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Resumen

En el presente trabajo de tesis se enfocd, primeramente, en el desarrollo de un nuevo procedimiento
analitico basado en cromatografia de gases con detector mdsico para la determinacién y
cuantificacion de compuestos voldtiles indicativos de la maturaciéon en el tequila. Se realiz
screening de compuestos voldtiles por GC-MS y en base de andlisis estadistico (t-test) se
seleccionaron nueve potenciales indicadores de maturacién en tequilas y se puso a punto el
procedimiento establecido para la determinacién de estos compuestos en modo SIM con simple
pretratamiento de muestra asistido por el efecto “salting out”. El andlisis de las categorias de
tequila revel6 diferencias en concentraciones de los nueve compuestos dependiendo del grado de
afiejamiento: (i) blancos; (i1) reposados; (ii1) afiejos y (iv) extra-afiejos. Las concentraciones de los

analitos fueron encontradas en un intervalo desde 0 a 5 pg/ml.

Como segunda parte del trabajo se explord la posibilidad de cuantificar los indicadores de
maturacion previamente seleccionados por GC-MS, se propuso realizarlo mediante ESI (+)-
QTOF-MS eliminando la separacion cromatografica y aprovechando la alta resolucion ofrecida
por ESL. Se construy6 un sistema de inyecciéon de flujo continuo FIA-ESI-QTOF-MS para la
introduccién directa de las muestras/estdndares que permite una alta repetibilidad de las sefiales
debido a un volumen constante inyectado y a una velocidad de flujo constante, ambos controlados
por bomba de HPLC Dionex Ultimate 3000. El procedimiento permitié obtener la calibracion para
seis compuestos de interés con pardmetros analiticos adecuados para la aplicacion en el andlisis de
trazas; sin embargo, la matriz quimica de los tequilas provoco fuertes interferencias que no
permitieron la cuantificacion confiable. Los principales interferentes fueron identificados como

azucares simples (glucosa, fructuosa, etil maltol) y posiblemente furfuraldehido.

En la tercera parte de trabajo de tesis, se procedio a eliminar interferentes polares mediante el uso
de una trampa C18 integrada en el sistema FIA, permitiéndonos hacer la cuantificacion de los
analitos de interés de manera rdpida (cuatro minutos de adquisicion por cada solucion
muestra/calibracion analizada), sin la necesidad de hacer la separacién cromatogréfica, teniendo
un adecuado poder de deteccidon, facil manejo de datos tanto de calibracién como cuantificacién.

Los resultados obtenidos presentaron una mejor concordancia con los datos de GC-TQMS



respecto a los resultados arrojados sin la limpieza de la muestra; sin embargo, no se logré eliminar

las interferencias por completo.

Finalmente, como ultima parte del trabajo de tesis se realiz6 un estudio exploratorio de la
composicion del tequila utilizando cap-HPLC-ESI-QTOF-MS que nos permitié utilizar datos
crudos en el andlisis estadistico PCA y PLS, y obtener el modelo de discriminacién de los tequilas
de acuerdo con su grado de maturacion, es decir como tequila blanco, reposado, afiejo y extra afiejo
El andlisis de componentes principales permitié la detecciéon de algunos compuestos atipicos
presentes en algunos de los tequilas; posteriormente, dichos compuestos fueron asignados a las
contaminaciones o incluso adulteraciones de tequilas asigndndolos como N-lauril etanodiamina,
ftalatos y azucares. Una vez eliminado de los datos crudos capHPLC-ESI-QTOF-MS el ruido y
los compuestos atipicos, se obtuvo el modelo PLS1 de discriminacién, el cual con base en dos
componentes abarco el 97% de variabilidad de los datos para la variable “Y” con coeficientes de
correlacion 0.9841 en la etapa de calibraciéon y 0.9810 en la etapa de validacién. Este modelo

permitio prediccion adecuada del grado de afiejamiento de ocho tequilas.



1. Introduccion

El aroma es una de las mds importantes propiedades de los licores, la cual decide de su calidad,
aceptacion en el mercado y también de su precio. El aroma se debe a la presencia de una gran
cantidad de diferentes compuestos voldtiles y semi-voldtiles provenientes de la materia prima o
son formados durante las sucesivas etapas de produccidn, maturacién y almacenaje [1, 2]. Uno de
estos licores, de importancia tanto en México como a nivel mundial, es el tequila. En el presente
trabajo de tesis se pretende avanzar en la metodologia analitica de determinacién de compuestos

volatiles en el tequila.

1.1 Produccion de tequila

El tequila es una bebida alcohdlica destilada con sabor tnico, producida a partir del extracto de
jugo de agave, su produccion estd estrictamente regulada tanto que, solamente bebidas producidas
a partir de la planta Agave tequilana weber variedad azul y cultivadas en una region protegida de
Meéxico pueden ser etiquetadas con denominacién de origen (NOM-006-SCFI-2012). De acuerdo
a la norma anteriormente mencionada el tequila puede clasificarse en dos categorias bdsicas;
tequila 100% de agave y tequila mixto, el primero no enriquecido con otros azuicares distintos a
los obtenidos del agave de la especie tequilana weber variedad azul, en tanto el segundo es
producido mediante la adicién de azicar de cafia o de maiz al jugo de agave antes de la

fermentacion con una proporcion no mayor al 49 % de azicares reductores totales [3, 4].

Los métodos de produccion del tequila han ido cambiando a través de los afos, siendo actualmente
mas eficientes y reproducibles debido a la estandarizacion de los procesos, introduccién de
autoclaves en lugar de los tipicos hornos, empleo de levaduras seleccionadas contario a la tipica

fermentacion espontanea, disefio de novedoso equipo de destilacion, etc. [5].

El proceso industrial de su elaboracion estd regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SCFI-2012, donde se describen las siguientes etapas: (i) cosecha de las plantas; (ii) coccién de las
pifias de agave (agave tequilana Weber var. Azul) para hidrolizar poli-azicares (inulina); (iii)

molienda de las pifas cocidas para extraccion de jugo; (iv) fermentacion etandlica mediada por



la(s) adecuada(s) cepa(s) de levadura; (v) doble destilacion; (vi) afiejamiento; (vii) filtrado y

embotellamiento [6].

El Tequila blanco se refiere al producto directo de la destilacién mientras que el tequila reposado
se matura en barriles de roble blanco por al menos 2 meses; los tequilas afiejo y extra afejo se

depositan en barriles por los periodos de un afio y al menos tres afos, respectivamente [3].

1.1.1 Cosecha de agave

El proceso de produccién del tequila dura aproximadamente entre 7 y 9 afos e inicia con la
plantacion del agave; materia prima para la elaboracién de esta bebida alcohdlica. De acuerdo con
la declaracion general de proteccion a la denominacion de origen, la citada variedad de agave debe
de cumplir lo siguiente: (1) su cultivo debe realizarse dentro de la zona geografica delimitada en la
declaracion de denominacion de origen; (ii) estar registrado en el organismo de certificacion de

tequila [1, 5].

El primer proceso que se hace al agave es comtinmente conocido como jima; accion en la cual se
desprenden las partes no aprovechables de las hojas y penca del agave cuando éste ha alcanzado
madurez suficiente para su industrializacion. De esta manera se obtiene la “pifia” de agave;
formada por el tallo y parte basal de las hojas, donde se encuentran almacenados los carbohidratos
utilizados en la elaboracion del tequila; para la produccion del tequila 100% agave, la tnica fuente

de carbohidratos son los presentes naturalmente en la planta, principalmente la inulina [3, 5].

1.1.2 Coccidn de pifias de agave

Durante la produccién del tequila, las pifias de Agave tequilana son sometidas a un proceso de
coccion de por lo menos 32 h a 100 °C, con el principal objetivo de hidrolizar la inulina;
polisacérido presente en la corteza de la pifia de agave, la inulina es entonces convertida en
azlicares simples mayoritariamente fructosa, para su posterior fermentacion. Ademads de la
hidrolisis de inulina, en esta etapa se forman muchos compuestos determinantes en el perfil

organoléptico del producto final.

La complejidad de esta etapa es debido a las condiciones usadas para hidrolizar el agave debido a

los fructooligosacaridos (FOS) presentes, los cuales requieren condiciones mas drasticas para ser



hidrolizados que los azicares de cadena sencilla, razén por la cual los FOS bajo ciertas condiciones

pueden caramelizarse y representar perdidas dado que no pueden fermentarse.

Aunado a lo anterior, durante la caramelizacidn de los azicares presentes en las pifias se generan
compuestos secundarios como furfural y 5-hidroximetil furfural; las condiciones de coccidn tales
como alta temperatura, bajo pH - 4.5, tiempo y presencia de agua, favorecen a los procesos
denominados reaccion de Maillard que acompafa a la hidrélisis de inulina. Un importante aspecto
de la coccidn de la pifia es hacerla mas suave lo que permite extraccion de azicares durante la

molienda.

1.1.3 Molienda y extraccion de jugo

Posterior a la hidrdlisis, los carbohidratos hidrolizados deben ser separados de la fibra, esta
extraccion se realiza comunmente con una combinacion entre una desgarradora y un tren de
molinos de rodillos que corta el agave en pequeiias tiras o fibras (mosto) [3]. Los molinos usados
para extraer azucares del agave son similares a los utilizados en la industria azucarera, sin embargo,

son de menor tamafio y regularmente se usa agua para facilitar la extraccion.

En la molienda se genera un producto secundario llamado mosto - residual que corresponde a la
fibra restante después de extraer el jugo de la pifia. La composicion de este producto es
aproximadamente 43% celulosa, 19% hemicelulosa, 15% lignina, 3% nitrogeno total, 1% pectina,
10% azucares residuales y 9% otros compuestos, respecto a la masa seca del producto. Durante
mucho tiempo se ha tratado de dar una aplicacién a el mosto residual, tal como uso para
alimentacién de ganado, intentos por recuperar celulosa, hemicelulosa y pectina mediante disefio
de reactores termoquimicos de alta eficiencia para generar furfurales, pequefias particulas o
enzimas. Sin embargo, mayoria de los proyectos solo se han realizado a escala laboratorio y no

hay suficiente informacién para evaluar su factibilidad a escala industrial [5].

1.1.4 Fermentacion

El proceso de fermentacion es la etapa clave en la fabricacion del tequila; ademds de etanol se
produce una importante cantidad de compuestos volatiles/semivolatiles que aportan las
propiedades organolépticas finales y definen la calidad del tequila.

Como ya se menciond anteriormente, para producir tequila 100 % agave se requiere elaborarlo a
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partir de azucares extraidos exclusivamente del agave, mientras que en tequilas mixtos es vélido
adicionar azucares, recordando que la ley permite el uso no mayor al 49 % en masa de azuicares

reductores totales para su formulacion.

El jugo extraido del agave es enviado a tanques de fermentacion con adicién de levadura (S.
cerevisiae) y se realiza ajuste de pH; el resultado de esta operacion se conoce como mosto fresco,

el cual se encuentra listo para ser fermentado [3, 5].

La fermentacion es el proceso por el cual los azicares presentes en el mosto son transformados,
por accién metabdlica de las levaduras, en alcohol etilico y diéxido de carbono; los factores criticos
a controlar en el proceso son: temperatura (32 °C- 35 °C), pH (4- 5), disponibilidad de nutrientes
para microorganismos y tiempo. Es necesario evitar una posible contaminacién por
microrganismos que puedan entrar en competencia con las levaduras; principalmente hongos o

bacterias [5, 7, 8].

Las compaififas tequileras no inoculan cepas comerciales de S. cerevisiae en el mosto y prefieren
que la fermentacion ocurra en forma natural con levaduras propias de la materia prima. Para
mantener la calidad y lograr altas eficiencias se aislan levaduras del proceso natural de
fermentacion y estas son “mejoradas” mediante herramientas de biotecnologia. De hecho, las cepas
de levaduras aisladas de la fermentacion de agave fueron depositadas en la coleccién nacional de

cultivos microbioldgicos del Departamento Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV-IPN.

Cuando el mosto ya esta formulado, se inocula con 5 -10 % v/v de S. cerevisiae previamente
crecida con poblacion de 100-200 millones células/ml. Sin adicionar inoculo, la fermentacién dura
aproximadamente siete dias, mientras que, introduciendo cepa mediante inoculacion, el tiempo se
acorta (20 h-tres dias) [5]; la experiencia en la industria tequilera dicta que la formacién de
compuestos con propiedades organolépticas se ve favorecida en fermentaciones lentas contrario a
las que son muy réapidas; en conclusion, el sabor y calidad general de tequila obtenido empleando
procesos de fermentacidn largos es la mejor a pesar de la desventaja en cuanto a tiempo se refiere
[8]. Finalmente es de resaltar que las propiedades organolépticas del tequila se establecen no
solamente durante la fermentacion, pero también en las etapas siguientes de destilacién y

maturacion [1, 3].



1.1.5 Destilacion

Una vez terminada la fermentacidn, el siguiente paso es la destilacién; los mostos contienen
cantidades pequenas de aztcares y a su vez, cantidades considerables de alcohol etilico que pueden
variar desde el 5 % al 10 % v/v. Ademads de los componentes ya mencionados, el mosto contiene
pequeiias particulas-residuos de agave; pectina y celulosa, levadura, proteinas, sales minerales y
algunos 4cidos orgénicos. La destilacion permite eliminar a los componentes s6lidos y compuestos
no-volatiles de la bebida. Debido a que la temperatura de ebullicion del etanol (78 °C) es mds baja

que del agua, la destilacion permite aumentar el porcentaje en etanol respecto al mosto [5, 9, 10].

El producto de la primera destilacion se le conoce como ordinario y esta etapa sirve para eliminar
componentes no deseables tales como sales, proteinas, s6lidos, sustancias nutritivas y algunos
subproductos de menor volatilidad (a estos compuestos comtinmente se les denomina vinazas). En
la segunda destilacion se obtiene la fraccidon con porcentajes de etanol de hasta el 50 % v/v
considerada ya como tequila. El tequila blanco se comercializa directamente o se somete al proceso

de maturacion [10].

1.1.6 Maturacion

La destilacion es la dltima etapa de produccidon en caso de tequila blanco, mientras que para
tequilas reposados y afiejados es necesario llevar a cabo su maturacion, usualmente en barriles de
roble blanco o encino, con capacidad de 200 1. Para obtener tequilas reposados, la norma NOM-
006-SCFI-2012 establece un periodo de afiejamiento de por lo menos tres meses, mientras que
para tequilas afejos el proceso de maturacion debe ser de un afio y, por ultimo, cuando el
afiejamiento dura por lo menos tres afios el producto se denomina tequila extra afiejo [5, 9]. En
Meéxico, para la produccion de tequila principalmente se emplean barriles ya utilizados
previamente para maturacion de otras bebidas alcohdlicas como whiskey, brandy etc.; justificando
que éstas son apropiadas para obtener muy buen aroma final del tequila [11]. Compuestos
complejos (taninos) son extraidos de la madera por el tequila lo que confiere el color y un sabor
particular. Aunado a ello, como resultado de diferentes reacciones quimicas entre compuestos
contenidos en el tequila y los extraidos de madera se producen nuevos compuestos que mejoran
las propiedades organolépticas; tal es el caso de los procesos de oxidacion que contribuyen en el

aumento de la concentracion de dcidos, aldehidos y ésteres.



Por otro lado, el papel de los barriles consiste también en la eliminacién de compuestos
indeseables, por ejemplo, durante la maturacion ocurre la absorcion de alcoholes superiores en la

madera [12].

Después del afiejamiento y dilucién con agua, el color del tequila puede ser ajustado a los valores
deseados por la adicion de caramelo, cabe hacer mencion que el Consejo Regulador del Tequila
inspecciona todo el proceso de afiejamiento, y antes del embotellamiento de la bebida, se hace una
filtracion a través de filtros de celulosa y, al ser necesario, se usa carbon activado para quitar la

turbidez. En Fig. I se observa el proceso completo de la produccion de tequila.

Figura 1. Proceso de produccidn del tequila: a) pifia de agave, b) tradicional horno de coccidn, c)
molienda de las pifias cocidas, d) Formulacién y fermentacién del mosto, e) destilaciéon y f)
afiejamiento en barricas de roble [3, 4].



1.2 Composicion del tequila y diferentes objetivos de su analisis

1.2.1 Composicion del tequila

Ademéds del etanol y agua, la presencia de compuestos minoritarios en el tequila es de suma
importancia ya que ésta decide sobre las propiedades organolépticas de la bebida. De manera
general, se han reportado hasta 327 compuestos relacionando su presencia principalmente con las
etapas de fermentacion y destilacion del tequila [1]. Por otra parte, se ha investigado el efecto que
tiene la etapa de maturacion sobre las propiedades organolépticas y en particular, sobre el aroma
de licores; sin embargo, la mayoria de estos estudios abarcaron la caracterizacion de bebidas tales
como vinos de mesa, whiskey y brandy [10, 13-16] mientras que los tequilas han sido menos

estudiados [2].

En cuanto al tipo de compuestos asociados con el aroma, se consideran los siguientes grupos:
acetales, aldehidos, cetonas, alcoholes, fenoles, ésteres, terpenos y lactonas. A continuacién, se
muestra una pequeia descripcion de los principales grupos de compuestos volatiles/semivolatiles
presentes en el tequila; cabe mencionar que ademds de aquellos que confieren propiedades
organolépticas agradables, en el tequila pueden formarse compuestos toxicos y algunos de ellos
(alcoholes superiores, aldehidos, esteres, furfural) son regulados por la Norma Oficial Mexicana

NOM-006-SCFI-2012.

Alcoholes superiores: Tienen un aroma fuerte, entre ellos podemos mencionar 1-propanol,
isobutanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol, alcohol isoamilico; éstos compuestos son frecuentemente
encontrados en bebidas alcohdlicas y pueden ser producidos a partir de aminoacidos mediante
reacciones catabdlicas o anabdlicas (Tabla I). Las reacciones catabdlicas comienzan con una
reaccion de desaminaciéon seguida por una descarboxilaciéon la cual produce aldehidos, que
posteriormente son convertidos a alcoholes mediante la accidn catalitica de la enzima alcohol
deshidrogenasa. El mecanismo de formacion de los alcoholes a través de reacciones anabdlicas se
da cuando los a-cetodcidos son descarboxilados produciendo aldehidos, los cuales son finalmente

transformados a alcoholes superiores [17].



Tabla 1. Biosintesis de alcoholes superiores [18, 19]

Aminoacido a-Cetoacido Aldehido Alcohol
superior

Treonina o Metionina a-cetobutirato propil aldehido propanol
Valina a-cetoisovalorato a-hidroxi-isovaleraldehido  isobutilico
Leucina a-cetoisocaproato isovaraldehido isoamilico

Isoleucina a-ceto-metilvalerico  a-hidroxi-iso caprilaldehido  amilico

Metanol: es producido durante la elaboracion del tequila en la etapa de coccion de las pifias, ya
que el agave contiene pectinas con grupos metoxilos en su estructura; temperatura de coccion (100
°C) favorece la desmetilacién con la formacién del metanol como producto final. Otro factor que
influye al aumento en la concentracién del metanol durante la fermentacion es la actividad de las
enzimas pectin-metil-esterasas de algunas cepas presentes en el medio, que catalizan el corte de

los grupos metoxilos de la pectina produciendo metanol.

