es inadecuada para la extraccion de compuestos menos volatiles o

térmicamente labiles, sin embargo, MEFS combinada con HPLC resulta mas adecuada para éstos compuestos®®.

3.4.1.2.3 Seleccion de la fibra
La afinidad del analito por la fibra depende de las interacciones moleculares entre el analito y la fibra, y las

distintas fases estacionarias que recubren las fibras, por tener diferentes propiedades y espesores se seleccionan

29



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

de acuerdo a los diferentes compuestos que se desean extraer. Polidimetilsiloxano (PDMS) se prefiere para la
extraccion de analitos no polares, sin embargo se puede aplicar a compuestos mas polares si se optimizan las
condiciones de extraccion, ademas ésta fibra es capaz de resistir altas temperaturas en el inyector, por arriba de
300 °C. En general, los compuestos volatiles requieren una cubierta de polimero gruesa, mientras que una
cubierta delgada es efectiva para compuestos semivolatiles. Por otro lado, fibras cubiertas con peliculas més
gruesas requieren mayor tiempo para alcanzar el equilibrio de extraccion, pero proveen mayor sensibilidad
debido a la mayor masa de analitos que se pueden extraer. Una fibra polar como la de poliacrilato (PA), es
adecuada para la extraccion de analitos mas polares como fenoles y alcoholes. Fibras con fases estacionarias
mixtas que contienen copolimeros de divinilbenceno (DVB), resina (TPR), o carboxen (CAR: soporte poroso de
carbdn activado), incrementan la capacidad de retencion debido al efecto potencial de adsorcion y distribucion
hacia la fase estacionaria. PDMS/DVB, CAR/DVB, Carbowax (CW: polietilénglicol)/DVB y CW/TPR pueden
emplearse para la extraccion de analitos polares de bajo peso molecular. La fibra CAR/PDMS muestra mejor
eficiencia de extraccién que una fibra PDMS de 100 um de espesor, pero su repetibilidad es mas pobre y

consume mayor tiempo para alcanzar el equilibrio ©.

3.4.1.2.4 Optimizacion de la extraccion

En MEFS la cantidad de analitos extraidos en la fibra depende no sélo de la polaridad y espesor de la fase
estacionaria, sino también del tiempo de extraccion y la concentracion de analitos en la muestra. Esta extraccion
se mejora por agitacion de la muestra, adicion de sal, cambio del pH y variacion de la temperatura. EI tiempo de
extraccion esta principalmente determinado por la velocidad de agitacion y el coeficiente de particion del analito
entre la cubierta de la fibra y la matriz de la muestra. La MEFS tiene la méxima sensibilidad si se alcanzan las
condiciones de equilibrio, sin embargo, el total equilibrio no es necesario para un analisis preciso y exacto por
MEFS debido a la relacién lineal entre la cantidad de analito adsorbido por la fibra y su concentracién inicial en
la matriz de la muestra en condiciones de no equilibrio. En tales casos, el tiempo de extraccion y las condiciones

de transferencia de masa deben combinarse cuidadosamente .

La agitacion magnética se utiliza ampliamente porque acelera la transferencia de analitos desde la matriz de la
muestra hacia la cubierta de la fibra. El tiempo de equilibrio progresivamente decrece con el incremento en la
velocidad de agitacion; sin embargo, debe evitarse una agitacion incontrolable ya que podria causar baja

reproducibilidad en este tiempo de equilibrio.
La eficiencia de la extraccion también se mejora por la adicion de sales solubles a la muestra, generalmente se
emplea cloruro de sodio, carbonato de sodio, carbonato de potasio y sulfato de amonio. La adicién de sales

propicia la extraccion de analitos sobre la fibra debido al efecto salino (“salting-out”) el cual produce un cambio
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en la fuerza idnica de la solucién favoreciendo la extraccion de los compuestos. La adicion de sales se prefiere
en el modo MEFS-HS, ya que si se emplea por inmersion en la solucion de la muestra y la fibra tiene contacto

con soluciones de alta fuerza ionica o valores de pH extremos, se acelera el deterioro de la fibra.

Para incrementar la concentracion de analitos en la fase gaseosa en el modo MEFS-HS, usualmente se calienta la
muestra. Un incremento en la temperatura de extraccion causa un incremento en la velocidad de extraccion y
simultdneamente un efecto sobre las constantes de distribucion que dependen del analito y del intervalo de
temperatura en que se esté trabajando. Por lo tanto una adecuada temperatura provee mayor sensibilidad y

velocidad de extraccion de los analitos.

Para un andlisis con mayor exactitud y precision, se requiere un tiempo de extraccion consistente, asi como el

empleo del mismo tamafio de vial y volumen de la muestra durante todo el analisis.

3.4.1.2.5 Optimizacion de la desorcién

La desorcidn térmica eficiente de un analito en el puerto de inyeccion de un CG depende de su volatilidad, del
espesor de la cubierta de la fibra, de la profundidad de la inyeccion, de la temperatura del inyector y tiempo de
exposicion. Se requiere un inyector de CG con un inserto de calibre angosto para asegurar alto flujo lineal y
exponer la fibra inmediatamente después de que la aguja se introduzca dentro del inserto. La profundidad de
exposicion de la aguja deberd ajustarse para colocar la fibra en el centro de la zona caliente del inyector. Los
inyectores split/splitless deben operarse en el modo splitless. Generalmente la temperatura éptima de desorcién
es aproximadamente igual al punto de ebullicion del analito menos volatil. Para prevenir el ensanchamiento de
los picos en el cromatograma, la temperatura inicial de la columna del CG se deberd mantener baja, o0 aun
enfriada (crioenfoque), logrando asi la concentracion de los analitos en la cabeza de la columna. El tiempo de

desorcién depende de la temperatura del inyector y de la velocidad de flujo lineal alrededor de la fibra®®.

3.4.1.3 Aplicacion de MEFS-HS en bebidas alcohdlicas

Se han identificado alrededor de 1000 compuestos causantes del aroma en vinos ®, la mayoria de éstos
compuestos se originan de la uva y son formados durante la pre y post-fermentacion. El aroma de los vinos
contiene compuestos como hidrocarburos, terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos y acidos que presentan un
amplio intervalo de polaridad y volatilidad. A pesar de que algunos compuestos estan presentes en mayor
concentracién (del orden de centenas de mg/L), la mayoria se encuentran en niveles de pg/L o ng/L. Por

lo tanto es necesaria la extraccion y concentracion de los analitos antes del anélisis en el CG-EM.
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Los patrones arométicos son Gtiles para la clasificacién quimica de variedades de vinos. En trabajos previos “?

se analizaron los componentes del bouquet del vino usando MEFS con inmersion directa (ID-MEFS) de la fibra
en la muestra y MEFS en modo headspace o espacio de cabeza (MEFS-HS) acoplada a CG-EM empleando la
fibra de PA. Se alcanzd un perfil completo del bouquet del vino, y MEFS-HS proporciond algunas ventajas
esenciales como mayor tiempo de vida de la fibra y mayor sensibilidad para extraccion de terpenos en
comparacion con ID-MEFS. Los resultados obtenidos por estos métodos son adecuados para comparar y

optimizar condiciones de fermentacion y pueden ser correlacionados a una evaluacién sensorial ©.

En el analisis de tequila blanco, reposado y afiejo, se ha empleado microextraccion en fase sélida y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para caracterizar y cuantificar compuestos volatiles
del tequila “®, considerando algunos factores importantes en el analisis por MEFS como tipo de muestreo, tipo
de fibra y tiempo de exposicion de la fibra en el espacio de cabeza, los cuales fueron determinantes en el analisis
cualitativo y cuantitativo del perfil de volatiles en esta bebida. La extraccion de los compuestos se realiz6 por
inmersion directa de la fibra de Polidimetilsiloxano (PDMS) en 40 mL de tequila mantenido a 40 °C, la fibra fue
sumergida en la muestra durante 60 min y desorbida durante 5 min dentro del cromatdgrafo de gases. Los
compuestos volatiles identificados fueron principalmente alcoholes, ésteres y cetonas y se cuantificaron etil
ésteres por considerarse que mostraban marcadas diferencias en el perfil de diferentes tipos de tequila (blanco,
reposado, afiejo y extra-afiejo), éstos compuestos se encontraron dentro del intervalo de 0.27-15.03 pg/mL,
reportando coeficientes de variacion menores a 10% lo que indica que la técnica fue reproducible.

Los métodos cromatograficos se han empleado frecuentemente en el andlisis de bebidas alcohdlicas ya que
siempre se ha relacionado la calidad con sus caracteristicas sensoriales proporcionadas por su aroma y sabor.
Numerosos estudios de investigacion en este rubro emplean la cromatografia de gases acoplada a un detector de
masas para la identificacion y cuantificacion de los compuestos volatiles involucrados en el aroma y sabor de
bebidas alcoholicas. La cromatografia de gases-espectrometria de masas es probablemente la técnica analitica

méas completa empleada en el analisis de aromas y sabores en alimentos.

