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Resumen

RESUMEN

Mezcales comerciales producidos en distintas regiones del pais de los
estados de Oaxaca, Guerrero, Durango y Jalisco fueron analizados para
cuantificar la presencia de alcoholes superiores, metanol, acetaldehido vy
furfural. Para el caso de alcoholes superiores y metanol la cuantificacion se
realiz6 por la determinacion de factores de respuesta por Cromatografia de
Gases. Los resultados obtenidos se compararon con los limites establecidos por
la NOM-070-SCFI-1994, la cual sefiala que la concentracion de alcoholes
superiores debe estar entre 100-400 mg/100 mL de alcohol anhidro®, ya que Si
se rebasa dicho valor puede representar un riesgo en la salud del consumidor,
debido a que son causantes de deficiencias organicas y degeneracion celular?.
Para el metanol establece valores de 100-300 mg/100 mL de alcohol anhidro?,
cuya presencia en exceso puede tener efectos téxicos tales como dafios
neurolégicos y cegueraz. En base a estas especificaciones, se encontré6 que de
las 15 muestras analizadas (14 mezcales jovenes y 1 mezcal afiejo) solo 3 estan
por arriba del maximo establecido por la norma para alcoholes superiores,
mientras que para el caso del metanol solo una muestra se encuentra por arriba
del limite maximo estipulado.

En el caso de los aldehidos, estos se cuantificaron empleando la técnica
de Microextraccion en fase sélida (MEFS) con derivatizacion en fibra seguida de
Cromatografia de Gases. Para este caso los resultados obtenidos se compararon
con los limites establecidos por las NOM-006-SCFI-2005 y NOM-168-SCFI-2004
encargadas de establecer las especificaciones del tequila y bacanora
respectivamente, ya que la norma encargada de establecer las especificaciones
del mezcal (NOM-070-SCFI-1994) no contempla sus limites de concentracion;
estas normas seflalan que la concentracién de acetaldehido debe encontrarse
entre 0-40 mg/100 mL de alcohol anhidro, y el furfural de 0-4 mg/100 mL de
alcohol anhidro®#, pues si se rebasa la concentracion de estos compuestos el
producto presenta caracteristicas organolépticas desagradables al consumidor;
para el caso del acetaldehido una nota quimica que brinda un sabor y olor

5,6
|

desagradable, y un sabor y olor almendrado para el caso del furfural™”. En base
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a estas especificaciones, se encontré que las 13 muestras de mezcal joven
analizadas presentan concentraciones dentro de los limites establecidos para el
caso del acetaldehido, mientras que para el furfural solo 2 muestras estan por

arriba del limite maximo permitido.
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INTRODUCCION

El mezcal es una bebida alcohdlica tradicional de México, comunmente
comparada con el tequila debido a que se elaboran de manera similar. En
México existen alrededor de 200 diferentes especies de agave, sin embargo
para la produccion de mezcal solo algunas especies son utilizadas, entre las
que se encuentran Agave salmiana, A. angustifolia haw, A. potatorum zucc, A.
esperrima jacobi, A. weberi cela y A. durangensis, produciendo cada una de
ellas mezcales con ligeras diferencias. Cabe mencionar que solo aquellas
variedades que crezcan en la region de Denominacién de Origen en el pais
pueden ser utilizadas como materia prima para la elaboracién del mezcal’. Los
estados que cuentan con la Denominacién de Origen del mezcal son: San Luis
Potosi, Oaxaca, Guerrero, Durango y Zacatecas.®

En general, la composiciéon del mezcal y con ella sus caracteristicas
organolépticas son determinadas por la presencia de compuestos tales como
los alcoholes, acidos grasos, aldehidos, cetonas, furanos, terpenos y otros. A
su vez la variedad de estos compuestos generados durante el proceso de
elaboracion dependeran del tipo de microorganismo, de la materia prima y de
las condiciones de fermentacion.’

El etanol por definicion es el componente mayoritario en el mezcal, le
siguen el metanol y los alcoholes superiores de mas de tres atomos de
carbono, mientras que los compuestos carbonilicos tales como los aldehidos
conforman parte importante de los compuestos minoritarios de dicha bebida.

A pesar de ser una bebida que se consume con frecuencia en nuestro
pais, existen pocos trabajos enfocados a su analisis, algunos de ellos solo
realizan andlisis cualitativos en los cuales se identifican algunos de sus
componentes, pero son escasos aquellos que llevan a cabo la cuantificacion de
éstos compuestos.

La importancia de un andlisis cuantitativo recae en que algunos de los
compuestos presentes en el mezcal deben encontrarse dentro de ciertos
limites de concentracion, pues de lo contrario pueden causar defectos

organolépticos en la bebida o incluso dafios en la salud del consumidor. Como
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ejemplo de estos compuestos se pueden sefialar a dos de los mayoritarios que
son los alcoholes superiores y el metanol, mientras que en el caso de los
compuestos minoritarios se pueden sefialar al acetaldehido y furfural.

La finalidad de este trabajo, es precisamente aportar informacién que
ayude a ampliar la perspectiva que actualmente se tiene sobre el mezcal, y
brindar bases que contribuyan a futuras investigaciones que enriquezcan la

anémica caracterizacion que se tiene en nuestros dias de esta bebida.



ANTECEDENTES
2.1 Mezcal

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI1-1994 el mezcal es
una bebida alcohdlica regional obtenida por destilacion y rectificacion de mostos
preparados directa y originalmente con los azlcares extraidos de las cabezas
maduras de los agaves previamente hidrolizadas o cocidas, y sometidas a
fermentacién alcohdlica con levaduras, cultivadas o no.

Esta norma establece que para su elaboracién se han de utilizar agaves
de las siguientes especies: Agave angustifolia haw (maguey espadin); Agave
esperrima jacobi, Amarilidaceas (maguey de cerro, bruto o cenizo); Agave
weberi cela, amariliddceas (maguey de mezcal); Agave patatorum zucc,
amarilidaceas (maguey de mezcal); Agave salmiana Otto Ex Salm ssp
Crassispina (Trel) Gentry (maguey verde o mezcalero); vy otras especies de
agave, siempre y cuando no sean utilizadas como materia prima para otras
bebidas con denominaciones de origen dentro del mismo estado.’

La produccion de mezcal en México es una actividad principalmente de los
estados de Oaxaca, Durango, Zacatecas, Guerrero, San Luis Potosi, Tamaulipas
y Guanajuato; con tierras de agricultura de temporal. Distribuidos en casi una
tercera parte del territorio nacional, sobre todo durante la época de estiaje, mas
de una decena de especies y cultivares de agave cultivados y recolectados se
convierten en mezcal.®

Clandestinas o legales, las bebidas espirituosas de agave se expresan en
las mas diversas versiones de sabores y aromas: dulces, ahumados, afrutados,
herbaceos, blancos, reposados y hasta afiejos.

El mezcal es en la actualidad una Denominacién de Origen. La
Denominacién de Origen del Mezcal (DOM) se gestiond casi 20 afios después
que la del tequila (DOT) y ambas se reconocieron por fin por la Comunidad
Europea, en el ultimo lustro de los noventa. Son las primeras denominaciones de
origen mexicanas. El mezcal tiene como territorio protegido los estados de

Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero y Oaxaca.®



2.1.1 Pasos para la elaboracion

El mezcal es una bebida tradicional obtenida de la fermentacion y
destilacion del jugo de agave. Su produccion involucra cinco etapas elementales.
(1) Seleccidén de la planta; se emplean agaves cuya edad debe ser no menor de
8 afnos (8-9 afnos en promedio). (2) Jima; en esta parte las plantas son cortadas
de su base y se realiza la remocién de las hojas para obtener el corazén de la
planta, también conocida como “pifia” la cual puede llegar a pesar hasta 150 Kg,
las pifias son transportadas a la planta de produccién donde se procede al
“descuartizado”, el cual consiste en cortar la pifla en cuatro partes antes de
proseguir con el siguiente paso. (3) Cocimiento de las “pifias”; se realiza en
hornos de piedra calentados a vapor o en autoclaves, paso en el cual los
polisacaridos, principalmente los de reserva (fructanos), son hidrolizados
térmicamente para obtener un jarabe rico en fructosa, la duracion de éste paso
es de aproximadamente 72 horas, tiempo tras el cual las pifias son molidas en
molinos de piedra para obtener Unicamente el jugo. (4) Fermentaciéon; en este
paso el jugo de las pifias cocidas se deja reposar en contacto con levaduras
nativas de la regidon o cepas seleccionadas, aqui se realiza la conversion de los
azUucares a etanol y otros compuestos como alcoholes con 3 o mas atomos de
carbono y ésteres. (5) Destilado; en este paso el mosto con un contenido de
etanol de 3-6 % v/v aproximadamente, se bombea a los alambiques de cobre
calentados mediante vapor, del alambique se pasa el alcohol en forma de vapor
al serpentin, el cual es enfriado en una tina de agua fria para posteriormente ser
recolectado en tambores. Como pasos posteriores se tienen la graduacion del
producto final entre 36-55% v/v de alcohol, para que de esta manera pueda
procederse al envasado en el caso del mezcal joven.10

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana sobre bebidas alcohdlicas, los
mezcales se clasifican en tres tipos basados en el tiempo de maduracion
después de la destilacion. Los mezcales jévenes son embotellados justo después
de la destilacion, los reposados permanecen de 2 a 6 meses en barricas para su
estabilizacién, mientras que los afiejos son sujetos a un proceso de maduracion

de por lo menos 1 afio. Durante ese tiempo el mezcal adquiere color ambar y



sabor caracteristico. En ocasiones se adicionan de 1 a 4 larvas de gusano de

maguey al mezcal envasado.’

2.2 Alcoholes

Los alcoholes son, de forma general, un grupo de compuestos quimicos
organicos caracterizados por la presencia de un grupo —OH (es decir, un atomo
de oxigeno unido a uno de hidrégeno), llamado hidroxil. Es este grupo el que,
precisamente, les otorga una serie de caracteristicas especiales.

