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RESUMEN

Se desarrollé un método por Microextraccion en Fase Solida-Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas para la identificacion y cuantificacion de terpenos en agave
mezcalero. Se analizaron 6 diferentes agaves utilizados en la produccion de mezcal,
todos obtenidos dentro de la region de proteccion a la denominacién de origen de
mezcal: A. salmiana var salmiana Otto ex sam-Dick (San Felipe, Guanguato),
A. duranguenss Gentry (Nombre de Dios, Durango) A. karwinskii Zucc. (Santa
Catarina, Oaxaca y San Baltazar Chichicapam, Oaxaca) A. cupreata Trel & A. Berger
(Chilapa, Guerrero) A. salmiana Otto ex salm-Dyck ssp. crassispina (Trel.) Gentry
(Charcas, San Luis Potosi) y Agave angustifola Haw. (Santiago Matatlan, Oaxaca)

Se identificaron 26 terpenos en los agaves analizados, de ellos 22 son monoterpenosy 4
sexquiterpenos. El linalol se identific6 como uno de los mayoritarios en todos los
agaves. En A. duranguenss se identificaron 22 terpenos, mientras que en el resto de
agaves estudiados solo se identificaron entre 12 y 14. Los terpenos que se identificaron
en todos los agaves fueron 9: linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol, nerol, carvona, geraniol,
eugenol, a-bisabolol y farnesol. El analisis de componentes principales y el analisis de
conglomerados mostraron que los agaves con mayor similitud en el perfil de terpenos
fueron A. cupreata y A. salmiana ssp. crassispina y A. angustifola, por otro lado, el
agave que presenta el perfil de terpenos con menor similitud de entre los 6 taxa
estudiados fue A. duranguensss.

El método desarrollado presenté buena linealidad (r? > 0.9933) y aceptable precision
(CV < 10%). Se cuantificaron 6 terpenos, los cuales previamente se habian identificado
en todos los agaves. Se observo que € linalol fue el terpeno cuantificado en mayor
concentracion, o cual se presentd en A. salmiana var salmiana con concentracion de
4.28u9/100g de agave. El linalol fue el terpeno cuantificado en mayor concentracion en
los 6 agaves con un total de 7.12 pg/100g de agave, mientras que el nerol fue e de
menor concentracion con un contenido total de 0.40 pg/100g de agave. El A
duranguensis fue el que mayor concentracion total de terpenos presenté con 7.36
ug/100g de agave, mientras que A. cupreata fue el que menor concentracion total de

terpenos present6 con 0.35 pug/100g de agave.



1. INTRODUCCION

El mezcal es una bebida regiona mexicana que cuenta con la proteccion a la
denominacién de origen, la cual fue obtenida en 1994, por lo que sdlo en algunos
estados de la republica mexicana se puede producir. La produccion de esta bebida es
artesanal, por lo que las variaciones en el sabor y aroma dependen en gran medida del
proceso de elaboracién y materia prima utilizada. Esta bebida ha adquirido con el paso
de los afios el reconocimiento nacional, incluso su comercializacion ha ido en aumento,
llegando a ser un producto de exportacion®, dejando de ser solo una bebida de consumo
regional.

Para la elaboracion del mezcal se utiliza el agave, también conocido en todo €l territorio
nacional como maguey. Existen diferentes tipos de agave que se pueden utilizar en la
produccion de mezcal, debido a que practicamente todas las especies que se encuentran
en el territorio de la denominacion de origen pueden ser utilizadas con este fin. El
estudio quimico del agave es hasta ahora muy pobre a pesar de su importancia para la
elaboracion de mezcal y de la gran cantidad de usos que ha tenido esta planta desde

tiempos prehispanicos en practicamente todo el pais.

Por todo lo anterior y por la relevancia como actividad econdmica en varios estados de
la republica, es importante realizar el estudio y caracterizacion quimica de los
compuestos de esta bebida y su materia prima. Es importante mencionar que hasta ahora
se han identificado compuestos como alcoholes superiores, aldehidos, cetonas, lipidos,
&cidos grasos y terpenos en mezcal® y tequila®. En particular los terpenos son una parte
importante en el sabor y aroma de este tipo de bebidas, por lo que su identificacion en la

materia prima es de gran interés.

El andlisis de terpenos ha sido por mucho tiempo un tema a tratar en diversos tipos de
plantas, esto en gran medida por las funciones tan diversas que realizan estos
compuestos. En €l presente trabajo se pretende desarrollar una metodologia sencilla para
la identificacion y cuantificacion de terpenos en diferentes tipos de agave utilizados
como materia prima en la elaboracion de mezcal, contribuyendo con esto a la
caracterizacion quimicade dicha planta.



2. ANTECEDENTES

2. 1 El agave o0 maguey

El agave 0 maguey ha tenido gran importancia desde tiempos antiguos en diversos
grupos de poblacion de nuestro continente. Se puede decir gque ningun otro grupo de

plantas silvestres de México ha tenido tantos usos como el maguey *.

En la cosmogonia indigena registrada en los cddices mexicanos se aprecia a Mayahuel,
Diosa del maguey, amamantando con la secrecidén del maguey, el aguamiel, a un nifio o
a un pez que representa a la humanidad * esto denota la importancia que tenia esta
planta en su religion, como alimento de los pueblos y en su economia.

Figura 1. Mayahuel, Diosa dd Maguey.

La palabra agave proviene del griego “agaves’ o “agavos’ que significa noble, ilustre,
admirable, magnifica, agave es de esta manera una palabra galarda, majestuosa, y
distinguida ®. El Barén Alejandro VVon Humboldt escribié: “El maguey eslamés ttil de
todas las producciones que la naturaleza ha concedido a los pueblos de América
Septentrional” *. Esta descripcion no sdlo se refiere alaforma en la que vive en medio
semidesértico, sino también las caracteristicas como su floracion, de tal manera que no
sorprende que Linneo lo clasificara con el nombre de agave.

La palabra maguey tiene su origen en las Antillas que como nombre genérico se aplicaa
las cerca de 200 especies del género agave °, llegd a nuestro pais en boca de los



conquistadores. Philip Motley Palmer en un trabgjo sobre la contribucion del nuevo
mundo al vocabulario hace derivar la palabra maguey del taino “meguey”, “megheih” o
sea agave '. En nuestras lenguas nativas al maguey se le |lamaba de diversas formas: en

nédhuatl “metl”, en purépecha “tocabamba’, en otomi “guada’ ®

, Culturas que
consideraban al maguey como una deidad por su importancia econémica y social,

manifestada por los multiples usos que le daban.

Como centro de origen y distribucion del género Agave se considera a la altiplanicie
mexicana pero dentro de la republica no existe un acuerdo de la zona de origen de la
planta. Actuamente el género Agave se encuentra distribuido en las zonas &ridas y

semiéridas de México, Estados Unidos y América del sur hasta Colombia ®,

Las especies de agave en México pueden ser encontradas en alturas de hasta 3400
metros sobre el nivel del mar (msnm), aunque la mayoria son méas comunes entre 1000 a
2000 msnm. En México los agaves también pueden ser encontrados en diferentes

ambientes > °.

2.1. 1 ldentidad botanica

En 1915, Berger fue quien finalmente organizo la botanica europea sobre Agave en una
monografia, describiendo 274 especies en los tres subgéneros: Manfreda, Littaea y
Euagave. Basdndose en las caracteristicas de la inflorescencia, para Littaea cred siete
secciones y para Euagave dieciocho series. Algunas de estas secciones y series fueron
subdivididas en subsecciones 0 se designaron en otras subdivisiones. Trabajé poco a
nivel de especie, pues las variaciones vegetativas mas que la morfologia floral guiaron

su concepto de especie °.

El nimero de especies de agave en México ha variado dependiendo de la delimitacion
taxondémica del género. Trelease (1920) reconoce 170 especies, Gentry (1982) en su
analisis sistemético del género considera que hay 125 especies, mientras que para
Thiede (2001) existen 149. El niumero total es directamente referido al criterio
taxondémico usado. Garcia-Mendoza (2002) considera que México tiene 150 especies
mas 36 taxa infra-especifico, dando un total de 186 taxa. Esto representa el 75% del
nimero total de especies conocidas en e mundo °.



La Tabla 1 muestra que de los 186 taxa reportados para México por Garcia-Mendoza °,
129 (69%) son endémicos. Del nimero total de especies endémicas reportadas para
México, un alto porcentaje son taxa microendémicos, porque su distribucion esta
confinada a menos de 30,000 K.

Tablal. Especies endémicas de Agave en México

Subgénero Taxa en México | Taxa endémicos
agave 119 74
littae 67 55
Total 186 129 (69%)

Debido a que no existe un acuerdo de clasificacion del agave, la clasificacion
taxondmica ha sido motivo de confusiones entre los botanicos. Entre las méas aceptadas

se encuentra la siguiente **:

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Monocotiledoneae
Orden: Asparagales 2
Familia Agavaceae
Subfamilia: Agavoideae
Género: Agave

Las plantas de maguey tienen el tronco reducido o nulo y las hojas suculentas y
fibrosas, dispuestas en rosetas, anchas y gruesas, con pua terminal y borde armado
frecuentemente de espinas. Son plantas perennes, rizomatosas, Monocarpicas,
semélparas, esto es, que solo tienen una floracién al cabo de la cual la planta muere. La
inflorescencia es una panicula de flores dispuestas en lo alto de un gje, escapo floral
largo semilefioso, también llamado “quiote”. Las flores son color amarillo verdoso.
AUn cuando exista alta produccién de semilla en la reproducciéon sexual, debido a su
gran depredacion y también a que las condiciones de germinacidn no son siempre muy
adecuadas, su reproduccion es principalmente de forma asexual (normalmente por
hijuelos) °. Se pueden formar los vastagos (hijuelos) en la base del tallo, también

pueden reproducirse a través de un rizoma los cuales son tallos subterraneos que, cada



cierto tiempo, producen raices y tallos que saden a la superficie. También pueden
formarse propégal os, las cuales son estructuras esféricas formadas por grupos de células

ubicadas en lainflorescencia que puede desprenderse y formar una nueva planta.

Los agaves por ser plantas suculentas ocupan un rango Unico en su nicho ecolégico, su
principal estrategia de evasion de la sequia es fijar por la noche el CO, requerido, ese a
su vez es convertido a acidos organicos tales como malico y aspartico y que finalmente
serdn asimilados como carbohidratos por la planta 2. Este tipo de metabolismo
adaptativo a los medios &ridos es denominado metabolismo &cido en crasuléceas (CAM

por sus siglas en inglés).

2.1. 2 Usos del agave

El agave ha tenido y aln hoy en dia tiene gran importancia en diversos grupos de
poblacién de nuestro pais. Los usos del maguey, sus beneficios y su aprovechamiento
por el hombre han cambiado con el transcurso del tiempo. La transformacion ha sido
radical en el sentido de que conforme aparecid y se desarrolld la civilizacion
mesoamericana, se descubrieron nuevas propiedades de la planta, nuevas formas de
utilizarla, hasta llegar a un aprovechamiento integral de cada una de sus partes. El agave
ha sido usado desde tiempos prehispanicos como alimento, bebidas, utensilios,

medicina, forraje y fibras textiles entre otros .

Para su uso como aimento, los indigenas seleccionaban para cultivar las especies mas
dulces y cocinaban las partes mas suaves por medio de fuego directo o con agua caliente
en sitios que tenian una apariencia semejante a la de un rosticero, en el que se colocaba
carb6n %. Un método para cocinar el agave utilizado antiguamente y que hoy en dia
sigue en uso comun es en hoyos (hornos) de cocimiento. Los hornos los hacian (aln
actualmente) las familias, generalmente los hombres y nifios se encargaban de colectar
tallos (pifas) y las mujeres y nifias la lefia para cocerlas. Una vez cocidas las pifias eran
cortadas en pedazos para comer o almacenarse para usos futuros °. Actualmente se
utilizan las flores, las cuales se cuecen, se mezclan con otros alimentos como huevo y se
frien para su consumo. Otra delicia de los agaves son los gusanos blancos o rojos
(chinicuiles) que atacan la base de los tallos, por lo general se consumen fritos. También

se pueden utilizar saborizantes y condimentos hechos a base de cabezas de maguey > .



Como bebidas se utilizan varias especies de agave, |a bebida de agave més antigua que
aln se produce es el pulque. Otras bebidas elaboradas a partir del agave son el
aguamiel, vinagre, atole, acapulque, tequila, mezcal y bacanora.

Como utensilios: de las hojas no expuestas se saca la cuticula para hacer hojas para
envolver alimentos. Las fibras de las hojas son usadas en |a fabricacién de hilos, tejidos,
redes, sacos, muebles, carpetas, tapiceria, cobertores, canastos, tejidos, cordeles para
pescar, sandalias y ropa. Los escapos florales, hojas y cabezas se utilizan como madera
para combustible. Se utilizan para delimitar predios ya sea plantando €l agave o

construyendo cercos con vigas hechas a base de las pencas y del escapo floral 2,

Actualmente uno de los mayores usos de la planta es como forraje para animales, pues
se utilizan principalmente las pencas como alimento para ganado vacuno y porcino.

Como alimento de aves se utilizaban las pencas y residuos del pulque.

Desde el punto de vista medicinal se ha utilizado el zumo de laraiz del agave, el jugo de
las hojas, el zumo del quiote, €l aguamiel de lapifiay laraiz hervida. Eracomun utilizar
el pulgque para aliviar dolores musculares de las mujeres después del parto. Las pencas
tatemadas eran usadas como prevencién del escorbuto *°.

El agave también tiene uso ornamental, ya que se ha convertido en una de las plantas de
ornato preferidas en los jardines botanicos tanto publicos como privados arededor del
mundo. En algunos lugares se utilizan las plantas de maguey para delimitar terrenos. La

pifia se usa incluso como maceta ornamental °.

En base a evidencias de heces humanas fosilizadas, se demostr6 que los cactos y agaves
fueron consumidos por humanos desde hace 9000 afios **, también se han publicado
evidencias de esto después de examinar cientos de pruebas y en resumen en la dieta de
los habitantes en el periodo de 7000 afios a.C. a 1500 afios d.C., los principales

aimentos fueron: Ceibas, cactaceas, cucurbitaceas y por supuesto agave * *°.