3.5 Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas

La cromatografia de gases — espectrometria de masas (CG-EM) es la técnica analitica mas ampliamente usada
para el analisis de mezclas complejas. El poder de esta metodologia reside en la union de dos poderosas técnicas
dentro de un sistema acoplado. La cromatografia de gases (CG) se emplea para separar los componentes de una
mezcla basada en sus diferentes afinidades por la fase estacionaria en la columna. La espectrometria de masas
(MS) se emplea no sélo para detectar y cuantificar las diferentes especies que eluyen de la columna sino que

ademas provee informacion definitiva sobre su identidad.
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El equipo més simple de CG-EM emplea un cromatdgrafo de gases con un inyector split/splitless, una columna
capilar y una trampa cuadrupolar o ion cuadrupolar como analizador de masas. Se requiere un alto grado de
automatizacion y un sistema de control de los datos generados (tiempo, relacion masa/carga e intensidad). La
muestra conteniendo los analitos de interés se introduce en el puerto de inyeccion del CG para su analisis
subsiguiente por CG-EM. En algunos casos la muestra requiere algln tratamiento o derivatizacion previo a su
inyeccién en el CG. El analisis de compuestos organicos presentes en muestras acuosas y muestras solidas,
usualmente ha requerido de técnicas de extraccion laboriosas como extraccion liquido-liquido o extraccion por
Soxleth previo al analisis por CG-EM, sin embargo, la MEFS técnica que permite extraer y concentrar los
analitos de interés en la fibra y directamente inyectar el extracto en el CG, resulta un procedimiento adecuado de

preparacion de muestra para el anélisis por CG-EM (Fig. 19). “")

4

Fig. 19 Sistema de analisis por CG-EM. 1. Introduccion de muestra, 2. Cromatdgrafo de gases, 3. Espectrometro
de masas, 4. Control y analisis de datos

Las principales ventajas de la cromatografia de gases son: analisis rapido (minutos) y eficiente ya que provee
alta resolucién, es sensible pues detecta facilmente ppm y ppb, es un método de andlisis no destructivo de la
muestra haciendo posible el acoplamiento al espectrometro de masas, es muy preciso en andlisis cuantitativo,

requiere pequefias cantidades de muestra (del orden de uL), es reproducible y relativamente simple.
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La cromatografia de gases estd limitada a muestras volatiles y no es adecuada para muestras termolabiles y
grandes muestras preparativas. Usualmente emplea espectrometria de masas para la confirmacion de la identidad
del pico cromatogréafico, ya que una de las desventajas de la cromatografia de gases es que no se puede
confirmar la identidad o estructura de las sefiales cromatograficas. Los tiempos de retencion de los analitos estan
relacionados con el coeficiente de particion, este tiempo es caracteristico pero no es Unico o especifico de cada
compuesto. Por lo tanto, los datos del cromatografo de gases (CG) por si solos no proporcionan informacion

contundente, ya que no dan certeza sobre la identificacién de los compuestos. “*

En el analisis de aromas la espectrometria de masas es uno de los métodos efectivos mas poderosos en términos
de identificacion. Junto con la cromatografia de gases provee informacion cualitativa y cuantitativa sobre el
aroma de una matriz compleja. El efluente que sale de la columna del CG es primero ionizado por un bombardeo
de electrones para formar los iones fragmento y entonces el espectrometro de masas (EM) selectivamente
permite a los fragmentos de una cierta relacién masa/carga (m/z) ser analizados.“® El espectro de masas
obtenido es caracteristico del analito. Para la identificacién, los datos del espectro de cada compuesto
desconocido son analizados comparandolos con los espectros de una base de datos de compuestos conocidos. El
espectro de masas de un compuesto individual es Gnico. Sin embargo, cierta clase de compuestos exhiben
algunos espectros comunes, caracteristicas Utiles en la diferenciacion de la identidad. La estructura de un
espectro resulta de la fragmentacion de una molécula la cual la caracteriza a ella misma y la diferencia de otras
moléculas y de otros grupos de compuestos. Dentro de los constituyentes del aroma y sabor se encuentran
aldehidos, cetonas, alcoholes y &cidos hasta compuestos heterociclicos los cuales exhiben sus propios patrones

de fragmentacion caracteristicos “©.

CG-EM es tal vez la metodologia mas exitosa de las técnicas acopladas, CG separa los compuestos sobre la base
de sus diferentes afinidades por la fase estacionaria, EM registra el proceso de separacion en tiempo, relacion
masa/carga e intensidad. La identificacion de los compuestos individuales es usualmente alcanzada a través de la
comparacion de un tiempo de retencién relacionado con un estandar conocido y un espectro de masas obtenido
experimentalmente por impacto electrénico (EI) comparado contra el espectro de masas de una biblioteca como
la biblioteca NIST (Nacional Institute of Standard and Technology). La cuantificacidn es obtenida por relacionar

la respuesta del ion seleccionado de la muestra a aquella de un estandar de concentracidn conocida.

La metodologia CG-EM requiere que los compuestos de interés sean adecuados para el analisis por CG: peso
molecular relativamente bajo, no labil, térmicamente estable, razonablemente volatil o derivatizable. La
sensibilidad de los detectores de masas es casi comparable 0 mejor que muchos otros detectores de CG, con la

notable excepcion del detector de captura de electrones. Esta técnica es muy sensible ya que alcanza limites de
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deteccion del orden de picogramos, puede ser altamente selectiva y adecuada por la flexibilidad con respecto al
tipo y calidad de los datos del espectro de masas, el analista puede escoger entre varios modos de ionizacion y
modos de lectura del espectro, el control del rango y resolucion de masas, asi como otros pardmetros

experimentales.

La selectividad en el analisis por CG-EM es sobresaliente ya que provee evidencia concluyente para la
presencia de un compuesto debido a la combinacion de la informacion proporcionada por el CG y la informacion
estructural proveniente del EM. La selectividad y sensibilidad se pueden mejorar a través del uso de técnicas de
ionizacién quimica selectiva y/o técnicas de monitoreo del ion selectivo (SIM). La técnica se considera madura,

robusta y adecuada para una amplia variedad de aplicaciones “”.

La CG-EM representa la técnica mas poderosa y ampliamente usada para el anélisis de mezclas complejas. Sus
aplicaciones primarias incluyen el analisis de drogas, explosivos, productos del petr6leo y contaminantes en aire,
agua y suelos; su empleo abarca diversas areas como quimica clinica, ciencia ambiental, analisis de alimentos y
bebidas, ciencia forense y monitoreo industrial de proceso “”. La CG-EM ha tenido gran aplicacién en la
separacién, identificacién y cuantificacion de compuestos volatiles causantes del aroma y sabor de los alimentos

y por lo tanto ha sido de gran importancia en el analisis de bebidas alcohdlicas.

35



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Desarrollar un método analitico para cuantificar los principales terpenos (linalol, 4-terpineol, o-
terpineol, B-citronelol, eugenol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol) que se encuentran presentes en

tequila 100% Agave.

4.2 Objetivos particulares

e Desarrollar un procedimiento para determinar terpenos en tequila 100% Agave utilizando
microextraccion en fase sélida acoplada a cromatografia de gases-espectrometria de masas (MEFS-CG-
EM).

e Evaluar y aplicar un procedimiento de extraccion liquido-liquido (ELL) desarrollado previamente en el
laboratorio ©® para determinar terpenos en tequila 100% Agave por el andlisis por cromatografia de

gases-espectrometria de masas (CG-EM).

e Aplicar y comparar ambas metodologias para el analisis de terpenos en muestras comerciales de tequila
100% Agave.
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5. Desarrollo experimental

5.1 Extraccién de terpenos

La concentracién de terpenos en la matriz de etanol-agua (38-40% etanol) del tequila, es muy baja y fue
necesario realizar una extraccion para concentrar los analitos antes del andlisis cromatografico. De los 28
terpenos identificados en el tequila en trabajos previos ©, se cuantificaron 7 (linalol, 4-terpineol, a-terpineol, p-
citronelol, eugenol, cis-nerolidol y trans, trans-farnesol). Para la extraccién y concentracion de terpenos en
tequila, se desarroll6 la técnica de microextraccion en fase sélida en modo headspace (MEFS-HS) y la seleccion
de los parametros: tipo de fibra, temperatura de extraccion, adicion de sal y tiempo de extraccion. Se compard la
MEFS-HS con la técnica de extraccion liquido-liquido (ELL) en la cual se emple6 cloroformo como disolvente
extractante (por presentar mayor extraccion de estos compuestos como lo reportan trabajos previos ©). Se
determind la linealidad, precision y los limites de deteccion en ambas metodologias. La cuantificacion de los

compuestos se realizé utilizando curvas de calibracion relativas en cada una de las técnicas aplicadas.

5.1.1 Materiales y equipo

Balanza Analitica Ohaus, modelo AP250D

Parrilla con agitador magnético Bornstead-Thermolyne, modelo SPA 1025B

Jeringas Hamilton de 10, 50, 100 y 500 pL.

Material de vidrio Pirex: pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 10 y 20 mL, matraz Erlenmeyer de 250 y 500 mL,
Embudo de separacion de 500 mL, probeta de 250 mL, matraz aforado de 2, 10, 50 y 100 mL. Viales de vidrio
(11 mL de capacidad) con tap6n horadado de polipropileno y septa de Teflon (politetrafluoretileno).

