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INTRODUCCION

El Tequila

La calidad de un tequila depende en gran medida del tipo de agave utilizado, del proceso de
elaboracién y de su tiempo de reposo. Sin embargo, hoy en dia, son mas frecuentes las
adulteraciones en los tequilas, debido al incremento de la demanda en el mercado a nivel

internacional, la cual ha elevado su valor comercial [1].

Se definen diversas clases de tequilas de acuerdo a los porcentajes de azlcares provenientes del
agave variedad azul o de otros tipos de agave. Existen los denominados tequilas 100% agave,
los cuales s6lo contienen azlcares provenientes del Agave tequilana Weber, variedad azul. Los
tequilas mixtos o denominados simplemente tequilas, que ademas de originarse de azUcares del
agave variedad azul, pueden elaborarse a partir de azlicares 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-SCFI-2005 [2]. Durante la produccién del tequila, el tiempo de maduracion o reposo
da como resultado tequilas de diferente clase. Tequilas blancos, reposados, afiejos y extra afiejos.
Las barricas y el tipo de madera, ya sea roble o encino, proporcionan al tequila, algunas sustancias
gue modifican su color, olor y sabor [2,3]. Es importante hacer notar que la edad de las barricas
es un factor esencial durante el proceso de maduracion, ya que las barricas con muchas posturas
o barricas viejas, no seran tan efectivas como las barricas nuevas, aln si el tiempo de maduracion

se prolonga [1].
Infrarrojo Medio (MIR)

El andlisis por IR es una técnica espectrométrica que presenta muchas ventajas respecto a otro
tipo de técnicas analiticas, ya que no es una técnica invasiva y no requiere de un pretratamiento
de las muestras que genere el dispendio de solventes o reactivos. Es muy viable para el anélisis

de los tequilas por lo que se eligié para su estudio [9].
Quimiometria

La Quimiometria nace aproximadamente en 1975 con los profesores Bruce Kowalski (Seattle,
Washington) y Svante Wold (Suecia) y se define de la siguiente manera: “Es la aplicacion de

métodos estadisticos y matematicos a los problemas quimicos con el objetivo de extraer la



maxima y mas util informacién de los mismos” [4]. Contreras Loera [6] y Barbosa Garcia [8] han

aplicado técnicas quimiométricas al analisis de tequilas.

El analisis de componentes principales (PCA) es un procedimiento matematico, no supervisado,
qgue reduce la dimensionalidad de un conjunto de datos mediante la consideracién de las
relaciones entre las variables experimentales y extrae informacion para observar las muestras.
Para ello es necesaria la definicion de unas nuevas variables matematicas llamadas componentes

principales, PCs. [5].

El analisis cluster (CA) es una herramienta exploratoria no supervisada empleada para revelar
relaciones entre muestras. Esta técnica permite encontrar grupos de muestras (alternativamente,
variables). Por lo que un clister se puede definir como un grupo de muestras mas 0 menos
homogéneas (similares) las cuales, a su vez, pueden ser diferenciadas de otros grupos de

muestras [5].

Estas técnicas quimiométricas también ayudan a relacionar variables que describen el

comportamiento de fenémenos quimicos, bioldgicos y tecnolégicos [10].

En el presente trabajo el objetivo principal es aplicar las técnicas antes descritas en el analisis de
tequilas a fin de diferenciarlos en sus clases (blancos, reposados y afiejos), es decir, en funcién
de su grado de afiejamiento. También es posible que se logre obtener otro tipo de informacion
en relacion a la calidad y el grado de abocamiento. Este andlisis se llevard a cabo mediante el
uso del programa computacional GenEx. Este proceso involucra el uso de matrices de datos
integradas por los espectros de IR de cada tequila. Dichos espectros pueden ser los originales o
bien llevar un tratamiento derivativo. Asimismo, dentro de los tratamientos se puede optar por
escalados, uso de diferentes intervalos de longitud de onda, etc. para lograr una diferenciacion
Optima. Ya que el programa arroja resultados es trabajo del investigador llevar a cabo el analisis

y la interpretacion de éstos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer modelos para realizar la diferenciacién entre tequilas de acuerdo a su tiempo de
reposo, como tequilas blancos, reposados y afiejos por medio de la Espectrometria Infrarroja
Media (MIR) y técnicas quimiométricas de exploracion (Analisis de Componentes Principales y
Andlisis Claster) para la posible determinacién de adulteracion y que éstos sean rapidos y simples

con respecto al método de la Norma Mexicana.

Objetivos Particulares

= Llevar a cabo un Analisis de Componentes Principales (PCA) a partir de datos
espectrométricos de Infrarrojo Medio (MIR), con el fin de evaluar la agrupacién de los
tequilas por clase (blancos, reposados y afiejos).

= Realizar un Anadlisis Cluster para la clasificacion de tequilas de acuerdo a su clase
(blancos, reposados Yy afiejos).

* Analizar los Scores’ para encontrar pautas internas de los tequilas en funciéon de su
calidad y grado de reposo.

» Analizar los Loadings’ para identificar las relaciones existentes entre las variables y la
estructura quimica de compuestos que pudieran participar en la discriminacion de los
tequilas.

! La explicacion de estos términos esta contenida en el Marco Teérico dentro del apartado de Quimiometria.



MARCO TEORICO

1. El Tequila

El tequila es sin lugar a dudas, uno de los productos con el que mas se reconoce a México en la
mayor parte del mundo. Su presencia en los mercados internacionales (aunque no es nueva), se
ha visto fortalecida en los Gltimos afios a raiz de una serie de medidas estratégicas que sitian al
tequila en el gusto de los consumidores, no sélo como bebida combinada en forma de

“margaritas”, sino también como bebida de elevada calidad que se toma directamente.

El Estado de Jalisco, ubicado en el occidente de México es la entidad que provee mas elementos
mexicanos de reconocimiento internacional, como la charreria, el mariachi y el tequila. Este
estado es la cuna de esta bebida al ser el principal productor de su materia prima, el Agave

tequilana Weber variedad azul, ya que en este territorio se cultiva el 99.7 por ciento del total.

El tequila es una bebida alcohdlica tipicamente mexicana, obtenida por la fermentacion?,
destilacién y rectificacion de mostos preparados con los azUcares extraidos de las cabezas del
Agave tequilana Weber variedad azul, permitiéndose adicionar hasta un 49 por ciento de otros

azucares (de cafia de azlcar o de otros vegetales) en la preparacion de dichos mostos.

La produccién del tequila comprende dos fases distintas: la agricola (de siembra y cultivo de la

planta) y la industrial.

La fase agricola comprende actividades como preparacion de almacigos, preparacion de la tierra
y labores tales como fertilizacion, limpieza, barbeo o corte de hojas o pencas para proteccion,
etc. El crecimiento de la planta dura entre ocho y diez afios para estar en madurez, luego de lo
cual se cosecha la pifia, la cual se transporta a la planta industrial para su transformacién. Los
procesos por los que pasa son la coccion, trituracion, fermentacion y destilacion, de donde resulta

el tequila como bebida.

1 La fermentaciéon es un proceso metabdlico de tipo anaerobio realizado principalmente por
microorganismos en el cual la glucosa se oxida en productos como etanol o acido lactico.



Clasificacion de tequilas

Dependiendo de sus caracteristicas, el tequila se clasifica en cuatro tipos:

1) Tequila blanco: es el producto obtenido de la destilacion y rectificacion, ajustado con el agua

de dilucion a su graduacion comercial. Es la presentacion mas barata.

2) Tequila joven abocado: es el mismo que el tipo blanco, s6lo que se realiza el proceso de
abocado consistente en suavizar el tequila mediante la adicion de uno 0 mas suavizantes y

colorantes permitidos por la Secretaria de Salud de México.

3) Tequila reposado: es aquel que se almacena en recipientes de madera de roble o encino

durante por lo menos dos meses y que es susceptible de ser abocado.

4) Tequila afiejo: si el tiempo de maduracion es de 18 meses, se produce el tequila afiejo que es
el més caro en el mercado; también es susceptible de ser abocado y ajustado con agua de dilucién

a su graduacion comercial.

El tequila es reconocido internacionalmente por su denominacién de origen, por lo que para tal
efecto estd sujeta a la Norma Oficial Mexicana, lo cual obliga a todos los productores a ser
supervisados por distintos organismos oficiales, ademas del Consejo Regulador del Tequila, A. C.,
el cual se encarga de certificar la calidad de cada uno de los productos, con la ayuda del

laboratorio de la CAmara Regional de la Industria Tequilera.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana existen dos tipos de tequilas en sus diferentes

versiones:

1) El Tequila mixto 6 51-49, que se produce a partir de 51 por ciento de azlcares obtenidos del
Agave tequilana Weber variedad azul y el 49 por ciento restante de otros azlcares. Este se puede

encontrar en sus versiones blanco, joven abocado, reposado y afiejo.