La Tabla 2 es un cuadro comparativo de las caracteristicas mas importantes de los 6

agaves analizados en €l presente estudio.



Tabla 2. Caracteristicas generales delos agaves en estudio ®® '8,
Agave angustifolia salmiana | duranguensis | salmianavar. cupreata karwinskii
sp. salmiana
crassispina
Nombrevulgar | Agave Agave Agavecenizo | Agaveverde | Agaveancho, Agave Ciria o
espadin cimarrén o 0 mezcalero bravo o papalote | Tobasiche
mezcalero
Tamafio Imde 2mde 0.8a18m 0.8al2mde | 1.5al8mde 0.8al2mde
promediodela | didmetro diametro de didmetro diametro diametro diametro.
pifia
Largodelas 50a60cm 90al20cm | 40a90cm 80a9%0 cm 65a85cm 35a70cm
hojas
Anchodelas 7a8cm 20a25cm 14a22cm 17a2lcm 20cm 4a6cm
hojas
Color delas Verdes Bandas Verde Verde Ligeramente Verde
hojas grisacess, anchas brillante verdes (pélidas)
con margen | verdesy
amarillo tonos en
color gris
Caracteristicas | Numerosas, | Céncavaala | Enformade | Hojasverdes. | Aplanadaso Rigida,
generalesdelas | rigidas, en mitad de la lanza, planas | Largas, en ligeramente concavaen e
hojas formade hoja Ancha | oligeramente | formade curvas haciael centro. Con
lanza, rectas, | enlaparte concavas, lanza, centro. Labase forma de punta
planas o mediay baja, | anchaenla ligeramente ligeramente olanza
ligeramente | parte baseyenla plana, ancha | angosta, ancha
concavas, en | superior partemedia, | end centro en e centroy
la base son erguidaoen | delgadaenla extremo agudo
convexas formade parte superior
lanza
Tamafioy color | 5cm 9al1l0cm 6a8cm 10cm 5a6cm 35a5cm
delasflores Amarillo Amarillas- Abundantes. | Amarillascon | Amarillasa Café verdosas
verdosas verdosas Amarillas. brillo. naranja
brillantes
Altura del 25a30m 8al0m 7a8m 7a9m 4a7m 4a6m
quioteo
inflorescencia
Espinaterminal | Caféobscura | Color Grisacafé Café obscuro. | Color cobrizo. Color café
delahoja 0 negra, plrpuraa Dura, Anchaen su 5mm deanchay | obscuro.
(espina) plana. negro, punta | acanaladay totalidad, 45mmdelaga | De3a6mm
4 mmde color gris. ancha excepto la de anchay 25
anchay de De 5a15 De40a60 punta. a50mm de
18a25mm | mmdeancha | mmdelarga | 50a90 mm larga
delarga yde25a50 delarga
mm de larga
Espinas Muy Curvadas Prominentes, | Separacion de | Planas, curvas Separadas
laterales dela delgadas, haciadelante | carnosas, 3cmentresi, | desiguales, entred por 2a
hoja (dientes) rigidas, con | ohaciaatrds | flexibles, duras, color separadasentre | 4 cm. Color
cierta delahoja, de | anchasy verde S. café obscuro.
inclinacion base ancha planas. griséceo. Del1l0al5mm De3a5mm.
haciaarriba. | enformade | Del0aZ20 De7al2mm | deanchasy 30a | DeanchasDe
De3a5mm | montecillo mm delargas 60 cmdelargas | 25 a45mm
deanchas, de | De4 al15 delargas
20a25mm mm
delargas
Distribucién en | Oaxaca, San Luis Durangoy Guanajuato, Estado de Pueblay
M éxico. Guerreroy Potosi y Zacatecas Durango, México, Oaxaca
Durango Durango Zacatecas y Michoacan y
San Luis Guerrero
Potosi




Internacionalmente los agaves son conocidos por las bebidas destiladas obtenidas a
partir de ellos ™, como lo son el tequila, el bacanoray el mezcal.

2.2 El mezcal

La palabra mezcal proviene del término ndhuatl “mexcalli”, mismo con el que los
pueblos mesoamericanos nombraban a la pifia cocida o centro del maguey, de la que
obtenian dulce y miel, ademés de fermentarla en algunas ocasiones para su consumo .
En efecto el diccionario de la Real Academia Espafiola asi 1o consigna y establece dos
de los significados actuales de mezcal: @) Variante de maguey y b) Aguardiente que se

obtiene de la fermentacion y destilacion de las cabezas de esta planta °.

Todas las bebidas alcohdlicas del mundo precolombino eran obtenidas por medio de la
fermentacion, por lo que su graduacion resultaba relativamente baja.  Los pueblos
prehispanicos desconocian el proceso de degtilacién, en la manufactura de los licores.
L os conquistadores hispanicos introdujeron desde el siglo X VI el alambique de herencia
arabe, con esta mezcla de culturas se obtuvo entre otras bebidas destiladas, €l mezcal.
Para los indigenas de México, el mezcal ha sido una bebida tradicional y estimulante,
algunos mencionan que ha llegado a tener caracteristicas de comunicacién con lo
sobrenatural, lo que le otorga un misticismo dificil de imaginar si no se conocen sus

efectos liberadores sobre nuestras acciones conscientes .

El mezcal es una bebida alcohdlica regional obtenida de la destilacion y rectificacion
del mosto fermentado de cabezas maduras de agave, previamente cocidas a fin de
hidrolizar los polisacéridos presentes. Los azlcares en €l mosto pueden provenir
totalmente del agave (mezcal 100% agave) 0 mezclarse con hasta 20% de otros
carbohidratos. Es un liquido incoloro o amarillento cuando es abocado, reposado o

afiejo *°.

El mezcal se puede dividir en tres categorias:
Joven: Aquel que se envasa sin reposo o afiejamiento
Reposado: Producto susceptible de ser abocado que se deja por o menos dos

meses en recipientes de madera de roble blanco o encino.



Afgo: Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduracion
de por o menos un afio en recipientes de madera de roble blanco o encino. En
mezclas de diferentes mezcales afigjos la edad para el mezcal resultante es el

promedio ponderado de las edades y volimenes de sus componentes.

El Mezcal, al igual que otras bebidas como el Cofiac, el Champagne, el Tequila, solo es
posible obtenerlo en una regién especifica, la cual fue registrada el 9 de Marzo de 1995
en la declaracion de proteccion de la denominacion de origen del Mezcal por la
Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) con sede en Ginebra, Suiza™.
Por denominacion de origen se entiende el nombre de una regién geogréafica del pais
gue sirva para designar un producto originario de la mismas y cuya calidad o
caracteristica se deban exclusivamente al medio geogréfico comprendido en este los

factores naturales y los humanos 2.

El mezcal adquiere rasgos particulares en sus atributos sensoriales de acuerdo al tipo de
mezcal, region y especie de agave utilizado . Por lo tanto la composicién del mezcal
variaen funcion de estos factores.

De acuerdo a la NOM-070-SCFI-1994 *° existen varias especies de agave cuyo jugo
puede ser fermentado y destilado para la produccion de mezcal, entre las que destaca:

Agave salmiana, Agave angustifolia, Agave potatorum, entre otras.

2. 2. 1 Proceso de elaboraciéon de mezcal

2.2.1.1 Seleccidn de las pifias

Las plantas de agave deben ser seleccionadas de acuerdo a grado de madurez de la
planta, normalmente se relaciona directamente con la edad de la planta. Se deben elegir
aquellas que estan por iniciar 0 estén iniciando su etapa reproductiva. Generalmente
meses atras se debe quitar el quiote o dpice floral, con lo cual se tiene la mayor cantidad
de azucares en la pifia. Los agaves gastan una gran cantidad de energia en lo que se
[lama “ propagacion de floracion”. Si el agave florece, en la pifia (corazon) disminuye la
concentracion de carbohidratos, ademas la planta deja de producir vastagos y €l agave
muere; en cambio Si se capa, los carbohidratos se concentran en el corazén del agave'y,

este vive més tiempo y puede seguir reproduciéndose por vastagos.



Es importante mencionar que el tamafio de la pifia de agave no es criterio del grado de
madurez de la planta. El desarrollo alcanzado por un maguey maduro y por
consecuencia de su cabeza parece depender muy poco de la edad y mucho mas del
vigor de la planta madre, de nimero y edad de hijuelos hermanos competidores, época
del afio, clima, calidad, inclinacion, recuperacion de suelo y condicion del micrositio
donde se desarrolla. Las variaciones en el tamaio de las pifias puede ser muy alto en
una misma zona de produccion de agave, ya que estas pueden llegar a pesar entre 12 y
250 Kg a momento de su uso para la produccién de mezcal °. Otra caracteristica del
grado de madurez es la coloracion y aspecto de la planta, una coloracion amarilla que
tiende a rojiza denota madurez de la planta.

2. 2. 1. 2 Horneado (Coccion)

Este proceso tiene la finalidad de hidrolizar los polisacaridos en fructosa. La mayoria
de las fabricas de mezcal utilizan hornos excavados en latierra recubiertos de piedra, en
general, la capacidad de estos hornos es de 3 a 7 toneladas de maguey. En el horno se
pone lefla y piedras que se van calentando conforme se consume la lefia. Cuando el
horno se encuentra lo suficientemente caliente se meten las cabezas de agave. Las
piedras mantienen el calor necesario para el horneado, este cocimiento debe durar por lo
menos 72 horas®,

2.2.1. 3 Molienda

Una vez horneadas las pifias se trocean para llevar a cabo la molienda, esta se realizaen
molinos circulares de piedra con un gje central en torno al cual girauna pesadaruedade
piedra . La forma més comin de mover |a rueda es mediante traccién animal, ya sea
con caballos, mulas o burros. La molienda del maguey horneado facilita la fermentacion
ya que desgaja los tejidos del maguey y los expone a una mayor accion del ambiente.
Este proceso tiene como finalidad hacer que los monosacaridos obtenidos en la coccion

se encuentren més disponibles a la accién microbiana %.

2. 2. 1. 4 Fermentado
El maguey molido o pulpa se deposita en tinas de madera y se agrega agua para que
fermente en su propia levadura en un periodo que vade 3 a5 dias segun la temperatura

ambiente. La funcidn de la fermentacion consiste en el desdoblamiento de los hidratos
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de carbono por parte de microorganismos, asi los azlcares contenidos en las pifias se
transforman en etanol, aunque en este paso ademas de este compuesto principal se

obtienen algunos aldehidos, cetonas, metanol, CO,, entre otros.

2. 2. 1. 5Dedtilacion

La destilacion del mezcal se realiza con la presencia del bagazo y con el empleo de
equipos de fabricacion artesanal, ya sea completamente de cobre o en equipos hechos de
ollas de barro con partes de cobre y/o hierro. El més utilizado es el alambique de cobre,
el cual se calienta con lefiay a fuego directo. El resultado de la primera destilacion se
redestila para obtener lo que se conoce como mezcal bronco. A esta segunda destilacion

algunos productores de mezcal la llaman rectificacion o refinacion.

2. 2. 1. 6 Homogenizado

Paraterminar el mezcal bronco es llevado a las envasadoras, donde es homogenizado y
estabilizado, dandole el grado alcohdlico requerido para su venta, que de acuerdo a la
Norma debe de estar comprendido entre 36 y 55 % de alcohol.

2. 2. 1. 7 Almacenamiento
El producto final, mezcal con la graduacién alcohdlica mencionada es cominmente
almacenada temporamente en recipientes de pléastico de 20 L o tambos de pléstico de

200 L. En menor cantidad se disponen en barricas de roble blanco o encino.

Para redizar la degustacion del mezcal es frecuente encontrar la venencia (carrizo
ahuecado con una perforacion en su extremo inferior); mediante este instrumento se
succiona con la boca el mezcal para dejarlo caer en una jicara y asi observar la
formacion del “cordon” o “perlado” que es indicio de la graduacion alcohdlica y es
debido también a la presencia de compuestos que modifican la viscosidad y tension
superficial del mezcal.

El aroma y sabor de un mezcal se ve ampliamente influenciado por compuestos como
&cidos grasos, ésteres, alcoholes, cetonas, aldehidos, hidrocarburos y terpenos entre
otros. Normalmente los terpenos se encuentran en el aceite esencial de las plantas. La
presencia de los terpenos en particular es de especial importancia en el agave mezcalero,

ya que este grupo de compuestos tiene umbrales olfativos bajos, por lo tanto son parte
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muy importante en el sabor y aroma del mezcal #*. En particular los terpenoides han
sido implicados en diversas funciones en plantas y animales, como: hormonas sexuales,
feromonas de insectos, fitohormonas, inhibidores de la germinacion, substancias de
crecimiento, pigmentos fotosintéticos, secreciones de defensa, entre otras .

2. 3 Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios muchos de ellos conocidos por realizar
funciones bioldgicas especificas en plantas y animales %°. Este grupo de compuestos se
encuentra ampliamente distribuido en plantas y otros organismos. La palabra deriva de
“turpentina” (trementina) que es la fraccion volatil obtenida de la oleorresina que exuda
de la superficie de un corte del pino resinero %. Las estructuras de los terpenos consisten
en unidades repetitivas de isopreno.

Muchos de estos aceites esenciales se han utilizado desde la antigiiedad como perfumes,
medicinas, narcéticos, pigmentos, conservadores, etc. El término terpeno es
comunmente utilizado para los hidrocarburos formados a partir de unidades isoprénicas,
cuando se trata de compuestos oxigenados como alcoholes, aldehidos, cetonas, €etc., es
mas frecuente que se les denomine terpenoides, aunque actualmente los dos términos se

utilizan indistintamente %.

