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1. INTRODUCCION

El mezcal es una bebida alcohdlica mexicana obtenida por la destilaciéon de jugos fermentados de
cabeza de agave maduras cocidas, la cual se encuentra protegida por Denominacion de Origen para
9 estados de la Republica Mexicana y en la actualidad es considerado como uno de los productos
representativos de México a nivel internacional -por detras del tequila- con alta demanda en
mercados nacionales y extranjeros. Su produccion se efectla por diversos procedimientos
dependiendo de la region en la que se fabrica y esta ligada con la tecnologia involucrada en ésta,
obteniéndose una gama amplia de categorias y clases del producto. Generalmente la fabricacion de
mezcal se divide en 6 etapas: preparacion, cocimiento, molienda, fermentacion, destilacion y ajuste

del grado alcohdlico.

La composicion quimica -organica e inorganica- de cada categoria y clase de mezcal dependera
desde factores ecoldgicos (tipo de suelo, especie de agave, clima, ubicacién), de proceso (tipo de
agua de riego y alimentacion, condiciones de fermentacion, microorganismos involucrados,
materiales y equipamiento empleado) y de tipo antropogénico (usos y costumbres de la poblacion

productora).

El cobre (Cu) es un metal de transicion que se encuentra distribuido de forma ubicua en cualquier
ambiente y posee una variedad de usos en cualquier estado de oxidacion (Cu®, Cu*, Cu*?), desde la
elaboracion de utensilios y equipo necesarios en el procesamiento de alimentos y bebidas hasta el
uso para el control de enfermedades en plantas. Este es un oligoelemento esencial en reacciones
bioguimicas en seres vivos; en humanos se relaciona con una variedad de enzimas metabdlicas. El
exceso de ingesta de cobre provoca manifestaciones gastrointestinales, hematoldgicas, hepaticas,
renales, hepatocerebrales y enfermedades neurodegenerativas.

Las directrices normativas de inocuidad y calidad en materia de bebidas alcohdlicas -de forma
nacional como internacional- catalogan al metal cobre como un contaminante que solo tiene
importancia en la calidad del producto y no como contaminante toxico en alimentos, debido a que
es un elemento necesario dentro de los requerimientos nutricionales y no posee significancia para
la proteccion de la salud publica, hasta que alcanza niveles de acumulacidn toxica por sobreingesta.
La concentracién maxima permitida de cobre en bebidas alcohélicas por dichas directrices alcanza
valores de hasta 3.5 mg/L (Food Code, 2017; NOM-070-SCFI-2016).



La técnica espectrofotometria de absorcion atdmica de Ilama es la més empleada en andlisis de
iones metélicos a niveles traza por su selectividad, tolerancia a interferencias y simplicidad de
instrumentacion, pero la determinacion directa en bebidas alcoholicas es dificil por el efecto matriz
de la muestra, directamente relacionada con su alto contenido alcohdlico; otras tecnicas
instrumentales, como espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente, proporcionan
limites de deteccion adecuados para el manejo de la muestra directa, no obstante su instrumentacion

es costosa y requiere de demasiado tiempo e insumos para el procesamiento de la muestra.

La microextraccion liquido-liquido dispersiva es una técnica de preparacion de muestra y de
preconcentracion que se basa en la extraccion liquido-liquido a escala miniaturizada. Es una técnica
simple, de bajo costo, alta recuperacion y tiempos cortos de analisis, y su aplicacion se ha descrito

en el andlisis de iones metalicos en diferentes tipos de muestras.

En los Antecedentes del presente trabajo, se muestra una investigacion documental amplia sobre
a) el mezcal -la muestra de interés-, el proceso de su produccion, sus tipos y clases, la composicion
quimica y se expone su importancia de este producto; b) cobre -el analito por analizar-, sus usos,
propiedades fisicoquimicas y toxicidad asociada; c) la normatividad referente al contenido del
analito de estudio en bebidas alcohdlicas y d) descripcion y fundamento de las técnicas de
preparacion de la muestra e instrumentales empleadas en este trabajo. Ademas, un compendio de
las metodologias actuales usadas para el analisis de cobre en bebidas alcohdlicas.

En posteriores apartados se plantean los objetivos con el fin de delimitar el alcance y las metas que
pretende el presente trabajo; asimismo en el apartado de Metodologia, se presenta los materiales,
reactivos, equipos e instrumentos utilizados, asi como la descripcién de las actividades realizadas
para la introduccion de disolventes organicos en el sistema de espectrofotometria de absorcion
atomica, el establecimiento de las cantidades de reactivos y muestra 6ptimos para la extraccion y

su miniaturizacion, y el analisis de muestras de mezcal por los métodos propuestos.

Por ultimo, en los apartados finales se expone los resultados obtenidos y su analisis de estos, las
conclusiones a las cuales se llegaron con este trabajo, asi como las perspectivas con las cuales se

pudieran plantear futuros trabajos derivados de esta tesis.



2. RESUMEN

La microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) es una técnica de preconcentracion
novedosa y eficiente que utiliza un sistema de disolventes de componentes ternarios y en la
actualidad ha recibido especial atencién debido a su simplicidad, bajo costo, alta recuperacion, alto
indice de concentracion de los analitos y tiempos cortos de preparacion de la muestra. Se ha
utilizado para determinar una amplia variedad de compuestos organicos e inorganicos en diferentes

matrices, incluidas muestras clinicas, forenses, alimentarias y ambientales.

El mezcal es una bebida alcohdlica destilada obtenida por la fermentacion alcohdlica de mostos de
agave y/o maguey con Denominacion de Origen para nueve estados de la Republica Mexicana. La
produccién de la mayoria de los mezcales es considerada como un proceso rudimentario y varia de
region en region, sin embargo, de forma general el proceso posee las siguientes etapas: coccion,
molienda, fermentacion y destilacion, en esta Gltima cominmente se emplean alambiques, los

cuales en su mayoria estan hechos de cobre.

El cobre, en forma de iones clpricos, presente en niveles traza en bebidas alcohdlicas destiladas
proviene mayoritariamente de la corrosion de utensilios, equipamiento y/o revestimientos de cobre
metalico usados en la etapa de destilacion que estan en contacto directo con la bebida alcohdlica;
este ion metalico es considerado como indicador de inocuidad y de calidad, ya que puede modificar

algunas de las propiedades del producto final.

El objetivo del trabajo fue establecer los parametros éptimos para la MELLD en la extraccion de
Cu(ll) en diferentes categorias de mezcal y su cuantificacion por espectrofotometria de absorcion

atdbmica de llama como un método alternativo.

Se establecieron como condiciones éptimas para la MELLD utilizar 7.0 mL de muestra, 1.0 mL de
DDTC 1.5% (m/v) y para efectuar la extraccion inyectar 3.0 mL de una mezcla de CCl4:MeOH en
proporcién 23:77 (v/v). Para la introduccion de fase organica al sistema de EAA-LL, se evaporo
500 pL del disolvente de extraccion a temperatura ambiente y se resuspendié con el mismo
volumen de MEK. Para su introduccion en el instrumento se empled una alicuota de 50 pL de

quelato en MEK y se mezclaron con 150 pL de 1-octanol.



El desempefio del método mostrd una buena linealidad con un coeficiente de determinacion (r?) de
0.9938 y una buena repetibilidad con %RSD (n=3) de 1.49%. Los limites de deteccion y de
cuantificacion fueron de 0.14 y 0.45 pg Cu/mL mezcal, respectivamente. No se observd efecto
matriz en la cuantificacion de Cu en diferentes muestras de mezcal y el recobro del método fue de

106.14% evaluado a seis niveles de concentracion.



3. ANTECEDENTES

3.1. Mezcal.

Etimologicamente la palabra “mezcal”, tiene sus raices en los vocablos de lengua nahuatl metl
(agave) e ixcalli (cocido), que en conjunto significa mexcalli o “agave cocido” (CDI, 2015). Con
base a la definicidn establecida en la norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2016, “Bebidas
Alcoholicas-Mezcal- Especificaciones”, el mezcal es una bebida alcohdlica destilada mexicana
obtenida por la destilacion de jugos fermentados, con microorganismos espontaneos o cultivados,
extraidos de cabezas maduras de magueyes o0 agaves cocidos y cosechados en el territorio
comprendido por la zona geografica de la Republica Mexicana protegida por Denominacion de

Origen.

La produccion de esta bebida se establece en casi todos los lugares de México donde se cultive una
0 varias especies de agaves, sobresaliendo las especies Agave angustifolia, A. cupreata,
A. salmiana, A. potatorum y A. inaequidens. Sin embargo, al ser un producto con Denominacion
de Origen, la ubicacién geografica del cultivo de agave y su produccion de la misma se limita a
nueve estados de México (Zacatecas, Durango, Guerrero, Michoacén, San Luis Potosi, Puebla,
Guanajuato, Tamaulipas y Oaxaca) (Hernandez Ldpez, 2017; SEGOB-SE, 2015). Asi mismo, se
ha convertido en un promotor del desarrollo econémico en diversas zonas marginadas del pais
brindando oportunidades al sector productivo, principalmente a pequefios productores al
proporcionar trabajo arraigado en el territorio, fortaleciendo la identidad cultural y las tradiciones
de las diferentes regiones donde se cultiva la materia prima y se produce, ademas de dar proteccion
al consumidor de un producto auténtico y de calidad (SEGOB- IMPI, 2018).

3.1.1. Proceso de elaboracion del mezcal.

La elaboracion de mezcal dentro de las regiones geogréaficas protegidas por la Denominacion de
Origen se realiza mediante diversos procedimientos y depende esencialmente de la regién en la que
se fabrica, la cual estd estrechamente ligada con la tecnologia involucrada en su produccion, asi
como del agave y/o maguey empleado y de las tradiciones culturales que son transmitidas de
generacion en generacion, por lo que es dificil establecer un proceso unico y estandarizado de
produccién (Bautista & Ramirez, 2008; CDI, 2015; Gonzélez Vizuett, 2017).



En la figura 1 se muestran las seis fases del proceso de elaboracion del mezcal, las cuales comparte
con la fabricacion del tequila (SEGOB-SRE, 2011; Pérez Herndndez, et al., 2016; Gschaedler
Mathis et al., 2020).

MEZCAL

Conoce las etapas en las que se produce el mezcal:

Preparacion Cocimiento Molienda

Corte del maguey maduro o agave; Horneado o tatemado de las pinas en Molienda del maguey tatemado
también se llama desvire, jima, labrado horno de tierra. para extraer mieles y desmenuzar
o rasurada. Hay més de 100 variedades las fibras.

de maguey que maduran entre 6 y 28

anos. Los magueyes pueden ser silvestres,

cultivados o semicultivados.

v s
]

Fermentacion Destilacion Mezcal

Fermentacion de las mieles con la fibra o Fermento y bagazo se vierten en Ajuste de la riqueza alcohdlica o
bagazo en troncos huecos, ollas de alambiques de destilacion discontinua grado. Segun el gusto histérico, habra
barro, cueros de res, tinas de madera, de barro, cobre, madera o quiote com- mezcales entre los 45 y los 81 grados.
pozos de piedra u oquedades en la roca. binados. Generalmente se hacen dos Para el ajuste, se mezclan las partes
destilaciones, dependiendo del tipo de fuerte graduacién (puntas) con las
de alambique y gusto histérico local. suaves (colas), verificando su calidad a
Hay mezcales de una, dos y tres desti- través del perleado, del aroma y del
laciones, o de mezclas de ellas. sabor. Un mezcal con menos de 45
grados no es tradicional.

Fig 1. Infografia sobre las etapas de produccion de mezcal (SEGOB- SRE, 2016).

El proceso de produccion inicia realizando el cultivo de una o varias especies de agave que es
considerado como materia prima; el agave es una planta de la familia de las amarilidaceas, de hojas
largas y fibrosas de forma lanceolada, de color verde azulado, se aprovecha el tallo y la base de sus
hojas (llamadas coloquialmente “cabeza” o “pifia”) para la elaboracion de mezcal y ademas es
considerado como un recurso forestal no maderable susceptible de explotacion (SEGOB-SRE,
2015; Gschaedler Mathis et al., 2020). El cultivo de agave es plurianual (cultivo que requiere varios
afios en dar fruto) y requiere de una aportacion suficiente de nutrientes minerales y organicos del
suelo y de una aplicacion de agua adecuada -poco riego con regularidad y depende de la estacién

del afo- para alcanzar altos rendimientos (traxco.es, 2016).



Esta etapa inicial continua con la seleccion de agaves que cuenten con la madurez requerida,
asociada con la edad de la planta, siendo la edad dptima entre 6 y 28 afios. Posteriormente la planta
se deja en el campo de 6 a 12 meses antes de cosecharlo con el propdésito de que el érgano vegetal
de interés acumule la mayor cantidad de azucares posibles. La cosecha de los agaves maduros se
realiza de manera manual, para lo cual se cortan las hojas perimetrales del agave de forma in situ,
dejando expuesta la “pifia” (Gschaedler Mathis et al., 2020; Scheinvar Gottdiener, 2017), como se

muestra en la figura 2.

Fig 2. Cosecha de agave maduro y corte de hojas in situ (Scheinvar Gottdiener, 2017).

Las “pifias” de agave son sometidas al proceso de cocimiento en hornos de subsuelo, en hornos
verticales de mamposteria, hidrolizadores o en autoclaves con el fin de ablandar el material vegetal
para facilitar la molienda, asi como catalizar la hidrdlisis de polisacaridos en la formacion de
azUcares asimilables por los microorganismos responsables de la fermentacién y generar
compuestos volatiles importantes que dan las caracteristicas aromaticas del producto final,
principalmente aromas ahumados (SEGOB-SRE, 2015; Pérez Hernandez, et al., 2016; Gschaedler
Mathis et al., 2020).



El siguiente proceso es la molienda, la cual tiene como objetivos disminuir el tamaiio de la “cabeza”
de agave cocido y la obtencidén de jugos de agave ricos en azucares, facilitando la etapa de
fermentacion. Este proceso implica operaciones unitarias del uso de diferentes tipos de molinos o
desgarradoras que funcionan a base de un motor eléctrico o de combustible, de forma manual o
usando tahona (molino que funciona por la fuerza de caballos 0 mulas). Como producto final de
esta etapa se obtiene el jugo o “miel” llamado mosto y las fibras vegetales conocidas como bagazo,
donde generalmente el primero es depositado o0 bombeado a las tinas de fermentacion (Gschaedler
Mathis et al., 2020).

La fermentacion constituye el proceso crucial en la elaboracion del mezcal y en esta etapa actlan
microorganismos de metabolismo fermentativo, en particular levaduras, donde transforman parte
de los azlcares en alcohol -principalmente etanol-, ademas de la transformacion de otros
compuestos importantes que dan ciertas caracteristicas organolépticas del producto final (Pérez
Hernandez, et al., 2016).

Cabe sefialar que en la fermentacion se afiade agua o algin(os) otro(s) microorganismo(s)
fermentativo(s) para completar la fermentacion, sin embargo, la fermentacion comunmente se
efectia con la microbiota asociada a la “cabeza” de agave a temperatura controlada; no se adiciona
ninguna otra sustancia quimica que pudiera acelerar el proceso. El tiempo promedio del proceso
de fermentacion es de 9 dias. Diferencias de equipo y material del que estan hechos los recipientes
empleados (tinas de madera, pilas forradas de madera, piedra o cemento, tanques de acero
inoxidable o rasticamente empleando pieles curtidas de animales como res) puede influir en la
prolongacion o reduccion de los tiempos de fermentacién. Al fermento se le conoce como mosto
muerto y tiene una graduacién alcohdlica entre 6 a 7% (v/v) (SEGOB-SRE, 2015; Gschaedler
Mathis et al., 2020).

