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Sintesis

En el presente trabajo se realiz6 la cuantificacion algunos alcoholes secundarios
presentes en los tequilas mediante minimos cuadrados parciales (PLS) a partir de
de espectros de infrarrojo medio (MIR) de120 sistemas de los correspondientes
analitos en concentracion variable y conocida. Primeramente se obtuvieron los
modelos O6ptimos para posteriormente aplicarlos en tequilas adquiridos en
comercios de prestigio, con el objeto de cuantificar metanol, acetato de etilo y 3-

metil-1-butanol.

Los datos de MIR se obtuvieron en un espectrofotometro FT-IR MIR Perkin Elmer,
en un Intervalo de 4000 a 400 cm™ con resolucién de 1 cm™” y un ATR de
diamante. Para lograr el modelo 6ptimo, se variaron las regiones del intervalo de
niumero de onda, escalado, normalizacién, correccion de linea base y se

eliminaron las muestras mal comportadas (muestras andémalas).

Se lograron obtener 3 modelos Optimos por minimos cuadrados parciales (PLS)
para la predicciéon de las concentraciones de metanol, acetato de etilo y 3-metil-1-
butanol en tequilas. Se compararon las concentraciones obtenidas con las

previamente determinadas por cromatografia de gases.

Los valores de concentracion obtenidas de cada analito se localizaron dentro de
las concentraciones maximas y minimas permitidas en la NOM-006.SCFI-2012

para los tequilas.



Introduccion

El tequila es consumido a nivel nacional e internacional. Es un aguardiente
elaborado en una pequeia region de México, se obtiene de la planta agave
“Tequilana Weber”, mejor conocida como agave azul. Existen los denominados
tequilas 100% agave, los cuales solo contienen azucares provenientes del agave
tequilana weber azul. Los tequilas mixtos o denominados simplemente tequilas,
que ademas de originarse de azucares del agave variedad azul, pueden
elaborarse a partir de azucares de otras especies de agave u otras fuentes, en
una proporcién no mayor del 49%. Estas variedades de tequilas estan reguladas
por la NOM-006-SCFI1-2012. [1]

El proceso de la elaboracion del tequila consiste principalmente en los siguientes
pasos: Se cortan las pifias. Se llevan a un horno. Se muelen y se coloca en tinas
para la fermentacion. Se destila. El tequila 100% agave o tequila mixto puede ser
envasado o afejarse en barricas de roble blanco, para dar origen a diferentes

tipos de tequila como lo son: blanco, joven, reposado, afiejo y extra afejo. [2,9]

El tequila contiene sustancias congenéricas que se encuentran en una cantidad
conocida como puede ser alcoholes superiores, acidos, acetales, aldehidos,

cetonas, esteres, furanos, fenoles, pirazinas, compuestos azufrados y terpenos. [3]

De acuerdo con la norma NOM-006-SCFI-2012 algunos compuestos presentes en
el tequila deben encontrarse dentro de ciertos limites de concentracién para poder
acreditar la calidad del tequila. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana la
concentracion total de alcoholes superiores debe estar entre 20-500 mg/100 mL de
etanol anhidro; al rebasar dicho valor puede afectar el sabor del tequila o causar
dafos en la salud del consumidor. En el metanol se establecen valores de
concentracion de 30-300 mg/100 mL de metanol anhidro. Su presencia en exceso
puede tener efectos toxicos como neuritis Optica y acidosis metabdlica en los
tejidos entre ellos destaca el acido formico, responsable de graves trastornos de
equilibrio acido-base y el formaldehido que produce lesiones en la retina dando

origen a la ceguera irreversible. [1]



Un reto cada vez mas importante para la industria tequilera es la obtencién de
productos de calidad. Para asegurar esta calidad, es necesario que los productos
cumplan con la normativa establecida antes de salir al mercado. Los métodos
tradicionales consumen tiempo y son costosos. La industria moderna necesita,
métodos de analisis simples, rapidos, fiables y con un bajo costo por analisis; es
por ello que la espectroscopia MIR en combinacibn con las técnicas

quimiométricas, constituyen una técnica idonea para el control de calidad.

En el presente trabajo se disefio un modelo a partir de datos FT-MIR de 120
sistemas con concentraciones conocidas de los analitos de interés, en
combinacion con la técnica multivariante de minimos cuadrados parciales (PLS)
para cuantificar alcoholes superiores, metanol y acetato de etilo, metilpropanol,
metilbutanol y propanol en diferentes tequilas comerciales con el fin de contar con
un método mas simple y rapido para verificar si los tequilas cumplen con la norma

oficial mexicana.



1. Objetivos

1.1. Generales

Establecer un modelo de regresion/calibracion multivariante por minimos
cuadrados parciales (PLS) para la cuantificacion de los principales compuestos
presentes (metanol, acetato de etilo, n-propanol, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-
propanol) en diferentes marcas de tequilas a partir de datos espectroscépicos de
infrarrojo (MIR) con el fin de contar con un método mas simple y rapido para

verificar si cumplen con la norma mexicana.

1.2.Particulares

Desarrollar modelos mediante la técnica multivariante de minimos cuadrados
parciales (PLS) a partir de espectros IR-MIR para la cuantificaciéon de metanol,

acetato de etilo y 3-meti.-1-butanol en tequilas.

Aplicar los modelos optimos para la cuantificaciéon de alcoholes superiores en
tequilas y compararlos con las concentraciones previamente obtenidas mediante

cromatografia de gases.



2. Marco teédrico
2.1.Tequila

2.1.1. Definicion

Tequila es una palabra de origen nahuatl “tequitl/” que significa trabajo u oficio y

“tlan” lugar, es decir “lugar de trabajo”. [9]

La norma mexicana NOM-006-SCFI-2012, define al tequila como: “Bebida
alcohdlica regional obtenida por destilacion de mostos, preparados directa y
originalmente del material extraido, en las instalaciones de la fabrica de un
productor autorizado la cual debe estar ubicada en el territorio comprendido en la
declaracion, derivados de las cabezas de “Agave Tequilana Weber” variedad
azul, previa o posteriormente hidrolizadas cocidas y sometidas a fermentacion
alcohdlica con levadura, cultivadas o no, siendo susceptibles los mostos de ser
enriquecidos y mezclados conjuntamente en la formulacion con otros azucares
hasta en una proporcion no mayor de 49% de azucares reductores totales

expresados en unidades por masa.[1]

2.1.2. Agave

Las plantas de Agave son originarias del Continente Americano, con la mayor
concentracion de especies nativas de México en donde se les conoce con los

nombres comunes de “magueyes” 0 “mezcales”. [6]

El Agave es una planta de la familia de las amarilidaceas, de hojas largas vy
fibrosas, de forma lanceolada, de color verde azulado, cuya parte aprovechable
para la elaboracion de tequila es la pifia o cabeza. Florece de junio a agosto,
fructifica de septiembre a diciembre. La unica especie admitida para los efectos en
la NOM-006-SCFI-2012, es el “Agave Tequilana Weber” variedad azul, que haya

sido cultivada dentro de la zona sefalada en la declaracion (Figura 2.1.2.1). [3,9]


http://cronos.cta.com.mx/cgi-bin/normas.sh/cgis/despliega2.p?convar=NOM-006-SCFI-2005

FIGURA 2.1.2.1 Agave Tequilana Weber

2.1.3. Elaboracion del tequila.

La primera tarea es: seleccion de hijuelos de la especie agave “Tequilana
Weber”; estos hijuelos deben estar libres de enfermedades y con una altura

aproximada de 50 cm. [7]

A su vez, de acuerdo con la Declaratoria General de proteccion a la denominacion
de Origen Tequila y la NOM del Tequila, la citada variedad de agave debe cumplir
con otros requisitos para que pueda ser utilizado en la fabricacién de Tequila, esto

es:

e Su cultivo debe realizarse dentro de una zona geografica delimitada por la
declaratoria general de denominacioén de origen.

e Debe estar registrado en el organismo de certificacion del Tequila.

El ciclo de la planta es de aproximadamente 10 afos, plazo en el que se alcanza

su plena madurez; es decir, cuando es capaz de aportar las mejores mieles. [7]

Pasos para la elaboracion del tequila:

Jima. Accion que consiste en separar la parte no aprovechable de las
hojas o pencas de agave cuando ésta ha alcanzado el desarrollo adecuado

para su industrializacion. El resultado de esta operacion es la obtencion de



la “piAia” del agave formado por el tallo y la parte basal de las hojas o
pencas en donde se encuentran almacenados los carbohidratos utilizados
para la elaboracién del Tequila. La herramienta utilizada en la jima del

agave es la Coa. [1]

Recepcion de la materia prima. Después de la cosecha, las pifias se
transportan a las industrias y antes de ingresarlas se realiza un muestreo

para determinar la cantidad de azucares reductores (fructuosa, glucosa). [2]

Cocimiento o hidrélisis. Considerando que el principal carbohidrato que
contiene el agave es la inulina (polimero de fructosa y glucosa) y que este
compuesto no es susceptible de ser fermentado por las levaduras, es
necesario realizar la hidrélisis para obtener azucares simples
(principalmente fructosa). Para ello, se utiliza principalmente un
procedimiento térmico o enzimatico o bien, la combinacion de ambos. La
hidrolisis se lleva a cabo en hornos de mamposteria por 48 horas o
autoclaves y en ambos casos se emplea vapor a una temperatura entre 100
y 110°C. [4,5,9]

Molienda: La molienda se divide en varias etapas y tiene como propésito
extraer los azucares que se encuentran en la fibra del agave. La etapa de
molienda se inician con el desgarramiento de las pifias, el cual consiste
pasar el agave cocido por una maquina que se encarga de desmenuzarlo
para, posteriormente, llevarlo a una seccion en donde prensas de tipo
cafiero exprimiran los jugos. Una vez exprimido este material fibroso, pasa
por una seleccién donde se aplica agua para la maxima extraccion de los
azucares. Como resultado de este proceso se obtiene un jugo de agave
que contiene un 12% de azucares. Con esta materia prima se formula el

mosto o caldo para la fermentacion. [4,5,9]

Fermentacion: Es una de las etapas mas importantes del proceso, ya que
es aqui donde se lleva a cabo la transformacién de los azucares en alcohol

etilico, y otros productos en menores proporciones. La fermentacion se



lleva a cabo en grandes tinas de acero inoxidable, las cuales son cargadas

con las mieles también llamadas mostos. [1,4,5,9]

Destilacion: Es el procedimiento por el cual los fermentos son separados,
mediante calor y presidn, en productos de riqueza alcohdlica (tequila) y
vinazas; estas ultimas constituyen un producto de desecho. Los puntos de
ebullicion de los diferentes compuestos y los diversos volumenes y
presiones del alambique ayudan a la separacion de gases, que se
condensan en productos de mayor riqueza alcohdlica. En la elaboracion del
tequila son necesarias dos destilaciones, la primera llamada
“‘destrozamiento” y la segunda llamada “rectificacion” en la cual se
incrementa la riqueza alcohdlica y se eliminan los productos indeseables,
obteniendo un producto de mayor pureza, el tequila que se recibe del
“destrozamiento” o primera destilacion se le llama “tequila ordinario”, y el
que termina de la segunda destilacion o “rectificacion” es considerado
como “tequila blanco”. Ademas de las vinazas, existen otros subproductos
del inicio y final de la destilacion conocidos como “cabezas” y “colas”

respectivamente. [9,10]

Anejamiento: La finalidad del afiejamiento es conferir al tequila el color,
aroma y sabor caracteristico, el cual se deposita en barricas de roble blanco
0 encino, donde permanece de 5 meses a 3 afnos. Finalmente se ajusta el
contenido alcohdlico a 38-40°G.L el cual es filtrado para separar algunas

particulas provenientes de barrica. [9,10]

La figura 2.1.3.1 ilustra el proceso anteriormente descrito de la elaboracion del

tequila.
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FIGURA 2.1.3.1 Proceso de la elaboracion de Tequila (DOT).

2.1.4. Clasificaciéon del tequila

Existe en el mercado una gran variedad de marcas de tequila; algunas con un
reconocido prestigio y otras nuevas de dudosa calidad. La NOM-006-SCFI-2012,

indica dos categorias basicas de tequilas: tequila 100 % agave y tequila mixto. [1]
e Tequila 100% de agave

Producto que no es susceptible en la fermentacion de ser enriquecido con otros
azucares distintos a los obtenidos del “Agave Tequilana Weber” variedad azul de

alta calidad.

Para que este producto sea considerado como “Tequila 100% de agave” debe
ser embotellado en la planta de envasado que controle el propio productor
autorizado, misma que debe estar ubicada dentro del territorio comprendido en la

declaracion.

Este producto debe ser denominado unicamente a través de alguna de las

siguientes leyendas: “100% de agave” o “100% puro de agave”. [1]



e Tequila mixto o simplemente tequila

Es aquel producto que se obtiene de la destilacion y rectificacion de mostos, en

cuya formulacién se han adicionado hasta una proporcién no mayor del 49% de

azucares, distintos derivados de la molienda, como pueden ser glucosa, piloncillo

0 sacarosa. [2]

De acuerdo a las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la

destilacion y rectificacion, el tequila 100% agave y el tequila mixto se clasifican en

una de las siguientes clases:

>

>

Tequila blanco. Producto embotellado posterior a la destilacion.