2) El tequila 100 por ciento agave, el cual se define por si solo, pues se obtiene en su totalidad a
partir de los azlcares del Agave tequilana Weber variedad azul. Este se puede encontrar en sus

presentaciones, blanco, reposado y afiejo.
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Para distinguir estos dos productos, debera ir en la etiqueta la leyenda de 100 por ciento agave
para el segundo y para el primero sélo dira tequila. Ademas, el tequila 100 por ciento agave debe
ser envasado en México, por lo que debera adicionarse en la etiqueta las leyendas “Envasado de

Origen” y “Elaborado y Envasado bajo la Vigilancia del Gobierno Mexicano”.

Antecedentes Historicos del Tequila

Cuenta la leyenda que algunos indios nahuatlecas que habitaban en lo que hoy es Jalisco,
comenzaron a cocer los agaves en hornos bajo tierra, de los que después de macerarlos con
piedras y fermentarlos con agua obtenian un licor fuerte muy apreciado por ellos. Con la llegada
de los espafoles, el jugo fermentado del agave se destilaba en aparatos de cobre, obteniendo un
aguardiente espeso que fue del gusto de los conquistadores. En 1758 se le concedieron a José
Antonio Cuervo, por orden del Corregidor de Nueva Galicia, extensas tierras en la finca de
Villoslada, Jalisco. En 1795, José Maria Guadalupe Cuervo recibié del rey de Espafa la primera

concesion para producir tequila.

En la primera mitad del siglo XIX, José Maria Castafeda, establecio la fabrica de vino mezcal “La
Antigua Cruz” (posteriormente llamada La Perseverancia), la cual fue adquirida en 1873 por
Cenobio Sauza, quien ese afio inicid la exportacion a Estados Unidos. Para 1889 la fabricacion del
tequila en Jalisco ya se habia convertido en una de las principales industrias, existiendo en ese

afo 36 fabricas.

En el siglo XX, a raiz del reparto agrario, se redujo drasticamente la plantacién de agave; sin
embargo, la segunda guerra mundial permitié la reactivacion de la industria aunque fuera sélo
de manera temporal, puesto que al terminar dicha guerra la demanda de nuevo tuvo una caida
drastica que pudo ser solventada gracias a la expansion del mercado nacional, que permitio
incrementar la produccion en 8.6 por ciento anual entre 1950 y 1970. Desde la década de los
cincuenta, dos empresas se perfilaron como las lideres: Cuervo y Sauza, destilandose el 90 por
ciento del tequila producido en dicho estado en el municipio de Tequila, donde en 1930 habia
ocho destilerias y en 1954 se incrementaron hasta quince. Actualmente, el tequila es una bebida
mexicana protegida por la denominacion de origen, la cual abarca a todo el estado de Jalisco, 29

municipios de Michoacéan, seis de Guanajuato y siete de Nayarit, todos ubicados en el centro y
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occidente del pais, ademas de 10 municipios del estado de Tamaulipas (Figura 1). Sin embargo,

es una bebida eminentemente jalisciense [13].
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Figura 1. Estados donde se puede producir Agave tequilana Weber variedad azul
protegidos por la denominacion de origen.

Elaboracion del Tequila

La primera parte de este proceso es la seleccion de “hijuelos” (Figura
2) de la especie Agave tequilana Weber variedad azul, para ser
plantados Unicamente en el territorio de denominacién, zona
protegida por la Declaracion General de Proteccion a la denominacion

de origen. Estos hijuelos deben estar libres de enfermedades y con

una altura aproximada de 50 cm. El resto de las plantas son utilizadas

ra la elaboracion ila. La recoleccion se llev n . ..
para la elaboracion de tequila. La recoleccion se lleva a cabo cuando Figura 2. Hijuelos

la planta alcanza su plena madurez, es decir, cuando es capaz de
alcanzar las mejores mieles, y esté lista para la jima. La jima consiste en cortar las hojas de la
planta al ras de la base de manera manual (quien esto hace es conocido como Jimador), para
dejar Gnicamente la cabeza o corazén del agave, que es la materia prima para la elaboracion del

tequila.

Una vez que se corta del agave el corazon lefioso o pifia se lleva a la fabrica, en donde sigue un

proceso de elaboracion, que se puede dividir en los siguientes pasos:
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1) Coccion: las pifias se parten y se introducen en un horno.
El proceso de coccién dura alrededor de 48 horas y durante este
tiempo se le inyecta vapor de agua al horno. La coccion permite la
descomposicion de los azucares y de esta manera el mosto (jugo

de agave) queda listo para la fermentacion.

2) Molienda: una vez que se ha cocido, la pifia es triturada )

Flgura 3. Coccmn
para extraer el jugo del agave. Se usan molinos de piedra,
trituradoras o molinos de acero inoxidable. El proceso se inicia pasando el agave cocido por el
molino para desmenuzarlo y posteriormente se prensa para extraer el jugo. Finalmente se afiade
agua para extraer mejor los azucares. Con el jugo del agave
se forma el mosto o caldo de fermentacion.

3) Fermentacion: el mosto se inocula con levadura
(Saccaromyces
cerevisiae),
comenzando la

fermentacion para |
producir alcohol 'y Figura 4. Molienda
otros componentes

caracteristicos del tequila. La temperatura se mantiene

entre 30°C y 45 ©C durante un periodo de 12 a 72 horas.
| W‘ 4)  Destilaciéon: se llevan a cabo dos

destilaciones consecutivas del mosto.

- ;*,"ﬁl '}H Hl“

/ B } | J
7 1] i ‘ ‘ - | | Generalmente se utilizan alambiques (cobre,
O : ‘ g
i |l

acero inoxidable o acero inoxidable con
refrigerante de cobre), y aunque es poco
comun, destilacion en columnas. En la
primera destilacion se obtienen tres

productos: las cabezas, que generalmente

; se reciclan con el fermentado para ser
Figura 6. Destilacion redestilado; la cola, llamada vinaza que se

elimina del proceso y el ordinario (cuyo contenido de etanol esté entre el 20-30% (v/v) de
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alcohol). Posteriormente, el ordinario se pasa a otro alambique para llevar a cabo la segunda
destilacion. En este paso se obtienen también tres productos: la cabeza, que se elimina, la
cola, que puede ser reciclada y el destilado, que es el producto final de la destilacion, cuyo
contenido en etanol es de alrededor del 55% (v/v). Después se diluye con agua hasta,

aproximadamente un 38% de alcohol dependiendo la tequilera.

5) Embotellado: una vez obtenido el producto final se envasa directamente (si el tequila
es de tipo blanco) o se almacena en barricas (Figura 7) para su maduracion (si el tequila

es de tipo reposado o afiejo) [14].

| ;imn |

-

Figura 7. Barricas (izquierda) donde se dej;n reposo el tequila.
Clases de tequila (derecha): blanco, reposado y aiiejo.

Compuestos presentes en los Tequilas

Se conoce que los tequilas contienen un sinnimero de compuestos volatiles que producen el
caracteristico color y olor de los tequilas. Por su parte, los tequilas reposados y afiejos adquieren
otros compuestos adicionales durante el proceso de reposo en las barricas en funcién de su
tiempo de reposo. Es asi, que la variedad y concentracion de este tipo de compuestos puede

hacer la diferencia entre un tequila blanco, uno reposado y uno afiejo.

Los compuestos mayoritarios presentes en el tequila son: el etanol, alcohol isoamilico, fenil etanol,

entre otros alcoholes superiores y entre los acidos estan el acético, decanoico y dodecanoico [15].
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2. Infrarrojo Medio (MIR)

La Espectrofotometria Infrarroja tiene casi 125 afios de existencia. El primer espectro de
vibraciones moleculares se observo en 1881 por Abney y Festing quienes prepararon emulsiones
fotograficas sensibles al infrarrojo cercano y fotografiaron el espectro de absorcion de 48 liquidos
organicos. Encontraron bandas caracteristicas en estos espectros, las cuales asociaron con la
presencia de hidrégeno en las moléculas estudiadas. En 1892, Julius obtuvo el espectro infrarrojo
de 20 compuestos organicos, encontrando que todos los compuestos que contienen metilo (CHs)
exhiben una banda de absorcion de 3.45 umy llegd a la conclusion de que la absorcion de ‘ondas
calorificas’ se debe a movimientos intramoleculares; en otras palabras, la estructura interna de la
molécula determina el tipo de absorcidn. También encontrd que el efecto no es ‘aditivo’; es decir,
que no se puede predecir el espectro de absorcion de un compuesto a partir del conocimiento de

los espectros de los atomos constituyentes [16].