La etapa de destilacién consiste en calentar el mosto muerto hasta su temperatura de ebullicion y
condensar sus vapores generados, separando los compuestos volatiles de los no volatiles en funcién
de su temperatura de ebullicion. Para esta etapa se utilizan diferentes tecnologias como ollas de
barro, montera de barro o madera, alambiques o de forma industrial se utilizan destiladores
(SEGOB-SRE, 2015). Generalmente se emplea alambiques -un implemento rustico basado en el

sistema traido por los espafioles a América-, el cual consiste de tres partes:



a) un cazo de cobre de capacidad aproximada de 250 litros en donde se pone a calentar a
ebullicion el mosto fermentado;

b) un cono de madera, el cual se coloca arriba del cazo, cuya funcién es de columna de
destilacion y

c) un segundo cazo de cobre, que se mantiene permanentemente con agua fria colocado en la
parte superior del cono y su fin es condensar los vapores (Gschaedler Mathis et al., 2020).

En la figura 3 se muestran ejemplos de los alambiques de cobre. Algunos de los productores de
mezcal han optado por cambiar el material de los cazos del alambique por acero inoxidable
conservando el proceso para mejorar la inocuidad de su producto (Gonzalez Vizuett, 2017). La
manera en la que se suministra calor al sistema de destilacién es mediante vapor de agua -en
procesos tecnificados- o a fuego directo en condiciones rasticas (Gschaedler Mathis et al.,
2020).

Fig 3. Alambiques artesanales de cobre y cobre-madera

(destiladoresdecobre.com.mx, 2020; Coppel, 2018).



El producto obtenido posterior a la etapa de destilacion tiene de 20 a 40% (v/v) de etanol, por lo
que se efectla una segunda destilacion con la finalidad de elevar su contenido en etanol a 45 a 60%
(v/v); a este proceso se le denomina rectificacion. Para el ajuste de la cantidad de etanol del
producto se efectuan diversos métodos, siendo el mas comun en los procesos artesanales la mezcla
de las “puntas” -parte del destilado con mayor riqueza en etanol- y las “colas” -parte del destilado
con menor riqueza en etanol- de la destilacién mezcal rectificado, lo que hace cumplimento de las
especificaciones establecidas de la NOM-070-SCFI-2016 referente al volumen de alcohol etilico
(35 a 55% v/v) (SEGOB-SRE, 2015; Gonzéalez Vizuett, 2017).

En la actualidad la fabricacion de mezcal se ha convertido en un proceso industrializado respecto
a las etapas de coccion, fermentacion y destilacion en la migracién de nuevas tecnologias en las
operaciones unitarias necesarias en estas etapas, haciendo que el producto final cumpla con los
requisitos minimos de buenas practicas de higiene con el fin de evitar la contaminacion de tipo
fisica, quimica y microbioldgica, ademas del analisis de peligros y puntos criticos de control
(HACCP, por sus siglas en inglés) a lo largo del proceso cumpliendo con la normativa NOM-251-
SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos

alimenticios” (Bautista & Ramirez, 2008; NOM-070-SFCI-2016).

3.1.2. Tipos de mezcal.

Las caracteristicas organolépticas descritas hacia esta bebida alcohélica muestran de forma general
que es un liquido de olor y sabor sui generis, incoloro o ligeramente amarillento cuando es reposado
0 afejado, o cuando se aboque (adicion de uno o mas productos naturales, saborizantes,
edulcorantes y/o aromatizantes permitidos por el acuerdo por el que se determinan los aditivos y
coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios) para suavizar el sabor sin
reposarlo o afiejarlo (NOM-070-SCFI-2016; SEGOB-SRE, 2011). El caracter y las sensaciones
organolépticas producidas para cada mezcal dependen principalmente de la region, lo cual hace
referencia a factores antropogénicos tales como los usos y costumbres, antecedentes historicos y
contexto socioeconémico de cultivo de agave y/o maguey y su proceso de elaboracién, asi como
de factores ecoldgicos -tipo de suelo, especie de agave y/o maguey empleada, topografia, clima,
tipo de agua empleada durante todo el proceso y tipo(s) de microorganismo(s) involucrado(s) en el
proceso de fermentacion- (NOM-070-SCFI-2016; Hernandez Lopez, 2017).
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De acuerdo con la gran variedad de factores que dependen la elaboracion del mezcal, la

normatividad mexicana antes mencionada agrupa al mezcal en tres categorias con base al

cumplimiento de las propiedades del proceso utilizado de coccion del maguey y/o agave, molienda,

fermentacion y destilacion (Hernandez Lopez, 2017):

a)

b)

Mezcal: hace referencia a la bebida obtenida donde las etapas de coccion, molienda y
fermentacion no son relevantes en su procedimiento y equipamiento, siendo la etapa de
destilacion el empleo de un proceso tecnificado que lo optimice.

Siendo los hornos de pozo, hornos de mamposteria o autoclave usados en la etapa de coccion;
la tahona, molino chileno, molino egipcio, trapiche, desgarradora, tren de molinos o difusor
como equipamiento empleado en la fase de molienda. Para efectuar la fermentacién se emplean
recipientes de madera, piletas de mamposteria o tanques de acero inoxidable y alambiques o
destiladores continuos de cobre o acero inoxidable en la etapa de destilacion.

Mezcal artesanal: en esta categoria hace alusion a una bebida la cual se efectla en la etapa de
coccion de forma rastica empleando hornos de pozo u hornos elevados de mamposteria; en la
etapa de molienda el equipamiento necesario son molino de mazo, tahona, molino chileno o
egipcio, trapiche o méaquina desgarradora.

Se emplean en la etapa de fermentacion oquedades de piedra, suelo o tronco, en piletas de
mamposteria, recipientes de madera o barro, pieles de animales; por Gltimo, la destilacion se
efectla a fuego directo en alambiques de caldera de cobre u olla de barro y montera de barro,
madera, cobre o acero inoxidable. Generalmente en las dos Ultimas etapas se incluyen los
solidos obtenidos de la molienda (fibra o0 bagazo de maguey y/o agave) dentro de los procesos.
Mezcal ancestral: es una bebida que en la etapa de coccion sélo se puede realizar en hornos
de pozo; en la molienda se pueden emplear molinos de mazo, chileno o egipcio y tahona como
equipo, y la destilacion es efectuada en olla de barro y montera de barro o madera a fuego

directo. La fermentacion es igual a la establecida para la categoria de mezcal artesanal.

Para cada categoria de mezcal no es de importancia la especie de maguey y/o agave empleado, sea

silvestre o cultivado, pero es de importancia que la materia prima se encuentre en una etapa madura

y que su desarrollo bioldgico esté comprendido en el area geografica protegida por la
Denominacion de Origen (NOM-070-SCFI-2016).
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La misma normatividad clasifica a esta bebida de acuerdo con las caracteristicas adquiridas en

procesos posteriores a la destilacion en 6 clases:

Vi.

Mezcal joven (o0 blanco): producto incoloro y transltcido que no esté sujeto a ningln proceso
posterior.

Mezcal madurado en vidrio: es un mezcal estabilizado en recipiente de vidrio més de 12 meses,
bajo tierra o en espacio con variaciones minimas de luminosidad, temperatura y humedad.
Mezcal reposado: bebida que debe permanecer de 2 a 12 meses en recipientes de madera sin
restriccion de tamafio, formay capacidad que garantice su inocuidad, conservado en un espacio
con variaciones minimas de luminosidad, temperatura y humedad para su estabilizacion.
Mezcal afiejo: producto sujeto a un proceso de maduracién de por lo menos un afio, en
recipientes de madera de roble blanco o encino con capacidad menor a 1,000 L, que garantice
su inocuidad, conservado en un espacio con variaciones minimas de luminosidad, temperatura
y humedad.

Mezcal abocado con: mezcal al que se incorporan directamente ingredientes para adicionar
sabores, tales como gusano de maguey, damiana, limén, miel, naranja, manto, entre otros,
siempre que estén autorizados por la normatividad referente a aditivos y coadyuvantes en
alimentos, bebidas y suplementos alimenticios.

Mezcal destilado con: bebida que debe destilarse con ciertos ingredientes para incorporar

sabores, tales como pechuga de pavo o pollo, conejo, mole, ciruelas, entre otros.

3.1.3. Composicion quimica del mezcal.

La composicion quimica, y por ende el perfil organoléptico, de cada categoria y clase de mezcal

dependera de la suma de varios factores, desde el tipo de suelo del cultivo, la especie de agave

cultivado y empleado, condiciones climaticas, ubicacion geogréfica, tipo de agua de riego y de

alimentacion, condiciones de fermentacion, microorganismos fermentativos involucrados,

materiales y equipamiento empleado durante el proceso de produccién, ingredientes empleados

para los procesos de abocado y destilado, ademas de los usos y costumbres de la poblacion

productora de la region.
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Se han identificado componentes de tipo organico en el mezcal y se han agrupado en especies
quimicas como acetales, &cidos orgénicos, alcoholes simples, alcoholes superiores, cetonas,
aldehidos, ésteres, fenoles y terpenos, existiendo en mayor concentracion y abundancia alcoholes,
ésteres y acidos organicos (De Leon-Rodriguez et al., 2006; Molina Guerrero et al., 2007; Vera-
Guzmaén et al., 2016); mientras que los compuestos inorgénicos se han centrado en la busqueda de
cationes metalicos como aluminio (Al), bario (Ba), calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe), magnesio
(Mg), manganeso (Mn), potasio (K), sodio (Na), estroncio (Sr), zinc (Zn), (Ceballos-Magaria, et
al., 2009), plomo (Pb) y arsénico (As) (NOM-070-SCFI-2016), asi como azufre (S) y nitrogeno
(N) (Ceballos-Magania et al., 2016; De los Rios-Deras et al., 2015).

3.1.4. Importancia del mezcal.

Historicamente la industria del mezcal se origind desde el siglo XVI, considerdndose como una
produccion artesanal y social que se desarroll6 colectivamente, por lo que el uso de materias
primas, métodos de elaboracién y rubricas de evaluacion de la calidad se construyeron
comunitariamente durante cientos de afios (SEGOB-SRE, 2016). Tras la declaracion general de la
proteccion de la Denominacion de Origen del mezcal, en los Ultimos afios se ha gestionado en
impulsar fuertemente a esta industria mediante la creacion de la norma oficial mexicana referente
a las especificaciones y calidad del mezcal, la creacion del Consejo Regulador del Mezcal, asi
como la Camara Nacional de la Industria del Mezcal, ofreciendo buenas proyecciones del producto
para su exportacién. (SEGOB, 1994; SEGOB, 2018; SEGOB-SRE, 2011; mezcal.org, 2021).

El mezcal es considerado como uno de los productos mas representativos de México a nivel
internacional -por detras del tequila-. Por su caracter artesanal y su variedad de presentaciones se
ha convertido en una bebida altamente demandada en mercados nacionales y extranjeros, siendo
los principales paises de exportacion Estados Unidos, Inglaterra, Alemania, Francia, Espafia, Italia,
Australiay Chile (SEGOB-SRE, 2015; SEGOB-SE, 2015). Con base al crecimiento de la demanda
comercial internacional de esta bebida, se han incrementado el nimero de potenciales socios
comerciales para México, ampliando las oportunidades de exportacion (SEGOB-SAGARPA,
2017).
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La industria de bebidas alcoholicas espirituosas del agave -principalmente tequila y mezcal-
constituye la segunda actividad econdmica de mayor importancia respecto a las bebidas
alcohdlicas, representando el 18.6% de la produccion bruta total, de los cuales aproximadamente
el 13.0% corresponde a la industria productora de mezcal (SEGOB- SAGARPA, 2017; INEGI,
2019). En 2018 se reportd que las exportaciones de mezcal fueron de 7,125 miles de litros que
representaron 53 millones de dolares (INEGI, 2019) y se estima que para el 2030 la produccién de
agave destinado para la elaboracion de mezcal incremente de 208.12 MTon a 224.75 MTon
(SEGOB-SAGARPA, 2017).

El comercio nacional e internacional del mezcal da un panorama favorable para el incremento del
desarrollo econémico en las comunidades productoras, las cuales mayoritariamente son
marginadas y pobres, propiciando el aumento de ingresos de las personas que participan en el
sistema de produccién, ademas de la posibilidad de inversién hacia nuevas tecnologias que
permitan hacer un mejor manejo agronémico y que en temas de inocuidad sean éptimos, ya que
uno de los principales obstaculos técnicos para el comercio internacional de este producto es
cumplir con los criterios de inocuidad alimentaria establecidos por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), por lo que establecer especificaciones fisicoquimicas de bebidas alcohdlicas
destiladas, tales como limites méximos permitidos, facilite su comercializacion internacional
(Fonseca Varela & Chalita Tovar, 2021; SEGOB-SAGARPA, 2017).

3.2. Cobre, propiedades y toxicidad.

El cobre (Cu) es un metal de transicion que es estable en su estado metalico (Cu®) y forma cationes
monovalentes (Cu*, cuprosos) y divalentes (Cu*?, clpricos), y se encuentra distribuido de forma
ubicua en rocas, suelo, agua y aire (PubChem, 2022a).

Posee distintas caracteristicas dependiendo en el estado de oxidacidn en que se encuentre; en su
forma metalica su color es rojizo, posee brillo, es maleable, dictil y un buen conductor de calor y
electricidad, soporta la corrosion causada por el aire, humedad y agua de mar, y de forma catidnica
puede impartir un color azul claro o azul verdoso, sabor amargo y sensacion metalica disuelto en
agua. (PubChem, 2022b; WHO, 2004).
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Este elemento posee una alta gama de usos debido a su versatilidad y a sus propiedades. El cobre
metélico se emplea para fabricar materiales eléctricos, materiales usados en el manejo y
distribucion de redes de agua potable (tuberias, valvulas pipas, etc.), accesorios y joyeria, monedas,
utensilios y equipo en la elaboracion de alimentos y bebidas, ademéas de ciertos materiales de
construccion y revestimientos. En este estado de oxidacion puede formar aleaciones para fortalecer
sus propiedades de dureza y anticorrosion, dentro de las cuales destacan el bronce (combinacion
hasta un 25% en el contenido con estafio) y laton (aleacion de 5 hasta 45% del contenido en zinc)
(PubChem, 2022a; 2022b).

De forma cationica, el ion cuprico es el estado de oxidacion mas comdn en medio acuoso y se
emplea como fungicidas, alguicidas, insecticidas, conservantes de madera y en galvanoplastia; en
agricultura para el tratamiento de enfermedades de plantas y en el tratamiento del agua; también
en la fabricacion de tintes azoicos, grabado, litografia, refinacion de petrdleo y pirotecnia. Los
compuestos idnicos de cobre se pueden afiadir a fertilizantes, piensos para animales y como aditivo
alimentario como un nutriente para apoyar el crecimiento de plantas y animales (FDA, 1994;
Landner & Lindestrom, 1999; ATSDR, 2004).