Un gemplo de la diversidad de funciones que cumplen los terpenos se presentaen la
mufia (Minthostachys mollis), un arbusto del Pert; a ser consumidas las hojas de esta
planta por los insectos, se incrementa considerablemente la emisién de pulegona y
mentona en las hojas. Estos dos terpenos son considerados como insecticidas naturales,
pues son téxicos para algunos insectos que parasitan dicha planta, inclusive en la misma
hoja el efecto insecticida de ambos terpenos impide la gestacion de huevecillos de
parésitos en la planta. En este caso ambos terpenos funcionan como agentes de defensa
de este arbusto ',

Los terpenos pueden ser encontrarse en hojas, flores, semillas, tallos, algas, ligquenes,
insectos, mamiferos, entre otros, como se puede observar estan ampliamente difundidos
en la naturaleza. Es coman encontrar terpenos en el aceite esencial de las plantas,

frecuentemente estos aceites son asociados a otras sustancias, y tienden a resinificarse
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por exposicion a aire. El olor y el sabor de los aceites esenciales estdn determinados
principalmente por sus constituyentes oxigenados, ya que presentan un grupo polar que

puede favorecer su solubilidad en medios acuosos % %,

Las moléculas de isopreno se unen de acuerdo a la “regla biogenética del isopreno” 2
mediante uniones cabeza-cola, esta regla es valida en la mayoria de los casos de los

terpenos mas comunes.

Los terpenos se dividen de acuerdo a numero de unidades de isopreno que lo
conforman, la Tabla 3 muestra la clasificacion de los terpenos de acuerdo a su nimero
de carbonos, incluye sus respectivos precursores y algunas de las funciones que
desempefian en plantas.

Tabla 3. Clasificacion de terpenos de acuerdo al nimero de carbonos > 2.

Tipodeterpeno | Nimerode Precur sor Lugar de ocurrencia Funciones
carbonos en plantas
Hemiter penos 5 C5: Pirofosfato de | Aceiteesencial de | Hormonas de plantas,
dimetilailo plantas proteccion de aparato
C5: Pirofosfato de fotosintético
isopentilo
M onoter penos 10 ClIO: Pirofosfatode | Pétalos, aceites Regulador del
geranilo esenciales crecimiento, feromonas,
sustancias de defensa
Sesquiter penos 15 C15: Pirofosfato de | Resina, aceites | Feromonas, sustancias de
farneslo esenciales, pétalos | defensa, sustancias de
crecimiento
Diter penos 20 C20: Arcfosfato de Resinas &cidas, |Feromonas, sustancias de
geranilgeranilo madera defensa
Sester penos 25 C25: Pirofosfato de| Resinas &cidas, Sustancias de defensa
Geranilfarnesilo maderas
Triterpenos 30 2 unidades de C15: Ceras, resing, Constituyente de
Pirofosfato de maderas membrana
farnesilo

Las multiples estructuras complejas de monoterpenos se pueden obtener por diversos
rearreglos y ciclaciones del pirofosfato de geranilo, como se puede observar en la
Figura 2. Estas reacciones son mediadas por las enzimas terpeno ciclasas 2°. Un
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demplo de edtas reacciones s la hidrélisis del pirofosfato de geranilo que da como
resultado su alcohol correspondiente, € geraniol, que es el constituyente principal del

aceite de rosas ®

. El geraniol es la tipica esencia de geranios recién cortados,
acompanado de un rearreglo, la hidrélisis del geranil-PP puede producir linalol que es
una sustancia aromatica que se encuentra en varias flores o puede producir el nerol,
isbmero del geraniol. Estos arreglos ocurren durante la biosintesis de una gran
cantidad de terpenos. Los monoterpenos tienen como precursor el pirofosfato de
geranilo, por lo que estos se generan mediante ciclaciones y rearreglos a partir de

dicha molécula, la Figura 2 muestra algunos ejemplos de lo mencionado.

/ Geranyl pyrophosphate \
)
Q,

¥
; %o >\ g Q\\s O

Figura2. Cidadionesy rearreglos depirofasfato degaranilo ™.

En las plantas se han caracterizado miles de terpenos, eos compuestos tienen un origen
biosintético en comin, ya que estan formados por unidades de isopreno y variaciones en
estas unidades °. Los terpenos en plantas siguen las rutas de sintesis del &cido
mevalonico (MVA) y del gliceraldehido-3-fosfato (DXP) que tiene como producto final
a pirofosfato de isopentenilo (IPP), pirofosfato de dimetil-alilo (DMAPP) y por
consecuencia los monoterpenos y sesquiterpenos. La isomeria es muy comin entre los
terpenoides, y cuando se aislan de las plantas se pueden obtener pares de isbmeros como

€l caso del nerol y geraniol, que son iSOMeros cis 'y trans respectivamente.

En los terpenos reportados hasta ahora en el mezcal 3, tequila ? y agave para tequila
(Tequilana weber variedad azul) * se encuentran terpenos y sesquiterpenos.
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2. 3. 1 Monoterpenos y sesquiterpenos

El punto de ebullicién de la mayoria de los monoterpenos es de aproximadamente 140 a
180 °C y pueden dividirse en tres grupos. en aciclicos, monociclicos y biciclicos,
pueden ser hidrocarburos no saturados o saturados. El punto de ebulliciéon de la mayoria
de los sesquiterpenos, esta por arriba de los 200 °C, y forman la fraccién de punto de
ebullicibn mas alto de los aceites esenciales. Los compuestos pueden presentar
insaturaciones con estructuras tan diversas como son: aciclicos, monociclicos, biciclicos
y triciclicos. Tanto monoterpenos y sesquiterpenos pueden presentan grupos
funcionales, los méas comunes con hidroxilos, cetonas y aldehidos *.

2. 3. 2 Rutas de biogénesis

El conocimiento fundamental de los aspectos quimicos de los terpenoides fue elucidado
por los trabajos realizados por Wallach y Ruzicka %, con su "Regla del isopreno
biogenético", pero estateoria no explica como se realiza la biosintesis.

La ruta biosintética de los isoprenoides fue descubierta por Konrad Bloch y Lynen en
1956. En dicha ruta de biosintesis se elucidd que €l precursor de la biosintesis de los
terpenoides es el pirofosfato de isopentenilo y que a su vez tiene como precursor a la
acetil-CoA. Laruta de sintesis dd pirofosfato de isopentenilo se denomind la ruta del
acetato-mevaonato, también Ilamada ruta del acido mevalénico. Esta ruta se inicia a
partir de acetil-CoA gque se genera a partir de écido piravico. El acetil-CoA se acetila
para formar aceto-acetil-CoA, y posteriormente formar el acido mevalénico, el cual es
fosfatado para formar el mevalonato-5-difosfato y que finalmente por isomerizaciéon

forma el pirofosfato de isopentenilo % %> * (Figura 3).
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Figura 3. Sintesis de Pirofosfato de isopentenilo y Pirofosfato de dimetil-alilo a partir de acetil-

CoA por laruta del &cido meval6nico =,

En estudios recientes utilizando como marcador carbono 13 (C*) se demostré la

existencia de una ruta diferente ala del &cido mevalénico (mevalonato independiente)

para la biosintesis de terpenos en plastidos de la célula (cloroplastos, leucoplastos y

cromoplastos), eubacterias, algas y plantas primitivas. La ruta inicia con el

gliceraldehido-3-fosfato (GAP) que se forma a partir de &cido piravico, por lo que la

ruta se denomina GAP-piruvato o ruta DXP (debido al intermediario 1-desoxi-xilulosa-

5-fosfato). En esta via el GAP-Piruvato es convertido a 1-desoxi-xilulosa-5-fosfato por

la enzima DXP-sintasa, y posteriormente a 2-metil-D-eritrol-4-fosfato por la enzima

DXP-reductasa, finalmente por isomerizacion forma el pirofosfato de isopentenilo

(Figura 4).
OH
Pyruvale o 1 ] o i ] l.'r-m‘" Ma\_\._}':'H ]
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DK syuthuna
[T

Dimethylallyl diphosphate

Figura 4. Sintesis de Pirofosfato de isopentenilo y Pirofosfato de dimetil-alilo a partir de

Gliceraldehido-3-fosfato por lavia DXP *,
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Se puede asegurar que la ruta del &cido mevalénico (MVA) se realiza en el citoplasma
de la célula y es la responsable principalmente de la sintesis de esteroles vy
sesquiterpenos. Mientras que la ruta GAP-Piruvato (DXP) se realiza en pléstidos
(cloroplastos y leucoplastos) para generar compuestos diferentes a sesquiterpenos
como isopreno, carotenoides, monoterpenos y diterpenos. La Figura 5 muestra el
esguema simplificado y los sitios de biosintesis de los diferentes terpenos en célula, la
Figura 6 muestra la comparacion general entre las dos rutas de biosintesis de terpenos.

Pynuvate Plastid

*
Glycaraldehyde-3-phoaphate

Dearpanas

Monotarpanas
P tetraterpenss

Deonyxylulose phosphate [

il np L I PP IFF _l
B ' = - Ir o~ N_Izj:F I\. lq oer: I:\ )
:." —IF . ">_/_1:\p \ ] \ l__. 2 | l f "“\_[Dﬂl
PP - ’ . - =
DMARF \1 1 J" 1_ | ]
' Grp # HF‘PP I -“
| Cytosol and plastid | ——
Ievalonate |
cy‘lﬂsnl SasUinapaRas
.‘q_-\eh-i- cok Rsrpanss

Figura 5. Esquema simplificado de las rutas de biosintesis en célula *.
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Figura 6. Rutas de biosintesis de terpenos, alaizquierda la via del acido mevalénico (MVA), ala
derechalavia dd GAP-Piruvato (DXP) %.

2.4 Microextraccion en fase sdlida.

La microextraccion en fase solida (MEFS) es una técnica de preparacion de muestra
desarrollada alrededor de 1990 por J. Pawliszyn y colaboradores. La MEFS consiste en
una fibra de silice fundida recubierta por una fase estacionaria *. Los analitos son
directamente extraidos de la muestra'y concentrados en |a fase estacionaria. Esta técnica
se puede utilizar en andlisis de rutina en conjunto con equipos de cromatografia de gases

o deligquidos.
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Estatécnica presenta las siguientes ventgjas frente a otros métodos de extraccion:
Laextraccion se puede realizar sobre muestras solidas, liquidas o gaseosas
El tiempo total de andlisis es relativamente corto
Es unatécnica libre de disolventes
Con las fases estacionarias comerciales que existen en el mercado (no mas de 7)
se puede realizar la extraccion de una gran diversidad de analitos

El Iimite de deteccién es del orden de ng/mL *°

El principio en el que se basa la MEFS es la particiéon de los analitos entre la matriz de
lamuestray el recubrimiento de la fibra, el transporte de los analitos desde la matriz de
la muestra hasta la fibra comienza en el 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 distribucién entre la fibra y la muestra *. Esta no es una técnica de
extraccion exhaustiva, tiene un maximo de sensibilidad en €l equilibrio de particién de
los analitos, se obtiene una relacion proporcional de los analitos adsorbidos por la fibra
y su concentracion inicial en la matriz de la muestra antes de acanzar el equilibrio de
particion, por lo tanto el equilibrio completo no es necesario para el andlisis

cuantitativo.

Entre las diferentes fibras que se encuentran actuamente en el mercado estan:
Polidimetilsiloxano (PDMS) con diferentes espesores (7, 30 y 100 um)
Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno (PDMS/DVB) con espesores de 60 y 65um (para
CLARy CG respectivamente), Poliacrilato (PA) de 85 um, Carbowax (Polietilenglicol)-
Divinilbenceno (CW/DVB) espesores de 65 y 70um, Carboxen (Carbdn activado)-
polidimetilsiloxano (CAR/PDMYS) espesores de 75 y 85um, Carbowax-Resina templada
(CW/TPR) de 50 um, y Divinilbenceno-Carboxen-Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMYS) 50/30 um. La Figura 7 muestra un cuadro con las propiedades de

las fibras de MEFS comerciales.
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Figura 7. Fibras comerciales para MEFS *.

La Figura 8 describe el dispositivo manual comercial para la MEFS. Este dispositivo
consiste esencialmente de una jeringa modificada que tiene un émbolo de resorte y un
contenedor para albergar el émbolo. Unido al contenedor sobresale una aguja de acero
inoxidable el cual encierra una aguja mas delgada también de acero, que lleva montada
una pieza de silice fundida muy delgada. La parte de silice fundida esta recubierta con €l
material adsorbente que funciona como fase estacionaria durante la extraccion de
analitos. La fibra por si misma es quimicamente inerte y muy estable a altas
temperaturas. La aguja que sirve para cubrir la fase estacionaria también sirve para
perforar e septum del vial que contiene la muestra, una vez dentro del vial, la fase
estacionaria se expone directamente a la muestra o solo a espacio de cabeza
(headspace) de la misma.
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Figura 8. Dispositivo comercial de MEFS *

2. 4. 1 Formas de extraccion en MEFS.
Las formas de extraccion de los analitos por MEFS son: extraccion en headspace (en
espacio de cabeza), extraccion directa y extraccion protegida con membrana.

La MEFS en modo “headspace” se utiliza para compuestos volétiles, donde la matriz en
estudio se encuentra en estado solido o liquido con compuestos de alto peso molecular.
Los analitos son transportados a través del aire enriquecido a lafibray de esta manerala
fibra es protegida de interferencias de alto peso molecular o compuestos no volétiles *°.

En la MEFS en modo de inmersidn, la fibra se sumerge directamente en la muestra
liquida, los analitos son entonces transportados directamente de la matriz hacia la fase
de extraccion. Se debe trabagjar con matrices liquidas y que se encuentren relativamente
limpias o libres de interferencias que puedan dafiar a la fibra 6 a sistema
cromatogréfico .

Existe una tercer forma de extraccion, es MEFS protegida por membrana, en la cua se
utiliza una membrana para proteger a la fibra de posibles interferencias. Es comin
cuando la muestra es muy sucia (contiene posibles interferencias) y los analitos son de
baja volatilidad y no puede ser usada la extraccion por “headspace” *°. Una ventaja més
de esta extraccion es que la membrana puede afadir selectividad a proceso, la
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desventgja es que la cinética de extraccion se vuelve mas lenta. La Figura 9 muestra el
esguema de las 3 formas de extraccion en MEFS.

A B c
Headspace Inmersion  Protegida con
membrana

Figura 9. Esquema genera de las tres formas de extraccion por MEFS. A) Headspace, B)
Inmersion y C) Extraccion protegidas con membrana ®.