Fibras: Polidimetilsiloxano (PDMS, 100 pm), Polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 pm),
Poliacrilato (PA, 65 um) y Carbowax- divinilbenceno (CW/DVB 65 pum) y soporte de la fibra para inyeccion
manual (Supelco, Bellafonte, PA. USA). Las fibras fueron acondicionadas de acuerdo a las indicaciones del
proveedor (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de las fibras

Espesor de la Temperatura de Tiempo de
Fibra pelicula Acondicionamiento  Acondicionamiento
(pm) (°C) (hr)
CW/DVB 65 250 0.5
PDMS/DVB 65 260 0.5
PA 85 300 2.0
PDMS 100 250 1.0
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5.1.2 Reactivos
Alcohol etilico absoluto anhidro y cloroformo ambos de 99.9% de pureza, cloruro de sodio, sulfato de sodio

anhidro grado reactivo (J.T.Baker. Cd. México) y bicarbonato de sodio (grado técnico, Carlo Erba. Cd. México).

5.1.3 Estandares
Estandares (pureza > 97%): p-cimeno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol, eugenol, B-citronelol, cis-nerolidol y

trans, trans-farnesol (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Suiza).

Las disoluciones estandar de cada terpeno se prepararon pesando con exactitud y por separado aproximadamente
10 mg de cada compuesto, se disolvieron y aforaron con etanol a un volumen final de 10 mL obteniendo
disoluciones concentradas de aproximadamente 1000 ppm. Se almacenaron a 4 °C, en viales de vidrio ambar con

tapon de rosca y septa sellados con teflon, para su uso posterior.

5.1.4 Muestras
Se analizaron 21 muestras de tequila 100% Agave: 18 tequilas reposados, 2 tequilas blancos y un tequila afiejo,

cuyas caracteristicas indicadas en el marbete se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Muestras de Tequila

Tipo . . Alcohol

Muestra 100% Region Geogréfica %
Agave

1 reposado Tequila, Jalisco 38
2 reposado Arenal, Jalisco 38
3 reposado Tequila, Jalisco 38
4 reposado Tequila, Jalisco 35
5 reposado Guadalajara, Jalisco 40
6 reposado San Juanito de Escobedo, Jalisco 38
7 reposado El Salto, Jalisco 40
8 reposado Amatitlan, Jalisco 40
9 reposado Atotonilco El Alto, Jalisco 38
Al10 afejo Zapotlanejo, Jalisco 38
11 reposado Guadalajara, Jalisco 35
12 reposado Amatitlan, Jalisco 38
13 reposado Tequila, Jalisco 38
B14 blanco Amatitlan, Jalisco 40
15 reposado Tequila, Jalisco 40
16 reposado Tequila, Jalisco 40
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17 reposado La Laja, Jalisco 35
18 reposado Atotonilco El Alto, Jalisco 38
19 reposado Acatic, Jalisco 35
20 reposado Tototlan Jalisco 38
B21 blanco Atotonilco El Alto, Jalisco 38

A= afiejo, B= blanco

5.1.5 Terpenos
La estructura de los terpenos estudiados asi como el ion fragmento utilizado para la cuantificacién de cada

compuesto se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Terpenos analizados

. Peso Molecular lon
Terpeno Estructura Quimica fragmento
(uma)
m/z
linalol
(monoterpeno) 154 n
4-terpineol
(monoterpeno) 154 n
a-terpineol 154 59
(monoterpeno)
B-citronelol 156 69
(monoterpeno)
eugenol
(monoterpeno) 164 164
cis-nerolidol 299 69

(sesquiterpeno)

trans, trans-
farnesol 222 69
(sesquiterpeno)

5.2 Andlisis cromatografico

5.2.1 Condiciones cromatograficas

Se utilizé un Cromatografo de Gases con inyector split/splitless (6890N Agilent Technologies) acoplado a un
Detector Selectivo de Masas (5973 Agilent Technologies) y una columna capilar de silice fundida, 5% difenil

95% polidimetilsiloxano de 30.0 m de longitud x 250 um de didmetro interno x 0.25 um grosor de pelicula
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(Zebron Phenomenex), USA 7HG-6002-11. Temperatura del inyector: 250 °C, en modo “splitless” (1min).
Programa de Temperatura: Temperatura inicial 40 °C isotérmicamente durante 1 min, rampa de 5 °C/min, hasta
210 °C y rampa de 10 °C/min, hasta 280 °C, durante 5 min. Gas acarreador He con un flujo constante de 1
mL/min. La temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C, la temperatura de la fuente de ionizacion fue
de 230 °C y la temperatura del analizador (cuadrupolar) de 150 °C. Los analisis se realizaron por impacto
electronico a 70 eV, se utilizé el modo de barrido total del espectro (scan) de 50 a 550 m/z para la identificacion

y extraccion de iones para la cuantificacion.

5.2.2 Identificacion de terpenos

Para la identificacion de los terpenos en las muestras, se compararon los tiempos de retencién y los espectros de
masas con los obtenidos con los estandares, y con los espectros de masas de la base de datos (The NIST Mass
Spectral Search Program for the NIST/EPA/NIH Mass Spectra library version 2.0 build 19 Nov. 2001).

5.2.3 Cuantificacion de terpenos
La cuantificacion se realizd con base en la intensidad del ion fragmento seleccionado para cada terpeno

utilizando curvas de calibracion relativas (p-cimeno como estandar interno), (Anexo incisos 9.1y 9.2).

5.3 Extraccion liquido-liquido (ELL)

5.3.1 Procedimiento para el analisis por ELL-CG-EM.

Se transfirieron 30 mL de muestra fria (4 °C) a un embudo de separacidn de 500 mL y se adicionaron 300 mL de
agua destilada fria (4 °C) y se extrajo con 6 mL de cloroformo conteniendo el estandar interno (5.0 pg/mL). Se
agité durante 1 min y se dejo reposar 5 min para que las fases se separaran. La fase orgéanica se separd y se lavo
5veces con2 mL de disolucion saturada de bicarbonato de sodio y 3 veces con 2 mL de agua destilada fria
(4 °C), el extracto organico se filtré a través de sulfato de sodio anhidro y se inyect6 1.0 uL de este extracto en el
CG-EM. Este procedimiento se ha empleado en trabajos previos para la identificacion de terpenos en tequila ©.

Las muestras se analizaron por triplicado.

5.3.2 Linealidad

Se prepararon disoluciones de etanol al 38% de los 7 terpenos en estudio a las siguientes concentraciones: 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 pg/mL. Se realiz6 la ELL para cada concentracidn transfiriendo 30 mL de disolucion fria
(4 °C) de etanol al 38% fortificada con la disolucion estandar de terpenos correspondiente y 6 mL de cloroformo
(conteniendo el estdndar interno p-cimeno, 1.0 pg/L) y se sigui6 el procedimiento de extraccion descrito en el

inciso 5.3.1. Del extracto obtenido se inyect6 1.0 puL al CG-EM.
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5.3.3 Precision
Para calcular la precision se prepard una disolucidn de etanol al 38% fortificada con los 7 terpenos a una

concentracién de 0.05 pug/mL. De esta disolucidn se realizaron 5 extractos independientes utilizando 6 mL de
cloroformo (conteniendo el estdndar interno a 1.5 pg/mL) y siguiendo el procedimiento descrito en el inciso
5.3.1. De cada extracto se inyect6 1.0 uL al CG-EM. Con los resultados obtenidos se calculé la desviacion
estandar (DE) y el coeficiente de variacion (% CV) y los limites de detecciéon (LD = 2 DE) y cuantificacion (LQ
=10 DE).

5.4 Microextraccion en fase solida en modo headspace (MEFS-HS)

5.4.1 Seleccion de parametros para MEFS-HS

La cantidad de analitos que pueden ser extraidos por MEFS-HS estd determinada por la constante de equilibrio
del analito entre la fase acuosa y la fase gas y por el coeficiente de particion del analito entre la fase gas y la fase
polimérica de la fibra. Para optimizar la adsorcion de los analitos sobre la fibra (colocada en el espacio de cabeza
de la muestra) y por consiguiente las condiciones de extraccion, se consideraron los factores que influyen en los
equilibrios involucrados: tipo de fibra, temperatura de extraccién, adicién de sal y tiempo de extraccién. La

seleccién de parametros para MEFS-HS se describe en el esquema de la Fig.20.

5.4.1.1 Seleccion de fibra

Se evaluaron 4 fibras de diferente polaridad: PA, PDMS, PDMS/DVB y CW/DVB utilizando una muestra de
tequila como referencia. Cada una de las fibras se acondicioné de acuerdo a las indicaciones del proveedor
(Tabla 6). La evaluacion se realiz6 a dos diferentes temperaturas; 25 y 65 °C. La extraccion se realizo
transfiriendo 1.0 mL de muestra a un vial de 11 mL de capacidad y adicionando 4 mL de agua destilada y un
agitador magnético, se selld con un tapén horadado de polipropileno con septa de Teflon y se dejo equilibrar la
muestra durante 5 min. Después de este tiempo se bajo la fibra y se realizé la extraccion durante 30 min.

Posterior a la extraccion se retiro la fibra y se desorbio en el inyector del CG-EM durante 10 min.