El cobre es un oligoelemento esencial para numerosas reacciones bioquimicas en plantas y
animales, incluidos los humanos; en estos ultimos este oligoelemento esta relacionado con enzimas
tales como la citocromo oxidasa -implicada en el sistema de transporte de electrones en el
acoplamiento de adenosintrifosfoato (ATP)-, en la actividad de la enzima dopamina
monooxigenasa -necesaria para la actividad neuronal y la transmision de impulsos nerviosos-,
como parte esencial en la reaccion de eliminacion de radicales libres catalizada por la enzima
superoxido dismutasa y componente de la enzima ceruloplasmina que cataliza la reaccién de éxido-
reduccion con los iones hierro para su asimilacion en el organismo (Gorman & Boosalis, 2019); el
metabolismo del ion cuprico se efectta via hepatica y se recomienda un consumo de 850 a 900 pg

por dia para adultos (Lewis, 2019).

Los sintomas clinicos por deficiencia de cobre en humanos son numerosos y engloba
manifestaciones hematoldgicas (anemia, leucopenia y pancitopenia) y 0seas (osteoporosis,
fracturas o malformaciones). En este tipo de casos son mayormente reportados en lactantes, en

nifilos malnutridos o en personas con sindromes de mala absorcion (Scheiber et al., 2013).
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El exceso de cobre en el humano, contrario a la deficiencia, principalmente es causada por una
sobreingesta accidental o intencional que provoca manifestaciones clinicas que van desde sintomas
gastrointestinales (acidez estomacal, nauseas, vomito, diarrea, hemorragia gastrointestinal), dolor
de cabeza, anemia hemolitica, insuficiencia hepatica y renal (Scheiber et al., 2013). La dosis letal
observada en humanos va desde 10 hasta 20 g de Cu por dia, teniendo como consecuencia la muerte
(Royer & Sharman, 2021).

La toxicidad de este elemento también se ha implicado en la etiologia de enfermedades
hepatocerebrales (enfermedad de Wilson, enfermedad hepatocerebral no wilsoniana adquirida) y
enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson) (Pal,
2013).

3.3. Normatividad para el contenido de cobre en bebidas alcohdlicas.

Los estandares y normatividad relacionados con las bebidas alcohdlicas se han descrito de forma
nacional e internacional con el fin de garantizar la seguridad alimentaria, inocuidad y calidad de
estas. De esta forma, se han establecido limites maximos permitidos de contaminantes adquiridos
durante toda la cadena de produccion de bebidas alcohdlicas, tales como metanol, alcoholes
superiores, carbamato de etilo, acido cianhidrico, micotoxinas, ftalatos, aldehidos y metales
pesados (Pang et al., 2017), siendo esta ultima categoria de contaminantes de interés en el presente

trabajo, y enfocandose en el metal cobre.

El principal mecanismo de contaminacion por cobre en agua, bebidas y alimentos se da por
corrosion de utensilios, equipamiento y/o revestimientos de cobre metalico que estan en contacto
directo con estos, debilitando el calibre del material y lixiviado de iones cupricos hacia los
productos de consumo (WHO, 2017; Soufleros et al., 2008, Food Code, 2017). En los procesos de
elaboracion de bebidas alcohdlicas destiladas se ha descrito que, el uso de alambiques de cobre
durante la etapa de destilacion, son susceptibles a la corrosion por las condiciones de operacion
tales como temperaturas altas, concentraciones elevadas de oxigeno disuelto en el agua afiadida al
proceso y pH menores a 6.0 en el liquido a destilar, ademas de malas practicas de higiene e
inocuidad en la limpieza del alambique y eliminacion de 6xidos generados (Soufleros et al., 2008;
Garvin, 2021; Carreon-Alvarez, et al., 2012).
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Otras fuentes reportadas de contaminacion por este metal son provenientes del suelo de cultivo,
fertilizantes, utensilios y equipamiento empleados durante todo el proceso, y procedentes del agua
empleada para el riego del cultivo y usada durante las etapas del proceso de elaboracion (Soufleros
et al., 2008).

De forma internacional, las directrices de calidad en materia de bebidas alcohdlicas -asi como de
alimentos- estan regidas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) dentro del Codex Alimentarius. Esta entidad a través
del Manual de Procedimientos Generales del Codex Alimentarius y aplicados a la Norma General
para Contaminantes y Toxinas en Alimentos y Piensos (GSCTFF, por sus siglas en inglés), excluye
al analito de interés del presente trabajo de su definicion de “contaminante de alimentos y piensos”,
y lo agrupa en “contaminantes que solo tienen importancia en la calidad”, ya que no posee
significancia en proteccién hacia la salud pablica por ser un elemento necesario dentro de los
requerimientos nutricionales, hasta niveles de acumulacion tdxica por sobreingesta (WHO-
JECFA,1982; WHO-FAO-GSCTFF, 2019) marcando como limites maximos los establecidos por
las buenas préacticas de fabricacién para cada bebida (WHO-FAO, 2001).

Asi mismo como se sefiala en el capitulo cuatro del Food Code (2017) titulado “Equipamiento,
utensilios y revestimientos”, este tipo de utensilios no deben estar en contacto con alimentos y
bebidas con un pH inferior a 6.0, excepto en los pasos de pre-fermentacion y fermentacion de la
elaboracion de cerveza, a causa puede provocar contaminacion de iones cupricos al lixiviar del
utensilio o equipamiento usado por corrosion acida (FDA, 2018). De tal manera, la FDA monitorea
los niveles de cobre, ademas de otros elementos, como un metal necesario en los requerimientos
diarios en alimentos, aditivos, grupo de alimento especifico y en superficies que tienen contacto
durante el manejo de alimentos mediante los programas Total Diet Study, FDA’s Toxic Elements
in Food and Foodware y Radionuclides in Food, (FDA, 2021), considerando 3.5 mg de cobre por
litro de bebida alcoholica, como concentracion reportada en la cual se muestran signos de

envenenamiento por cobre en humanos (Food Code, 2017).
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De manera nacional, la regulacion aplicable dentro del &mbito de bebidas alcohdlicas se
fundamenta en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM), las cuales son regulaciones técnicas que
rigen a la industria y son consideradas como herramientas que permiten atender y eliminar los
riesgos a la poblacion, animales y medio ambiente, ademés de fomentar la calidad de bienes y

servicios asociados en el cumplimento de sus especificaciones (SEGOB-SE, 2021).

En el caso particular de la muestra usada en el presente trabajo, se hace referencia a la NOM-070-
SCFI-2016 “Bebidas alcoholicas -Mezcal- Especificaciones” cuyo objetivo es establecer las
caracteristicas (de autenticidad) y especificaciones (de calidad) de produccién, envasado y
comercializacion que debe cumplir la bebida alcohodlica destilada, con Denominacion de Origen,
Mezcal, donde se efectla la especificacion -en la version del afio 1994- de los limites méximos
permisibles de contaminacion por metales pesados para plomo (Pb) y arsénico (As) de 0.5 mg /L,
para zinc (Zn) de 1.5 mg/L, y para cobre (Cu) de 2.0 mg/L. En esta correlaciona el marco normativo
auxiliar respecto a las especificaciones sanitarias de produccion, etiquetado y comercializacion de
bebidas alcohdlicas (NOM-142-SSA1/SCFI-2014), los requisitos minimos de buenas préacticas de
fabricacion e higiene en bebidas (NOM-251-SSA1-2009) y las especificaciones de calidad del agua
para consumo humano (NOM-127-SSA1-1994). El organismo encargado de promover y vigilar el
cumplimiento de la NOM-070-SCFI1-2016, es el Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del
Mezcal (COMERCAM) cuyo fin es proteger al Mezcal de su posible adulteracion y garantizar las
caracteristicas de la categoria y tipo de Mezcal, ademéas de la marca certificando la calidad del
producto (SEGOB-SE, 2021).

Por ultimo, se hace referencia sobre los limites maximos permitidos de Cu en agua para consumo
humano en el marco normativo nacional e internacional, ya que es considerada como una de las
posibles fuentes de contaminacion hacia el producto final (Ceballos-Magafia et al., 2009), siendo
este limite de 1.3 (EPA, 1991) hasta 2.0 mg/L (WHO, 2017; NOM-127-SSA1-1994).
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3.4. Metodologias para la determinacion de cobre en bebidas alcohdlicas.

Se han utilizado varias técnicas instrumentales para el andlisis cuantitativo de diferentes iones
metalicos a nivel de elementos traza en bebidas alcohdlicas, con el fin de evaluar su inocuidad y
establecer criterios de calidad asociados, ya que algunos de estos iones pueden afectar las
propiedades organolépticas como aroma, color y sabor en las muestras que los contienen (Reilly,
2002). Ademas, esta clase de analisis aplicado a quimiometria puede contribuir con establecer
perfiles de elementos traza que pueden actuar como huella digital para determinar autenticidad,
origen, variedad y su clase. Las bebidas alcoholicas se han considerado como matrices de muestra
complejas debido a que contienen varios componentes a niveles macro, micro y traza, que
dependeran de las materias primas usadas y del proceso de elaboracion; por lo que la presencia,
abundancia y concentracion de estos componentes varia entre las distintas bebidas (Li & Hardy,
1999; Rodrigues et al., 2011; Ceballos-Magana et al., 2009).

En latabla 1, se recopilan diferentes metodologias reportadas para el analisis de iones metalicos en
diferentes muestras de bebidas alcoholicas. En esta se visualiza, que la técnica de
espectrofotometria de absorcion atdmica de Ilama es la mas utilizada, debido a su selectividad,

mayor tolerancia a interferencias y simplicidad de instrumentacion.

Sin embargo, la determinacion directa en estas muestras es dificil por su baja sensibilidad por el
efecto matriz de la muestra (Doner & Ege, 2005); asimismo, se observa que la preparacion de las
muestras mas empleada es la digestidn por diferentes vias, siendo este procedimiento largo, costoso

y peligroso por los reactivos y equipos empleados.

Entre otras técnicas instrumentales de cuantificacion reportadas para el andlisis de cobre se
encuentra la espectrofotometria de absorcién atbmica por horno de grafito, fluorescencia de rayos
X, voltamperometria, polarografia, cromatografia de intercambio ionico, electroforesis capilar de
zonay espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente que, proporcionan limites de
deteccion adecuados en el analisis directo de muestras (Ibafiez et al., 2008). Estas técnicas tienen
el inconveniente de que requieren de una instrumentacion costosa y no son adecuados para el
analisis de un gran namero de muestras por su complejidad de procesamiento al introducir la
muestra en el instrumento (Gilrkan & Altunay, 2013), por lo que en muchos casos el método exige

una preconcentracion previa antes del analisis (Mendiguchia et al., 2002).
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3.5. Microextraccion liquido-liquido dispersiva.

En el analisis de muestras de naturaleza y procedencia diversa que presentan una matriz compleja
puede ocurrir la obstruccién y entorpecimiento de la cuantificacion del analito de interés, por lo
que es necesario la eliminacion de los componentes de la matriz que interfieren con el anélisis.
Estas muestras pueden ser ambientales, alimentarias, farmacéuticas, industriales, clinicas, entre

otras.

La preparacion de la muestra es considerada como la etapa mas critica dentro de un analisis
quimico, y es necesario tener cuidado en el manejo y disposicion de la muestra para asegurar la
correcta extraccion, aislamiento, integridad y/o eliminacion de moléculas interferentes de los
analitos de interés en una matriz compleja con el fin de desarrollar métodos confiables y asi
aumentar la sensibilidad, precision, exactitud y recuperacién en los resultados (da Silva et al.,
2019).

Existe una variedad de métodos que realiza la preparacion de la muestra para su posterior analisis,
como la extraccién liquido-liquido (ELL) o la cromatografia en columna de lecho abierto, sin
embargo estas han mostrado dafios hacia el medio ambiente por el empleo de grandes cantidades
de reactivos quimicos nocivos (predominando los disolventes organicos utilizados) y de muestra,
altos costos y rendimientos de extraccion bajos, ademas de ser procedimientos lentos y laboriosos

para el personal que las efectta (Quigley et al., 2016).

En los dltimos afios, se han reportado varios métodos de preparacion de muestras que aplican
técnicas de extraccion miniaturizadas, las cuales se fundamentan en las técnicas tradicionales
dando un enfoque innovador en esta materia eliminando la mayoria de los problemas que se

presentan con las técnicas de extraccion clasicas (Sajid et al., 2018; Nazario et al., 2017).

La microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) es una técnica de preparacion de muestra
y de preconcentracion novedosa que utiliza un sistema ternario de disolventes que emplea la
distribucion o reparto de los analitos con mayor afinidad hacia las fases empleadas con volimenes
de disolvente de extraccion en el intervalo de los microlitros (Saraji & Boroujeni, 2013). La
MELLD ha recibido especial atencion debido a su simplicidad, bajo costo, alta recuperacion, alto
indice de concentracion de los analitos y tiempos cortos de preparacion de la muestra (Zgota-

Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011).
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Tabla 1. Métodos reportados para el analisis de cobre en bebidas alcohélicas.

. Método de . - Técnica de Recobro '-."!“'te. ,de
Referencia Muestra. extraccion Reactivos y condiciones analisis %) cuantificacién y de
' ' deteccidn.
Digestion i) > 10 mL HNOs concentrado en matraz Kjeldhal con calentamiento
por via ligero por 3 h o por toda la noche, hasta obtener color translicido.
NOM-117- Bebidas hameda | ii) Aforar a volumen adecuado. EAA-LL LD:2as5 veces el
SSAL-1994 aelﬁzgzle";:ls o 1) 10 mL HNOs concentrado dejar reposar toda la noche - CC-D NR LD instrumental.
(1994) (40 ) Digestion ii) Evaporacién de la muestra en mufla a 350°C hasta cesar humos. s CC-AP LC: NR
por viaseca | iii) Calcinacion en mufla a 550 °C por 16 h o por toda la noche.
iv) Recuperar cenizas con 5 mL HCI 1N y aforar volumen adecuado.
Codex
alimentarius
CXS 234- i) Evaporar a sequedad la muestra a 100°C .
1999* Bebidas en Didestion ii) Calcinacién en mufla a 450°C por al menos 8 h. EAA-LL IBDS 3 vecizz)a
(1999) general ge iii)Adicion de 3 mL de H,O y calcinar por al menos 1 h NR blanco 1=
(10-20 @) porvia seca iv) Recuperar cenizas con 5 mL HCI 6N y aforar volumen adecuado (10- cc-b LC: NR
AOAC 30 mL) con HNO3 0.1M. '
999.11*
(2002).
Bebidas
Terol etal. | alcohdlicas M = 16 mL de muestra diluida 1:2, con alicuota de estandar Cu 1,000 mg/L CLAT-EEA- LD: NR
destiladas Muestra aforada a 20 mL. PAI ~100
diluida1:2 | Y ) .
(2011) en general. o Inyeccion de 20 pL al equipo. CC-AP LC: NR
(8 mL)
i) Afiadir 10 mL Mg(NOs)2 10% en etanol.
Bonic et al. Brandies Digestion ii) Evaporar a sequedad y caramelizar la muestra a 250°C. EAA-LL LD:0.012mg L™
Afiejos . iii) Templar en horno por 12 h hasta 450°C 94.2+9.2
(2013) (10 mL) porvia seca iv) Adicién de 4 mL de HNOs 1:3 y templar por 1 h hasta 450°C CC-D LC:0.04 mg L
v) Recuperar solucién de digestién y aforar a 25 mL con HCI 2M.
Bebidas
Iwegbue alcoholicas Digestion i) 2 mL HNOj3 concentrado + 2 mL H,0, 30% EAA-LL LD: 0.003 ug mL™*
etal. destiladas por via ii) Agitar y calentar a 100°C hasta obtener clarificacién de la muestra 101
(2014) en general. himeda iii) Recuperar solucion de digestion y aforar a 25 mL con HNO3 0.25M NR LC: 0.004 pg mL*
(20 mL)

*: Método de Referencia; NR: No reportado; LD: Limite de Deteccion; LC: Limite de Cuantificacion; EAA-LL: Espectrofotometria de Absorcion Atdmica de Llama;
EAA-HG: Espectrofotometria de Absorcidn Atdémica por Horno de Grafito; EM-PAL: Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente;
EEO-PALI: Espectrometria de emision dptica con plasma acoplado inductivamente; CLAT-EEA-PAI: Cromatografia de Liquidos de Alta Temperatura acoplado a
espectrometria de emisidn atémica con plasma acoplado inductivamente; MELLD: Microextraccion Liquido-Liquido Dispersiva; CC-D: Curva de Calibracion Directa;
CC-AP: Curva de Calibracion por Adiciones Patron; DSpianco: Desviacion estandar del blanco
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Tabla 1. Métodos reportados para el analisis de cobre en bebidas alcohélicas (Continuacién).