La técnica de MEFS presenta varias ventajas y es muy sencilla de aplicar, la Figura 10
muestra los dos pasos generales: 1) extraccion de compuestos volétiles de la matriz y 2)
inyeccion de la fibra que contiene los analitos en un instrumento analitico

(cromatégrafo de gases).

Jeringa con la fibra

Paso 1 Paso 2

Figura 10. Procedimiento de andlisis por MEFS-CG. Paso 1: equilibrio de los analitos entre la
fibora y la muestra. Paso 2: la transferencia de la fibra para desorber los analitos en €
cromatografo *.
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2. 4. 2 Aplicaciones de MEFS en alimentos y bebidas

Las matrices de alimentos suelen ser muy diversas y heterogéneas, de manera que es
complicado encontrar técnicas de extraccion de compuestos volétiles sencillas, por €llo
la MEFS ha sido aplicada desde sus inicios en aimentos y bebidas como criterio de
calidad, identificacion de compuestos responsables de aroma, identificacion de
compuestos no deseados como contaminantes, entre otros propdsitos. En vegetales y
frutas se ha reportado el uso de la MEFS para determinar contaminantes de pesticidas,
compuestos responsables de aroma, volétiles indicadores del grado de madurez y
compuestos producto de la descomposicion. En el andlisis de jugos de frutas y otras
bebidas se han desarrollado metodologias por MEFS para identificar volatiles en estas
matrices. Se han identificado ésteres, alcoholes, adehidos y compuestos azufrados como
responsables del aroma en jugos de frutas, refrescos, te y café *” *°. En bebidas

a %% también se han

alcohdlicas como cerveza, vino, brandy, tequila y mezc
determinado una gran cantidad de compuestos responsables del aroma *. En productos
l&cteos se han identificado diversos compuestos relacionados con su composicion y
calidad del producto. En alimentos también ha sido muy utilizada la MEFS para la

determinacion de contaminantes en précticamente cualquier tipo de alimento *.

2. 5 Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas (CG-EM)

La cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) es latécnica analitica mas
ampliamente usada para el andlisis de mezclas complejas. El poder de esta metodologia
reside en la union de dos poderosas técnicas en un solo sistema acoplado, en €l cual, la
cromatografia de gases (CG) se emplea para separar 1os componentes de una mezcla
basada en sus diferentes afinidades por la fase estacionaria en la columna y la
espectrometria de masas (EM) se emplea no solo para detectar y cuantificar los
diferentes analitos que eluyen de la columna, sino que ademéas provee informacion

definitiva sobre su identidad.

La cromatografia de gases es un método de separacion basado en el equilibrio de reparto
y elucidn de la muestra entre dos fases. una estacionaria que consta de una pelicula
delgada de compuestos diversos de alto punto de ebullicion que recubren las paredes del

capilar; y una movil que es un gas acarreador €l cua es inerte a los analitos
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(normalmente N2, Hz 6 He) *. La separacion de los analitos depende directamente de la
afinidad de estos por la fase etacionaria, asi los compuestos menos afines a la fase
estacionaria serdn empujados por el gas acarreador mas rdpidamente, saliendo de la
columna primero. La cromatografia de gases esta limitada a muestras volatiles y no es
adecuada para muestras termolébiles, es decir, deben ser térmicamente estables, con
peso molecular relativamente bajo o deben ser susceptibles de derivatizarse. La
desventgja de la CG es que no permite por si sola identificar los compuestos que
presentan una sefial en e cromatograma, se debe tener un estandar sobre todo en
muestras complejas. Los tiempos de retencion de los analitos estan en funcion de los
equilibrios de distribucion que se presentan en la columnay gque son caracteristicos de
cada compuesto. A pesar de ello, el tiempo de retencién no es una prueba irrefutable
para la identificacion de un compuesto, ya que el tiempo de retencion es caracteristico
pero no exclusivo para un compuesto. Para solucionar esto, se desarrollé el uso de una
técnica llamada espectrometria de masas que acoplada a la cromatografia de gases (CG-
EM) permite la identificacion de los analitos separados. Usuamente se emplea

espectrometria de masas para la confirmacion de la identidad del pico cromatografico
43, 44

En resumen un espectrometro de masas consiste basicamente en un generador de iones,
un analizador o separador mésico, un detector y un registrador que permita tener
permanentemente las sefidles generadas. Las moléculas gaseosas obtenidas del
cromatografo se ionizan por diversas técnicas, una de ellas es el impacto de electrones
donde las molécul as son ionizadas por el choque de las mismas con electrones liberados
por un filamento, estos iones son acelerados por un campo eléctrico y se enfocan
mediante campos eléctricos. Los iones acelerados pasan a alguno de los diversos tipos
de analizadores de masas. En la mayoria de los analizadores de masas, los fragmentos
son separados selectivamente debido a su relacion masal/carga y chocan con un detector
en distintos momentos. El choque de los iones con el detector produce una sefial
amplificada por el transductor, con lo que se obtiene un espectro de masas. Estos
resultados permiten elucidar la estructura de los analitos presentes *°. Esta técnica es
muy sensible, ya que alcanza limites de detecciéon del orden de picogramos, por lo que
puede ser altamente selectiva. El analisis por EM se puede escoger entre varios modos
de ionizacién y en dos modos de andlisis del espectro: Con barrido total de iones

(SCAN por sus siglas en inglés) y por monitoreo selectivo de iones (SIM, por sus siglas
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en inglés) *. La selectividad en el andlisis por CG-EM es sobresaliente ya que provee
evidencia concluyente de la presencia de un compuesto debido a la combinacién de
informacion proporcionada por el cromatégrafo de gases y la informacion estructural

proveniente del espectrémetro de masas **'.

2.6 Anélisisestadistico multivariado

2. 6. 1. Andlisis de componentes principales (ACP)

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de sintesis de
lainformacién, o reduccion de la dimensidon (nimero de variables) del estudio, es decir,
ante una gran cantidad de datos con muchas variables, el objetivo debe ser reducirlos a
un menor nimero pero tratando de perder la menor cantidad de informacion posible. La
reduccion de las variables es o que da como resultado a los nuevos componentes
principales o factores, los cuales son una combinacion lineal de las variables originales
siendo ademas independientes entre si. El primer componente principal trata de explicar
la méxima variacion posible en los datos en una direccion, el segundo componente
explica la variacion una vez eliminada la explicada por €l primer componente y asi
sucesivamente®™. Se pueden construir tantos componentes principales como
dimensiones tiene el espacio definido por las variables manifiestas, por ello a partir de

una matriz con m variables, se pueden construir m componentes .

En términos mateméticos, las componentes principales son los autovectores o vectores
propios de la matriz de correlacion y la técnica para encontrar estos autovectores se
[lamaandlisis propio. A cada componente principal (es decir, autovector) le corresponde
un autovalor que proporciona la cantidad de varianza en el conjunto de datos que se
encuentra explicada por esa componente principal *°. Como se mencioné anteriormente,
cada nuevo vector (componente) construido explica la mayor varianza, por lo que cada
nuevo componente incorporado incrementa la varianza explicada acumulada y reduce la
varianza residual; cuando este modelo contiene m vectores (componentes), la varianza
acumulada es del 100% y la residual es entonces de cero. La tabla que presenta estos
resultados se denominatabla de residual.

El objetivo principal del ACP es la representacion grafica de las medidas numéricas de
varias variables en un espacio de 2 o 3 dimensiones donde nuestros sentidos puedan
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percibir la relacion que guardan las muestras y que a simple vista son imposibles de
observar. Al trazar el diagrama de componentes se representa la mayor o menor
semejanza en la digtribucion de los terpenos, formando asi, grupos a lo largo de los
componentes trazados.

2. 6. 2. Andlisis de conglomerados

El andlisis de conglomerados (analisis de “cluster”) es un método para dividir un grupo
de objetos en una serie de clases de manera que los objetos similares se encuentren en la
misma clase. El andlisis de conglomerados busca objetos que se encuentren proximos
en € egpacio de las variables. Para la busqueda de conglomerados se inicia
considerando gue cada objeto conforma un conglomerado de tamafio uno y compara la
distancia entre estos, los dos puntos que se encuentren mas proximos se unen para
formar uno nuevo. Las distancias entre los conglomerados se comparan de nuevo y se
combinan los dos conglomerados que se encuentren mas proximos. Este procedimiento
se repite indefinidamente hasta agrupar todos los puntos “®. EI méodo més simple y
utilizado para calcular la distancia entre los puntos es conocido como método del
“vecino mas proximo” (“nearest neighbor”), € cual calcula € promedio de las
distancias entre pares de observaciones de dos conglomerados (calculo de la distancia
euclidea al cuadrado). La etapa en la que se detiene la formacién de grupos que
determina el nimero de conglomerados queda a juicio de la persona que redliza el
analisis. El agrupamiento que utiliza este método es jerarquico, es decir que una vez que
se ha asignado un conglomerado no se puede invertir este proceso. Las repetidas etapas

de agrupacion se pueden mostrar en un dendrograma.

2.7 Estudios previos en la determinacion de terpenosy lipidos en agave, tequilay

mezcal.

Anteriormente se han realizado otros trabajos de determinacion de terpenos en A.
tequilana weber var azul ®°, A. salmiana y A. angustifolia *°. En ellos se report6 el uso
de destilacion por arrastre de vapor acoplado a MEFS-CG-EM, encontrando perfiles de
terpenos para los diferentes tipos de agave estudiados y en los cuales se optimizaron las
condiciones del andlisis cromatogréficos, la desventaja principal de esta metodologia

fue la cantidad de muestra utilizada, debido a que para cada extraccion se requirié de
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160g de agave. También para estos tres tipos de agave mencionados se determiné el
perfil de &cidos grasos mediante el andlisis de sus respectivos esteres metilicos **.

Para e caso del tequila se ha reportado un trabajo previo de la determinacion de
terpenos en esta bebida, en éste se utiliz6 como técnica de extraccion de muestra la
MEFS y la extraccion liquido-liquido (ELL) para su posterior andlisis por CG-EM. En
dicho trabajo se determind el perfil deterpenos en 18 diferentes muestras de tequila®® y
en el que se incluye también una muestra de mezcal. Posteriormente se realizd un
trabajo acerca del contenido de los principales compuestos organicos del mezcal,
dentro de este trabajo se incluy6 la identificacion y cuantificacion de algunos terpenos
en esta bebida .

El andlisis de compuestos volatiles por cromatografia de gases ha sido utilizado incluso
en la taxonomia de plantas, ya que mediante el andlisis de estos compuestos se han
explorado las relaciones filogenéticas y los niveles de diferenciacion entre especies de
plantas *2. En este caso fue de gran ayuda para la delimitacién correcta de algunas
poblaciones del género Abies, a pesar de que en este estudio no se redizd la
identificacion de los compuestos quimicos y solo se utilizo la identificacion de los picos
cromatograficos. Por lo anterior es posible pensar que al realizar la identificacion de los
diferentes compuestos, los resultados de este trabgjo se puedan ampliar y aplicar en la
taxonomia de otras plantas.

Anteriormente también se realizé la determinacion de lipidos simples en agave
mezcalero por cromatografia de gases >, en este trabajo se reportaron las
concentraciones de acidos grasos y lipidos simples en agave y el correspondiente perfil
de acidos grasos para cada tipo de agave. Es importante continuar con la caracterizacion
quimica del agave mezcalero por su importancia cultural y econémica en nuestro pais.
El estudio del contenido de otros compuestos quimicos como los terpenos en el agave
mezcalero es parte importante de un extenso trabajo para la caracterizacion quimica del

agave mezcalero.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Identificar y cuantificar los terpenos presentes en diferentes especies de agave
mezcalero utilizando microextracion en fase solida y cromatografia de gases-
espectrometria de masas, para contribuir a la caracterizacion quimica de estas

plantas.

3. 2 Objetivos particulares

Desarrollar y optimizar un procedimiento para la identificacion y cuantificacion
de terpenos en agave mezcalero por Microextraccion en Fase Solida acoplada a
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (MEFS-CG-EM).

Aplicar la técnica desarrollada para identificar y cuantificar terpenos presentes
en 6 especies de agave mezcalero: 1) A. salmiana var. salmiana, 2) A.
duranguensis, 3) A. karwinskii, 4) A. cupreata, 5) A. salmiana ssp. crassispina y
6) A. angustifolia.

Determinar €l perfil de terpenos en agave mediante la técnica desarrollada por
MEFS-CG-EM.

Analizar los resultados obtenidos y relacionar semejanzas en la composicion de

terpenos de los diferentes agaves mezcaleros estudiados mediante andlisis
estadistico multivariado.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materialesy Equipo

Procesador de alimentos Moulinex

Agitador Vortex Thermoline

Estufa de secado J.M. Ortiz

Balanza analitica Startorius Modelo CP124S

Jeringas Hamilton de vidrio de 10, 50 y 250 pL

Agitador magnético de 5mm x 3mm

Material de vidrio coman de laboratorio

Viales de 7 mL con tapdn horadado de polipropileno con septa de teflon

Parrilla con agitador magnético PMC modelo 720 Series

Fibras para MEFS: Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno (PDMS-DVB 65um),
Carbowax-Divinilbenceno (CW-DVB 65um), Carboxen-polidimetilsiloxano
(CAR-PDMS 75 pum) y Poliacrilato (PA 85um). Todas las fibras adquiridas de

Supelco Bellefonte P.A., USA

Soporte de la fibra para inyeccion manual (Supelco Bellefonte P.A., USA)

4. 2 Acondicionamiento delasfibras para MEFS

Las fibras fueron acondicionadas de acuerdo a las especificaciones del proveedor, como

se muestraen la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para el acondicionamiento de las fibras

Fibra Espesor dela Temperaturade Tiempo de
pelicula acondicionamiento (°C) acondicionamiento (hr)
PDMS-DVB 65um 250 0.5
CW-DVB 65um 220 2
CAR-PDMS 75 um 300 1-2
PA 85 um 300 2

29




4. 3 Estandares

Esténdares. linalol (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Suiza, pureza 95%), terpinen-4-ol
(Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Suiza, pureza 99%), a-terpineol (Aldrich, pureza
97%), nerol (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Suiza , pureza 96%), geraniol (Fluka
Chemika, Sigma-Aldrich Suiza, pureza 99%) y eugenol (Fluka Chemika, Sigma
Aldrich Suiza, pureza 90%).