5.4.1.2 Influencia de la fuerza ionica en la extraccion

Una vez evaluadas las 4 fibras (inciso 5.4.1.1) se seleccionaron, de acuerdo a los resultados, las fibras de PA y
PDMS/DVB para estudiar la influencia de la fuerza i6nica en la extraccién. Se evalud la adicién de NaCl a la
muestra en concentraciones equivalentes a 0, 50 y 100 % del valor de saturacién, (de aqui en adelante al
mencionar en el presente trabajo % de NaCl se referira al % de saturacion de NaCl a 25 °C). Este factor se

estudié a 25y 65 °C. Las condiciones de la extraccion fueron las mismas que las descritas en el inciso 5.4.1.1.
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5.4.1.3 Temperatura de extraccion

De acuerdo a los resultados obtenidos de la seleccion de fibra (inciso 5.4.1.1) e influencia de la fuerza ionica
(inciso 5.4.1.2), se eligid la fibra de PDMS/DVB vy la adicion de 100 % de saturacion de NaCl (2.0 g) para
realizar el estudio de la temperatura de extraccion. Las temperaturas evaluadas para la extraccion fueron 25, 35,
45,65 y 75°C.

5.4.1.4 Perfil de tiempo de extraccion
Se determind el perfil de tiempo de extraccion utilizando la fibra PDMS/DVB, 100% NaCl y 25 °C. Los tiempos

de extraccion evaluados fueron: 5, 15, 30, 45y 60 min.

5.4.2 Procedimiento para la MEFS-HS
El procedimiento seleccionado para realizar la MEFS-HS fue: fibra PDMS-DVB, adicion de 100% de NacCl,

agitacion a 1200 rpm y extraccion a 25 °C durante 30 min.

5.4.2.1 Linealidad

Una vez optimizada la técnica MEFS-HS, se prepararon disoluciones estandar en etanol al 38% fortificadas con
los 7 terpenos de estudio en concentraciones de: 0.05, 0.075, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 pg/mL y estandar interno (p-
cimeno 0.7 pg/mL). Se tomo una alicuota de 1 mL de cada disolucién y se diluy6 con 4 mL de agua destilada, se
colocaron en el vial y se procedio a realizar la microextraccion de acuerdo a las condiciones mencionadas en el

inciso 5.4.2.

5.4.2.2 Analisis de terpenos por MEFS-HS-CG-EM

Se tomé una alicuota de 1.0 mL de tequila conteniendo el estandar interno (0.7 pug/L) y se diluyd con 4 mL de
agua destilada, en un vial de 11 mL con tapon horadado de polipropileno con septa de tefl6n, se adiciond 100 %
de NaCl (2.0 g) y un agitador magnético (10 mm x 3 mm), se colocé en una parrilla de calentamiento y agitacion
manteniendo la muestra a 25 °C (bafio Maria) y agitacion de 1200 rpm. La muestra se mantuvo bajo estas
condiciones durante 5 min antes de la extraccion para establecer el equilibrio liquido-vapor, después se inserté la
fibra dentro del vial en el espacio de cabeza y se extrajo durante 30 min, en seguida se retrajo la fibra dentro del
dispositivo y se colocd en el inyector del CG-EM durante 10 min para la desorcion. El analisis cromatogréfico se
efectud de acuerdo a las condiciones descritas en el inciso 5.2.1. El andlisis de las muestras se realizd por

triplicado.
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5.4.2.3 Precision

Para calcular la precision se prepar6é una disolucidn de etanol al 38% fortificada con los 7 terpenos a una
concentracién de 0.075 pg/mL y adicionada con el estdndar interno (0.7 pg/mL), para la extraccion se tomé una
alicuota de 1.0 mL y se siguio el procedimiento descrito en el inciso 5.4.2.2 Se realizaron 3 extractos
independientes y cada uno se inyectd 1.0 pL al CG-EM. Con los resultados obtenidos se calculd la desviacién
estandar (DE), el coeficiente de variacién (% CV) y los limites de deteccion (LD = 2 DE) y cuantificacion (LQ =
10 DE).
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Seleccidn de Fibra: PDMS, PA, CW/DVB, PDMS/DVB
MEFS-HS 30 min, 1200 rpm, (25 y 65 °C)

|
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Fig. 20. Seleccion de parametros para MEFS-HS
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6. Resultados y analisis de resultados

6.1 Resultados y analisis de resultados por ELL-CG-EM

6.1.1 Linealidad

Considerando las condiciones del método de ELL-CG-EM descritas en el inciso 5.3.1, se procedié a evaluar la
linealidad en el siguiente intervalo de concentracién: 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ng/mL. La linealidad fue
aceptable para los terpenos en el intervalo estudiado (Tabla 9), obteniéndose un coeficiente de correlacion r >

0.990 en todos los terpenos. (Anexo inciso 9.1).

Tabla 9. Linealidad del método ELL-CG-EM

Intervalo Lineal
Terpeno r

(ng/mL)
linalol 0.998 51 -1033
4-terpineol 0.998 49 - 990
a~terpineol 0.998 50 - 1007
B-citronelol 0.998 50 - 1008
eugenol 0.997 50 — 1006
cis-nerolidol 0.998 49 - 991
trans, trans-farnesol 0.992 50 - 1002

6.1.2 Precision
Se evaluo la precision de acuerdo a las condiciones descritas en el inciso 5.3.3. La precisién obtenida expresada

como coeficiente de variacion (% CV) estuvo dentro del rango 3 - 9.8 % (n = 5) (Tabla 10).

Se calcularon el limite de deteccion (LD = 2 DE) y el limite de cuantificacién (LQ = 10 DE) para cada uno de
los terpenos obteniendo los valores que se reportan en la Tabla 10. Los valores obtenidos de LQ fueron menores
a la concentracion obtenida de los compuestos, lo cual permitié cuantificar sin problema los terpenos en las

muestras de tequila.
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Tabla 10. Precision del método ELL-CG-EM

Disolucion
n=>5 estandar DE CcVv LD LQ
Terpenos
Terpeno ng/mL ng/mL % ng/mL  ng/mL
linalol 51.6 2.47 4.79 4.9 24.7
4-terpineol 50.1 1.71 3.43 3.4 171
a-terpineol 53.4 2.38 4.46 4.7 23.8
B-citronelol 51.0 411 8.08 8.2 41.1
eugenol 50.3 3.37 6.71 6.7 33.7
cis-nerolidol 51.6 2.49 4.83 4.9 24.9
trans, trans-farnesol 50.1 4,95 9.88 9.9 49.5

6.1.3 Anélisis de terpenos por ELL-CG-EM
La Fig. 21 presenta el anélisis por ELL-CG-EM de la disolucion estandar de terpenos. Se puede observar una
buena resolucion y eficiencia del sistema cromatografico para todos los terpenos en un tiempo de anélisis de 30

min.

El

Respuesta relativa

12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
Tiempo (min)
Fig. 21. Cromatograma iénico total del analisis por ELL-CG-EM de la disolucién estandar de terpenos. 1. linalol; 2. 4-

terpineol; 3. a-terpineol; 4. B-citronelol; 5. eugenol; 6. trans-nerolidol; 7. trans, trans-farnesol; E | p-cimeno. Condiciones
cromatograficas descritas en el inciso 5.2.1
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La Tabla 11 muestra el intervalo de concentracion de cada terpeno que presentaron los tequilas analizados. El a-
terpineol fue el de mayor concentracion en todas las muestras y el 4-terpineol el de menor. La concentracion de
terpenos en tequila fue muy diferente en las muestras evaluadas, observando bajas concentraciones como 49

ng/mL para 4-terpineol hasta concentraciones muy altas de 1814 ng/mL para a-terpineol.

Tabla 11. Intervalo de concentracion de terpenos en tequilas por ELL-CG-EM

Terpeno Conc. minima Conc. maxima
ng/mL ng/mL
linalol 143 777
4-terpineol 49 206
a-terpineol 422 1814
B-citronelol 177 488
eugenol 257 408
trans-nerolidol 216 456
trans, trans-farnesol 439 684

La Fig. 22 muestra el cromatograma del andlisis por ELL-CG-EM de una muestra de tequila reposado en el cual
se observan los picos correspondientes a los 7 terpenos en estudio presentando buena resolucion y eficiencia en
la separacion en un tiempo de andlisis de 30 min. En las muestras de tequila no se identifica el cis-nerolidol sin
embargo, se detecta el isémero trans-nerolidol (tr = 26.9 min) cuya identidad se confirma con una certeza del

90% utilizando los espectros de la base de datos de la biblioteca NIST.

©
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10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00
Tiempo (min)

Fig. 22. Cromatograma ionico total del analisis por ELL-CG-EM de tequila reposado 16. 1. linalol; 2. 4-terpineol;
3. a-terpineol; 4. B-citronelol; 5. eugenol; 6. trans-nerolidol; 7. trans, trans-farnesol; E | p-cimeno.
Condiciones cromatograficas descritas en el inciso 5.2.1
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La Fig. 23 presenta el perfil de terpenos obtenido para las muestras de tequila analizadas mostrando que el a-
terpineol es el de mayor concentracion en 19 de los 21 tequilas analizados y el 4-terpineol el de menor

concentracion en todas las muestras, (Anexo inciso 9.5).