Tequila abocado, joven u oro. Es un producto igual al blanco, sélo que
a diferencia de haber sido modificado, en color y sabor, para hacerlo
parecer lo mas posible a un producto reposado o bien siendo la mezclas
de tequila blanco con tequilas reposados; la forma de modificarlo es la

que es aceptada por el CRT, con insumos que ellos permiten.

Tequila reposado. Sujeto a un proceso de maduracion de por lo menos
tres meses en recipientes de madera de roble o encino y hasta once

meses.

Tequila afnejo. Sujeto a un proceso de maduracion de por lo menos un
afio en recipientes de madera de roble o encino, cuya capacidad
maxima sea de 600 litros; su contenido alcohdlico comercial debe, en su

caso, ajustarse con agua de dilucion.

Tequila Extra Anejo. Sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos tres anos en barricas de roble blanco o encino, sin especificar el

tiempo de maduracion en la etiqueta. [9]
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2.1.5. Denominacién de Origen

Para que la bebida destilada del agave azul pueda ser llamada tequila, tiene que
ser producida en un area delimitada geograficamente. Actualmente se ha
permitido que dicha denominacion también pueda ser usada por los 125
municipios de Jalisco, 7 municipios de Guanajuato, 30 municipios de Michoacan, 8
municipios de Nayarit y 11 municipios de Tamaulipas, con un total de 181

municipios de 5 estados (Figura 2.1.5). [6,7]

Tamaulipas

FIGURA 2.1.5 Estados con denominacién de origen tequila (DOT).

2.1.6. Caracteristicas del tequila auténtico.

El Consejo Regulador del Tequila (CRT) tiene como funciones salvaguardar la
denominacién de origen del tequila, tanto a nivel nacional como internacional y la
de garantizar al consumidor la autenticidad del tequila dando las siguientes

indicaciones en la etiqueta. (Figura 4.1.6.1)

> La palabra TEQUILA

» Categoria: (TEQUILA O TEQUILA 100% DE AGAVE)
» Clase: blanco, joven, reposado, afejo y extra afiejo.
» Contenido neto expresado en litros o mililitros.

>

Porcentaje de alcohol en volumen "Alc. Vol." (de 35% a 55%).
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» Nombre o razdén social del productor y domicilio de productor y
envasador.

Leyenda “HECHO EN MEXICO”.

Contrasefia oficial NOM y numero de productor autorizado (4 digitos).
Lote.

Leyenda precautoria.

YV V. V V V

Marca registrada.

&

Marca registrada

® oMR. .4 s 2 Namero de lote
Ori gen JK ~ § Nombre del sabor,
palabra tequila I S N\ i ;%Igéiggroma
TEQUILA 3
REPOSADO Clase de tequila

Categoria (TEQUILA
0 TEQUILA 100% de
AGAVE)

NOM 9999 CRT]

40 % Ale. Vol

Contrasena oficial

Por ciento de alcohol
envolumen % Alc. Vol.

CON, NET. 750 ml

Contenido neto
expresado en litros

o mililitros PRODUCIOO Y ENVASADO POR Leyenda HECHO

B A e ENMEXICO

COL. SANTA
Nombre 0 l'aZ()n €. P, 55580, ARANDAS, JAL
social del productor EL ABUSO EN EL CONSUMODE ESTE .
y domicilio del PRODUCTO ES NOCIVO PARA LA SALUD Leyenda precautoria
productor o envasador.

FIGURA 2.1.6.1 Caracteristicas de la etiqueta del tequila.

2.1.7. Composicion de las bebidas destiladas.

Compuestos que confieren sabor y aroma:

» Metanol: Muy frecuente en productos elaborados a partir de fruta ya
que éstos contienen pectinas que pueden desprender metanol. Se
considera una sustancia indeseable y tdxica ya que en concentraciones

altas puede ocasionar ceguera y muerte.
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> Alcoholes superiores: También denominados alcoholes de fusel. Se
encuentran en altas concentraciones en cualquier tipo de bebidas
destiladas. Si estas concentraciones son excesivamente altas se
pueden considerar como sustancias indeseables. Entre los principales

se encuentra el isoamilico y el isobutilico.

> Acidos organicos: El principal es el acido acético que proviene una
parte de la fermentacion y por otra parte de la madera de la barrica.
Otros acidos organicos importantes son el propionico, isobutirico y el

caproico.
> Esteres de acidos grasos: El mas importante es el acetato de etilo.

» Compuestos carbonilicos: El mas importante es el acetaldehido. Otros

son el furfural y la vainilla, muchos de ellos procedentes de las barricas.

Estos compuestos son los que van a caracterizar los distintos tipos de bebidas

destiladas, ya que proporcionan su sabor agradable al tequila. [10]

2.1.8. Adulteracion en bebidas alcohodlicas.

La adulteracion se refiere a una parcial o total sustitucion de una especie por otra
y frecuentemente involucra la mezcla de productos auténticos con unos similares,
pero menos caros. Esta adulteracion no es facil de detectar, aunque
frecuentemente hay marcadores naturales presentes en el material adulterado que
pueden ser monitoreados. La deteccion de la autenticidad tiene particular
importancia en bebidas alcohdlicas, porque éstas generalmente estan asociadas

con una region de origen especifico, lo que hace mas importante al producto. [11]
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2.1.9. Normas que rigen la calidad del tequila.

De acuerdo a la NOM-006-SCFI-2012, tanto el tequila 100% agave como el

tequila mixto debe cumplir con las especificaciones sefialadas TABLA 2.1.9.1 [1]

TABLA 2.1.9.1 Especificaciones fisicoquimicas del tequila [1]
Valores expresados en mg/100mL de alcohol anhidro

Tequila Tequila Tequila Tequila
Parametros blanco joven reposado anejo

MIN | MAX | MIN | MAX | MIN | MAX | MIN | MAX
Alcoholes | oq | 500 | 20 | 500 | 20 | 500 | 20 | 500
superiores
Metanol 30 300 | 30 300 | 30 300 30 300
Acetato 2 | 200 | 2 | 200 | 2 | 200 | 2 | 200
de etilo

Como materia prima para la elaboraciéon de bebidas alcohdlicas, la NOM-142-
SSA1-1995 unicamente permite el uso de alcohol etilico cuyo contenido de

productos secundarios no exceda las siguientes especificaciones TABLA 2.1.9.2.
[12]

TABLA 2.1.9.2. Especificaciones sanitarias. [12]
Limite maximo
mg/100mL de etanol anhidro

Especificaciones

Metanol 100
Aldehidos 30
Furfural 4

Alcoholes Superiores 200

3. Espectroscopia IR

3.1.Introduccién a técnicas espectroscopicas

La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscopicas
que encontré un uso extendido, en particular la espectroscopia de absorcion

infrarroja (IR) que recibe su nombre de la regidén del espectro electromagnético
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implicada. Hay una segunda forma de espectroscopia vibracional (Raman) que se
sustenta en un fundamento fisico diferente y proporciona informacion similar y
complementaria al IR. La regién IR del espectro electromagnético se encuentra
entre 12800-10 cm™. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de
los aparatos se puede dividir en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-4000 cm™, IR
medio: 4000-400 cm™; IR lejano: 400-10 cm™, siendo en el IR medio donde se dan
la mayoria de las aplicaciones analiticas tradicionales, aunque desde la década de
los 80 la utilizacidon del NIR ha experimentado un innegable auge. El NIR requiere
una minima o nula preparacion de la muestra y ofrece un analisis cuantitativo sin
consumir o destruir la muestra. Con frecuencia se combina con un
espectrofotometro Visible-Ultravioleta y dispositivos de fibra optica para analisis

remoto, encontrando especial interés en control de procesos.

Por su parte el IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales Opticos
especiales. Es utilizado para el analisis de compuestos organicos, inorganicos u
organometalicos que contengan atomos pesados (masa atdbmica superior a 19) y

proporciona informacién util en estudios estructurales.

Por lo que respecta al IR medio, existen espectrofotometros comerciales desde
1940, aunque los avances mas significativos en la técnica se produjeron con el
desarrollo de instrumentos que incorporan el método de transformada de Fourier
(FT-IR), que ha mejorado la calidad de los espectros y minimizado el tiempo
requerido para la obtencion de datos. Hoy en dia, casi todos los instrumentos
utilizados en espectroscopia infrarroja estan equipados con sistema de analisis

que utilizan transformadas de Fourier de haz sencillo. [22,23]

Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que
permite estudiar practicamente cualquier muestra con independencia del estado
en que se encuentre: liquidos, disoluciones, pastas, polvos, fibras, peliculas,

gases o superficies son algunos ejemplos.

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) aplicada a

materiales bioldgicos proporciona un reflejo de la composicion quimica y
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estructural de los mismos. Los espectros de absorcion de los materiales bioldgicos
complejos estan representados por bandas constituidas por una superposicion de
picos originados por la absorcion de sus constituyentes (proteinas, carbohidratos,
lipidos y otros compuestos de bajo peso molecular), representando “huellas
digitales” altamente especificas de los mismos. FT-IR ha sido empleada a nivel
mundial en el analisis de fluidos humanos (sangre, suero, orina, liquido sinovial,
liguido amnidtico, etc.) bacterias, hongos, virus, células individuales, tejidos,
secciones de tejidos, etc., lo que ha permitido el diagnostico de diversas
enfermedades infecciosas, procesos oncoldgicos y odontologia. En el caso del
estudio de microorganismos los espectros FT-IR revelan una imagen de la

composicién quimica de la pared celular.

3.2. Modos normales de vibracion

Las vibraciones en moléculas poliatdmicas son mucho mas complejas que en la

simple molécula diatdmica que sélo puede vibrar en un modo (stretching).

El numero de modos independientes de vibracién en una molécula de N atomos
se calcula asumiendo que el movimiento de cada atomo se puede describir en
términos de desplazamientos a lo largo de tres direcciones espaciales, de modo
que tendremos 3N desplazamientos a considerar. Tres combinaciones de esos
desplazamientos resultan en el movimiento en el espacio de toda la molécula y por
tanto se corresponden con traslaciones de su centro de masas (figura 3.2.1). Si la
molécula es no-lineal, otras tres combinaciones de desplazamientos especifican la
rotacion de toda la molécula alrededor de su centro de masas, por lo que quedan
3N-6 combinaciones de desplazamientos en los atomos que dejan el centro de
masas Y la orientacion de la molécula inalterados, y que son las distorsiones de la

molécula que nos interesan. [23]
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FIGURA 3.2.1 Tipos de vibracion

Estos modos normales son por tanto movimientos particulares del colectivo de
atomos que conforman la molécula, independientes unos de otros y con su
frecuencia de vibracion caracteristica. Aunque estos movimientos sean colectivos,
en muchos casos es posible identificar la vibraciéon como principalmente de tipo
stretching o de tipo bending.

El requerimiento general para absorber radiacion infrarroja es que la vibracién
debe producir un cambio neto en el momento dipolar de la molécula. (Ej. N=N

inactivo; C=0 activo)

En moléculas altamente simétricas es frecuente que pares o triadas de modos
sean idénticos. En este caso se llaman modos de vibracion degenerados y dan

lugar a una sola banda. (Ej. W(CO)6 una unica banda stretching). [23]

Regla de exclusion: si una molécula tiene centro de inversion ninguno de sus
modos normales puede ser activo a la vez en IR y Raman, pudiendo ser un modo

inactivo en ambos.

Las vibraciones que tienen frecuencias muy cercanas suelen aparecer como una

sola banda.

Las vibraciones que tienen poca intensidad pueden no ser observadas.
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3.3.Instrumentacion

Los espectrofotometros IR tienen los mismos componentes basicos que el resto
de aparatos utilizados en procesos de absorcion; por ejemplo, en el estudio de la
zona visible-ultravioleta del espectro. Basicamente, se necesita un instrumento
para medir la transmision de radiacion electromagnética de una muestra en
funcién de la longitud de onda o del numero de ondas. El elemento mas
importante debe permitir aislar la radiacion de regiones espectrales definidas y
permite diferenciar entre los distintos tipos de espectrofotdmetros: no dispersivos,
dispersivos y de transformada de Fourier (FT). En éstos ultimos, se utiliza un
interferometro que permite una modulaciéon de la radiacion dependiente de la
longitud de onda. Otro elemento esencial en los espectrofotometros es una fuente
de radiacion que debe aportar la mayor intensidad posible en la region de longitud
de onda que se esta investigando. Las fuentes de radiacion térmicas son las mas
utilizadas, proporcionando una radiacion continua. El propésito del sistema optico
es transmitir la radiacion desde la fuente al detector con la minima pérdida. Los
sistemas de lentes de vidrio o cuarzo utilizados en otras regiones no tienen utilidad
en el IR porque absorben radiacién, de modo que se utilizan espejos de vidrio con
un recubrimiento de oro o aluminio. El sistema Optico va equipado con un
compartimento para la muestra, en el que ésta se situa en el camino de la
radiacién, bien mediante celdas u otros accesorios que permitan realizar medidas
diferentes a la transmision.(Ej. Attenuated Total reflectance: ATR) El detector se
emplea para convertir la sefial optica en una senal eléctrica facilmente medible,
como el voltaje. Esto se consigue con la ayuda de equipos electrénicos para
amplificar y digitalizar las sefales. Mientras que los primeros espectros se
registraban de forma analdgica sobre papel, hoy en dia el ordenador es un
componente esencial con multiple posibilidades para procesar y almacenar los
espectros. Los aparatos basados en el método de transformada de Fourier ofrecen
una relacién sefial/ruido mucho mejor y mayor rapidez en la obtencién de
espectros, por lo que se imponen en el mercado. A continuacién se esquematiza

un instrumento de este tipo. (Figura 3.3) [22]
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FIGURA 3.3 esquema de general de los componentes de un espectrofotometro IR

3.3.1. Espectrofotometros FT-IR.

Los espectrofotometros dispersivos son los primeros que se utilizaron, aunque
muy pocos quedan activos en la actualidad para medidas de rutina en el IR-medio.
Emplean un dispositivo para restringir la longitud de onda que se mide de forma
sucesiva, frente a la medida simultanea de todas las longitudes de onda que
realizan los aparatos basados en la transformada de Fourier. En éstos ultimos el

componente mas importante es el interferémetro (Figura 3.3.1.1)

Movable

mirror
Fixed 1

Beam
splitter
; ] mirror

FIGURA 3.3.1.1. Esquema de un espectrometro FT-IR con un interferometro
Michelson clasico.