Las soluciones estandar se prepararon pesando entre 10 y 20 mg de cada esténdar por
separado, se aforaron con etanol en matraces de 10 mL, obteniendo soluciones
concentradas de estdndares de terpenos entre 1000 y 2000 ppm. Se sellaron y

almacenaron en refrigeracion para su uso posterior.

4. 4 Reactivos

Alcohol etilico anhidro (J. T. Baker, 99% de pureza), cloroformo (J. T. Baker, 99.9% de
Pureza), Acetona (Reproquifin 99% de pureza). Agua desionizada.

4.5Muestras

Se andlizaron 6 variedades de agave, de diferentes lugares de la republica mexicana
incluidos en €l territorio de la declaracion de proteccion a la denominacion de origen del
mezcal. La Tabla5 Muestra el origen y edad de las muestras analizadas. Las pifias en
todos los casos con aproximadamente un afio de castracion, listas para su horneado, a
excepcion de Agave salmiana var. salmiana y Agave angustifolia, que fueron
recolectadas directamente del campo y colocadas en condiciones de congelamiento

hasta su uso.
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Tabla5. Muestras de agave analizadas.

Agave Origen (Municipio y Estado) Ejido Edad
Agave salmiana Otto ex salm-Dyck | Charcas, San Luis Potosi Miguel 8 afos
ssp. crassispina (Trd.)Gentry Hidalgo
(Maguey cimarron)
Agave angustifola Haw. Santiago Matatlan, Oaxaca Espina 7 anos
(Maguey espadin) dorada
Agave cupreata Trel & A. Berger Chilapa de Alvarez, Guerrero Miraflor 8 aros
( Maguey ancho, bravo o de mezcal)
Agave karwinskii Zucc. Santa Catarina, Oaxaca Santa 8 anos
(Maguey cirial o tobasiche) Catarina
San Baltazar Chichicapam, San Baltazar | 7 afos
Oaxaca
Agave salmiana var. salmiana Otto | San Felipe, Guanajuato El Carreton | 8 afios
ex salm-Dick
(Maguey verde o mezcalero)
Agave duranguensis Gentry Nombre de Dios, Durango La 8 anos
(Maguey cenizo) Constancia

4. 6 Preparacion de la muestra.

L as cabezas de agave fueron descongeladas y cortadas en pequefios trozos tomando de

diferentes zonas de la cabeza del agave, se juntaron y mezclaron.

Para la obtencion del jugo de agave se cortaron en trozos aproximadamente 30 g de

agave, los cuales se estrujaron con un exprimidor de limones. Del jugo obtenido se

tomaron 3 mL para cada andlisis.

4. 7 Determinacion de humedad

Para la determinacion de humedad se colocaron aproximadamente 10 g de agave molido

y homogenizado en un pesafiltro. Se colocaron en la estufa de vacio a 50 °C  a secar

completamente (hasta peso constante) lo cual ocurrié alas 45 horas, se peso la muestra

seca y por diferencia se calculé la humedad de cada tipo de agave. Este procedimiento

serealizo por triplicado para cada muestra de agave.
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4. 8 Analisis cromatogr &fico

Se utilizé un cromatégrafo de gases (6890 Agilent Technologies) acoplado a un
Detector selectivo de Masas (5973 Agilent Technologies) con inyector splits/splitless y
columna capilar de silice fundida ZB-5 (5% difenil 95% Polidimetilsiloxano) de 30 m
de longitud x 250 um de didmetro interno x 0.25 pm de grosor de pelicula (Zebron
Phenomenex, USA). Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo constante de 1 mL/min.
Temperatura del inyector: 250 °C, en modo “splitless’ (1 min). 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. 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) fue 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. Las condiciones mencionadas fueron
tomadas de trabajos anteriormente reportados para el andlisis de terpenos en tequila® y
agave paratequila>*>° por CG-EM.

4. 9 Identificacion de terpenos

Para la identificacion de los terpenos en las muestras de agave, se compararon los
tiempos de retencion y los espectros de masas obtenidos de las muestras con los
obtenidos de los estdndares y de los espectros de masas de la base de datos de la
biblioteca de espectros de masas del NIST (The NIST Mass Spectral Search Programa
for the NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library versiéon 2.0 build 19 Nov. 2000).

4. 10 Cuantificacion deterpenos

La cuantificacion se realiz6 con base en el é&ea del pico cromatogréfico de cada
compuesto, utilizando curvas de calibracidon absolutas (estandarizaciéon externa). Para
elaborar cada curva de calibracion se utilizd un vial con 3mL de agua desionizada con
los 6 estdndares de terpenos a cuantificar en las concentraciones sefialadas para cada
punto de la curva, serealizd el mismo proceso de extraccion de terpenos obtenido en la
optimizacion del método y se obtuvo la ecuacion de larecta.
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4. 11 Microextraccion en fase sdlida

4.11. 1 Seleccion de parametros dela MEFS

Para optimizar la adsorcion de los analitos en la fibra 'y las condiciones de extraccion,
fue necesario considerar diversos factores que influyen en la eficiencia de la extracciéon
como son: €l tipo de fibra, la temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, fuerza
idnicay agitacion de la muestra.

4.11. 1. 1 Seleccion dela preparacion de muestra

Para determinar €l uso de agave molido (muestra sdlida) o jugo de agave (muestra
liquida) se realizd un analisis comparativo con ambas muestras, la preparacion de la
muestra molida se realiz6 cortando en trozos aproximadamente 30 g de agave, los
cuales se molieron en procesador de alimentos (picadora eléctrica). Para el caso de la
muestra liquida la muestra se preparé como se detalla en €l inciso 4.6 preparacion de
muestra. En un vial de 7 mL con tap6n horadado de polipropileno con septum de teflon
se colocod 1 g de agave molido y se realizo la extraccion con fibra PDMS-DVB a 60 °C
durante 30 minutos, posteriormente se realizd el procedimiento con la muestra liquida,
en este caso se adiciond 1 mL de jugo de agave en un via con tapén horadado y septum
de teflon, se realizo la extraccion con la fibra PDM S-DVB a 60 °C durante 30 min.

4.11. 1. 2 Seleccién dela cantidad de muestra

De acuerdo a los resultados del inciso anterior se selecciond trabajar con la muestra
liquida. Para determinar la cantidad de muestra a utilizar se realizaron extracciones con
1, 2y 3 mL dejugo de agave, las extracciones se realizaron con la fibora PDMS-DVB a
60 °C durante 30 min.

4.11. 1. 3 Seleccién del tipo defibra
De acuerdo con los resultados del inciso anterior se selecciond trabajar con un volumen

de 3 mL de jugo de agave. En el presente trabajo se evaluaron 4 diferentes fibras para

determinar cual era la mas eficiente en la extraccion de terpenos. Se realizaron
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extracciones con las fibras:. PDMS-DVB, CW-DVB, CAR-PDMSy PA. En todos los
casos las extracciones se realizaron a 60 °C durante 30 min.

4.11. 1. 4 Temperatura de extraccion

De acuerdo a los resultados del inciso anterior se eligié la fibora PDMS-DVB para
reaizar el estudio de la temperatura de extraccion. Se realizaron extracciones a:
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), 60 y 80 °C. En todos los casos las
extracciones se realizaron con tiempo de extraccion de 30 min.

4.11. 1.5 Perfil detiempo de extraccion

Se selecciond seguir trabajando a 60 °C de acuerdo a los resultados del inciso anterior.
Para determinar el perfil de tiempo extraccion se realizaron extracciones a 20, 30, 40,

50y 60 minutos con las condiciones obtenidas.

4.11. 1. 6 Efectodelafuerzaibnica

Para determinar €l efecto de la fuerza idnica mediante la adicion de NaCl a jugo de
agave, se redlizaron extracciones con: 1.0, 1.2y 1.4 g de NaCl. En este caso € tiempo
de extraccion fue de 60 minutos debido a los resultados obtenidos en el perfil de tiempo

de extraccion.

4.11.1. 7 Efecto delaagitacion

Para determinar el efecto de la agitacion de la muestra, se realizaron extracciones sin

agitacion y con agitacion constante a 1200 rpm.

4. 12 Andliss de terpenos por MEFS-CG-EM

Después de la optimizacién de los pardmetros para la MEFS se llegd a las siguientes
condiciones y € procedimiento fue el siguiente: Se coloc6 una alicuota de 3.0 mL de
jugo de agave en un vial de 7 mL con tapén horadado de polipropileno con septum de

teflén, se adicion6 1.0 g de NaCl y un agitador magnético (5mm x 3mm), se coloco en
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una parrilla manteniendo la muestra a 60 °C mediante bafio Maria y agitacion constante
de 1200 rpm. La muestra se mantuvo en estas condiciones durante 5 minutos (tiempo de
equilibrio entre la muestra 'y su espacio de cabeza) después de transcurrido este tiempo
se insertd la fibra dentro del vial manteniéndola expuesta en €l espacio de cabeza
durante 60 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se retrgjo la fibra en el
dispositivo, seretird lafibradel vial y se coloco inmediatamente en el inyector del CG-

EM durante 10 minutos para la desorcion de los analitos.

35



5. RESULTADOSY DISCUSION

5. 1 Determinacion de humedad

Los resultados en la determinacién de humedad de los agaves muestran la diferencia
gue puede existir entre las diversas especies de agave, para €l presente trabgo la
cantidad de agua en la muestra nos dio una referencia de la cantidad de jugo que se
puede obtener para de cada una de las especies de agave, en general la humedad de los
agaves se determind entre 60.46 y 85.25%, mientras que €l rendimiento en la obtencion

del jugo de agave resulté entre 40 y 60%.

5. 2 Seleccién de parametros para MEFS-CG-EM

Para la optimizacion de las condiciones de Microextraccion se estudiaron las siguientes
variables. Preparacion de la muestra, tipo de fibra, temperatura de extraccion, tiempo de
extraccion, fuerza ionica (adicion de NaCl) y agitacion. Algunas condiciones que se
utilizaron inicialmente para la optimizacion fueron tomadas de trabajos similares
anteriormente reportados 2" ?°. En todos los andlisis realizados para la optimizacién de

la metodologia de extraccion de terpenos se utilizé Agave salmiana var salmiana.
5. 2. 1 Seleccion de la preparacion de muestra

Existen terpenos que presentan alta solubilidad en agua y algunos de los reportados para
el Agave tequilana weber *, en mezcal ? y tequila ® son solubles en agua y etanol. La
solubilidad de algunos de los terpenos identificados varia entre 2.5mg/L para terpenos
no oxigenados como a-pineno y hasta 2450 mg/L para algunos como eugenol que
contienen sustituyentes hidroxilados. Debido a que estos compuestos son solubles en
agua se decidio realizar la extraccion con la muestra molida y con el jugo de agave, €l

cual debe de contener la mayor parte de los terpenos solubles en agua del agave.

La Figura 11 muestra la comparacion de la extraccion entre jugo de agave y agave
molido, como se puede observar la extraccion es mayor cuando se utiliza la muestra
liquida, esta mayor eficiencia en la extraccion de terpenos puede deberse en gran
medida a que a hacer e jugo los terpenos solubles en fase acuosa quedan mas

expuestos al ambiente que cuando se extrae de lamuestra sdlida. Lo anterior es debido a
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gue en la muestra solida los terpenos pueden quedar dentro de la misma matriz,
evitando que puedan exponerse al “headspace’ de donde son extraidos por la fibra;
mientras que cuando se obtiene el jugo de agave después de estrujar la muestra, los
terpenos quedan en el jugo, logrando una mayor concentracion de éstos en el

“headspace” y por consecuencia una mayor eficiencia en la extraccion.
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Figura 11. Efecto dela preparacion de muestra en la extraccién de terpenos de Agave salmiana
var salmiana (n=3, CV<10%).

5. 2. 2 Seleccién de la cantidad de muestra

De acuerdo alos resultados en el inciso anterior se decidié utilizar jugo de agave parala
extraccion de terpenos. Para observar el efecto del volumen de muestra se realizaron
extracciones con volumenesde 1, 2 y 3 mL. Como se puede observar en la Figura 12, la
mayor extraccion se realizd cuando se utilizé un volumen de 3 mL. También se puede
observar en la gréfica que la tendencia del incremento de respuesta es mayor de 1 a 2
mL que de 2 a3 mL, de acuerdo a esta tendencia se esperaba que S se aumentaba a 4
mL la cantidad de muestra, la variacion de la respuesta no seria considerable, ademas
gue a cambiar a este volumen de muestra (4mL) la dificultad para colocar la fibra

dentro dd via era mayor; por €ello se decidié no utilizar volimenes mayores de 3 mL,
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ya que éste se consideré adecuado para €l tamario del vial y el espacio requerido parala
exposicion de lafibraen el “headspace” de la muestra.
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Figura 12. Efecto dela cantidad de muestra en la extraccion de terpenos de Agave salmiana var
salmiana (n=3, CV<10%).
Por los resultados obtenidos se decidio utilizar 3 mL de jugo de agave para las
siguientes pruebas.

5. 2. 3 Seleccidén del tipo defibra

Para el andlisis de terpenos en diferentes especies de agave y en tequila por MEFS se
han reportado varias fibras en su extraccion, como son la fiora PDMS-DVB, PA 03851
CW-DVB ** DVB-CAR-PDMS StableFlex *" > *¢ por ello durante la optimizacién de
la extraccion de terpenos en agave se realizaron pruebas con fibras de diferentes
caracteristicas, las fibras que se utilizaron para la extraccion de terpenos son las
siguientes. PDMS-DVB, CW-DVB, CAR-PDMSYy PA.

Al redlizar la comparacion de la extraccion de terpenos con diferentes fibras, se
esperaba que las fibras polares como PA y CW-DVB tuvieran una mejor extraccion
debido a que los terpenos gque se extraen tienen caracteristicas polares por € grupo
hidroxi, en especial lafibra de PA se hareportado como una de las fibras preferidas en

la extraccion de compuestos fendlicos y alcoholes en diversos alimentos y bebidas

38



como jugos, frutas, vegetales y vinos *. La Figura 13 muestra la extraccion de terpenos

del jugo de Agave salmiana var. salmiana.
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Figura 13. Efecto del tipo de fibra en la extraccion de terpenos de Agave salmiana var salmiana
(n=3, CV<10%).