ELL-CG-EM
. 2000
3
£
<
2 1500
;S
c
he]
Q
g 1000
5
c
3
Q 500
S
(@]
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 A10 11 12 13 B14 15 16 17 18 19 20 B21
Tequilas
linalol 4-terpineol a-terpineol
B-citronelol eugenol trans-nerolidol

trans, trans-farnesol

Fig. 23. Perfil de terpenos en muestras de tequila 100% Agave

En la Fig. 24 se observa que 12 muestras de tequila, incluyendo el tequila blanco B21 y el afiejo A10 presentaron
un perfil de terpenos similar, siendo el orden el siguiente: a-terpineol, trans, trans-farnesol y linalol, como
terpenos en mayor concentracion; eugenol, B-citronelol y trans-nerolidol en baja concentracion; y 4-terpineol el
compuesto en menor concentracion. 7 muestras de tequila incluyendo el tequila blanco B14 presentaron el perfil
siguiente: o-terpineol, linalol y trans-trans-farnesol como terpenos mayoritarios, en seguida trans-nerolidol,
eugenol, p-citronelol y 4-terpineol el de menor concentracién. Sin embargo, la muestra 1 presentd un perfil
diferente siendo en este caso el trans, trans-farnesol muy semejante en cantidad al a-terpineol, después trans-
nerolidol, eugenol, linalol, B-citronelol y 4-terpineol, (Fig. 24), la muestra 7 al igual que la muestra 1, presento
una concentracion de trans, trans-farnesol ligeramente mayor al a-terpineol, siendo el trans, trans-farnesol el

terpeno mayoritario en ese tequila, (Anexo inciso 9.3).
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ELL-CG-EM ELL-CG-EM
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Fig. 24. Perfil de terpenos en muestras de tequila reposado 100% Agave

Como puede observarse en la Tabla 12, aunque los perfiles obtenidos fueron similares en la mayoria de los
tequilas, la concentracion individual de cada terpeno, asi como la total fue diferente para cada una de las
muestras analizadas.

49



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

Tabla 12. Cuantificacion de terpenos (ng/mL) en muestras de tequila 100% Agave por ELL-CG-EM.

Terpeno linalol - a-terpineol  B-citronelol eugenol trans- trans- Total
terpineol nerolidol farnesol ng/mL
Clave
tequila
1 238 49 622 177 269 453 684 2942
2 397 87 1094 321 274 240 491 2904
3 777 206 1814 488 331 343 498 4457
4 220 102 918 233 285 276 483 2516
5 502 79 1016 262 364 301 474 2997
6 398 190 1283 334 302 456 579 3543
7 143 54 422 184 293 256 492 1845
8 510 155 1482 338 343 350 492 3671
9 464 106 1168 284 265 310 481 3078
Al10 410 113 1134 292 304 331 549 3133
11 214 69 871 246 272 216 439 2327
12 446 92 1116 320 344 365 521 3203
13 482 90 985 291 306 335 496 2985
B14 623 195 1717 382 308 438 514 4177
15 718 85 993 298 408 287 446 3234
16 552 173 1448 373 315 428 627 3916
17 517 86 892 282 373 329 491 2970
18 321 92 942 272 294 334 475 2730
19 332 74 934 310 308 337 556 2851
20 288 88 1318 332 265 337 601 3228
B21 150 67 512 180 257 237 452 1855
Prom. 3053
DE 667

+1DE 2386-3720
+2DE 1719-4387

A =tequila afiejo, B = tequila blanco, DE = desviacion estandar, Prom. = promedio

50



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave

La Fig. 25 presenta, los valores estandarizados de la concentracion total de terpenos de las muestras analizadas y
podemos observar lo siguiente: el promedio de concentracion total de terpenos en las 21 muestras de tequila fue
de 3053 ng/mL. En el intervalo de £1 DE se localizaron 17 muestras de las 21 analizadas y 4 muestras (3, 16,
B14, 7y B21) estuvieron dentro del intervalo de +2 DE.

La concentracion total de terpenos de la mayoria de las muestras estuvo dentro del intervalo de £1 DE, indicando
probablemente una similitud en el contenido total, aunque la concentracion individual fue diferente para cada
tequila. Las muestras de tequila blanco B14 y B21 presentaron concentracion total de terpenos arriba y abajo del
intervalo de +1 DE, sin embargo, con este dato no podemos pensar que sea una diferencia entre tequila blanco y
reposado debido a que 3 muestras de tequila reposado (3, 7 y 16) también presentaron un comportamiento
similar en el contenido total de terpenos. La muestra de tequila afiejo (A10) no presentd diferencia en sus
resultados comparados con los obtenidos para tequila reposado, sin embargo, el analisis de una muestra de

tequila afiejo no es suficiente para dar una conclusion acerca de este tipo de tequila.

ELL-CG-EM

+2 3
+1

B14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 A0 11 12 13 B14 15 16 17 18 19 20 B21

Tequilas

Fig. 25. Concentracion total de terpenos en tequila por ELL-CG-EM.

La ELL-CG-EM con el cloroformo permitié la extraccion adecuada de los terpenos con buena repetibilidad en
todos los compuestos. Se tuvo buena resolucion y eficiencia del sistema cromatografico y los lavados con
bicarbonato de sodio redujeron la concentracion de &cidos grasos en el extracto que interferian con la

identificacion y cuantificacion de 4-terpineol y trans-nerolidol.
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6.2 Resultados y analisis de resultados por MEFS-HS-CG-EM

6.2.1 Seleccion de pardmetros para MEFS-HS-CG-EM

6.2.1.1 Seleccion de fibra

Para el analisis de terpenos y compuestos de la fermentacion en vinos, se ha reportado en diferentes trabajos el
uso de fibras de PDMS y PA #2 %2 y el de fibras duales con recubrimientos de diferente polaridad como DVB,
PDMS, CAR o CW que incrementan la capacidad de extraccién de los analitos debido al efecto sinérgico de

adsorcion y distribucion dentro de la fase estacionaria, obteniendo mayor sensibilidad ®2.

Las Fig. 26 y 27 muestran que todas las fibras extraen los terpenos en diferente cantidad. Sin embargo, se
observa (Fig. 26) que las fases de PA, PDMS y CW/DVB no extraen arriba del limite de deteccion al 4-terpineol
y eugenol a 25 °C y con PDMS/DVB no se extrae el eugenol en cantidades detectables en ambas temperaturas. A
25 °C el trans-nerolidol es el que mayor se extrae en todas las fibras sin embargo, es con el PA que se obtiene la
mayor extraccién de este compuesto. Por otro lado, con PDMS/DVB se presento la mayor extraccion en general
para los compuestos, con excepcion del eugenol y trans-nerolidol, por lo que esta fase obtuvo mejor extraccion a

temperatura ambiente que las otras fibras estudiadas.

Al incrementar la temperatura a 65 °C (Fig. 27) se observa un aumento general en la extraccion. Se detectan 4-
terpineol utilizando PA, PDMS y CW/DVB, y eugenol empleando PA y CW/DVB los cuales no se extraian en
cantidades detectables a temperatura ambiente. A mayor temperatura, el PA presentd mayor extraccion de casi
todos los terpenos (excepto a-terpineol). Con todas las fibras fue notable el incremento de extraccion de trans-
nerolidol y trans, trans-farnesol al aumentar la temperatura (en la grafica, el valor reportado de trans-nerolidol y
trans, trans-farnesol esta expresado una unidad de magnitud mayor). A 65 °C presentaron mayor extraccion en
general los terpenos con PA'y PDMS/DVB que con PDMS y CW/DVB. Lo anterior indica un efecto favorable
de la temperatura sobre la extraccion y son las fases PA 'y PDMS/DVB las que obtienen mayor extraccion de los
terpenos. De acuerdo a lo anterior, se seleccionaron PA 'y PDMS/DVB para evaluar el efecto de la adicién de sal
(NaCl) en la extraccion de los analitos.
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TEMPERATURA 25°C
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Fig. 26. Evaluacién de fibras por MEFS-HS a 25 °C

TEMPERATURA 65°C
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Fig. 27. Evaluacion de fibras por MEFS-HS a 65 °C

6.2.1.2 Efecto de la adicion de NaCl

Se evaluaron las fibras de PA y PDMS/DBV a 25 y 65 °C, adicionando 0, 50 y 100 % de NaCl durante la
extraccion. La adicion de sal favorecio la cantidad de analitos extraidos, debido al incremento en la fuerza iénica
de la disolucion, el desplazamiento salino permitié la mayor concentracion de los analitos en el espacio de
cabeza sobre la muestra, permitiendo que éstos fueran més facilmente adsorbidos por la fibra mejorando la
extraccion. En la Fig. 28 se observa que en ambas fibras (25 °C), al aumentar la concentracion de sal a 50% y
100% se incremento la extraccidn de los terpenos, excepto el eugenol, el cual no se observd en cantidades
detectables a temperatura ambiente. Bajo estas condiciones se favorecio la extraccion de 4-terpineol y (-

citronelol compuestos presentes en baja concentracion en el tequila.
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TEMPERATURA 25 °C
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4-terpineol B-citronelol trans, trans-farnesol »

Fig. 28. Influencia de la concentracion de NaCl a 25 °C (” terpenos graficados con la escala derecha)

En la Fig. 29 se muestra que a 65 °C la extraccion de terpenos con la fibra de PA present6 un decremento en la
extraccion de los compuestos al aumentar la adicion de sal de 50 a 100 %. Esto no ocurri6 con PDMS/DBV,
donde se observo un incremento en la extraccion de analitos al aumentar la concentracion de sal. En ambas
fibras a 65 °C se observo la extraccion del eugenol, incrementdndose con PDMS/DVB al aumentar a 100% la
concentracién de sal en la disolucion. Sin embargo, a 65 °C se present6 un decremento de la extraccion de 4-
terpineol y linalol (terpenos graficados con la escala derecha) que la que se obtuvo a 25° C en ambas fibras.