. Método de . - Técnica de Recobro I._ir_nite_(lje
Referencia Muestra. P Reactivos y condiciones P Cuantificacion y de
extraccion. andlisis. (%). d L
eteccion.
Bebidas
Froes-Silva alcohdlicas
et al preparadas Muestra EEP-PAI LD: 0.2 ugL?
' (Vodka, : Estandar de metal preparado en Etanol 7% (v/v), simulando la matriz. 111.3
Directa ) 1
(2015) R_on, CC-D LC:0.7pugL
destiladas)
(1 mL/min)
= Disolvente de dispersion: 900 pL Metanol EAA-LL
L = Disolvente de extraccion: 40 uL 1,2-diclorobenceno. 1
Seegeretal. | Vinotintoy o LD: 63 pugL
= pH de extraccion: 4.5
blanco MELLD Curva de NR
= Agente quelante: 500 uL DDTC 1.5% (m/v). . ” . 1
(2015) (10 mL) . . . calibracion + LC:19.0 ugL
sCentrifugacion 3,000 rpm por 5 minutos.
. MELLD
= 2 ciclos de lavados.
Bebidas
Ajtony etal. | alcohdlicas ) : 1
destiladas Muestra Adicién de 5 pL modificador quimico de matriz (Pd como nitrato EAA-HG LD:0.03mg L
(2016) hangaras directa 1,000 mg/L) en cada analisis 100.9+8.5
i~ ! ' ’ CC-D LC:NR
Palinka.
(20 pL)
Ibanova-
Petropulos . @ Adicion de 5 pL modificador quimico de matriz (Pd 0.1%+0.6% EAA-HG LD: 1.0 ugL?
Brandies Muestra e
etal. (20 L) directa Mg(NO3)2) en cada andlisis. 9746
K = Estandar de metal preparado en Etanol 50% (v/v), simulando la matriz. CC-D LC:NR
(2017)
FDA* Bebidas Didestion i) 5 mL HNOj3 concentrado + 1 mL H,0, 30% por 20 minutos. EM-PAI
alcohdlicas 9 ii) Digerir con microondas a 160 bar y 250°C por 15 minutos. LD: 6.02 pg kg™
asistida por | .. s NN o 100+10 ) o
(2020) en general microondas !u) Recuperar solucion de digestion con 25 g HCI 10% = CC-D LC: 54.7 pg kg
(509) iv) Aforar a 50 g con H,O = CC-AP

*: Método de Referencia; NR: No reportado; LD: Limite de Deteccion; LC: Limite de Cuantificacion; EAA-LL: Espectrofotometria de Absorcion Atomica de Llama;

EAA-HG: Espectrofotometria de Absorcién Atomica por Horno de Grafito; EM-PAI: Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente;

EEO-PAI: Espectrometria de emision optica con plasma acoplado inductivamente; CLAT-EEA-PAI: Cromatografia de Liquidos de Alta Temperatura acoplado a
espectrometria de emision atémica con plasma acoplado inductivamente; MELLD: Microextraccion Liquido-Liquido Dispersiva; CC-D: Curva de Calibracion Directa;
CC-AP: Curva de Calibracion por Adiciones Patron; DSpianco: Desviacion estandar del blanco

22




De forma general y convencional, la MELLD se basa en un sistema que involucra una fase acuosa
(donde se encuentran los analitos de interés), un disolvente no polar de alta o baja densidad e
inmiscible en agua que acta como disolvente de extraccion. Los més usados son tetracloruro de
carbono, cloroformo, diclorometano, tetracloroetileno, ciclohexano, 1-octanol, 1-undecanol y 1-
dodecanol. Ademas, se utiliza un disolvente de dispersion, que a menudo es miscible en agua como

metanol, etanol, acetonitrilo y acetona (Zuloaga et al., 2015; Kokosa, 2020).

Posteriormente la mezcla dispersiva -que contiene el disolvente de dispersion y el disolvente de
extraccion- se inyecta rapidamente en la muestra acuosa generando la formacién de una emulsion
que es visible con la cual el disolvente de extraccion es dispersado en finas gotas en toda la muestra
generando mayor area de contacto con la fase acuosa. La mezcla ternaria se agita con el fin de
maximizar el rendimiento de extraccion. El equilibrio de reparto del analito entre la fase acuosa y
el disolvente de dispersion se alcanza rapidamente disminuyendo el tiempo analisis (Zgota-
Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011; Saraji & Boroujeni, 2013; Zuloaga et al., 2015). Por ultimo,
se rompe la emulsion generada para recuperar el disolvente de extraccion (fase organica) con el
analito extraido sedimentado en el fondo o en la superficie del recipiente en la MELLD empleando
una jeringa o una pipeta y esta se analiza mediante técnicas instrumentales -cromatografia de gases,
cromatografia de liquidos de alta resolucion, espectrofotometria UV-VIS o de absorcion atomica,
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente- de manera directa o con la
posibilidad de evaporar y reconstituir el disolvente de extraccion con un codisolvente de
caracteristicas similares de solubilidad respecto a los analitos extraidos (Sajari & Boroujeni, 2013;

Kokosa, 2020). En la figura 4 se muestra un ejemplo del proceso de extraccion por MELLD.

La MELLD posee variaciones en la técnica dependiendo de la naturaleza (orgénica o inorganica)
del analito, sus caracteristicas fisicoquimicas (hidrofobicidad, comportamiento &cido-base,
complejacion, propiedad de derivatizacion) y tipo de matriz donde se encuentre. En las tablas 2, 3
y 4 se resumen las principales diferencias en el proceso de extraccién, dependiendo de la forma de
efectuar la dispersion, la seleccion del disolvente de extraccion y la forma de romper la emulsion
(Kokosa, 2020).
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Fig 4. Procedimiento general para la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD)
(Modificado de: Zgota-Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011).
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Tabla 2. Forma de generar la dispersion en la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva

(MELLD) (Kokosa, 2020).

Método de generacion de

Descripcion.
dispersion.
MELLD con disolvente de | Un disolvente insoluble en agua es disuelto en un agente de dispersion
dispersion. soluble en agua y la solucion se inyecta rapidamente en la muestra.
MELLD asistida con Un disolvente insoluble en agua es adicionado a la muestra acuosay la
vortex. mezcla se agita mecanicamente en vortex para producir la dispersion.
MELLD asistida con Un disolvente insoluble en agua es adicionado a la muestra acuosa y la
ultrasonido. dispersion es generada mecanicamente por ultrasonido.
Se agrega un disolvente insoluble a la muestra acuosa y se genera una
MELLD asistida con gas.

dispersion burbujeando un gas en la mezcla para generar la dispersion.

MELLD asistida por

efervescencia.

Se afiade un &cido y una sal de carbonato junto con el disolvente de
extraccion a la muestra acuosa; las burbujas de CO, generadas de la
reaccion de neutralizacion forman la dispersion. El &cido y la base se

pueden agregar en forma sélida.

La mezcla de disolvente extraccion y muestra acuosa, contenida en una

jeringa, es expulsada rapidamente varias veces a través de la aguja

MELLD asistida por aire.
adjunta generando turbulencia entre ambas fases obteniendo la
emulsion. No requiere de disolvente de dispersion.
A la muestra acuosa se le afiaden componentes solubles de liquidos
MELLD in situ ibnicos o de disolventes eutécticos profundos para generar una

dispersion insoluble de estos.
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Tabla 3. Variacién en el empleo de disolventes de extraccion en la microextraccion liquido-

liquido dispersiva (MELLD) (Kokosa, 2020).

Clase de disolvente de

Caracteristicas.

extraccion.
Insolubles en agua, poseer interacciones intermoleculares y polaridad
afines a los analitos, y ser compatibles con la técnica analitica de
Disolventes cuantificacion de los analitos. Se debe seleccionar con base a sus

tradicionales.

propiedades de volatilidad, solubilidad en agua y toxicidad.
Ejemplos: acetato de etilo, éter etilico, cloroformo (CHCIs), 1-octanol,

tetracloruro de carbono (CCls), ciclohexano.

Liquidos i6nicos.

Compuestos de naturaleza cationica y/o anionica voluminosos que son de
facil sintesis. Poseen baja volatilidad, capacidad de solubilizar
compuestos organicos e inorganicos, estables térmicamente, menos
toxicos respecto a los disolventes tradicionales y muestran compatibilidad
con instrumentos analiticos  (cromatdgrafo de liquidos vy

espectrofotometro de absorcion atdmica).

Disolventes eutécticos

profundos.

Esta clase de disolventes son considerados como una subclase de liquidos
iGnicos, siendo la diferencia que estos se encuentran unidos por puentes
de hidrégeno y fuerzas de tipo van der Waals en lugar de fuerzas de tipo

i6nico. Son compatibles con cromatografos de gases y de liquidos.

Disolventes

magnéticos.

Son liquidos idnicos o disolventes eutécticos profundos que incorporan
sales de niquel, hierro o manganeso haciéndolos magnéticos. Se usa un
iman fuerte para obtener el disolvente de extraccion. Al empleo de estos,
no es necesario el uso de disolventes de dispersion o alguna técnica para

romper la emulsion.
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Tabla 4. Técnicas para romper la dispersion en la obtencién del disolvente de extraccion en la
microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) (Kokosa, 2020).

Teécnica para romper la o
Descripcion.
dispersion.
Aplicacion de fuerza centrifuga -comdnmente velocidades de 3,000
a 5,000 rpm durante 2 a 5 minutos-, con el fin de que las pequefias
Centrifugacion gotas del disolvente de extraccion se aglomeren sedimentando o
flotando en la fase acuosa, dependiendo de la densidad del
disolvente de extraccion.
Involucra la adicién de otro disolvente, generalmente disolvente de
Desemulsificacion con dispersion, a la emulsion para separar las fases. Sin embargo, este
disolventes procedimiento conduce a mejorar la solubilidad del analito en fase
acuosa.
La adicion sal (normalmente NaCl) a la muestra acuosa posterior a
Salting out la MELLD, reduce la solubilidad del disolvente de dispersion
causando la desestabilizacion de la emulsion, separando las fases.

El campo de aplicacion de la MELLD se ha centrado con éxito a la extraccion y preconcentracion
de una amplia variedad de compuestos organicos y iones metalicos, principalmente de muestras
acuosas; no obstante, se ha extendido hacia muestras sélidas de suelo, de alimentos y
farmacéuticas, siendo los analitos de principales de estudio plaguicidas, fenoles y
polihidroxialcanoatos (PHA) (Zgota-Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011).

Por altimo, se han reportado los procedimientos de MELLD en el analisis de iones metalicos trazas
en muestras de agua. En estos procedimientos de MELLD ocurren tres procesos simultaneos:
a) formacion del complejo metalico neutro; b) formacion de la emulsion y ¢) extraccion del quelato
metalico desde la matriz hacia el disolvente de extraccion (Sajari & Boroujeni, 2013). Los reactivos
comUnmente utilizados como agente quelante de extraccion son las moléculas de
pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC) y de dietilditiocarbamato de sodio (DDTC) (Zgota-
Grzeskowiak & Grzeskowiak, 2011).
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3.6. Analisis de muestras en fase organica por espectrofotometria de absorcion
atémica.

El empleo de agua como matriz y/o disolvente se ha utilizado en la mayoria de las determinaciones
por espectrofotometria de absorcion atomica. Sin embargo, esta técnica instrumental no solo se
limita al andlisis de elementos en matrices acuosas, sino que puede usarse en el anélisis de
productos derivados del petroleo, aceites, alimentos y productos farmacéuticos oleosos o en
muestras que requieren efectuar una extraccion con disolventes organicos como técnica de

preparacion y preconcentracion de la muestra (lab-training.com, 2015).

La técnica de extraccion liquido-liquido (ELL) y sus variaciones, poseen muchas ventajas
acopladas a la técnica instrumental de espectrofotometria de absorcidn atdmica, entre las que se
encuentran la preconcentracion de elementos para el andlisis de trazas, el mejoramiento de la sefial
instrumental y la eliminacién de interferencias (Allan, 1961; Schadev et al., 1967). Desde finales
de los afios 50°s, se han descrito procedimientos para el analisis de diferentes iones metélicos traza
por espectrofotometria de absorcidn atdbmica de llama previo a la extraccion como quelatos neutros

en fase organica (Morrison & Freiser, 1957; Sandell, 1959).

Se ha utilizado una variedad de disolventes organicos miscibles e inmiscibles en agua para
aumentar la sensibilidad del analisis tales como cetonas, ésteres, alcoholes (de cadena corta o de
cadena larga) y otros hidrocarburos que posean oxigeno en su estructura para que su combustion
sea completa al momento de llegar al quemador del instrumento (Cantle, 1982; Allan, 1961). No
obstante, se pueden utilizar disolventes organicos clorados, éteres, hidrocarburos alifaticos o
aromaticos, los cuales presentan una combustion incompleta afectando la cantidad de atomos
durante el proceso de nebulizacién y la estabilidad de la llama por cambios en la proporcién de

combustible/comburente causados por la inflamabilidad del disolvente (Allan, 1961).
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El uso de ciertos disolventes organicos en la espectrofotometria de absorcion atomica de llama
contribuye al incremento de la sefial de absorbancia y/o el incremento de la temperatura de la llama
usada (Schadev et al., 1967). Este problema puede ser corregido modificando la altura del
qguemador -la cual depende de la zona de la llama donde tiene lugar la combustion del disolvente-,
el flujo de aspiracion del disolvente orgénico -siendo de 3.0 mL/min el éptimo en la mayoria de
los casos-, la composicion de combustible/comburente de la llama y la longitud del capilar hasta el
guemador (Robinson, 1970). También debe considerarse que las caracteristicas fisicoquimicas del
disolvente organico como viscosidad, tension superficial, densidad, indice de evaporacion y calor
de combustion afectando la sefial de absorbancia medida (Szivos, 1980; Schadev & West, 1970).
Siempre que sea posible, estos efectos deben evitarse o corregirse mediante procedimientos

estandarizados adecuados (Allan, 1961).