Al comparar la extraccion con las diferentes fibras se puede notar que la fibra PDMS-
DVB present6 una extraccion mas eficiente en general paratodos los terpenos. La fibra
PDMS-DVB, es recomendada generalmente para compuestos polares y de bajo peso
molecular, ya que tienen mayor capacidad de retencion y distribucion de los analitos en
la fibra, probablemente esta caracteristica ayudo6 a que esta fibra fuera més eficiente en
la extraccion de terpenos que las otras fibras, incluida la fibra de PA. Cabe sefidar que
ya en trabajos anteriores se habia reportado buena eficiencia en la extraccion de
monoterpenos y sesquiterpenos en diferentes especies de agave con la fibora PDMS-
DVB °.

Lafibrade PA present6 también buena extraccion en la mayoria de los terpenos, aunque
por su caracter polar se esperaba que tuviera la mejor extraccion de los terpenos; esto no
resultdé ser asi, ya que a pesar de presentar una buena extraccion, ésta no fue mas

eficiente que la obtenida con la fibora PDMS-DVB.
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La fibra de CAR-PDMS presenté una muy buena extraccion en los terpenos mas
volatiles. Como podemos observar en la Figura 13 con esta fibra se obtuvieron muy
buenos resultados en la extraccion de dichos terpenos, incluso se observo la mayor
extraccion para el “isotujol” que con cualquier otra fibra, éste es el terpeno con mayor
volatilidad entre los presentes en el Agave salmiana var salmiana, por otro lado paralos
terpenos que tienen menor volatilidad la extraccion con esta fibra fue muy pobre e
incluso para €l caso de los sesquiterpenos la extraccion resultd nula. La fibra de CAR-
PDMS es recomendada para analitos de bajo peso molecular y con alta volatilidad, pero

SU UsO es mas comun en moléculas de baja polaridad.

La fibra de CW-DVB present6 en la extraccion de la mayoria de los terpenos una
respuesta menor que la fibra de PDMS-DVB, pero a diferencia de la fibra de CAR-
PDMS con esta s se obtuvo respuesta en todos los terpenos presentes en Agave
salmiana var. salmiana. Esto es debido probablemente a que la fibora CW-DVB también
tiene mayor retencion sobre todo en analitos de bajo peso molecular y alta volatilidad,
pero es recomendada para uso en moléculas de polaridad alta, a diferencia de la fibra
CAR-PDMS que es utilizada para compuestos de menor polaridad.

Al analizar estos resultados se decidié utilizar la fibra PDMS-DVB para las siguientes

extracciones, ya que con ésta se obtuvieron los mejores resultados.

5. 2. 4 Temperatura de extraccion

En trabajos anteriormente reportados para el andlisis de terpenos en diferentes especies
de agave por MEFS, se report6 el uso de temperatura de extraccion de 60 °C ***°, con la
intencion de observar el efecto de la temperatura de extraccion en el presente estudio se
realizaron extracciones a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), 60 y 80 °C.

Como se observa en la Figura 14 la mejor temperatura de extraccion fue a 60 °C. Se
observd que a 80 °C la extraccion es menor que a 60 °C, esto obedece a que a pesar de
gue a esta temperatura los compuestos volétiles estdn en mayor concentracion en el
“headspace” de la muestraen el vial, las altas temperaturas provocan la desorcion de los
analitos en lafibra. Mientras que atemperatura ambiente la volatilizacion de los analitos
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es menor, lo que repercute en la baja concentracion de los analitos en € “headspace” y
por consecuencia en la extraccion.
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la extraccion de terpenos de Agave salmiana var.
salmiana (n=3, CV<10%).

La Figura 14 también permite observar que €l “isotujol” tiene la mayor extraccion a
temperatura ambiente, probablemente explicado por su ata volatilidad, ya que de los
terpenos identificados en Agave salmiana var. salmiana este es € terpeno mas volatil
de los identificados. Por otro lado también se puede notar que €l “pinocarveol” present6d
una mejor extraccion a temperatura ambiente que a 80 °C. También es visible que la
extraccion es mas eficiente a 80 °C gque a temperatura ambiente en la extraccion de la

mayoria de los terpenos.

Debido a los resultados obtenidos para los siguientes andlisis se utilizé temperatura de
60 °C en las extracciones.

5. 2. 5 Perfil detiempo de extraccién

Como se puede observar en la Figura 15 que muestra €l perfil de tiempo de extraccion
de terpenos, la mayor extraccion se obtuvo a 60 minutos, aungque algunos alcanzan €l

equilibrio desde los 40 min de extraccion. En el recuadro de la Figura 15 se observa con
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mayor detalle el perfil de extraccion de los terpenos identificados que se encuentran en

menores concentraciones.
PERFIL DE TIEMPO DE EXTRACCION
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Figura 15. Perfil de tiempo de extraccidn de terpenos de Agave salmiana var salmiana (n=3,
CV<10%).

En la gréfica anterior se puede observar también que algunos terpenos como €l ao-
terpineol, geraniol, eugenol y nerol no alcanzan el equilibrio aln cuando transcurrieron
los 60 minutos de extraccion, a pesar de ello no se utilizaron tiempos méas largos debido

aque el tiempo total del experimento se extenderia demasiado.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este punto se utiliz6 60 min de tiempo de

extraccion para los siguientes andlisis.

5. 2. 6 Efecto dela adicion de NaCl

Laadicion de NaCl aumenta la fuerzaionicay por lo tanto favorece la volatilizacion de
algunos compuestos, para etudiar € efecto de la adiciéon de sal en la extracciéon de

terpenos se adiciond 1.0 g de NaCl a la muestra'y como se puede ver en la Figura 16, la

extraccion de terpenos mejoro ligeramente.

42



1,00E+08

9,00E+07

8,00E+07

7,00E+07

area

\

6,00E+07

5,00E+07

4,00E+07

Unidades de

3,00E+07

2,00E+07

1,00E+07

0,00E+00 +

Isotujol ;

Linalol
Pinocarveol
a-Terpineol

Mirtenol
Nerol
Carvona
Geraniol
Mirtanol
Eugenol
Cadineno
Cubenol
a-Bisabolol
Farnesol

Terpinen-4-ol

‘\: Sin NaCl B 1g NaCl \

Figura 16. Efecto dela adicion de sal en la extraccion de terpenos de Agave salmiana var
salmiana (n=3, CV<10%).

Cuando se comparo €l efecto de la cantidad de sal adicionando 1.0, 1.2y 1.4 g de NaCl
se observd que no existe una diferencia significativa en la extraccion con dichas
cantidades de sal empleada, ya que €l coeficiente de variacion de los andlisis con las
diferentes cantidades de NaCl agregada no fue mayor de 8.76% en los terpenos
identificados, por lo que se decidié utilizar paralos siguientes analisis 1.0 g de NaCl.

5. 2. 7 Efecto de la agitacion

Al estudiar la agitacion de la muestra se observd que con 1200 rpm se obtiene una
mejor extraccion que sin agitacion, esto se debe a que al estar en movimiento la matriz,
los analitos pueden ser liberados mas facilmente y la transferencia de masa es mayor
gue cuando éstos permanecen estéticos. El uso de 3 mL de jugo de agave favorecié en
gran medida que la agitacion fuera homogénea, ya que con volumenes menores la

agitacion se vuelve muy brusca, impidiendo el movimiento homogéneo de la muestra.

5. 3 Identificacion de terpenos

Una vez establecida la metodologia se analizaron 6 tipos de agave en los cuales se
identificaron un total de 26 terpenos.

43



El cromatograma ionico total que resultd del andlisis por CG-EM para cada uno de los
agaves en estudio obtenidos con la metodologia descrita se muestra en las Figuras 17 a
22. |dentificacion de los compuestos enla Tabla 7.
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Figura 17. Cromatograma iénico total del andliss de A. duranguensis por MEFS-CG-EM. 1. Isotujol, 2.
a-Felandreno, 3. a-Terpineno, 4. p-Cimeno, 5. mCimeno, 6. b-Felandreno, 7. Linaol, 8. Pinocarveol,
9.Verbenal, 10. Mental, 11. Terpinen-4-ol, 12. a-Terpineol, 13. Mirtenol, 14. Borneol, 15. Piperitol, 16.
Nerol, 17. Isogeraniol, 18. Citral, 19. Carvona, 20. Geraniol, 21. Mirtanol, 22. Eugenal, 23. Cadineno, 24.

Cubenol, 25. a-Bisabolol, 26. Farnesol. Condiciones cromatogréficas descritas en inciso 4.8.
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Figura 18. Cromatograma iénico total del andlisis de A. salmiana var. salmiana por MEFS-CG-EM.
Identificacion de los compuestos en la Figura 17.
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Figura 19. Cromatograma idnico total del andlisis de A. karwinskii por MEFS-CG-EM. Identificacion de
los compuestos en laFigura 17.

TIC: JAGSACDE.D

= 4500000 10
=5 4000000 |
- 2500000 20

% so00000 1 19

Emm- 1

e 12
1500000 . 22 .
1000000 1 16 242

A00000 1
M‘L‘ ,'”. .,J.'#Tl.,,.’:,.l‘ -
5.00 10.00 15.00 20,00 2500 3000 3500 4000 4500
Tiempo (mnin)

or
%]
o

Figura 20. Cromatograma idnico total del andliss de A. salmiana spp.crassispina por MEFS-CG-EM.
Identificacion de los compuestos en la Figura 17.
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Figura 21. Cromatograma iénico total del andlisis de A. cupreata por MEFS-CG-EM. Identificacion de
los compuestos en la Figura 17.
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Figura 22. Cromatogramaioénico total del andlisisde A. angustifolia por MEFS-CG-EM. Identificacion de

los compuestos en la Figura 17.

Los terpenos identificados se muestran en la Tabla 6. La resolucion obtenida para los
terpenos en todos los cromatogramas fue suficiente para identificarlos y en su caso
cuantificarlos. La identificacion de los terpenos se realizd6 mediante la biblioteca del
espectrometro de masas y en algunos casos sefialados en la tabla se compararon con
tiempos de retencién y espectros de masas obtenidos de estandares puros de los

terpenos.
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EnlaTabla6 se observaque el A. duranguensis contiene la mayor cantidad de terpenos,
yaque en este agave se identificaron 22 de ellos, |os otros 5 agaves contienen entre 12 y
14 terpenos identificados. A. cupreata y A. angustifolia fueron los agaves con la menor
cantidad de terpenos identificados, ya que solo se identificaron 12 en cada uno de ellos,
uno menos que los identificados en el A. salmiana var. salmiana. En contraste, en A.

karwinskii y A. salmiana ssp. crassispina se identificaron 14 terpenos.

Tabla 6. Terpenos presentes en 6 diferentes tipos de agave mezcalero.

A. salmiana A. A. A. salmiana ssp. A. A.
# Tr Terpeno var. salmiana | angustifolia | karwinskii crassispina cupreata | duranguensis
1 |10.002 | Isotujol ° ° ° °
2 ]10.336 | a-Felandreno °
3 | 10.695 | a-Terpineno * °
4 |10.916 | p-Cimeno * °
5 ]10.934 | m-Cimeno d
6 |11.102 | b-Felandreno °
7 | 13.220 | Linalol * ° . . ° ° .
8 | 14.360 | Pinocarveol o ° °
9 |14.527 | Verbenol °
10 | 15.349 | Mentol ° ° ° ° °
11 | 15.485 | Terpinen-4-al * o ° ° ° ° °
12 | 15.873 | a-Terpineol * ° ° ° ° ° °
13 | 16.043 | Mirtenal o °
14 | 16.228 | Borneol °
15 | 16.366 | Piperitdl °
16 | 16.914 | Nerol * ° . . ° ° °
17 | 17.050 | Isoger aniol ° ° °
18 | 17.285 | Citral °
19 | 17.368 | Carvona o ° ° ° ° °
20 | 17.640 | Geranial * o ° ° ° ° °
21 | 17.821 | Mirtanol ° °
22 | 20.435 | Eugenol * ° ° ° ° ° °
23 | 24.676 | Cadineno o °
24 | 27.757 | Cubenol ° ° . °
25 | 28.392 | a-Bisabolol * ° ° ° ° ° °
26 | 31.595 | Farnesol * ° ° ° ° ° °

Tr Tiempo deretencion.
e Terpeno presente en € agave.
*  Seutilizo estandar puro para comprobar €l tiempo de retencidn y espectro de masas del compuesto.

La Figura 23 muestra en forma gréfica los terpenos identificados en los 6 tipos de
agave; en ella se puede observar el perfil de terpenos identificados en los agaves. Esta
grafica permite observar que los terpenos que se encontraron en mayor proporcion
fueron linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol, geraniol y eugenol. En particular el linalol fue
el terpeno mayoritario en 4 de los agaves estudiados: A. salmiana var. salmiana, A.
salmiana ssp. crassisping, A. cupreata y A. angustifolia. En A. karwinskii se encontro
como el segundo mayoritario, solo después del eugenol. En el caso particular de A.
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duranguensis, se identificaron los terpenos a- felandreno, p-felandreno y o-terpineno
los cuales son visiblemente mayores en proporcion que el linalol.

Se observatambién que A. salmiana var. salmiana y A. duranguensis muestran la mayor
concentracion de terpenos en general, mientras que A. cupreata presenta la menor
concentracion de terpenos.

De los 26 terpenos identificados, 22 son monoterpenos y 4 sesquiterpenos (cadineno,
cubenol, a-bisabolol y farnesol). En la figura 23 también podemos observar que linalol,
mentol, terpinen-4-ol, a-terpineol, nerol, carvona, geraniol y eugenol son los mas
abundantes en los agaves estudiados, mientras que p-cimeno, citral y mirtanol solo
aparecen en A. duranguensis y en menor proporcion. En esta gréfica podemos resaltar
gue a-felandreno y B-felandreno se identificaron solo en A. duranguensis y como se
puede ver, su concentracion debe de ser alta, pues su respuesta en €l cromatdgrafo es
superior alade linalol, el cual, como anteriormente se menciono es el méas abundante en

la mayoria de los agaves estudiados.