La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscépicas que encontrd un
uso extendido, en particular la espectroscopia de absorcién infrarroja (IR) que recibe su nombre
de la region del espectro electromagnético implicado (Figura 8). 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 region IR del espectro

electromagnético se encuentra entre 12800-10 cm™.

1kilometro 1 metro 1 milimetro 1000 nanémetros 1 nanémetro
10°mt 10°mt 10°mt 10°mt 1012

Microondas Rayos X Rayos
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Radar Rayos Infrarrojos Rayos Rayos
(IR) Ultravioleta Gamma
uv

VW

Onda larga : Onda Corta

Infrarrojos Ultravioleta

700 nanémetros 600 nanometros 500 nanémetros 400 nanémetros

Figura 8. Espectro electromagnético de la luz [18].
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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™ (MIR) e IR lejano: 400-10
cm™ (FIR), siendo en el IR Medio (MIR por sus siglas en inglés) donde se dan la mayoria de las
aplicaciones analiticas tradicionales, aunque desde la década de los 80 la utilizacién del NIR ha
experimentado un innegable auge. El IR requiere una minima o nula preparacion de la muestra
y ofrece un andlisis cuantitativo sin consumir o destruir la muestra. Con frecuencia se combina
con un espectrofotometro Visible-Ultravioleta y dispositivos de fibra éptica para analisis remoto,

encontrando especial interés en control de procesos.

Por su parte, el IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales 6pticos especiales. Se emplea
para el andlisis de compuestos organicos, inorganicos u organometalicos que contengan atomos

pesados (masa atomica superior a 19) y proporciona informacion atil en estudios estructurales.

Por lo que respecta al IR medio, existen espectrofotbmetros 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.

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.

Como en otros procesos de absorcidén de radiacion electromagnética, la interaccion de la radiacion
infrarroja con la materia provoca un cambio en ella. En el caso que nos ocupa, los cambios
ocurren en el estado vibracional de las moléculas. El espectro vibracional de una molécula se
considera una propiedad fisica Unica y por tanto caracteristica de esta molécula. Asi, entre otras
aplicaciones, el espectro IR se puede usar como “huella dactilar” en la identificacion de muestras

desconocidas mediante la comparacion con espectros de referencia.

Los espectros son a menudo complicados y resulta dificil asignar cada una de las bandas que
aparecen en ellos a movimientos atémicos especificos. Esto no es siempre necesario para extraer
informacién muy valiosa, de modo que el conocimiento “incompleto” de los espectros no

disminuye su utilidad para realizar analisis cuantitativos y cualitativos. De hecho, la espectroscopia



16

IR junto a la espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear, forman la base del
andlisis organico cualitativo contemporaneo centrado en la identificacion de la estructura
molecular de compuestos y mezclas desconocidas. También es cada vez de mayor relevancia el
IR en el campo del andlisis cuantitativo, en el que la estimacién de contaminantes atmosféricos

provenientes de los procesos industriales ocupa un lugar relevante.

Como primera aproximacion, un espectro IR se obtiene al pasar radiacion a través de una muestra
y se determina la fraccion de esta radiacion incidente que ha sido absorbida. La energia particular
a la que aparece cada banda en un espectro guarda relacion con la frecuencia de vibracion de

una parte de la molécula.
Las caracteristicas més relevantes de la espectrometria Infrarroja son las siguientes:

1. Si dos moléculas estan constituidas por grupos funcionales distintos, o tienen distinta
distribucion isotépica, configuracién, o se encuentran en ambientes distintos, los espectros

infrarrojos seran distintos.

2. Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos espectros pueden

ser considerados como las huellas digitales de dicha sustancia.

3. Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales particulares y que tienen

localizaciones e intensidades especificas dentro de los espectros infrarrojos

4. A partir de los espectros se pueden inferir los grupos funcionales que contribuyen en una

molécula o compuesto.

5. Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla son generalmente proporcionales
a las concentraciones de las componentes individuales. Por lo tanto, es posible determinar la

concentracion de una sustancia y realizar analisis de muestras con varias componentes.

6. Es posible, mediante el uso de dispositivos experimentales adecuados, obtener espectros
infrarrojos sin alteracién de la muestra, lo que constituye a esta espectrometria como una

herramienta de andlisis no destructiva.
7. El tiempo necesario para obtener y almacenar un espectro infrarrojo es del orden de minutos.

La espectroscopia en la region del infrarrojo medio (que comprende de 4000-400 cm™ del

espectro electromagnético) es una de las técnicas analiticas disponibles més importantes para
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conseguir informacion sobre aspectos cualitativos y cuantitativos de analitos en tiempo real en

los procesos de manufacturacion

Una razon fundamental para el atractivo de la espectroscopia infrarroja es la espectroscopia de
transformada de Fourier (FTIR) que se desarrollé para superar las limitaciones encontradas con

los instrumentos dispersos.

La técnica de la espectrometria infrarroja esta ampliamente extendida en el mundo de la industria
ya que esta relacionada con diferentes areas de aplicacion: agricultura, biotecnologia, cosméticos,
ciencias de la tierra, de la atmosfera y mineralogia, control medioambiental, alimentos y bebidas,
ciencia forense, medicina y quimica clinica, industria del petréleo, industria farmacéutica, ciencia
de los polimeros, ciencia de los materiales, etc. Como se observa las aplicaciones son
innumerables y para los fines de este trabajo hablaremos un poco, a guisa de ejemplo, lo

relacionado al uso de la espectroscopia infrarroja en el analisis de bebidas.

Las aplicaciones de la espectroscopia del infrarrojo medio en la alimentacion y en las bebidas son
bastante amplias, como lo muestra Duarte y col. [11], quienes aplican la espectroscopia FTIR
para el control de calidad de 50 tipos de cerveza. De este modo se puede identificar los
parametros espectrales que pueden proporcionar informacion sobre los factores que afectan a la

calidad de la produccién de las cervezas.

Lachenmeier [7] describe el uso de la espectrometria FTIR en combinacién con el anélisis
multivariante de datos para el control de calidad y la evaluacion de autenticidad de diversas
bebidas alcohdlicas y cervezas, en controles alimentarios oficiales. Solo dos minutos son
necesarios para la medida en FTIR. Para las bebidas alcohoélicas ni siquiera es necesaria una
preparacion de la muestra, para las bebidas con CO, como la cerveza es necesario quitar primero
el gas. Los resultados obtenidos sugieren que la espectroscopia FTIR es una técnica util en el
control de bebidas alcohdlicas, ya que es posible realizar simultaneamente la determinacion

cuantitativa de componentes esenciales.
También el uso de la técnica FTIR en el andlisis de vinos ha sido muy bien estudiada [12].

La técnica de espectroscopia por FT presenta una serie de caracteristicas que la hacen més
adecuada en algunas aplicaciones en las que otras técnicas tendrian problemas.
Permite, por ejemplo, medir la longitud de onda de forma absoluta sin necesidad de hacer

medidas de referencia o calibrados en A como ocurre con otras técnicas (monocromador,
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interferébmetro Fabry-Perot). En esta propiedad reside el éxito de la técnica no como

espectrometro, sino como medidor de longitudes de onda.

Ademas, a diferencia de otros montajes, no utiliza elementos dispersores para determinar el
espectro (redes de difraccién, prismas, etc.) por lo que, en principio, al detector le llega una
cantidad de luz mucho mayor, consiguiendo una relacion sefial/ruido superior (ventaja multiplex).
Por este motivo, resulta muy util a la hora de medir espectros de fuentes débiles, por ejemplo,

en astronomia.

Finalmente, con un Michelson ideal no existe, en principio, el problema de otras técnicas como el
interferémetro de Fabry-Perot del intervalo espectral libre. Es por ello que, de una sola medida

con el Michelson se podria determinar el espectro completo de la fuente.

3. Quimiometria

En 1975, The Chemometrics Society, definid la Quimiometria como: “la disciplina quimica que
utiliza los métodos matematicos y estadisticos para disefiar o seleccionar procedimientos de
medida y experimentos 6ptimos, y para proporcionar la méxima informacion quimica mediante el
andlisis de datos quimicos”. D. L. Massart la define como: “la disciplina quimica que utiliza la
matematica, la estadistica y la l6gica formal para disefiar o seleccionar procedimientos
experimentales Optimos, proporcionar la méaxima informacién quimica relevante a partir del

analisis de datos quimicos y obtener conocimiento a partir de sistemas quimicos”.

La Quimiometria mejora el rendimiento del proceso analitico en todas sus etapas, y asegura la
calidad de los resultados. Una vez obtenidos los datos, el tratamiento de los mismos permite
aumentar la calidad de los resultados, facilitar su interpretacion y fundamentar las conclusiones

con rigor. La Quimiometria genera valor afiadido en dos sentidos:

a) Permite disefar y realizar experimentos mas eficaces y extraer mas informacion a partir
de los datos.

b) Potencia la incorporacion del quimico y en general del profesional del laboratorio, a la
cadena de control del proceso productivo. Es asi que de esta forma dicho profesional deja
de ser un mero productor de datos, y se convierte en alguien que genera, interpreta y

comunica informacién relevante para la toma de decisiones.