En un interferometro Michelson el haz de radiacién que viene de la fuente se
divide mediante un espejo semipermeable en dos haces parciales que se reflejan
en sendos espejos, uno fijo y otro movil, vuelven al beamsplitter y se recombinan
en interferencia. Un desplazamiento del espejo movil cambia el camino optico en
ese brazo del interferdmetro, introduciendo una diferencia de fase entre los haces

y por tanto un cambio en la amplitud de la interferencia. La intensidad de sefal
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que llega al detector tras atravesar la muestra, representada como funcion de la
diferencia en la trayectoria de ambos haces (retardo) es lo que se llama
interferograma. Con una radiacibn monocromatica se obtiene una sefal coseno,
que en el caso de caminos Opticos idénticos en ambos brazos proporciona una
interferencia constructiva sin diferencia de fase entre los haces y por tanto una

intensidad maxima. [22]

En la Figura 3.3.1.2 se muestran algunos interferogramas y los espectros
(intensidad en funcion de frecuencia o numero de ondas) a los que dan lugar
mediante la tratamiento matematico de transformada de Fourier, observandose
que para bandas espectrales anchas el maximo del interferograma cae

rapidamente.
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Figura 3.3.1.2: Espectros (izquierda.) y sus respectivos interferogramas.
Radiaciéon monocromatica(a) y radiacién continua de una fuente térmica (d)
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La mayoria de espectrometros FT-IR son instrumentos de un s6lo haz con un

disefio similar al que se muestra en la Figura 3.3.1.3.

sample
compartment

Figura 3.3.1.3 Disefio general de FT-IR

3.3.2. Accesorios estandar

Celdas: son contenedores con un camino 6ptico definido apropiados para situar
muestras liquidas o gaseosas en el paso del haz, que deben cumplir los siguientes

requisitos: [23]

* Las ventanas deben ser permeables al paso de la radiacion a las longitudes de

onda en uso, y de ser posible no provocar pérdidas por reflexion o dispersion.
 El material debe ser resistente a la muestra.

» El camino optico debe estar perfectamente definido para analisis cuantitativo y

permitir variaciones en el analisis cualitativo.
* En la medida de lo posible deben permitir recuperar la muestra.

Accesorios de reflectancia total atenuada (ATR): Esta gama de dispositivos
son especialmente utiles para obtener espectros IR de muestras que no pueden

ser colocadas en los soportes habituales para el método de transmision. Asi, son
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apropiadas para estudiar solidos gruesos insolubles o0 muy absorbentes, muestras
liquidas, incluyendo laminas, recubrimientos, polvos, hilos, adhesivos, polimeros y
muestras acuosas. La ATR requiere poca o ninguna preparacién para la mayoria

de las muestras y es una de las técnicas de muestreo mas versatiles.

La ATR ocurre cuando un haz de radiacién entra desde un medio mas denso (con
un mayor indice de refraccion) en un medio menos denso (con un menor indice de
refraccion). La fraccion del haz incidente reflejado se incrementa cuando aumenta
el angulo de incidencia. Toda la radiacion incidente se refleja en la interfaz cuando
el angulo de incidencia es mayor que el angulo critico (que es funcion del indice
de refraccion). El haz penetra una distancia muy pequefia mas alla de la interfaz
hacia el medio menos denso antes de que suceda la reflexion completa. Esta
penetracién se llama «onda evanescente» y se produce a una profundidad de
unas pocas micras. Su intensidad se ve atenuada por la muestra en las regiones

del espectro IR donde la muestra absorbe. [22]

Reflectancia especular: Constituye un método no destructivo para analizar capas
delgadas sobre sustratos selectivos sin necesidad de preparacion de la muestra.
La reflexion especular se observa cuando el medio reflectante es una superficie
enormemente pulida. En este caso el angulo de reflexion es igual al angulo de
incidencia de la radiacion. Si la superficie contiene una sustancia capaz de
absorber radiacion en el infrarrojo, la intensidad relativa de la reflexiéon es menor
en las longitudes de onda donde la superficie absorbe que en las longitudes de
onda en las que no hay absorcion. Por ello, la representacion grafica de la
reflectancia, que es la fraccion de la potencia radiante incidente que se refleja
respecto a la longitud de onda o numero de onda, proporciona un espectro para un
compuesto que es similar, en su aspecto general, al espectro de transmision de la

especie.

Reflectancia difusa: La espectrometria de reflectancia difusa es una forma eficaz
de obtener espectros en el infrarrojo directamente sobre muestras pulverizadas
con un minimo de preparacion de la misma. Ademas de ahorrar tiempo en la

preparacion de la muestra, permite la obtencion de datos de la regién espectral del
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infrarrojo convencional de muestras que no han sufrido una alteracion apreciable

de su estado original.

3.3.3. Regiones espectrales importantes en el IR
El IR medio se suele estudiar en cuatro zonas:
Region de vibracién de extensiéon X-H (4000-2500 cm™)

Esta absorcion corresponde a la extension de enlaces con hidrégeno (alcoholes,
aminas y enlaces C-H), y no se ve muy afectada por el resto de la molécula por lo

que las bandas son bastante constantes en esa zona.

Las vibraciones de stretching C-H de los grupos metilo y metileno son las mas
caracteristicas a la hora de identificar un compuesto como organico conteniendo al

menos un centro alifatico, y aparecen entre 3000-2850 cm™.

El O-H stretching produce una banda ancha en el rango 3700-3600 cm™, que
probablemente es una de las mas dominantes y caracteristicas entre las
absorciones de grupos funcionales. Si hay enlace por puente de hidrégeno (muy
frecuente aunque en distinta extension) se produce un ensanchamiento de las
bandas y una ligera disminucion en la frecuencia de absorcion. La distincion entre
alcoholes primarios, secundarios y terciarios se hace con la ayuda de las bandas
C-O- stretching y O-H bending.

El N-H stretching se suele observar entre 3400 y 3300 cm™ y generalmente es una

absorcion mas aguda que la O-H. Los compuestos con el grupo NH2 presentan

una estructura doblete mientras que las aminas secundarias tienen una unica

banda aguda.
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Region del triple enlace (2500-2000 cm™)

En esta region absorbe un numero muy limitado de compuestos, de modo que su

presencia se hace facilmente evidente (-C=N, C=0, -C=C-, -N EC--).Mientras que
el -C=C- stretching se presenta como una banda muy débil, las demas son de

intensidad media.
Region del doble enlace (2000-1550 cm™)

Las bandas principales se deben al grupo carbonilo C=0 (1830-1650 cm™) vy al
doble enlace C=C, siendo la primera mucho mas intensa que la segunda y una de
las mas faciles de reconocer en el espectro. Otras bandas en esta zona son la

C=N y la flexién de aminas y alcoholes. [22]

Una serie de bandas débiles de combinacion entre 2000 y 1650 cm™' se suelen

utilizar para asignar el grado de sustitucion en anillos bencénicos.

Si hay humedad en la muestra, absorciones anchas debidas a las vibraciones O-H
en torno a 3500 y 1400 cm™ ocultan la existencia de otras posibles bandas en

esas zonas.
Region de huella dactilar (1500-600cm™)

En esta regién del espectro pequenas diferencias en la estructura y la constitucion
de una molécula dan por resultado cambios importantes en la distribucién de los
picos de absorcién. Como consecuencia, la correspondencia de dos espectros en
esta region constituye una prueba de su identidad. Muchos enlaces sencillos
absorben en esta region y se produce fuerte interaccion entre enlaces vecinos.
Debido a su complejidad, es muy dificil interpretar de forma exacta el espectro en
esta region (a diferencia de las anteriores), pero es esta complejidad vy

singularidad la que permite la utilidad de identificacién como “huella dactilar”.
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3.3.4. Aplicaciones del IR en analisis cualitativo

La identificacién de grupos funcionales especificos, especialmente en moléculas
organicas, es la aplicacion principal de la espectroscopia IR, en tanto que permite
la caracterizacion de sustancias desconocidas y el seguimiento de especies
concretas. A continuacion se presentan las principales familias de compuestos en

los que esta técnica ha encontrado aplicacion cualitativa.
— Compuestos organicos

Una de las principales aplicaciones de la Espectroscopia IR es la identificacion de

compuestos organicos.
— Compuestos inorganicos

Los compuestos inorganicos son estudiados habitualmente por IR. Reciben

especial atencion los compuestos de boro, silicio y fésforo.
— Polimeros

Esta técnica es un meétodo habitual para la caracterizacion de polimeros,
ofreciendo informacién sobre la estructura y composicion del material. Asi, se
obtienen datos de isomeria conformacional y configuracional, enlaces por puente

de hidrogeno, orden en la cadena y cristalinidad.
— Sistemas biolégicos

La comprensién de las relaciones entre la estructura y la funcion de los materiales
biolégicos es uno de los retos en la biologia actual. La Espectroscopia IR ha
demostrado ser una herramienta poderosa en el estudio de moléculas bioldgicas,

especialmente las proteinas y los lipidos. [23]
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3.3.5. Analisis cuantitativo

Cada propiedad de una sustancia que dependa claramente de su concentracion
puede utilizarse como base para un método de analisis cuantitativo. En el caso del
IR se utiliza la cantidad de radiacion electromagnética absorbida, y el parametro a
medir es el cociente entre la intensidad de la radiacién (de una longitud de onda
determinada) antes y después de atravesar la muestra. La ley de Beer describe la

relacion entre esta magnitud determinada experimentalmente y la concentracion:

A = -log (IIIO) =a-b-c (3.3.5)

Donde b es el espesor de la celda que atraviesa la radiacion y a, la absortividad
molar, es una constante para cada sustancia a una longitud de onda. Esta relacion
de proporcionalidad directa motiva que sea la absorbancia la magnitud utilizada en
estudios cuantitativos, mientras que la transmitancia se prefiere en los estudios
cualitativos. En teoria, para analizar una disoluciéon de concentracion desconocida
se deben preparar disoluciones patron, elegir una banda adecuada, medir la
absorbancia a esa longitud de onda y dibujar una recta de calibrado. La
concentracion de la muestra problema se hallara en esta recta de calibrado a partir
del dato experimental de absorbancia medido en el aparato. Algunos matices
importantes a esta situacion son necesarios: respecto a la preparacion de
disoluciones de concentracion conocida, deben tener valores de Absorbancia
adecuados, ni demasiado débiles ni demasiado intensos; hay que elegir
cuidadosamente el pico de absorcidén entre los mas intensos que no presenten
solapamiento (el estiramiento stretching del grupo carbonilo C=0 es muy
utilizado); cuando aparecen picos asimétricos (frecuente en muestras sdlidas) se

debe utilizar el area bajo las bandas en lugar de la altura maxima. [23]
Determinacion de la absorbancia

Frente a la determinacion del area total bajo una banda, se suele preferir la

medida de la intensidad en el maximo de un pico A__ en la posicion de numero de

ondas correspondiente. Para ello se registra el fondo (background) colocando la
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celda con el disolvente puro, que debe tener un indice de refracciéon similar al del
material utilizado en la ventana. Luego se pone la muestra en la celda y se registra
el espectro, a partir del cual se calcula la intensidad. Para ello se traza una linea
perpendicular en el maximo de absorcion y su transmitancia se mide en el gje Y.
El valor de la linea de base en este eje se toma como |, de modo que el célculo de
A es inmediato. Actualmente los aparatos van acompanados de un software que
permite realizar estas medidas de forma sencilla y automatizada, y la presentacién

en absorbancia es una opcion disponible. [23]

Los avances de la tecnologia de los computadores asociados a la espectroscopia
ha permitido la expansion del IR cuantitativo. La aplicacion de métodos
estadisticos al analisis de datos experimentales se conoce como quimiometria, y
hoy en dia se considera el ultimo paso en la determinacion de la composicion de
una muestra: el calculo y la evaluacion de los resultados analiticos. Los métodos
mas frecuentes en la espectroscopia infrarroja son los minimos cuadrados clasicos
(CLS), inverso (ILS) o parcial (PLS) o la regresion de componentes principales
(PCR). Cuando no es necesario conocer la concentracién especifica de las
especies, sino conocer cuales de ellas estan presentes en una mezcla compleja.
Estos métodos pueden comparar muchas variables dentro de un juego de datos,

como intensidad, frecuencia y anchura de banda. [23]

3.4. Aplicaciones MIR en la industria.

Industria farmacéutica: La espectroscopia IR es un complemento ideal a la
Resonancia magnética Nuclear y la Espectrometria de masas, y se ha utilizado
ampliamente tanto en la evaluacion de materiales crudos como en la produccion
de los compuestos activos y excipientes. La caracterizacion de los diferentes
polimorfos de una droga se puede llevar a cabo por IR y cobra especial relevancia

porque la actividad de una de las formas puede ser muy superior a las demas.