El alcohol presente en las bebidas alcohdlicas es el llamado etanol o
alcohol etilico, que posee, ademéas del grupo OH, dos carbonos. Si bien
actualmente en nuestro pais se somete a las bebidas alcohdlicas a exhaustivos
controles de calidad, se dan casos en los que éstas se encuentran adulteradas.
Es decir, se le afiaden determinadas sustancias que diluyen el contenido en
etanol propiamente dicho de la bebida, otorgdndole una serie de propiedades.
Uno de los compuestos quimicos que mas problemas puede dar es otro alcohol,
el metanol, que so6lo se diferencia del etanol en que en vez de dos carbonos
tiene sélo uno, éste es una sustancia indeseable y en concentraciones superiores
a las establecidas por la Secretaria de Salud (100-300 mg/100 mL de alcohol
anhl’drol) toxica para el consumidor de bebidas alcohdlicas. ™

Este y otros compuestos se producen durante la fermentacién del jugo de
agave en el caso del mezcal, son los responsables del aroma del producto final,
y dependeran de la materia prima, el tipo de microorganismos y de las
condiciones de fermentacion. Como ejemplo de estos compuestos se tienen a los
alcoholes superiores o también llamados “aceite de fusel”, como el propanaol,
alcohol isoamilico, hexanol, y feniletanol, cuyas repercusiones suelen verse
reflejadas en el estado de salud de los consumidores cuando se presentan en
cantidades superiores a las que establece por normatividad la Secretaria de
Salud (100-400 mg/100 mL de alcohol anhl’drol), pues causan degeneracion
celular, deficiencias orgénicas especialmente a nivel ocular, sistema nervioso
central y hepéticoz. La biosintesis de éstos compuestos volatiles ocurre por la via

catabdlica de los aminoacidos, por reacciones de desaminacion vy
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descarboxilacion se obtiene el aldehido que es convertido a alcohol superior por
medio de la enzima alcohol deshidrogenasa. Altas concentraciones de alcoholes
como el feniletanol y los alcoholes amilicos son deseables, ya que confieren a la
bebida aromas florales agradables7. Las estructuras quimicas de estos

compuestos se pueden apreciar en la Figura 2.1.

e
H;C—OH "Son

Metanol Propanol Isobutanol
OH

H3CY\/OH
H3C/\/\/\OH

CHs;

Alcohol Isoamilico Hexanol Feniletanol

H3C/\/\/\/\/OH

Nonanol (EI) Alcohol bencilico (EI)

Figura 2.1. Estructura quimica del metanol y alcoholes superiores

En general se conoce como aceite de fusel en una bebida alcohdlica a la
suma de los alcoholes mas pesados que el alcohol etilico 2. Estos son producidos
como se menciond con anterioridad en el paso de la fermentacion cuando los
azucares son transformados a etanol, confieren nota alcohdlica al producto e
influyen en sus caracteristicas organolépticas al igual que los ésteres de acidos

grasos, aldehidos, cetonas, alcoholes, furanos, terpenos y otros.?



2.3 Compuestos carbonilicos

Un compuesto carbonilico es aquel que consta de un atomo de carbono
unido por medio de un doble enlace a un 4&tomo de oxigeno.13

En bebidas alcohdlicas y espirituosas, los compuestos carbonilicos de baja
masa molecular (C;-Cg¢) estan presentes como productos de la fermentacion,
intermediarios en la formaciéon de aceite de fusel y como resultado de la
oxidacion de alcohol en varias etapas de la produccién de la bebida. Su
presencia es baja pero algunos de ellos son responsables de propiedades
organolépticas de las bebidas alcohdlicas'®. EI mas importante es el
acetaldehido, otros son el propanal, el furfural y la vainillina.

Estos compuestos son los que van a caracterizar los distintos tipos de
bebidas destiladas. Hay otros compuestos que producen las diferencias mas
finas entre ellas, son los compuestos caracteristicos de cada tipo de bebidas
destiladas.™®

Los problemas con la determinacidon de compuestos carbonilicos son
causados por:

(a) Su baja concentracién y matrices complejas (en matrices alcohdlicas
pueden estar presentes mas de 15 compuestos carbonilicos).

(b) Amplio rango de su concentraciéon (niveles de mg/L a ng/L).

(c) Por su alta reactividad, especialmente en el caso de componentes
insaturados.

Las especies carbonilicas pueden ser determinadas por diversos métodos
(titulométrico, colorimétrico, enzimatico) pero la Cromatografia de liquidos de
alta eficiencia (HPLC) y la Cromatografia de Gases (CG) son las técnicas mas

convenientes.**
2.3.1 Aldehidos y su influencia en la calidad del mezcal

Los aldehidos son compuestos organicos caracterizados por poseer el

grupo funcional (—CHO), es decir, el grupo carbonilo (-C = O) esta unido a un




solo radical orgénico. Estos compuestos se pueden obtener a partir de la
oxidacion suave de los alcoholes primarios.13

Los aldehidos son compuestos carbonilicos que se encuentran en la
mayoria de las bebidas alcohdlicas, se forman como productos de oxidacion
secundaria en los procesos de afiejamiento de las mismas y durante los
procesos de fermentacion y destilacion de los mostos para obtener bebidas
alcoholicas'®. Esto sucede mediante una reaccion en que cada molécula de
aldehido se adiciona a una molécula de alcohol para formar un hemiacetal, que
es un compuesto inestable, el cual se combina con una segunda molécula de
alcohol y produce un acetal, la reaccién es reversible y el acetal formado puede
ser hidrolizado a aldehido y alcohol en soluciones alcohdlicas diluidas. Ambas
reacciones son catalizadas por &cidos, debido a esto, aunque estén presentes
ambas sustancias es mas frecuente la formacion de aldehidos que de acetales.™®

El formaldehido y acetaldehido son conocidos como carcinédgenos en
animales y pueden listarse como probables carcin6genos humanos por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la Agencia Internacional para la
Investigacion del cancer (IARC) respectivamente. Por su alta volatilidad y
reactividad es usualmente necesaria la derivatizacion de los aldehidos y su
posterior andlisis para poder tener wuna recuperacion y sensibilidad
satisfactoria.*®

Como ejemplos de los aldehidos que se pueden encontrar en el mezcal
tenemos al acetaldehido que es el mayoritario y al furfural, que consta de un
anillo de furano unido al grupo aldehido, ambos compuestos le confieren
distintas caracteristicas sensoriales al producto, por ejemplo el acetaldehido
produce una nota olfativa y gustativa a manzana verde si se encuentra en una
concentracion < 40 mg/L, y la intensidad dependerd de la cantidad de
acetaldehido presente, mientras que a una concentracion = 50 mg/L produce
una nota “quimica” que resulta desagradable al consumidor. Por lo que respecta
al furfural, la nota que brinda es la almendrada, pero suele verse mas
pronunciada en muestras afiejadas 0 reposadas ya gue son compuestos cuya

concentracion suele verse beneficiada cuando la bebida presenta un contacto
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por cierto tiempo con la barrica de roble o encino . Las estructuras quimicas

de estos aldehidos se aprecian en el Figura 2.2.

O

o4

H

Acetaldehido Furfural

Figura 2.2. Estructura quimica del acetaldehido y furfural

2.4 Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia es un método de separacibn en el cual, los
componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases: una de esas fases
es la estacionaria, de gran area superficial, y la otra es un gas (fase movil) que
pasa a través de la fase estacionaria. La muestra es vaporizada y transportada
por la fase movil gaseosa (gas acarreador) a través de la columna. La muestra
se reparte (equilibrio) en la fase estacionaria liquida, basandose en la solubilidad
a dada temperatura. Los componentes de la muestra (llamados solutos o
analitos) son separados uno de otro basandose en su presion de vapor relativa y
afinidad por la fase estacionaria. Este tipo de proceso cromatografico es llamado

elucion.’

Un instrumento para cromatografia de gases puede representarse por el

siguiente esquema:

BOMBA DE PUERTO DE .| HORNO .| COLUMNA
GAS INYECCION

\ 4
N
N

A\ 4

REGISTRADOR |
INTEGRADOR | DETECTOR




e Bomba de gas. Es la parte encargada de distribuir el gas portador, el cual debe
ser inerte, por ejemplo el Helio (He). La salida del gas a unas 150-180 atm
requiere de una serie de manoreductores, 2 6 3, en todo caso los suficientes
para que la presién no supere las 4 o 5 atm al llegar a la siguiente pieza.

e Puerto de inyeccién. Es el encargado de introducir la muestra en la columna.
Cabe senalar que el volumen muerto del inyector debe ser el menor posible,
con el fin de compactar lo mas posible la muestra gaseosa y hacer que entre
en la columna lo mas junta posible, para asi lograr una separaciéon mucho mas
exacta.

e Horno. Es una cavidad cuya funcidn consiste en mantener la temperatura
deseada, que dependiendo del programa nos puede interesar que permanezca
constante, o bien que varie de una forma u otra con el tiempo. La columna se
encuentra dentro de esta cavidad.

e Columna. Es el lugar donde ocurre la separacion. Se dice que es el corazon de
un cromatégrafo. Los materiales con los cuales generalmente se pueden
elaborar las columnas son: cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio 6 teflon. El
relleno puede ser un sélido, 6 un liquido recubriendo un sélido. En ésta se

pueden sefialar basicamente dos constituyentes importantes:

A Fase estacionaria. Puede ser un sélido o un liquido dispuesto sobre un
solido que actua como soporte, de gran area superficial. Debera mojar bien
el soporte, sea relleno o sea pared interior de tubo, asegurandose en lo
posible que la adherencia soporte-fase estacionaria sea suficiente para
evitar que la fase movil arrastre a la estacionaria, provocando una mala
distribucién de la misma en la columna. Ademas, debe formar capas lo mas
uniforme posible.

A Fase movil. La fase mévil es un gas, por lo cual se le conoce con el nombre
de “gas portador”, el cual cumple basicamente dos propdsitos: transportar
los componentes de la muestra, y crear una matriz adecuada para el
detector. Un gas portador debe reunir ciertas condiciones: debe ser inerte
para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la fase
estacionaria), debe ser capaz de minimizar la difusion gaseosa, facilmente
disponible, puro, econémico y adecuado al detector a utilizar.
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A la salida de la columna se encuentra el detector.

e Detector. Es un dispositivo para revelar la presencia de las sustancias eluidas a
la salida de la columna cromatografica. A esta parte se le conoce como los
"ojos" de un cromatografo. El Detector es un dispositivo capaz de convertir
una propiedad fisica, no medible directamente, en una sefial elaborable y
ofrecernos informacion sobre la naturaleza y magnitud de la propiedad fisica.
En cromatografia un detector funciona comparando una propiedad fisica entre
el gas portador puro y el mismo gas portador llevando cada uno de los
componentes que previamente se han separado en la columna, esta accion se
traduce en una sefal tipo eléctrica, que posteriormente se amplificara
mediante el registrador. En la Tabla 2.1 se enumeran algunos de los

detectores mas comunes en cromatografia de gases.lg'19

Tabla 2.1. Detectores para Cromatografia de Gases

Tipo Fundamento

Conductividad térmica Mide la conductividad térmica del gas portador,

ocasionada por la presencia de substancias eluidas.

lonizacién de flama Basado en la medida de las variaciones de la corriente
de ionizacién en una llama oxigeno-hidrogeno debido a

la presencia de substancias eluidas.