19

El desarrollo de la Quimiometria como disciplina cientifica independiente se inicié hasta 1969, con
los trabajos de Jurs, Kowalski e Isenhour. Afios después aparecieron las primeras revistas
especializadas de investigacion en Quimiometria: Chemometrics and Intelligent Laboratory

Systems (1986) y Journal of Chemometrics (1987).

El desarrollo de la Quimiometria fue tardio como consecuencia de la lenta evolucion de la
instrumentacion cientifica. En la primera mitad del siglo XX era dificil y costoso obtener, tratar y
almacenar datos quimico-analiticos. Se disponia de pocos datos y su examen directo permitia al
analista extraer toda la informacion significativa. Esta situacion comenz6 a cambiar hacia 1960,

debido al fuerte impulso que experimento el desarrollo de nueva instrumentacion.

Sin embargo, en la década 1960-1970, la recopilacion de los datos y su tratamiento manual con
algoritmos matematicos eran procesos lentos y tediosos. Por ello, los algoritmos con cierta
complejidad de calculo (incluida la regresion lineal simple) no tuvieron interés practico hasta la
evolucién y popularidad de las calculadoras electronicas hacia 1975. Por otra parte, la idea de
gue los datos quimicos generados por los nuevos instrumentos podian transformarse en
informacion significativa mediante técnicas estadisticas estaba poco extendida. Como observo C.
F. Bender, “durante afios, los cientificos experimentalistas han llenado de datos los cuadernos de
laboratorio, y a menudo los han descartado por falta de técnicas de interpretacion adecuadas”
(1973).

El impulso definitivo de la Quimiometria como disciplina cientifica independiente fue debido a la
popularizacion de la computadora y su incorporacién a los instrumentos cientificos, a mediados
de la década 1980-1990. Actualmente, un laboratorio analitico automatizado es capaz de generar,
tratar y almacenar en corto tiempo muchos miles de datos, referentes a muestras que han sido
analizadas secuencialmente mediante técnicas de enorme poder resolutivo: cromatografia,
electroforesis, espectrometria, entre otras, acopladas a diversos detectores simples, multicanales

y de barrido.

Muchas técnicas quimiométricas se encuentran incorporadas al software de la instrumentacion

analitica, y se aplican de un modo habitual por los profesionales del laboratorio quimico-analitico.

El andlisis de datos por métodos quimiométricos puede generalizarse en la siguiente dicotomia:
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1. De cuantificacion: buscan determinar la cantidad de uno o méas analitos existentes en
una muestra; métodos que se enfocan en ello son por ejemplo: PCR (Regresion de
Componentes Principales) y PLS (Regresion por Minimos Cuadrados Parciales).

2. De clasificacion: Su objeto esta en lograr la diferenciacion existente entre los analitos
de una muestra atendiendo a diversas variables; ejemplo de estos métodos son PCA,

Claster, Curvas potencia, etc.

Debido a que el objeto de este trabajo radica en la diferenciacién entre tequilas, se hablara de
los métodos quimiométricos de clasificacion, especificamente en el Analisis de Componentes

Principales y en el Analisis Cluster que fueron los utilizados en este trabajo.

Analisis de Componentes Principales (PCA)

Es una técnica habitual en el analisis multivariante, con propiedades muy bien estudiadas y
aplicadas en diversos campos y con diferentes objetivos. Entre ellos se destaca la clasificacién,
poniendo de manifiesto las relaciones existentes entre las diferentes muestras y en la reduccion

de datos, paso previo en diferentes tipos de calibracion.

Como definicién se podria decir que PCA es una técnica multivariable en la cual un nimero de
variables mas o menos correlacionadas son transformadas a otro nUmero menor de variables no
correlacionadas. Esta colinealidad significa que la matriz de datos X tiene algun tipo de variabilidad
dominante que se lleva la informacion principal; el objeto de PCA es eliminar la informacion

redundante y la variabilidad debida al ruido.

El punto de partida de todos los andlisis multivariables es una matriz de datos X. Cada fila de esta
matriz se denomina objeto, correspondiendo en quimica a una muestra; cada una de las
columnas, denominadas variables, corresponden a las medidas que se realizan a los objetos. En
espectroscopia, esa matriz puede corresponder a los espectros de un conjunto de muestras; cada
objeto (fila de la matriz) corresponde al espectro de una muestra, y las columnas son ndimeros
de onda a las que se ha registrado el espectro. Si registramos M muestras a K nimeros de onda

tendremos una matriz de dimensiones M x K.

El PCA busca las direcciones que expliquen la méaxima variabilidad de las muestras, definiendo

unos nuevos ejes que describirdn el volumen en que se encuentran las mezclas. En otras palabras,
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eL PCA transforma las variables originales, posiblemente correlacionadas entre si, en otros nuevos
ejes llamados Componentes Principales o PC's. Estos nuevos ejes son los componentes
principales, los cuales son ortogonales entre si y son combinaciones lineales de las variables
originales. El primer componentes principal es la direccion que explica la maxima variabilidad de
las muestras; el segundo, se escoge que sea perpendicular al primero, y explique la maxima
variabilidad de las muestras una vez restada la explicada por el primer componente principal, y
asi sucesivamente. Las varianzas de los datos referidas a los nuevos ejes son los elementos de la
diagonal principal. Las coordenadas de los datos en los nuevos ejes reciben el nombre de Scores
y las variables se expresan linealmente en funcidn de los PC's, donde los coeficientes de estas
combinaciones lineales se denominan Loadings, e indican la contribucién del PC a la variable

original [19].

Para poder definir esos ejes matematicamente se utilizan los cosenos de los &ngulos que forman
cada uno de estos nuevos ejes con los ejes antiguos, son los loadings y las coordenadas de las

muestras en estos nuevos ejes son los scores.

Analisis Cluster (AC)

El Andlisis de Cluster (o Andlisis de Conglomerados) es una técnica de Andlisis Exploratorio de
Datos para resolver problemas de clasificacion. Su objeto consiste en ordenar objetos (personas,
cosas, animales, plantas, variables, etc.,) en grupos (conglomerados o clusters) de forma que el
grado de asociacion/similitud entre miembros del mismo cluster sea mas fuerte que el grado de
asociacion/similitud entre miembros de diferentes clusters. Cada cluster se describe como la clase
a la que sus miembros pertenecen. Ademas, este método permite descubrir asociaciones y
estructuras en los datos que no son evidentes a priori pero que pueden ser Utiles una vez que se
han encontrado. Los resultados de un Andlisis Cluster pueden contribuir a la definicion formal de
un esquema de clasificacion tal como una taxonomia para un conjunto de objetos, a sugerir
modelos estadisticos para describir poblaciones, a asignar nuevos individuos a las clases para

diagnostico e identificacion, etc.

Se puede encontrar dos tipos fundamentales de métodos de clasificacion: Jerarquicos y No
Jerarquicos. En los primeros, la clasificacion resultante tiene un namero creciente de clases

anidadas y en el segundo las clases no son anidadas.
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Los métodos pueden dividirse en Aglomerativos y Divisivos. En los primeros se parte de tantas
clases como objetos tengamos que clasificar y en pasos sucesivos vamos obteniendo clases de
objetos similares, mientras que en los segundos se parte de una Unica clase formada por todos

los objetos que se va dividiendo en clases sucesivamente.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Material y equipo:

+ Equipo: Espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR FRONTIER con ATR de diamante en el

intervalo de 4000 a 400 cm-1 con una resolucién de 1 cm-1, 16 scans (Figura 9).

+ Softwarwe GenEx © (MultiD Analysis AB, Géterborg, Suecia).

A

Figura 9. Espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR FRONTIER

Para el presente trabajo se analizaron en total 84 tequilas, de los cuales: 28 son blancos, 37
reposados y 19 afiejos. En los anexos de esta tesis se encontrara la lista completa de los tequilas

estudiados, tanto su clase como su marca.

*En este andlisis se identificara a los tequilas , a los reposados con el

color azul y a los afiejos con el color rojo.
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La parte experimental consistié en la obtencién de espectros de cada tequila en el FT-IR. Para
ello, se limpi6 el diamante —donde se colocaba la muestra- con etanol y se seco con papel 6ptico
(esto solo al inicio del experimento). Después con una micropipeta se obtenia una cantidad del
tequila a analizar y se vertia sobre el diamante del FT-IR, se limpiaba con papel 6ptico y
nuevamente se vertia la muestra del mismo tequila para ser leida por el equipo y obtener su

respectivo espectro. Este procedimiento para cada tequila analizado.