Industria alimentaria: Tanto el IR-medio como el cercano (NIR) se han utilizado

para obtener informacion cualitativa y cuantitativa de muestras de alimentos. Estos
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son mezclas complejas que contienen agua, proteinas, grasas y carbohidratos

como componentes mayoritarios.

Control de la contaminacién: El control rutinario de los niveles de sustancias
toxicas en el medioambiente (aire, agua y suelo), ha impulsado el desarrollo de

técnicas para analisis cuantitativo automatico.

Otros usos: Esta técnica se ha empleado con éxito en el estudio de combustibles
fosiles, por ejemplo determinando su contenido de agua. ElI analisis
multicomponente se ha aplicado al estudio de minerales,. Por ultimo, el IR se ha
utilizado en catalisis para identificar las especies adsorbidas en la superficie y el

modo en que tiene lugar esta union. [23]

4. Quimiometria

Las raices de la quimiometria se remontan al afio 1969 cuando Kowalski, Jurs e
Isenhour publicaron una serie de trabajos sobre la aplicacion de maquinas de
aprendizaje lineal para clasificar espectros de masa de baja resolucion. Siguiendo
estas primeras iniciativas, otros grupos empezaron a trabajar en problemas
similares de clasificacion. Grupos como el liderado por Wold que trabajaron con
algoritmos de clasificacion como SIMCA, o Massart en el campo de la optimizacion
de métodos cromatograficos. En el ano 1972 aparece por primera vez el nombre
de quimiometria en un trabajo de Svante Wold. Paralelamente, Kowalski usé el

nombre de “Laboratory of Chemometrics” para su grupo de investigacion. [16]

Las técnicas instrumentales, y especialmente las espectroscépicas, generan una
gran cantidad de datos relativos a las muestras analizadas en breves intervalos de

tiempo. [17]

Pero ello, no quiere decir que cuantos mas datos se obtengan, mas informacién se
tiene del sistema. Tal y como dijeron Beebe y Kowalski en 1987, sélo cuando los
datos son interpretados y utilizables se convierten en valiosos para los quimicos y

para la sociedad en general; entonces los datos se convierten en informacion. En
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este punto es donde la quimiometria juega un papel decisivo, la cual puede ser
definida como la parte de la quimica que, utilizando métodos matematicos,
estadisticos y de logica formal a) disefia o selecciona procedimientos de medida
optimos y b) proporciona la maxima informacion relevante de los datos analiticos.
[16]

La quimiometria abarca diversos objetivos como el filtrado de sefales
(pretratamientos aplicados a los datos experimentales para mejorar la calidad de
la sefial), métodos de reconocimiento de pautas (técnicas multivariables mediante
las que se pueden establecer agrupaciones de muestras en funcion de su similitud
y métodos de clasificacibn de nuevas muestras) y métodos de calibracion
(técnicas multivariables mediante las cuales se busca una relacién cuantitativa
entre la sefal analitica y alguna propiedad de la muestra). Son muchas las
técnicas quimiomeétricas que se pueden utilizar para llevar a cabo estos objetivos.
[19]

4.1.Etapas del proceso de modelado.

Se define como modelo multivariable a la relacion matematica que se establece
entre las variables analiticas (por ejemplo, un espectro MIR) con las propiedades
fisicas o quimicas (presién, tamafo de particula, concentracion, etc.) de uno o
varios analitos de una muestra. Los modelos multivariables se diferencian de los
univariables en qué estos ultimos, relacionan una unica variable con la propiedad
a determinar, mientras que los multivariables relacionan varias variables X con una

o varias variables Y. [17,19]

El principal objetivo de los métodos multivariables es establecer modelos, de
clasificacion o de calibracioén, los cuales sean capaces de predecir las propiedades

modeladas de muestras desconocidas.

Para la construccién de un modelo de calibracion es conveniente seguir estos

pasos:
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1. Seleccion de un conjunto de calibracién o entrenamiento.

Obtencioén de un numero de muestras suficientes para la creacién del modelo
las cuales se conoce la propiedad a determinar. El conjunto debe ser
representativo de toda la variabilidad quimica y fisica de la muestra con la
finalidad de obtener métodos analiticos robustos. En modelos cualitativos
deberan recoger variabilidad del tipo: tamafo de particula, densidad,
proveedor, etc.; en cambio, para modelos cuantitativos ademas de la
variabilidad mencionada deberan cubrir el intervalo del parametro a
determinar, como por ejemplo, la concentracién de analito. La construccion o
seleccion de un adecuado conjunto de calibracion, es quiza, el paso mas
critico de la construccién de un modelo de calibracién, ya que de ello

dependeran los resultados de prediccién. [17,19]

2. Métodos de referencia.
El desarrollo de modelos cuantitativos requiere el conocimiento previo de las
variables que van a ser determinadas. Para ello se utilizan los métodos de
referencia que deben proporcionar valores precisos y exactos, ya que de

ellos dependera la calidad del modelo a desarrollar [17,19].

3. Registro de la informacién analitica.
Registro de informaciéon analitica primaria que se va a utilizar en la
construccion del modelo de calibracion En esta tesis la informacion quimica
se extraera de los espectros MIR. Los espectros MIR se caracterizan por
tener bandas anchas y solapadas, es por ello, que es necesario un posterior

tratamiento matematico de los datos para obtener la informacion de interés.

4. Pretratamiento de los datos.
Los pretratamientos espectrales son correcciones del espectro basado en

tratamientos matematicos. [16, 17, 19]

Una vez obtenidos los espectros MIR de las muestras seleccionadas, puede
ser necesario aplicar un pretratamiento espectral que permita aumentar la

relacion senal/ruido y por ende acrecentar la sefial correspondiente al analito
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de interés. No todos los pretratamientos consiguen ambos objetivos
simultaneamente, por lo que la seleccion del mas apropiado es puramente

experimental.

Los pretratamientos espectrales mas utilizados son:

e Promedio de espectros: el calculo del espectro promedio de una muestra

reduce el ruido espectral, ya que éste es considerado aleatorio.

e Centrado de los datos: se calcula el valor medio de cada variable de la
matriz y se resta en cada punto de la columna. El valor medio corresponde
al centro del modelo, y los valores de todas las variables se encuentran

ahora referidos a este centro.

X'i,m = Xim — Xm (4.1.1)

Donde Xx'im es el dato centrado, xim es el dato de la fila i (o espectro i) y la
columna m (o la variable m) antes del centrado y x,, es la media de la

columna m.

e Autoescalado de los datos: posteriormente al centrado de cada columna,

se divide el resultado por la desviacion estandar de la columna.

Xjp = 2 4.1.2)

Sm
Donde x'im es el dato autoescalado, xm es el dato de lafilai (o espectro i)
y la columna m (o la variable m) antes del autoescalado, x, es la media de

la columna my sy, es la desviacion estandar de la columna.

e Suavizado: existen filtros que permiten minimizar el ruido espectral
mediante calculos polindmicos de convolucion (Savitzky-Golay) o por

Transformada de Fourier

e Derivadas: la baja diferenciacion que normalmente presentan los

espectros MIR puede ser mejorada derivando los espectros, lo cual
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permite aumentar las diferencias entre las bandas anchas y solapadas del
espectro. La primera derivada elimina los desplazamientos de linea base,
mientras que la segunda derivada elimina los términos que varian

linealmente con la longitud de onda.

Variable normal estandar (SNV, Standard Normal Variable): se utiliza
principalmente para corregir el efecto de dispersion (scattering) producido
por ejemplo, por las diferencias en el tamafo de particula de muestras
solidas.

SNV __ Xim~™Xj
Xi,m = 5—1 (4.1.3)

Donde xfﬁv es el valor de la absorbancia de la fila i (o espectro i) y la

columna m (o la variable m) una vez aplicado el pretratamiento, xn es el
valor de la absorbancia original de la fila i (espectro i) y la columna m
(variable m), X; es la absorbancia media del espectro i y s; es la desviacién

estandar de lafila i (espectro i).

Correcciéon del efecto multiplicativo de dispersion (MSC, Multiplicative
Scattering Correction): tiene la misma utilidad que el SNV; sin embargo, el
pretratamiento espectral depende del conjunto de muestras al que se

aplica.

Correccion de la sefial ortogonal (OSC, Orthogonal Signal Correction):
permite eliminar toda aquella informacion contenida en los espectros que
no esta correlacionada con la propiedad a determinar. Su aplicacién

permite obtener modelos de calibracion mas simples.

Construcciéon del modelo quimiométrico.

El calculo del modelo quimiométrico seleccionado (cualitativo o cuantitativo)

se realiza con un conjunto de muestras llamadas de calibracién. Durante el

desarrollo del modelo se evaluan distintos parametros implicados en el
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célculo (pretratamiento, intervalo espectral, umbral de identificacion, nimero

de factores, errores de calibracién, entre otros). [16]
6. Evaluacion del modelo quimiométrico.

La evaluacién del modelo se lleva a cabo mediante la aplicacion de éste a
un conjunto de muestras conocidas (para modelos cualitativos se conoce su
identidad y para cuantitativos se conoce el valor de la propiedad a
determinar). Este nuevo conjunto de muestras debe ser independiente al
anterior. Si los resultados de prediccion no son satisfactorios, el modelo

debe ser recalculado. [16, 17, 19]

4.2.Diseno de experimentos.

El objetivo clasico del disefio de experimentos (DoE, Design of Experiments) es la
obtenciéon de modelos estadisticos para evaluar si determinados factores influyen
en la variable de interés. El disefio de experimentos se usa por ejemplo para la

optimizacion.

4.3. Analisis cualitativo.

Los métodos de reconocimiento de pautas (PRM, Pattern Recognition Methods)
son un conjunto de técnicas quimiométricas que permiten realizar analisis

cualitativos de un modo rapido y simple. [16, 17, 19]
4.3.1. Analisis en componentes principales (PCA).

No existe unanimidad en considerar el PCA como un método de clasificacidén, por
el hecho de que no establece fronteras entre las diferentes clases ni aplica ningun
criterio estadistico que permita discernir las clases. No obstante, es una técnica de
reduccion de variables que permite visualizar en un espacio de 2 6 3 dimensiones,

cuan similares o diferentes son un grupo de muestras entre si.
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La interpretacion de los resultados obtenidos con el PCA para una clasificaciéon es
puramente subjetiva y se lleva a cabo a partir de la representacion de los scores
de las muestras de un componente principal frente a los scores de otro(s)
componente(s). Si existe una relacién entre las muestras, en el grafico de los
scores, los puntos apareceran agrupados; mientras que si las muestras no se

asemejan entre si, los puntos apareceran dispersos entre si. [16, 17, 19]

4.3.2. Analisis de agrupamientos (clusters).

Bajo el nombre de analisis de agrupamientos se engloban las técnicas de analisis
de datos cuya finalidad es descubrir los agrupamientos naturales existentes en
una tabla de datos experimentales. Este tipo de analisis constituye el nivel cero de
los PRM’s y dado su caracter no supervisado es dificil evaluar su rendimiento. Por
el contrario, el andlisis por agrupamientos es muy eficaz en la investigacion
cientifica por la capacidad de generar hipotesis de trabajo. Desde este punto de
vista conviene recordar que un algoritmo es inmune a los prejuicios del
investigador que examina los datos experimentales y es capaz de manejar las

tablas ingentes de datos que genera la actual instrumentacion quimica.

4.4. Anadlisis cuantitativo.

El proceso de calibracion permite establecer la relacion entre la respuesta
instrumental y la propiedad a determinar, utilizando a tal efecto un conjunto de
muestras representativas. La espectroscopia MIR proporciona un gran numero de
variables respuesta para cada muestra, variables que en general no pueden ser
asignadas a un solo analito. Esto ha propiciado el desarrollo de métodos de
calibracién capaces de relacionar multiples variables con la propiedad a
determinar. Estos métodos son conocidos como Métodos de Calibracidn
Multivariables. En la Figura 4.4.1 se muestra una clasificacién general de los

mismos.
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Metodos
lineales

Analisis
cuantitativo

MEFOdOS PLS no lineal
no lineales

FIGURA 4.4.1 Clasificacion general de los métodos de calibraciéon
multivariables.

4.4.1. Regresion lineal multiple (MLR).

Es un método de analisis cuantitativo que requiere de una seleccion previa de las
variables significativas a partir de las cuales se construye la ecuacion de
regresion. La regresion lineal multiple (MLR, Multiple Linear Regression) establece
una relacion lineal entre la sefial (longitudes de onda discretas) y la propiedad a

determinar mediante un ajuste de minimos cuadrados. [16, 17, 19]

En dicha regresion se asume una relacion entre la absorbancia y la concentracion
que es inversa a la ley de Lambert-Beer. La concentracion a determinar es funcion
de la absorbancia a cada longitud de onda; la concentracion se calcula
multiplicando los valores de absorbancia por unos coeficientes de proporcionalidad

obtenidos durante la etapa de calibrado.