Captura de electrones Basado en la electronegatividad de las substancias
eluidas, y su habilidad para formar iones negativos por

captura de electrones.

Fotometria de flama Basada en la medida de la intensidad de la emisiéon
molecular de la fluorescencia de heteroatomos en las

moléculas organicas.

lonizaciéon de flama Basado en la medida de las variaciones de la corriente
alcalina (termoidnico) de ionizacién en una llama en la que se ha vaporizado

una sal de un metal alcalino.

Espectrometro de masas Basado en la medicion de los iones de las moléculas

con cierta relacién masa- carga.
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e Registrador gréafico 0 integrador. Es el encargado de mostrarnos la salida de

los componentes, normalmente en graficas en forma de picos.19

En forma general, el método consiste en la introduccion de la muestra
(constituida por una mezcla de sustancias volatiles) con una microjeringa a
través de un septum de goma, en el inyector de un cromatégrafo de gases en el
que son vaporizadas y transportadas por un gas inerte a través de una columna
empacada o capilar con un liquido de particién que presenta solubilidad selectiva
con los componentes de la muestra, ocasionando su separacion.

Los componentes que eluyen de la columna pasan uno a uno por el
“detector”, el cual genera una sefal eléctrica proporcional a su concentracion, la
que es transformada por el registrador, integrador o sistema de manejo de
datos en una grafica de concentracion en funcion del tiempo Illamada

cromatogramal. Su funcionamiento se ilustra mejor en la Figura 2.3.

Gas portador
Inyector  Detector

Caratula de Control = o]

Sistema de Adquisiscion y

Procesamiento de Datos (El control
del cromatdgrafo también se puede LN
efectuar mediante la computadora)

19

[E=N=]

Figura 2.3. Cromatoégrafo de gases

Un cromatograma idealmente, se trata de picos gaussianos y cada pico
corresponde a un componente de la muestra original. El integrador (o el
software de control) calcula ademas el area correspondiente a cada pico, la cual

es proporcional a la cantidad de analito.?®
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La identificacion de cada componente registrado como un pico en el
cromatograma, se realiza por la inyeccion del o de los componentes que se
sospecha contiene la muestra en forma pura y en las mismas condiciones que la
muestra, midiendo el tiempo de retencidon en esas condiciones. También se
puede comprobar por adicion del componente a la muestra e inyectandola
nuevamente para apreciar al incremento de altura o area del pico
correspondiente.

Un andlisis cuantitativo puede realizarse mediante distintos métodos tales
como: normalizaciéon de area, normalizacion de area con factores de respuesta,

estandarizacion externa, estandarizaciéon interna y adiciones patrén.19

2.4.1 Métodos de cuantificacion

Los métodos mas comunes para conocer la concentracion del analito son:

> Adiciones patron. Este método es aconsejable cuando se quiere asegurar la
correcta similitud entre el comportamiento de patrones y el problema. En las
muestras complejas o con matrices dificilmente reproducibles en los patrones
(alimentos, muestras biolégicas o medio ambientales).
Son métodos para estandarizar y analizar dentro de la propia matriz de la
muestra (calibracion metodoldgica "in situ™).
Consiste en preparar los patrones con la misma muestra a analizar y afadir
una cantidad conocida de la especie quimica a determinar. A cierto numero
de alicuotas de la muestra real se la afladen concentraciones crecientes, por
ejemplo de 0 a 5 unidades arbitrarias, del estandar puro del analito. Todas
ellas contienen una concentracion de analito que es la suma de la original (se
busca) y la afadida. Se someten las alicuotas de muestras reales
enriquecidas al proceso analitico, obteniéndose una sefial para cada alicuota.
Se representan las seflales en funcién de la concentraciéon del estandar
afadido. Se obtendrd una recta de calibrado paralela a la que se obtendria
con los estandares puros. La sefal sobre el eje de ordenadas es la que

origina la muestra no enriquecida. La concentracion de analito en la muestra
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se obtiene por extrapolacion de la recta de calibrado, su cruce con la
prolongacion del eje de abscisas proporciona el dato buscado.?
Normalizacién de &reas. Este método es aconsejable Unicamente cuando se
trabaja con familias homologas, por ejemplo ésteres etilicos y alcoholes.
Consiste en preparar disoluciones de la mezcla de analitos a distintas
concentraciones, las cuales se inyectan para obtener los cromatogramas
correspondientes, a partir de los cuales se obtienen las sumas de las areas
para cada uno de los analitos, los cuales se manejan como un total (100%).
Se inyecta la muestra a cuantificar y el area del analito se relaciona con el
total, esto es por medio de una regla de tres, cuyo valor sera el por ciento
del analito en la matriz.

Normalizacién de areas con factores de respuesta. Se emplea para disminuir
errores con respecto al método de normalizacién de area. Su metodologia es
muy similar a la normalizacién de area. Consiste en preparar disoluciones de
la mezcla de analitos a distintas concentraciones, las cuales se inyectan para
obtener los cromatogramas correspondientes, a partir de los cuales se
obtienen las sumas de las areas para cada uno de los analitos, los cuales se
manejan como un total (100%). Se inyecta la muestra a cuantificar y el area
del analito se relaciona con el total, esto es por medio de una regla de tres,
cuyo valor seré el por ciento del analito en la matriz. Una vez obtenidos estos
resultados se obtienen los factores de respuesta realizando la relacion area
del compuesto/peso del compuesto = Factor de respuesta. Este ha de
tratarse como el area modificada a partir de la cual se obtiene el por ciento
real del analito en la muestra.

Estandar externo. Este método consiste en la comparaciéon de las sefiales de
la muestra con un conjunto de sefiales que ofrecen individualmente
"muestras de calibracion”, (disoluciones patrén). Los estandares de diferente
concentracion del analito han sido preparados artificialmente para que su
matriz sea semejante a la de la muestra real. No deben usarse estandares
puros, ya que puede conducir a errores sistematicos importantes. Se
someten al proceso analitico las muestras de calibracion y la muestra

problema de forma independiente.
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El conjunto de las sefiales de calibrado permite establecer una relacion
inequivoca entre la sefial y la concentracién de analito, que comudnmente se
denomina "recta de calibrado" y que idealmente es una relacion lineal sefal-
concentracion en el intervalo dado de concentraciones. La concentracién de
analito en la muestra se consigue por interpolacién en dicha recta.'® 2% 23
Estandar interno. Este método es aconsejable cuando se requiere minimizar
fluctuaciones instrumentales. Consiste en obtener el cromatograma de la
muestra estandarizada, o sea adicionada de una sustancia llamada estandar
interno que deber& aparecer en un sitio del cromatograma, libre de traslapes
y desde luego no deberd ser componente de la muestra, aunque es
recomendable que sea de la misma naturaleza quimica y del mismo rango de
concentracion que el componente de la muestra por cuantificar. Deberan
obtenerse cromatogramas paralelos con soluciones de concentracidon
conocida de cada componente por cuantificar y del estandar interno que sea
el adecuado al tipo de muestra y trazar una curva de calibracion que tenga
por ordenadas la relacibn de concentraciones correspondientes al
componente por cuantificar y al estandar interno.

Esta curva servira para situar en sus ordenadas, la relacion de areas
correspondientes al componente por cuantificar y al estandar interno del

cromatograma de la muestra estandarizada y asi ubicar la relacion

correspondiente de concentraciones.!

2.5 Microextraccion en fase s6lida (MEFS)

La microextraccion en fase sdlida (MEFS o, en inglés, SPME) es una

técnica preparativa que permite concentrar y aislar analitos de una muestra, que

se adsorben o absorben a unas fibras con un determinado recubrimiento. La

cantidad de analito extraido viene determinada por su coeficiente de particion

entre la muestra y el material que recubre las fibras.

Esta técnica representa una respuesta potencial a muchos de los

problemas encontrados en andlisis traza. EI método, inventado a principios de

los noventa por el profesor de la Universidad de Waterloo en Ontario Canada,
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Janusz Pawliszyn, se basa en la extraccidon de los analitos de la matriz de la
muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de un sorbente
en la mayoria de los casos polimérico, seguida de la desorcién de los analitos
mediante temperatura o un disolvente organico. El pequefio tamario de la fibray
su geometria cilindrica permiten incorporarla en una jeringa lo cual facilita su
manipulacion y protege a la fibra cuando no se utiliza dentro de la aguja de la

jeringa24. Este dispositivo se ilustra en la Figura 2.4.

:

L Embolo

— Tambor de la jeringa

Tornillo de retencidn

|| _———Ranura en formade Z

Ventana del gje
o

+——~Cuerpo central

S
\Muelle tensor Aguja

Séptum
Tubo que sujeta la fibra

Fibra de silice

Figura 2.4. Esquema del dispositivo comercial de MEFS 25

La técnica en general consiste en poner en contacto la muestra con una
fibra de silice fundida recubierta con un material adsorbente; la muestra se
coloca en un vial cerrado, se perfora el septum, se expone el material
adsorbente a la muestra (en agitacion) durante un periodo de tiempo
determinado, puede ser de forma directa o en el espacio de cabeza (headspace),
se retira el material adsorbente, se saca la jeringa del vial, se perfora con la
jeringa el inyector de un cromatégrafo de gases, se expone a la temperatura el
material adsorbente y los analitos se desorben dentro del inyector. La desorciéon

es total y la fibra es re-usable, con una vida util de mas de 50 inyecciones.
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También se puede utilizar la MEFS con un cromatografo de liquidos (HPLC), en
cuyo caso la desorcion se produce en la valvula de inyecciénzs. El proceso de

MEFS se ilustra en la Figura 2.5.

Figura 2.5. Esquema del proceso de MEFS: (a) inmersion directa; (b) MEFS-headspace;(c)

., .. 25
desorcion térmica en CG

Las técnicas mas conocidas para la extraccibn de compuestos organicos
de una muestra son purga-y-trampa o métodos headspace para concentracion
de volatiles, y extracciéon liquido-liquido, extraccion en fase sélida y extraccion
por fluido supercritico para compuestos semi-volatiles o no volatiles. Estos
métodos presentan varios inconvenientes, incluyendo alto costo y tiempos de
preparacién excesivos.