Por cada tequila se obtuvo solo un espectro (salvo alguna anomalia en la medicién que obligara

a repetir la medicion).

La siguiente parte de este trabajo, ya generados los espectros, se resume de la siguiente manera:

Pasos para la obtencion de los modelos:

1. Obtencién de espectros.

2. Tratamiento de datos.

3. Obtencion de grupos de tequilas por anélisis de componentes principales (PCA).
4

Obtencién de Dendogramas por andlisis cluster.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Pretratamiento

Después de obtener los espectros de absorcion MIR de las muestras de tequilas, se generan las

respectivas matrices de absorbancia en funcién del nimero de onda. Previo al andlisis en el

programa GENEX, se realiza un pretratamiento de datos en el siguiente orden:

1
2
3.
4

Correcciéon ATR
Correccion de la linea base (CLB)
Ajuste a cero (la absorbancia de cada espectro a 4000 cm™ se ajusta a cero).

Primera o segunda derivadas.

En el caso de los datos brutos el pretratamiento se limita a los tres primeros puntos.

Los espectros de los tequilas analizados con correccion ATR, correccion de la linea base y ajuste

a cero, muestran el siguiente perfil:

Abs

Brutos

Longitud de onda (cm-1)

Figura 10. Perfil de espectros de todos los tequilas en el intervalo de 4000-400 cm™

La Figura 11 muestra los espectros de las tres clases tequilas, en los que se puede evidenciar que

en varias regiones se encuentran superpuestos. Sin embargo, se lograra su diferenciacion por

medio de métodos quimiométricos como son el Andlisis de Componentes Principales (PCA)

mediante el software GENEX.
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Brutos

Abs

Longitud de onda (cm-1)

Figura 11. Perfil de espectros de un tequila blanco, un reposado y un afiejo, correccion ATR y
ajuste a cero en el intervalo de 4000-400 cm™*

Para el PCA, se usaron diferentes colores para identificar cada clase de tequila, esto es: verde
para tequilas blancos, azules para tequilas reposados y rojos para tequilas afiejos. En este
programa se variaron algunas condiciones de trabajo como son: intervalo de onda, escalado
(ninguno, centrado en la media o autoescalado) y la eliminacion de muestras andémalas. Todas
estas modificaciones pueden combinarse entre si, o simplemente prescindir de ellas durante el
analisis. Al final, lo importante es la obtencion de un modelo 6ptimo que permita la diferenciacion
de tequilas por clases.

A manera de ejemplo, se exponen algunas de esas modificaciones usadas durante el analisis

e Con diferentes escalados (Figura 12):
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a) sin escalado b) centrado en la media c) autoescalado

Figura 12. Graficos de scores de datos brutos en el intervalo 4000-400 cm™ con
diferentes escalados
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En los tres gréaficos anteriores la distribucion de los scores (muestras) es diferente en cada caso
debido al tipo de escalado. Ademas, se puede notar una muestra anémala, marcada por un circulo
negro, la cual se analizara mas adelante.

Tabla 1. Comparacion de resultados en la varianza de PCA de datos brutos con correccion
ATR y ajuste a cero

Intervalo Nimero Escalado Varianza
onda (cm™?)
% PC1 % PC2 % PC3
4000-400 Sin escalado 99.97 0.026 0.003
4000-400 Centrado en la 96.88 2.316 0.367
media
4000-400 Autoescalado 53.027 0 31.508

En la Tabla 1 se presentan los valores porcentuales de varianza para cada componente principal
de acuerdo a las condiciones marcadas en cada caso. Un componente principal, recordemos, es
un vector que describe mejor las muestras que las variables originales y cuya direccion es la
maxima varianza; asi, se podria esperar (en condiciones ideales), que aquel componente con
mayor varianza ofrezca los mejores resultados en PCA, que en nuestro caso eso seria la

diferenciacién por clases de tequila.

Lo importante de la Tabla 1 comparativa es darse cuenta de que para el mismo intervalo espectral,

al modificar el escalado en el andlisis, los porcientos de varianza cambian.

En este caso no nos detendremos a explicar cada grafico de scores mostrado previamente, ni
tampoco sus respectivos valores de varianza de acuerdo al tipo de escalado, pues eso se
presentara detalladamente en los resultados mas adelante; lo de ahora s6lo es mostrar de forma
ilustrativa las herramientas que pueden ser utilizadas en GENEX durante el PCA para la obtencién

del modelo 6ptimo.

Muestras anomalas

Como se observa en la Figura 12 habia una muestra anémala, la cual se aleja significativamente

de los otros tequilas. Este comportamiento puede deberse a muchas causas. Desde que algunas
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de las muestras sean de naturaleza diferente respecto al resto, o bien se tuvo algun error en la
determinacién del espectro. Este tipo de muestras es necesario eliminarlas para que no interfieran
con el andlisis. En este caso, esta muestra corresponde al tequila reposado 31 el cual en la zona
de 900-1200 cm™ se puede observar que las bandas del espectro de este tequila sobresalen de
las demas (Figura 10). Sin duda este tequila posee una diferencia evidente en su espectro con
respecto a los demas tequilas, misma diferencia que es identificada por PCA. Este tipo de

muestras son consideradas como “andmalas” y por lo general suelen excluirse de PCA.

Una vez conocidas las herramientas utilizadas en GENEX para la obtencion de los modelos
Optimos, lo que sigue es mostrar los resultados finales y las condiciones en las que se llegaron a

éstos.

Inicialmente se trabajé con los datos brutos con correccion ATR y ajuste a cero, los cuales
corresponden a los de la Figura 10. Sabiendo que en esa misma figura se encuentran todos los
tequilas analizados, independientemente de su clase, resultaria practicamente imposible
diferenciar cual de esos espectros corresponde a un tequila blanco, un tequila reposado o un
tequila afiejo. Es aqui donde entra el uso de la Quimiometria como instrumento para la

diferenciaciéon de tequilas por clases, en especifico el Andlisis de Componentes Principales.

PCA con datos Brutos

Hasta aqui se observa que no es suficiente el pretratamiento de los datos brutos (con correccion
ATR y ajuste a cero) ni la eliminacion de muestras anémalas para generar modelos satisfactorios

en la diferenciacion por clases.

En principio, se consideran intervalos de numero de onda donde se perciban diferencias
significativas, lo cual no es simple, ain con un acercamiento. En el caso de la Figura 11, con un
acercamiento estas diferencias se notan en las zonas: 800-1100, 1200-1800 y 2800-3500 cm*
del espectro. Sin embargo, al incluir estos intervalos en el modelo, cada uno de éstos, asi como,
la combinacion de ellos, no permite alcanzar resultados satisfactorios para la diferenciacion entre

clases de tequilas.

Uno de los intervalos de nimero de onda donde se logré una primera diferenciacion entre clases
de tequilas, fue 750-2300 cm, con centrado en la media, como se aprecia en los siguientes

graficos de scores de la Figura 13.
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Figura 13. Graficos de scores para el conjunto de los tequilas brutos, centrado en la media,

intervalo nimero de onda 750-2300 cm
a) Subespacio PC1-PC2 b) Subespacio PC2-PC3

Tabla 2. Condiciones para el analisis de PCA de datos brutos en el intervalo 750-2300 cm™

Intervalo Varianza
Numero Escalado Tequilas anomalos
Onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
) Centrado en A15, B02, BO3, B28, 0.552
750-2300 la media B30, R31 97.765 1.099

En estos graficos de scores se muestra que tres PCs explican el 99.417% de la varianza inicial
(PC1: 97.765%, PC2: 1.099% y PC3: 0.552%). Los PCAs realizados bajo estas condiciones
permitieron observar una clara diferencia entre las clases de tequilas (blancos, reposados y
afiejos), especificamente a lo largo de PC2 (Figura 13). Asimismo, la parte a) de esta figura,
muestra una pauta interna en al caso de los grupos de tequilas blancos y reposados. La Tabla 2

resume las condiciones 6ptimas del modelo.

Sin embargo, al realizar una busqueda exhaustiva, se encontrd otro intervalo mucho mas estrecho
y no contenido en el primero que también permitio la diferenciacion por clases de tequilas. Este
intervalo fue de 3600-3700 cm™.
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Figura 14. Graficos de scores para el conjunto de los tequilas brutos, centrado en la media,
intervalo nimero de onda 3600-3700 cm
a) Subespacio PC1-PC2 b) Subespacio PC1-PC3

Tabla 3. Condiciones para el analisis de PCA de datos brutos, intervalo 3600-3700 cm™

Intervalo Varianza
Numero Escalado Tequilas anomalos
Onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
3600-3700 Centrado en A05, B0O2, B0O3, R31 98.25 1.43 0.22
la media

La Figura 14 ilustra este resultado y la Tabla 3 resume las condiciones del modelo. Se pueden
observar tres claros agrupamientos por cada clase de tequila. Esta separacién muestra el gran
poder de PCA como herramienta en el andlisis de resultados en quimica analitica, pues como se
habia visto en la Figura 11, resultaba imposible apreciar una distincion entre los espectros de
cada tequila. PCA tiene la capacidad de obtener y encontrar diferencias que en otras
circunstancias pasarian inadvertidas.