Por ultimo, se deben realizar algunas consideraciones de seguridad durante el analisis de muestras
en fase organica por espectrofotometria de absorcion atomica de llama (McKenzie, 1980; Moffett,
1991), tales como: a) uso de disolventes organicos no toxicos o con menor toxicidad; b) el analito
debe ser soluble en el disolvente seleccionado; c) la temperatura de inflamabilidad del disolvente;
d) si se emplea disolventes clorados, se debera ventilar adecuadamente el lugar por la generacién
de vapores toxicos (fosgeno) derivados de la combustién incompleta; e) los disolventes organicos
pueden dafiar los componentes de plastico del instrumento al contacto con ellos y f) el uso de
solventes organicos aumenta la posibilidad de acumulacion de depdsitos de carbono en el

guemador por lo que se debera limpiar con regularidad cuando se usan disolventes organicos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general,

Establecer las condiciones dptimas para la microextraccion liquido-liquido dispersiva de cobre en
mezcal y su posterior cuantificacion por espectrofotometria de absorcion atomica de Illama como

un método alternativo en su determinacion.

4.2. Objetivos particulares.

e Optimizar las condiciones instrumentales para la introduccion de la muestra en fase
orgénica al sistema de espectrofotometria de absorcién atomica de llama para la
cuantificacion de cobre extraido.

e Determinar las cantidades adecuadas de reactivos, disolventes de extraccion y de dispersion
y muestra necesarios para efectuar la extraccion liquido-liquido dispersiva como técnica de
preconcentracion en la cuantificacion de cobre.

e Miniaturizar la técnica de extraccion liquido-liquido dispersiva propuesta para la extraccion
del quelato neutro de cobre.

e Evaluar el desempefio del método desarrollado para la determinacion de cobre en mezcal a
través de los parametros de linealidad, recobro, efecto matriz, repetibilidad, limites de
deteccion y cuantificacion.

e Aplicar el método desarrollado al analisis del contenido de cobre en diferentes muestras de

mezcales comerciales de diferentes estados de la Republica Mexicana.
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5. METODOLOGIA

5.1. Materiales.

Los materiales empleados en este trabajo (reactivos, disolventes, cristaleria, material volumétrico

0 materiales de operacidn especifica) se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Materiales empleados en el establecimiento de las condiciones optimas de la MELLD

en el andlisis de Cu en mezcal.

Reactivos. Disolventes. Cristaleria. Mate,rla}I Mate,r l_ales
VVolumétrico. especificos.
CuClz-2H20,JT. | CCls, JT. Baker®, | Vasosde Matraz Tubos de
Baker®, Ensayo: Grado Reactivo precipitado | volumétrico de polipropileno
99.7%. Analitico. de 5,10, | 100 mL, Pyrex®, | para centrifuga
30, 50, 100 Tipo A. de 50 mL.
Dietilditiocarba- | CHCIs, JT. Baker®, | Yy 250 mL.
mato de sodio Grado Reactivo _ Matraz Tubos de
(DDTC), Sigma- Analitico. Agl_tad_or volumetr]co de polipropileno
Aldrich®, Ensayo: de vidrio. | 25 mL, Kimax®, | para centrifuga
99%. Metanol, _ Tipo A. de 15 mL.
TecSiQuim®, Grado Pipetas , _
HPLC. graduadas Pipetas Jeringas con
de 0.2,1,5 | volumétricas de aguja
Etanol, TeSiQuim®, y 10 mL 05,1,2,3,4,5, | desechables de
Grado HPLC 7y 20 mL 3y10mL
Kimax®, Tipo
Acetona, A. Pipetas de

TecSiQuim, Grado
Reativo Analitico

1-octanol, Sigma-
Aldrich®, Ensayo:
99%.

Metil-etilcetona,
Quimicos
Monterrey, Grado
Reactivo Analitico.

Agua desionizada.

transferencia de
2 mL (gotero)

Placa de
porcelana
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5.2. Equipo e instrumentacion.

El equipo de laboratorio necesario para desarrollar las actividades descritas en el presente trabajo

se enlista a continuacion:

o Balanza Analitica Digital Mettler Toledo® PB303-S.

o Micropipeta de volumen variable de 10 a 100 pL. CAPP® Ecopipette.

o Micropipeta de volumen variable de 20 a 200 pL Science Med®.

o Micropipeta de volumen variable de 100 a 1,000 uL Brand® Transferpette.
o Agitador vortex Science Med® MX-S.

o Termoagitador magnético Fisher Scientific®.

o Balanza mecanica OHAUS® PRIMER.

o Centrifuga Clinica VELAB® PRO-MS8.

o Campana de extraccion de gases, humos y vapores.

Ademas, se utilizd como instrumento un espectrofotometro de absorcion atdmica marca Varian®
modelo SpectrAA-200 de flujo fijo de 5 mL/min, con una ldmpara de catodo hueco para cobre
marca Varian® con nimero de serie SC-469 y como integrador de datos un equipo de computo con

sistema operativo Windows® 98 y el software SpectrAA.

5.3. Preparacion de estandares.

Se prepararon 100 mL de una solucion stock de Cu con una concentracién de 1,000 ug mL*
pesando exactamente 0.269 g de CuCl,-2H20. A partir de esta, se efectuaron diluciones adecuadas
para la realizacion de disoluciones individuales de concentracién 12, 100, 120 y 300 ug mL™,
empleadas para la preparacion de la curva de calibracién en los sistemas espectrofotométrico y de

extraccion.

También, se prepararon 100 mL de una disolucién de DDTC 1.5 % (m/v), pesando 1.515 g de
DDTC.

Todas las disoluciones fueron preparadas con agua desionizada como disolvente y resguardadas a

temperatura ambiente en viales ambar.
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*  Prueba de estabilidad de
la llama con disolventes
organicos.

*  Prueba de solubilidad del
complejo Cu-DDTC.

Volumen y concentracion
del ligante.

Volumen de la muestra.
Seleccion del disolvente
de extraccion.
Condiciones de lavados.
Volumen de alicuota a
volatilizar.

Linealidad.

Efecto matriz.

Recobro.

Repetibilidad.

Limites de deteccion y de
cuantificacion.

Optimizacion de la
introduccioén de la
muestra en fase organica
en el instrumento.

Determinacion de los . ,
vollimenes de reactivos y Desem_pgno d_‘:‘l metodo
muestra 6ptimos miniaturizado

Evaluacion del sistema Miniaturizacion de la .
espectrofotométrico extraccion Aplicacion del metodo
. Linealidad - Volumen del ligante. v pnaliste 10 mezcales ce
«  Repetibilidad ¢ Volumen de la muestra. categoria y clase variada
P ' «  Proporcion y volumen de de origen diverso.
*  Limites de deteccion y de P y i
I y : + Cotejo de resultados con
cuantificacion. la mezcla de disolvente tividad ional
de extraccion-disolvente normativi al naC||c_)nab|e
de dispersion. internacional  aplicable.
en materia.
\ J \_ J \_ J

Fig 5. Diagrama de la optimizacién del método de analisis de Cu en mezcal por microextraccion liquido-liquido dispersiva y
espectrofotometria de absorcion atdmica de llama.
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5.4. Optimizacion de la introduccion de muestra en fase organica en el sistema de
espectrofotometria de absorcion atémica.

Debido a que el flujo de aspiracidn de la muestra en el instrumento de absorcidn atomica utilizado
no se puede modificar, para la optimizacion de la introduccion de la muestra en fase organica se
realizaron pruebas cualitativas donde se aspiraron diferentes disolventes organicos como CCls,
CHCls, metanol, etanol, acetona, 1-octanol, metil-etilcetona y mezclas de ellos, observando si la

Ilama del instrumento se extinguia o no.

Asimismo, para seleccionar el disolvente de inyeccidn éptimo, se consideré que el complejo neutro
de cobre debia ser introducido en fase homogénea al instrumento para evitar la obstruccion del
capilar de aspirado y para mantener estable la lectura de absorbancia. Por tal razdn, se realizaron
pruebas de solubilidad con diferentes disolventes o mezcla de ellos -usados previamente en la
prueba de estabilidad de la llama del instrumento-, utilizando una alicuota de disolucién
(equivalente a 6 ug del complejo neutro de cobre) y afladiendo alicuotas de 50 pL hasta completar
300 pL como volumen limite de disolvente afiadido. En cada adicion de las alicuotas de disolvente

se homogeneizo con una varilla de vidrio.

La cantidad del complejo de cobre empleado en las pruebas de solubilidad fue previamente
obtenida por extraccién liquido-liquido dispersiva (ELLD) usando 20 mL de una solucion acuosa
de estandar de Cu a 0.90 ug mL?, a la cual previamente se le afiadio 2 mL de DDTC al 1.5% (m/v)
y se agitd en vortex por 20 segundos. La extraccion se efectud inyectando de forma rapida a la
solucién 7.5 mL de una mezcla de CCls:MeOH 33:67 (v/v) produciendo turbidez en la solucion.
Después, se agitd en vortex por 30 segundos y se centrifugd a 4,000 rpm por 2 minutos. Finalmente,
se recupero la fase organica y se volatilizé una alicuota de 500 pL en la campana de extraccion de

gases a temperatura ambiente hasta sequedad sobre una placa de porcelana.
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5.5. Evaluacion del sistema espectrofotométrico.

Con base a los parametros recomendados en Flame Atomic Absorption Spectrometry Analytical

Methods, se evalud el sistema espectrofotométrico con las condiciones mostradas en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones instrumentales empleadas para la evaluacion del sistema
espectrofotométrico.

Parametro Condicién Parametro Condicién
ngra.”?"i‘ de Integracion Tiempo de retraso 15 segundos
medicion (delay)
NuUmero de lecturas 5 lecturas en Slit 0.2 nm

diferentes puntos

5 segundos entre cada | Longitud de onda de
lectura lectura

Tiempo de lectura 327.5 nm

Como blanco se us6 una disolucion de DDTC al 0.3 % (m/v), preparada por triplicado a partir de

2 mL de DDTC 1.5 % (m/v) y aforada con agua desionizada a 10 mL.

La mezcla comburente/combustible empleada fue una mezcla aire/acetileno con un flujo de
13.5/2 L min.

5.5.1. Linealidad.

La linealidad del sistema espectrofotométrico se evalud preparando una curva de calibracion a 6
niveles de concentracién de Cu (0.75, 1.5, 3.0, 6.0, 9.0 y 12.0 ug mL™) en fase acuosa por
triplicado. A cada sistema se afiadié 2 mL de DDTC 1.5% (m/v) para la formacion del complejo
neutro. Se evalud la tendencia lineal con el coeficiente de correlacion (r?) calculado a partir del
ajuste de minimos cuadrados usando Excel 2019.

5.5.2. Repetibilidad.

La repetibilidad del sistema espectrofotométrico se determind preparando por triplicado una
disolucion estandar a una concentraciéon de 6.0 ug mL™ de Cu en fase acuosa con un volumen de
aforo de 10 mL a partir de una solucién estandar de 30 ug mL™. A cada réplica del sistema se
afiadio 2 mL de DDTC 1.5% (m/v) para la formacion del complejo neutro. Se estimo el coeficiente
de extincion molar (g) y se calculd el promedio de los valores de absorbancia, desviacion estandar

y el coeficiente de variacion (%RSD).
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5.5.3. Limites de deteccion y cuantificacion.

El limite de cuantificacion del sistema espectrofotométrico fue establecido como el primer punto
de la curva de calibracion construida en la evaluacion de la linealidad del sistema. Se considerd
como limite de deteccion es equivalente la concentracion del primer punto de la curva de

calibracién dividido entre 3.3

5.6. Determinacion de los volumenes de reactivos y muestra 0ptimos.

El establecimiento de los volimenes de reactivos y muestra éptimos para el método de extraccion
liquido-liquido dispersiva (ELLD) se basaron de acuerdo con los protocolos descritos por Seeger
et al. (2015) en muestras de vino y Rosa et al. (2015) en muestras de miel con modificaciones. Para
ello el método se dividid en 4 etapas: a) Formacién del complejo; b) Extraccién Liquido-Liquido
Dispersiva; ¢) Eliminacion de la fase acuosa y exceso de ligante y d) Técnica de Cuantificacion.
La eleccidn de los volumenes de reactivos y de muestra éptimos para realizar la extraccion liquido-

liquido dispersiva se efectu6 de forma cualitativa.

En la primera etapa, se utilizo el reactivo de dietilditiocarbamato de sodio (DDTC) como agente
complejante en la formacién del quelato neutro con Cu, sin embargo, este ligante no es selectivo
para este cation formado complejos con otros analitos presentes en la muestra. De esta forma, se
establecié un volumen constante de 2 mL de DDTC 1.5% (m/v) afiadidos con relacion
estequiométrica entre el analito y el ligante de mas de 50 veces respecto a la concentracion de
7.20 pg mL* del cobre en la muestra. La agitacion en vortex después de la adicion del ligante fue

de 20 segundos.

En la optimizacion del volumen de muestra se probaron 20, 25 y 30 mL determinando
cualitativamente el volumen maximo de muestra que permitia la formacion del vortice dentro de

la mezcla de extraccion durante la agitacion.
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En la etapa de Extraccion Liquido-Liquido Dispersiva (ELLD), se establecié como disolvente de
dispersion (DD) metanol y se probaron como disolventes de extraccion (DE) CCls y CHCl3, los
cuales fueron mezclados en un vaso de precipitados usando las proporciones v/v de 30:70, 33:67 y
40:60 de disolvente de extraccion y disolvente de dispersion, respectivamente. La mezcla de
disolventes se tomd con una jeringa de volumen adecuado y se inyectd a 20 mL de agua desionizada
0 en una mezcla etanol-agua 40:60 (v/v) -simulando el contenido de alcohol en la muestra-,
contenidos en un tubo de centrifuga de 50 mL. La proporcion de volumenes y la seleccion del
disolvente adecuado de extraccion se baso cualitativamente en la formacion de turbidez en la
solucién y en la cantidad de fase organica recuperada posterior a la extraccion. El tiempo de
agitacion posterior a realizar la inyeccion de disolventes fue de 30 segundos. Después, se centrifugo

a 4,000 rpm por 2 minutos.

En la etapa de eliminacion de fase acuosa y exceso de ligante, se realizaron 2 lavados que
consistieron en eliminar la fase acusa hasta un volumen de 5 mL del sistema con ayuda de una
pipeta de transferencia y después afiadir agua desionizada hasta un volumen de 10 mL; repitiendo

el mismo ciclo de agitacion-centrifugacion realizado en la anterior etapa.

En la ultima etapa, una vez establecido el disolvente de extraccion, se determind el volumen de
alicuota de la fase organica a volatilizar a sequedad en campana de extraccién de gases a
temperatura ambiente, probando 0.5, 0.75, 1.0, 1.25 y 1.5 mL de disolvente seleccionado. La

eleccion del volumen se efectud basado en el tiempo de evaporacién minimo.