Etil Esteres: Estos compuestos de suma importancia dan tanto sabor como aroma a las bebidas, sin
embargo, tienen un bajo umbral de olor, lo que compromete el poder de deteccion mediante
olfatometria. En el tequila se han identificado mds de 47 diferentes ésteres, principalmente
mediante cromatografia de gases con detectores mdsicos. El acetato de etilo es el principal éster
presente en las bebidas alcohdlicas generado mediante la enzima acetil alcohol transferasa durante
el proceso de la fermentacion , permitiendo asi la unién del acetato de una molécula de acetato de
etilo con una molécula de etanol. La produccién de ésteres estd directamente relacionada con la
cantidad de aminodcidos presentes. Un caso especial es el etil carbamato, reconocido como
carcindgeno, genotéxico presente en los alimentos fermentados y en bebidas alcohdlicas,
identificado en 1985 en bebidas alcohdlicas en Canada donde altos niveles fueron detectados [5,

17].
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Acidos orgdnicos: Tanto dcidos orgdnicos pequefios como dcidos grasos de cadena alifitica
relativamente larga son producidos durante la fermentacién, el primer grupo es producto
principalmente del metabolismo de los microrganismos y depende de la presencia de oxigeno,
mientras que 4cidos grasos son sintetizados por la membrana durante el crecimiento celular. En

tequila se ha descrito principalmente la presencia de acido octanoico y decanoico [2, 20].

Terpenos: Los terpenos son compuestos encontrados en el agave, ya sea de forma libre o
glicosilada (mono terpenos y sesquiterpenos). Los Monoterpenos con 10 dtomos de carbono se
caracterizan por tener un fuerte aroma a frutas o hierbas; se han reportado cerca de 32 diferentes
terpenos en el agave tequilana weber variedad azul, durante la fermentacidn, los sesquiterpenos
pueden ser transformados por la accion de las enzimas en mono terpenos, estos cambios provocan
las diferencias aromaticas en las bebidas alcohdlicas [21, 22]. La variedad y concentracion de
terpenos formados durante la produccion del tequila y vinos contribuyen de manera importante en
el aroma final del producto. En el tequila se han encontrado compuestos terpénicos tal como: a-
terpinol, limoneno, citronelol, linalool, oxido trans-linalool, farnesol, a-nerolidol y a-terpineno

[23].

Furanos: Los furanos son compuestos formados principalmente durante procesos térmicos,
ejemplo de ello es durante la coccidn de las pifias o en el proceso de destilacion, la mayoria de los
compuestos furdnicos en el tequila han sido identificados y cuantificados por varios autores, siendo
los principales compuestos 2-furfuraldehido y 5-hidroximetil-2-furfuraldehido, producidos por la

degradacion de la fructuosa presente en el agave tequilana weber variedad azul.

Fenolicos: Se han reportado diferentes tipos de compuestos fendlicos en el agave tales como
acidos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, ligninas etc. En el agave tequilana solo se habia
reportado el estudio de homoisoflavanones. El perfil de compuestos fendlicos presentes en agave
tequilana weber es claramente modificado durante el proceso de elaboracion del tequila, la
maturacién en los barriles de roble es una importante fuente de pequefios compuestos fendlicos,
en ese sentido, los compuestos tal como: 4cido gélico, ferrulico, vanilico, siringico y
protocatecuico han sido estudiados como indicadores de afiejamiento en bebidas alcohdlicas [24-

27].
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1.2.2 Diferentes objetivos de estudios en tequila

La composicién quimica del tequila ha sido estudiada con enfoque en el control de calidad,
autentificacion, discriminacion entre tequilas 100% de agave y tequilas mixtas, posibles

adulteraciones y también con el fin de mejorar el proceso de su elaboracion [2, 4, 28-30].

Se ha avanzado en la caracterizacién de compuestos voldtiles en tequila; en particular, Estrada et
al. analizaron muestras de tequilas con el objeto de hacer una caracterizaciéon de compuestos
volatiles; llevaron a cabo la cuantificacion de éster etilico utilizando micro-extraccion en fase
solida (SPME) acoplado a cromatografia de gases con detector de ionizacion por flama (GC-FID).
En este trabajo, se establecié un procedimiento para bebidas alcohdlicas tales como vino, vodka,
cerveza y tequila. La cuantificacidn de éster etilico en tequila por SPME-GC-MS se propuso como
una herramienta util en la clasificacion de tequilas en sus diferentes tipos, sin embargo, para
establecer los intervalos de concentracion de éster etilico que permitan una clasificacion correcta

es necesario mas datos con un alto nimero de muestras de tequilas [31].

La determinacion de aldehidos en diferentes marcas de tequila fue realizada por el grupo de
investigacion de Wrobel et al. usando cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y 2.,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) como reactivo derivatizante, el método permite determinar 5-
(hidroximetil)-2-furfuraldehido, formaldehido, siringaldehido, acetaldehido, 2-furfuraldehido y 5-
metilfurfuraldehido, los resultados obtenidos indicaron que los niveles de 2-furfuraldehido y 5-
metilfurfuraldehido pueden ser usados para discriminar entre tequilas 100 % agave y tequilas

mixtos [29, 32].

De la misma manera existen diferentes metodologias para identificaciéon y cuantificaciéon de
compuestos indicadores de afejamiento, los cuales son de suma importancia para las principales
tequileras, con el objeto de conocer los compuestos que pueden ser utilizados como marcadores
de afiejamiento. Como un ejemplo, se ha propuesto un procedimiento basado en la separacién por
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos
(HPLC-DAD) en el cual se cuantifican un total de 11 compuestos representativos que actiian como
indicadores de maturacion en tequila; estos son: dcido gélico, 5-(hidroximetil)-furfural, acido
protocatecuico, dcido vanilico, dcido siringico, vanilina, siringaldehido, dcido ferrulico,

coniferilaldehido, sinapinaldehido y escopoletin [33].
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Usando una prueba ANOV A combinada con anélisis discriminatorio se realiz6 la clasificacion de
los tequilas de acuerdo con el tiempo de maturacién, este método es sugerido por sus autores que
puede ser utilizada como control de calidad en la industria tequilera para clasificar entre tequilas

blancos, reposados, afiejos y extra-afiejos [2, 25].

En la composicion del tequila, los terpenos pertenecen a un grupo muy diverso de compuestos
presentes en las bebidas alcohdlicas, considerados importantes en cuanto al sabor y al aroma;
numerosos estudios se han realizado con el objetivo de relacionar la presencia de terpenos con el
perfil organoléptico de diferentes bebidas alcohdlicas y destilados. Pefia et al. establecieron un
procedimiento mediante cromatografia de gases con detector mésico, previa micro extraccion en
fase solida en “headspace” (HS-SPME-GC-MS) en la que cuantificaron siete terpenos de mayor
abundancia relativa en bebidas alcohdlicas; linalool, terpinen-4-ol, a-terpinol, citronelol, eugenol,
cis-nerolidol y trans farnesol, a los cuales atribuyen mayor contribucién en el perfil organoléptico

del tequila [23].

En cuanto al control de calidad, varios estudios se han realizado con un enfoque hacia el
cumplimiento de las normas en contenido de etanol y del cumplimiento de los méximos niveles
permisibles de compuestos no deseables, mencionados en la seccién anterior (alcoholes superiores,
aldehidos, metanol, furfural). En norma oficial mexicana se han establecido procedimientos

validos para la cuantificacion de los principales compuestos que se regulan [3, 28].

Por otro lado, qued6 demostrada la utilidad de los perfiles de metales/metaloides y de aniones
inorgénicos en la autentificacion geografica de tequila y en la diferenciacion entre tequilas 100%
de agave y tequilas mixtas [32, 34]. La autentificacion se ha estudiado también mediante el andlisis
de relaciones isot6picas '*C/'2C y '80/'°0; Schereier et al. especificaron los intervalos de las
relaciones isotdpicas para discriminar entre tequila 100 % agave y tequilas mixtos; asi mismo,
definieron los criterios para diferenciar entre tequilas blancos, reposados y afiejos con base en las
relaciones isotdpicas, incluso aplicaron el procedimiento desarrollado para comparar diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas y lograron su clasificaciéon [34, 35]. Una importante linea de
investigacion y de control de calidad es la identificacién/cuantificaciéon de compuestos volitiles,

como indicadores de maturacion.
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En este sentido, se ha logrado distinguir los tequilas reposados, afiejos y extra-afiejos con base en
el contenido de 1-propanol, acetato de etilo, 2-metilpropanol, 3-metilbutanol, 2-metilbutanol, 5-

(hidroximetil)-2-furaldehido y 2-furfural [32, 36].

Otros autores reportaron como compuestos voldtiles/semivoldtiles que aportan el aroma de
tequilas, los siguientes: 3-metilbutanal, 3-metilbutanol, B-damascenona y 2-feniletanal [36]. Lépez
et al. indicaron la importancia de feniletanol, de feniletil acetato, vanilina y detectaron
adicionalmente algunos compuestos cuya identificacién no fue posible con las herramientas
utilizadas en su estudio [36]. El afiejamiento ha sido estudiado también mediante perfiles de
compuestos fendlicos, encontrdndose la importancia de los 4dcidos gélico, procatecuico, vanilico,

siringico y ferulico, entre otros [37].

1.2.3 Norma oficial mexicana para el analisis de tequila

La norma oficial mexicana NOM-006-SCFI-2012, bebidas alcohdlicas-tequila especificaciones,
establece las caracteristicas y especificaciones que deben cumplir todos los integrantes de la
cadena productiva, industrial y comercial de tequila. En su sexto capitulo hace mencién de los
respectivos andlisis que se deben hacer al tequila con el objeto de cumplir con los estdndares de
calidad para su distribucion nacional o su exportacion, segun sea el caso. En la norma se hace
mencion de ciertos compuestos volatiles que pueden estar presente en altas concentraciones en el
tequila tales como metanol, acetaldehido, acetato de etilo, alcoholes superiores y furfural, dichas

cantidades son reguladas y deben ser estrictamente controladas [3].

De acuerdo con el consejo regulador del tequila, el producto debe de cumplir con las

especificaciones sefialadas en la Tabla 2.

14



Tabla 2. Especificaciones fisicoquimicas del tequila

Tequila Tequila Tequila Tequila
blanco Reposado Afejo Extra afiejo
Pardmetros Método de ensayo ¥
MIN | MAX | MIN | MAX | MIN | MAX | MIN | MAX
Contenido
alcohdlicoa 20°C | 35 55 35 55 35 55 35 55 NMX-V-013-
(% VIV) NORMEX
Extracto seco (g/1) 0 0.30 0 5 0 5 0 5 NMX-V-017-
NORMEX
Valores expresados en mg/100 ml de alcohol anhidro
Alcoholes 20 500 20 500 20 500 20 500 NMX-V-017-
superiores NORMEX @
Metano] @ 30 300 30 300 30 300 30 300 NMX-V-017-
NORMEX
Aldehidos 2 200 2 250 2 250 2 250 NMX-V-017-
(acetaldehido) NORMEX
Esteres (acetato de 2 200 2 250 2 250 2 250 NMX-V-017-
etilo) NORMEX
Furfural 0 4 0 4 0 4 0 4 NMX-V-004-
NORMEX

(1) Los métodos o pruebas ensayo son referenciadas en el capitulo 3 de la norma

(2) El pardmetro minimo puede disminuir si el productor de Tequila demuestra al Organismo Evaluador de la
Conformidad, que cuenta con un método viable para reducir el contenido de metanol.

(3) Para la determinacién de alcoholes superiores en esta norma, s6lo se permite el método por cromatografia de gases,
debido a que el método espectrofotométrico (via himeda) no cuantifica el n-propanol presente en las muestras (ello
para evitar que haya mucha diferencia con los resultados de alcoholes superiores debido al método utilizado en el
laboratorio (cromatografico o vida himeda).

Para la comprobacién de las especificaciones establecidas en la presente NOM, se aplicaran las
normas oficiales mexicanas y normas mexicanas vigente o las que las sustituyan y que se

mencionan a continuacion [3]:
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Normas oficiales mexicanas

NOM-127-SSA1-1994 Salud ambiental, agua para uso y consumo humano. Limites permisibles
de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion, publicada en el
Diario oficial de la Federacion el 18 de enero de 1996.

NOM-142-SSA1-1995, Bienes y servicios- Bebidas alcohdlicas -Especificaciones sanitarias-
Etiquetado sanitario y comercial, publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 9 de julio de
1997.

NOM-251-SSA1-2009, Pricticas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos
alimenticios, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 1 de marzo de 2010.

Normas mexicanas

NMX-V-004-NORMEX-2005, Bebidas alcohodlicas- Determinaciéon de furfural- Métodos de
ensayo. Declaratoria de vigencia publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 23 de junio de
2005.

NMX-V-005-NORMEX-2005, Bebidas alcohdlicas-Determinacion de aldehidos, ésteres, metanol
y alcoholes superiores-Métodos de ensayo (prueba). Declaratoria de vigencia publicada en el
Diario Oficial de la Federacién el 23 de junio de 2005.

NMX-V-017-NORMEX-2005, Bebidas alcohdlicas-Determinacion de extracto seco y cenizas-
Métodos de ensayo (prueba). Declaratoria de vigencia publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 23 de junio de 2005.

NMX-V-049-NORMEX-2004, Bebidas alcohdlicas-Bebidas alcohodlicas que contienen Tequila-
Denominacién, etiquetado y especificaciones. Declaratoria de vigencia publicada en el Diario
Oficial de la Federacion el 21 de mayo de 2004.

NMX-V-050-NORMEX-2010, Bebidas alcohdlicas-Determinacién de metales como Cobre (Cu),
Plomo (Pb), Arsénico (As), Zinc (Zn), Hierro (Fe), Calcio (Ca), Mercurio (Hg), Cadmio (Cd), por
absorcidn atémica-Métodos de ensayo (prueba). Declaratoria de vigencia publicada en el Diario
Oficial de la Federacion el 22 de febrero de 2011.

Son aplicables para los efectos de la presente norma las especificaciones sanitarias relativas
a metales pesados y metaloides contenidas en la NOM-142-SSA1, para lo cual debe tomarse en
consideracion la NMX-V-050-NORMEX-2010.

Dichas especificaciones son susceptibles de ser verificadas por parte de las Autoridades

Competentes y por lo tanto su certificacion, en términos de esta norma no es obligatoria.
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1.3 Compuestos volatiles/semivolatiles como marcadores de aiiejamiento de
licores

Los compuestos asociados con el aroma de un licor tales como acetales, aldehidos, cetonas,
alcoholes, compuestos fendlicos, ésteres, terpenos y lactonas [2, 31], en gran parte provienen del
proceso de afiejamiento en la madera de roble. Los procesos que ocurren durante este afiejamiento
incluyen la extraccidn/solubilizacién de los componentes de la madera (principalmente taninos y
compuestos aromaticos), la interaccion de estos compuestos con los componentes del licor, los
procesos provocados por microoxigenacion (conversion de aldehidos fendlicos en sus respectivos
acidos y formacion de ésteres de etilo), la inhibicion del crecimiento de microorganismos, etc.
[16]. Cabe también sefalar que la variedad y concentracioén de los compuestos provenientes de la
madera en los licores depende del tipo de madera, su tratamiento, el volumen del barril, el tiempo
y las condiciones de almacenamiento y también depende de la composicion inicial del licor que se

deposita en el barril [16, 38].

El afiejamiento en la madera de roble ha sido estudiado ampliamente en licores tales como whiskey
y brandy, pero la informacion sobre tequilas es escaza. Gonzélez-Robles et al. compararon los
perfiles de los compuestos voldtiles en tequilas afiejo y blanco reportando los siguientes
marcadores de maturacion provenientes de madera: eugenol, guayacol, 4-etil guayacol, vanilina,
whiskey lactona y lactona de roble [2], estos resultados fueron consistentes con trabajos anteriores
realizados en otros tipos de licores [11, 12, 14, 16]. Algunos autores también reportaron
compuestos voldtiles/semivoldtiles especificos que aportan el aroma del tequila. El particular, 3-
metilbutanal, 3-metilbutanol, f-damascenona, 2-feniletanal y vanilina fueron asignados como
componentes mayoritarios de aroma por Benn and Peppard [64]; por su parte, Lopez et al.
indicaron la importancia del feniletanol, feniletil acetato y vanilina, y adicionalmente detectaron
algunos compuestos que no fueron identificados [31, 36]. En un trabajo enfocado a la
determinacién de compuestos fendlicos de baja masa molecular, Alcdzar y col. asociaron la
presencia de dcidos siringico, vanilico, protocatequico y galico con el proceso de maturacién del

tequila en barriles de roble [25].
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De acuerdo a los diferentes estudios realizados se sabe que, durante la etapa de maturacién del
tequila, la concentracién de los alcoholes superiores disminuye, contrario a lo ocurrido con el
inminente aumento en la concentracién de acidos, aldehidos y ésteres, asi mismo la importancia
del tipo de carcasa en la barrica, la cual define las propiedades fisicoquimicas del tequila, sin
embargo, los mecanismos de cdmo evolucionan los compuestos volatiles durante la maturacién y

los factores que tienen impacto significativo en este fendmeno no han sido totalmente estudiados.

El grupo de investigacion de Estarrén et al. propuso una metodologia para comparar los cambios
en las propiedades fisicoquimicas y en los perfiles de los compuestos voldtiles presentes en el
tequila durante la maturacién; para ello, utilizaron diferentes tipos de barricas de roble francés, y
llevaron a cabo la comparacion de la variedad y concentracion de los compuestos presentes de
acuerdo con el tipo de barrica usada para la maturacion del tequila y de acuerdo con el tiempo de

maturacion [12, 25, 38].

Por otro lado, los tequilas fueron clasificados de acuerdo con el tipo de barrica utilizada en la
maturacion con base en el color, turbidez y contenido de furfural. Con el modelo de discriminacion
propuesto GDA (andlisis general de discriminacién), se logré la clasificacion de 69% de los
tequilas de acuerdo con el tipo de barrica usada en su maturacion [12, 36]. De manera similar, se
utiliz6 el método GDA para discriminar los tequilas de acuerdo con el tiempo de maturacion,
seleccionando para ello 12 pardmetros: color, pH, turbidez, furfural, acetato de etilo, 2-
hidroxipropanoato de etilo, acetaldehido, esteres, metanol, 2-metilpropanol y 3-metilbutanol. Con

el modelo construido fue posible clasificar 97 % de las muestras [2, 12].
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1.3.1 Compuestos volatiles/semivolatiles relacionados con la maturacion del
tequila en madera de roble

Como resultado de la revision bibliogréfica presentada en las secciones anteriores, en la Tabla 3.
se muestra la lista de los compuestos claves asociados con el proceso de maturacién de licores en
madera. Se incluye el nombre del compuesto, su estructura quimica, tipo de licor donde se

encontrd, técnica analitica utilizada y referencia bibliografica.

Tabla 3. Compuestos asociados con el proceso de maturacion de licores en madera

Compuesto Estructura Licor Técnica analitica | Ref.