En este caso el PC1 muestra una varianza de 98.2%. Sin embargo, al observar el subespacio PC1-
PC2, no es PC1 el responsable de la diferenciacion sino PC2 como se constata en el subespacio
PC2-PC3, con una varianza de apenas del 1.431%. Esto indica que existe alguna variable que
tiene mayor peso en este andlisis para otorgar casi toda la varianza a PC1, pero que no es la
responsable de la diferenciacién de los tequilas en clases y es la varianza de PC2 la que determina

esta diferencia.
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Pautas Internas

Al analizar los scores de datos brutos de la Figura 14 a), en el caso de los blancos y reposados
se encontraron, la existencia de pautas internas a lo largo de PC1. Para cada clase, se analizaron
sus correspondientes espectros a fin de identificar las zonas en donde se apreciaban las
diferencias mas notorias. En particular se examinaron con detalle las zonas de 900-1100, 1400-
1750 y 2900-3700 cm™. Es claro que el Gltimo intervalo se debe a la presencia de grupo hidroxilo
del agua y los alcoholes, éstos ultimos productos de la fermentacion. A manera de ejemplo, la
Figura 15 exhibe un conjunto de espectros de tequilas reposados, elegidos a los largo de PC1.

Figura 15. Espectros de tequilas reposados a lo largo de PC1 en el intervalo 400 a 4000 cm™

Abs

Diferenciaciénentre tequilas reposados (datos Brutos)

Long. de Onda —TEQRQ2 —TEQRO7 TEQROS — TEQR13 —TEQR16 —TEQRI7 —TEQRI8 —TEQR1S —TEQR3

La Figura 16 presenta un acercamiento de la regién 1000-1100 cm™ de la Figura 15, donde se
puede apreciar con claridad que las intensidades de las bandas correspondientes a los maximos
de 1044 y 1086 cm™ se incrementan desde el tequila TR19 al TRO7. Las intensidades de ambas
bandas podrian estar relacionadas con el grado de fermentacion de los tequilas, ya que el valor
de 1044 cm™ y 1086 cm™ podrian estar vinculados con la existencia de derivados furfurales,
producto de la fermentacion (ver apartado de analisis de loadings méas adelante). ¢Acaso la

distribucion de los tequilas en esa regién sea una indicacion del grado de fermentacion?
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Figura 16. Acercamiento de la zona 1000-1100 cm™ de espectros de tequilas reposados

La Figura 17 muestra un segundo acercamiento en el intervalo 2940-3060 cm™ donde se observa
en detalle que la intensidad de la banda con maximo en 2981 cm™ se incrementa del tequila
TRO19 al TRO7. Asi, el tequila reposado que ostenta en este caso una banda mas intensa, es el

TRO7 y la menos intensa el TR19.

2981 cm?
0.056
g
//I/
0.051
7 TR19
0.046 _/,./'/
7
0.041 Z
= TRO7
0.036 —
0.021
0.026
0.021
2940 2960 2980 3000 3020 3040 3060
——TEQR 02 ——TEQR 07 ——TEQR 08 TEGR 13 ——TEQR 16

——TEQR 17 ——TEQR 18 ——TEQR 19 ——TEQR 32

Figura 17. Acercamiento de la zona 2940-3060 cm™ de espectros de tequilas reposados
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Es en esta zona donde se aprecia la aparicion de un punto isosbéstico en aproximadamente 2995
cm™. Una posible explicaciéon podria ser que este punto pone de manifiesto la relacion que existe
entre los compuestos con mayor grado de oxidacion como los furfurales con grupos carbonilos y
los de menor grado de oxidacién como los alcoholes. Esto podria indicar que un tequila como el
TRO7 podria contener compuestos con un mayor grado de oxidacién que un tequila como el TR19.
Este mismo comportamiento observado en los tequilas reposados, puede verificarse también con

los tequilas afiejos (figuras 18 y 18a) y blancos (figura 19 y 19a).

B Diferenciacién entre tequilas afiejos (con datos brutos)

0.25 TA15
015
01

0.05

400 200 1400 1900 2400 2900 3400 3900

Long, de Onda —TEQAO1 ——TEQA 06 TEQA 08 TEQAOS ——TEQA10 ——TEQA1l —TEQAIS

Figura 18. Espectro comparativo entre tequilas afiejos que mostraron distribuciéon en PC1.
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Abs 2981 cm™!
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Figura 18 a. Acercamiento de la zona 2940-3060 cm™ de espectros de tequilas afiejos.

Abs Diferenciacién entre tequilas blancos (con datos brutos)
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Figura 19. Espectro comparativo entre tequilas blancos que mostraron distribucion en PC1.
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Figura 19 a. Acercamiento de la zona 2940-3060 cm™ de espectros de tequilas blancos.
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PCA con datos de primera derivada

A los datos brutos con correccién ATR y ajuste a cero se les aplico la primera derivada (Figura
20), proceso que es hecho por el software del instrumento FT-MIR. A continuacion se presenta
el perfil de espectros tipicos con primera derivada para un tequila blanco, uno reposado y uno
afiejo. Al observar estos espectros (con acercamiento), vemos que las zonas donde se aprecian
diferencias entre las clases de tequilas son: 800-1200, 1300-1800 y 2800-3100 cm. No obstante,
al intentar obtener un modelo por PCA que incluyera estos intervalos en forma individual o
combinada, no se logré la separacion entre clases. Sin embargo, al explorar otros intervalos, se
encontrd que con los intervalos 1400-1700 y 3600-3700 cm™ con centrado en la media, se logré
obtener un modelo que alcanz6 la separacion por PC1, segin se muestra en los gréaficos de scores

de la Figura 21, en las condiciones marcadas en la Tabla 4.

1ra. Derivada 9 puntos

el B Deaae

Longitud de onda (cm-1)

Figura 20. Perfil de espectros de Primera Derivada de un tequila blanco, un reposado y un
afiejo en el intervalo de 4000-400 cm™
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Figura 21. Graficos de scores para el conjunto de los tequilas con primera derivada, centrado
en la media, intervalo nimero de onda 1400-1700 y 3600-3700 cm™
a) Subespacio PC1-PC2 b) Subespacio PC1-PC3 c) Subespacio PC1-PC2-PC3

Tabla 4. Condiciones para el analisis de PCA de primera derivada, intervalos 1400-1700 y
3600-3700 cm™

Intervalo Varianza
Numero Escalado Tequilas anomalos

Onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
1400-1700 Centrado en 1.976
3600-3700 la media B02, B0O3, B30 59.784 29.9763

Ademas, se puede observar que a lo largo de PC1 aparece primero el grupo de los blancos, luego
los afiejos y por ultimo los reposados. Cada grupo presenta una dispersion diferente. El grupo de
los reposados se encuentra medianamente disperso tanto en PC1 como PC2. El grupo de los
tequilas blancos presenta un alargamiento sobre PC2. Estas caracteristicas podrian estar

asociadas a las diferencias en la composicion quimica de los tequilas, dependiendo de su clase.