La microextraccion en fase sélida constituye una alternativa conveniente a
las técnicas de extraccibn comunmente usadas (especialmente extraccion

liguido-liquido) por presentar las siguientes ventajas:

Gran simplicidad

Bajo costo

Utiliza pequefos volumenes de muestra
No necesita disolventes organicos
Facilmente transportable

Util para todo tipo de muestras (gaseosas, liquidas y sélidas)

S S

Posibilidad de automatizacion
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A Permite la concentracion de compuestos volatiles y semivolatiles
y su limite de deteccién puede ser muy bajo del orden de ppt, lo

que demuestra la sensibilidad de esta técnica.
Mientras que sus principales desventajas son:

A Limitada capacidad de las fibras: debido a que contienen una
cantidad de recubrimiento muy pequefia.

A La presencia de materia suspendida en la muestra puede
estropear el recubrimiento de la fibra cambiando sus propiedades.

A La formacion de burbujas de gas en la superficie de la fibra puede
afectar a la tasa de transferencia de masa.

A Pueden aparecer problemas de sensibilidad. La sensibilidad de la
técnica de MEFS depende de la cantidad de analitos extraidos de
la muestra; si el volumen de la muestra es muy elevado, ser&a
demasiado superior al producto entre la constante de distribucion
y el volumen de recubrimiento de la fibra y, por tanto, aunque se
aumente el volumen de muestra no se consigue aumentar la

sensibilidad.?®

La aplicacion de la MEFS al analisis de cualquier compuesto requiere
conocer bien la técnica: los tipos de fibras, los distintos factores que afectan a la
misma, asi como su posible acoplamiento a los diferentes instrumentos de
analisis existentes o automatizacion. Se ha utilizado en analisis clinico, forense,
alimentario, medioambiental, biomédico, etc. con gran éxito, aunque su area de
aplicacion por excelencia sigue siendo el analisis medioambiental.?’

Varios son los tipos de fibras actualmente comercializadas lo que hace
que el campo de aplicacibn de la MEFS sea amplio. Las primeras fibras
comercializadas, creadas para trabajar con CG, fueron las de polidimetilsiloxano
(PDMS) -adecuadas para analitos no polares- y las de poliacrilato (PA) —
apropiadas para analitos polares-. Posteriormente surgieron las fibras que

combinan divinilbenceno (DVB), carboxen (carbono activo), carbowax
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(polietilenglicol) y resina templada (TPR) como son las de PDMS/DVB, CW/TPR,
CW/DVB, CAR/PDMS y DVB/CAR/PDMS. La eleccién del tipo de fibra depende de
la naturaleza fisico-quimica del compuesto a extraer. Todas ellas se

comercializan con distinto espesor, tal como se muestra en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Tipos de fibras de MEFS actualmente comercializadas

Tipo de fibra Espesor (um) Uso
PDMS 7, 30, 100 CG y HPLC
PDMS/DVB 60, 65 CG vy
HPLC (60 um)
DVB/CAR/PDMS 50/30 CG
CAR/PDMS 75, 85 CG
PA 85 CG y HPLC
CW/DVB 65, 70 CG
CW/TPR 50 HPLC

La gran mayoria de las fibras comercializadas puede utilizarse en
combinacién con CG (desorcion térmica) y, en menor numero, con HPLC
(desorcién con disolventes) 26 La extraccion de los analitos de la muestra
mediante las fibras de PDMS se debe principalmente a un fenébmeno de
absorcion aunque algunos autores han indicado que la extraccion de algunos
analitos (sobre todo si son muy polares) puede realizarse via adsorcion ya que
existe una cierta competitividad entre ambos efectos. En la Figura 2.6 se
clasifican las fibras comerciales segun si el proceso de extraccion se produce

mayoritariamente por absorcién o adsorcion.

ABSORCION H ADSORCION

PDMS ol e o {§ * | rOmADVE
PA ° . ®e o . ¢ CW/DVB
*THc. S, e [ cwTPR

» . CAR/PDMS

Figura 2.6. Clasificacion de las fibras de MEFS segun se produce por adsorcion o absorcion>°
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2.5.1 Derivatizacion

La determinacion de compuestos polares presenta un mayor problema en
el andlisis medioambiental. Estos analitos generalmente son muy dificiles de
extraer y separar mediante CG. La derivatizacibn de estos compuestos para
formar compuestos menos polares es una alternativa frecuentemente utilizada
para intentar resolver este problema. Asi, la MEFS puede ser combinada con la
derivatizacion de diferentes maneras®. La Figura 2.7 resume diferentes modos

en los que la etapa de derivatizacion puede ser combinada con la MEFS.

MEFS/DERIVATIZACION

Derivatizacion Derivatizacion
en la muestra en el puerto de
inyeccion del CG

Derivatizacion

en la fibra
Extraccion y Derivatizacion
derivatizacion tras la
simultanea extraccion

Figura 2.7. Posibles combinaciones de la MEFS/derivatizacion>>

En GC, la derivatizacibn de los analitos es una practica usual para
aumentar su volatilidad y/o reducir su polaridad pudiendo mejorar asi tanto la
eficacia de la extraccion de la muestra real, como su separacién cromatografica
y la respuesta del detector. Estos procesos de derivatizacion pueden llevarse a
cabo en las fibras de MEFS. El método mas utilizado consiste en derivatizar
directamente los analitos por adicion del agente derivatizante a la propia matriz
y la posterior extraccion de los analitos derivatizados utilizando la fibra. También

puede llevarse a cabo la derivatizacion sobre la fibra de MEFS: una vez
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completado el proceso de extraccion, la fibra, con los analitos extraidos, se pone
en contacto con el agente derivatizante. En este sentido, es recomendable que
la derivatizacion se haga, si es posible, en el modo headspace (HS-MEFS), para
evitar posibles dafios de la fibra. De la misma forma, también puede llevarse a
cabo simultaneamente la extraccion y la derivatizacion. En este caso, la fibra se
sumerge durante un cierto tiempo en una disolucion concentrada del agente
derivatizante, de forma que quede recubierta con el mismo y la reacciéon de
derivatizacion se produce sobre la superficie de la fibra simultaneamente con la
extraccion (no se trata de un proceso de equilibrio). La derivatizacion puede
también llevarse a cabo en el inyector del cromatdégrafo. A medida que los
analitos y el agente derivatizante (extraido conjuntamente) son térmicamente
desorbidos de la fibra, se produce la reacciéon de derivatizaciéon en el propio
inyector a alta temperatura.

Hay que tener en cuenta que, en general, los procesos de derivatizacion
suponen el introducir un paso mas en el pre-tratamiento de muestra y, en
algunos casos, presentan una baja reproducibilidad y repetibilidad, lo que hace
que muchas veces este tipo de procesos tiendan a evitarse. Ademas, encontrar
un agente derivatizante apropiado y que a su vez pueda ser utilizado con las
fibras en alguna de las tres formas anteriores no es facil®®. La Figura 2.8 nos
esquematiza la forma de derivatizacion y extraccion simultanea en la fibra de

MEFS.

a b c

Figura 2.8. Esquema del proceso de derivatizacion y extraccion simultanea en la fibra de

MEFS: (a) extraccion; (b) derivatizacion; (c) desorcion térmica en cG?®

Cuando se emplea éste método se elige un compuesto llamado “agente de

derivatizacion”. Especificamente para los compuestos carbonilicos se emplean
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por lo comun cuatro agentes de derivatizacion que son: 2,4-dinitrofenilhidracina
(DNPH), 2, 4,6-triclorofenilohidracina (TCPH), cisteamina (2-aminoetanetiol) y
0-(2, 3, 4, 5,6-pentafluorobencil)hidroxilamina (PFBHA). Los tres primeros son
empleados cuando la derivatizaciéon se realiza en solucién, los derivados
formados son hidrazonas y tiazolidinas. EI PFBHA se emplea cuando se pretende
realizar la derivatizacén en fibra, los derivados formados son oximas los cuales
son extraidos anteriormente al analisis por Cromatografia de Gases.
Recientemente, el procedimiento recomendado para la determinacion de
aldehidos y cetonas, se basa en la derivatizacion con PFBHA y Cromatografia de
Gases con deteccion de captura de electrones, que puede ser adaptado a
soluciones alcohdlicas. En el caso particular del PFBHA se ha encontrado que
éste reacciona con las especies carbonilo (R;COR,) produciendo dos isémeros de
la oxima (Z, E) cuando los grupos alquilo R; y R, son diferentes. Usualmente

13,14

estos dos isOmeros pueden ser separados cromatograficamente Estas

reacciones se aprecian en la Figura 2.9.

F F
F F
. F F .l
°  + =
\// /O 2 O
R2 H,N F R N F
E F

Grupo oxo PEBHA PFB-oxima
F F
o F F F F
Hsc% + —
F F
Acetaldehido oxima
PFBHA
. — F
\/ H o 5, ~©
HNT F H™ N F
F F
Furfural PEBHA oxima

Figura 2.9. Reaccion general efectuada entre los compuestos carbonilicos y el PFBHA
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3.1

3.2

OBJETIVOS

General

¢ Determinar el contenido de alcoholes superiores, metanol y aldehidos en
mezcal mediante Cromatografia de Gases y Microextraccion en fase
sélida con derivatizacion en fibra seguido de Cromatografia de Gases,
para aportar informacion que ayude a la caracterizacion quimica del

mezcal.

Particulares

e Determinar el contenido de alcoholes superiores y metanol en distintas
muestras de mezcal elaborados con diferentes agaves y bajo distintas
condiciones por Cromatografia de Gases y ver si estan dentro de los
limites establecidos por la NOM-070-SCFI1-1994.

e Establecer el andlisis de acetaldehido y furfural en mezcal mediante

MEFS con derivatizaciéon en fibra seguido de Cromatografia de Gases.

e Determinar el contenido de acetaldehido y furfural en mezcales

procedentes de distintas regiones del pais.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y Reactivos

Fibra para MEFS PDMS/DVB 65 um (SUPELCO, USA)

Soporte para fibras de MEFS (SUPELCO, USA)

Columna capilar Carbowax 60 m x 0.25 mm x 0.25 um (SUPELCO, USA)
Columna capilar 5 % difenil 30 m x 0.25 mm x 0.25 um (Zebron, USA)
Alcoholimetro (Sin marca)

Estandar de metanol 97% pureza (J. T. Baker, USA)

Estandar de propanol 99% pureza (Merck, USA)

Estandar de alcohol isoamilico 99% pureza (J.T. Baker, USA)

Estandar de hexanol 99% pureza (J.T. Baker, USA)

Estandar de feniletanol 99% pureza(Merck, USA)

Estandar de nonanol 99% pureza (Merck, USA)

Estandar de alcohol bencilico 99 % pureza (Merck, USA)

Estandar de acetaldehido 99% pureza (Sigma-Aldrich, USA)

Estandar de furfural 99% pureza (CHEM SERVICE, USA)
0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobencil)-hidroxilamina 98% pureza (Aldrich Chem, USA)
Acido silicico (BIO-RAD, USA)

Alcohol etilico absoluto anhidro 99% pureza (J.T. Baker, USA)

Acetona 99 % pureza (Reproquifin, México)

Agua grado HPLC
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4.2 Muestras

Para la cuantificacion de alcoholes superiores y metanol se analizaron 15

muestras distintas de mezcal, algunas de ellas elaboradas en regiones diversas.