También debemos mencionar que los 4 sesquiterpenos identificados (cadineno, cubenol,
a-bisabolol y farnesol) a pesar de identificarlos en varios de los agaves analizados
siempre se obtuvieron con muy pobre respuesta en €l cromatdgrafo de gases como se
puede notar claramente en la Figura 24. Esto es probablemente debido a que por su
mayor peso molecular y por su menor volatilidad con respecto a los monoterpenos la
concentracion en el “headspace” es menor y por lo tanto su extraccion también es

menor.

Del total de terpenos identificados solo 9 de ellos: linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol,
nerol, carvona, geraniol, eugenol, a-bisabolol y farnesol se identificaron en todos los
agaves estudiados y es de resaltar que los 9 son terpenos oxigenados, 8 de ellos con

grupo hidroxi y solo uno con grupo ceto.
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Los sabores y aromas que generan los terpenos en e mezcal estdn en gran parte
determinados por los terpenos oxigenados, ya que presentan un grupo polar que
favorece su solubilidad en medios acuosos ?*. El aromay sabor que obtendra el mezcal
se ve ampliamente influenciado por €l tipo de terpenos que permanecen durante todo el
proceso de elaboracion, desde el agave hasta el mezcal. Anteriormente se han reportado
agunos terpenos presentes en dicha bebida % como: cimeno, linalol, a-terpineol,
terpinen-4-ol, borneol, geraniol, eugenol y farnesol mismos que en el presente estudio
se identificaron también en el agave mezcalero. Cabe mencionar que seis de estos
terpenos anteriormente identificados en mezcal también se identificaron en las 6
especies de agave estudiadas en el presente trabagjo.

En base a algunos datos de estudios anteriores  y los resultados obtenidos en el presente
trabajo se pueden observar algunos casos especificos:

El mezcal “Espina Dorada’ es elaborado a partir de A. angustifolia, en ambos casos se
identificaron los siguientes terpenos. linalol, a-terpineol, eugenol y farnesol. Para la
elaboracion del mezcal “ Casarrobias’ se utiliza el A. cupreata como materia prima, en
ambos casos se identificaron linalol, a-terpineol, geraniol, eugenol y farnesol. ElI mezcal
“Laguna Seca” es elaborado con A. salmiana ssp. crassspina y en ambos casos se
identificaron linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol, geraniol, eugenol y farnesol. Algunos
terpenos que se encuentran en el agave permanecen durante todo el proceso de
elaboracion del mezcal y llegan hasta el producto final, en el cual juegan un importante

papel en las caracteristicas organolépticas de este producto.

5. 4 Andlisis multivariado

El andlisis e interpretacion de los resultados se complica cuando aumenta el nimero de
muestras y variables en un estudio. En € presente trabajo durante el analisis cualitativo
obtuvimos datos de 6 muestras (agave) y 26 variables (terpenos); con la intencion de
analizar con mayor profundidad estos datos y encontrar similitudes entre los perfiles de
terpenos de las especies de agave estudiadas de manera clara se empled el andlisis de

componentes principales (ACP) y el andlisis de conglomerados.
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5. 4. 1. Andlisis de componentes principales

Se aplicd € método analisis de componentes principales (ACP) a los datos obtenidos
con €l programa Statgraphics Centurion XV, se incluyeron las 6 muestras de agave y los
26 terpenos identificados. Después de ingresar y procesar los datos en € programa se
obtuvieron los diagramas de componentes principales en 2 y 3 dimensiones.

La Figura 24 muestra el diagrama de los dos primeros componentes principales (2
dimensiones) para el andlisis de terpenos en los 6 tipos de agave mezcalero en estudio.
En este caso se explica la semejanza en la distribucién de terpenos de las muestras a lo
largo del primer y segundo componentes. Es importante mencionar que se utilizaron los
26 terpenos, debido a que el analisis multivariado precisamente incluye en una misma
grafica todas las variables presentes en el estudio, esto con la finalidad de realizar la
interpretacion global de los resultados.

Si se analiza sblo el primer componente se puede ver que los taxa se separan en dos
grupos, el primero formado por A. duranguensis, el segundo por €l resto de los agaves.
Cabe recordar que el primer componente principal explica la mayor varianza de los
datos. Cuando se analiza solo el segundo componente, se pueden observar también dos
grupos, pero en este caso €l primero lo conformé solo el A. salmiana var. salmiana y el
segundo el resto de los agaves.

Diagrama de dispersion 2D
31F
[ A, cupreata ___.-_*'-' ;
o F_ A salmiana crassisoina| « | -
@ 11y o .
= .+ A duranguensis A, karwinskii | [
@ A angustifolia ™" /" -
- e
Q e .
o
E I
Q -29}
(]
A salmlana salmiana _——.
-4.9 i T PO [N R VI :I'.--.:.f':: MRS
-74 -5.4 -14 -1.4 0.6 2.6
Componente 1

Figura 24. Diagrama de dispersion de los dos primeros componentes principales (dos
dimensiones) en e andlisis de los terpenos de agave mezcalero.
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Al examinar el diagrama con los dos componentes principales trazados se puede

observar que se forman tres grupos, € primero formado por A. angustifolia, A.

karwinskii, A. salmiana ssp. crassispinay A. cupreata. El segundo grupo lo forma A.

salmiana var. salmiana y €l tercer grupo formado por €l A. duranguenss, siendo asi

consistente con lo que anteriormente se habia observado a examinar por separado el

primer y segundo componentes.

La Figura 25 muestra el diagrama de los tres primeros componentes principales (3

dimensiones), es decir, se incluye el tercer componente principal en el diagrama, en el

se observa que se forman cuatro grupos:. el primero formado por A. angustifolia, A.

salmiana ssp. crassispina y A. cupreata, el segundo por A. karwinskii, el tercero por A.

salmiana var. salmiana y el cuarto por A. duranguensis. Se puede observar que en el

diagrama 3D el A. karwinskii formd un nuevo grupo con respecto a diagrama 2D, ya

gue este agave se separd de A. angugtifolia, A. salmiana ssp. crassispina y, A. cupreata

alolargo del tercer componente principal.

Diagrama de dispersion 3D
e ? o ‘_‘————_—::-:_x_?
™M 39 ;“—"i__.____‘_ ';f,‘i:' 1 A- A salmiana salmiana
: R PRI 4 B- A angustifolia
QD 209 -_ C- A. karwinskil
[ 1 gr 25 E 1 D.- A salmiana crassispina
@ Y LEC gk E- A duranguensis
£ oot e EI'_ 3 F.- A cupreata
o .‘ : £y
a-o1f A —— s, |
E.1p < @) INELF A
5 K [ ; ’2 éﬂ,g'
74 ———— 1 2
54 34 14 gp ,5 49 Componente 2
Componente 1

Figura 25. Diagrama de dispersién de los tres primeros componentes principales (3

dimensiones) en € andlisis de |os terpenos de agave mezca ero.
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Con estos resultados podemos concluir la cercana relacion entre los perfiles de terpenos
de A. angustifolia, A. salmiana ssp. crassispinay A. cupreata.y no asi de A.karwinskii,

A. salmiana var. salmiana y A. duranguensis.

5. 4. 2. Andlisisde conglomerados

Se aplicé e método de conglomerados mediante el programa Statgraphics Centurion
XV, a igua que en e ACP se incluyeron las 6 muestras de agave y los 26 terpenos
identificados. Después de ingresar y procesar los datos en €l programa se obtuvo €l

dendrograma correspondiente.

La Figura 26 muestra el dendrograma obtenido de los datos de terpenos en los 6 agaves
en estudio. Como se puede observar los resultados son consistentes con |o obtenido en
los resultados del ACP, podemos observar que los agaves que presentan una mayor
similitud son A. salmiana ssp. crassispina y A. cupreata; posteriormente el segundo
conglomerado lo forman estos dos agaves con €l A. angustifolia. Una vez mas al formar
un nuevo conglomerado este grupo de tres agaves se une con A. salmiana var. salmiana
y finamente se forma un ultimo grupo con A. duranguensis, este Ultimo es
evidentemente el agave gque presenta la menor similitud entre los analizados, esto se
pudo observar anteriormente en el andlisis de componentes principales. La informacion
gue nos da el analisis de conglomerados confirma larelacidén cercana entre los agaves A.

angustifolia, A. salmiana ssp. crassispina y A. cupreata.
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A. salmiana var, salmiana

A. salmiana ssp. crassispina
A, angustifolia b—
A, cupreata 4‘

A, karwinskii

Figura 26. Dendrograma del andlisis de terpenos en agave mezcalero.

En esta parte es importante mencionar que en un trabajo anterior se analizaron los
&cidos grasos de 5 de los 6 agaves en estudio, faltando solo e A. duranguensis *.
Comparando algunas de las semejanzas entre los dendrogramas del perfil de acidos
grasos y de terpenos, se observa que el A. angustifoliay A. cupreata son los 2 tipos de
agave gue tienen la mayor similitud en ambos casos; sin embargo cuando se analizd el
dendrogramadel perfil de los acidos grasos ( Figura 27) se observé que A. salmiana ssp
crassispina presenta la menor similitud entre los 5 agaves analizados, mientras que en
el dendrograma del perfil de terpenos se presentan dentro de un conglomerado junto con

A. cupreata 'y A. angustifolia.

La figura 27 muestra el dendrograma de 5 agaves a partir de sus concentraciones de

&cidos grasos .
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A. salmiana s5p. crassispina

A. karwinskil

A, saimiana var. salmiana

A. angustifolia

A. cupreata

Figura 27. Dendrograma de 5 tipos de agave, construido a partir de sus concentraciones de
&cidos grasos.

5. 5 Cuantificacion deterpenos

Para la cuantificacion se utilizaron 6 terpenos que anteriormente se identificaron en
todos los agaves estudiados en el andlisis cualitativo: linalol, terpinen-4-ol, a-terpineol,

nerol, geraniol y eugenol.

5.5.1Linealidad del método

La linealidad del mé&odo se evalud para los 6 terpenos cuantificados. Para estos
terpenos se realizaron dos curvas de calibracion con soluciones estdndar como se
describe en el punto 4. 10. En la primera se utilizd concentraciones de 1 a 25 ng/mL y
en la segunda de 25 a 300 ng/mL.

La Tabla 7 muestra el coeficiente de correlacion (r) para cada uno de los terpenos

cuantificados en los dos rangos de concentraciéon utilizados. Como se observa la
linealidad es aceptable, pues en todos los casos r? es igual o superior a0.9933.
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Tabla 7. Linealidad del método (n = 4)

Terpeno Intervalo lineal (ng/mL) re
Linalol 1-25 0.9993
25-300 0.9957
Terpinen-4-ol 1-25 0.9987
25-300 0.9953
a-Terpineol 1-25 0.9987
25-300 0.9933
Nerol 1-25 0.9997
25-300 0.9981
Geraniol 1-25 0.9997
25-300 0.9985
Eugenol 1-25 0.9997
25-300 0.9975

5. 5. 2 Limite de deteccién y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron mediante soluciones estandar
de terpenos en concentracion de 1 ng/mL. Se calculd la desviacion estandar con la cual
se obtuvieron los limites de deteccion (LD = 2DE) y de cuantificacion (LQ = 10DE)
para los terpenos cuantificados. La Tabla 8 muestra los valores de limite de deteccion y

cuantificacion de los terpenos cuantificados.

Tabla 8. Limites de deteccion y cuantificacion (n=4

Terpeno DE (ng/mL) CV (%) LD LQ
(ng/mL) (ng/mL)

Linalol 0.089 8.9 0.18 0.89
Terpinen-4-ol 0.027 2.7 0.05 0.27
a-Terpineol 0.075 7.5 0.15 0.75
Nerol 0.071 7.1 0.14 0.71
Geraniol 0.065 6.5 0.13 0.65
Eugenol 0.041 4.1 0.08 0.41

5. 5. 3. Cuantificacion deterpenos en agave

La cuantificacion serealizd por medio de estandarizacion externa (curvas de calibracion
absoluta), seredlizaron dos curvas de diferente concentracion con la finalidad de cubrir
el amplio rango de concentraciones que presentaron los terpenos elegidos para su
cuantificacion. La cuantificacion serealizé sin el porcentaje de recobro, debido a que, al
hacer la extraccion del jugo de agave con ayuda del estrujado del agave, lo que se logra
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es la exposicion y liberacion de los terpenos junto con €l jugo. Por consecuencia se
parte del hecho que la muestra (jugo de agave) se comporta de una manera semejante a
agua desionizada adicionada con los estandares de terpenos durante la extraccion por
MEFSy que el porcentgje de recobro seria el mismo en ambos casos.

La Tabla 9 muestra los resultados de la cuantificacion de 6 terpenos identificados en
todos los agaves. En A. duranguensisy A. salmiana var. salmiana se cuantificaron los 6
terpenos. En A. salmiana ssp. crassispina y A. angustifolia se cuantificaron 5 terpenos,
en A. cupreata solo se cuantificaron 3 terpenos y finalmente el agave que presenta la
menor concentracion fue A. karwinskii en el cual solo se cuantificaron 2 terpenos. En la
Tabla 9, a final de cada columna se puede observar la suma de la concentracion de los
terpenos cuantificados para cada tipo de agave, esto con la finalidad de observar la
diferencia de las concentraciones totales de los terpenos entre los agaves estudiados. En
esta Tabla se puede observar que el agave que presenta la mayor concentracion total de
terpenos fue A. duranguensis con 7.36 pg/100g de agave, seguido por A. salmiana var.
salmiana con una concentracion de 7.17 ug/100g de agave. Es de notar que en ambos
agaves se encontraron terpenos con alta concentracion, tal es el caso del linalol en A.
salmiana var. salmiana y terpinen-4-ol en A. duranguensis. En A. angudtifolia y A.
salmiana ssp. crassispina, se observé una concentracion total de terpenos de 3.31y 1.18
H0/100g de agave respectivamente, mientras que |os agaves con la menor concentracion
de terpenos fueron A. karwinskii y A. cupreata con concentraciones totales de terpenos
de 0.44 y 0.35 ug/100g de agave respectivamente.