Otro modelo 6ptimo que también logré diferenciar los tequilas por clases, se encontro al emplear
el intervalo 3600-3700 cm™ bajo las condiciones de la Tabla 5. La Figura 22 muestra estos
resultados. La varianza acumulada de 3 componentes fue de 96.425 % (PC1=77.012 9%,
PC2=15.426 % y PC3=1.464 %). En el subespacio PC1-PC2 se observa que la separacion se da
a lo largo de PC1.
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Figura 22. Grafica de scores para el conjunto de datos con 12 derivada de tequilas, centrado
en la media, intervalo nimero de onda: 3600 a 3700 cm
a) Subespacio PC1-PC2 b) Subespacio PC1-PC3 c) Subespacio PC1-PC2-PC3

Tabla 5. Condiciones para el analisis de PCA de primera derivada, intervalo 3600-3700 cm™

Intervalo Varianza
Numero Escalado Tequilas anomalos
Onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
3600-3700 | Centradoen AO5, B02, BO3 77.012 15.426 1.464
la media

PCA de datos con segunda derivada

Un tequila afiejo, un tequila reposado y un tequila blanco, tratados con segunda derivada,

muestran el siguiente perfil a lo largo del intervalo MIR:

2da. Derivada 9 puntos

Abs

Longitud de onda (cm-1) ——TEQA 14 ; —

Figura 23. Perfil de espectros de un tequila blanco, uno reposado y uno aifiejo con datos con
segunda derivada en el intervalo de 4000-400 cm™
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En la Figura 23, los intervalos de longitud de onda que “a simple vista” exhiben alguna diferencia
entre los tres tipos de tequilas son: 700-1100, 1400-1700, 2300-2400 y 2800-3000 cm; pero
ninguno de éstos o su combinacién, lograron la diferenciacion de tequilas por su clase. Sin
embargo, el PCA realizado, empleando el intervalo de 1400-1700 y 3600-3700 cm™ y bajo las
condiciones de la Tabla 6, permitié observar una clara diferenciacién entre los tequilas. La Figura
24 muestra las gréficas de scores. Tres PCs explican el 85.730 % de la varianza inicial. Se observa
una separacién de las tres clases de tequila a lo largo de PC2 (Figura 24 (b)). Los grupos quedan
conformados por tequilas reposados, afiejos y blancos. En la Figura 24 (c) se puede observar

nuevamente que el subespacio de scores PC1-PC2-PC3 presenta una buena separacion de los
tres tipos de tequila.
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Figura 24. Graficos de scores para el conjunto de datos de tequilas con segunda derivada,
centrado en la media, intervalo nimero de onda 1400-1700 y 3600-3700 cm
a) Subespacio PC1-PC2 b) Subespacio PC1-PC3 c) Subespacio PC1-PC2-PC3

Tabla 6. Condiciones para el analisis de PCA de segunda derivada, intervalos 1400-1700 y
3600-3700 cm

Intervalo Varianza
namero Escalado Tequilas anémalos
a) onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
1400-1700 | Centrado en 76.9079 5.2268 3.5959
3600-3700 la media BO2, BO3, B30

Finalmente, se obtuvo un segundo modelo con el intervalo 3600-3700 cm™. Los gréaficos de scores

se presentan en la Figura 25 en las condiciones de la Tabla 7.

FC1
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Figura 25. Graficos de scores para el conjunto de datos de tequilas con segunda derivada,

centrado en la media, intervalo nimero de onda: 3600-3700 cm™

a) Subespacio PC1-PC2

b) Subespacio PC1-PC3

c) Subespacio PC1-PC2-PC3

Tabla 7. Condiciones para el analisis de PCA de segunda derivada, intervalo 3600-3700 cm™

Intervalo Varianza
namero Escalado Tequilas anomalos
Onda (cm™) % PC1 % PC2 % PC3
3600-3700 Centrado_ A19 82.485 4.090 1.831
en la media

Tres PCs explican de la varianza 88.8077 % de la varianza del sistema. (PC1: 82.485 %, PC2:
4.090 % y PC3: 1.831 %). Los subespacios PC1-PC2 y PC1-PC3 muestran la separacién por clases

de tequilas sobre PC1, pero en este ultimo se observa una dispersion a lo largo de PC3.

Comparacion de modelos

Por otra parte, como se constatd a lo largo de este anlisis, la condicion de mayor peso para
lograr la diferenciacion de los tequilas por clases, fue la eleccion de los intervalos de nimero de
onda. Tanto con datos brutos como con derivadas, el intervalo de nUmero de onda que aparece
en tres de los modelos, fue el de 3600-3700 cm™. Este intervalo coincide con las sefales de IR
asociadas al grupo hidroxilo de los alcoholes, las cuales aparecen en la region de 3400-3700 cm”

1, dependiendo el tipo de interaccion de este grupo funcional.
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Tabla 8. Comparativo de los PCA realizados con las diferentes condiciones

Intervalo PC que Varianza
Modelo numero Escalado | Tratamiento determina
onda (cm) la diferencia | % PC1 % PC2 % PC3
1 7500-2300 | Centrado en Brutos pPC2 97.7650 | 1.0995 | 0.5527
la media
2 3600-3700 | Centrado en Brutos PC2 98.2534 | 1.4312 | 0.2213
la media
1400-1700 y | centrado en primera 1.9765
3 3600-3700 la media derivada PC1 59.784 29.9763
4 3600-3700 | Centrado en primera PC1 77.0128 | 15.4268 | 1.4642
la media derivada
5 1400-1700 y | centrado en segunda PC1 76.9079 5.2268 3.5959
3600-3700 la media derivada
6 3600-3700 centrado_ en Seg_unda PC1 82.4855 4.0907 1.8315
la media derivada

En resumen (Tabla 8), en los modelos obtenidos a partir de los datos brutos (Modelos 1y 2) es
el PC2, el componente principal responsable de la separacion entre las clases, mientras para los
modelos obtenidos a través de la primera derivada (Modelos 3 y 4) y segunda derivada (modelos
5y 6) es el PC1 el responsable de la separacion. Asi, el mejor modelo fue el que se realizd con
la segunda derivada en el intervalo de 3600-3700 cm, ya que s6lo se eliminé a una muestra, la

varianza de PC1 fue el més alto (82.4855 %) con centrado en la media.

Analisis de loadings de datos brutos

Los loadings son valores de las variables obtenidos a partir del PCA del modelo éptimo el cual
corresponde al presentado en los graficos de la Figuras 13 y 14. Su andlisis nos permite identificar
aquellos numeros de onda de mayor peso especifico para llevar a cabo la diferenciacion o el
agrupamiento de las muestras (en este caso la diferenciacion por clases de tequilas). La
importancia de estos nimeros de onda es que pueden ser vinculados con la estructura quimica

de los compuestos que determinan la diferencia entre las clases de tequila.

Se realiz6 el analisis de loadings bajo las mismas condiciones de los modelos 6ptimos de PCA,
para los datos brutos (Modelos 1y 2). Las Figuras 26 y 27 muestran los correspondientes graficos
de loadings para 3 PC el modelo 1y 2, respectivamente y su comparacion con un tequila modelo

(reposado 27).

Al realizarse un andlisis de los correspondientes loadings de este modelo (el correspondiente al
de la figura 26), como era de esperarse, en el loading 1 no destaca ninguna variable cuyo valor

sea apreciable, ya que el PC1 no determina ninguna diferencia.
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El PC2 responsable de la diferenciacién de los tequilas por clases, viene determinado
principalmente por las variables en el intervalo de nimero de onda desde 3605 a 3640 cm™, el
cual corresponde a las sefiales de vibracién y estiramiento del O-H del grupo hidroxilo de los

alcoholes que absorben en la regiéon de 3500 a 3600 cm™ del MIR.

LOADINGS BRUTOS
1630

0.05

2850

-0.1

-0.15

——TEQR 27 ——loadingsl1 ——loadings? ——Lloadings3

Figura 26. Loadings para el modelo 1 (conjunto de datos Brutos de tequilas, centrado en la
media. Intervalo nimero de onda: 700-2800 cm™)

LOADINGS BRUTOS

3663
3639

3620

3629

——TEQR 27 ——lLloadingsl ——Lloadings? —— Loadings3

Figura 27. Loadings para el modelo 2 (conjunto de datos Brutos de tequilas con centrado en
la media. Intervalo nimero de onda 3600-3700 cm™)
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En ambos graficos (figura 26 y 27) se sefialan aquellos loadings o variables de mayor peso. Dichas

variables se relacionaron con los valores de sefiales de grupos funcionales reportados en tablas

de MIR con el fin de elucidar los posibles compuestos que influyen en la diferenciacién de los

tequilas por clase.

La Tabla 9 resume dichos loadings (nimeros de onda) y su magnitud, asi como su relacién con

las sefiales de absorcion de grupos funcionales, tomando en cuenta los compuestos mayoritarios

existentes en tequilas.