Para

la cuantificacion de aldehidos se analizaron 13 muestras distintas de

mezcal joven, la mayoria elaboradas a partir de distintos agaves y solo algunas

de ellas de distinta region de origen.

Tabla 4.1. Caracteristicas de las muestras de mezcal empleadas para la cuantificacién de

alcoholes superiores, metanol y aldehidos.

No. Agave % Region de Tipo de | Analisis
Muestra Etanol * Origen mezcal
1 Mezcla de Agaves 52 Ocotlan de Morelos, Oaxaca, Joven 1,2
México
2 A. arroquefo 49 Ocotlan de Morelos, Oaxaca, Joven 1,2
México
3 A. cupreata 53 Chilapa, Guerrero, México Joven 1,2
4 A. cupreata 53 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
5 A. cupreata 49 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
6 A. cupreata 50 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
7 A. cupreata 51 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
8 A. cupreata 52 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
9 A. cupreata 52 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
10 A. cupreata 49 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
11 A. cupreata 50 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
12 A. cupreata 50 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
13 A. cupreata 49 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
14 A. cupreata 53 Chilapa, Guerrero, México Joven 1
15 Mezcla de Agaves 38 Tlacolula, Oaxaca, México Afejo 1
16 A. angustifolia haw 45 Matatlan, Oaxaca, México Joven 2
17 A. esperrima 50 Nombre de Dios, Durango, Joven 2
jacobi México
18 A. tripén 49 Ocotlan de Morelos, Oaxaca, Joven 2
México
19 A. largo 49 Ocotlan de Morelos, Oaxaca, Joven 2
México
20 A. inaequidens 49 San Sebastian del oeste, Joven 2
Jalisco, México
21 A. karwinskii 39 Miahuatitlan, Oaxaca, México Joven 2
22 A. potatorum 49 Sola de Vega, Oaxaca, México Joven 2
23 A. cupreata 49 Chilapa, Guerrero, México Joven 2
24 A. angustifolia haw 42 Centro, Oaxaca, México Joven 2
25 A. americana var. 52 Ejutla de Crespo, Oaxaca, Joven 2
Oaxacensis México

* Determinado experimentalmente

1 Alcoholes; 2 Aldehidos

25




4.3 Metodologia

4.3.1 Determinacion del porcentaje de etanol en muestras de mezcal

En una probeta de 250 mL se vierte la muestra de mezcal, posteriormente
se introduce el alcoholimetro en la probeta y se sumerge con cuidado hasta el
fondo del recipiente, una vez que éste permanezca en la superficie totalmente
inmovil y alejado de las paredes de la probeta, se toma la lectura sefialada por

el menisco en la escala correspondiente.

4.3.2 Determinacion de alcoholes por Cromatografia de Gases®®

La cuantificacién de alcoholes superiores y metanol se realiz6 mediante la
determinacion de factores de respuesta obtenidos por Cromatografia de Gases.
Las muestras se sometieron a un lavado con acido silicico para eliminar
impurezas. Este procedimiento fue desarrollado previamente en un trabajo

realizado en el laboratorio®®.

4.3.2.1 Determinacion de factores de respuesta29

Se pesan 100 mg de cada uno de los estdndares de los alcoholes:
metanol, propanol, alcohol isoamilico, hexanol, nonanol, feniletanol y alcohol
bencilco, y se disuelven y aforan a 10 mL con acetona cada uno. A partir de esta
soluciodn se prepara una disolucién para llegar a una concentracion de 1 mg/mL
de cada uno de los estandares, para posteriormente tomar 1 mL de cada una de
las disoluciones de metanol y alcoholes superiores y 0.5 mL de nonanol y
alcohol bencilico y aforar a 10 mL con acetona, (la concetracion final del metanol
y los alcoholes superiores ha de ser de 100 ug/ mL, mientras que las del
nonanol y alcohol bencilico sera de 50 ug/mL). A 2 mL de esta mezcla se le
adicionan 0.5 g de acido silicico previamente lavado; se agita vigorosamente en
vortex durante 2 minutos y se dejan separar las fases. La fase liquida es

transferida a un matraz aforado de 5 mL mientras que la fase sdlida se le
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adicionan 1.5 mL de acetona, se agita nuevamente durante 2 minutos y se
vuelven a separar las fases. La fase liquida se junta con la anterior en el matraz
aforado de 5 mL. Se repite una vez mas la operacion de lavado con acetona. La
fase liquida se lleva al aforo con acetona (la concentracion final del metanol y los
alcoholes superiores es de 40 ug/ mL, mientras que las del nonanol y alcohol
bencilico es de 20 ug/mL), se inyecta 1 uL en el cromatégrafo de gases con
detector de ionizacion de flama. Se realiza el mismo procedimiento por
triplicado.

Los factores de respuesta del metanol, propanol, isobutanol, alcohol
isoamilico y hexanol se calculan respecto al estandar interno nonanol, mientras
que el factor de respuesta del feniletanol se calcula con respecto al estandar

interno alcohol bencilico.

4.3.2.2 Lavado de acido silicico?®

En un vaso de precipitados de 500 mL se colocan 100 g de &cido silicico y
200 mL de solucién de HCI al 1.0%; se agita vigorosamente durante 5 minutos y
se deja separar las fases. La fase liquida se desecha y el sélido se lava 4 veces
con 200 mL de agua destilada y una con 100 mL de acetona, desechando la fase
liguida cada vez. El s6lido humedo se seca a 130 °C. Finalmente el acido silicico

se transfiere a un vial de vidrio.
4.3.2.3 Procedimiento en muestras de mezcal 2°

En un matraz de 2 mL se transfiere 1 mL de muestra, nonanol y alcohol
bencilico como estandares internos (El) en tal cantidad que su concentracion
final sea de 50 ng/mL, se lleva al aforo con la muestra de mezcal y se vierte en
un vial de 8 mL. A estos 2 mL se le adicionan 0.5 g de acido silicico previamente
lavado y se procede de la misma forma que en la determinacién de factores de

respuesta.

La cuantificacion de alcoholes se realiza utilizando los factores de
respuesta para cada uno de ellos, se reporta la concentracion por 100 mL de

alcohol anhidro.
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4.3.2.4 Condiciones Cromatograficas 29

Cromatografo de gases Hewlet Packard modelo 5880A con detector de
ionizacion de flama (FID), inyector split/splitless (division de flujo/ sin division
de flujo) y una columna capilar de Carbowax, (SUPELCO, USA; 60 m x 0.25 mm
x 0.25um).Temperatura del inyector 210 °C en modo split (relacion 13:1),
temperatura del detector 220 °C. Programa de temperatura: Temperatura inicial
40 °C durante 10 min, incrementandose 10 °C/min hasta 220 °C,
manteniéndose durante 5 min. Gas acarreador: Hidrogeno (1 mL/min).

4.3.3 Determinacién de acetaldehido™® *© 2°

La cuantificacion de acetaldehido se realizé6 por medio de una curva de
calibraciéon. Las muestras y las soluciones de la curva de calibracion se
analizaron por medio de MEFS con derivatizacion en fibra seguida de
Cromatografia de Gases. En el caso de la curva de calibracion el ajuste de
alcohol se realiz6 con etanol redestilado para evitar interferencias del aldehido
de interés y otros compuestos carbonilicos.

4.3.3.1 Preparacion del derivatizante™® ¢ 3°

Se pesan 34 mg de O-(2, 3, 4, 5,6-pentafluorobencil)-hidroxilamina
(PFBHA), se disuelve y afora a 2 mL con agua grado HPLC (NANOpure). Se
coloca en un vial de 4 mL con barra magnética de 10 mm, se sella con teflén y
se coloca el tap6on horadado con septum.

4.3.3.2 Procedimiento para la curva de calibracion®* 16 3°

Con ayuda de una microjeringa se toman 13 uL de acetaldehido y se
disuelven y aforan a 100 mL con agua NANOpure, para una concentracion final
de la solucibn madre de 100 pug/mL. A partir de esta se preparan disoluciones

de 1, 3, 5, 7, 8 y 9 ug/mL aforando con solucién de etanol al 2%. Este
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procedimiento se realiza a temperatura entre los O y -4 °C para evitar pérdidas
de acetaldehido por su alta volatilidad a temperatura ambiente.

Se procede con la MEFS con derivatizacion en fibra, para lo cual se carga
primero la fibra con el derivatizante de la siguiente manera: el vial de 4 mL que
contiene al derivatizante se coloca en una parrilla con agitacion magnética a
1200 rpm, posteriormente la aguja de la fibra perfora el septum del vial y se
coloca la fibra en contacto con el headspace del derivatizante durante 20
minutos. Ya cargada la fibra con el derivatizante se coloca en un vial de 4 mL
con barra magnética de 10 mm (sellado con teflon y tapén horadado con
septum) que contiene 2 mL de una de las disoluciones de la curva. Se coloca en
la parrilla con agitacion a 1200 rpm durante 5 minutos para favorecer el
equilibrio entre las fases, una vez transcurrido este tiempo se expone la fibra
con el headspace de la disolucién estandar durante 10 minutos. Posteriormente
se retrae la fibra a la aguja y se retira del vial introduciéndose en el puerto de
inyeccion del cromatografo de gases, dejando un tiempo de desorcidon térmica
de los analitos por 5 minutos. Este procedimiento se realiza por triplicado para
cada una de las disoluciones.

4.3.3.3 Procedimiento para la MEFS en mezcal® 1630

En un matraz de 10 mL se transfiere la cantidad necesaria de muestra en
tal forma que su concentraciéon de etanol final sea de 2 % con respecto a la
concentracion inicial de alcohol, se lleva al aforo con agua NONOpure, se toman
2 mL y se vierten en un vial de 4 mL con barra magnética de 10 mm, sellando
con teflén y se coloca el tapén horadado con septum. Se procede de la misma

forma que en el procedimiento para la curva de calibraciéon (4.3.3.2).