El desarrollo de modelos MLR requiere una adecuada seleccion de las longitudes
de onda que son utilizadas para su calculo. Dicha tarea es compleja ya que en
muchas ocasiones la variaciéon de la concentracion a determinar, no puede ser
asignada a unas longitudes de onda discretas y es por ello que su uso en
espectroscopia MIR es reducido. Ademas, la seleccion de un excesivo numero de

longitudes de onda puede acarrear problemas de colinealidad, al existir diferentes
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variables independientes altamente correlacionadas que aportan la misma

informacion.

4.4.2. Regresion en componentes principales (PCR).

Es un método cuantitativo en el cual previamente se ha realizado una reduccién
de variables basandose en un PCA. De este modo, se consigue condensar la
informacion inicial en un niumero de variables inferior al original. Este método es
un caso particular de la regresion lineal multiple (MLR) en el cual se utilizan los

scores obtenidos de un PCA como variables independientes. [16]

4.4.3. Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

La informacion espectroscopica puede correlacionarse con magnitudes fisicas o
quimicas, obteniéndose ecuaciones o modelos de calibracion. El fundamento de
cualquier calibracion es establecer una relacion entre la sefal instrumental y la
propiedad a determinar, y posteriormente predecir esta propiedad a partir de la
sefal medida en una muestra desconocida. Es posible utilizar calibraciones
univariables cuando la senal es selectiva a la propiedad estudiada. Sin embargo,
en espectroscopia MIR no siempre es posible y hay que recurrir a calibraciones

multivariables. [17]

El método de regresion PLS (Partial Least Squares) se basa también en una
reduccion de variables. Sin embargo, a diferencia del PCR, la descomposicién de
la matriz espectral se realiza simultaneamente con la matriz de la propiedad a

determinar descomponiéndose segun:

X=TPT +E (4.4.3.1)

Y=UQT +F (4.4.3.2)
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Donde X es la matriz de datos espectrales e Y la matriz de la propiedad a
determinar, T y U son las matrices de scores, P y Q las matrices de loadings y E y

F las matrices de residuales.

La descomposicion de ambas matrices no es independiente, sino que se realiza
de forma simultanea, estableciéndose una relacion interna entre los scores de los

bloques X eY:
U =DbT (4.4.3.3)

Donde b es el coeficiente de regresion para cada uno de los factores del modelo.

El calculo del valor Y de una muestra desconocida se realiza utilizando la relacion

interna:
Y=T*BQT +F (4.4.3.4)

Donde T  es la matriz de scores de la muestra analizada obtenida del modelo
calculado, B es el coeficiente de regresion de cada factor, Q" la matriz de loadings

del modelo y F el residual de la prediccién.

4.4.4. Eleccion del numero de componentes principales.

El desarrollo de cualquier modelo de calibracion necesita de algun sistema que,
aparte de saber si una calibracién proporciona una capacidad predictiva
apropiada, permita evaluar la conveniencia de utilizar mas o0 menos componentes

principales en una determinada calibracién.

La metodologia mas utilizada para construir el modelo de calibracion es la
validacién cruzada (Cross validation). Esta utiliza muestras del bloque de
calibracion para comprobar el modelo. Mediante este método el conjunto de
muestras se divide en varios segmentos. El modelo se construye tantas veces

como numero de segmentos se ha elegido, utilizando un segmento como bloque
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de datos para comprobar los resultados y el resto para construir el modelo, de
forma que cada vez se deja un segmento fuera. Esto se realiza para cada factor,
calculando el MSECV para cada segmento y acumulandolo de forma que se
consiga una buena estimacion del poder predictivo de las muestras de calibrado.
Cuando el numero de segmentos es igual al numero de muestras de calibrado, es
decir, cuando cada segmento tiene una sola muestra. A este procedimiento se le

suele llamar leave-one-out.

=% 2
Y, (i-yREF)

me

MSECV = (4.4.4.1)

Donde m. es el numero de muestras de calibracion, §; es el valor calculado por el

modelo e yREF el valor de referencia.

Cuanto mayor sea el numero de factores, el porcentaje de informacion incluida en
el modelo es mayor y los errores de calibracién disminuyen, sin embargo la
complejidad del modelo aumenta. Es por ello, que se debe llegar a una solucion
de compromiso tratando de obtener el modelo mas simple con la mejor capacidad
predictiva. Uno de los criterios establecidos para esta seleccion es la eleccion del
numero de factores que suministre el menor error de prediccién. La determinacion
del numero de componentes en esta tesis se llevo a cabo utilizando como criterios
de decision el analisis de la ganancia en varianza explicada al afadir un nuevo
componente al modelo y a través de la comparacion de la representaciéon grafica
del RMSE, error cuadratico medio (Root Mean Square Error), (Ecuacion 4.4.4.2) o
bien el RSE (Relative Standard Error) (Ecuacion 4.4.4.3) frente al numero de
componentes tanto para calibracion (RMSEC o RSEC), como para validacién
(RMSEP o RSEP). EI RMSEC o el RSEC disminuye paulatinamente al aumentar
el numero de componentes, en cambio, el RMSEP o RSEP presenta un minimo o
bien una disminucién relativa significativamente menor a partir del nimero 6ptimo

de componentes.

m (yNIR_yREF)?
RMSE = \/ N Uil ) (4.4.4.2)

m
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Siendo m el nimero de muestras, YR los valores de referencia e YN® los valores
predichos por el modelo. EI RMSE puede ser considerado como el error medio
obtenido en el proceso de modelado y esta expresado en las mismas unidades

que los datos de referencia.

2
sz, (R vre)

m +REF2
i=1 Yj

RSE =

X 100 (4.4.4.3)

Donde YREF son los valores de referencia e YN son los valores predichos por el

modelo.
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5. Desarrollo experimental
5.1. Material y reactivos

5.1.1. Equipo

Se utilizd un Espectrofotometro Frontier FT-IR MIR Perkin Elmer, con ATR de

diamante en un intervalo de 400 a 4,000 cm™. La Figura 7.1.1.1 muestra el equipo.

FIGURA 5.1.1.1 Espectrofotometro Frontier FT-IR MIR Perkin Elmer

En la Figura 5.1.1.2 se observa el ATR con la cantidad de muestra a analizar:

FIGURA 5.1.1.2 ATR de diamante y una pequefa gota de muestra
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5.1.2. Reactivos

En las siguientes tablas se indican las caracteristicas de los compuestos utilizados

para el desarrollo experimental.

TABLA 5.1.2.1. Caracteristicas del compuesto utilizado para la soluciéon

etanol-agua
Densidad
Compuesto Férmula | Pureza Peso Pur_1t9 Marca
molecular | g/mL | ebullicion
Etanol absoluto | CoHsOH | 99.6 46.07 0.790 78.3°C | J.T.Baker

TABLA 5.1.2.2. Caracteristicas del compuesto utilizado para la preparacion de
los estandares

Compuesto | Férmula | Pureza| Peso | Densidad Punto Marca
molecular g/mL ebullicién

Acetato de | c,H,0, | 99.7 88.1 0.900 77.0°c | Riedel-
etilo de Haen
Metanol CH3;0H 99.9 32.04 0.791 64.7 °C J.T.Baker

n-propanol C3HsO 99.8 60.09 0.8 97.0°C Fluka
3-meti-1- | c,H,0 | 98.0 88.15 0.809 |121-132°c | Sigma-

butanol Aldrich

2-metil-1- | c,H,00 | 99.5 74.12 0.801 |107-108°C | Fluka

propanol
5.1.3. Material

= Matraz volumétrico: 25 mL, 100 mL, 2 L
= Micro pipeta de 5-25 ulL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 1-5 mL

= Vaso de precipitado de 5 mL, 100 mL

= Probeta1L
= Agua destilada

= Envases de plastico

= Puntas para micro pipeta
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5.1.4. Tequilas analizados

Los tequilas analizados fueron los siguientes:

TABLA 5.1.4 Tequilas analizados

Nombre Clase
Coa de Azul ANEJO
Don Agustin ANEJO
Campo Azul ANEJO
Herradura ANEJO
Sauza 3 Generaciones ANEJO
100 Afos BLANCO
Jimador BLANCO
Amo BLANCO
Orendain BLANCO
Viuda de Romero BLANCO
Herradura BLANCO
Puerto Vallarta BLANCO
Casco Viejo BLANCO
Alamo BLANCO
Corralejo REPOSADO
Sauza Hornitos REPOSADO
José Cuervo REPOSADO
Don Ramén REPOSADO
100 Afos REPOSADO
Olmeca Supremo REPOSADO
1800 REPOSADO
Herradura REPOSADO
Cabrito REPOSADO
Sierra REPOSADO
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En la figura 5.1.4 se muestran algunos tequilas analizados

\\\\\

| dinador ; . - §

o ¥

Figura 5.1 4 I-{Igunos tequilas analizados

5.2. Procedimiento experimental

5.2.1. Preparacion de soluciéon etanol-agua

Se prepararon 4 L de una solucion al 38% de etanol: agua. En un matraz
volumétrico de 2 L, se midieron 760 mL de etanol con una probeta de 1 L,
posteriormente se agregaron 1240 mL de agua destilada. Se trasvasaron a un
garrafén de plastico previamente enjuagado y secado con un poco de solucion
para evitar contaminaciones, con el fin de poder mezclar para completar los 4 L

deseados para la preparacion de los sistemas y el enjuague de la celda.

5.2.2. Preparacioén de soluciones madre

Se prepararon soluciones madre de los siguientes estandares como se muestra en

la tabla 7.2.2.1 aforando con la solucién de etanol-agua.
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TABLA 5.2.2.1 Soluciones madre de los estandares

. . Volumen de | Concentracion
Reactivo mL del reactivo

aforo mL real mg/ L
Metanol 1 25 31,636.84
Acetato de Etilo 0.3 100 2,691.90
N-propanol 1 25 31,936.00
2-metil-1-propanol 1 25 31,879.80
3-metil-1-butanol 1 25 31,874.60

5.2.3. Preparacion de estandares

Se realizaron estandares a partir de las soluciones madre como se muestra en la

tabla 5.2.3. Localizada en el anexo. Para tal efecto se tomaron en cuenta los

intervalos de concentracion permitidos por la NOM-006-SCFI-2012.

Tabla 5.2.3 Intervalos de concentracion de compuestos permitidos por la

Norma

Concentracion Minima | Concentraciéon Maximo
Compuesto (mg/L) (mg/L)
Acetato de etilo 5.11 815.65
3-metil-1-butanol 60.56 2039.97
Metanol 101.24 1186.38
2-metil-1-propanol 60.57 2040.31
N-propanol 60.68 2043.90

5.2.4. Preparacion de los sistemas

Se realizaron soluciones muestra a partir de soluciones madre como se muestra

en la tabla 5.2 .4.
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TABLA 5.2.4 Preparacion de los sistemas con sus concentraciones reales

ML tomados de la solucién madre Concentraciones reales (mg/ L)
Sistema Acetato N- 2-metil- | 3-metil- Acetato N- 2-metil- | 3-metil-
Metanol | ¢ etilo propanol 1- 1- Metanol | ¢ etilo propanol 1- 1-
propanol | butanol propanol | butanol

183 355 88 88 88 578.95| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50

70 685 157 157 157 221.45/184.40| 501.40| 500.51| 500.43

335 | 2360 500 500 500 |1059.83|635.29|1596.80 | 1593.99 | 15693.73

260 1360 295 295 295 822.56 | 366.10| 942.11| 940.45| 940.30

107 1690 365 365 365 338.51|454.93| 1165.66 | 1163.61 | 1163.42

220 | 2020 430 435 435 696.01|543.76 | 1373.25 | 1386.77 | 1386.55

145 | 2690 570 570 570 458.73|724.12|1820.35| 1817.15| 1816.85

375 | 3030 640 640 640 |1186.38|815.65|2043.90 | 2040.31 | 2039.97

OO | N O || W[IN|-~

295 1020 157 295 640 933.29 | 274.57| 501.40| 940.45|2039.97

5.2.5. Medicion de espectros

Se midieron los tequilas y sistemas en un espectrofotémetro Frontier FT-IR MIR
Perkin Elmer, con el software Perkin Elmer Spectrum, de 4000 a 400 nm, con 16

barridos, realizando un fondo entre cada muestra.
El procedimiento fue el siguiente:

1.- Encender el equipo

2.- Encender la computadora

3.- Limpiar el ATR con solucion de Etanol-Agua

4.- Secar la solucion Etanol-Agua con un pafiuelo desechable
5.- Limpiar el ATR con papel 6ptico

6.- Hacer un fondo

7.- Colocar la solucién estandar preparada

8.- Hacer un barrido para obtener su espectro

9.- Limpiar la solucién anterior con un papel desechable

10.- Repetir los pasos 3 al 9
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5.2.6. Software
— PerkinElmer Spectrum

— Spectrum Quant+

5.3. Pretratamiento de espectros

Previamente a la optimizacion de los modelos de PLS para la cuantificacion de los
analitos de tequilas, se realizaron las operaciones siguientes: correccion ATR,

correccion linea base, correccion a cero.