Tabla 9. Absorcion de grupos funcionales organicos en IR y su asociacion con Loadings

Grupo funcional Namero onda Loading Magnitud de
(cm™) namero onda (cm) Loading
Vibraciones —OH 3700-3400 3629, 3663 (3, 2) -0.211, 0.169
Aromaticidad de compuestos 2100-1800 1845 (2) 0.009
con heteroatomos
Carbonilo de éster 1790-1650 1795 (2) 0.009
Esteres alifaticos 1750-1735 1747 (2) 0.021
Carbonilo de aldehido alifatico 1740-1720 1735 (2) 0.019
Carbonilo de cetona 1775-1665 1768 (2) 0.008
Carbonilo de acido carboxilico 1725-1700 1701 (2) 0.041
alifatico
Carbonilo de cetona alifatica 1715 1701 (2) 0.041
Carbonilo de aldehido 1710-1685 1701 (2) 0.041
aromético
Aldehidos, ésteres 1700 1701 (2) 0.041
Eteres, cetonas 1700-1600 1630 (1) 0.066
Vibracion C-O-C en 1190-990 1085 (2) 0.032
compuestos con heteroatomos
Esteres alifaticos superiores 1185 1190 (1) 0.002
Alcoholes primarios y 1000-1100 1088 (1) -0.066
secundarios
Vibraciéon C-H en compuestos 1000-700 1044 (1) -0.188
con heterodtomos
Carbonilo de &cido carboxilico 960-880 880 (1) -0.052
con OH
Carbonilo de acetatos 925 896 (1) -0.022

(*) Los loadings mas destacados estan marcados en negrita
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Relacion de loadings con grupos funcionales

Con el propésito de relacionar los grupos funcionales con los loadings, se tomara en cuenta los

compuestos mayoritarios presentes en los tequilas, tales como:

CH
HoH A o
H—C—C— O —H H- : -C-C-O—H HsC
Etanol Propanol Isobutanol
ik i R H A
)\/\ H—GC—OH H-C-C-C-C-O-H
or i R
Alcohol Isoamilico Metanol Butanol
O

)L
C H,C 0] CH
A~ HsC™ ™H 3 3

2-Pentanol Acetaldehido Acetato de Etilo
9 0
i R o
OH
Furfural

Lactato de Etilo
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Entre los loadings, segun la Tabla 9, destacan primordialmente las variables 3629 y 3663
asociadas a vibraciones —OH, que en conjunto con la variable de 1088 indican la participacion de
alcoholes primarios y secundarios (regiéon entre 1000-1100 cm™) lo cual es congruente con la
composicion de lo tequilas; otra variable importante es 1044 cm relacionada con vibraciones C-
H en compuestos con heteroatomos, como los derivados furfurales, los cuales podrian estar
jugando un papel muy importante en la diferenciacién de los tequilas por clases. Anélogo
resultado se obtuvo en la diferenciacion de clases por UV-Vis [17]; C-O-C en compuestos con
heteroatomos 1190-990 cm-?, vibraciones —OH: 3400-3700 cm; otras variables con menos peso
son la de 1630 cm relacionada con éteres y cetonas cuyas sefiales aparece en la region de 1700-
1600 cm; ésteres: 1700 cm™. Entonces, podemos inferir que la diferencia entre los tipos de
tequilas esta relacionada con los componentes quimicos que poseen los grupos funcionales antes

mencionados.

Analisis Claster (CA)

El Andlisis Claster (CA) es un analisis complementario al PCA, pues a partir de las condiciones

obtenidas en cada modelo de este andlisis es posible realizarlo.

Para ello, se llevaron a cabo distintos CA usando los espectros brutos, de primera y segunda
derivadas de los tequilas, tomando en cuenta, en cada caso, las condiciones de los modelos
Optimos. A continuacion se presentan solo los dendogramas donde hubo mejor clasificacién por

tipos de tequilas.

El primer dendograma presentado es el obtenido con los datos brutos, bajo las condiciones
especificadas al pie de la Figura 28. En éste se muestra cdmo los Unicos que permanecieron
agrupados son los tequilas reposados, en la parte media; a los extremos se agruparon los tequilas
blancos, con ciertos afiejos entre ellos, ya que la mayoria de los afiejos quedaron en un grupo de

lado izquierdo, junto a los tequilas reposados.
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Figura 28. Dendograma para el conjunto de datos brutos con el método de enlace completo
y la distancia Manhattan

Analisis de datos con primera derivada.
De acuerdo a la combinacién de algoritmos utilizados (que se muestran bajo la imagen del

Dendograma) se obtiene que cada tequila queda perfectamente ubicado dentro de su tipo de

clase: blanco, reposado y afiejo.
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Figura 29. Dendograma para el conjunto de datos de la primera derivada con el método de
enlace completo y la distancia Manhattan
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Analisis de datos con segunda derivada.

Este dendograma esta conformado por dos grandes divisiones; una que agrupa a todos los
tequilas reposados y otra que a su vez se subdivide en otras dos; una donde se ubican los tequilas
afiejos y la otra los tequilas blancos. Si bien en una subdivision estan los blancos y en la otra los
afiejos, por el momento es dificil argumentar el porqué se encuentran o parten de la misma
division siendo que los primeros son directamente embotellados después de su produccion,
mientras que los afiejos son sometidos a un reposo en barricas durante varios meses, generando
una diversidad de compuesto quimicos, lo que haria esperar que los afiejos quedasen agrupados

junto a los reposados, debido a que ambos tipos fueron expuestos a un afiejamiento.
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Figura 30. Dendograma para el conjunto de datos de la segunda derivada con el método de
enlace promedio y la distancia euclidea al cuadrado
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CONCLUSIONES

e La combinacién de los datos brutos, la primera y segunda derivadas de los espectros
FT-MIR y las técnicas quimiométricas, andlisis de componentes principales y analisis
claster, permitié establecer modelos Optimos para realizar una diferenciacién entre las

clases de tequilas blancos, reposados y afiejos.

e En el caso de los tequilas blancos y reposados, el analisis de las pautas internas de los
scores de datos brutos, condujo a la observacion de un punto isosbéstico que puso de
manifiesto la relacion que existe entre los compuestos con mayor grado de oxidacion
como los furfurales con grupos carbonilos y los de menor grado de oxidacion como los

alcoholes.

e El analisis de loadings realizado a partir de los modelos 6ptimos por PCA, permitio
identificar las relaciones existentes entre las variables y las estructuras de ciertos grupos

funcionales de compuestos que influyen en la diferenciacion de tequilas por clases.

e En general, el uso de herramientas quimiométricas en combinacion con el analisis
instrumental quimico, como el IR, lograron ser de gran utilidad para la identificacion,
clasificacién y discriminacion de sustancias o productos, lo que podria encontrar gran
aplicacion a nivel industrial, especialmente en el sector alimenticio, obteniendo algun tipo
de informacion respecto a la calidad del producto y ayudando en la identificacion de

adulteraciones.
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ANEXOS

Lista de tequilas utilizados en este analisis.

* La letra B mostrada después del nombre de cada tequila significa que el tequila es de la botella original,

mientras que la F es de muestras de tequilas contenidas en frascos que fueron donadas.

Tequilas blancos (TB):

Etiqueta | Nombre del Tequila
TBO1 Cazadores B
TBO2 Cazadores F
TBO3 Cazadores F
TB04 100 Afos B
TBO5 100 Afos F
TB06 100 Afios F
TBO07 Jimador B
TBOS8 Jimador F
TB09 Amo B
TB10 Amo F
TB11 Amo F
TB12 Arcano B
TB13 Orendain B
TB15 Orendain F
TB16 Orendain F
TB17 Viuda de Romero B
TB18 Viuda de Romero B
TB19 Viuda de Romero F
TB20 Herradura B
TB21 Herradura B
TB22 Hacienda del Cristero B
TB23 Sierra B
TB24 Espolon B
TB25 Puerto Vallarta B
TB26 Puerto Vallarta F
TB27 Puerto Vallarta F
TB28 Casco Viejo F
TB30 Dos Siglos B
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Tequilas reposados (TR):

Etiqueta | Nombre del Tequila
TRO1 Corralejo B
TRO2 Corralejo F
TRO3 Hornitos B
TRO04 Hornitos B
TRO5 José Cuervo B
TRO6 José Cuervo B
TRO7 Olmeca Tezon B
TROS8 Olmeca Tezon F
TRO9 Olmeca Tezon F
TR10 Don Ramon B
TR11 Don Ramon F
TR12 Viuda de Romero B
TR13 Viuda de Romero F
TR14 Espolon B
TR15 100 Afos B
TR16 100 Afios F
TR17 100 Afos F
TR18 Antiguo TH F
TR19 Cazadores B

TR19A Cazadores B
TR20 Jimador B
TR21 Don Manuel B
TR22 Olmeca B
TR23 Olmeca F
TR24 Olmeca F
TR25 Huitzila Mezcal B
TR27 1800 F
TR28 Herradura B
TR29 Campo Azul F
TR30 Sauza F
TR31 Centinela F
TR32 Cabrito B
TR33 Sierra B
TR34 Orendain B
TR35 Altisima B
TR36 Corazon Maya B
TR37 Con Orgullo B
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Tequilas afejos (TA):

Etiqueta | Nombre del Tequila
TAO1 Coa de Azul B
TAO2 Coa de Azul F
TAO3 Coa de Azul F
TAO04 Jimador B
TAO5 Don Agustin B
TAO6 Don Agustin F
TAO07 Con Orgullo B
TAOS8 Gran Centenario B
TA09 Campo Azul B
TA10 Campo Azul F
TA1l1 Campo Azul F
TA12 Herradura B
TA13 Cuervo F
TA14 Sauza F
TA15 Revolucién B
TA16 El Gran Jubileo B
TA17 Tres Generaciones B
TA18 Los Tres Tofos B
TA19 Corralejo B
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