HO tequila GC-FID; GC-MS [329]

eugenol Kj\/\ cachaca GC_FIDf s {40}

g \0 AN Whiskey GC-FID; GC-MS (41]

. GC-MS
brandi
P tequila GC-FID; GC-MS [Et2(}]
guayacol OH vino (Rioja) RP-HPLC

HO tequila GC-FID; GC-MS [2]

) HS-SPME-GC-MS/GC-O | [41]
4-etil guayacol ~o brandy RP-HPLC [42]

vino(Rioja)

tequila GCH_ELDC; SE_DMS (2]

. HO i - [43]
vanilina .:e(l))llliza HS-SPME-GC-MS/GC-O | [41]

~ _0O Jap RP-HPLC [42]

o brandy
vino(Rioja)
trans-whiskey \/\I\FO tequila GC-FID; GC-MS (2]
lactona o
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de azucar

o tequila GC-FID; GC-MS [2]
apocinina /Oji))‘\
HO
~o tequila GC-FID; GC-MS (2]
siringaldehido HO HPLC-DAD [33]
~o _0 alcohol de cafia ESI-MS/MS [39]
de azucar
OH
emett | [ caule | S |
guayacol o~ vino (Rioja) i T [42]
(o) tequila HPLC-ESI-ITMS [25]
HO OH HPLC-DAD [33]
acido galico . ESI-MS/MS [44]
HO vino
OH
(o) tequﬂa HPLC-ESI-ITMS [25]
o) HPLC-DAD [33]
acido vanili g OH . ESI-MS/MS [44]
acido vanilico vino
HO
(o) tequﬂa HPLC-ESI-ITMS [25]
o HPLC-DAD [33]
-~ OH
acido siringico HO alcohol c{e cana ESI-MS/MS [39]
de azdcar
_0
tequﬂa HPLC-DAD [33]
‘ HO alcohol de cafia ESI-MS/MS [39]
coniferaldehido - @\/\/0 de aziicar
o N
tequi]a HPLC-ESI-ITMS [25]
~o HPLC-DAD [33]
. , HO =
sinapaldehido :@\/\/ alcohol de cafa EST.MS/MS (39]
(0]
~o o
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tequila GC-FID; GC-MS [2]

0] . SPME-GC-MS/GC O [41]
P brandi HS-SPME-GC-IT/MS | [45]
B- damascenona vino tnto RP-HPLC; GC-MS [42]

vino (Rioja)

Cabe mencionar que en la Tabla 3 se presentan aquellos compuestos que se mencionan
comunmente en la literatura a menudo con relacion a tequilas. Estos compuestos son de interés en
el presente trabajo de tesis, aunque se pretende incluir también una parte explorativa; es decir, se
intentard identificar otros compuestos posiblemente presentes en tequilas, utilizando herramientas

de espectrometria de masas.

1.4 Revision bibliografica enfocada en el analisis de compuestos volatiles en
bebidas alcohdlicas

1.4.1 Procedimientos basados en cromatografia de gases

La determinacién de compuestos voldtiles/semivolétiles que confieren aroma a las bebidas
alcohdlicas se lleva a cabo principalmente por cromatografia de gases utilizando diferentes tipos
de detectores. LLa mas comun ha sido la técnica de olfatometria, basada en la evaluacion del olor
por asesores humanos [46] y en particular, técnica de diluciones sucesivas hasta llegar al umbral
de percepcion del olor por un experto [44, 47]. Sin embargo, cabe sefialar que el sustento de la
deteccion/identificacion/cuantificacion de los compuestos por el panel de expertos impone alta
exigencia en cuanto al tratamiento de muestra, resolucién cromatografica, uso de cromatografia
multi-dimensional, operacién del puerto de olor y relacionado con estos requisitos, representa un

costo elevado y tiempos largos del analisis.

Ademds, para algunos compuestos de interés el umbral de su aroma es relativamente alto, lo que
limita la utilidad de olfatometria cuando es necesaria la cuantificacion a nivel de trazas, ejemplo
de ello son los compuestos fendlicos voldtiles extraidos durante la etapa de maturacién de la barrica

de roble los cuales modifican el perfil organoléptico de la bebida.
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De esta manera, se han encontrado trazas de 4-vinilfenol en madera de roble, sin embargo, su
contenido se acerca a los umbrales olfatorios a concentracion 605 pg/l donde podia detectarse
como un aroma medicinal y estable, otro ejemplo es el 4-etilfenol que puede ser detectado a

umbrales olfatorios con concentracion mayor a 425 ug/1 percibido como olor a cuero o sudor.

El guayacol y sus derivados, aunque presentan umbrales olfatorios mas bajos, aun son niveles altos
comparados con el poder de deteccion de los detectores de masas, Zhang et. al reportan para el
guayacol y 4-metil guayacol un caracteristico aroma ahumado y especiado con umbral olfatorio
de 25 y 65 ng/l respectivamente, también reportan para el 4-etil guayacol un umbral en la

precepcion del olor a partir de 33 pg/l con un aroma ahumado y tostado.

Es por ello, que varios estudios han sido centrados en la aplicacion de detectores mdsicos en el
andlisis de compuestos voldatiles/semivolatiles responsables de las propiedades organolépticas y
del olor en particular [1]. Las ventajas de espectrometria de masas respecto a otros tipos de
detectores, incluyen: (i) identificacion de compuestos con base en sus espectros de masa y de
masas-masas, (i) alta selectividad que puede recompensar por incompleta separacion
cromatografica, (iii) posibilidad de utilizar métodos de cuantificacion basados en monitoreo
selectivo de iones o monitoreo de reacciones multiples. En resumen, con la aplicacion de
espectrometria de masas, se tienen muy amplias posibilidades de descubrir nuevos compuestos y
lograr la cuantificacion confiable a bajos niveles de los compuestos conocidos utilizando

relativamente cortas corridas cromatogréaficas.

Una etapa importante en el andlisis por cromatografia de gases es el tratamiento de muestra. En el
caso de licores, se han explorado dos tipos de extracciones: (i) liquido - liquido (LLE) y (ii)
diferentes modalidades de extraccién en fase solida (SPE) [1, 2, 10, 46]. Especificamente,
Gonzalez-Robles et al. compararon la LLE y SPE en el analisis de tequilas observando diferente
selectividad de estas dos técnicas. De manera general, la eficacia de extraccion fue mejor utilizando

LLE, pero para compuestos semi-voldtiles mejores resultados se obtuvieron utilizando SPE.

El pretratamiento de muestra mediante extraccion permite eliminar potenciales interferentes y
ofrece la preconcentracion de analitos, pero al mismo tiempo aumenta el riesgo de la pérdida de
compuestos importantes, el procedimiento se hace mas laborioso, de mayor costo y el tiempo de

analisis aumenta.
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El andlisis de compuestos orgdnicos voldtiles tanto en bebidas como en alimentos se realizan

principalmente mediante cromatografia de gases, siendo los detectores mds utilizados los

siguientes: (1) detector de ionizacién de flama (FID) y (ii) espectrometria de masas (MS). Hay que

resaltar que, en el contexto de las propiedades organolépticas de las bebidas alcohdlicas, la

cromatografia de gases es la técnica de primera seleccion por excelencia. Algunos ejemplos de

este tipo de andlisis se presentan en la Tabla 4. De manera general, en gran parte de las muestras

analizadas en los diferentes trabajos revisados en bibliografia, el tratamiento de las muestras

consiste en la extraccion liquido-liquido o extraccion en fase sélida.

Tabla 4. Algunas aplicaciones de cromatografia de gases para andlisis de compuestos de
importantes propiedades organolépticas de bebidas alcohdlicas [1, 2, 17, 20, 24, 31, 37, 48-57].

Bebida Compuestos Procedimiento Comentarios Ref
59 compuestos  voldtiles Identificacién y evaluacién
tequila fueron confirmados usando cuantitativa de compuestos volatiles 2]
estandares; fenoles, esteres, GC-MS; GC-FID presentes durante la elaboracion de
acidos grasos y aldehidos tequila
o Indicadores de afiejamiento en
. 39 compuestos  voldtiles barricas: eugenol ayacol, 4-etil
tequila | fueron cuantificados tanto en LLE- GC-MS - cugeno, guayacol,
LLE como en SPE SPE-GC-MS guayacol,  vanilina y  (B)(Z)- | |},
GC-FID whiskey lactona
Identificacién de compuestos que
contribuyen a las propiedades
tequila Identificacién de 30 GC-MS organolépticas de tequila, vanilina, [31]
q compuestos aromaticos GC-ECD 2-feniletanol, alcohol isoamilico,
GC-AED isovaleraldehido, f-damascenona,
4-etilguayacol, metil- Evaluacién comparativa entre el uso
guayacol 4-etilfenol, de barricas nuevas y reutilizadas en
vino whiskey lactona, guayacol, la concentracién de compuestos
. . GC-MS p . [49]
tinto eugenol, vanilina, volédtiles  provenientes de la
siringaldehido, furfural, 5- maturacién y compuestos furdnicos
hidroximetilfurfural
Evaluaciéon  sensorial de  los
. e principales compuestos aromaticos
vino iiﬂtligﬁglsoglfaﬁvgse >2 en vino afiejo. (E)-whiskey lactona,
tinto p GC-MS 4-etilfenol, B-damascenona, | [42]
(Rioja) eugenol, 4cido valerico y é&cido
hexanoico
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) 1-hexanol, 1-butanol, acido Estudio de la composicién de
vino hexanoico, 4cido octanoico, ) compuestos fendlicos y compuestos
tinto 2-feniletilacetato, dietil GC-MS; GC-FID volétiles y su relacién con el tipo de (48]
succinato, 1-feniletanol tecnologia de afiejamiento
ron acetato  isoamilico,  etil Aplicacién de diferentes técnicas de
bl octanoato, etil decanoato, | SAX-SPE-GC-MS | extraccién para andlisis de &cidos
anco | . X X 3 ) ) [20]
dk isoamil  octanoato,  etil grasos y ésteres en diferentes tipos
vodka dodecanoato, etil oleato SPME-GC-MS de bebidas alcohdlicas
Evaluacién de compuestos volatiles
metanol, acido acético, 2- mayoritarios durante produccién de
propanol, propanol, 2-metil- : mezcal comparando dos especies de
mezcal 1-propanol, butanol, 3-metil- GC-FID agaves procedentes del estado de 501
butanol, Oaxaca
acetaldehido, isobutanol, etil
?lcetato, meFanol,. propanol, Estudio del perfil de compuestos
destilad isobutanol, isoamil alcohol, L. e
estilado | o volatiles y marcadores especificos
~ acido gdlico, furfural, 5- o .
de cafna HMF. 4cido vanilico. 4cido GC-FID de afiejamiento comparando
de azicar | oo . P diferentes barricas elaboradas con | [51]
siringico, coniferaldehido . )
I . . distinto tipo de madera
vanilina, sinapaldehido
5 compuesosvliies| Gerp | S e s
identificados con SPME LLE-GC-ITMS whiskey. comparando perfiles de | [37]
whiskey 55 compuestos aromaticos HS-SPME-GC- LLE ﬁS—SPl\EI)E p
identificados usando LLE ITMS y
zﬁe:;ti?)r::i: z(t:lil:l)osy()ilc;nligi)ess Comparacién entre metodologias (71
h esg o & : GC-FID SPME y LLE, en la identificacién y
cachaca ) GC/MS cuantificacién de alcoholes
Un total de 38 compuestos . .
fueron cuantificados superiores y acetato de etilo
destilado | aldehidos, esteres, alcoholes . L,
. . . . Evaluacién de la composicién
de azucar | superiores: n-propilico, GC-FID quimica de aguards durante el [52]
de cafia ;:g:ggig’ metanol, alcohol afiejamiento en barricas de roble.
destilado Evaluacion del efecto de la barrica
de cafia alcoholes, aldehldoz esteres, GC-FID sol’)re. la calidad y composicion 53]
i alcoholes superiores quimica de la cachaca durante el
de azicar afiejamiento
acetato de etilo, alcoholes
superiores, dcidos orgdnicos, Estudio de la composicién quimica | [54]
cachaca esteres, GC x GC/ durante la fermentacién, y después
¢ Un total de 70 compuestos TOFMS del afiejamiento, obtencién de
fueron identificados perfiles de compuestos voldtiles
caracteristicos para cachaca
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] Desarrollo 'y validacion de una | [55]
destilado 33 compuestos organicos GC-FID metodologia  simple para la
de uva volitiles ) determinaciéon de  compuestos
volatiles presentes en destilado de
uva.
[56]
32 compuestos aromaticos GC-FID Estudio en la composicién de
destilado | fueron identificados (ésteres, GC-MS compuestos volatiles y sobre las
de cereza dcidos, benzaldehido, caracteristicas sensoriales, usando
linalool) diferentes tipos de cerezas
Desarrollo de una metodologia para
bebidas | 105  compuestos  fueron identificaciéon de los compuestos
de identificados, incluyendo HS-SPME-GC-MS principales provenientes de bebidas [24]
alcoholes, cetonas, esteres, de agave, compuestos como
mezcal | 4cidos orgdnicos, furanos, indicadores de autenticidad
terpenos entre otros
Esteres, aldehidos, acetato Eva,luacién de 1.0 3 cam/bif)s de los
. de etilo, 2-metilpropanol, parametros flS/l(.JquIInlCOS y
tequlla 3-metilbutanol GC-FID compuestos volatiles durante el | [57]
afiejamiento de tequila

1.4.2 Procedimientos basados en cromatografia de liquidos

Las aplicaciones de HPLC no incluyen la separacion de compuestos volatiles. En contexto de las

propiedades organolépticas de las bebidas alcohdlicas, esta técnica separativa ha sido utilizada

principalmente en el andlisis de compuestos fendlicos. Algunos ejemplos de este tipo de andlisis

se presentan en la Tabla 5. De manera general, el tratamiento de muestra consiste en una simple

dilucion, filtracion y/o centrifugacion de la muestra, la separacion se lleva a cabo en columnas de

fase inversa y el tipico detector es el espectrofotométrico de arreglo de diodos.

Algunos autores utilizaron espectrometria de masas para asegurar una mejor selectividad y poder

de deteccion o para fines de confirmacidn/identificacion de compuestos.
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Tabla 5. Algunas aplicaciones de cromatografia de liquidos en el andlisis de compuestos de

importancia para propiedades organolépticas de bebidas alcohdlicas [25-27, 33, 39, 51, 58-61].

Bebida Compuestos Procedimiento Comentarios Ref.
31 compuestos fendlicos | HPLC-ESI-ITMS, | Indicadores de afiejamiento en
tequila de baja masa molecular SIM barricas: 4cido siringico, vanilico, | [25]
procatecuico y géilico
licores de vanilina, 4acido vanilico,
caiia de siringaldehido, Evaluacion comparativa de diferentes
. sinapaldehido, HPLC-UV tipos de madera brasilefia utilizada en [51]
azucar 4cido galico, HMF, maturacién de licores
furfural
acido galico, dcido Indicadores de afiejamiento y su
tequila | vanilico, 4cido siringico, evolucién de acuerdo con tiempo de | [33]
vanilina, siringaldehido, HPLC-DAD maturacién del tequila.
coniferaldehido,
sinapinaldehido
dcido sindpico, 4- Identificacién y cuantificacién de
cerveza etilguayacol, dcido RP-HPLC-ECD | compuestos fendlicos presentes en [59]
ferulico, cerveza
4-vinilguayacol
compuestos  fendlicos, Evaluacién comparativa de diferentes
catecol, 4cido gélico, tipos de vinos griegos, estudiando el
vino acido p-cumarico, 4cido | RP-HPLC-DAD | contenido de compuestos fendlicos y
e . . S [60]
. vanilico, acido ferrulico, el efecto del tiempo de afiejamiento
griego acido siringico,
epicatequina
. Evaluacion comparativa de diferentes
licores de 14 fendli HPLC-DAD tipos de madera brasilefia, y americana [39]
cafla de compuestos fenoficos HPLC-ESI-MS utilizada en la maturacién de licores
de baja masa molecular o .. P
azicar vanilina, dcido vanilico,
siringaldehido, sinapaldehido...
Contenido total de fenol,
expresado como HPLC-DAD Determinacién del cambio de perfil
mezcal ; o o [26]
equivalentes de 4cido fendlico del mezcal durante el
gélico (GAE) afiejamiento
Vino Evolucién de los compuestos
espumoso 32 corppuestos fendlicos HPLC-DAD fenélicosﬂgranﬁe tiempo de [61]
de baja masa molecular HPLC-MS afiejamiento
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10 compuestos fendlicos Desarrollo de metodologia
de baja masa molecular, | SPE-HPLC-DAD automadtica para determinacién de [58]
incluyendo 4cido gélico, compuestos voldtiles en vinos

ferrulico, siringico...

vino

1. 5. Justificacion del proyecto

Debido a poca informacién sobre la variedad y concentraciéon de compuestos volatiles que
confieren propiedades organolépticas a los tequilas madurados en barricas de madera, asi como a
la demanda de esta informacién por parte de las compaiiias tequileras, el objetivo de este trabajo
es identificar compuestos volatiles indicativos de la maturacion del tequila y poner a punto un

nuevo procedimiento para su determinacién en tequilas del mercado.

En la parte de la seleccion de los compuestos, se propone realizar screening de una serie de tequilas
incluyendo tequilas blancos, reposados y afiejos. Los datos obtenidos se analizaran mediante
herramientas de andlisis multivariante buscando aquellas sefiales analiticas y compuestos que sean
caracteristicos para cada uno de los grupos de tequila (blancos, reposados, afiejos). Una alternativa
es el método de componentes principales (PCA), el cual, mediante la reducciéon de la
dimensionalidad del sistema, permite asignar pardmetros de mayor importancia para las muestras
del sistema estudiado (diferentes tipos de tequilas) y hallar posibles relaciones entre estos
parametros; dicho método ha sido utilizado en el grupo de trabajo en el andlisis de tequilas y otros
tipos de muestras [4, 25, 62]. Otra posibilidad es el test-t incluido en programas de software de los
equipos disponibles en el laboratorio (grafica volcano). Con base en los resultados del test-t y PCA,
se pretende identificar los compuestos cuyas sefiales aparezcan (o presenten mayor abundancia)
en los tequilas afejos respecto a otros grupos de tequilas. Una vez definidos los compuestos
provenientes de la etapa de maturacion, se desarrollard un procedimiento analitico para su
cuantificacion, basado en la separacién por cromatografia de gases y la deteccion por

espectrometria de masas.

La gran ventaja de los detectores masicos es utilizar en la cuantificacion las opciones de monitoreo

de iones selectivos o monitoreo de reacciones multiples.
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En el laboratorio se cuenta con el cromatégrafo de gases de triple cuadrupolo (Scion TQ, Bruker
Daltonics); este detector permite adquirir los datos en las siguientes modalidades: barrido completo
(FULL SCAN) en el que se obtiene un cromatograma total de iones (TIC), monitoreo selectivo de
iones (SIM), monitoreo de productos de fragmentacién de iones precursores (PRODUCT),

monitoreo de iones precursores (PRECURSOR) y monitoreo de reacciones mdultiples (MRM).

Para screening de los tequilas se piensa utilizar el modo de barrido completo (FULL SCAN),
realizando adquisicién continua y virtualmente simultdnea de todos los valores m/z en el intervalo
establecido inicialmente; el cromatograma TIC obtenido permite detectar la presencia de
compuestos y asignar los picos cromatograficos que corresponden a la elucién de cada uno de
ellos. De esta manera, se generardn datos para el andlisis PCA, pero sin posibilidad de

cuantificacion debido a la falta de selectividad y bajos valores S/N.

Por otro lado, una vez teniendo la lista de los compuestos de interés se puede utilizar el modo SIM
que consiste en la extraccion, a partir del TIC, los iones mds abundantes de cada uno de ellos,

reduciendo el ruido para aumentar los valores S/N.