5.7. Miniaturizacion de la extraccion.

Con el fin de reducir insumos y residuos generados durante el andlisis se efectud la miniaturizacion

del método disminuyendo los volimenes de reactivos y muestra.

Se probaron las siguientes condiciones:

a) volimenesde 1.0y 1.5 mL de DDTC al 1.5% (m/v);

b) volumenes de muestrade 5.0, 7.0y 10.0 mL y

c) unvolumen de 3 mL de la mezcla de disolventes de extraccion y de dispersion en proporciones
de 17:83, 23:77, 33:67 (v/v), respectivamente.
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Para la eliminacion de la fase acuosa y exceso de ligante, se retird la fase acuosa hasta un volumen
de 2 mL del sistema y posteriormente se afiadié un volumen de agua desionizada necesaria para

completar 5 mL y efectuar asi los lavados.

Las condiciones de agitacion en vortex, el nimero de lavados, la velocidad y tiempo de
centrifugado, alicuota de fase organica a evaporar, el volumen y disolvente de resuspension, y la

manera de introduccion de la muestra en el instrumento se mantuvieron.

5.8. Desempefio del método miniaturizado.

Para la evaluacion del desempefio del método de extraccion miniaturizado, el instrumento se
programd con base a las condiciones mostradas en la tabla 7 y se empled una alicuota de 200 uL

de muestra aspirada utilizando 1-octanol como blanco.

Tabla 7. Condiciones instrumentales empleadas para la evaluacion del desempefio del método.

Parametro Condicion Parametro Condicion
Programa de Area del pico de Tiempo de retraso
L ) 3 segundos
medicion absorbancia (delay)
Numero de lecturas 1 lectura Slit 0.2 nm

Longitud de onda de

327.5 nm
lectura

Tiempo de lectura 15 segundos

La mezcla comburente/combustible empleada fue una mezcla aire/acetileno con un flujo de

13.5/2 L min, respectivamente.

5.8.1. Linealidad.

Diferentes alicuotas de una muestra de mezcal que no se detectd Cu fueron fortificadas a los niveles
de concentracion de 0.45, 0.90, 1.80, 3.60, 5.40 y 7.20 pg Cu/mL de mezcal. Cada nivel se prepard
por triplicado y se analizaron con las condiciones 6ptimas del método miniaturizado. Se grafico la
respuesta obtenida contra la concentracion adicionada de cobre. La linealidad se evalud con el
coeficiente de correlacion (r?) calculado a partir del ajuste de minimos cuadrados usando Excel
2019.
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5.8.2. Efecto matriz.

Para evaluar el efecto matriz se prepar6 una curva de calibracion sin muestra con los niveles de
concentracion 0.45, 0.90, 1.80, 3.60, 5.40 y 7.20 ug Cu/mL agua y extraidas con las condiciones
optimas del método miniaturizado. Se graficé la respuesta obtenida en funcién de la concentracion
de cobre adicionada. Después, se compar0 la pendiente obtenida con la de la curva de calibracién

con muestra del punto anterior, como se muestra a continuacion:

Pendiente Curva con Matriz

Efecto matriz = -
f Pendiente Curva Estandar

Se considera que no hay efecto matriz cuando el resultado se encuentra entre 0.8 y 1.2 (Mohammed
et al., 2020).

5.8.3. Recobro.

A partir de los resultados de la curva de calibracion con muestra del punto 5.8.1, se calculd la
cantidad recuperada de Cu posterior a su extraccion. Se graficd la concentracidn recuperada en
funcion de la concentracién adicionada y el recobro global se determiné multiplicando la pendiente
obtenida por 100.

5.8.4. Repetibilidad.

La repetibilidad del método se determin6 preparando por triplicado el sistema de extraccion
miniaturizado a una concentracion de 3.60 pug Cu/mL de mezcal. Se estimé el coeficiente de
extincion molar (g) y se calculd el promedio de la absorbancia, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion (%RSD) usando Excel 2019.

5.8.5. Limites de deteccion y cuantificacion.

El limite de deteccion del método fue establecido con base a soluciones de diferentes
concentraciones usadas que dieron una sefial diferente del blanco del sistema de extraccion
miniaturizado. El limite de cuantificacién se establecido como la concentracién de cobre en mezcal

del primer punto de la curva de calibracion del método de microextraccion.
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5.9. Analisis de muestras de mezcal.

Aplicando el método de microextraccion liquido-liquido dispersiva en la extraccion del quelato
neutro de cobre optimizado y su consiguiente cuantificacion de la fase organica por en el sistema
espectrofotométrico de absorcion atomica de llama, se analizaron, por triplicado, diez muestras de
diferentes categorias de mezcal provenientes del estado de Oaxaca (9) y del estado de Guerrero (1).
Se determind la concentracion promedio de Cu en cada muestra y se calcularon los intervalos de
confianza al 95% (a= 0.05). Los resultados obtenidos se compararon con los limites maximos

permitidos de Cu en mezcal en las normatividades nacionales e internacionales aplicables.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1. Optimizacion de la introduccidn de muestra en fase orgéanica en el sistema
de espectrofotometria de absorcion atémica de llama.

En la tabla 8, se muestran los resultados cualitativos usando diferentes disolventes organicos
para establecer las condiciones de introduccion de la muestra en fase orgénica al instrumento
de forma Optima.

Tabla 8. Resultados cualitativos en el establecimiento de condiciones 6ptimas de
introduccién de la muestra en fase organica empleando diferentes disolventes organicos.
Prueba de estabilidad Prueba de Solubilidad
Disolvente de la llama (6 ng del complejf) Cu—DDTQ)
robado ¢Se apaga la llama del : Volumen ,de_ ¢El complejo neutro
P instrumento? disolvente maximo Cu-DDTC fue
' afiadido (uL) soluble?
Agua No 300 Ligeramente soluble
CClg Si 50 Totalmente soluble
CHCIs Si 50 Totalmente soluble
Metanol Si 300 Ligeramente soluble
Etanol Si 300 Ligeramente soluble
Acetona Si 300 Ligeramente soluble
1-octanol (oct) No 300 Parcialmente soluble
Metil-etilcetona :
(MEK) Si 50 Totalmente soluble

El CCls, CHCI3 y la MEK fueron los disolventes que solubilizaron completamente al
complejo. Sin embargo, extingue la llama del sistema a diferencia del 1-octanol que fue el
unico disolvente que permitiria introducir correctamente la muestra, pero presentd el

inconveniente de no lograr solubilizar de forma total el complejo neutro de Cu-DDTC.

De esta forma, se prosiguio a efectuar mezclas de 1-octanol con los otros disolventes en

diferentes proporciones. Estos resultados se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados cualitativos en el establecimiento de condiciones éptimas de
introduccion de la muestra en fase organica empleando diferentes mezclas de disolventes

organicos.
est:;i‘ffdb;dd;e . Prueba de Solubilidad
Mezcla de (6 pg del complejo Cu-DDTC)
. llama
disolventes Volumen de mezcla de ,El complejo neutro
. ¢
probados 6(?8e| ?ﬁggﬁ:ﬁelr:?ga disolventes maxima Cu-DDTC fue
' afiadida (uL) soluble?
oct:CCly )
90:10 (v/v) Si 200 Totalmente soluble
oct:CHCl3 )
90:10 (v/v) Si 200 Totalmente soluble
oct:MEK ]
90:10 (v/v) No 300 Parcialmente soluble
oct:MEK .
85:15 (v/v) No 300 Parcialmente soluble
oct:MEK .
80:20 (v/v) No 250 Parcialmente soluble
oct:MEK
75:25 (VIv) No 200 Totalmente soluble
oct:MEK ]
70:30 (VIv) Si 200 Totalmente soluble

Con base a los datos obtenidos en la tabla 9, se observa que las mezclas de 1-octanol con
disolventes clorados probados (CCls y CHCI3) siguen apagando la llama del instrumento pese
gue se mejora la solubilidad del complejo. Las mezclas de 1-octanol:metil-etilcetona
(oct:MEK) en diferentes proporciones mostraron estabilidad de la llama, siendo una
proporcién de 75:25 (v/v) la que permitio la solubilizacion total del complejo en la mayoria

de las disoluciones preparadas.

En cuanto a las condiciones instrumentales, la longitud de onda del espectro de linea
seleccionada para efectuar la lectura de la concentracion de Cu (327.5 nm), fue seleccionada
porgue presentd menor ruido instrumental observado por la sefial de la linea base del blanco
respecto a las demas lineas espectrales -principalmente la linea espectral de 222.6 nm-, ya
que el ruido instrumental es un factor clave cuando se trabaja con el programa de medicién
del instrumento “area de pico de absorbancia”, ya que es integrado por el software arrojando

resultados sobreestimados en estandares y muestras con nulo o poco contenido de Cu.
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Ademas se visualizo que a la linea espectral de 324.7 nm no era viable usar a causa de que
las absorbancias integradas fueron subestimadas para todo el rango de concentraciones

probadas.

El rango de concentraciones en los extractos introducidos al instrumento (oct:MEK 75:25
v/v) en el cual se mostraron absorbancias integradas adecuadas que van desde 1.50 a
24.00 pg mL?, concentraciones alcanzadas por las técnicas de ELLD y MELLD
desarrolladas en el trabajo como técnica de preparacion de la muestra y preconcentracion.

6.2. Evaluacion del sistema espectrofotométrico.

En la espectrofotometria de absorcion atomica de Ilama, la presencia de interferencias
quimicas es comun por el proceso en el cual se atomiza la muestra, ya que al trabajar con
complejos poco solubles en fase acuosa se pueden formar compuestos de baja volatilidad y/o
incrementar la presencia de equilibrios de disociacion durante la atomizacion que reducen la
cantidad de elementos atomizados. Por esto, se evalud el sistema espectrofotométrico

complejando el cation metalico en fase acuosa.

En la tabla 10, se muestra los resultados de la evaluacion del sistema espectrofotométrico.

Tabla 10. Pardmetros estadisticos en la evaluacion del sistema espectrofotométrico.
Parametro Resultado
Intervalo de trabajo 0.75-12.0 uyg mL?
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9909
Pendiente 0.0400 £ 0.0020
Ordenada 0.0289 £ 0.0138
%RSD (n=3) 3.52%
Limite de Deteccion (LD) 0.23 pgmL?
Limite de Cuantificacion (LC) 0.75 pg mL*?

La linealidad y la precision obtenidas fueron adecuadas con valores de r’> > 0.9900 y
%RSD < 5.0%, respectivamente. Los limites de deteccion y cuantificacion son apropiados,
siendo indicativo que no se presenta interferencia quimica por la complejacion con el ligante
de extraccion con el cation metalico. No se amplié el intervalo de concentraciones medido
ya que a concentraciones menores a 0.75 pg mL™ dieron sefiales iguales al blanco y en
concentraciones mayores de 12 ug mL™ el complejo mostrd insolubilidad en fase acuosa. La

gréfica de linealidad se encuentra en el Anexo |, Grafico 1.
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6.3. Determinacion de los voliumenes de reactivos y muestra optimos.

El volumen de la muestra éptimo fue una alicuota de 20 mL de mezcal, ya que el empleo de
volumenes mayores de muestra, provocaba una agitacion deficiente o nula al afiadir los otros

reactivos. En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 11. Volumen de muestra a probar en la seleccion de la alicuota para realizar la
extraccion.
mﬁzlalsctl;gts dfo:)aar Volumen final del sistema ¢Se genera el vortice dentro del
(m L;O posterior a la extraccion”™ (mL) tubo durante la agitacion?
20 32 Si
25 37 No
30 42 No

*: Volumen empleado de disolvente de extraccion (DE) — disolvente de dispersién (DD) de 10 mL y de DDTC
1.5% (m/v) de 2 mL.

Se observo que cantidades de los disolventes usados se solubilizan en la fase acuosa,
recuperando menor cantidad de ellos respecto a la adicionada, esto debido al disolvente de
dispersion empleado y de la cantidad de etanol proveniente de la riqueza alcohdlica de las
muestras que favorecen este proceso; por tal razén se decidio simular el grado alcohdlico de
la muestra a 40% (v/v) para efectuar la técnica de extraccion de las soluciones estandar para
que fuese reproducible en las cantidades de disolvente de extraccidn recuperado durante toda

la experimentacion.

En la tabla 12 se presentan los resultados de la optimizacion de los volimenes de disolventes

de dispersion y extraccion.

La seleccion del disolvente de extraccion se basé en el volumen recuperado posterior a la
extraccion, siendo los sistemas con CCls los que permiten recuperar un mayor volumen en

todos los ensayos realizados.
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Tabla 12. Disolventes de extraccién (DE) y proporciones de disolvente de extraccion-
disolvente de dispersion (DE-DD) probados para realizar la extraccion.
Volumen | Volumen | Volumen final de | Proporcién | Volumen de fase
DE de DE de DD la mezcla DE-DD DE-DD organica
(mL) (mL) (mL) (vIV) recuperada” (mL)
15 3.5 5.0 30:70 1.0
CCly 2.5 5.0 7.5 33:67 1.5
4.0 6.0 10.0 40:60 3.5
1.5 3.5 5.0 30:70 0.8
CHCIs 2.5 5.0 7.5 33:67 1.2
4.0 6.0 10.0 40:60 3.0

*: volumen aproximado con base a la graduacion del tubo empleado.

Para la proporcién de DE-DD se consider6 la formacion, grado de turbidez y estabilidad del
sistema disperso, este ultimo definido por el tiempo en el cual se empieza a separar la fase
organica. Se observd que la proporcion adecuada fue de 33:67 v/v (CCls:MeOH) y un
volumen de 7.5 mL. En las figuras 6 y 7 se muestran ejemplos sobre el aspecto de las

dispersiones generadas con CCls y CHCI3 respectivamente.

(@) u (b) ()

Fig 6. Aspecto de la dispersion generada durante la extraccion liquido-liquido dispersiva (ELLD)

usando CCl,. (a) CCls:MeOH 30:70 v/v, moderada formacién de la dispersion (turbidez moderada)
con rapida aparicion de la fase organica; (b) CCls:MeOH 33:67 v/v, gran formacion de la dispersion
(turbidez alta) con lenta aparicion de la fase orgéanica; (c) CCls:MeOH 40:60 v/v, poca formacién de

la dispersion (turbidez baja) con muy répida aparicién de la fase organica.
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(a) (b) (c)
Fig 7. Aspecto de la dispersion generada durante la extraccion liquido-liquido dispersiva (ELLD)
usando CHCIs. (a) CHCIl3:MeOH 30:70 v/v, gran formacion de la dispersion (turbidez alta) con
lenta aparicién de la fase organica; (b) CHCI;:MeOH 33:67 v/v, poca formacién de la dispersion
(turbidez baja) con muy rapida aparicién de la fase organica ; (c) CHCl3:MeOH 40:60 v/v,

moderada formacién de la dispersion (turbidez moderada) con lenta aparicion de la fase orgénica.

Por altimo, en la tabla 13 se muestran los resultados de los tiempos necesarios para volatilizar
el disolvente de extraccion (CCls). Se establecio un volumen de 0.5 mL de CCl4 debido a que

presentd el menor tiempo de evaporacion.

Tabla 13. Tiempo aproximado para volatilizar la fase organica para cambiar el disolvente
de extraccion por el disolvente de aspirado.
Volumen de fase organica Tiempo aproximado para volatilizar a sequedad la fase
por evaporar (mL) organica (min)
0.50 5
0.75 10
1.00 12
1.25 18
1.50 25
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6.4. Miniaturizacion de la extraccion.