TEMPERATURA 65 °C

25E+07 2.0E406
2.0E+07 16E+06
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< 10E+07 8.0E405
5.0E+06 4.0E405
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PA 0% PA 100% PDMS/DVB PDMS/DVB
0% 100%
(% NaCl)
a-terpineol trans-nerolidol trans, trans-farnesol
linalol~ 4-terpineol » B-citronelol
eugenol”

Fig. 29. Influencia de la concentracion de NaCl a 65 °C (™ terpenos graficados con la escala derecha)
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Se observo mayor extraccion en la mayoria de los analitos a 25 °C y 100 % de sal, que la que se obtuvo a 0 y
50% con las fibras estudiadas, siendo PDMS/DVB la que reportd mejores resultados bajo estas condiciones. La
fibra de PA presentd buena extraccion de todos los terpenos a 65 °C con adicion de 50 % de NaCl (Fig. 29) y a
25 °C con adicion de 50 y 100 % de sal (Fig. 28), sin embargo se ha reportado su baja reproducibilidad en el
analisis por MEFS-HS de compuestos volatiles ®®. De acuerdo a estos resultados, se selecciond la fibra de

PDMS/DVB y 100% de saturacion con NaCl como una opcién adecuada para el analisis de los terpenos.

La fibra de PDMS/DVB presenta caracteristicas de polaridad intermedia, alcanz6 una alta reproducibilidad y se
recomienda para la extraccién de analitos polares de bajo peso molecular ®* %), con esta fibra se obtuvo buena
extraccion de los analitos considerando la diferente polaridad que éstos presentan debido a su estructura quimica,
fue eficiente para la extraccion de los monoterpenos, linalol, 4-terpineol y a-terpineol y también resultd

adecuada para los demas compuestos, cuyo peso molecular y longitud de la cadena hidrocarbonada es mayor.

6.2.1.3 Temperatura de extraccion

Una vez seleccionada la fibra PDMS/DVB (incisos 6.2.1.1 y 6.2.1.2), se procedio a evaluar la temperatura de
extraccion. En la Fig. 30 se observa que la extraccion se incrementé ligeramente en los terpenos al aumentar la
temperatura a 35 °C. Sin embargo, a-terpineol, B-citronelol y linalol presentaron un decremento en la extraccion
a mayor temperatura. El trans-nerolidol y principalmente el trans, trans-farnesol incrementaron
considerablemente su extraccion a temperatura mayor de 65 °C. Sin embargo, en la extraccién del trans-
nerolidol al aumentar la temperatura coeluye el éster del &cido dodecanoico, interfiriendo en su determinacion,
debido a que se traslapan los picos en el anélisis cromatografico. Por lo tanto, considerando el comportamiento y
las caracteristicas de cada compuesto, se selecciond la temperatura de 25 °C para realizar la extraccién, ya que se

extraen bien los 7 terpenos y se evita la coelucion de otros compuestos.

1E+07 2 E+07
2 E+07
9.E+06
1E+07
©
O 6.E+06
< 8.E+06
3.E+06
4E+06
0.E+00 0.E+00
25 35 45 65 75

Temperatura (°C)

linalol a-terpineol B-citronelol
trans-nerolidol eugenol” trans, trans-farnesol

Fig. 30. Temperatura de extraccion de terpenos con PDMS/DVB (" terpenos graficados con la escala derecha)
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6.2.1.4 Perfil de tiempo de extraccion

Se evaluo el perfil de tiempo de extraccion con la fibra de PDMS/DVB a 25° C. En la Fig. 31 se observa que no
todos los terpenos alcanzaron el equilibrio de extraccion. 4-terpineol y eugenol (presentes en baja concentracion)
incrementaron ligeramente su extraccion al aumentar el tiempo; o-terpineol, B-citronelol, trans-nerolidol y trans,
trans-farnesol no alcanzan el equilibrio aun a 60 min de extraccion. El tiempo de extraccion favorecio la
concentracién de analitos en la fibra, sin embargo mientras que algunos no alcanzaron el equilibrio ain después
de 60 min, los compuestos presentes en menor concentracion si incrementaron su extraccion al aumentar el
tiempo. De acuerdo a lo anterior, se seleccionaron 30 min de extraccion, como el tiempo que permitié adecuada

extraccion en los 7 terpenos.

8.E+07 6.E+06
5.E+06
6.E407
4.E+06
©
O 4E+07 3.E+06
<
2.E+06
2.E+07
1E+06
0.E+00 0.E+00
5 5 30 45 60
Tiempo (min)
linalol trans-nerolidol 4-terpineol »
a-terpineol B-citronelol ~ eugenol”

trans, trans-farnesol

Fig. 31. Perfil de tiempo de extraccion de terpenos con PDMS/DVB

(™ terpenos graficados con la escala derecha)

6.2.2 Linealidad

Una vez seleccionados todos los pardmetros para la MEFS-HS se procedié a evaluar la linealidad del método. En
la Tabla 13 se observa que la linealidad fue aceptable para los terpenos estudiados en el intervalo de
concentracién de 50 a 1000 ng/mL con r > 0.990 para la mayoria de los compuestos, excepto para cis-nerolidol

(r=0.989) y trans, trans-farnesol (r=0.981) (Anexo inciso 9.2).
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Tabla 13. Linealidad del método MEFS-HS-CG-EM

Intervalo Lineal

Terpeno r (ng/mL)
Linalol 0.995 51-1033
4-terpineol 0.996 49 - 990
a~terpineol 0.996 50 - 1006
B-citronelol 0.995 50 - 1007
eugenol 0.997 50 - 1006
cis-nerolidol 0.989 49 - 990
trans, trans-farnesol 0.981 50 - 1002

6.2.3 Precision

La precision expresada como coeficiente de variacion (%CV) fue en general menor a 10% (n=3) para la mayoria
de los terpenos como se muestra en la Tabla 14, excepto para eugenol y trans, trans-farnesol que fue mayor. Esta
reproducibilidad es aceptable para analisis de compuestos traza por MEFS-HS-CG-EM. Se calcul6 el limite de
deteccion (LD = 2 DE) y limite de cuantificacion (LQ = 10 DE) para cada uno de los terpenos obteniendo los
valores que se reportan en la Tabla 14. Los valores obtenidos de LQ son menores a los valores de concentracion
obtenidos en las muestras de tequila, lo cual permite cuantificar sin problema los terpenos en los tequilas. Estos
limites fueron menores por MEFS-HS-CG-EM que los obtenidos por ELL-CG-EM.

Tabla 14. Precision del método MEFS-HS-CG-EM

Solucién
n=3 estandar de DE CcVv LD LQ
terpenos
Terpeno ng/mL ng/mL % ng/mL  ng/mL
linalol 15.49 0.86 5.56 1.7 8.6
4-terpineol 14.85 0.89 6.02 1.7 8.9
a-terpineol 15.10 1.34 8.92 2.6 134
[-citronelol 15.11 14 9.31 2.8 14
eugenol 15.09 1.97 13.02 3.9 19.7
cis-nerolidol 14.86 1.44 9.73 2.8 14.4
trans, trans- 15.03 376 25 75 37.6
farnesol
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6.2.4 Anélisis de terpenos por MEFS-HS-CG-EM

La Fig. 32 presenta el analisis por MEFS-HS-CG-EM de la disolucion estandar de terpenos, observando buena
resolucion y eficiencia del sistema cromatografico y un tiempo de andlisis de 30 min. En el cromatograma se
observan unos picos a 16, 21, 25 y 29 min del tiempo de andlisis los cuales corresponden a polisiloxanos,

compuestos provenientes de la fibra.
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Fig. 32. Cromatograma idnico total del analisis por MEFS-HS-CG-EM de la disolucion estandar de terpenos. 1. linalol; 2.
4-terpineol; 3. a-terpineol; 4. B-citronelol; 5. eugenol; 6. trans-nerolidol; 7. trans, trans-farnesol; E | p-cimeno. Condiciones
cromatograficas descritas en el inciso 5.2.1.

En el anélisis por MEFS-HS-CG-EM se obtuvo en la mayoria de las muestras un perfil de terpenos similar sin

embargo, la concentracion de cada uno de los compuestos fue diferente en las muestras de tequila analizadas.
En la Tabla 15 se presenta el intervalo de concentracion de terpenos obtenido por MEFS-HS-CG-EM en las

muestras, encontrando, al igual que en ELL, que el a-terpineol fue el compuesto en mayor concentracion en

todos los tequilas y el trans-nerolidol, eugenol y 4-terpineol fueron los de menor concentracion.
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Tabla 15. Intervalo de concentracion de terpenos en tequilas por MEFS-HS-CG-EM

Terpeno Conc. minima Conc. maxima
ng/mL ng/mL

linalol 162 1684
4-terpineol 54 455
a-terpineol 1004 4555
B-citronelol 66 697
eugenol 44 241
trans-nerolidol 15 188
trans, trans-farnesol 51 514

La Fig. 33 presenta el cromatograma del analisis de una muestra de tequila por MEFS-HS-CG-EM en el cual se
indican los picos correspondientes a los 7 terpenos en estudio presentando buena resolucion y eficiencia en la
separacién en un tiempo de analisis de 30 min. En las muestras de tequila no se identifica el cis-nerolidol sin
embargo, se detecta el isémero trans-nerolidol (tr = 26.8 min) cuya identidad se confirma con una certeza del

95% utilizando los espectros de la base de datos de la biblioteca NIST.