En la Tabla 9 también se presenta la sumatotal de cadaterpeno en los diferentes agaves,
estos valores se encuentran a final de cadafila, en ellos podemos observar los terpenos
gue se presentan en mayor concentracion y es un reflejo de la abundancia de estos en los
diferentes agaves estudiados. En estos resultados se puede notar que €l linalol fue el de
mayor concentracion en A. salmiana var. salmiana con 4.28 ug/100g de agave, ademas
de ser el Unico terpeno cuantificado en todos los agaves con concentraciones que van
desde 0.14 pg/100g de agave en A. cupreata hasta 4.28 ug/100g de agave en A.
salmiana var. salmiana. Ademés de lo anterior y como se podria esperar, €l linalol fue
el terpeno con mayor concentracion total encontrado en los agaves con 7.12 ug/100g de

agave.
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El Terpinen-4-ol fue el segundo con mayor concentracion total en todos los agaves, con

5.42 ug/100g de agave, esto en gran parte debido a que en A. duranguensis se cuantifico

en 4.20 pg/100g de agave, lo cual representd la segunda concentracion mas alta para un

terpeno en un agave.

Tabla 9. Cuantificacion de terpenos presentes en agave mezcalero, (n= 3).

A. salmiana ssp. A. salmiana A.
Agave crassispina var. salmiana A. angustifalia | duranguensis A. cupreata A. karwinski Total
cv cv CV |(ug/200| CV cv cv

#| Terpeno (H9/100g) | (%) | (H9/100g) | (%) | (M9/100g) | (%) 9) (%) | (M9/100g) | (%) | (Hg/100g) | (%) | (Mg/100g)
1|Linald 0.53 2.8 428 |6.0 1.24 6.6 073 |41 0.14 5.1 0.20 6.8 7.12
2 | Terpinen-4-d 0.25 9.3 029 |61 0.68 6.7 420 |19 NQ - NQ 5.42
3 | a-Terpineol 0.14 8.5 151 5.0 1.05 4.0 0.72 |37 0.14 35 NQ 3.56
4 | Nerol NQ 024 |64 NQ 016 |17 NQ - NQ 0.40
5 | Geraniol 0.14 4.9 0.52 55 0.19 7.5 143 |39 0.07 6.8 NQ 2.35
6 | Eugenal 0.12 2.4 033 |80 0.15 6.5 012 |99 NQ 0.24 4.1 0.96

Total

(1g/1000) 118 7.17 3.31 7.36 0.35 0.44

Los valores estan reportados en g por cada 100 g de agave.

NQ. No cuantificado

El nerol se cuantificO en menor concentracion total. Esto se puede observar en el

contenido total de cada terpeno, debido principalmente a que solo se cuantifico en A.

salmiana var. salmiana y A. duranguensis, con concentraciones de 0.24 y 0.16 ug/100g

de agave respectivamente, dando con ello una concentracion total de 0.40 pg/100g de

agave, ademéas fue el terpeno cuantificado en e menor nimero de agaves, solo en los

dos mencionados.

El geraniol se cuantifico en menor concentracion en un agave, siendo en el A. cupreata

con 0.07 ug/100g de agave, a pesar de €ello este terpeno se cuantificd en cinco agaves y

solo en A. karwinskii no fue posible su cuantificacion.
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6. CONCLUSIONES

Se desarrollé un método por microextraccion en fase solida seguida de cromatografia de
gases-espectrometria de masas (MEFS-CG-EM) para la extraccién, identificacion y
cuantificacion de terpenos en agave mezcalero. El método desarrollado presentd buena
linealidad, pues en el rango de concentracion de 1 a 300 ng/mL tuvo coeficientes de
correlacion (r?) superiores a 0.9933. La precision del método también fue aceptable con
coeficientes de variacion menores a 10% en todos los terpenos cuantificados.

La metodologia desarrollada por MEFS-CG-EM fue una técnica bastante simple,
requirié de una sola etapa en la extraccion, se utilizd poca cantidad de muestra, no se
utilizan disolventes, es de facil manipulacion y con un montaje experimental de bajo
costo.

Se identificaron 26 terpenos, de los cuales no todos se identificaron en todos los agaves
analizados, de estos sblo 9 se presentaron en todos los agaves. De los terpenos
identificados 22 fueron monoterpenosy sélo 4 sesquiterpenos.

En el A. duranguensis se identificaron 22 terpenos, siendo este el agave con mayor
cantidad de estos compuestos, mientras que en el resto de los agaves se identificaron
entre 12 y 14 terpenos en cada uno de ellos.

El linalol fue en general € terpeno con mayor concentracion de los 6 cuantificados,
mientras que nerol fue el de menor concentracion. El A. duranguensis y A. salmiana

var. salmiana fueron los agaves con la mayor concentracion de terpenos.

Se encontraron perfiles de terpenos particulares y caracteristicos en cada uno de los
agaves analizados y pueden ser responsables en cierta medida de las caracteristicas de
aroma de cada mezcal. El andlisis multivariado muestra que los agaves con mayor
similitud en su perfil de terpenos fueron A.angugtifolia, A. salmiana ssp. crassispina y
A. cupreata, mientras que el agave con menor similitud de entre los analizados fue A.

duranguensis.
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7. ANEXOS

En la Tabla Al se presentan los terpenos identificados en el presente estudio, su

estructuray el origen de donde se ha aislado o identificado anteriormente.

Tabla Al. Caracteristicas principales de algunos terpenos

31, 34, 37,54 - 66

pino, entre otros. |dentificado en
pimienta negra. Utilizado como
ingredi ente de sabor.

Terpeno Estructura Formulay | Caracteristicasprincipales
peso
molecular
| sotujol Ci1oH180 Componente en aceites esenciaes de
HO plantasy &rboles como tujay artemisia.

PM 154 Aislado de los pétal os de tanacétos o

tanariday del &bol de guarea
a-Felandreno CioH1s Componente del aceite esencial de
eucalipto, citricos, menta, entre otros.

PM 136 Identificado en pimienta negra,
arbustos de juniperos. Involucrado en €
mecani smo de defensa de &rboles de
coniferas.

a-Terpineno CioH1s Constituyente de aceites esenciales de
citricos, juniperos, eucdlipto, pinos.

PM 136 Identificado en pimientanegra
Asociado a olor alimon.

p-Cimeno CioHu4 Ampliamente distribuido en aceites de
plantas como turpentina en aceites de

PM 134 santoling, juniperas, citricos y muchas
otras. |dentificado como parte de las
secreciones de defensa de algunos
insectos. Usado en industrias de
sabores y perfumes. Identificado en
pimienta negra.

m-Cimeno CioH14 Presente en aceite de Ribes nigrum
(grosdlero negro), juniperos.

PM 134 Identificado como parte de las
secreciones de defensa de algunos
insectos.

B-felandreno CioHis Ampliamente distribuido en aceites
esenciales de eucalipto, santolina,

PM 136 angélica, lavandula, juniperos, menta,
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Linalol

ClOHlBO

PM 154

Constituyente de muchos aceites
esenciales como rosa, santaling, tuja
lavanda, juniperos, menta. |dentificado
como parte de las secreciones de
defensa de algunos insectos.
Identificado en pimienta negra. (Usado
ampliamente en laindustria de
perfumeria.

Pinocar veol

HO

ClOHlGO

PM 152

Constituyente del aceite de eucalipto,
Ledum (arbusto perene), juniperos,
Torilisjaponica, entre otros.

Verbenol

OH

ClOHlGO

PM 152

Presente en la terpentina de algunos
arboles, componente del atrayente
sexual de I ps confusus (insecto
descortezador de pinos) y feromona de
otros escarabgjos. Involucrado en €
mecani smo de defensa de &rboles de
coniferas.

Mentol

ClOHZO()

PM 156

Encontrado en gran cantidad de aceites
esenciales de arboles y plantas.
Presente especialmente en grandes
cantidades en aceite esencial de menta
y otras platas arométicas. Utilizado
ampliamente en perfumes, sabores,
aromas, anestésicos, anal gésicos, entre
Otros usos.

Terpinen —4-ol

ClOHlBO

PM 154

Aislado de hojas de eucalipto.
Identificado como parte de las
secreciones de defensa de algunos
insectos. Identificado en pimienta
negra, juniperos, santonina, tuja.
Encontrado en aceite esencia de
lavanda. Ingrediente en perfumes.

a- Terpineol

ClOHlBO

PM 154

Todos los isdmeros de este terpeno
aparecen ampliamente en aceites
esenciales de plantas del genero
Artemisia, en canda, juniperos, tuja,
santoling, arbol de guarea, pimiento
negro y eucdlipto.

Mirtenol

HO

ClOHlGO

PM 152

Aislado del Mirto o Arrayan (arbusto
aromético) y otras plantas arométicas.
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Bor neol CioH150 Borneol y su acetato son usados en la
industria de la perfumeria. Encontrada
PM 154 en lacdrcuma aromética, en lacanelay
otras plantas. Identificado en pimienta
negra. Componente del aceite de
OH valeriana, manzanillay lavanda. Usado
medicinalmente como anestésicoy
analgésico en Chinay Japon.
Piperitol Ci1oH180 Aislado del aceite esencial de menta,
eucalipto y Andropgon sp (plantade la
PM 154 familia de las poaceas).
HO
Nerol CioH150 Constituyente de muchos aceites
esencialesincluidos de plantas y flores
X PM 154 como la bergamota. Usado
ampliamente en laindustriadela
perfumeria.
OH
| soger aniol Ci1oH180 Encontrado en aceites esenciales con
aroma de rosas.
= oH PM 154
Citral CioH160 Frecuente en aceite esencial de limén,
N naranjay otros citricos. Importante en
CHO PM 152 laindustria de los aromas en aimentos
y perfumeria.
Carvona C1oH14.0 Constituyente de varios aceites
o esenciales como el delacarum carvi
PM 150 (carviao comino de prado), de artemisa
y de la menta. Ingrediente en varios
sabores artificiales.
Geraniol C1oH180 Constituyente del aceite de geranios. Se
puede encontrar en estado libre y como
OH PM 154 éster en aceites esenciales de varias

plantas. Olor fragante, utilizado en
aromas artificiales de rosas. Usado
ampliamente en perfumeria.
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Mirtanol

HO

¥

ClOHlBO

PM 154

Raramente se encuentraen forma
natural. Aislado de Chamaecyparis
formosensis (&rbol endémico de
Taiwan).

p - Eugenol

OH

ClOHlZOZ

PM 164

Molécula considerada como fenil -
propanoide, Extraido de aceites
esenciales, principalmente de clavo,
nuez y canela. Identificado en pimienta
negra. Utilizado como anestésico,
antiséptico, perfumeria. Utilizado en la
industria de saborizantes Conocido
como feromona de a gunos insectos,
principalmente moscas.

Cadineno

C15H24

PM 204

Constituyente del aceite esencia de
algunas plantas y flores como citroneta
y arbol de guarea. Identificado en
pimienta negra. |dentificado en algunos
vinos.

Cubenol

(0]

H

R

ClSHZGO

PM 222

Constituyente en aceites esenciades de
juniperosy otras plantas, arboles y
flores.

o - Bisabolol

=

ClSHZGO

PM 222

Identificado en pimienta negra.
Constituyente del aceite esencia de
pinos, matricaria chamomilla
(Manzanilla) y Populus balsamifera
(bdlsamo de Judea) Utilizado como
agente antiinflamatorio.

Farnesol

ClSHZGO

PM 222

| dentificado en pimienta negra.
Utilizado en laindustria de la
perfumeria. Ampliamente difundido en
hojas, floresy raices de plantasy
&rboles. Encontrado en secreciones de
insectos. En mamiferos se ha
determinado que son importantes como
sustancias de comunicacion, conductay
usados en secreciones para marcar
territorio. Reconocido como agente
antibacterial, incluso como regulador
de proliferacion celular en tumores, por
lo que es considerado como posible
anticancerigeno.
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Curvas de calibracién absoluta para la cuantificacion de terpenos

Las figuras A1 a A6 muestran las curvas de calibracion absoluta para la cuantificacion
de terpenos.
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2= 09993 a #=0,9957 b

9,00E+07 2 6,00E+08

8,00E+07
© / @ 500E+08 —
& 7008407 — o
‘$ 6,00E+07 —— B 4 o0E08

o &

T 500E+07 ° /
o 0
3 3,00E+08
g 4,00E+07 —— k4 /
T 300807 S 200e008
S 200E+07 c /
o " =)

1,00E+07 1008408 =

0,00E+00 0,00E+00

0 5 10 15 2 % 30 0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion (ppb) Concentracion (ppb)

Figura Al. Curvas de calibracién absoluta (estandarizacion externa) paralinalol en
concentraciones de: @)1 a 25 ppby b) 25 a 300 ppb
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Figura A2. Curvas de calibracién absoluta (estandarizacion externa) para Terpinen-4-ol
en concentraciones de:
a)l a25 ppby b) 25 a300 ppb

Y = 1880868 X + 2669275 Y= 8679286 X + 41682592 b
= 0,9987 a I 1*=0,9933

6,00E+07
= 3,00E+08 £
% 5,00E+07 / g
= 5 250E08
@
\g o / 8 200e008 /

143
T swsor / % 1,50E+08
1%
L 2008007 g 1,00E+08 /
S > sooe0r
= 100E+07
=
> 0,00E+00 / 0,00E+00
0 5 10 15 2 2 0 0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion (ppb) Concentracién (ppb)

Figura A3. Curvas de calibracién absoluta (estandarizacion externa) para o - Terpineol
en concentraciones de:
a) 1a25ppby b) 25a300 ppb
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Figura A4. Curvas de calibracidn absoluta (estandarizacion externa) para Nerol en
concentraciones de: @)1 a 25 ppby b) 25 a 300 ppb
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Figura A5. Curvas de calibracién absoluta (estandarizacion externa) para Geraniol en
concentraciones de: @)1 a 25 ppby b) 25 a 300 ppb
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Figura A6. Curvas de calibracion absoluta (estandarizacion externa) para Eugenol en
concentraciones de: @)1 a 25 ppby b) 25 a 300 ppb
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