4.3.3.4 Determinacion de la concentracion de acetaldehido

Se realiza la sumatoria de las areas de los isémeros la oxima del aldehido
y se sustituye en la ecuacion resultante de la curva de calibracién, tomando en
cuenta los factores de dilucién correspondientes, para reportar su concentracion

por 100 mL de alcohol anhidro.
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4.3.3.5 Condiciones Cromatograficas'® ¢ 3°

Cromatografo de gases Hewlet Packard modelo 5880A con detector de
ionizacion de flama (FID), inyector split/splitless (division de flujo/ sin division
de flujo) y una columna capilar 5 % difenil, (Zebron, USA; 30 m x 0.25 mm X
0.25um). Temperatura del inyector 260 °C en modo split (relaciéon 13:1),
temperatura del detector 250 °C. Programa de temperatura: Temperatura inicial
50 °C durante 1 min, incrementandose 3 °C/ min hasta 160 °C, aumentando 5
°C/min hasta 220 °C, manteniéndose durante 5 min. Gas acarreador: Hidrégeno
(2 mL/min).

4.3.4 Determinacién de furfural*® 16 3031

La cuantificacion de furfural se realiz6 por medio de una curva de
calibracion. Las muestras y las soluciones de la curva de -calibracién se
analizaron por medio de MEFS con derivatizacion en fibra seguida de
Cromatografia de Gases. En el caso de la curva de calibracién el ajuste de
alcohol se realiz6 con etanol redestilado para evitar interferencias del aldehido
de interés y otros compuestos carbonilicos.

4.3.4.1 Preparacion del derivatizante™® ¢ 3031

Se prepara de la misma forma que en el inciso 4.3.3.1.

4.3.4.2 Procedimiento para la curva de calibracion®*: 16 30- 31

Se pesan 50 mg de furfural se disuelve y afora a 5 mL con agua
NANOpure, para una concentracion final de 10 mg/mL. A partir de esta se
prepara una disoluciébn de 10 pug/mL, la cual se emplea como solucibn madre
para la preparacion de disoluciones de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 y 1.0 ug/mL aforando

con solucién de etanol al 2%b.
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Se procede con la MEFS de la misma forma que en el inciso 4.3.3.2
cambiando Unicamente el tiempo de exposicidon de la fibra con el headspace de
la disoluciéon estandar a 30 minutos.

4.3.4.3 Procedimiento para la MEFS en mezcal ** ¢ 3031

En un matraz de 10 mL se transfiere la cantidad necesaria de muestra en
tal forma que su concentraciéon de etanol final sea de 2 % con respecto a la
concentracion inicial de alcohol, se lleva al aforo con agua NONOpure, se toman
2 mL y se vierten en un vial de 4 mL con barra magnética de 10 mm, sellando
con teflébn y se coloca el tapdn horadado con septum. Se procede de la misma
forma que en el procedimiento para la curva de calibracion (4.3.4.2).

4.3.4.4 Determinacion de la concentracion de furfural*® 18- 3031

Se realiza el mismo procedimiento que en el inciso 4.3.3.4.

4.3.4.5 Condiciones Cromatogréficas“' 16.30.31

Se emplean las mismas condiciones que en el inciso 4.3.3.5

4.3.5 Analisis estadistico multivariado

Con el fin de explorar la similitud de los resultados obtenidos del andlisis
cuantitativo de alcoholes y aldehidos en los diferentes mezcales, se someten a
un andlisis estadistico multivariado (analisis de componentes principales “PCA” y
analisis de conglomerados o analisis cluster), empleando para ello el programa

“statgraphics centurion XV”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cuantificacion de metanol

La Figura 5.1, nos muestra un tipico cromatograma del analisis de
alcoholes superiores y metanol en mezcal, en este cromatograma se aprecia
buena resolucion entre los picos de los compuestos de interés, importante para
que la cuantificacion sea correcta. También se observa la presencia de pocas
impurezas que no interfieren, lo que facilita la identificacion de los picos

correspondientes a cada uno de los componentes analizados.
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Figura 5.1. Cromatograma tipico de muestra de mezcal para cuantificacién de alcoholes
superiores y metanol. (1) metanol; (2) propanol; (3) isobutanol; (4) alcohol isoamilico; (5)

hexanol; (*) nonanol como EI; (**) alcohol bencilico como El y (6) feniletanol.
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La cuantificacion tanto de metanol como de alcoholes superiores se realiz6
mediante Cromatografia de Gases utilizando un método desarrollado
previamente en el laboratorio, encontrandose asi los resultados que se

muestran a continuacion.

La Tabla 5.1 nos muestra los factores de respuesta obtenidos para el
metanol y los alcoholes superiores. En esta Tabla se observa que los coeficientes
de variacion son inferiores al 10 % y en la mayoria de los casos hasta del 1 %, a
excepcion del propanol en el cual se presentdé una variacion muy alta del
23.02%, lo cual se debié probablemente a errores en la inyeccion de las
disoluciones, lo que ocasion6 que el pico se dobleteara y la integracién fuera

variable entre inyecciones de una misma disolucion.

Tabla 5.1. Factores de respuesta de alcoholes superiores y metanol (n=3)

Factor de Concentracion

Alcohol respuesta (Fr) (ng/mL) % CV *
Metanol 1.10 + 0.06 99 5.02
Propanol 0.63 = 0.13 102 23.02
Isobutanol 1.21 =+ 0.02 99 1.87
Alcohol isoamilico 1.21 +£0.01 98 0.63
Hexanol 0.78 = 0.01 99 0.87
Feniletanol 1.18 £ 0.01 98 0.78

* 0HoCV= Coeficiente de variacion

La Tabla 5.2 muestra el contenido de metanol en cada una de las
muestras de mezcal analizadas, con sus respectivos coeficientes de variacion
que se obtuvieron por debajo del 10%, excepto para la muestra niumero 4 cuyo
valor fue ligeramente mayor, 11.16 % a pesar del cual podria considerarse

como un buen desarrollo experimental.
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Tabla 5.2. Contenido de metanol en muestras de mezcal (n=3)

Concentracion
Mezcal | (mg/100 mL de % CV *
alcohol anhidro)
1 210.32 = 10.24 4.87
2 262.16 = 16.41 6.26
3 254.14 =+ 9.89 3.89
4 243.97 = 27.23 11.16
5 275.05 x 23.37 8.46
6 183.92 + 5.02 2.73
7 200.88 = 7.23 3.60
8 147.29 + 10.07 6.84
9 232.03 = 4.96 2.14
10 220.50 = 4.63 2.10
11 269.42 = 15.09 5.60
12 362.84 = 24.45 6.74
13 225.88 + 16.10 7.13
14 192.37 £ 4.77 2.48
15 139.05 + 7.99 5.75

* 06CV= Coeficiente de variacion

Estos mismos resultados se muestran de forma mas clara por medio de
una grafica de barras con sus respectivos coeficientes de variacion expresados
en las barras de error correspondientes, la cual se ilustra en la Figura 5.2. En
ella se aprecia de forma clara la existencia de una sola muestra cuyo contenido
de metanol es superior a los 300 mg/100 mL de alcohol anhidro (muestra 12).
En relacién a estos resultados podriamos pensar que en esta muestra el exceso
pudiera deberse posiblemente a la diferencia en la variedad de agave empleado
en la elaboracién del mezcal, pues la cantidad de azlUcares presentes en el
agave en un inicio estara en funcién de la variedad o especie empleada32, esta
diferencia pudo ser mayor en la muestra 12 con respecto al resto de los

mezcales, lo que llevd a un mayor contenido de metanol. Para el resto de las
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muestras la concentracion de metanol es variable, debido probablemente a
diferencias en las variedades de agave, flora nativa y a las condiciones de

fermentacién, lo que finalmente repercute en la sintesis de dicho compuesto.

Contenido de Metanol en muestras de mezcal
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Figura 5.2. Contenido de metanol en muestras de mezcal

5.2 Cuantificacion de alcoholes superiores

Al realizar la cuantificacion de alcoholes superiores no se encontré
variacion significativa entre inyecciones de una misma extraccion, pero no asi
para inyecciones de distintas extracciones de las cuales se obtuvo el promedio,
con estos resultados se realizé una gréfica del contenido de alcoholes superiores
en muestras de mezcal como se ilustra en la Figura 5.3, en la cual no se puede
ver de forma clara un solo perfil de alcoholes superiores, observandose que las
muestras 5 y 12 tienen como alcohol mayoritario al propanol, el resto tiene en
mayor proporcion al alcohol isoamilico. Los alcoholes superiores restantes no

tienen un comportamiento constante, atribuido posiblemente a la variacion de
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las condiciones de fermentacion, de la materia prima y regidn en la que se
elabora la bebida, lo cual repercute en la concentraciéon final de estos
compuestos. Se puede también observar que en las muestras 4, 6, 11 y 15 no
se identific6 el hexanol ya que su sintesis, al igual que la del resto de los
alcoholes, dependera directamente del metabolismo de los microorganismos

encargados de realizar la fermentacion.
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Figura 5.3. Contenido de alcoholes superiores en muestras de mezcal

La presencia de estos compuestos en el mezcal se especifica como la
suma de los alcoholes superiores (de acuerdo a la Norma), por lo cual se manejo
como un total. La sumatoria de alcoholes superiores en las muestras de mezcal
se muestra en la Tabla 5.3, la cual se encuentra expresada en mg/ 100 mL de
alcohol anhidro, como lo indica la NOM-070-SCFI-1994. En esta Tabla se
muestran los coeficientes de variaciéon obtenidos para el andlisis de cada
muestra (n=3), encontrando que en todos los casos se obtuvieron valores

inferiores al 10%, lo que indica un desarrollo experimental reproducible.
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Tabla 5.3. Contenido total de alcoholes superiores en muestras de mezcal (n=3)

Concentracion
Mezcal (mg/100 mL de % CV *
alcohol anhidro)
1 377.13 = 10.52 2.79
2 372.82 = 19.87 5.33
3 325.62 = 7.23 2.22
4 443.02 = 20. 64 4.65
5 199.36 + 10.73 5.37
6 526.94 + 19.71 3.74
7 383.38 = 18.13 4.73
8 247.74 = 3.96 1.60
9 386.53 + 9.66 2.54
10 416.80 = 6. 50 1.56
11 247.82 = 4. 93 1.99
12 322.91 =+ 15. 50 4.80
13 338.98 + 15. 52 4.58
14 287.67 = 6.87 2.39
15 205.20 + 9.36 4.56