El

Respuesta relativa

4
) 6
5 7
10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00
Tiempo (min)

Fig. 33. Cromatograma idnico total del analisis por MEFS-HS-CG-EM de tequila reposado 16. 1. linalol; 2. 4-terpineol; 3.
a-terpineol; 4. B-citronelol; 5. eugenol; 6. trans-nerolidol; 7. trans, trans-farnesol; E | p-cimeno. Condiciones
cromatograficas descritas en el inciso 5.2.1
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La Fig. 34 presenta el perfil de terpenos obtenido para las muestras de tequila analizadas por MEFS-HS-CG-EM
observando que el a-terpineol es el de mayor concentracion seguido del linalol para casi todas las muestras, y
que eugenol, nerolidol y 4-terpineol se encontraron en menor concentracion en los tequilas evaluados, (Anexo
inciso 9.6).

MEFS-HS-CG-EM

5000
4000
3000
2000

1000

Concentracion (ng/mL)

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 A10 11 12 13 B14 15 16 17 18 19 20 B21

Tequilas
linalol 4-terpineol a-terpineol
B-citronelol eugenol trans-nerolidol
trans, trans-farnesol

Fig. 34. Perfil de terpenos en muestras de tequila 100% Agave

La Fig. 35 muestra el perfil de terpenos obtenido, la mayoria de los tequilas evaluados (19 muestras) presentaron
un perfil similar, donde el orden fue el siguiente: a-terpineol, linalol y B-citronelol los compuestos en mayor
concentracién, y 4-terpineol, eugenol, trans-nerolidol y trans, trans-farnesol presentes en menor concentracion.
Al igual que en ELL-CG-EM, la muestras 1 y 7 de tequila presentaron por MEFS-HS-CG-EM un perfil similar
pero diferente a la mayoria, siendo el orden: a-terpineol, trans, trans-farnesol (cuya concentracion en tequila 1
fue la mayor de todos los tequilas evaluados), enseguida linalol, trans-nerolidol, p-citronelol, eugenol y no se
identificé el 4-terpineol en cantidades detectables en las muestras 1 y 7. (Anexo inciso 9.4). No se encontrd
diferencia en el perfil de las muestras de tequila blanco (B14 y B21) y afiejo (A10) comparado con el obtenido
para tequila reposado, aunque el andlisis de una muestra no permite una conclusion definitiva de su perfil de
terpenos.
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Fig. 35. Perfil de terpenos en muestras de tequila reposado 100% Agave

En la Tabla 16 se presenta la concentracién total de terpenos obtenida por MEFS-HS-CG-EM en los tequilas
analizados, aunque el perfil de compuestos fue semejante en la mayoria de las muestras, la concentracion de
cada terpeno fue diferente, lo que podria influir en las diferencias de aroma y sabor caracteristico de cada tequila.
Los tequilas blanco (B14 y B21), asi como el tequila afiejo (A10), no presentaron diferencia con el perfil de
terpenos de los tequilas reposados (Anexo incisos 9.4y 9.6).
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Tabla 16. Cuantificacion de terpenos (ng/mL) en muestras de tequila 100% Agave por MEFS-HS-CG-EM.

Terpeno linalol 4 a-terpineol  B-citronelol eugenol trans- trans- Total
terpineol nerolidol farnesol ng/mL
Clave
tequila
1 460 NI 1732 93 74 155 514 3028
2 966 131 2978 412 95 44 235 4862
3 1684 449 4414 697 188 70 106 7608
4 404 148 2167 163 84 66 117 3149
5 1120 88 2493 211 193 100 168 4373
6 959 455 3409 411 129 187 424 5976
7 162 NI 1004 66 101 39 153 1526
8 1323 371 4555 499 212 145 139 7244
9 1246 271 2694 365 111 106 118 4911
Al10 1029 233 3227 342 135 98 239 5302
11 421 67 2434 240 72 35 92 3361
12 897 106 2499 316 153 112 118 4199
13 996 104 2226 295 120 146 211 4098
B14 1323 398 4005 448 132 160 171 6637
15 1305 54 1971 262 241 91 59 3982
16 1081 297 2940 325 105 93 206 5047
17 1064 85 1844 229 164 100 95 3582
18 650 114 2151 237 103 136 167 3558
19 824 92 2776 407 149 136 356 4739
20 617 117 3341 372 62 91 361 4961
B21 209 54 1331 71 44 15 51 1775
Prom. 4472
DE 667

+1DE 2903-6041
+2DE 1334-7610

A = tequila afiejo, B = tequila blanco, NI = No Identificado, DE = desviacién estandar, Prom. = promedio

La Fig. 36 presenta los valores estandarizados de la concentracion total de terpenos calculada para las muestras
de tequila evaluadas, generando la siguiente informacion: la concentracién total de los tequilas analizados
obtuvo un valor promedio de concentracion total de terpenos en las 21 muestras de tequila de 4472 ng/mL. Se
calcularon dos intervalos de concentracion a £1 DE y +2 DE. Se observa que 16 muestras de las 21 analizadas se
encontraron dentro de £1 DE; las muestras 3, 8 y B14 por arriba de +1 DE y las muestras 7 y B21 por debajo de
-1DE.

62



Determinacion de Terpenos en Tequila 100% Agave
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Fig. 36. Concentracion total de terpenos en tequilas por MEFS-HS-CG-EM.

Se observa que los tequilas blanco B14 y B21 tuvieron la concentracion total de terpenos por arriba y por debajo
de +1 DE y las muestras de tequila reposado 3, 7 y 8 presentaron un comportamiento similar, encontrdndose
fuera de los limites superior e inferior de este intervalo, lo que no indica diferencia entre los tequilas blancos y
reposados. La muestra de tequila afiejo (A10) no present6d diferencia en la concentracion total de terpenos

comparada con los resultados obtenidos para los tequilas reposados (Anexo incisos 9.4 y 9.6).

6.3 Comparacion de ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM.

Si comparamos ambas metodologias utilizadas, se observa de las graficas (Anexo inciso 9.7) que se obtuvo por
ELL-CG-EM mayor extraccion de eugenol, trans-nerolidol y trans, trans-farnesol, que de linalol, a-terpineol y
4-terpineol, probablemente debido a la afinidad de los analitos ligeramente menos polares hacia el cloroformo,

lo que favorecid su extraccion.

La metodologia desarrollada por MEFS-HS-CG-EM requiri6 de la seleccién de los pardmetros para la
determinacién simultanea de los 7 analitos de estudio en la matriz de la muestra. El linalol, 4-terpineol, y o-
terpineol presentaron mayor extraccion que eugenol, trans-nerolidol y trans-farnesol por MEFS-HS-CG-EM lo
cual es probablemente debido a una mayor afinidad de estos terpenos por la fibra debido a su ligera mayor
polaridad y bajo peso molecular favoreciendo su extraccién. EI compuesto B-citronelol no present6 diferencia en

su extraccion por ambas metodologias (Anexo inciso 9.7).
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6.4 Evaluacidn estadistica del analisis cuantitativo de terpenos en tequila

La cantidad total de terpenos calculada en las muestras de tequila presenté un comportamiento muy similar
empleando ambas metodologias ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM, como puede observarse en las Fig. 25y 36,
donde la mayoria de las muestras (17 tequilas) se ubicaron por su concentracion total dentro de £1 DE y las
muestras 3, B14, 7'y B21 fuera de los limites superior e inferior de este intervalo pero ubicadas dentro de +2 DE.
La mayoria de las muestras de tequila presentaron un perfil de terpenos semejante en las dos metodologias
(Anexo incisos 9.3 y 9.4). Sin embargo, se observa que en general para todos los terpenos, la concentracién
calculada por MEFS-HS-CG-EM fue mayor que la calculada por ELL-CG-EM.

Para comparar y evaluar los resultados obtenidos por ambas metodologias se realiz6 una prueba estadistica
denominada contraste de significacion ©®, ésta aproximacién contrasta si son significativas las diferencias entre
los resultados obtenidos en los métodos analiticos empleados o si se pueden justificar sélo por variaciones
aleatorias. Los resultados obtenidos por ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM se evaluaron por la comparacién de
las medias experimentales de los métodos de andlisis calculando el estadistico “t”. Este método evalua si la
diferencia entre las medias muestrales (M; Yy W) de ambos métodos analiticos es significativa. Este
procedimiento estadistico supone que las muestras se extraen de poblaciones con desviaciones estandar iguales.
Para lo cual se calculé primero la variacion estadistica de los métodos comparando sus desviaciones estandar o,
y oy, (para evaluar si difieren en su precision) y se encontré que no existe diferencia significativa en ambos
métodos de anélisis. En seguida se analizo el estadistico “t” para comprobar estadisticamente las diferencias
entre los resultados obtenidos por ambos métodos para cada uno de los terpenos estudiados en las 21 muestras de

tequila. ¥

Los resultados del andlisis estadistico “t” se presentan en la Tabla 17 donde se plante6 las siguientes Hipétesis:
Hipotesis nula Ho @ = [

Hipdtesis alternativa  Hy : py # o Sitcac<ts001 Se acepta la Hipétesis nula

Si evaluamos los resultados del andlisis estadistico (Tabla 17) se observa que para la mayoria de los terpenos,
principalmente, B-citronelol, eugenol, trans-nerolidol y trans-farnesol en casi todos los tequilas (excepto trans-
nerolidol en tequila 16) y 4-terpineol para 14 muestras de tequila, no se encontré diferencia significativa en los
resultados obtenidos por ambos métodos de analisis ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM. Esto indica que ambas
metodologias no son significativamente diferentes y en la cuantificacion de esos compuestos se puede concluir

gue las metodologias son equivalentes y por lo tanto confiables.
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Los compuestos linalol y a-terpineol presentaron diferencia significativa en los resultados estadisticos obtenidos
al comparar su cuantificacion por ambas metodologias. Estos compuestos presentaron la mayor concentracion en
la mayoria de los tequilas por ambos métodos, lo cual podria suponer un error por exceso en la concentracion,
debido a que la curva patron por MEFS-HS-CG-EM utiliz6 un rango de 50-1000 ng/mL. Como puede
observarse en la Tabla 16 la cuantificacion de estos compuestos estuvo dentro del intervalo de 400-1600 ng/mL
para linalol y de 1000-4500 ng/mL para a-terpineol, cuyos valores maximos estuvieron por arriba del intervalo
de la curva patrén obtenida por MEFS-HS-CG-EM.