En la tercera parte de trabajo, se propone explorar otras alternativas del andlisis del tequila
mediante espectrometria de masas de alta resolucion, eliminando la etapa de separacion
cromatografica. Para ello, se montd un sistema de andlisis por inyeccion al flujo (FIA) para la
introduccién directa de la muestra a la fuente de ionizacién por electro-nebulizacion del

espectrometro con analizador de quadrupolo — tiempo de vuelo (ESI-QTOF-MS).

Finalmente, se llevé a cabo el andlisis de una serie de tequilas por cromatografia de liquidos en
escala capilar (capHPLC), acoplada al ESI-QTOF-MS. Utilizando datos crudos obtenidos, con
ayuda de las herramientas de andlisis de datos disponibles se explor6 la factibilidad de

discriminacion entre tequilas dependiendo del grado de su afiejamiento.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificar compuestos voldtiles indicativos de la maturacién de tequila, desarrollar un
procedimiento analitico para su determinacién basado en cromatografia de gases con detector
masico utilizando monitoreo selectivo de iones y explorar otras alternativas del anélisis de tequilas

empleando espectrometria de masas de alta resolucion.

2.2 Objetivos especificos

e Seleccionar compuestos voldtiles asociados con el proceso de maturaciéon de tequila,
mediante screening de una serie de tequilas comerciales (blancos, afejos, reposados) y el

analisis multivariante.

e Estudiar sistemdticamente las condiciones de cuantificacion de cada uno de los compuestos

seleccionados, explorando las modalidades de adquisicion de las sefales.

e Poner a punto un procedimiento por GC-MS y/o GC-MS/MS para la determinacién de los
compuestos asignados como indicadores del proceso de maturacién; evaluacion de los
parametros analiticos y aplicacion del procedimiento desarrollado para el analisis de licores

disponibles en el mercado mexicano.

e Explorar la posibilidad de determinar los mismos indicadores de maturacion mediante ESI-

QTOFMS sin previa separacion por cromatografia de liquidos.

e Llevar a cabo un estudio explorativo de la composicién de tequila, utilizando el sistema

capHPLC-ESI-QTOFMS.
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3. Parte experimental

3.1 Reactivos y disolventes

e Acetato de etilo, grado HPLC
e Acetonitrilo, grado HPLC

e Agua desionizada

e Carburo de calcio

e Cloruro de Sodio

e Formiato de sodio

e [sopropanol, grado HPLC

e Sulfato de sodio anhidro

3.2 Instrumentacion analitica

e Cromatdgrafo de gases con deteccion de masas de triple cuadrupolo (GC-TQMS). Modelo
Bruker Scion 459TM, GC-TQMS. Columna BP5-MS de Bruker (30 m x 0.25 mm, 0.25
pm).

e Cromatégrafo de gases con deteccién por ionizacién con flama (GC-FID), con auto
muestreador. Modelo Clarus 500 de Perkin Elmer. Columna PE-XLB de Perkin Elmer (30
m x 0.25 mm x 0.25 pm)

e UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific)

e Maxis Impact QTOF-MS (Bruker Daltonics)

e Purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO-PS

e Centrifuga Thermo Scientific Sorvall Legend Micro 17

e Balanza analitica
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3.3 Software utilizado

Agilent Chemstation. Data analysis, andlisis de datos de GC-FID

Chemdraw Professional 15.0, dibujo de las estructuras quimicas de moléculas

DataAnalysis Version 4.1, andlisis de datos de ESI-QTOF-MS

Microsoft Office 2016

MS-Workstation, MS Data Builder versién 8.2, Bruker Daltonics SCION TQMS 45X-
GC

» ProfileAnalysis Version 2.1, para andlisis de datos de ESI-QTOF-MS

V V V VYV VY

» Programa Grams 8.0 para conversion de formatos de datos en GC-FID

» TotalChrom Navigator, Version 6.2.1, control de GC modelo Clarus 500 de Perkin Elmer

3. 4. Estandares

e (E)-whiskey lactona (5-butildihidro-4-metil-2(3H)-furanona)
e (Z)-whiskey lactona (5-butildihidro-4-metil-2(3H)-furanona)
e 2-acetiltiazol (estandar interno)

e apocinina (4"-hidroxi-3"-metoxiacetofenona)

e 4-etil guayacol (4-etil-2-metoxifenol)

e cugenol (2-metoxi-4-(2-propenil) fenol)

e guayacol (2-metoxifenol)

e 4-metil guayacol (2-metoxi-4-metilfenol)

e siringaldehido (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido)

e vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido)
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3.5 Muestras

En total, se analizaron 28 muestras de tequila, las cuales fueron proporcionadas por el Consejo
Regulador del Tequila, clasificadas como: 11 tequilas blancos, 11 tequilas reposados, 10 afiejos y
8 extra-afiejos. Se analizaron 7 muestras de cada grupo con tres repeticiones de cada una de ellas
tomando alicuotas de 1 ml (Tabla 6).

Tabla 6. Muestras de tequila analizados en este trabajo para determinacion de compuestos
volatiles indicadores de afiejamiento por GC-TQMS

Tequila Nimero de muestras
Blanco 7
Reposado 7
Anejo 7
Extra-afiejo 7

4. Resultados y discusion

4.1 Introduccion

Debido a la poca y no uniforme informacién sobre el tipo de componentes y la concentracién de
los compuestos volatiles presentes antes y después del proceso de maturacién en barricas de
madera aunado a la demanda de esta informacion por parte de la industria tequilera, el enfoque del
trabajo como ya se menciono en la justificacion fue identificar los compuestos volatiles indicativos
de la maturacién del tequila mediante un andlisis estadistico (prueba t) y poner a punto un nuevo
procedimiento para la determinacidn estos compuestos voléatiles logrando obtener una metodologia
para discriminar e identificar entre tipos de tequilas: (i) blanco, (2) reposado, (3) afiejo y (iv) extra

afiejo (Fig. 2).
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Figura 2. Proceso de maturacion de tequilas en barricas de roble, almacenadas en condiciones
optimas de humedad y temperatura; tequila reposado (3 meses), afiejo (1 afio) y extra-afiejo (3
afios).

4.2 Identificacion de compuestos volatiles que confieren el aroma al tequila en
la etapa de maturacion en barricas de roble

Para seleccionar aquellos compuestos que confieren el aroma al tequila en la etapa de maturacion
en barriles de roble, se realiz6 un screening de una serie de tequilas incluyendo tequilas blancos,
reposados y afiejos. El andlisis se llevé a cabo por cromatografia de gases con detector masico. El
tratamiento de la muestra consistio en la extraccion en fase s6lida (SPE), para lo cual se selecciono
un cartucho con la fase HLB (200 mg). Se tomaron muestras de tequila con volumen de 5 ml y se
diluyeron con 25 ml de agua. Una vez acondicionado el cartucho (5 ml de MeOH, 10% EtOH 5
ml), se cargé la muestra y los compuestos volétiles retenidos se eluyeron con 2 x 5 ml de AcOEt.
El extracto se seco con sulfato de sodio y se evaporé hasta el volumen de 1 ml. La muestra tal
preparada (1pl) se introdujo al sistema GC-TQMS operado en el modo Full Scan en un intervalo
de m/z 40-250. (Véase Fig. 3). En este modo de adquisicidn, se registran de manera continua y
virtualmente simultdnea todos los valores m/z en el intervalo establecido inicialmente; el
cromatograma de iones totales TIC obtenido permite detectar la presencia de compuestos y asignar
los picos cromatograficos a compuestos individuales (si se tiene disponibles los estdndares

auténticos).
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De esta manera, se generardn datos para el andlisis estadistico, pero sin posibilidad de
cuantificacion debido a la falta de selectividad y bajos valores S/N. Cabe también sefialar que los
perfiles de elucién en las diferentes muestras se comparan directamente, sin necesidad de
identificar todos compuestos presentes en la muestra. Dicha identificacion es necesaria solamente
para conocer compuestos que presentan cambios de abundancia entre diferentes muestras, en
nuestro caso, los compuestos que distinguen a los diferentes tipos de tequilas. Las condiciones
cromatograficas fueron establecidas usando un cromatégrafo de gases con detecciéon de masas de
triple cuadrupolo (GC-TQMS). La Columna BP5-MS de Bruker (30 m x 0.25 mm, 1.0 pum),
empezando con temperatura en el horno de 40 °C (2 min) seguido por una rampa de 10 °C/min
hasta 250 °C (2.5 min). El gas helio fue usado como gas de arrastre con flujo de 1 ml/min e
inyeccion (1 pl, temperatura 250 °C) en modo Split 1:10 y duracion total de la cromatografia de

25.5 min.

Carga Elucion
Smltequila 2 x5 ml AcOEt
25 ml de H>O

| !
Acondicionamiento :>

5 ml MeOH
5 ml EtOH 10 %

1 ml AcOEt

—

1 pl inyeccion

Figura 3. Procedimiento de extracciéon de compuestos voldtiles indicadores de la maturacién
usando extraccién en fase sélida (HLB como sorbente) para el screening de compuestos
volatiles/semi-volétiles en tequilas.
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Con base en las senales analiticas
2.51 afiejo blanco gue presentaron las diferen?ias mas
Lo : importantes entre dos tipos de
2.0 iy 17:75min : 90.5p0m/z tequila, se identificaron nueve
1 ; compuestos asociados con el
E 1.55 ! : anejamiento:
< !
T i 1. guayacol
g 10y~ 2. 4-metilguayacol
=l 1 .
= 17 7Smin(g$® 3. 4-etilguayacol
0.57 ; 4. cis-, trans- whiskey lactona
1 ° 5. eugenol
0.0 6. apocinina
R T 7. vanilina
8. siringaldehido
log2 fold change

Figura 4. Gréifica volcano obtenida mediante prueba t de la comparacién de dos tipos de tequila
(afiejo y blanco) usando datos de GC TQMS (cada circulo representa un ion con respectivo tiempo
de retencion).

Los datos GC-MS obtenidos para las muestras de tequilas afiejos y blancos fueron importados a
ProfileAnalysis y se llevo a cabo la prueba t obteniéndose la gréfica volcano, misma que se muestra
en la Fig. 4, la zona marcada con un cuadro contiene las sefiales que presentaron los cambios mds
notorios a nivel estadisticamente significativo entre dos tipos de tequila. Cada uno de los circulos
amarillos dentro del cuadro corresponde a un ion y su respectivo tiempo de retencién en el
cromatograma, el cual presenté mayor abundancia en tequilas afiejas respecto reposadas,
asumiendo el nivel de significancia estadistica p < 0.05. Una vez encontrados los iones asociados
con el tequila afejo, se procedi6 con la identificaciéon de compuestos respectivos que podrian servir
como indicadores de afiejamiento en barriles de madera. Con base en los tiempos de retencidn,
espectros de masa y datos de la libreria NIST/EPA/NIH versién 2.0, 2011, los compuestos
seleccionados fueron: guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol, cis-, trans- whiskey lactona,
eugenol, apocinina, vanilina y siringaldehido. En Fig. 5 y 6, se presentan cromatogramas de iones
extraidos obtenidos para cada uno de los compuestos identificados en tres tipos de tequilas, donde
claramente se observa una mayor cantidad de cada uno de ellos en tequilas afiejos respecto a los

blancos y reposados.
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Figura 5. Cromatograma de ion extraido (EIC) para algunos de los compuestos identificados
como indicadores de afiejamiento en tequilas mediante extraccion SPE, (a) cis-, tras- whiskey
lactona; (b) siringaldehido; (c) vanilina y (d) apocinina.
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Figura 6. Cromatograma de ion extraido (EIC) para algunos de los compuestos identificados
como indicadores de afiejamiento en tequilas de muestra mediante SPE, (a) guayacol; (b) 4-
metilguayacol.

Con base en los resultados obtenidos, se seleccioné a nueve compuestos como candidatos a
indicadores de anejamiento del tequila en barricas de madera y se procedi6 con el desarrollo de un
nuevo procedimiento para su determinacion, buscando simplificar el proceso de tratamiento de
muestra, asi como mejorar la selectividad y el poder de detecciéon afinando el proceso

cromatografico y utilizando el modo SIM.
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4.3 Desarrollo de un nuevo procedimiento basado en GC-TQMS para la
determinacion de nueve indicadores de anejamiento de tequilas en barricas de
roble.

Una etapa importante para andlisis en cromatografia de gases es el pretratamiento de muestra; de
acuerdo con la revision bibliogréfica, en los licores se han explorado dos tipos de extracciones: (i)
liquido-liquido (LLE) y (ii) extracciéon en fase sdlida (SPE) [1, 2, 8, 10, 11, 16, 17].
Especificamente Gonzales et. al. compararon la LLE y SPE en andlisis de tequila encontrando
diferentes selectividades de las técnicas [1]. La eficacia de extraccion fue mejor en LLE, pero para
compuestos semi-voldtiles los mejores resultados fueron obtenidos con la extraccion en fase solida.
El pretratamiento de la muestra usando la extraccién permite eliminar los interferentes y ofrece la
ventaja de pre-concentrar los analitos, pero al mismo tiempo aumenta el riesgo de pérdida de
compuestos importantes, el proceso se vuelve mds laborioso, de mayor costo y el tiempo de anélisis
de las muestras aumenta considerablemente. En este contexto, la idea original del proyecto de tesis
fue simplificar el procedimiento de extraccion liquido- liquido, utilizando un sistema de tres
solventes (agua-etanol-acetato de etilo) y logrando la separacion de fases por adicidén de una sal.

Una vez eliminada el agua, la muestra puede introducirse al sistema GC-TQMS.

4.3.1 Protocolo de tratamiento de muestra

Para establecer el protocolo de tratamiento de muestra, se tomaron en cuenta los siguientes

aspectos:

1) Uso de 2-acetil tiazol como estandar interno (EI); el EI debe agregarse directamente a
la muestra en una concentracién que produzca la magnitud de la sefial analitica
comparable o mayor que las sefiales de los estdndares en el mds alto punto de la curva
de calibracion.

(i) Uso de acetato de etilo como solvente, debido a la solubilidad de los compuestos de
interés en este solvente y su miscibilidad con el etanol presente en el tequila.

(iii))  Adicién de cloruro de sodio para la separacion de fases por el efecto “salting out™: la
fase acetato de etilo-etanol contiene los analitos y la fase acuosa es descartada.

(iv)  Adicion de sulfato de sodio anhidro para eliminar trazas de agua.
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(v) Optimizacion de cada uno de los pasos para asegurar el uso de minimas cantidades de
solventes, poder realizar operaciones en viales de volumen pequeio, asi como ajustar
la cantidad de muestra y de solventes para que las sefiales de los analitos estén dentro

del intervalo de calibracién.

El protocolo establecido se muestra en Fig. 7. En concreto, se tomaron tres alicuotas de 1 ml para
cada una de las muestras de tequilas y se les adicioné 10 pl del EI (20 pg/ml). La extraccién se
llevé a cabo con 200 pl de AcOEt, agregando 150 mg de NaCl. Las muestras se centrifugaron (5
min, 7200 g) recuperando la fase orgdnica. Posteriormente, se adicion6 100 mg de NaCl para
separar el agua restante; y finalmente, la fase orgdnica extraida se secé con 0.20 g Na>SO4 anhidro

antes de su introduccioén al sistema GC-TQMS.

200 pl AcOEt Secado
150 mg NaCl, * 100 mg NaCl, * 200 mg Na»SO4
I de Tequil Cats
1 ml de Tequila -
ET (200 pg/) ﬂ ﬂ' Inyeccion a GC-MS
H:0 H-0O

Figura 7. El procedimiento de extraccion de los compuestos volatiles de interés propuesto para
el andlisis de tequilas.

4.3.2 Condiciones instrumentales establecidas para el analisis de compuestos
volatiles por GC-TQMS en modo SIM.

Para establecer las condiciones de separacion cromatografica y deteccion por GC-TQMS en modo
SIM de los nueve compuestos seleccionados como indicadores de la maturacion y del 2-acetiltiazol
(ED), se utilizé una solucién stock mixta con una concentracién de 5 pg/ml para cada uno de los
estandares: guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol, cis-whiskey lactona, trans-whiskey lactona,
eugenol, vanilina, apocinina, siringaldehido y EI. El objetivo fue obtener un tiempo de separacion
relativamente corto, pero el cual asegure la deteccion selectiva y sensible en el modo SIM. Se
utiliz6 una columna capilar BP5-MS para GC-MS; apta para un amplio intervalo de temperatura

(60 °C a 325 °C); con dimensiones de 30 m x 0.25 mm, 0.25 um y de bajo sangrado.
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Se eligi6 la inyeccion con split (10:1). Con la adquisicién en modo FULL SCAN (m/z 50- 400), se
probaron diferentes gradientes de temperatura y flujo de gas de arrastre (He) para encontrar las
mejores condiciones de separacion, en la Tabla 7 se presentan las condiciones finales que
permitieron la resolucién de todos los picos cromatograficos. Utilizando estas condiciones, se
propusieron los pardmetros de adquisicion en el modo de monitoreo selectivo (SIM) de los iones
seleccionados.

Tabla 7. Condiciones instrumentales para andlisis de nueve compuestos volatiles indicadores de
afiejamiento por GC-MSTQ en modo SIM.

Parametro Condiciones seleccionadas
Inyector 1wl
Temp. de inyector 250 °C
Split 10:1
Flujo de gas acarreador 1 ml/min He
Columna BP5-MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm)

°C/min Temp. °C ~ Hold (min) Total (min)

Programa de temperatura del horno

- 40.0 2.0 2.0
14.0 250.0 1.0 18.0
Temp. de fuente de ionizacién 250 °C
Modo de adquisicion SIM
Temp. de linea de transferencia 250 °C

El tiempo total del cromatograma fue de 18 minutos (el detector de masas fue encendido hasta el
minuto 7 de la cromatografia), logrando la correcta resolucion de todos los compuestos. En la Fig.
8 se presenta el cromatograma TIC obtenido a partir de una solucién mix con los estdndares con
concentracion de 10 ug/ml, las sefales cromatograficas fueron asignadas a los compuestos
individuales de acuerdo con el tiempo de retencion y la comparacion de los espectros de masas

obtenidos con los incluidos en libreria NIST/EPA/NIH versién 2.0, 2011.
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3. 4-metilguayacol 7. eugenol 10. siringaldehido

4. 4-etilguayacol

Figura 8. Cromatograma Total de Iones (TIC) obtenido para los estdndares de compuestos
seleccionados con concentraciéon de 10 pug/ml, utilizando 2-acetiltiazol como estdndar interno.

En Fig. 9, se muestran los espectros de masas para cada uno de los compuestos, comparando el

espectro experimental (rojo) con el de la libreria NIST (azul), observandose muy buena
concordancia.
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Figura 9. Comparacién entre espectros de masas tedricos y experimentales de compuestos
volatiles indicadores de maturacidn obtenidos por impacto electrénico (IE) en GC-TQMS

Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron tres iones mayoritarios para cada uno de
los compuesto de interés, el mds abundante de ellos como ion cuantificador (Q1) y los otros dos
como iones calificadores (Q2 y Q3). Q1 nos permitird realizar la cuantificacién de los analitos,
mientras Q2 y Q3 seran utilizados para la confirmacion de los analitos cuantificados. El tiempo de
retencion de los estdndares se muestra en la Tabla 8, asi como los valores m/z para Q1, Q2, Q3 y
la ventana del tiempo para la adquisiciéon de datos en el método SIM para cada uno de los

compuestos.