* 06CV= Coeficiente de variacion

Los resultados se aprecian con mayor facilidad en la Figura 5.4 que
muestra el contenido total de alcoholes superiores por medio de una grafica de
barras con los coeficientes de variacion expresados en las barras de error
correspondientes, en ella se visualiza claramente que la mayoria de las muestras
de mezcal presentan una concentracion de aceite de fusel dentro de los limites
establecidos por la Norma, a excepcion de las muestras 4, 6 y 10 que rebasan el
limite maximo establecido para el caso de alcoholes superiores, cuyo valor es de
400 mg/100 mL de alcohol anhidro®, esto pudo deberse probablemente a que
las condiciones de fermentacion y cantidad de azlcares presentes en la materia

prima favorecieran su sintesis con respecto al resto de las muestras.
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Para las demas muestras este valor si se encuentra dentro del intervalo
establecido por la NOM-070-SCFI-1994, presentando pequefias oscilaciones
entre ellas, debido probablemente a que hay variaciones en cuanto al proceso,
debido posiblemente a la forma artesanal de elaborar el mezcal, aunque dichas
diferencias en estos casos no fueron lo suficientemente grandes para inducir a

un exceso de estos compuestos.
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Figura 5.4. Contenido total de alcoholes superiores en muestras de mezcal

En esta Figura se observa de forma clara la existencia de muestras en las
que la variacion en la concentraciéon de alcoholes superiores es menor que en
otras, por ejemplo entre las muestras 8 y 11 hay una diferencia de una décima,
lo cual la hace practicamente despreciable; ambas muestras fueron elaboradas a
partir de una misma especie de agave (A. cupreata) y en una misma region
(Chilapa, Guerreo, México), similar a lo que sucede con las muestras 7y 9y 3y

12, en cuyos casos la similitud en las concentraciones de alcoholes superiores
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pudo deberse posiblemente a una minima diferencia en las condiciones de
proceso con respecto al resto de las muestras.

También se observa que la muestra 5 es la que presenta el menor valor
de alcoholes superiores (199.36 mg/ 100 mL de alcohol anhidro) y la muestra 6
presenta el mayor valor (526.94 mg/100 mL de alcohol anhidro) que aunque
esta fuera del intervalo de la Norma es aproximadamente es 3 veces el
contenido de la muestra 5, en este caso pudiera pensarse que las diferencias del
proceso fueron mayores en la muestra 6 con respecto al resto de las muestras.
Estas diferencias son debidas posiblemente a la poca tecnificaciéon que se tiene
del proceso de elaboracion del mezcal, lo que ratifica la urgencia de una pronta
estandarizacion de éste ya que actualmente esta bebida continla elaborandose

de forma artesanal.

5.3 Andlisis estadistico multivariado de alcoholes

La Figura 5.5 muestra el diagrama de dispersion del analisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) de metanol y alcoholes
superiores, en ella se aprecia la formacién de un solo grupo de muestras
ampliamente dispersas, quedando fuera de éste las muestras 5, 6, 12 y 15 las
cuales se encuentran visiblemente mas alejadas de dicha agrupacién. Aqui se
pueden destacar dos aspectos importantes, el primero de ellos es que dentro de
este grupo se encuentran Unicamente mezcales blancos, la mayoria elaborados
a partir de A. cupreata de Chilapa, Guerrero, México, y s6lo dos mezcales
elaborados con mezcla de Agaves (muestra 1) y A. arroquefio (muestra 2) de
Ocotlan de Morelos, Oaxaca, México. El segundo aspecto importante es que el
Unico mezcal afiejo analizado (mezcal 15) es precisamente uno de los dos
puntos que mas alejados se encuentran de la agrupacién lo que haria pensar
que posiblemente esta diferencia se deba al proceso de afiejamiento al cual se

sometidé dicho mezcal.

La Figura 5.6 muestra el dendrograma del analisis de cluster de metanol y

alcoholes superiores, en ella se puede ver que existe poca similitud entre las
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muestras de mezcal analizadas. En esta Figura se aprecia de forma mas clara la
poca similitud entre las muestras y la enorme discrepancia que presentan las
muestras 5, 6, 12 y 15 con respecto al resto de los mezcales, lo que confirma lo

seflalado en el andlisis de componentes principales.
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Figura 5.5. Diagrama de dispersion del analisis de componentes principales de alcoholes

Dendrograma

E_ ]
b -
oo | ]
g o4r -
§oe 3 1
& L |
2_ —
0F -
— 0 0~ 0D s o«— W3 O s W o NN
W _@WWW_ W _ _ W™ _

o o MW o o o o 0 o W @ 0 o o @M
HH%EH%HEHEE%HH%
EEEEEEEEEEEEEEE

Figura 5.6. Dendrograma del analisis de cluster de alcoholes
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5.4 Cuantificacion de acetaldehido

La cuantificacion de acetaldehido se realiz6 mediante la implementacion
de una metodologia basada en la MEFS con derivatizacion en fibra seguida por
Cromatografia de Gases, encontrandose asi los resultados que se muestran a

continuacion.

La Figura 5.7 nos muestra un tipico cromatograma del andlisis de
acetaldehido en mezcal por MEFS con derivatizacion en fibra seguido de
Cromatografia de Gases, en ella se observa que bajo las condiciones de trabajo
se obtuvieron cromatogramas con buena resolucién, en los que la identificacion
de los picos correspondientes a los isdbmeros de la oxima de acetaldehido resulté
relativamente sencilla, por tratarse de un compuesto que en este tipo de

bebidas se encuentra en alta concentracion.

La Tabla 5.4 muestran los datos empleados para la curva de calibracién
de acetaldehido, en ella se encuentran registrados los coeficientes de variacion
correspondientes a cada una de las concentraciones estudiadas, los cuales
fueron calculados en base a la suma de las areas de los isbmeros de la oxima
del acetaldehido, encontrando valores menores al 10 % , excluyendo el segundo
punto correspondiente a una concentracion de acetaldehido de 1.02 ug/mL cuyo
% CV de 25.42 fue el mayor, esto se debidé probablemente a que dentro de las
concentraciones estudiadas en la curva de calibracion ésta es la menor, lo que
incrementa las posibilidades de error en la toma del volumen empleado para

realizar la dilucion correspondiente.
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Figura 5.7. Cromatograma tipico de muestra de mezcal para cuantificacion de acetaldehido

por el método de MEFS con derivatizacién en fibra seguido de Cromatografia de Gases. (1)

etanol; (2) PFBHA; (3) y (4) isbmeros de la oxima de acetaldehido
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Tabla 5.4. Datos para la curva de calibracién de acetaldehido (n=3)

Concentracion | Area promedio de
de Acetaldehido la suma de los % CV *
(pg/mL) isbmeros

1.02 216.96 = 55.15 25.42

3.07 599.07 = 34.06 5.69 a = 36.246
5.02 997.56 = 45.01 4.51 b =181.67
7.07 1361.90 + 105.75 7.76 r’= 0.9968
7.99 1476.24 + 62.49 4.23 y = 181.67x + 36.246
9.01 1623.03 = 27.06 1.67

* 0HoCV= Coeficiente de variacion

La Figura 5.8 muestra la curva de calibracion promedio (n=3) para el
acetaldehido en un intervalo de concentraciéon de 1 a 9 ug/mL, en ella se puede
ver una buena linealidad con un coeficiente de correlacion (r?) de 0.9968, en
esta curva se muestran los coeficientes de variacion expresados en las barras de

error correspondientes a cada uno de los puntos.
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Por otra parte, en la Tabla 5.5 se muestra

Figura 5.8. Curva de calibracion de Acetaldehido

la concentracion de

acetaldehido en las muestras de mezcal, en ella se puede observar que todas las

muestras se encuentran dentro del rango establecido por la norma para la

concentracion de acetaldehido, en tequila y bacanora®* que corresponde a

valores entre 0-40 mg/ 100 mL de alcohol anhidro, ya que la norma encargada

de establecer las especificaciones para el mezcal no establece los limites de

concentracion para dicho compuesto.

Con respecto a los coeficientes de variacion, éstos resultaron bajos, pues

como se aprecia en la Tabla 5.5, en todos los casos se obtuvieron valores

inferiores al 10%, mostrando buena precisién del método.

Tabla 5.5. Concentracion de Acetaldehido en muestras de mezcal (n=3)

Concentracion

Mezcal | Concentracion % CV * (mg/100 mL
(ng/mL) alcohol anhidro)
1 97.34 £ 2.71 2.79 18.72

44



2 94.48 = 1.98 2.09 19.28
3 120.91 + 4.56 3.77 22.81
16 77.67 = 2.16 2.78 17.26
17 35.79 = 0.50 1.39 7.13
18 154.41 = 7.40 4.79 31.51
19 121.67 = 3.34 2.74 24.83
20 127.53 + 6.58 5.16 31.88
21 80.79 = 0.86 1.06 20.72
22 99.93 + 4.14 4.15 20.39
23 126.62 = 7.15 5.65 25.84
24 128.08 + 3.05 2.38 30.49
25 80.05 = 5.01 6.26 15.39

* 06CV= Coeficiente de variacion

La Figura 5.9 muestra la concentracion de acetaldehido en las muestras
de mezcal con sus respectivos coeficientes de variacion expresados en las barras
de error correspondientes, en ella se observa que existe gran variacién entre las
concentraciones de acetaldehido en las muestras, lo cual podria atribuirse
posiblemente a la diferencia tanto de materia prima (agave) como de region de
origen. Las muestras 3, 19, 20, 23 y 24 presentan concentraciones de
acetaldehido similares, estas muestras fueron elaboradas a partir de distintas
especies de agave y en distinta region de origen, lo mismo se observa en las
muestras 1, 2 y 22 y las muestras 16, 21 y 25, lo que corrobora que no existe
una relacién entre la variedad de agave y la regiébn de origen con la
concentracion final de acetaldehido en las muestras de mezcal.

Con respecto a las dos muestras restantes, se observa un intervalo muy
amplio de concentracion que va desde 35.79 pg/mL (muestra 17) hasta 154.41
ug/mL (muestra 18), lo cual es debido probablemente a diferencias no solo en la
variedad de agave y la flora nativa de cada una de las distintas regiones sino

también en el proceso de fabricacion de ambas muestras.
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Figura 5.9. Contenido de Acetaldehido en muestras de mezcal

5.5 Cuantificacion de furfural

La cuantificacion de furfural se realizO de manera similar a la de
acetaldehido mediante la implementacion de una metodologia basada en la
MEFS con derivatizacion en fibra seguida de Cromatografia de Gases,
encontrandose asi los resultados que se muestran a continuacion.