Tabla 17. Resultados del anélisis estadistico Prueba “t” para a =0.01 (n=3)

Terpenos Linalol 4-terpineol  o-terpineol  B-citronelol eugenol ngiri?j_ol f:;?E;)I
Tequilas
1 X X #
2 X X#*
3 X # X XH#*
4 X X #
5 X # X #
6 X X X #*
7 X #
8 X # X X #*
9 X # X #*
A10 X # X XH#*
11 X X #
12 X X #*
13 X X #
B14 X # X XH#*
15 X # X #
16 X # X X #* X
17 X # X #
18 X X #
19 X X #
20 X XH#*
B21 X #
No difiere significativamente X Difiere significativamente
# Datos fuera del intervalo de calibracion por MEFS-HS-CG-EM
* Datos fuera del intervalo de calibracion por ELL-CG-EM
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En la Tabla 17 se observa que el linalol no present6 diferencia significativa en los tequilas 7 y B21 donde la
concentracion calculada por MEFS-HS-CG-EM fue de 162 y 209 ng/mL respectivamente (Tabla 16) valores
dentro de la curva y de acuerdo al andlisis estadistico, comparables significativamente con los obtenidos por
ELL-CG-EM.

Esto permite suponer que existié un sesgo o error sistematico en la cuantificacion de linalol y a-terpineol por
MEFS-HS-CG-EM, donde las concentraciones fueron mayores a las previstas en la curva patron y por lo tanto
los resultados de esos compuestos presentaron diferencia significativa al compararlos con la metodologia por
ELL-CG-EM cuyos valores obtenidos en la cuantificacion (Tabla 12) estuvieron, la mayoria, dentro del intervalo
de la curva patron (50 a 1000 ng/mL). La diferencia estadistica es demostrable en los casos en que la

concentracién calculada no esta dentro del intervalo de calibracion (Tabla 17).

Lo anterior permite concluir del andlisis estadistico que las metodologias propuestas para la cuantificacion de
terpenos son comparables en el analisis de B-citronelol, eugenol, trans-nerolidol y trans-trans-farnesol y que

ambas son adecuadas para extraer y cuantificar estos compuestos.
En el caso del linalol y a-terpineol los resultados difieren significativamente encontrandose la mayoria fuera del

intervalo de calibracion al comparar ambos procedimientos, es importante ampliar este intervalo de calibracion

para cuantificar estos compuestos.
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7. Conclusiones

Se evaluaron dos procedimientos para la determinacion y cuantificacién de terpenos en tequila 100% Agave:
ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM. Ambas metodologias resultaron adecuadas para analizar terpenos en tequila,
aunqgue la extraccion de los compuestos fue diferente. ELL-CG-EM reporté mayor extraccion de eugenol, trans-
nerolidol y trans, trans-farnesol, mientras que MEFS-HS-CG-EM presenté mayor extracciéon de linalol, 4-
terpineol y a-terpineol, esto debido a la estructura quimica de los compuestos y a su afinidad por la fibra de
MEFS y por el disolvente empleado en ELL.

Ambos procedimientos reportaron buena linealidad en el intervalo de concentraciones estudiado de 50 a 1000
ng/mL y buena precision con coeficientes de variacion aceptables, considerando la determinacion de analitos a

nivel de traza como son los terpenos en tequila.

El perfil de terpenos obtenido por ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM fue semejante en la mayoria de las
muestras analizadas, siendo el a-terpineol el de mayor concentracion y el 4-terpineol, eugenol y trans-nerolidol
los de menor concentracion. Sin embargo, la concentracién total de terpenos en las muestras fue diferente

probablemente contribuyendo de manera distinta al aroma y sabor de cada tequila.

Empleando la ELL-CG-EM el a-terpineol fue el terpeno mayoritario en 19 tequilas analizados (excepto tequilas
1y 7), sequido de linalol en la mayoria de las muestras y de trans, trans-farnesol para algunos tequilas. Por
MEFS-HS-CG-EM el a-terpineol fue el terpeno en mayor concentracion en todos los tequilas, seguido del

linalol, B-citronelol, 4-terpineol, eugenol, trans-nerolidol y trans-trans-farnesol.

En los dos procedimientos de andlisis, las muestras de tequila blanco (B14 y B21) y afiejo (A10) no presentaron

diferencia en el perfil de terpenos obtenido comparado con el de tequila reposado.

La concentracion de terpenos en las muestras de tequila fue mayor por MEFS-HS-CG-EM que por ELL-CG-
EM.

La comparacion de las metodologias por el analisis de contraste de significacion, reportd que los métodos eran

equivalentes (Ho = H1) en el analisis de B-citronelol, eugenol, trans-nerolidol y trans-farnesol en 20 muestras de

tequila (excepto trans-nerolidol en tequila 16), siendo estos resultados confiables.
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La cuantificacion de linalol y a-terpineol en el tequila presentd diferencia significativa, siendo la concentracion
calculada por MEFS-HS-CG-EM (en la mayoria de los tequilas) mayor que la considerada en la curva patron, lo
que supone un sesgo en la cuantificacion por este método, dando como resultado diferencia en la cuantificacion

por ambas metodologias.

La metodologia desarrollada por ELL-CG-EM fue adecuada para extraer, identificar y cuantificar terpenos en
tequila. Permitié concentrar los analitos evitando la interferencia del etanol en la matriz de la muestra de tequila
y eliminé la interferencia del acido octadecanoico y dodecanoico con 4-terpineol y trans-nerolidol
respectivamente. La ELL present6 la desventaja de utilizar mayor volumen de muestra, asi como el manejo de

disolventes toxicos y costosos.

La metodologia desarrollada por MEFS-HS-CG-EM presenté buena reproducibilidad en el analisis de
compuestos a nivel de trazas como son los terpenos en tequila, fue una técnica simple, rapida y eficiente,
requirié menor volumen de muestra sin el uso de disolventes organicos, disminuy6 el tiempo de anélisis y la

manipulacién de la muestra, fue de facil manejo con un montaje experimental sencillo y de bajo costo.

Perspectivas de la caracterizacion del tequila

Por la complejidad de los componentes responsables del aroma y sabor de las bebidas alcohdlicas que contienen
una gran cantidad de compuestos de diferente naturaleza, el planteamiento para definir el perfil que caracterice a
una bebida y en particular al tequila, resulta una labor de investigacion a largo plazo, que involucre el estudio
desde las plantas de Agave, su desarrollo, la influencia del clima, los procesos de transformacion de la materia
prima, la fermentacién, la destilacion, el tiempo de afiejamiento, etc., con la finalidad de encontrar sefiales o

marcadores que permitan definir la autenticidad de la bebida y por consiguiente su origen.

Con las metodologias aplicadas para un grupo de compuestos importantes del sabor y aroma de esta bebida

como son los terpenos y que se han planteado en el presente trabajo, se recomendaria lo siguiente:
Correlacionar los resultados obtenidos en la cuantificacion de terpenos de las muestras de tequila estudiadas con

un andlisis sensorial por jueces calificados que permita evaluar su contribucion al aroma y sabor del tequila

reposado 100% Agave.
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Aplicar estas metodologias para el andlisis de terpenos y otros compuestos en distintas bebidas derivadas de
Agave y de cafia de azucar con la finalidad de buscar sefiales en la composicion en las plantas, evaluar sus

diferencias y calidad.

Analizar la composicion de terpenos en los diferentes tipos de tequila: blanco, reposado y afiejo asi como en sus
diferentes presentaciones 100 % y 51 % Agave para evaluar su transformacidn durante los diferentes procesos de
elaboracion y definir el perfil de terpenos de acuerdo al tipo de tequila. Correlacionar la cuantificacion de
terpenos en los diferentes tipos de tequila con analisis sensorial para evaluar su influencia en sabor y aroma de

acuerdo al tipo de tequila y al porcentaje de Agave utilizado durante la elaboracion.
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9. Anexo

9.1 Curvas de calibracion relativas por ELL-CG-EM
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9.3 Concentracion de terpenos por ELL-CG-EM en tequila
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9.4 Concentracion de terpenos por MEFS-HS-CG-EM en tequila
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9.5 Perfil de Terpenos por ELL-CG-EM en teauilas
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9.6 Perfil de Terpenos por MEFS-HS-CG-EM en tequilas
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9.7 Andlisis de terpenos por ELL-CG-EM y MEFS-HS-CG-EM en tequila
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