44



Tabla 8. Tiempo de retencidn, iones seleccionados y ventana del tiempo de andlisis de los
estandares por metodologia SIM en GC-TQMS

Tiempo de Ventana de

Compuesto retencion (min) tiempo (min) Q1, Q2, Q3 (m/z)

2-acetiltiazol (EL) 7.58 £0.01 1.0 98.9, 57.0, 127.0
guayacol 8.38 +£0.02 1.0 109.0, 81.0, 124.0
4-metilguayacol 9.56 £ 0.02 0.50 123.0, 95.0, 138.0
4-etilguayacol 10.46 £ 0.01 0.80 137.0, 152.0, 122.0

trans-whiskey lactona 10.61 £ 0.02 0.80 99.0, 69.3, 87.0

cis whiskey lactona 10.95 £0.02 1.0 99.0, 69.3, 87.0
eugenol 11.26 £ 0.02 0.42 103.0, 77.0, 164.0
vanilina 11.70 £ 0.05 0.65 151.0, 81.0, 152.0
apocinina 12.50 £ 0.04 0.80 151.0, 123.0, 166.0
siringaldehido 13.96 + 0.03 0.70 182.0, 167.0, 96.0

4.3.3 Proceso de calibracion y evaluacion de los parametros analiticos del
procedimiento GC-TQMS en modo SIM.

Una vez establecidas las condiciones instrumentales, se llevo a cabo el proceso de calibracion. Se
prepararon soluciones individuales stock de guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol, eugenol,
Z/E-whiskey lactona, vanilina, apocinina, siringaldehido y 2-acetil tiazol (EI) con concentraciéon
de 10 mg/ml de cada una de ellas, usando isopropanol como disolvente. A partir de las soluciones
individuales, se prepar6 una solucién mix tomando 1 ml de cada solucién y se llevé a un volumen
final de 10 ml, para obtener de esta manera una dilucién de 10 veces respecto a la solucién patrén
de cada compuesto, alcanzando finalmente una solucién mix de 1 mg/ml para cada estdndar en la
solucion; posteriormente se hicieron las diluciones correspondientes para obtener las soluciones

de trabajo para la calibracién.

45



En el primer paso, se hizo una dilucién para obtener el mix principal 30 pg/ml y posteriormente,

se hicieron diluciones sucesivas con razon de 5, es decir, a 100 pl de la solucion anterior se adiciona

400 pl de acetato de etilo y asi sucesivamente para obtener concentraciones iniciales de mix de

6000, 1200, 240, 48, 9.6 y 0 ug/l, a las cuales se les hace una dilucidon con adicion de acetato de

etilo y solucién de estdndar interno para obtener los puntos de calibracion con la concentracion

final deseada para la curva de calibracién de 5000, 1000, 200,40y 8 pg/l y de 200 pg/1 del estandar

interno. Véase Fig. 10y 11, Tabla 9.

Tabla 9. Elaboracion de las soluciones de calibracion para el procedimiento GC-TQMS

Conc. inicial (pg/1) Volumen (pl) Conc. final (ng/l)
Solucién | Mix* SI Mix IS AcOEt | Vol. final Mix IS
1 9.6 10000 400 9.6 70.4 480 8 200
2 48 10000 400 9.6 70.4 480 40 200
3 240 10000 400 9.6 70.4 480 200 200
4 1200 10000 400 9.6 70.4 480 1000 200
5 6000 10000 400 9.6 70.4 480 5000 200
*concentraciones obtenidas mediante dilucion sucesiva del stock con 30 pg/ml de cada uno de los
analitos
dilucién 30 ul + 970 pl AcOEt 200 pl + 800 ul AcOEt

Y

I mg/ml

30 ug/ml

Y

6 pg/ml

Figura 10. Preparacion de la solucion stock de los estandares con concentracion 6 pg/ml en AcOEt
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100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

/\/\/\f\/\

3 500 pl a + 400 pl 3 + 400 pul 3 + 400 pul a +400 ul

AcOEFEt
6000 pg/l 1200 pg/l 240 pg/l 48 ng/l 9.6 ug/l

Figura 11. Diluciones sucesivas (x5) para obtener concentraciones iniciales del mix de los
estandares presentadas en la segunda columna de Tabla 7, los que se utilizaron para preparar las
soluciones de calibracién (en AcOEt).

Las soluciones preparadas por tres replicas independientes fueron introducidas al sistema GC-
TQMS utilizando las condiciones establecidas. Los datos obtenidos, se analizaron con el software

MS Data Review (Plot, Chromatograms and Spectra).

4.3.4 Calibracion

Cabe sefialar que, en la construccion de las funciones de calibracion para guayacol, 4-
metilguayacol y 4-etilguayacol, se tomaron los datos adquiridos para las soluciones 0, 8, 40, 200
y 1000 pg/l, mientras que para whiskey lactona, eugenol, vanilina, apocinina y siringaldehido se
utilizaron datos adquiridos para las cinco soluciones con concentracion 0, 40, 200, 1000 y 5000
pg/l de cada uno de los compuestos. Los cromatogramas adquiridos en modo SIM para los
estandares en sus diferentes concentraciones son presentados en Fig. 12, para observar los cambios
de intensidad con el aumento de concentracién, en Fig. 13y 14 se presentan los segmentos de estos
mismos cromatogramas, correspondientes a la elucion y adquisicién de los datos para cada uno de
los compuestos. Tomando como la sefial analitica el drea del pico adquirido para Q1 de cada analito
sin y con normalizacion por el drea del EI, se computaron las respectivas funciones de regresion
lineal utilizando el software MS Workstation de Bruker para GC-TQMS SCION. Las funciones

obtenidas sin tomar en cuenta EI, se presentan en la Tabla 12.
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Figura 12. Cromatogramas correspondientes a la curva de calibracién en modo SIM con
concentraciones de 0,8, 40, 200 y 1000 pg/l de los 9 analitos y del EI
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Figura 13. Ampliacién de los segmentos de los cromatogramas presentados en Fig. 12, adquiridos

en modo SIM para concentraciones de 0,8, 40, 200 y 1000 pg/l de 2. guayacol, 3. 4-metilguayacol,
4-etilguayacol
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Tabla 10. Ecuaciones de regresion lineal obtenidas con base en tres replicas independientes. Se
presentan los valores promedios de las pendientes e intercepto. “Y” es la sefial analitica definida
como el area de la sefal de cada analito; “X” es la concentracion en pg/l.

Estandar Ecuacion R? DER %
guayacol y =2.68x10° X + 3.43x10* 0.9997 4.5
4-metilguayacol y =2.80x10* X + 3.36x10* 0.9999 5.6
4-etilguayacol y = 6.09x10° X + 3.10x10* 0.9998 4.0
trans- w. lactona y =2.13x10% X + 3.54x10* 0.9996 6.4
cis- w. lactona y = 1.74x10° X + 3.49x10* 0.9996 8.7
eugenol y =6.62x10% X + 2.39x10° 0.9999 1.5
vanilina y = 1.59x10° X + 1.67x10* 0.9999 1.3
apocinina y = 1.87x10% X+ 8.95x10* 0.9999 2.6
siringaldehido y = 5.40x10* X — 3.62x10° 0.9998 3.2

El anélisis de regresion lineal es una herramienta estadistica que nos permite estudiar la relacion
existente entre una variable dependiente y una o mds variables independientes; siendo el
coeficiente de determinacion o regresion (R?) una medida estandarizada del grado de linealidad.
De acuerdo con los requerimientos de la EPA para el andlisis cromatogridfico con fines
cuantitativos, R? debe ser mayor o igual a 0.99; asimismo, la desviacién estdndar relativa de los
factores de respuesta individuales DER para los estandares de una curva de calibracion deben ser
menores o igual a 20 % [63]. En la Tabla 11 se presenta las ecuaciones de regresion lineal de las
respectivas curvas de calibracion para los estdndares utilizados, aclarando que estos resultados
fueron calculados primeramente sin adicion de estdndar interno. Para evaluar la linealidad en la
calibracion se utiliz6 el factor de respuesta, con base a los factores de calibracion (CF) obtenido
para cada punto de calibracién como el cociente entre la respuesta del detector (sefial analitica) y
la concentracién del analito (CF= S/C), dicho factor representa la pendiente de la linea formada

entre el origen de las coordenadas y la sefial dada por una solucién estdndar en particular.
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Para evaluar la linealidad de la calibracion, se debe de calcular el promedio del factor de
calibracién CF (CF), su desviacién estdndar (SD) y finalmente obtener la desviacion estdndar
relativa (DER), la cual, si se expresa en porcentaje, corresponde al coeficiente de varianza (CV).
Bajo los criterios mencionados y con base en resultados de tres replicas independientes de procesos
de calibracién, se obtuvieron los valores R? y DER que se presentan en Tabla 10, concluyendo que

las funciones de calibracién cumplen con los criterios de la EPA para el andlisis cromatogréfico.

De la misma manera se realizé la evaluacion de linealidad para la curva de calibracion cuando se
hace calibracién normalizando cada una de las sefales del analito por el area de la sefial del

estandar interno.

Cuando se usa la adicién del estdndar interno se realiza la evaluacién de la linealidad mediante el
factor de respuesta (RF) para cada uno de los estdndares de la calibracion, se calcula el RF para

cada analito respecto al estdndar interno como en la siguiente ecuacion:

Ac/Ce

RF = ——
Aei/Cei

Ae = Area del pico del estandar Ce = Concentracion de estandar
Aei = Area del pico del estdndar interno Cei = Concentracion de estdndar interno

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 11 incluyendo los valores R? y DER.
Comparando los datos incluidos en las Tablas 10 y 11, queda claro que el uso de EI mejora la
linealidad de las curvas de calibracion; por ejemplo, para cis whiskey lactona sin adicion del
estandar interno R? tiene valor de 0.9996 y DER de 8.7% mientras que, normalizando las sefiales
por uso del EI los valores respectivos fueron R? = 0.9999 y DER de 5.0%. Es de notar sin embargo
que tanto con como sin el EI, se cumple con las indicaciones de la EPA para el andlisis

cromatograficos.
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Tabla 11. Ecuaciones de regresion lineal obtenidos con base en tres replicas independientes. Se
presentan los valores promedios de las pendientes e intercepto. “Y” es sefial analitica del
estandar/sefial analitica del estdndar interno definida con area de pico; “X” es concentracion del
analito/ concentracién del estandar interno; “R?” — coeficiente de regresion; “DER” — desviacién
estdndar relativa, calculada con base en los promedios de los factores de calibracion individuales
%.

Estandar Ecuacion R? DER %
guayacol y = 1.06 x + 0.005 0.9999 0.4
4-metilguayacol y=1.11x+0.001 0.9999 23
4-etilguayacol y=241x-0.07 0.9999 5.6
cis-w. lactona y=0.844 x + 0.018 0.9999 2.4
trans-w. lactona y=0.687 x + 0.026 0.9999 5.0
eugenol y =0.262 x - 0.001 0.9999 2.8
vanilina y =0.629 x - 0.003 0.9998 6.5
apocinina y=0.741 x - 0.023 0.9999 4.9
siringaldehido y=0.214x-0.017 0.9993 6.5

4.3.5 Limite de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccién (LD) se define como la minima cantidad o concentracion del analito que
puede ser detectada de manera confiable por el procedimiento analitico utilizado, para
cromatografia se puede definir el limite de deteccién como la cantidad inyectada que resulta en
una sefial analitica al menos tres veces mayor respecto al ruido de la linea base (o). El limite de

deteccion puede expresarse como:

LD_30’
S

Por su parte, el valor S en la ecuacion se refiere a la pendiente de la funcién lineal que relaciona
la respuesta del instrumento con la concentracion del analito, puede ser evaluado de maneras
diferentes; (i) usando todas las concentraciones de los estandares de calibracién, (ii) utilizando
solamente estdndares de baja concentracion, (iii) usando un solo punto de calibracion en este caso
usando el RF para el mas bajo punto de calibracién del estandar cuya respuesta es cercana al limite

de cuantificacion.
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El limite de cuantificacion (LC) de un procedimiento analitico se define como la menor cantidad
de analito que puede ser cuantificada con precision y exactitud que caracterizan el procedimiento

empleado. El limite de cuantificacion se puede calcular con la siguiente ecuacion:

LC = 100
S

De igual forma o es la desviacion estandar de la respuesta analitica en ausencia del analito y S es

la pendiente, ambos determinados como anteriormente se describi.

Los limites de deteccién y cuantificacion deben ser calculados tanto para las condiciones de
calibracion como de andlisis en las muestras reales. Para evaluar el LD y LC del procedimiento, la
calibracion debe realizarse en presencia de la matriz de la muestra siguiendo exactamente el mismo
pretratamiento empleado que en las muestras reales.

Tabla 12. Limites de deteccién (LD) y de cuantificacién (LC) evaluados en el procedimiento de
calibracidn y en el andlisis de muestras reales

Analito Calibracion pg/l Blanca pg/l

LD LC LD LC
guayacol 1.3 4.0 2.1 6.4
4-metilguayacol 4.8 14.6 6.7 20.5
4-etilguayacol 0.8 2.4 6.8 20.4
trans w. lactona 4.2 12.8 3.8 11.5
cis w. lactona 3.6 10.9 2.6 7.7
eugenol 9.0 27.3 10.2 30.7
vanilina 6.1 18.6 8.2 24.6
apocinina 11.2 34.1 11.7 35.0
siringaldehido 11.6 35.2 10.3 30.9
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En la Tabla 12 se observan los limites de deteccidon y cuantificacion calculados para todos los
analitos estudiados en el trabajo, tanto en condiciones de calibraciéon como en las muestras reales
de tequila, es evidente que los valores de los limites de cuantificacién varian de un compuesto a
otro como se puede distinguir, encontrando que, para el guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol,
cis-/ trans- whiskey lactona y vanilina se obtuvieron valores relativamente bajos tanto en la etapa
de calibracién externa como en presencia de la matriz de la muestra (< 20 pg/l) lo cual nos habla
de un procedimiento con suficiente poder de deteccion para ser utilizado en el anélisis de muestras
reales. En el caso de eugenol, apocinina y siringaldehido los limites fueron un poco peores, del
orden de las 30 ug/l respecto a otros compuestos. De manera general, el procedimiento GC-TQMS
en el modo SIM propuesto ofrece mucho mas alta selectividad y poder de deteccidon al andlisis por

GC con detector de ionizacion por flama FID.

4.3.6 Pruebas de exactitud y precision.

En la validacion de un procedimiento analitico, se evalua la exactitud y la precision de los
resultados; estos pardmetros reflejan los posibles errores sistemdticos y aleatorios,
respectivamente. La exactitud se refiere al grado de concordancia entre el resultado experimental
y el contenido verdadero del analito en la muestra, mientras que precision se mide como
discrepancia entre valores individuales alrededor del valor promedio, obtenidos en replicas
independientes de la misma muestra (desviacidn estandar, desviacion estdndar relativa, coeficiente

de varianza).

La precision puede ser calculada de diferentes condiciones. (i.) Repetibilidad, se evalda con base
en repeticiones realizadas en un corto intervalo de tiempo, mismas condiciones de operacién y por
el mismo analista, equipo y laboratorio. (ii.) Precisién intermedia, se define como la precision
dentro del laboratorio, es decir, andlisis realizados diferentes dias, con analistas distintos y
diferentes equipos. (iii.) Reproducibilidad, expresado como la precision entre distintos

laboratorios, usualmente aplicada para la estandarizacién de un método.

La evaluacién de la exactitud de los resultados en cambio se realiza mediante la comparacion
entre la media de los resultados obtenidos para una muestra respecto al contenido real en dicha
muestra, sin embargo, debido a que el valor verdadero es desconocido, se plantean diferentes

estrategias para evaluar la exactitud y minimizar los errores sistematicos.
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Es por lo que resulta muy préactico realizar los experimentos de recuperacién, la comparacion de

los resultados obtenidos mediante el método de adicion de estdndar y calibracion externa.

En este trabajo, se llevaron a cabo los experimentos de recuperacién, analizando las muestras sin

y con adicién de una conocida cantidad de los analitos.

La repetibilidad de los experimentos fue evaluada a partir de dos andlisis independientes,
realizadas para la misma muestra, de tal manera que se estimé la precision del andlisis mediante
el calculo de la diferencia porcentual relativa (% RPD), este factor fue calculado tanto para los
tequilas blancos, reposados, afiejos y extra-afiejos con el fin de evaluar el procedimiento total
(desde la extraccion hasta calibracion). La forma en la que se realizo6 el cédlculo de esta diferencia
fue mediante el proceso de cuantificaciéon de la misma muestra en dos andlisis con el mismo

procedimiento para la misma muestra.

Ecuacion que nos permite calcular el % RPD:

|C1 C2|
% RPD = #C)X 100
1 2

2

Donde C;- concentracion promedio obtenida en tres replicas técnicas del primer analisis de la
muestra, C>- concentraciéon promedio obtenida en tres replicas técnicas del segundo andlisis de la
misma muestra. En la Tabla 13 se presentan resultados obtenidos para las muestras de tequila
blanco 3 y reposadol, mientras que en la Tabla 14 se muestran resultados para el tequila afiejol y
extra-afiejo 3; cada uno de los analisis se realizo por triplicado, mostrando en las tablas los valores

promedio (c1, c2) con respectivas desviaciones estdndar.
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Tabla 13. Prueba de precision, calculo de la diferencia porcentual relativa (% RPD) para tequila

blanco y tequila reposado

Tequila blanco Tequila Reposado
Analito Ci(ug) Co(ng) %RPD  Ci(pg/l) C2>(ng/l) % RPD

guayacol 21.5104 21.8£04 1.4 75.6£0.9 80.7£1.0 6.5
4-metilguayacol 7.621£0.12 7.28+0.11 4.6 66.5+4.9 65.8+4.9 1.0
4-etilguayacol 10.1£0.1  10.440.1 29 15.840.2 16.1+£0.2 1.9
cis- whiskey lactona ND ND - 197+1 201+1 2.0
trans- whiskey lactona ND ND - 46.84+0.6 45.840.5 2.2
eugenol 50.1£1.1  49.7+1.1 0.8 58.9+1.1 60.2+1.2 2.2
vanilina ND ND - 1652 178+2 7.6
apocinina ND ND - ND ND -

siringaldehido ND ND - 145043 147613 1.8

Tabla 14. Pruebas de precision, cdlculo de la diferencia porcentual relativa (% RPD) para tequila

afiejo y tequila extra-afiejo

Tequila afiejos

Tequila extra afnejos

Analito Ci(ngl) Cx(ug/) %RPD Ci(png/) C2(ung/l) % RPD
guayacol 75.6+0.3  80.7£0.3 6.5 51.6+0.3  48.6£0.3 6.0
4-metilguayacol 66.5+1.8  65.8£1.8 1.0 64.8+1.3  63.3%1.3 2.3
4-etilguayacol 15.810.2  16.1+0.2 1.9 14.3+0.2  13.610.1 5.0
cis- whiskey lactona 197+1 20141 2.0 24243 24443 0.8
trans- whiskey lactona  46.840.8  45.8+0.8 2.2 37.9+0.8  38.840.8 2.3
eugenol 58.9+0.3  60.2+0.3 2.2 31.0£0.3  32.9+0.3 5.9
vanilina 165+1 178+1 7.6 47542 491+2 3.3
apocinina ND ND - 36.6£0.7  35.7+0.6 2.5
siringaldehido 1450127 1476128 1.8 18.3+10.2  17.240.2 6.2
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La diferencia porcentual relativa evaluada para los diferentes tipos de tequila presentd porcentajes
bajos, lo cual se traduce en buena repetibilidad del procedimiento propuesto. De manera general,
los valores RPD van desde 1 a 7 %; pero se observa una mejor precision en el andlisis de tequilas
blancos respecto a los tequilas afiejos y extra-afiejos, lo cual era de esperarse ya que al afiejarse el
tequila su composicién quimica se vuelve mas compleja lo que contribuye en el aumento de errores

aleatorios.