En la Figura 5.10 se observa que bajo las condiciones de trabajo se
obtuvieron cromatogramas en los que los picos correspondientes a los isbmeros

de la oxima de furfural presentaron una buena resolucion.
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Figura 5.10. Cromatograma tipico de muestra de mezcal para cuantificacion de furfural por
el método de MEFS con derivatizacion en fibra seguido de Cromatografia de Gases. (1)

etanol; (2) PFBHA; (3) y (4) isdbmeros de la oxima de furfural.
En esta Figura se aprecia claramente que los picos de los isbmeros de la
oixima de furfural son muy pequefios, lo que en un principio complic6 su
identificacién, sin embargo esto ya se esperaba, pues este tipo de compuestos

en el mezcal se encuentra en una concentracién muy baja.

La Tabla 5.6 muestra los datos empleados para la curva de calibracion de
furfural, en ella se muestran los coeficientes de variacidon correspondientes a
cada una de las concentraciones estudiadas, encontrando valores que resultaron

por debajo del 12 %, este porcentaje pudo deberse a que las concentraciones de
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furfural estudiadas son menores a 1 pg/mL es decir, muy bajas, lo cual hace al

experimento mas susceptible a errores en la realizacién de éste.

Tabla 5.6. Datos para la curva de calibracion de furfural (n=3)

Concentracion Area promedio
de Furfural de la suma de % CV *
(ng/mL) los isbmeros

0.4998 16.70 = 1.95 11.68 a = 8.4225
0.5998 17.73 + 1.31 7.39 b = 15.549
0.6997 18.93 + 1.36 7.18 r’= 0.9959
0.7997 20.61 + 2.28 11.06 y = 15.594x + 8.4225
0.996 24.32 = 2.37 9.74

* 06CV= Coeficiente de variacion

La Figura 5.11 muestra la curva de calibraciéon promedio (n=3) para el
furfural en un intervalo de concentracién de 0.5 a 1 ug/mL, en ella se observa
una linealidad aceptable pues presenta un coeficiente de correlacion (r®) de
0.9959, independientemente de los coeficientes de variacién expresados en las
barras de error correspondientes a cada uno de los puntos, los cuales resultaron
altos como se mencioné con anterioridad sin embargo, se consideran aceptables

para un método como lo es la MEFS.
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Figura 5.11. Curva de calibracion de furfural

Por otra parte, en la Tabla 5.7 se muestra la concentracion de furfural en
las distintas muestras de mezcal, en la cual se puede observar que solo las
muestras 2 y 18 no se encuentran dentro del rango establecido por la norma
para la concentracion de furfural en tequila y bacanora®?, que corresponde a
valores entre 0-4.0 mg/ 100 mL de alcohol anhidro, ya que la norma encargada
de establecer las especificaciones para el mezcal tampoco establece los limites

de concentracion para dicho compuesto.

Estas muestras se encuentran por arriba del limite maximo sefialado, lo
cual se puede atribuir posiblemente a que en estos casos la variacion de agave y
condiciones de fermentaciéon fueran favorables para la presencia de furfural con

respecto al resto de las muestras.

Con respecto a los coeficientes de variacion, éstos resultaron bajos, como
se aprecia en la Tabla 5.7, en todos los casos se obtuvieron valores inferiores al
10%, y en algunos casos menores hasta del 1% mostrando una buena

precision en el método.
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Tabla 5.7. Concentracion de Furfural en muestras de mezcal (n=3)

Concentracion
Mezcal Concentracion (mg/100 mL
(ng/mL) % CV * alcohol anhidro)

1 13.80 + 0.10 0.75 2.65
2 33.78 = 3.05 9.03 6.89
3 2.69 = 0.26 9.69 0.51
16 1.66 = 0.03 1.75 0.37
17 2.31 +0.18 7.86 0.46
18 23.47 £ 1.69 7.19 4.79
19 10.34 =+ 0.67 6.52 2.11
20 7.37 = 0.69 9.33 1.84
21 0.40 = 0.005 1.16 0.10
22 1.98 =+ 0.06 3.09 0.40
23 <0.5 + ---- 8.08 <0.1
24 <05+ ---- 8.18 <0.1
25 19.00 = 1.31 6.91 3.65

* 06CV= Coeficiente de variacion

La Figura 5.12 presenta el contenido de furfural en las muestras de
mezcal con sus respectivos coeficientes de variacion expresados en las barras de
error correspondientes, en ella se observa que existe gran variaciéon entre las
concentraciones de furfural en las muestras, lo que podria atribuirse
posiblemente a las mismas razones que para el caso de acetaldehido, que son la
variacion tanto de agave como de region de origen. En esta determinacion se
observa una mayor variaciéon de concentraciones, pues solo las muestras 3, 16,
17 y 22 presentan concentraciones de furfural similares, estas muestras fueron
elaboradas a partir de distintas especies de agave y en distinta region de origen.
El resto de las muestras presentan concentracion de furfural variable, la cual se
encuentra en un intervalo muy amplio de concentracion que va desde <0.5
ug/mL (muestras 23 y 24) hasta 33.78 ug/mL (muestra 2), lo cual es

probablemente al igual que en el caso de acetaldehido, a diferencias no solo en
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el agave y la flora nativa de cada una de las distintas regiones, sino también en

el proceso de fabricacion de las muestras.
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Figura 5.12. Contenido de Furfural en las muestras de mezcal.

En la Figura 5.13 se muestra la comparacion entre la concentracién de
acetaldehido y furfural en las muestras de mezcal analizadas, en ella se aprecia
notablemente que contrario a lo que inicialmente se pensd, las muestras con
mayor contenido de acetaldehido, como la 18 y 20 no son las mismas que
presentan valores elevados en contenido de furfural, es decir, no se observa una
relacion entre acetaldehido y furfural pues probablemente depende de diversos
factores, como lo son la variacién en la especie de agave, la regién de origen y
las condiciones de elaboraciéon del mezcal; variaciones que son debidas a la poca

estandarizaciéon del proceso de dicha bebida.
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Figura 5.13. Contenido de Acetaldehido y Furfural en muestras de mezcal.

5.6 Analisis estadistico multivariado de aldehidos

La Figura 5.14 muestra el diagrama de andlisis de cluster de
aldehidos, en ella se observa la formacion de pequefios grupos de muestras de
mezcal con gran similitud. En esta Figura se aprecia que los mezcales que
presentan mayor similitud en acetaldehido y furfural son aquellas que fueron
elaboradas a partir de A. cupreata y A. angustifolia haw (muestras 23 y 24), que
a su vez muestran similitud con el segundo de los mezcales elaborados a partir
de A. cupreata (muestra 3), esto es debido posiblemente a la poca variacion en
las especies de agave. También se observan semejanzas en las concentraciones
de acetaldehido y furfural en el caso de A. angustifolia haw y A. karwinskKii
(muestras 16 y 21) que guardan cierta semejanza al A. potatorum (muestra 22)
aunque en menor grado que en el caso anterior, lo mismo se refleja para A.

largo y A. inaequidens (muestras 19 y 20) asi como mezcla de Agaves y A.
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americana var. Oxacensis (muestras 1 y 25), estas ultimas 4 muestras guardan
una semejanza cada vez menor.

En el caso de los otros mezcales elaborados con A. esperrima jacobi,
A. arroquefio y A. tripébn (muestras 17, 2 y 18), se puede decir que éstos
presentaron minima similitud con el resto de los mezcales, incluso entre ellos ya

que no logran agruparse.
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Figura 5.14. Dendrograma del analisis de cluster de aldehidos

En base a estos resultados podemos sefialar que tal como lo mostraron
los resultados de cuantificacion de aldehidos, éstos probablemente estan en
funcion del tipo de agave que se emplea para la elaboracién de la bebida,
aunado a la variacion del proceso de cada uno de los productores y de la flora

nativa presente en cada una de las distintas regiones.
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CONCLUSIONES

Se determind la concentracion de alcoholes superiores y metanol por medio
de cromatografia de gases en muestras de mezcal elaborados bajo distintas

condiciones y distinta region de origen.

Se realiz6 el analisis estadistico multivariado de alcoholes, encontrando que
de las 15 muestras de mezcal analizadas 11 se agruparon de forma
dispersa y con poca similitud en la concentracion de metanol y alcoholes

superiores, el resto presentd minima semejanza.

Se verific6 el cumplimiento de la NOM-070-SCFI-1994, en cuanto al
contenido de alcoholes superiores y metanol, encontrando que de las 15
muestras analizadas, 4 no cumplen legalmente con la norma ya que 3
presentan una concentraciéon de alcoholes superiores por arriba del limite
maximo, y 1 presenta concentraciéon de metanol mayor al limite maximo

establecido.

Se determiné el contenido de acetaldehido y furfural en mezcales
elaborados con diferente variedad de agave y procedentes de distintas
regiones del pais mediante MEFS con derivatizacion en fibra seguida de

Cromatografia de Gases.

Se realizé el analisis estadistico multivariado para aldehidos, encontrando
que de las 13 muestras de mezcal analizadas 10 forman agrupaciones con
gran similitud en la concentracién de acetaldehido y furfural, el resto

presenta minima semejanza.

Se establecié6 una comparaciéon con las normas NOM-006-SCFI-2005 y
NOM-168-SCFI-2004 del tequila y bacanora respectivamente para verificar
el cumplimiento en cuanto al contenido de acetaldehido y furfural,

encontrando que las 13 muestras analizadas presentan concentraciones de
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acetaldehido dentro de los limites establecidos, mientras que para el caso
del furfural 2 muestras presentan concentraciones por arriba del limite

maximo permitido.

Se compararon los resultados obtenidos para cada una de las muestras,
encontrando que la composicion de alcoholes superiores, metanol,
acetaldehido y furfural en el mezcal probablemente depende de forma
directa de la variacion de agave, de las condiciones de proceso y la region
en la que éste se elabora, asociadas a la poca tecnificaciéon que se tiene del
proceso, ratificando la urgencia de una pronta estandarizacibn ya que

actualmente el mezcal continlia elaborandose de forma artesanal.
La MEFS con derivatizaciéon en fibra demostré ser una técnica de extraccion

y preconcentracién fiable en el analisis de aldehidos en mezcal, ya que es

rapida, libre de disolventes, econdémica, simple y facilmente automatizada.
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