5.4. Construccion de los modelos 6ptimos
Esta parte es la mas laboriosa debido a todas las variables que se consideran.

Para lograr la obtencién de los modelos 6ptimos se fueron variando diferentes pre-
tratamientos espectrales inherentes al programa Spectrum Quant+, a saber:

¢ Intervalos de numero de onda del blanco.

¢ Intervalos del numero de onda del espectro.

e Tipo de escalado: media y autoescalado.

e Normalizacion: ninguna, pathlength, MSC y SNV.

e Correccion de linea base: ninguna, offset, primera y segunda derivada.

e Eliminacion de andmalos.

Se aceptara que un modelo es 6ptimo cuando el error de calibrado (SEC) y

prediccién sean minimos (SEP).

Una vez obtenidos los modelos de PLS Optimos, se analizaron soluciones
preparadas independientes a fin de evaluar la capacidad prediccion del modelo,
para posteriormente realizar la cuantificacion de tequilas. Estos resultados se
compararon con las con concentraciones obtenidas previamente por cromatografia

de gases realizado en una tesis anterior, utilizando las mismas muestras de
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tequila. [21]. Cabe hacer notar que esta comparacién soélo tiene un caracter
meramente semi-cuantitativo, ya que la determinacion cromatografica se llevo a
cabo dos afios antes del presente trabajo con lo cual las muestras de tequila

pudieron modificar su composicion, en especial, en compuestos volatiles.

5.5.interpretacion de pruebas estadisticas.

5.5.1 Estandar de apalancamiento (Standar Leverage): indica los estandares
con posible comportamiento anémalo. Estos se encuentran ubicados en la parte
superior de la linea de corte establecida por el programa. En la Figura 5.5.1 se

pueden apreciar algunos datos anémalos.

SEE
X St 01~1 w2
X stet) 591
0.8 |
X std137~1
M X stel 261
0.6 |
X stc19r~1

@ X std134~1
g 0.5 | X stofg1 begtdE0r~1 x std1 56~1
@
3 X std2g_~1 % st 41~ St 531

044 stana X St37_~1 XSO | st 2ned SHSTIERT At 551

% Stdd3 ~1 g[as',r ~1 % std139~1
% stlDd ~ 2 x std31 X
= o G I ﬁkm% 5 280 33t 22511521
2 g % st 02y % el 45
x stefcf ¢ af X 54
cH 51 51~
0.2 | s mﬁﬁiﬁsﬂﬂ
~2
« SIS~ X SHAEAT
011

1.0 20 40 60 80 100 120 140.7
Index

FIGURA 5.5.1 Estandar de apalancamiento (Standard leverage)

5.5.2 Puntuacién vs puntuacién (score vs score): muestra agrupaciones entre
todos los datos. En el grafico de la Figura 5.5.2, se percibe una sola agrupacion y

no varias; lo cual se indica la similitud que existe entre cada estandar.
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# Score vs Score - Property: MeOH, X axis PC: 0, Y axis PC: 1
perty:

FIGURA 5.5.2 Puntuacion vs puntuacion (Score vs Score)

5.5.3 Error estandar de prediccion (SEP): especifica el error estandar de
prediccion en funcion del numero de componentes principales para la calibracion
del modelo. En la Figura 5.5.3 se observa que le SEP disminuye a medida que el
namero de componentes aumenta. Sin embargo, este numero no debe ser
innecesariamente alto ya que podria originar sobreestimacion del modelo lo que

suele a su vez dar un error de prediccion grande.

' +++ SEP - Property: MeOH, No. of Recalc PCs: 1

FIGURA 5.5.3 Error Estandar de predicciéon (SEP)
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5.5.4 Factor vs Factor: indica las bandas significativas para la construccién del
modelo. En la Figura 5.5.4.1 se observan las regiones con bandas con

absorbancia negativa que no son muy importantes para el modelo.

FIGURA 5.5.4.1 Factor vs factor

En la figura 5.5.4.2 se muestra la zona circulada en la Figura anterior, en forma

ampliada. Cabe hacer notar que las sefales son diferentes para cada analito.

B +++ Factor vs Factor - Property: AcEt, X axis PC: 0, ¥ axis PC: 1 [HEIE§|® Fctor vs Factor - Property: MeOH, X axis PC: 0, Y axis PC: 1

I Factor vs Factor - Property: MeBut, X axis PC: 0, ¥ axis PC: 1

FIGURA 5.5.4.2 Intervalos ampliados de los espectros factor vs factor
utilizados para cada analito
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5.5.5 Estimado vs especificado (Estimated vs Specified): muestra la regresion
lineal de concentracion dada en relacién a la concentracion predicha por el
programa. Para que sea un modelo aceptable los datos tienen que mostrar

pendiente diferente de cero. En la Figura 5.5.5 se ve que no hay regresién alguna.

+ Estimated vs Specified - Property: MeOH

FIGURA 5.5.5 Valor estido vs especifiado
(Estimated vs Specified)

5.5.6 Valores anomalos (outliers): indica los espectros que son mal
comportados, estos son los que se encuentran en la parte superior de la linea
horizontal y en la parte derecha de la linea de corte. En la Figura 5.5.6 se ven

varios posibles anémalos.

+++ Qutliers - Property: MeOH

FIGURA 5.5.6 Anomalos (Outliers)
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5.5.7 Residuales (Residuals): muestra la distribucién de los residuales. Para que
sea un modelo sea satisfactorio, los residuales deben tener una distribucion

aleatoria. En Figura 5.5.7 se observa que el modelo es inadecuado.

M Residuals Property: MeOH

FIGURA 5.5.7 Residuales (Residuals)
5.5.8 Influencia (Influence): indica que los estandares superiores a un punto de

corte pueden ser considerados como muy influyentes para el modelo. (Figura
5.5.8).

H Influence Property: MeOH

FIGURA 5.5.8 Influencia (Influence)
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5.5.9 Espectro de Regresion (Regression Spectrum): muestra los coeficientes

de regresion para la propiedad seleccionada (Figura 5.5.9).

; ®]  Regression Spectrum - Property: MeOH

FIGURA 5.5.9 Espectro de Regresion (Regresion Spectrum)

La informaciéon de cada uno de los graficos anteriores, constituye un gran apoyo

para ir construyendo los modelos y asi llegar al modelo 6ptimo.

6. Resultados y analisis de resultados

6.1. Caracteristicas espectrales

La Figura 6.1.1 exhibe los espectros de 120 sistemas en % Transmitancia
obtenidos con una gota de muestra de los estandares, usando un ATR de

diamante de una sola reflexion y sin pretratamiento alguno.
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FIGURA 6.1.1 Espectros MIR de sistemas preparados sin tratamientos

La Figura 6.1.2 muestra el mismo conjunto de espectros, con el pretratamiento ya

mencionado, llevado a cabo con el software Perkin Elmer Spectrum.

0.144
0.124
0.104

0.08 /
0.06

0.041
/ A :
0.0 / / \ i S
/ 7 A ’A \} \ |
e R S U LV
~ 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400

cm-
FIGURA 6.1.2 Espectros MIR de sistemas preparados con correccion ATR,
correccion de linea base y correccion a cero

La Figura 6.1.3 muestra la comparacién de un espectro de tequila y el estandar
preparado de etanol agua (38:62). Como se observa ambos espectros se
encuentran completamente traslapados, debido a similitud entre las matrices del

tequila y el estandar.
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FIGURA 6.1.3 Espectros MIR de un tequila y de el estandar de etanol agua
(38:62) con tratamiento

Cabe mencionar que al comparar las tres clases de tequilas y un estandar
preparado (Figura 6.1.4), los espectros se traslapan completamente por lo que el

modelo se puede utilizar para cualquiera de las tres clases de tequilas.
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FIGURA 6.1.4 Espectros MIR de tequilas blanco, reposado, afejo y estandar
preparado con correccion ATR, correccion de linea base y correccion a cero



6.2. Analisis de Minimos Cuadrados Parciales a partir de datos de FT-MIR
6.2.1. Analisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) con el software
QUANT+.

Debido a que los espectros MIR de los estandares preparados con las tres clases
de tequilas son muy similares, se utiliza un método quimiométrico (PLS) con el
software QUANT+.

Para construir un modelo se introducen los datos de cada uno de los espectros de
los sistemas preparados, con las respectivas concentraciones como se muestra en

la tabla 5.2.3 ubicada en el anexo

Los modelos fueron realizados por cada analito a cuantificar (metanol, acetato de
etilo, n-propanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol). Con el fin de obtener el
mejor modelo, en cada caso, como ya se menciond, se tomé en cuenta la
informacion que sobre tratamientos espectrales del programa QUANT+ revisados

en el apartado previo.

A continuacidon se muestran los mejores modelos para los analitos de acetato de
etilo, metanol y 3-metil-1-butanol. Para los demas analitos, no fue posible obtener
algo satisfactorio. Vale la pena hacer notar, que si bien la técnica MIR, es
excelente para la construccion de modelos PLS, no es lo suficientemente sensible

en comparacion con otras técnicas.

6.2.2. Modelo 6ptimo para la cuantificacion de Acetato de Etilo

Las caracteristicas del mejor modelo para la cuantificacién de acetato de etilo se

muestran en la Tabla 6.2.2.1
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TABLA 6.2.2.1 Caracteristicas del modelo para la cuantificaciéon de acetato

Calculation Parameters:

Algorithm:

Range:

Interwval:

Analv=i=s Type:
Scaling (Spectra)l:
Scaling (Propertvy):
Smooth:

Smooth width:
Ba=zsline correction:
Hormalization:
Crdinate threshold:

Tpper threshold:

Lower threshold:
Humber of factors:

Minimuam:

Mazimum:

Blank regions:

de etilo

FL=1

1490 to 860 cm-1

5 cm-1

Ab=zorbance

Mean

Hean

Ye=

5

Hone

SHY (without de—-trending)

1.5 A
Hone

1

100

1179.00 to 1113 .00
865.00 to 860.00

1067,
cm—1

00 to 894 .00

Al correr el programa con estas caracteristicas, se obtiene un porcentaje de

varianza de 75% con un error de estimacion de 133.7 y un error de prediccion de

137.9.

La Figura 6.2.2.1 muestra el grafico de estandar de apalancamiento (Standar

leverage). En este modelo no localizé ningun dato andémalo, lo que indica que los

datos tienen buen comportamiento y que todos los datos aportan una informacion

importante para la calibracion del modelo.

M .-+ Standard Leverage - Property: AcEt HEE
0183
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016 |
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FIGURA 6.2.2.1. Estandar de apalancamiento para acetato de etilo
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La Figura 6.2.2.2 presenta una sola agrupacion y no grupos separados, con lo cual

se corrobora la similitud entre cada estandar.

M Score vs Score - Property: AcEt, X axis PC: 0, Y axis PC: 1

FIGURA 6.2.2.2 Puntuacion vs puntuaciéon para acetato de etilo

En la Figura 6.2.2.3 se observa un valor minimo de componentes principales de 6
con un error de prediccion de 137, lo cual indica un valor aceptable de

componentes principales, ya que un valor mayor podria sobreestimar el modelo.

1 SEP - Property: AcEt, No. of Recalc PCs: 6

FIGURA 6.2.2.3 Error estandar de predicciéon para acetato de etilo
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En la Figura 6.2.2.4 se observa una banda de 1113 a 1067, la cual es significativa

en el modelo de acetato de etilo, ya que es donde se localiza la mayor variabilidad.

M +++ Factor vs Factor - Property: Ackt, X axis PC: 0, ¥ axis PC: 1

FIGURA 6.2.2.4 Factor vs factor para acetato de etilo

En la Figura 6.2.2.5 se advierte una pendiente distinta a cero, la cual indica que el

valor dado y el predicho por el modelo son similares.

H Estimated vs Specified - Property: AcEt

FIGURA 6.2.2.5 Valor estimado vs especificado de acetato de etilo
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En la Figura 6.2.2.6 no se observan datos anémalos, por lo que se corrobora que

se tiene un buen modelo.

1 Outliers - Property: AcEt

FIGURA 6.2.2.6 Andmalos para acetato de etilo

En a Figura 6.2.2.7 se observa una distribucion aleatoria de los residuales. Esto

indica un buen comportamiento de los sistemas preparados.

™ Residuals - Property: AcEt

FIGURA 6.2.2.7 Residuales para acetato de etilo
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La Figura 6.2.2.8 Indica que los estandares ubicados en la parte superior del punto
de corte pueden ser considerados como no importantes para la regresién. Como
en el grafico s6lo muestra datos en la parte inferior, lo que significa que estos

datos son influyentes para el modelo.

M +++ Influence - Property: AcEt

FIGURA 6.2.2.8 Influencia para acetato de etilo

La Figura 6.2.2.9 muestra los coeficientes de regresion para la propiedad
seleccionada. El gréfico permite identificar las sefiales de los datos que
contribuyen al modelo.

™ Regression Spectrum - Property: AcEt

FIGURA 6.2.2.9 Espectro de regresion para acetato de etilo
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A fin de evaluar el modelo PLS o6ptimo de acetato de etilo, se realizé la prediccidn

de unos sistemas de prueba preparados en el laboratorio de concentracion

conocida. La Tabla 6.2.2.2 muestra esta prediccion y su comparacién con la

concentracion real.