Finalmente se llevaron a cabo las pruebas de exactitud mediante experimentos de recuperacion.
En particular, a 1 ml de la muestra de tequila se adicionaron 10 pl de una solucién mix 10 pg/ml,
lo que equivale a la adicion de 0.1 pg de cada uno de los compuestos de interés (concentracién en
tequila 100 pg/l). De la misma manera se hizo la adicion de 25 pl y 100 pl, obteniéndose
concentraciones de los compuestos individuales adicionados a tequila de 250 pg/l y 1000 pg/l,
respectivamente. En otras palabras, se agregaron 0.25 pg y 1.00 pg de cada compuesto
directamente a la alicuota de 1 ml de tequila. Los resultados que se obtienen para este analisis son
presentados en la Tabla 15 con los respectivos porcentajes de recuperacion para cada muestra.

Tabla 15. Resultados de adicion de estdndar obtenidos en el andlisis de tequila blanco, se presentan
los valores promedio con sus respectivas desviaciones estandar.

Adicién de Adicién de
Analito Sin adicion  estindar Recuperacion estiandar Recuperacion
(100 pg/) (1000 pg/1)
guayacol 183+£1.6 113+4 94.7 % 970 £ 5 95.2 %
4-metilguayacol 51.2+0.6 167 +£2 115 % 1230 +£5 118 %
4-etilguayacol 104 +£0.2 107 £ 4 96.6 % 913 +4 90.3 %
trans-w. lactona ND 92.1+3.6 92.1 % 897+9 89.7 %
cis-w. lactona ND 97.8+3.2 97.8 % 997 £2 99.7 %
eugenol 50.1+4.0 185+3 135 % 1553 +8 150 %
vanilina ND 942 +2.6 94.2 % 1006 + 10 101 %

Mediante los experimentos de recuperacion se demuestra una buena exactitud del procedimiento
propuesto. Los valores de porcentajes de recuperacion fueron en el intervalo desde 84.9 % y 118
%, cumpliendo con las regulaciones recomendadas por la EPA para el analisis cromatografico, con
la tnica excepcion para el caso del eugenol donde la recuperacion fue de 135 % y 150 %

respectivamente.
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En la Fig. 16 se muestran los cromatogramas con y sin adicion de estdndar para los indicadores de

maturacién en tequila blanco (B1).

2-acetil tiazol : :
20| guayacol 4-metilguayacol
400 30 400
300 300
[e] 7] 7]
=
g g 2
= 200 200
L 100
7.3 7.5 7.7 7.9 8.0 82 84 86 88 94 95 96 97 98
Tiempo, min Tiempo, min Tiempo, min
601 4-etilguayacol 20 trans-whiskey lactona cis-whiskey lactona
| 15 1

103 105 107 109 10.9 110 111 11.2

Tiempo, min Tiempo, min

03 105 107

Tiempo, min

Figura 16. Cromatograma adquirido en modo SIM con y sin adicién de estdndar para los analitos
de muestras en tequila blanco (B1) para guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol, E/Z whiskey
lactona. Rojo- tequila blanco B1; Azul- tequila blanco B1 con adicién de estandar (100 pg/l).
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4.4 Aplicacion del procedimiento desarrollado en el analisis de tequilas.

4.4.1 Determinacion de compuestos volatiles indicadores de la maturacion en
tequilas.

Se analizaron 4 diferentes tipos de tequilas como ya se mencioné en capitulo 3.5 de esta tesis,
tequilas blancos, reposados, afiejos y extra-afiejos. Para todas las muestras incluidas en la
realizacion de este trabajo de tesis se utilizé el proceso de extraccién y método de cuantificacién
por GC-TQMS en modo SIM descritos en la seccion 4.3.1 y 4.4.1 respectivamente. En la Tabla
16 se muestran los resultados obtenidos; se incluye el valor promedio con su respectivo valor de
desviacién estdndar (con base en tres replicas), todos expresados en microgramo de analito por
litro de muestra (ug/l). Es preciso mencionar que para todas las muestras analizadas siempre se
corri6 un blanco entre cada serie de muestras y curva de calibracion.

Tabla 16. Resultados de la determinaciéon de compuestos voldtiles en tequilas blancos y reposados,

se presentan los valores promedio con sus respectivas DE, obtenidos de tres replicas
independientes.

Compuestos volatiles indicadores de afiejamiento (pg/l)

Tequilas

2 3 4 5 6 7 8 9 10
B1 88.4+1.6 352405 20.4+0.2 ND ND 192+4 ND 26.6+0.7 22.7+0.4
B2 132+£2  51.2+0.8  31.6+0.3 ND ND 31846 ND ND 19.240.3
B3 86.0x1.5 23.8404  15.5+0.2 ND ND 194+4 ND ND ND
B4 52.6£0.9 6.62+0.10 6.10+0.06 ND ND 53.6£1.0 ND ND ND
B11 70.1£1.3  42.4+0.7 ND ND 47.5+0.6 ND ND ND 16443
R1 39247 42.6£0.6  49.240.5 22744 1346£16  280+5 892423  49.1+£1.3 6818120
R2 386+7 37.2+0.6  46.4+0.5 20944  1284+£15  258+4 945424  30.5£0.8 7808+137

R3 60611  51.0+0.8  64.3+0.6 311+6 1854422 43748  1093+28  135+4  9914+174

R4 1262 1262 31.740.3  69.2+1.2 69748 13943 530+13  18.5+0.5 2338+41
R7 15343 40.7+0.6 9.27+ 15.5+0.3 24943 17243 65.4+1.7 ND 15043
R11 249+5 75.8% 11.3+ 13.5£0.3  220+4 2114 33.0+0.8 10.6£0.3 1050+18
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Tabla 17. Resultados de la determinacién de compuestos voldtiles en tequilas afiejos y extra
afiejos, se presentan los valores promedio con sus respectivas DE, obtenidos de tres replicas
independientes.

Compuestos volatiles indicadores de afiejamiento (pg/l)

Tequilas
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Al 19941 44.8+1.2 31.1#04 53.6£0.9 5734  83.7+04 12185 344402 8080149
A2 180£1 546£15 10.4+0.1 49749 4323428 38242 216949 11541  13415+247
A3 337£2  79.0£2.1 56.2+0.7 90.1x1.5  878+6 1561 1638+7 51.1£0.3 120244221
A4 193+x1 122403 30.1+03  725+12 94046 183+2  4094+18 71.8+0.4  1984+37
A5 406+3  284+8  69.0+0.8 79.2x1.4 79145 215+1 796£3  93.6£0.6  3590+66
A7 239+1 44.3+1.2 27.740.3 21.7#04  286+2 146+1 21241 10.1+0.1 841£15
All 5752 65.241.7 64.3+0.8  311+5 185312 43743 109345 135+1 9914+182
El 22341 66.3£1.8 35.4+40.7 1914 158517  136+£2  2678+12 14243 1901423
E2 12241 46.9+1.2 ND 230+5 217423 137%1 905+4  43.5+0.8  6864+80
E3 3543 110£3  52.9+1.1  261+4 2145423  200+£2  3208+14 17743 2479429
E4 208+2 13.840.4 23.7#0.5 827£17 2766+30  382+4  6094+£26  190+4 3317439
E5 402+4 14844  77.1£1.6 15843  1324+14  186+2 1605+7  88.5+1.6  7842+92
E7 6165 12843  74.6£1.6 1684 137115  196%2 1805£8  73.2+1.3  6675+78

Nota: compuestos volatiles analizados (2) guayacol; (3) 4-metilguayacol; (4) 4-etilguayacol; (5) trans-
whiskey lactona; (6) cis- whiskey lactona; (7) eugenol; (8) vanilina; (9) apocinina y (10) siringaldehido.

De acuerdo con los resultados obtenidos para las diferentes muestras de tequila, se aprecia los
cambios en las concentraciones de los compuestos volatiles seleccionados como indicadores de
maturacion respecto al tiempo de afiejamiento, lo que sugiere que para la mayoria de ellos podria
existir una correlacién entre la concentracion y el tiempo que permanecen en las barricas de madera

durante el afiejamiento.
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De acuerdo con la descripcion presentada en la parte de introduccién, entre los procesos que
influyen en la composicién de los compuestos volatiles y semi-volatiles en el tequila durante la
maturacién se pueden mencionar: extraccion y solubilizaciéon de componentes de la madera, su
interaccién con los componentes propios del licor y la microoxigenacion recibida durante esta
etapa que da como resultado mayores concentraciones de los componentes volatiles indicadores

de la maturacion en el tequila tal como se observa en los resultados obtenidos.

En el caso de cis- whiskey lactona, este compuesto se encontro en altas concentraciones en tequilas
maduros (> 1.0 mg/l) mientras que en los tequilas blancos no fue detectado, en concordancia con
los datos de bibliografia donde se presenta a whiskey lactona como un compuesto tipico
encontrado en la madera de roble tanto francés como americano. Ha sido reportado que dicho
compuesto es adquirido durante la maduracion del tequila y también de otros tipos de bebidas
alcohdlicas tales como vinos, whiskey, cofiac etc.; su presencia es de suma importancia ya que su
concentracion equilibrada favorece las propiedades sensoriales confiriendo a la bebida un sabor

dulce con ligero sabor a coco [10-12].

Con el procedimiento propuesto, en el tequila blanco, practicamente no se detecté whiskey
lactona, vanilina, apocinina y siringaldehido, mientras que estos compuestos presentaron
relativamente a altas concentraciones en el tequila afiejo, confirmando su posible utilidad como

indicadores de la maduracion.

Para observar mejor los cambios de concentracion de cada uno de los compuestos entre los cuatro
tipos de tequila se obtuvieron valores promedio por cada uno de los grupos, los cuales se presentan
en la Tabla 18 junto con las respectivas desviaciones estindar. De esta Tabla queda claro que la
seleccién de los compuestos fue adecuada ya que la concentracion de cada uno de ellos aumenta

paulatinamente con el aumento del tiempo de maturacion.
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Tabla 18. Resultados obtenidos en el anélisis de compuestos volatiles, representados como valores
promedios por cada categoria de tequila: blanco, reposado, afiejo y extra afiejo, con sus respectivas
DE

promedio + DE, pg/l

analito
blanco reposado afejo extra-afejo

guayacol 86.0 £1.6 327 +4 259. +1 301 +2
4-metilguayacol 38.2 £0.6 459134 88.3 2.4 96.4 £2.0
4-etilguayacol 18.4 £0.2 40.6 0.6 41.3 £0.5 50.4 +0.4
trans-whiskey lactona ND 166 £2 292 £5 238 £5
cis-whiskey lactona ND 807 £3 1378 19 1663 +18
eugenol 180+ 4 214 4 229 1 197 £2
vanilina ND 644 6 1835 £2 2070 £8
apocinina ND 58.4% 1.5 83.510.5 86.8 £1.6
siringaldehido ND 5586 £12 3590 67 4349 £51

Especificamente, cis-whiskey lactona y vanilina presentaron los cambios de concentracion mas
marcados y concentraciones mds altas en el tequila afiejo. El tercer compuesto de interés es
siringaldehido, el cual aparentemente se forma al inicio del proceso de maturacién, pero después,
su concentracion disminuye probablemente debido a procesos de oxidacion. Siringaldehido podria

proponerse como un indicador distintivo del tequila reposado.
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4.5 Procedimientos alternativos de analisis en tequilas mediante FIA-ESI-
QTOF-MS y cap-LC-ESI-QTOF-MS.

El procedimiento GC-TQMS desarrollado en la primera parte del trabajo permitié realizar la
cuantificacién de nueve compuestos voldtiles seleccionados en el tequila, de manera rdpida y con
un bajo costo comparando con otros métodos existentes. Por otro lado, parecia interesante explorar
la posibilidad de determinar los mismos compuestos mediante sistema de espectrometria de masas
de alta resolucion con ionizacién por electro nebulizacion (ESI-QTOFMS), sin previa separacion
cromatografica, logrando un procedimiento ain mds atractivo en términos del desempefio

analitico, simplicidad y corto tiempo de adquisicion de datos.

4.5.1 Analisis de muestras por ESI-QTOF usando FIA para la cuantificacion de
muestras reales de tequila.

La introduccidn directa de la muestra a un espectroémetro de masas de alta resolucidn, por ejemplo,
con el sistema de separacion de quadrupolo y tiempo de vuelo y dispositivo de ionizacion por
electro nebulizacion (ESI-QTOF-MS), permite la identificacion/confirmacion y cuantificacion de
compuestos especificos incluso cuando la muestra es quimicamente compleja. Es por ello por lo
que la infusién directa es utilizada comtiinmente, a pesar de sus limitaciones tales como efectos de
memoria, supresion de sefiales por interferencias de ionizacion y falta de control de frecuencia de
inyecciones sucesivas. La factibilidad de la introduccién directa de la muestra por un lado y las
limitaciones del tipico sistema de difusién directa, han motivado a los investigadores utilizar el
concepto de andlisis por inyecciéon en flujo (FIA) para introducir la muestra a la fuente de
ionizacion en espectrometria de masas. En FIA, se mantiene el flujo constante de una solucién
portadora, realizando inyecciones de un pequeflo y constante volumen de muestra con una
frecuencia controlada. De esta manera, al sistema ESI-QTOF-MS entran segmentos de muestra,
produciendo fiagramas que pueden ser extraidos para cada uno de los valores m/z de interés. En
un fiagrama, se obtiene una serie de picos agudos y de anchura pequefia que representan
abundancia del ion en sucesivas soluciones inyectadas al flujo del portador; en estas graficas el eje
X corresponde al tiempo y en eje Y corresponde a la intensidad de la sefial (cuentas por segundo).

En esta parte de trabajo, se propone llevar a cabo la determinacién de los compuestos seleccionados
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anteriormente como indicadores de la maturacion usando FIA como introduccion de muestra al

sistema ESI-QTOF-MS.

4.5.1.1 Reactivos y muestras.

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico ya descritos en seccidén “3.1 Reactivos y
disolventes”; se utiliz6 acetonitrilo e isopropanol grado HPLC y agua desionizada (18.2 MQ cm,
Labconco Water PRO-PS.). Se prepar6 un mix de estindares que contenia guayacol, 4-
metilguayacol, 4-etilguayacol, Z/E whiskey lactona, eugenol, vanilina, apocinina y siringaldehido
a 1000 pg/l de cada uno de ellos en 40% v/v etanol. A partir de esta solucidn, se prepararon las
soluciones de calibracion. Se utilizé también formiato de sodio para la calibracién del equipo y
acido férmico para acidificar la solucién portadora. Se analizaron las mismas muestras que en la

parte anterior (GC-TQMS), comparado los resultados obtenidos mediante los dos procedimientos.

4.5.1.2 Pretratamiento de muestra y procedimiento por FIA-ESI-QTOF-MS

En primer lugar, es necesario resaltar que no se hizo ningun tratamiento previo del tequila, antes
de su introduccidn al sistema FIA, sin embargo, las soluciones de calibracion fueron preparadas

en 40 % de etanol, para simular la composicion de las muestras.

Como se muestra en la Fig. /7, el montaje del sistema FIA consistié en una valvula de inyeccion
Rheodyne con loop de inyeccion de 20 pl, conectada a una bomba del cromatdgrafo de liquidos
(Ultimate 3000 RLSC system, Thermo Scientific Dionex) de un lado y a la fuente ESI por otro
lado, mediante tubos PEEK (9 cm, 1/16”7, 0.005"" di., Agilent Life Science Part N° 5042-6461).
El espectrometro de masas fue maXis impact ESI-QTOF-MS (Bruker Daltonics). La solucién
portadora fue compuesta por 4cido férmico 0.1 % y acetonitrilo (25: 75 v/v), se mantuvo el flujo
de 200 pul/min y las muestras se introdujeron en intervalos de 0.6 min. ESI fue operado en modo
positivo con voltaje en el capilar de electro nebulizacién de 4500 V, voltaje de desplazamiento en
la placa de 550 V, el gas de secado fue N2 con flujo 4 I/min y temperatura de secado 180 °C, con
una presion en el gas nebulizador de 0.4 bar. Los datos fueron adquiridos con frecuencia de 0.5 Hz
cubriendo el intervalo de m/z 50- 400 (véase Tabla 19). Estas condiciones fueron establecidas

como las mejores para la adecuada integracion de los picos (con base en aprox. 15 puntos).
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Los pardmetros que tuvieron ser considerados fueron: (i) composicién de la solucién portadora,

(i1) velocidad de flujo, (iii) tamafio del loop y (iv) frecuencia de muestreo.

En cuanto a la solucién portadora, se realizaron pruebas con diferentes solventes y sus mezclas,
seleccionando finalmente 0.1% 4cido férmico con acetonitrilo (25:75), ya que, con esta
composicion, se aseguraba la solubilidad de los solutos, adecuadas condiciones de ionizacién en
ESI (+) y eficiente lavado del sistema entre inyecciones sucesivas con un corto tiempo de regreso
a la linea base después de cada segmento de muestra. El tamafio del loop y la velocidad del flujo
fueron establecidos con base en experimentos sistemadticos, bajo el criterio de lograr una buena
sensibilidad y adecuada integracion de los picos en fiagramas para cada uno de los analitos.

Tabla 19. Condiciones instrumentales establecidos para el anélisis de indicadores de afiejamiento
por FIA-ESI-QTOF-MS

Pardmetro Valor del parametro
Solucién portadora 75 % ACN: 25 % Agua Ac. F. 0.1 %
Velocidad de flujo 200 pl/min
Loop de inyeccién 20 pl
Fuente de ionizacién ESI (+)
Voltaje “offset” 550V
Voltaje en capilar de electro-nebulizacién 4500 V
Presion de gas nebulizador 0.6 bar
Gas de secado N2 4 ml/min
Temperatura de secado 180 °C
Modo de escaneo MS
Intervalo de m/z 50-400
Frecuencia de adquisicion 0.5 Hz

Los fiagramas fueron obtenidos extrayendo el ion de molécula protonada [M+H]" para cada
compuesto seleccionado con la anchura de la ventana de m/z £ 0.005, tal como se muestra en la

Tabla 20 con sus respectivas estructuras quimicas.
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Tabla 20. Iones monitoreados de compuestos seleccionados como indicadores de afiejamiento por
FIA-ESI-QTOF-MS.

Compuesto Estructura Quimica [M+H]*

OH
guayacol O:o _ 125.0597
4-metilguayacol )@[ 139.0507
4-etilguayacol \Q: _ 153.0910
Z/E whiskey lactona \/\I>: 157.1229

OH
O/
OH
(0]
(0]
(o]
:@\/\
OH
o/
(o]
j@)k 167.07003
~o
j@\&"

HO
eugenol ~o 165.0910
vanilina OYCE 153.0546
H
0
apocinina
HO
. HO
siringaldehido 183.0657
~o
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Figura 17. llustracién del sistema FIA-ESI-QTOF-MS montado en el laboratorio, con vélvula de
inyeccién Rheodyne y flujo del portador controlado por la bomba de carga de sistema HPLC.