Con las condiciones previamente optimizadas del método de extraccién, para la
miniaturizacion del método se mantuvo el mismo procedimiento cualitativo anteriormente

descrito en la optimizacion de volumenes de reactivos y de muestra.

La tabla 14 hace referencia sobre los volimenes de muestra usados, mas la adicién de

reactivos, en los cuales se podria agitar de manera adecuada en vortex.

Tabla 14. Volumen de muestra a probar en la seleccion de la alicuota para realizar la
microextraccion.
Alicuota de la muestra Volumen final del sistema ¢Se genera el vortice dentro
a probar (mL) posterior a la extraccion™ (mL) | del tubo durante la agitacion?
5 9.5 Si
7 11.5 Si
10 14.5 No

“: Volumen total empleado de DE-DD de 3 mL y 1.5 mL de DDTC 1.5% (m/v).

Se eligi6 usar una alicuota de 7 mL de muestra debido a que el volumen final del sistema de
extraccion permitio la generacién del vortice durante la extraccion. Asimismo, la utilizacién
de este volumen de muestra respecto a la alicuota de 5 mL favorece un incremento en la
sensibilidad del método a causa de aumentar la cantidad de analito extraido presente en la

muestra.

Para asegurar que el proceso de agitacion fuera 6ptimo, se decidi6é disminuir el volumen de
ligante considerando que se encontraba en exceso estequiométrico de al menos 80 veces
respecto al cobre y a la concentracién maxima monitoreada en mezcal (7.20 pg mL™?). Los
resultados cualitativos de agitacion 6ptima se muestran en la tabla 15. Se emple6 un volumen

de 1 mL de DDTC 1.5% (m/v) con el fin de optimizar los insumos necesarios.
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Tabla 15. Volumen de DDTC a probar en la seleccién de la alicuota para realizar la
microextraccion.

Alicuota de DDTC . . _ o
1.5% (M/v) a probar Voll_Jmen final del _s!st*ema ¢Se genera el vortlce_der]t,ro
' (mL) posterior a la extraccion™ (mL) | del tubo durante la agitacion?
15 11.5 Si
1.0 11.0 Si

*: Volumen empleado de muestra 7 mL y de DE-DD de 3.0 mL.

Finalmente, se fijo el volumen de la mezcla de DE-DD con una reduccion de 2.5 veces
respecto a la previamente establecida en la ELLD usando solo 3.0 mL de la mezcla; el
disolvente de extraccion (CCls), como el disolvente de dispersion (MeOH) no se
modificaron. Las proporciones de la mezcla de DE-DD fueron variables y la eleccion
consistio de forma cualitativa en la formacion de la dispersion (grado de turbidez, aspecto y
en la estabilidad del sistema disperso posterior a su inyeccion). Ademas, de forma
semicuantitativa se eligié la proporcién en la cual se recuperaba una adecuada cantidad de
DE posterior a la extraccion por el efecto de solubilidad hacia la fase acuosa observado
previamente. En la figura 8 se muestran las caracteristicas visuales obtenidas al variar las

proporciones de DE-DD y en la tabla 16 se visualiza el volumen recuperado de fase organica.
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Fig 8. Aspecto de la dispersion generada durante la microextraccién liquido-liquido dispersiva

(MELLD). (a) CCls:MeOH 17:83, moderada formacion de la dispersién (moderada turbidez) con

rapida aparicion de la fase organica; (b) CCls:MeOH 23:77, alta generacion de la dispersién

(turbidez alta) con lenta aparicién de la fase organica; (c) CCls:MeOH 33:67, baja formacién de la

dispersién (baja turbidez) con muy rapida aparicion de la fase organica.

Tabla 16. Proporciones de disolvente de extraccion-disolvente de dispersion (DE-DD)

probados para realizar la microextraccion.
Volumen de DE VVolumen de DD Proporcién DE-DD Volume,n .de fase
(mL) (mL) (VIV) organica
recuperada” (mL)
0.5 2.5 17:83 0.3
0.7 2.3 23:77 0.5
1.0 2.0 33:67 0.7
*: volumen aproximado con base a la graduacion del tubo empleado.

Se selecciond la proporcion de DE-DD de 23:77 (v/v) debido a que presentdé mayor turbidez,

estabilidad de la dispersion respecto a las otras proporciones y un volumen de fase organica

recuperada igual al volumen que proporciond los tiempos mas cortos de evaporacion para

realizar el cambio de disolvente de extraccion al disolvente de resuspension.
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Con ello, el volumen final del sistema de extraccién se redujo en al menos 2.5 veces, logrando
la miniaturizacion del método. Las condiciones miniaturizadas obtenidas del método de

extraccion se muestran en la figura 9.

i

A. FORMACION DEL COMPLEJO

7 mL Muestra (o equivalente a 40% v/v EtOH)

+

1 mL DDTC 1.5% (m/v)

Agitar en vortex por 20 segundos

B. MICROEXTRACCION LIiQUIDO- LIQUIDO
DISPERSIVA

Inyectar 3.0 mL mezcla 23:77 v/v CCls: MeOH
FORMACION SOLUCION TURBIA

Agitar en vortex por 30 segundos

Centrifugar 2 minutos a 4,000 rpm

C. ELIMINACION DE FASE ACUOSA Y DE
EXCESO DE LIGANTE

(1A Eliminar 10 mL de fase acuosa

X2

Afiadir 5 mL H,O desionizada

Agitar en vortex por 20 segundos

Centrifugar 2 minutos a 4,000 rpm

D. TECNICA DE CUANTIFICACION

Recuperar fase organica
Tomar 500 uL alicuota de fase organica

—— Volatilizar a temperatura ambiente disolvente organico
S ——
— Resuspender quelato con 500 uLL. MEK

Tomar 50 uL quelato resuspendido y adicionar 150 uL 1-octanol
(200 uL mezcla 75:25 v/v oct:MEK)

Aspirar y leer absorbancia a 327.5 nm

Fig 9. Diagrama de flujo de la metodologia establecida para el analisis de Cu en mezcal por
microextraccion liquido-liquido dispersiva y espectrofotometria de absorcion atomica de

llama.
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6.5. Desempefio del método miniaturizado.
En la tabla 17, se muestra los resultados del desempefio del método de cuantificacion de Cu
por microextraccion liquido-liquido dispersivay espectrofotometria de absorcidn atdbmica de

llama desarrollado.

Tabla 17. Parametros estadisticos en la evaluacion del desempefio del método de
cuantificacion de Cu por microextraccion liquido-liquido dispersiva y espectrofotometria
de absorcion atomica de Ilama.

Parametro Resultado
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9938
Intervalo de concentracion en la 0.45— 7.20 pg mL:
muestra
Pendiente 0.1182 + 0.0049
Ordenada 0.0158 + 0.0200
%RSD (n=3) 2.50%
Limite de Deteccion (LD) 0.14 pg mL™? mezcal
Limite de Cuantificacion (LC) 0.45 pug mL7 mezcal

La linealidad del método fue buena, evaluada por el coeficiente de determinacion (r?) que
resulté mayor a 0.9900. El grafico de linealidad del método se encuentra en el Anexo I,
Gréfico 2.

Para evaluar la repetibilidad del método se calcul6 el parametro de desviacion estandar
relativa (%RSD) siendo adecuado porque este valor fue menor del 3.0%; el LD y de LC

establecidos para ambos métodos fueron de 0.14 y 0.45 ug mL™.

Referente al empleo de las 2 variantes de los métodos de extraccion previamente descritos
-ELLD y MELLD-, se comparé su aplicacion analizando 5 muestras de mezcal (M1, M2,
M3, M4 y M5), mostrando los resultados obtenidos en la figura 10. Para el andlisis el quelato
neutro, previamente volatilizada la fase organica, fueron resuspendidas con una alicuota de
50 uL de MEK y posteriormente se afiadid 1-octanol hasta obtener 200 pL. de la mezcla de
disolventes de aspirado (oct:MEK 75:25 v/v).

51



Con ese ajuste la pendiente de la ecuacion de la curva se modifica en un factor de 10 veces
mayor haciendo més sensible el método. Este procedimiento se efectué para obtener la
concentracion de muestras con bajo o nulo contenido de Cu para efectuar los ensayos de
efecto matriz y recobro descritos en el apartado 5.8 “Desempefio del método miniaturizado”.

En el Anexo 11 se muestra un ejemplo de calculo para el analisis de Cu en cantidades traza.

0.400

0.350

0.300 mELLD

0.250 MELLD
0.200

0.150

0.100

Concentracion de Cu en mezcal
(ng mL?)

0.050
0.000 [ [
M1 M2 M3 M4 M5

Fig 10. Comparacion de dos variantes de los métodos de extraccidn desarrollados
(Extraccion Liquido-Liquido Dispersiva, ELLD y Microextraccién Liquido-Liquido

Dispersiva, MELLD) en el analisis de Cu en muestras de mezcal.

Se dictamino que no hay diferencia en usar cualquiera de los dos métodos, sin embargo, el
método miniaturizado resulta adecuado para el analisis de Cu en mezcal ya que reduce la
generacion de residuos y el consumo de disolventes, reactivos y muestra necesarios para el
analisis. La comparacion de parametros de desempefio entre ambos métodos se encuentra en

el Anexo Il.
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Se comprobd que no se presento efecto matriz en la cuantificacion de Cu bajo las condiciones
del método, a causa de que el pardmetro de comparacion de pendientes de la curva de
calibracién con la muestra fortificada (m= 0.1255) y la pendiente de la curva de calibracion
estandar (m=0.1182) fue de 1.0618, valor que se encuentra dentro del intervalo establecido
de 0.8a1.2. El grafico de la curva de calibracion usando una muestra fortificada se encuentra

en el Anexo |, Grafico 3.

El recobro global del método miniaturizado fue de 106.14%. Este valor fue reproducible en
el intervalo de concentraciones evaluado debido a que el coeficiente de determinacion (r?)

fue mayor del 0.9900. El gréfico de recobro se encuentra en el Anexo |, Gréfico 4.

La técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva desarrollada logré concentrar el
analito -en forma de quelato neutro- en factores de 3.5 veces su concentracion en la muestra
(fase acuosa) para el analisis de cantidades traza. Asimismo, esta técnica elimino la
interferencia del etanol proveniente del grado alcohdlico de la muestra, ya que mezclas
agua:etanol en diferentes proporciones causan inestabilidad de la Ilama del instrumento
empleado y permitio eliminar otras interferencias de la matriz en la cuantificacion de Cu en
un analisis directo de la muestra. En el Anexo Il se muestra un ejemplo de calculo de
preconcentracion alcanzada con la técnica de microextraccion liquido-liquido dispersiva

desarrollada.

Por ultimo, se efectud la comparaciéon de los métodos de referencia nacional (NOM-117-
SSA1-1994) e internacional (Codex alimentarius CXS 234-1999/AOAC 999.11) para la
cuantificacion de cobre aplicado a muestras de mezcal respecto al método desarrollado

mediante MELLD y EAA-LL en este trabajo. Las principales diferencias son:

a) Cantidad de muestra: la metodologia establecida en este trabajo emplea 7 mL de
mezcal, que equivalen entre 7.5y 9.0 g, aproximadamente, la cual es una cantidad de
muestra menor a la requerida en los analisis descritos por la NOM-117-SSA1-1994
(40 g) y por el Codex alimentarius CXS 234-1999/A0OAC 999.11 (10 a 20 g). Lo
anterior demuestra que el método desarrollado es mas sensible respecto a los métodos

de referencia.
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b)

d)

Preparacion de la muestra y técnica de analisis: En lo descrito en los métodos de
referencia, se efectlia una digestion &cida (por via himeda o via seca), la cual conlleva
riesgos asociados al manejo de sustancias quimicas peligrosas -principalmente acidos
fuertes concentrados-, mientras que la MELLD es una técnica mas segura, ya que no
utiliza ese tipo de sustancias y aunque los disolventes utilizados tienen cierta
toxicidad, los volumenes son pequefios siendo més amigables con el analista.

La técnica de EAA-LL y el método de cuantificacion para los tres métodos
comparados es la curva de calibracion directa. Sin embargo, para lo descrito en el
presente trabajo se efectla la medicion de area de pico de absorbancia y no la
medicién de absorbancia por integracién como cumplimento de las caracteristicas de
los métodos de referencia.

Reactivos e insumos necesarios para el analisis: las técnicas descritas en los métodos
de referencia requieren de volumenes grandes de acidos fuertes concentrados para la
elaboracion de soluciones requeridas durante el ensayo; asimismo la cantidad de
reactivos requeridos de estos son a escala de volumenes de mililitros (mL),
considerandose ensayos a macro escala. Mientras que el método desarrollado utiliza
una técnica miniaturizada, la cual emplea voliumenes de reactivos a escala de
microlitros (L) optando como una alternativa menos costosa por la cantidad de

insumos necesarios para el analisis.

Infraestructura minima para el analisis: la infraestructura minima requerida para
efectuar las operaciones descritas en el presente trabajo durante la etapa de la MELLD
consiste en equipo de laboratorio elemental como un agitador vortex, centrifugay una
campana extraccion de humos, gases y vapores, infragstructura que no se requiere de
una capacitacion exhaustiva para su manejo.

Para los métodos de referencia se requiere de equipos en los cuales se pueda efectuar
la digestion acida a temperaturas altas como parrillas de calentamiento, mecheros
Bunsen/Fisher, mantillas de calentamiento, entre otras. Ademas de campana de
extraccion de humos, gases y vapores de suficiente capacidad para el montaje del
dispositivo de digestion, y equipos de calcinacion (mufla). La mayoria de estos
equipos requieren una capacitacion mas especializada para realizar el andlisis ya que

el manejo de estos posee alto riesgo a la integridad del analista.
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e) Duracion del andlisis: los métodos descritos en la NOM-117-SSA1-1994 y en el
Codex alimentarius CXS 234-1999/A0AC 999.11 son procedimientos exhaustivos,
los cuales requieren de evaporar la muestra para la eliminaciéon de agua y de una
calcinacion para la eliminacion de sustancias organicas. Esto hace que el tiempo de
analisis de una muestra se prolongue hasta por 35 h y la mayor parte del tiempo se
emplea en la preparacion de la muestra, siendo uno de los principales inconvenientes
de estos procedimientos. La metodologia desarrollada en este trabajo, es mas rapida
ya que las muestras se preparan en aproximadamente 20 minutos y, ademas favorece
la preconcentracion de la muestra en 3.5 veces en la fase organica. No obstante, una
de las desventajas del método desarrollado es que, si se presenta alguna falla del
instrumento, como obstruccion del capilar o sofocacion de la llama, al ser una técnica
destructiva se deberd preparar de nuevo la mezcla de inyeccion (50 pL quelato en
MEK + 150 pL oct) o en caso de utilizar todo el extracto en MEK, de nuevo todo el
procedimiento de extraccidén. No obstante, lo anterior implicaria un tiempo que sigue
siendo menor al de los métodos de referencia.

f) Residuos generados: En adicional, el método desarrollado para la cuantificacion de
Cu en mezcal posee la ventaja ser mas ecologico, ya que al ser una técnica
miniaturizada la cantidad de residuos generados es menor en comparaciéon a los
métodos a macro escala, lo que se asocia con una disminucién de los riesgos durante
el manejo, contencion y tratamiento de los mismos.