Tabla 6.2.2.2 Prediccion de sistemas de prueba por el modelo PLS

Acetato de etilo .
Muestra prueba :; gz:z:\zdfme;;lt) % error
(mg/ L)
1 95.56 149.75 56.70
2 184.40 115.73 37.24
3 635.29 593.94 6.51
4 366.10 315.26 13.89
5 454.93 447.08 1.73
6 543.76 677.53 24.60
7 724.12 659.89 8.87
8 815.65 815.59 0.01
9 274.57 312.65 13.87

La Tabla 6.2.2.3 muestra la comparacién de las concentraciones de acetato de

etilo en tequilas determinadas por cromatografia de gases y su comparacion con

las predichas por el modelo. Por lo que se ve es un buen modelo, ya que el

porcentaje de error de la mayoria es menor al 30% y para ser un modelo realizado

con un método secundario es muy aceptable errores menores del 30%
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Tabla 6.2.2.3 Concentraciones de acetato de etilo en Tequilas obtenidas por
el modelo PLS y su comparacion de algunos por cromatografia de gases

Acetato de  Acetato de
Nombre Tequila Clase etilo PLS etilo CG* % error
(mg/ L) (mg/ L)

Coa de Azul ANEJO 167.47 175.76 4.72
Don Agustin ANEJO 650.21

Campo Azul ANEJO 292.74

Herradura ANEJO 818.50

Sauza 3 Generaciones ANEJO 289.66

100 Afios BLANCO 159.79 161.57 1.10
Jimador BLANCO 218.15 234.80 7.09
Amo BLANCO 227.50 220.75 3.06
Orendain BLANCO 251.40

Viuda de Romero BLANCO 229.57

Herradura BLANCO 282.05 265.82 6.11
Puerto Vallarta BLANCO 142.25

Casco Viejo BLANCO 580.23

Alamo BLANCO 271.28 269.90 0.51
Corralejo REPOSADO 120.83 100.68 20.01
Sauza Hornitos REPOSADO 142.83 144.90 1.43
José Cuervo REPOSADO 307.09

Don Ramoén REPOSADO 473.84

100 Afos REPOSADO 147.73 144.90 1.96
Olmeca Supremo REPOSADO 103.81 98.64 5.24
1800 REPOSADO 175.11 147.28 18.90
Herradura REPOSADO 432.08

Cabrito REPOSADO 184.58 199.15 7.32
Sierra REPOSADO 139.79

* No se cuentan con resultados de CG de todos los tequilas

En la Tabla 6.2.2.3 se puede constatar que las concentraciones de acetato de etilo
predichas por el modelo PLS caen dentro de los intervalos de concentracion

esperados en los tequilas. Por otra parte, al comparar estas concentraciones con
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las obtenidas por cromatografia de gases, vemos coincidencia, con un porciento

de diferencia, en la mayoria de los casos, menor al 10 %.

6.2.3. Cuantificacion de metanol.

La Tabla 6.2.3.1 muestra las caracteristicas del modelo para la cuantificacion de

metanol en tequilas.

Tabla 6.2.3.1 Caracteristicas del modelo para la cuantificacion de Metanol
Calculation Paranmneters:

Algorithm: PLS1

Range: 1490 to 860 cm-1

Interval: 5 em-1

Analysis Type: Absorbance

Scaling (Spectra): Hean

Scaling (Property): Hean

Smooth: Yes

Smooth width: 5

Baseline correction: HNone

Normalization: Hone

Ordinate threshold:

Upper threshold: 1.5 4

Lower threshold: Hone

Number of factors:

Minimum: 1

Maximumn: 100

Blank regions: 1143 .00 to 1112.00 975.00 to 910.00 cm—1
865.00 to 860.00 cm-1

Al correr el programa para la cuantificacion de metanol en tequilas con las
caracteristicas anteriores, considerando 6 variables latentes se obtuvo un 92.47 %

de varianza con un error de prediccién de 103.6.

La Figura 6.2.3.1 muestra como en el caso anterior no se encuentran datos mal

comportados ya que todos se encuentran en la parte inferior de la linea de corte.

63



™ -+ ++ Standard Leverage - Property: MeOH

FIGURA 6.2.3.1 Estandar de apalancamiento para Metanol

La Figura 6.2.3.2 muestra una sola agrupacion lo cual indica la similitud entre cada

uno de los espectros, por lo que el modelo es satisfactorio.

M Score vs § - Property: MeOH, X axis PC: 0, ¥ axis PC: 1

FIGURA 6.2.3.2 Puntuacion vs puntuaciéon para metanol
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La Figura 6.2.3.3 muestra un numero de variables latentes de 6 y un error de

prediccion de 103.6.

® SEP - Property: MeOH, No. of Recalc PCs: 6

gomm e ™ s crsten e oo e

FIGURA 6.2.3.3 Error estandar de prediccion para metanol

La Figura 6.2.3.4 indica el intervalo en el cual hay una mayor variabilidad para la

construccion del modelo, la cual tiene un banda de 1034 a 975 cm™.

™ Factor vs Factor - Property: MeOH, X axis PC: 0, Y axis PC: 1
perty:

FIGURA 6.2.3.4 Factor vs factor para Metanol
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La Figura 6.2.3.5 muestra la concentracién especificada con la predicha. Lo cual

indica una tendencia lineal.

M +++ Estimated vs Specified - Property: MeDH

FIGURA 6.2.3.5 Valor estimado vs especificado para metanol

La Figura 6.2.3.6 no muestra algun dato anémalo, lo cual indica que todos los

datos influyen en el modelo.

| Outliers - Property: MeOH

FIGURA 6.2.3.6 Andmalos para metanol
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La Figura 6.2.3.7 muestra una distribucién aleatoria y no hay tendencia alguna.

Con esto se corrobora que el modelo es aceptable.

¥ Residuals - Property: MeOH

FIGURA 6.2.3.7 Residuales para metanol

La Figura 6.2.3.8 revela que cada sistema tiene la misma influencia para la

realizacién del modelo, por lo que se corrobora un buen modelo.

M +++ Influence - Property: MeOH

FIGURA 6.2.3.8 Influencia para metanol

67



La Figura 6.2.3.9 presenta el espectro con todos los tratamientos para la

realizacién del modelo para la cuantificacion de metanol.
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FIGURA 6.2.3.9 Espectro de regresion para metanol

Afin de evaluar el modelo PLS 6ptimo de Metanol, se realiz6 la prediccion de unos

sistemas de prueba preparados en el laboratorio de concentracion conocida. La

Tabla 6.2.3.2 muestra esta prediccidon y su comparacion con la concentracion real.

Tabla 6.2.3.2 Prediccion de sistemas de prueba por el modelo PLS

Muestra Metanol Sistema de | Metanol Predicha % error
prueba (mg/L) (mg/ L)
1 578.95 559.27 3.40
2 221.46 247 11 11.58
3 1059.83 1064.50 0.44
4 822.56 761.93 7.37
5 338.51 339.25 0.22
6 696.01 746.46 7.25
7 458.73 462.25 0.77
8 1186.38 1138.70 4.02
9 933.29 944.09 1.16
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En la Tabla 6.2.3.3 se verifica que las concentraciones del metanol predichas por
el modelo PLS, coinciden con los intervalos de concentracion tipicos en tequilas.
Al comparar estas concentraciones con las obtenidas por CG, se observa una

coincidencia satisfactoria, en la mayoria de los casos menor al 10% de diferencia.

Tabla 6.2.3.3 Concentraciones de metanol en Tequilas obtenidas por el
modelo PLS y su comparacion por cromatografia de gases

Metanol PLS Metanol CG

Nombre Tequila Clase (mg/ L) (mg/ L) % error
Coa de Azul ANEJO 871.19 898.50 3.04
Don Agustin ANEJO 812.57 833.41 2.50
Campo Azul ANEJO 671.74 684.67 1.89

Herradura ANEJO 833.34 722.29 15.37
Geﬁgf:;'oies ANEJO 632.40 592.30 6.77
100 Anos BLANCO 803.31 893.61 10.11
Jimador BLANCO 688.17 744.50 7.57
Amo BLANCO 811.42 828.50 2.06
Orendain BLANCO 291.60 322.74 9.65
Viuda de Romero BLANCO 380.61 383.80 0.83
Herradura BLANCO 1114.10 922.47 20.77
Puerto Vallarta BLANCO 747.46 838.01 10.81
Casco Viejo BLANCO 818.84 858.17 4.58
Alamo BLANCO 889.62 854.48 4.11
Corralejo REPOSADO 1037.00 803.17 29.11
Sauza Hornitos REPOSADO 744.15 649.34 14.60
José Cuervo REPOSADO 1013.30 856.33 18.33
Don Ramon REPOSADO 742.92 700.79 6.01
100 Afios REPOSADO 876.16 810.50 8.10
Olmeca Supremo REPOSADO 601.97 516.40 16.57
1800 REPOSADO 802.66 723.37 10.96
Herradura REPOSADO 623.09 628.33 0.83
Cabrito REPOSADO 753.06 651.43 15.60
Sierra REPOSADO 715.54 667.69 717
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6.2.4. Cuantificacion de 3-metil-1-Butanol.

La Tabla 6.2.4.1 muestra las caracteristicas del modelo para la cuantificacion de 3-

metil-1-butanol en tequilas.

Tabla 6.2.4.1 Caracteristicas del modelo para la cuantificacion de
3-metil-1-butanol

Al correr el programa para la cuantificacién de 3-metil-1-butanol en tequilas con las
caracteristicas anteriores, considerando 9 variables latentes se obtuvo un 93.61%

de varianza con un error de prediccién de 173.5.
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En la Figura 6.2.4.1 no se encuentran datos mal comportados, ya que todos se
encuentran en la parte inferior de la linea de corte. Como se muestra en los casos

anteriores.

M Standard Leverage - Property: MeBut

FIGURA 6.2.4.1 Estandar de apalancamiento para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.3.2 muestra una sola agrupacion lo cual indica la similitud entre cada

uno de los espectros por lo que el modelo es satisfactorio.

M -+ ++ Score vs Score - Property: MeBut, X axis PC: 0, Y axis PC: 1

FIGURA 6.2.4.2 Puntuacion vs puntuacion para 3-Metil-1-Butanol
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La Figura 6.2.4.3 muestra un numero de variables latentes de 9 y un error de

prediccion de 173.5.

¥ SEP - Property: MeBut, No. of Recalc PCs: 9

FIGURA 6.2.4.3 Error estandar de prediccion para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.4.4 indica el intervalo en el cual hay una mayor variabilidad para la

construccion del modelo, la cual tiene un banda de 1080 a 1040 cm™.

™ Factor vs Factor - Property: MeBut, X axis PC: 0, ¥ axis PC: 1

FIGURA 6.2.4.4 Factor vs factor para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.4.5 muestra la concentracion especificada con la predicha. La cual

indica una tendencia lineal.
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¥ Estimated vs Specified - Property: MeBut

FIGURA 6.2.4.5 Valor estimado vs especificado para 3-metil-1-butanol

La Figura 6.2.4.6 no muestra algun dato andémalo, lo cual indica que todos los

datos influyen en el modelo.

¥ Outliers - Property: MeBut

FIGURA 6.2.4.6 Andmalos para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.4.7 muestra una distribucion aleatoria y no hay tendencia alguna,

con esto se corrobora que el modelo es aceptable.
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® Residuals - Property: MeBut

FIGURA 6.2.4.7 Residuales para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.4.8 revela que cada sistema tiene la misma influencia para la

realizacién del modelo, por lo que se corrobora un buen modelo.

¥ Influence - Property: MeBut

FIGURA 6.2.4.8 Influencia para 3-Metil-1-Butanol

La Figura 6.2.4.9 presenta el espectro con todos los tratamientos para la

realizacion del modelo para la cuantificacion de metanol.
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H -+ ++ Regression Spectrum - Property: MeBut HEE
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FIGURA 6.2.4.9 Espectro de regresién para 3-Metil-1-Butanol

A fin de evaluar el modelo PLS o6ptimo de 3-metil-1-butanol, se realizé la
prediccion de sistemas de prueba preparados en el laboratorio de concentracion
conocida. La Tabla 6.2.4.2 muestra esta prediccion y su comparaciéon con la

concentracion real.

Tabla 6.2.4.2 Prediccién de sistemas de prueba por el modelo PLS

Muestra 3-metil-1-butanol 3-me_ti|-1-butano| % error
prueba (mg/ L) Predicha (mg/L)
1 280.50 223.88 20.19
2 500.43 587.35 17.37
3 1593.73 1829.70 14.81
4 940.30 899.97 4.29
5 1163.42 1065.00 8.46
6 1386.55 1269.00 8.48
7 1816.85 1844.90 1.54
8 2039.97 2157.70 5.77
9 2039.97 1579.30 22.58

En la Tabla 6.2.4.3 se puede verificar que las concentraciones del 3-metil-1-

butanol predichas por el modelo PLS 6ptimo, coinciden con los intervalos de
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concentracion tipicos en

los tequilas.

Por otra parte, al

comparar estas

concentraciones con las obtenidas por cromatografia de gases, se observa una

coincidencia satisfactoria, en la mayoria de los casos con una diferencia menor al

15 %.