Es preciso aclarar que también se realiz6 el andlisis en modo negativo, ya que al ser los analitos
en su gran mayoria compuestos fendlicos se esperaba tener una buena ionizacién en este modo;
sin embargo, cuando el mix de estdndares se introdujo a la fuente de ionizacién operando en modo
negativo, la abundancia de los iones fue baja y no todos los compuestos fueron detectados.
Finalmente, se consider6 que la presencia de formiato de sodio (como calibrador de masas) podria
favorecer la formacién de un tnico ion mayoritario para cada compuesto correspondiente a
[M+Na]* por lo que se ajusté la concentracion final a 1 mM de este compuesto en las soluciones
de calibracién. De manera inesperada, con este ajuste se observd la supresion de las senales
monitoreadas, por lo que se decidid llevar a cabo el andlisis solamente en presencia de etanol al 40

% v/v y sin ningun aditivo.

67



4.5.1.3 Proceso de calibracion y evaluacion de los parametros analiticos de la
metodologia FIA-ESI-QTOF-MS.

Una vez establecidas las condiciones FIA y las condiciones instrumentales ESI-QTOF-MS, se
llevo a cabo el proceso de calibracion. Primeramente, a partir de la solucién stock, se preparé una
solucién mixta de trabajo con concentracion 20 pg/ml de cada uno de los analitos y ajustado de la
misma manera a 40 % de etanol, a partir de esta solucién se realizaron diluciones consecutivas
para obtener los puntos de calibracién con concentraciones finales para la curva de calibracién de
2000, 1000, 500, 250, 100, 40 y 0 pug/l; se utiliz6 a la arginina como estdndar interno de tal manera
que su concentracion fuese de 500 pg/l en cada punto de calibracion. Un blanco siempre fue corrido
en paralelo con el andlisis de tres replicas en cada inyeccion. La arginina fue seleccionada como
estandar interno debido a que 2- acetil tiazol usado en procedimiento por GC-TQMS, no fue
detectado en las condiciones seleccionadas de ESI positivo, y con la caracteristica de que la

arginina es un aminodcido que no estd presente en el tequila.

Los fiagramas tipicos obtenidos para la inyeccion por triplicado de los seis puntos de calibracion
es presentado en la Fig. 18, tal como ya se mencioné antes, las fiagramas fueron obtenidos
extrayendo de espectros de masas los iones aductos [M+H]* de los indicadores de afiejamiento

como se muestra en la Tabla 20.

De los 9 compuestos volétiles que fueron determinados por GC-TQMS, con el procedimiento FIA-
ESI-QTOF-MS solo se logré la cuantificacion de los seis siguientes compuestos: 4-metilguayacol,
suma de dos isdémeros de whiskey lactona (debido al mismo valor de m/z de sus iones), apocinina,
vanilina y siringaldehido. Esta diferencia no debe ser preocupante ya que los seis compuestos
fueron més importantes indicadores de la maturacion del tequila de acuerdo con los resultados del
GC-TQMS, mientras que, para guayacol, 4-etilguayacol y eugenol, los cambios de concentracién
entre los diferentes tipos de tequila no fueron muy marcados (Tabla 18). En los fiagramas
presentados en la Fig. 18, se observa el aumento de las sefiales conforme aumenta la concentracion
del analito en la solucién, observdndose sin embargo pequefias fluctuaciones en la respuesta
instrumental para las inyecciones sucesivas del estindar interno. Estos cambios indican
fluctuaciones en la eficacia de ionizacion y por ello, la importancia de utilizar el estidndar interno

en la realizacion de anélisis por FIA-ESI-QTOF-MS.
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(d) vanilina m/z 153.0552 + 0.005
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Figura 18. Fiagramas obtenidos para la curva de calibracion de los seis compuestos con

concentraciones 40, 100, 250, 500, 1000 y 2000 pg/1 (estandar interno 500 pg/1). * Cada punto fue
inyectado por triplicado.
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La calibracion para cada uno de los compuestos fue realizada con base a tres réplicas de cada punto
de la curva. En la Tabla 21 y Tabla 22 se presentan las funciones de regresion lineal obtenidas
tanto con base en el drea como a la altura de la sefial normalizados por su respectivo valor de la
sefal del EI. Para cada uno de los analitos se evaluaron los principales parametros analiticos:
pendiente (S), R? y desviacién estdndar (DER).

Tabla 21. Ecuaciones de regresion lineal obtenidas con base en tres réplicas de cada punto. Se
presentan los valores promedios de las pendientes e intercepto. “Y” es sefial analitica del estdndar
normalizada por la sefial analitica del estdndar interno (ambas adquiridas como area de pico); “X”
es la concentracién del analito/ concentracién del estandar interno; “R*” — coeficiente de regresién;

“DER” — desviacion estandar relativa, calculada con base en los promedios de los factores de
calibracion individuales %.

Estandar Ecuacién R? DER %
4-metilguayacol y =0.0452 X + 0.0399 0.9960 2.3
whiskey lactona y =0.0545 X + 0.0208 0.9987 0.5
vanilina y =0.067 X + 0.021 0.9998 33
apocinina y =0.222 X +0.030 0.9982 2.9
siringaldehido y=0.189 X + 0.0399 0.9979 2.7

Tabla 22. Ecuaciones de regresion lineal obtenidas con base en tres réplicas de cada puto. Se
presentan valores promedios de las pendientes e intercepto. “Y” es sefial analitica de estandar
normalizada por la sefial analitica de estandar interno (ambas adquirida como altura de pico); “X”
es la concentracion del analito/ concentracion de estandar interno; “R*” — coeficiente de regresion;
“DER” — desviacion estandar relativa, calculada con base en los promedios de los factores de
calibracién individuales %.

Estandar Ecuacién R? DER %
whiskey lactona y =0.0498 X + 0.0675 0.9985 0.5
vanilina y =0.0622 X + 0.0312 0.9983 33
apocinina y =0.205 X +0.0517 0.9990 2.9
siringaldehido y =0.189 X +0.0399 0.9969 2.7

* 4-metilguayacol solo fue posible cuantificar a base de drea del pico
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Una vez obtenidos los pardmetros analiticos, se procedié a calcular los limites de deteccién y
cuantificacion con el objetivo de poder realizar una comparacion entre los dos sistemas(FIA-ESI-
QTOF-MS y GC-TQMS). En la Tabla 23 se presentan los valores LD y LC calculados para los
compuestos que pudieron ser determinados por FIA, en condiciones de calibracién como en las
muestras reales de tequila, es evidente que los valores de los limites de cuantificacion varian de un
compuesto a otro como se puede distinguir, encontrando que, para la mayoria de los analitos los
valores obtenidos son relativamente igual en magnitud que los obtenidos por GC-MS.

Tabla 23. Limites de deteccion (LD) y de cuantificaciéon (LC) evaluados en el procedimiento de
calibracion y en el andlisis de muestras reales.

Calibracion (ug/l)
Analito D IC
whiskey lactona 4.2 12.8
4-metilguayacol 4.8 14.6
vanilina 6.1 18.6
apocinina 11.2 34.1
siringaldehido 11.6 35.2
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4.5.2 Aplicacion del procedimiento desarrollado en el analisis de tequilas.

4.5.2.1 Determinacion de compuestos volatiles indicadores de maturacion en
tequilas por FIA-ESI-QTOF-MS.

En la Fig. 19 se presentan los fiagramas obtenidos para algunas de las muestras de tequila, las
cuales fueron inyectadas por triplicado, nétese que solamente se presentan resultados para los
tequilas blancos y reposados. En la Tabla 24 se muestran las concentraciones encontradas usando
para el célculo el drea de los picos; se incluye el valor promedio con su respectivo valor de
desviacién estdndar (con base en tres replicas), todos expresados en microgramo de analito por
litro de muestra (ug/l). Es preciso mencionar que para todas las muestras analizadas siempre se

corri6 un blanco entre cada serie de muestras y la curva de calibracion.

(a) 4-metil guayacol m/z 139.0760 + 0.005 471 (b) Whiskey lactona m/z 157.1229 + 0.005
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Figura 19. Fiagramas tipicos obtenido en el andlisis muestras de tequila: 7 blancos y 7 reposados,
obtenidos bajo las mismas condiciones de operacién y con iguales parametros de correccion (a) 4-
metilguayacol, (b) whiskey lactona, (c) apocinina y (d) siringaldehido.
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Tabla 24. Resultados de la determinacién de compuestos volatiles en tequila blanco y reposado
por FIA-ESI-QTOF-MS, se presentan los valores promedio con sus respectivas DE, obtenidos de

tres replicas independientes.

analitos tequila blanco (pg/l)

1 2 3 4 5 7 11
whiskey lactona 128 £3 2004  235%6 160 +4 182+5 248+x6 909 +18
vanilina 1220 £21 3125 £61 2862 £51 1843 £24 2942 £28 5357 £37 8025 85
apocinina 442+9  457+£8  411+£7 6349 806 £8 2131 £24 2804 +29
siringaldehido 2313 £23 2576 £24 2161 £19 2958 440 4001 £32 2314 £18 2818 £21

tequila reposado (pg/l)

1 2 3 4 5 7 11
whiskey lactona 2204 95714 316 %7 336 +6 332 +6 31445 1096 =19
vanilina 1261 £25 2593 £38 1924 +42 1877 £33 2692 £29 3518 £38 6934+112
apocinina 510£10 111217 1150425 833 +28 796 +£22 1659 +41 8886+128
siringaldehido 30+1 582 98 +2 46 +£2 94+3 551 #12 1724 £37

Comparando los resultados presentados en la Tabla 24 y Tabla 16, los resultados obtenidos por

los dos procedimientos no son consistentes, indicando interferencias provocadas por la

composicion del tequila. Efectivamente, en los cromatogramas registrados en el modo “basepeak-

pico base”, en la sefial mds intensa correspondiente a un tiempo dado se observan sefiales de

intensidad muy alta que no corresponden a ninguno de los analitos de la Fig. 20, confirmando el

problema de interferencias en el andlisis de muestras reales (que no se presentaron en las

soluciones de calibracion). De los picos de mayor intensidad que se obtuvieron en fiagrama de

pico base se extrajeron los espectros de masas para identificar al ion causante de las interferencias

y decidir cémo lograr su eliminacién de las muestras mejorando la exactitud de los resultados.
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Figura 20. Cromatograma adquirido en modo “basepeak” para los tequilas blanco (B) y reposado
(R), se indican los tequilas B5, B7, B11, R1 y R2 como las muestras con mayores intensidades y
probables interferentes.

4.5.2.2 Glucosa y fructuosa como interferentes en la determinacion de
compuestos volatiles en tequila por FIA-ESI-QTOF-MS

En la Fig. 21, se presenta el espectro de masas adquirido para un tequila afiejo, donde se observa

que el ion més abundante corresponde a m/z 203.0531.
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Figura 21. Espectro tipico de masas MS de las muestras de tequila, se observa el ion m/z 203.0531
como el ion més abundante, seguidos de 171.1002 y 141.0529.

Se procedio a la identificacion del compuesto abundante, obteniendo el espectro de masas/masas
(MS/MS) del ion 203.0531 y realizando una biisqueda en bibliotecas de bases de datos. En primer
lugar, con base en la masa exacta experimental y con ayuda de la herramienta SmartFormula del
software Compass DataAnalysis, se predijo la formula quimica condensada CsHi12OsNa con la
puntuacion 100 (tan alto “score” es indicativo de que la férmula propuesta corresponde a la del

compuesto analizado).
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Posteriormente, a través del complemento CompoundCrawler se obtuvieron las més probables
estructuras de los compuestos que presentan la misma férmula quimica condensada, los resultados
se presentan en la Fig. 22 mostrado la presencia de un monosacarido. Finalmente, la anotacién del
espectro MS/MS obtenido del ion 203.0539 mediante la herramienta MetFrag afirmé que el
compuesto podria ser una pentosa o una hexosa (Tabla 25). La busqueda en MetFrag fue realizada
con parametros para [M + Na]* del ion m/z 203.0539, usando base de datos KEGG con masa neutra
180.0639, intervalo de desviacién 5 ppm, Mzppm 10 y Mzabs 0.001. De esta manera, era posible
adjudicar las interferencias observadas en el andlisis por FIA-ESI-QTOF-MS a la presencia de
azucares simples (CsHi20¢). Parece probable que algunos fabricantes de tequila adicionan
monosacdridos a sus tequilas para mejorar las propiedades sensoriales. Esta prictica no es
permitida en la produccion del tequila y debe ser clasificada como una adulteracion del proceso,
ademds de que es un impedimento para la cuantificacion confiable de los compuestos de interés

mediante introduccidn directa del tequila al sistema ESI-QTOF-MS.

# Compound
Adducts, pos. |I‘~"I-H-|,I‘~"I-|Na v| [ Collect adducts 1 D-Glucose

2 D-ructose
Adducts, neg. | v|

3 D-Galactose
Measured mjfz | 203.0531 Tolerance: mDa * Charge: | 1 = 4 myo-Inositol

5 D-Mannose
Meas. mfz  # IonFormula mfz err [ppm] mSigma #Sigma  Score rdb e Cond & betaD-Glucose

203.0531 1 CBH12NaO6 203.0526 -2.3 10.8 1 100,00 0.5 even 7  L-Sorbose

g8 alpha-D-Glucose

3 D-Aldose

10 D-Hexosze

Figura  22. Resultados obtenidos de SmartFormula y bisqueda de compuestos en
CompundCrawler que explican el ion m/z 203.0539 como posible monosacarido.
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Tabla 25. Resultados obtenidos en MetFrag de las posibles estructuras moleculares a las cuales
corresponde el ion m/z 203.0531 (formula quimica CsH120g).

# Nombre Molécula Identificador Masa Formula Score
HO
OH
HO
1 D- Fructosa HO™ ° OH C00095 180.063 C¢H120¢6 1.0
OH
HO. ~_ LOH
2 L-Sorbose \(OLOH C00247 180.063 CeHi120s 0.961
OH
(0} OH
e
3 D-Glucosa HO I OH C00031 180.063 CsH120s  0.903

Para confirmar la identificacion de los compuestos obtenidos con base en sus espectros de masas,
es necesario utilizar estindares auténticos de estos compuestos para fines comparativos. En este
sentido, se realizé el andlisis por GC-FID de una mezcla de estdndares de glucosa, fructosa y etil
maltol (ion 141.0549). Para ello, se llevé a cabo una tipica reaccién de sililaciéon de grupos
hidroxilo presentes en los azucares con BSTFA o MSTFA, obteniéndose derivados volatiles y
térmicamente estables [66]. A continuacidn, se describe el procedimiento y los resultados

obtenidos de este analisis.

Para la derivatizacion de azucares, se tomaron 200 pl de tequila y se secaron en SpeedVac (45°C,
2 horas), al residuo obtenido se le agregaron 20 pl de piridina y 40 ul de BSTFA + TMCS 99:1
(reactivo derivatizante), la mezcla se dej6 en condiciones de reaccion a 60 °C durante 40 minutos,
para finalmente adicionar 200 pl de tolueno con el fin de resuspender los derivados formados e

inyectar 1 pl al sistema GC-FID.
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Las condiciones instrumentales utilizadas en el anélisis se resumen en la Tabla 26, los flujos de
gases en el detector fueron: aire 450 ml/min e hidrogeno 45 ml/min, Split 5:1, el programa de
temperatura en la columna se inici6 en 80 °C y se mantuvo durante dos minutos, en ese momento
se incrementd a razén de 16 °C / min hasta llegar a 240 °C, donde se mantuvo durante un minuto
para concluir la cromatografia con un tiempo total de 13 minutos. La temperatura del inyector fue
250 °C y la del detector de 300 °C. La columna capilar empleada fue una PE-XLB de Perkin Elmer
(30m x 0.25 mm x 0.25 pm).

Tabla 26. Condiciones instrumentales empleadas para andlisis de aztcares en muestras reales de
tequila posiblemente adulterados con glucosa o fructosa.

Parametro Condiciones seleccionadas
Inyector 1l
Temp. de inyector 250 °C
Split 5:1
Flujo de gas acarreador Hidrégeno 1 ml/min
Columna PE-XLB (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm)

°C/min Temp. °C Hold (min) Total (min)

Programa de temperatura del horno

- 80.0 2.0 2.0
16 240 1.0 13.0

Detector FID

Temp. de detector 300 °C

Se prepararon los estdndares de glucosa, fructosa y etil maltol, las soluciones mix fueron
preparadas en agua desionizada en un rango de concentraciones de 0.1 — 1.0 mg/ml para cada
analito y fueron analizadas de manera paralela a las muestras de tequila. Puesto que el objetivo fue
confirmar la identidad de azicares en el tequila y estimar sus concentraciones en el tequila, no fue

necesario llevar a cabo el proceso de calibracion.
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Figura 23. Fiagrama de cromatograma de ion extraido para el ion m/z 203.0531 de tequila afiejo,
se observa las muestras Al y A2 con un mayor contendido de azucar.

Para el analisis por GC-FID se seleccionaron dos tequilas afiejos Al y A2; en el andlisis por FIA-
ESI-QTOF-MS se observo que Al presentaba alta intensidad del ion m/z 203.0531, mientras que

el tequila A2 casi no contenia este ion (véase la Fig. 23).
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Figura 24. Cromatograma tipico de andlisis de aziicares en GC-FID: Negro- mix de glucosa,
fructosa y etil maltol de 0.5 mg/ml de cada uno de ellos. Azul- mix de estandares de 0.1 mg/ml;
Rojo- muestra de tequila A2.
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En la Fig. 24 se muestra el cromatograma obtenido del andlisis por GC-FID de dos mix de
estdndares (0.1 y 0.5 mg/ml) y una muestra real de tequila afieja (A2), observamos que la
concentracion de los analitos en el tequila fluctia en concentraciones aproximadas de 0.1 mg/ml,
con lo que se confirma la presencia de glucosa, fructosa y etil maltol en tequilas. Comparando los
fiagramas del ion m/z 203.0531 obtenidos para los tequilas A2 y A1, podemos extrapolar que en
el tequila A1l la concentracion de glucosa y fructosa podria llegar a valores aproximados de 10
mg/ml. Esto significa que por litro de Al se encuentran por lo menos 20 gramos de azicar entre
fructosa y glucosa, lo que claramente indica que el tequila afiejo Al es un tequila adulterado con
adicién de azicar y por tanto de mala calidad. Desde el punto de vista de utilidad del procedimiento
FIA-ESI-QTOF-MS propuesto en esta parte del trabajo, todas aquellos tequilas que son
adulteradas con azucares no pueden ser analizadas debido a interferencias en la ionizacion que

provoca errores en la cuantificacion de los analitos.

Para eliminar los interferentes, se propone un pretratamiento de muestra. Para lograr la remocion
de los principales interferentes polares tales como azucares, etil maltol, furfuraldehido y 5-
hidroximetil furfuraldehido, se intent6 usar el mismo pretratamiento de muestra que demostro su
utilidad en el andlisis por GCTQMS, sustituyendo en la etapa de extraccion el acetato de etilo por
acetonitrilo; sin embargo, para algunos tequilas la fase orgdnica recuperada presentd turbidez e
incluso se formaba un precipitado por lo que no fue una opcidn viable. Otra alterativa, fue llevar a
cabo limpieza de la muestra con ayuda de una trampa C18 para retener los compuestos de interés
y eliminar en un primer paso los potenciales interferentes que afectan el andlisis. Con esta
propuesta, se procedio a realizar un procedimiento modificado de anélisis por FIA-ESI-QTOF-MS
integrando una trampa C18 en el sistema de flujo, el disefio del sistema y los resultados obtenidos

se describen en el siguiente capitulo.
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4.5.3 Puesta a punto del sistema FIA-ESI-QTOF-MS integrando una trampa
C18 para limpieza de la muestra

En mayoria de las aplicaciones en espectrometria de masas, el sistema FIA ha sido utilizado para
el trasporte de la muestra. En este trabajo, se propuso la integracién de una etapa de limpieza de la
muestra mediante sorcion de los compuestos de interés en una trampa C18, eliminando los
potenciales interferentes de caricter polar (incluyendo azicares). Se esperaba que con este sistema
puediera lograrse la cuantificacién de los seleccionados indicadores de afiejamiento del tequila de

forma correcta.