Los residuos generados durante la MELLD por analisis de una muestra consisten en
volimenes aproximados de 10 mL de una mezcla de metanol:agua de composicion
cercana a 25:75 (v/v), 10 mL de residuos acuosos de ligante DDTC no complejado,
y 0.5 mL de CCls liberados a la atmosfera. En comparacion, los métodos de
referencia, generan volimenes de entre 30 a 40 mL de residuos acuosos de pH menor
o igual a 1.0, asi como la generacion de gases toxicos provenientes del proceso de

digestion (principalmente NOy(g)).

En la en la tabla 18, se resume la comparacion de las caracteristicas descritas entre los

métodos de referencia y el método desarrollado.
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En general, la metodologia presentada en este trabajo posee buenas perspectivas para ser
considerada como una propuesta metodoldgica alterna més rapida y ecoldgica para la
cuantificacion de cobre en muestras de mezcal, pese a que el método debe validarse para
realizar la comparacion de resultados experimentales respecto a los métodos de referencia

vigentes.
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Tabla 18. Comparacion de las caracteristicas descritas en métodos de referencia nacional e internacional con respecto al método desarrollado en el presente trabajo

para la cuantificacion de Cu en mezcal.

Preparacion de

i Cantidad de o Reactivos Infraestructura Duracion del Residuos mayoritarios
Metodologia muestra/ Técnica de ) ) ) o
muestra e Necesarios/ Cantidad necesaria andlisis generados
andlisis.
o Matraz Kjeldhal
- Digestion o Dispositivo 3-12h
HNO3 concentrado (> 10 mL) calentador (Viahimeda) | eResiduos acuosos
NOM-117-SSA1- -EAA-LL L .
1994 409 HCI IN (5 mL) (Gas o eléctrico) acidos (pH<1.0)
= CC-D H,O (~50 mL) e Campana de ~35h eGases toxicos (NO,)
" CCAP extraccion (Via Seca)
o Mufla
o Dispositivo
L calentador
) _ - Digestion HCI 6N (5 mL) o
Codex alimentarius (Gas o eléctrico) eResiduos acuosos
CXS 234-1999/ 10-20 g - EAA-LL HNO30.1M (10-30 mL) c d ~12h cid <
AOAC 999.11 H.O (3 mL) * -ampana ge acidos (pH=1.0)
= CC-D extraccion
o Mufla
DDTC 1.5 % (m/v) (1 mL)
MeOH (2.3 mL) " vortex Mezcla MeOH: H;0
e 3m e Mezcla MeOH: H;
7mL -MELLD e Centrifuga _
P te trabai (7.5-9.0 CCls (0.7 mL) c ; 16-20 mi ¢ Residuos acuosos
resente trabajo 0-9.00, _ _ e Campana de -20 min
EAA-LL H,0 (10 mL) P ) DDTC no
aprox.) extraccién .
= CC-D* 1-Octanol (150 pL) complejado

MEK (500 pL)

MEK: Metil-etilcetona; EAA-LL: Espectrofotometria de Absorcién Atdmica de Llama; CC-D: Curva de Calibracién Directa (medicion de absorbancia por

integracion); CC-AP: Curva de Calibracion por Adiciones Patrén (medicién de absorbancia por integracion); MELLD: microextraccién liquido-liquido

dispersiva; CC-D*: Curva de calibracion directa (medicion de area de pico de absorbancia).
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6.6. Analisis de muestras de mezcal.

Los métodos desarrollados fueron utilizados en la cuantificacion de Cu en 10 muestras de
mezcal procedentes de dos diferentes estados de la Republica Mexicana. Las muestras
analizadas se muestran en la figura 11y se clasificaron conforme a la normatividad mexicana
aplicable (NOM-070-SCFI-2016) y su marbete de venta.

Las concentraciones de Cu en las muestras analizadas se encontraron a concentraciones traza,
en 8 de ellas se encuentran por debajo del limite maximo permitido (2.0 pg/mL) establecido
en la normatividad nacional aplicable (NOM-117-SSA1-1994). De igual forma, con base a
la normatividad internacional aplicable (FDA’s Toxic Elements in Food and Foodware y
Radionuclides in Food, 2021) todas las muestras analizadas se encuentran dentro de
especificacion con concentraciones menores a 3.5 ug/mL. Los resultados de concentracion
de Cu en muestras de mezcal se resumen en la tabla 19 y se muestran de forma gréfica en el

Anexo |, Grafico 5.

Tabla 19. Aplicacion del método desarrollado de microextraccién liquido-liquido
dispersiva en diferentes muestras de mezcal.

Muestra Orig,en_ _ Concentracion de Cu
(Estado de la Republica Mexicana) (ug mL™? + 1Cos06)
M1 Oaxaca <0.014
M2 Oaxaca 0.332 £ 0.036
M3 Guerrero 0.264 + 0.009
M4 Oaxaca <0.014
M5 Oaxaca <0.014
MCR9 Oaxaca 1.166 + 0.052
MCJ4 Oaxaca 1.964 £0.275
MCR2 Oaxaca 1.356 £ 0.146
MJ2 Oaxaca 0.827 £ 0.164
MCJ1 Oaxaca 2.805 + 0.310
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Recuerdo

(b)

(d) (€)

Fig 11. Muestras extraidas con el método de microextraccion liquido-liquido dispersiva y
analizadas por espectrofotometria de absorcién atomica de Ilama. (a) Muestra 1 (M1):
Mezcal joven comercial, Oaxaca; (b) Muestra 2 (M2): Mezcal artesanal destilado con

pechuga de agave, Oaxaca; (c) Muestra 3 (M3): Mezcal artesanal, Guerrero; (d) Muestra 4
(M4): Mezcal artesanal destilado con gusano de maguey, Oaxaca; (e) Muestra 4 (M4):

Mezcal abocado comercial, Oaxaca.
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(9) (h)

0) ()
Fig 11 (Continuacién). Muestras extraidas con el método de microextraccion liquido-
liquido dispersiva y analizadas por espectrofotometria de absorcion atomica de llama.

(f) Muestra 6 (MCR9): Mezcal reposado, Oaxaca; (g) Muestra 7 (MCJ4): Mezcal joven,

Oaxaca; (h) Muestra 8 (MCR2): Mezcal reposado, Oaxaca; (i) Muestra 9 (MJ2): Mezcal

artesanal joven, Oaxaca; (j) Muestra 10 (MCJ1): Mezcal joven, Oaxaca.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método miniaturizado por MELLD seguida de EAA-LL que permite
la cuantificacién de Cu en muestras de mezcal que resulta ser una alternativa mas

ecoldgica y répida respecto al método oficial de analisis.

Se determinaron como volumenes optimos 1.0 mL de DDTC 1.5% (m/v), 7.0 mL de
muestra, 3.0 mL de una mezcla CCls:MeOH 23:77 (v/v) y una alicuota de fase

orgénica con el complejo neutro extraido a volatilizar de 0.5 mL.

Se fijaron como condiciones de introduccion de la fase organica de la muestra
extraida por microextraccion liquido-liquido dispersiva en el anlisis de cobre al
instrumento de espectrofotometria de absorcidén atdmica de Ilama un volumen de

200 pL de una mezcla 1-octanol:metil-etilcetona 75:25 (v/v).

El método desarrollado presentd buena linealidad (r>>0.9900) y precision
(%RSD<3.0%, n=3), limites de deteccion de 0.14 pg mL™? y limite de cuantificacion
de 0.45 pg mL™.

El recobro observado fue de 106.14% para el método miniaturizado y no se presento
efecto matriz en la cuantificacion de Cu en mezcal bajo las condiciones de

microextraccion liquido-liquido dispersiva propuestas.

No hubo diferencia en emplear cualquiera de las dos variantes del método de
extraccion descritas, ELLD y MELLD, siendo este ultimo el mas eficiente porque

disminuye el gasto de insumos y la generacion de residuos.

El método desarrollado fue aplicado a 10 muestras de mezcal procedentes de los
estados de Oaxaca y Guerrero, encontrando que 8 de ellas cumplieron con la

especificacion nacional y todas cumplen con la normatividad internacional.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas del presente trabajo, se validara el método de cuantificacion/extraccion,
ademas de efectuar estudios de robustez del método (pH, temperatura, cantidad de ligante,
ciclo de lavado, ciclo de centrifugado, etc.), la aplicacion de hacia otros analitos extraibles
presentes en la muestra, asi como realizar el comparativo con los métodos de referencia

establecidos en la normatividad nacional e internacional respecto al desarrollado en esta tesis.
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ANEXOS

Anexo |. Graficos obtenidos.
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Grafico 1. Curva de calibracion realizada en la evaluacién de linealidad del sistema espectrofotométrico.
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Gréfico 2. Curva de calibracion realizada con soluciones estandar en la evaluacién de linealidad en el
desempefio del método de cuantificacion de Cu por microextraccién liquido-liquido dispersiva y

espectrofotometria de absorcion atémica de llama.
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Grafico 3. Curva de calibracion realizada con muestra fortificada en la evaluacion de linealidad en el
desempefio del método de cuantificacion de Cu por microextraccion liquido-liquido dispersiva y
espectrofotometria de absorcién atdmica de llama.
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Gréfico 4. Recobro a 6 niveles de concentracion del método de cuantificacion de Cu en mezcal por
microextraccion liquido-liquido dispersiva y espectrofotometria de absorcion atémica de llama.
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Gréfico 5. Aplicacion del método de extraccion liquido-liquido dispersiva y su miniaturizacion para la
cuantificacion de Cu en diferentes muestras de mezcal.

Anexo Il. Comparacion de parametros de desempefio de los métodos de extraccién
desarrollados.

Tabla A-11. Comparacién de parametros de desempefio de los métodos extraccion liquido-liquido
dispersiva (ELLD) y miroextraccion, liquido-liquido dispersiva (MELLD) en la cuantificacion de Cu en

mezcal.
Parametro Método ELLD Método MELLD
Coeficiente de 0.9918 0.9938
determinacion (r¢)
Intervalo de lectura 1.50- 24.00 ug mL? oct:mek 75:25 viv 1.50- 24.00 pg mL? oetmek 75:25 viv
Intervalo de 0.045 — 0.720 pg mL™ 0.045 — 0.720 pg mL™
concentracién en muestra
Pendiente 1.0516 + 0.0507 1.1818 + 0.0492
Ordenada 0.0078 £ 0.0210 0.0158 £ 0.0200
%RSD (n=3) 1.62% 1.49%
Limite de Deteccion (LD) 0.014 ug mL mezcal 0.014 pg mL " mezcal
Limite de (Clt_u(?)ntlflcacmn 0.045 g mL L nezca 0.045 g mL L nezca
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Anexo Ill. Ejemplos de célculo de concentracién de Cu en mezcal por el meétodo
desarrollado.

Ejemplo A. Célculo de concentracion de Cu en muestras de mezcal

Con el resultado obtenido de absorbancia de una de las réplicas del andlisis de la muestra 10 de mezcal
joven proveniente del estado de Oaxaca (MCJ1), se ejemplifica los calculos realizados para cuantificar Cu
en mezcal por microextraccién liquido-liquido dispersiva y espectrofotometria de absorcidén atémica de

llama.
Az, = 0.3639 Resultado de absorbancia integrada obtenido

_ Ecuacion de la curva de calibracion obtenida por
y = 0.1182x + 0.0158 el método de minimos cuadrados

Sustitucion de variables en la ecuacion
Asy7 = 0.1182 - [Culmezcar + 0.0158 Aasz7: Absorbancia integrada a 327.5 nm
[Cu]mezcai: Concentracidn de Cu en mezcal

Asp7 — 0.01 . . . .
[Culmesear = As27 — 0.0158 Despejando la variable independiente, [CU]mezcal
0.1182
. 9— 0.01 . . .
[CuUlmezcar = 0.363 0.0158 Sustituyendo el valor de la absorbancia obtenido
0.1182
[Culmezcar = 2.945 ug/mL Concentracion de Cu en la muestra de mezcal

Con base al resultado de concentracion obtenido, se establece el factor de preconcentracién del método para
la cuantificacion de Cu en mezcal.

Factor de preconcentracion del método de microextraccion liquido-liquido dispersiva 'y
espectrofotometria de absorcién atomica.

Factor de
Concentracion Factor de . concentracion por Concentracion del
g Cambio de gy . )
en muestra concentracion disolvente composicion de analito aspirada en
(fase acuosa) por MELLD mezcla de el instrumento
aspirado
14 0.5 Factor:_ (14)(0.25)
=35
2.945ug Cu | 7mL muestra | &-> ML F.organica | 0.05mL MEK 10.31 pg Cu
volatilizada para resuspension
0.5mL 0.5 mL MEK para 0.2mLen =
1 mL muestra F. orgénica resuspension oct:MEK 75:25 ImL oct:MEK
recuperada viv
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Ejemplo B. Calculo de concentraciones en cantidades traza de Cu en muestras de Cu.

Con el resultado obtenido de absorbancia de una de las réplicas del analisis de la muestra 2 de mezcal

artesanal destilado con pechuga de agave proveniente del estado de Oaxaca (M2), se ejemplifica los célculos

realizados para cuantificar Cu en mezcal en cantidades traza por microextraccion liquido-liquido dispersiva

y espectrofotometria de absorcion atomica de llama.

Asy; = 0.3998

y = 0.1182x + 0.0158

1.1818x + 0.0158

<
I

Azp; = 11818 - [Culmezea + 0.0158

Asz,7 — 0.0158
[Cu]mezcal = W

0.3998 — 0.0158
[Cu]mezcal =

1.1818

[Culmezcar = 0.325 pg/mL

Resultado de absorbancia integrada obtenido

Ecuacion de la curva de calibracién obtenida por
el método de minimos cuadrados

Modificacion de la ecuacion de la curva de
calibracion obtenida por el método de minimos
cuadrados en factor de 10 por el cambio de
disolvente

Sustitucién de variables en la ecuacién
Aasz7: Absorbancia integrada a 327.5 nm
[Cu]mezcai: Concentracion de Cu en mezcal

Despejando la variable independiente, [Cu]mezcal

Sustituyendo el valor de la absorbancia obtenido

Concentracién de Cu en la muestra de mezcal

Con base al resultado de concentracion obtenido, se establece el factor de preconcentracién del método para

la cuantificacion de Cu en cantidades traza en mezcal.

Factor de preconcentracion del método de microextraccién liquido-liquido dispersiva y espectrofotometria de
absorcién atémica.

L Factor de .
Concentracién Factor de . - Concentracion del
. Cambio de concentracion por . .
en muestra concentracion . .y analito aspirada en el
disolvente composicion de .
(fase acuosa) por MELLD . instrumento
mezcla de aspirado
14 10 0.25 Factor: (1_4)(10)(0.25)
=35
0.5 mL F. orgénica | 0.05 mL MEK para
0.325 pg Cu 7 mL muestra volatilizada resuspension 11.38 pg Cu
0.5mL 0.05 mL MEK para 02mLen =
1 mL muestra F. organica resuspension oct:MEK 75:25 v/v 1mL oct:MEK
recuperada
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Anexo V. Constancias obtenidas para el presente trabajo.
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