Tabla 6.2.4.3 Concentraciones de metanol en Tequilas obtenidas por el
modelo PLS y su comparacion por cromatografia de gases

3-metil-1-butanol

3-metil-1-butanol

%

Nombre Tequila Clase PLS (mg/L) CG (mg/ L) error
Coa de Azul ANEJO 475.09 487.22 2.49
Don Agustin ANEJO 1068.30 936.82 14.04
Campo Azul ANEJO 822.46 835.49 1.56

Herradura ANEJO 1248.00 1022.83 22.02
Sauza 3 Generaciones ANEJO 848.38 742.26 14.30
100 Afos BLANCO 883.44 932.77 5.29
Jimador BLANCO 953.68 764.21 2479
Amo BLANCO 1066.60 914.23 16.67
Orendain BLANCO 682.73 561.31 21.63
Viuda de Romero BLANCO 633.95 703.97 9.95
Herradura BLANCO 1486.50 1537.04 3.29
Puerto Vallarta BLANCO 876.09 732.14 19.66
Casco Viejo BLANCO 1057.40 961.85 9.94
Alamo BLANCO 856.34 808.87 5.87
Corralejo REPOSADO 1143.10 1214.27 5.86
Sauza Hornitos REPOSADO 763.28 764.76 0.19
José Cuervo REPOSADO 1063.70 1096.36 2.98
Don Ramoén REPOSADO 948.90 1127.13 15.81
100 Afos REPOSADO 1008.50 917.40 9.93
Olmeca Supremo REPOSADO 488.36 523.97 6.80
1800 REPOSADO 1014.10 1062.36 4.54
Herradura REPOSADO 859.91 1042.35 17.50
Cabrito REPOSADO 811.60 982.72 17.41
Sierra REPOSADO 666.34 789.75 15.63
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7. Conclusiones

La combinacion de la espectroscopia FT-MIR con la técnica multivariante
por minimos cuadrados parciales (PLS) permitié la construccion de 3
modelos por minimos cuadrados parciales (PLS), utiles para predecir,
adecuadamente, las concentraciones de metanol, acetato de etilo y 3-metil-

1-butanol, en muestras de prueba de concentracién conocida y en tequilas.

La prediccion de las concentraciones de metanol, acetato de etilo y 3-metil-
1-butanol por los modelos, coincidieron satisfactoriamente con las
determinadas en un trabajo previamente realizado por cromatografia de

gases, tomando en cuenta la sensibilidad de la técnica FT-MIR.

Los presentes modelos permitiran de manera rapida y sencilla cuantificar,
de una manera aproximada, si el acetato de etilo, el metanol y el 3-metil-1-
butanol, presentes en tequilas, se encuentran en los intervalos establecidos
por la NOM-006-SCFI-12.

Dicho método podria ser utilizado por las diferentes instancias relacionadas
con la elaboracion y regulacion del Tequila y organismos de proteccion al

consumidor.
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ANEXO

TABLA 5.2.3 Preparacion de estandares con sus respectivas concentraciones

reales
uL reales de solucién madre Concentraciones reales

o Metanol ggeetﬁltg Pro';;nol 2 rq?t" 3 T?m Metanol ﬁ\ge;ﬁltg Pro'r\;nol 2 T?tll 3 T?m

propanol | butanol propanol | butanol
STD 01 32 19 19 19 19 101.24 5.11 60.68 60.57| 60.56
STD 02 70 19 19 19 19 221.46 5.11 60.68 60.57| 60.56
STD 03 107 19 19 19 19 338.51 5.11 60.68 60.57| 60.56
STD 04 145 19 19 19 19 458.73 5.11 60.68 60.57| 60.56
STD 05 183 355 88 88 88 578.95| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 06 220 355 88 88 88 696.01| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 07 260 355 88 88 88 822.56| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 08 295 355 88 88 88 933.29| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 09 335 685 157 157 157 |1059.83| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 10 375 685 157 157 157 | 1186.38| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 11 32 685 157 157 157 101.24 | 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 12 70 685 157 157 157 221.46| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 13 107 1020 225 225 225 338.51| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 14 145 1020 225 225 225 458.73| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 15 183 1020 225 225 225 578.95| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 16 220 1020 225 225 225 696.01| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 17 260 1360 295 295 295 822.56| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 18 295 1360 295 295 295 933.29| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 19 335 1360 295 295 295 [1059.83| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 20 375 1360 295 295 295 |1186.38| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 21 32 1690 365 365 365 101.24 | 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 22 70 1690 365 365 365 221.46| 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 23 107 1690 365 365 365 338.51| 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 24 145 1690 365 365 365 458.73 | 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 25 183 2020 430 435 435 578.95| 543.76 | 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 26 220 2020 430 435 435 696.01| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 27 260 2020 430 435 435 822.56| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 28 295 2020 430 435 435 933.29| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 29 335 2360 500 500 500 |[1059.83| 635.29| 1596.80| 1593.99|1593.73
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STD 30 375 2360 500 500 500 | 1186.38| 635.29| 1596.80| 1593.99|1593.73
STD 31 32 2360 500 500 500 101.24| 635.29| 1596.80| 1593.99|1593.73
STD 32 70 2360 500 500 500 221.46| 635.29| 1596.80| 1593.99| 1593.73
STD 33 107 2690 570 570 570 338.51| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 34 145 2690 570 570 570 458.73 | 724.12| 1820.35| 1817.15|1816.85
STD 35 183 2690 570 570 570 578.95| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 36 220 2690 570 570 570 696.01| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 37 260 3030 640 640 640 822.56 | 815.65| 2043.90 | 2040.31|2039.97
STD 38 295 3030 640 640 640 933.29| 815.65| 2043.90 | 2040.31|2039.97
STD 39 335 3030 640 640 640 |1059.83| 815.65| 2043.90| 2040.31 | 2039.97
STD 40 375 3030 640 640 640 | 1186.38| 815.65| 2043.90| 2040.31|2039.97
STD 41 70 3030 88 225 19 221.46| 815.65| 281.04| 717.30| 60.56
STD 42 70 685 430 295 157 22146 | 184.40| 1373.25| 940.45| 500.43
STD 43 32 19 157 19 435 101.24 511 501.40 60.57 | 1386.55
STD 44 375 1020 500 365 570 | 1186.38| 274.57 | 1596.80| 1163.61| 1816.85
STD 45 220 2360 225 640 225 696.01| 635.29| 718.56| 2040.31| 717.18
STD 46 295 2690 430 88 500 933.29| 724.12| 1373.25| 280.54|1593.73
STD 47 335 1360 19 500 435 |1059.83| 366.10 60.68 | 1593.99| 1386.55
STD 48 145 2690 500 295 500 458.73| 724.12| 1596.80| 940.45|1593.73
STD 49 107 1360 295 157 19 338.51| 366.10| 942.11| 500.51| 60.56
STD 50 260 2690 365 570 640 822.56| 724.12| 1165.66| 1817.15|2039.97
STD 51 375 355 640 225 88 1186.38| 95.56| 2043.90| 717.30| 280.50
STD 52 70 2020 88 435 295 221.46| 543.76| 281.04| 1386.77| 940.30
STD 53 220 1690 430 19 225 696.01| 454.93| 1373.25 60.57| 717.18
STD 54 260 355 500 570 435 822.56| 95.56| 1596.80| 1817.15| 1386.55
STD 55 295 1020 157 295 640 933.29| 274.57| 501.40| 940.45|2039.97
STD 56 335 3030 430 640 88 |1059.83| 815.65| 1373.25| 2040.31| 280.50
STD 57 145 1690 365 157 500 458.73| 454.93| 1165.66| 500.51|1593.73
STD 58 183 19 19 500 570 578.95 5.1 60.68 | 1593.99|1816.85
STD 59 107 355 225 365 435 338.51| 95.56| 718.56| 1163.61| 1386.55
STD 60 32 2360 295 88 157 101.24| 635.29| 942.11| 280.54| 500.43
STD 101 32 19 19 19 19 101.24 5.1 60.68 60.57| 60.56
STD 102 70 19 19 19 19 221.46 5.1 60.68 60.57| 60.56
STD 103 | 107 19 19 19 19 338.51 5.1 60.68 60.57| 60.56
STD 104 | 145 19 19 19 19 458.73 5.1 60.68 60.57| 60.56
STD 105| 183 355 88 88 88 578.95| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
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STD 106 | 220 355 88 88 88 696.01| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 107 | 260 355 88 88 88 822.56| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 108 | 295 355 88 88 88 933.29| 95.56| 281.04| 280.54| 280.50
STD 109 | 335 685 157 157 157 |1059.83| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 110 | 375 685 157 157 157 | 1186.38| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 111 32 685 157 157 157 101.24| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 112 70 685 157 157 157 221.46| 184.40| 501.40| 500.51| 500.43
STD 113 | 107 1020 225 225 225 338.51| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 114 | 145 1020 225 225 225 458.73 | 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 115| 183 1020 225 225 225 578.95| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 116 | 220 1020 225 225 225 696.01| 274.57| 718.56| 717.30| 717.18
STD 117 | 260 1360 295 295 295 822.56| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 118 | 295 1360 295 295 295 933.29| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 119 | 335 1360 295 295 295 11059.83| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD120| 375 1360 295 295 295 |1186.38| 366.10| 942.11| 940.45| 940.30
STD 121 32 1690 365 365 365 101.24 | 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 122 70 1690 365 365 365 221.46| 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 123 | 107 1690 365 365 365 338.51| 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD 124 | 145 1690 365 365 365 458.73 | 454.93| 1165.66| 1163.61| 1163.42
STD125| 183 2020 430 435 435 578.95| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 126 | 220 2020 430 435 435 696.01| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 127 | 260 2020 430 435 435 822.56 | 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 128 | 295 2020 430 435 435 933.29| 543.76| 1373.25| 1386.77 | 1386.55
STD 129 | 335 2360 500 500 500 |1059.83| 635.29| 1596.80| 1593.99|1593.73
STD 130 | 375 2360 500 500 500 | 1186.38| 635.29| 1596.80| 1593.99|1593.73
STD 131 32 2360 500 500 500 101.24| 635.29| 1596.80| 1593.99| 1593.73
STD 132 70 2360 500 500 500 221.46| 635.29| 1596.80| 1593.99| 1593.73
STD 133 | 107 2690 570 570 570 338.51| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 134 | 145 2690 570 570 570 458.73| 724.12| 1820.35| 1817.15|1816.85
STD 135| 183 2690 570 570 570 578.95| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 136 | 220 2690 570 570 570 696.01| 724.12| 1820.35| 1817.15| 1816.85
STD 137 | 260 3030 640 640 640 822.56 | 815.65| 2043.90| 2040.31|2039.97
STD 138 | 295 3030 640 640 640 933.29 | 815.65| 2043.90 | 2040.31|2039.97
STD 139 | 335 3030 640 640 640 |1059.83| 815.65| 2043.90| 2040.31|2039.97
STD 140 | 375 3030 640 640 640 | 1186.38| 815.65| 2043.90| 2040.31 | 2039.97
STD 141 70 3030 88 225 19 221.46| 815.65| 281.04| 717.30| 60.56
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STD 142 70 685 430 295 157 221.46| 184.40| 1373.25| 940.45| 500.43
STD 143 32 19 157 19 435 101.24 5.11| 501.40 60.57| 1386.55
STD 144 | 375 1020 500 365 570 | 1186.38| 274.57| 1596.80| 1163.61|1816.85
STD 145 | 220 2360 225 640 225 696.01| 635.29| 718.56| 2040.31| 717.18
STD 146 | 295 2690 430 88 500 933.29| 724.12| 1373.25| 280.54|1593.73
STD 147 | 335 1360 19 500 435 |1059.83| 366.10 60.68 | 1593.99 | 1386.55
STD 148 | 145 2690 500 295 500 458.73 | 724.12| 1596.80| 940.45|1593.73
STD 149 | 107 1360 295 157 19 338.51| 366.10| 942.11| 500.51| 60.56
STD 150 | 260 2690 365 570 640 822.56| 724.12| 1165.66| 1817.15| 2039.97
STD 151 | 375 355 640 225 88 1186.38| 95.56| 2043.90| 717.30| 280.50
STD 152 70 2020 88 435 295 221.46| 543.76| 281.04| 1386.77| 940.30
STD 153 | 220 1690 430 19 225 696.01| 454.93| 1373.25 60.57| 717.18
STD 154 | 260 355 500 570 435 822.56| 95.56| 1596.80| 1817.15| 1386.55
STD 155| 295 1020 157 295 640 933.29| 274.57| 501.40| 940.45|2039.97
STD 156 | 335 3030 430 640 88 |1059.83| 815.65| 1373.25| 2040.31| 280.50
STD 157 | 145 1690 365 157 500 458.73 | 454.93| 1165.66| 500.51|1593.73
STD 158 | 183 19 19 500 570 578.95 5.1 60.68| 1593.99| 1816.85
STD 159 | 107 355 225 365 435 338.51| 95.56| 718.56| 1163.61|1386.55
STD 160 32 2360 295 88 157 101.24| 635.29| 942.11| 280.54| 500.43

83




	Portada
	Índice
	Síntesis
	Introducción
	1. Objetivos
	2. Marco Teórico
	3. Espectroscopia IR
	4. Quimiometría
	5. Desarrollo Experimental
	6. Resultados y Análisis de Resultados
	7. Conclusiones
	Referencias
	Anexo