4.5.3.1 Reactivos y muestras

Se utilizaron los mismos reactivos, solventes, las soluciones de estindares y las muestras de
tequilas que en las partes anteriores. Se utiliz6 una trampa C18 con dimensiones 0.5 mm x 0.3 mm

y tamaiio de particula 3 um (Agilent).

4.5.3.2 Puesta a punto del procedimiento FIA-ESI-QTOF-MS con trampa C18

Al integrar una trampa C18, es necesaria una dilucién de muestra, para lo cual se aplicé la dilucién
1:6 con una solucién al 0.1 % de TFA tanto para las soluciones de calibracién como para las
muestras reales, con el fin de obtener aproximadamente una concentracion de 5.7 % v/v de etanol,

favoreciendo la retencion de los compuestos de interés en la trampa.

El montaje se obtuvo modificando el sistema FIA utilizado anteriormente. Especificamente, se
eliminé la vélvula de inyeccion Rheodyne, realizando las inyecciones mediante auto muestreador
del cromatdgrafo de liquidos (Ultimate 3000 RLSC system, Thermo Scientific Dionex) el cual es
controlado por el software Hystar y permite la sincronizacién de las operaciones del sistema
cromatografico (sin columna) y del espectrémetro de masas maXis impact ESI-QTOF-MS (Bruker

Daltonics).
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Figura 25. Sistema de inyeccién de FIA-ESI-QTOF-MS usando una trampa C18, se presenta la
valvula de 10 puertos del cromatégrafo de liquidos Ultimate 3000 con configuracién 1-2 y 10-1

En la Fig. 25 se presenta la configuracion utilizada en una valvula de diez puertos para cargar la
muestra a la trampa, realizar su posterior elucion y transporte a la fuente de ionizacion. La posicion
1-2 se utiliz6 para cargar la muestra en la trampa (preconcentracién de los analitos y eliminacién
de compuestos polares); el volumen de inyeccion fue de 10 pl y la solucién portadora fue de 0.1%
de 4cido formico con 5% de acetonitrilo, manteniendo el flujo de 10 pl/min durante 2 minutos
(Tabla 27). Enseguida se hizo un cambio a la posicion 10-1, para eluir solutos retenidos y
transportarlos a la fuente de ionizacion. Esta etapa fue controlada por la bomba nano, utilizando
como eluyente la solucién de 0.1% de acido férmico: acetonitrilo (25:75) y el flujo de 10 pul/min
durante 1 minuto (Tabla 27), 1o que suma un tiempo total de 3 minutos por muestra.

Tabla 27. Condiciones de la solucién de flujo para bomba de carga y NC del equipo de HPLC; A-
HCOOH 0.1 %; B- ACN

NC bomba Bomba de carga
Flujo (ul/min.) %B Flujo (ul/min.) %B
1 10 75 1 10 5

Las condiciones instrumentales de andlisis en el espectrometro de masas obtenidas del tuning de

los analitos se presentan en la Tabla 28.
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Tabla 28. Condiciones instrumentales utilizadas para el andlisis de indicadores de afiejamiento
por FIA-ESI-QTOF-MS con trampa C18

Parametro Valor del parametro

Fuente de ionizacién ESI (+)
Voltaje “offset” 500V
Voltaje en capilar de electro-nebulizacién 4500 V
Presion de gas nebulizador 0.6 bar

Gas de secado N> 4 ml/min
Temperatura de secado 180 °C

Modo de escaneo MS
Intervalo de m/z 50-400

4.5.3.3 Calibracion y evaluacion de los parametros analiticos del procedimiento
FIA con trampa C18

Las soluciones de calibracion fueron preparados de manera similar que anteriormente se describio,
cubriendo las concentraciones de 1000, 500, 250, 100, 40 y 0 png/l de cada analito en 40% de etanol.
Utilizando una trampa C18, todas soluciones de calibracion y las muestras de tequila fueron
diluidas 7 veces para bajar la concentracion de etanol a 5.7 %. Es preciso mencionar que un blanco

siempre fue corrido entre la curva de calibracidn y el andlisis de muestras.

En las Fig. 26 y 27 se presentan las sefiales analiticas obtenidas para las soluciones de calibracion

y para las muestras de tequila, respectivamente.
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Figura 26. Sefiales analiticas obtenidas para las soluciones de calibracién usando una trampa C18
en el sistema FIA-ESI-QTOF-MS para concentraciones de 0, 62.5, 125, 250, 500 y 1000 pg/1 de
whiskey lactona, 4-metilguayacol y apocinina; y concentraciones de 0, 125, 250, 500 y 1000 pg/1
para siringaldehido, guayacol y vanilina. (La flecha roja indica el cambio de configuracién de
valvula).

Las funciones de calibracion se obtuvieron con base a tres réplicas de cada punto de la curva,
utilizando como sefial analitica el drea del pico del ion extraido. En la Tabla 29 se presentan las
funciones de regresion lineal y con ajuste cuadrdtico junto con los principales pardmetros
analiticos: pendiente (S), R? y desviacion estandar (DER). Para la cuantificacion, se utilizaron las

funciones de regresion lineal, excepto 4-metilguayacol para el cual se utiliz6 la funcidn cuadritica.
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Tabla 29. Ecuaciones de calibracion obtenidas utilizando el procedimiento FIA-QTOF-MS con
trampa C18. Se presentan los valores promedios de las pendientes e intercepto con base en tres
réplicas. “Y” es sefial analitica del estdndar definida con drea del pico; “X” es la concentracion del
analito en pg/l; “R?” — coeficiente de regresion; “DER” — desviacion estdndar.

Estandar Ecuacién R? DER %
0.9933 1.2
4-metilguayacol Y =5.67 x 10° X +4.53 x10°
0.9997 0.9

Y=-274X*+923x 10° X +4.14 x 10°

Y=321x10*X+2x 10° 0.9999 1.7

whiskey lactona
Y =-0.252 X%+ 783 X +3.73 x 10* 0.9996 2.4
Y=958x10°X+3.05x 10° 0.9999 1.5

apocinina

Y =754 X?>+3.11x 10°X -2.71 x 10* 0.9999 2.1
siringaldehido Y =6.314 x 10* X +8.72 x 10* 0.9995 3.3
Y=-999x103X*+632x 10° X +8.71 x 10° 0.9995 2.6
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4.5.4 Determinacion de compuestos volatiles indicadores de la maturacion en
tequila por FIA-ESI-QTOF-MS con trampa C18

En la Fig. 27 se observan las sefales analiticas obtenidos para los indicadores de la maturacién en

los diferentes tipos de tequila y en un mix de calibracién.
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Figura 27. Seiiales analiticas obtenidas en el anélisis de tequila utilizando el procedimiento FIA-
ESI-QTOF-MS con trampa C18, se presenta comparacion de las muestras reales de tequila y los
puntos de calibracién. Violeta - mix de analitos de calibracion 62.5 y 125 ng/l; Azul- tequila
blanco; Negro- tequila reposado, Rojo-tequila afiejo y Verde- tequila extra afiejo.

Al comparar la intensidad de las sefales con las obtenidos por FIA-ESI-QTOF-MS sin trampa en
Fig. 19 se pueden observar importantes diferencias, confirmando eficacia de la trampa en la
eliminacion de interferentes polares y esperando una buena concordancia de los resultados con los
obtenidos por GC-TQMS. Nétese en la Fig. 27 que para los tequilas blancos (color azul) la sefial
obtenida en la mayoria de los analitos de interés es casi nula, mientras que para los tequilas afiejos

(color rojo) se ve un incremento de la concentracion en los indicadores de afiejamiento.
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Los resultados de la determinacion de whiskey lactona (suma de dos isémeros), 4-metilguayacol,

apocinina y vanilina se presentan en la Tabla 30, 31 y 32 para tequila blanco, reposado y aiiejo,

respectivamente, comparando las concentraciones encontradas mediante dos procedimientos

(FIA-ESI-QTOF-MS y GC-TQMS).

Tabla 30. Resultados obtenidos en el andlisis de tequila blanco por GC-TQMS y mediante FIA-
ESI-QTOF-MS con trampa C18; se presentan los valores promedio con sus respectivas
desviaciones estdndar en base a tres réplicas.

Analito Metodologia B1 B2 BS B9 B11
GC-MS ND ND ND ND ND
whiskey lactona
C18 143 + ND 30.8 + 18.0 + 22.6 +
GC-MS 133 + 86.0 + - - 163 +
4-metilguayacol
C18 215+ 62.9 + - ND 122 +
GC-MS 26.6 £ ND ND ND ND
apocinina
C18 ND ND ND ND ND
GC-MS ND ND ND ND ND
vanilina
C18 132 + 116 £ 111 £ - 269 +

Tabla 31. Resultados obtenidos en el anélisis de tequila reposado por GC-TQMS y mediante FIA-
ESI-QTOF-MS con trampa C18; se presentan los valores promedio con sus respectivas
desviaciones estdndar en base a tres réplicas.

Analito Metodologia RS R10 E10
GC-MS 264 + 220 + 158 +
whiskey lactona
C18 320 + 134+ 121 £
GC-MS 75.7 + 78.9+ 88.4 +
4-metilguayacol
C18 79.0 = 74.3+ 138 +
GC-MS - 49.1 + 142 +
apocinina
C18 88.8 + 63.4 + 133 +
GC-MS - 338 + 1073 +
vanilina
C18 316 £ 330 + -
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Tabla 32. Resultados obtenidos en el andlisis de tequila afiejo por GC-TQMS y mediante FIA-
ESI-QTOF-MS con trampa C18; se presentan los valores promedio con sus respectivas
desviaciones estdndar en base a tres réplicas.

Analito Metodologia A2 A4 A6 A8 A10
GC-MS 1323 + 309 £ 287 + - 114 +

whiskey lactona
C18 874 + 234 + 301 250 + 131 +
GC-MS 122 + 152 + 264 + 65 + 284 +

4-metilguayacol
C18 162 + 139 + 220 + 84 + 213 +
GC-MS 115+ 72 + 94 + - 136 +

apocinina

C18 178 + 150 + 102 + 183 + 165 +

De manera general, se observa una mejor congruencia entre los resultados de GC-TQMS y FIA-
ESI-QTOF-MS con trampa C18 respecto la comparacion que se hizo anteriormente para el sistema
FIA sin trampa. Se concluye que la integracion de la trampa permitié mejorar el desempefio del
procedimiento FIA-ESI-QTOF-MS; sin embargo, la eliminaciéon de interferentes y/o la
retencion/elucién de los solutos en la trampa no fue eficiente por lo que el procedimiento no puede
recomendarse para fines cuantitativos en su version actual. En un trabajo futuro, es necesario afinar
las condiciones de retencion y elucion de los componentes de la muestra en la trampa. Si se logra
una buena concordancia de los resultados con los obtenidos por GC-TQMS, el procedimiento seria
atractivo en términos de minimo pretratamiento de muestra, posibilidad de preconcentracion,
automatizacion y corto tiempo de corrida (4 min), especialmente comparando con tiempo de
separacion cromatografia de 15.6 min. Una ventaja adicional es el simple y rapido manejo de datos

para cuantificacion, usando el software QuantAnalysis de Bruker.
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4.6 Estudio exploratorio: analisis de tequila enfocado en su discriminacion
dependiendo del grado de afiejamiento e identificacion de compuestos atipicos.

Como ultima parte del presente trabajo, se realizé un estudio exploratorio de los diferentes tipos
de tequilas utilizando el espectréometro de alta resolucién con ionizacién suave (ESI-QTOF-MS)
con previa separacion por cromatografia de liquidos en escala capilar (capHPLC) — una tipica
herramienta en estudios metabolémicos. Con base en los espectros de masas adquiridos durante la
corrida cromatogréfica, se hizo el andlisis estadistico enfocado a la discriminacion de tequilas de
acuerdo con el grado de afiejamiento. Es necesario sefialar que para este fin no es necesaria ni
identificacion ni cuantificacion de compuestos individuales, debido a que las herramientas
multivariantes solamente consideran y comparan los perfiles de elucién y los datos espectrales
adquiridos para los tequilas anotadas como blancos, reposados, afiejos y extra afiejos. En este
trabajo, se utiliz6 en primera instancia el método PCA para observar la estructura de los datos y
evaluar la factibilidad del andlisis discriminatorio. En la segunda etapa, se obtuvo el modelo de
discriminacién con ayuda del método de minimos cuadrados parciales (PLS). Finalmente, se
procedi6 también a la identificacién de compuestos clave, obteniéndose para ello los espectros de

fragmentacion de una serie de iones seleccionados a partir de los cromatogramas.

4.6.1 Analisis de tequilas por cap-HPLC-ESI-QTOF-MS

La preparacion de la muestra consistié en una dilucion 1:4, para ello se tomaron 200 pl de tequila
y se le agregaron 600 pl acido trifluoroacético (TFA) al 0.1 % v/v. El sistema capHPLC- ESI-
QTOF-MS consisti6 en el modelo Ultimate 3000 RLSC (Thermo Scientific Dionex) y del modelo
maXis impact ESI-QTOF-MS (Bruker Daltonics) - 1a foto del montaje se presenta en la Fig. 28 se
utiliz6 la misma trampa C18 que en la seccién anterior (5 cm x 0.3 mm, 5 pm) y una columna

capilar Halo C18 (15 cm x 0.3 mm, 2.7 um, Agilent Technologies).

La composicién de las soluciones de arrastre y gradientes empleados para las etapas de retencién
de metabolitos en la trampa y para su posterior separacion en la columna, se especifican en la
Tabla 33., mientras que en la Tabla 34, se presentan las condiciones de operacion del

espectrometro de masas durante el anélisis.
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Tabla 33. Condiciones de retencion de los compuestos en trampa (etapa controlado por la bomba
de carga) y de separacion cromatogréfica (etapa controlado por la bomba nano). Soluciones: A -

A- 4cido acético 0.1 % y B — acetonitrilo.

Bomba NC

Tiempo (min) Flujo (ug/l) %B

1 -0.5 3 15
2 0 3 15
3 17.5 3 95
4 18.0 3 95
5 20.0 3 15

Bomba de carga

Tiempo (min) Flujo (ug/l) %B

BN A W N =

-0.5
0
4.0
18.0
20.0

15 8
15 8
0 8
0 8
15 8

Tabla 34. Condiciones instrumentales utilizadas para el andlisis de tequilas utilizando cap-

HPLC-ESI (+)-QTOF-MS.

Parametro Valor del parametro

Velocidad de flujo 3 pul/min
Fuente de ionizacién ESI (+)
Voltaje “offset” 550V
Voltaje en capilar de electro-nebulizacion 4500 V
Presion de gas nebulizador 0.4 bar
Gas de secado N2 4 ml/min
Temperatura de secado 180 °C
Modo de escaneo MS
Intervalo de m/z 50-400
Frecuencia de adquisicion 0.5 Hz
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cap-HPLC-ESI (+)-QTOF-MS
Flujo 3 pl/min columna
I5cmx 0.3 mm x 2.7 pum

Figura 28. Ilustracién del sistema instalado para andlisis de tequilas por capHPLC-ESI (+)-
QTOF-MS.

La separacion cromatografica de los compuestos se realizé utilizando un tiempo total de 20
minutos, en el cual se adquirieron los espectros de masas en el intervalo de m/z de 50 - 400. Los
datos adquiridos pudieron utilizarse para la cuantificacion de nueve compuestos seleccionados
como indicadores de afiejamiento del tequila, para el andlisis de discriminacién de tequilas y
también para la identificacién de compuestos individuales. A continuacién, en la Fig. 29, se
presentan algunos ejemplos de cromatogramas de pico base, obtenidos para los diferentes tipos de

tequilas incluyendo un blanco, un reposado, un afiejo y un extra-afiejo.
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Figura 29. Cromatogramas de pico base obtenidos para diferentes tipos de tequilas mediante cap-
HPLC-ESI (+)-QTOF-MS. (Rojo- E4; Negro- R5; Verde- A11 y Azul- B3.)
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En esta Fig. 29 se observan claramente diferencias entre los perfiles de elucién de los iones mds
intensos entre los diferentes tipos de tequilas. En particular, el cromatograma del tequila extra
afiejo pone de manifiesto su composicién quimica més compleja comparando con los otros tres
tipos. Por otro lado, en la modalidad de pico base, el cromatograma representa la elucién del ion
mads intenso correspondiente a cada tiempo de retencion y estos datos son de poca utilidad para el
andlisis discriminatorio. A partir de los cromatogramas de iones totales y con ayuda de software
DataAnalysis (Bruker), se obtuvieron los cromatogramas desconvolucionados en los cuales se
reconocen compuestos individuales. El reconocimiento de sefales se realiza con base en los
tiempos de retencion y los datos MS y MS/MS, de manera de ejemplo, en la Fig. 30, se presenta

el cromatograma “dissect” obtenido para el tequila A2.
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Figura 30. Cromatograma “dissect” obtenido en el andlisis del tequila A2 por capHPLC-ESI- (+)-
QTOF-MS
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4.6.2 Analisis de datos capHPLC-ESI-QTOFMS por el método multivariante
PCA

Para el andlisis PCA, se tomaron en cuenta los valores del tiempo de retencién y las respectivas
intensidades de las caracteristicas moleculares obtenidas en el andlisis de cinco muestras para cada
categoria de tequila, cada una de ellas con dos réplicas técnicas (un total de 20 muestras y 40
cromatogramas). Con el fin de reducir la cantidad de datos (sin modificar su estructura), en la
primera instancia se construyo la tabla de “buckets” donde todos los datos son condensados y
ordenados definiendo los intervalos de m/z y del tiempo de cromatograma, esta operacion se realizo
con ayuda del programa ProfileAnalysis de Bruker. Posteriormente, las tablas fueron transferidas
al software The Unscrambler ® v7.5 para realizar el anélisis de PCA. El primer modelo PCA
obtenido se presenta en la Fig. 31, donde podemos notar que los dos primeros componentes
principales abarcan 79% de la variabilidad total de los datos, pero en la grafica de scores no se
observa una buena separacion de las muestras de acuerdo con su grado de afejamiento. Ademas,
en la grafica de X-loadings hay una variable que afecta fuertemente el modelo por lo que se decidi6

eliminar esta variable y repetir la construccion del modelo.
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Figura 31. Modelo PCA obtenido con base de las tablas buckets de 20 muestras con dos replicas
técnicas para cada uno de ellos, si eliminar ningiin dato. Azul-tequilas blancos; verde-reposados;
naranja- afiejos; rojo-extra afiejos
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Figura 32. Modelo PCA obtenido para las mismas muestras de tequila eliminando buckets con
valores excesivamente altos, pero que no se presentaron en todas los tequilas. Azul- tequilas
blancos; verde-reposados; naranja- afiejos; rojo-extra afiejos

En el segundo modelo PCA obtenido (Fig. 32), los PC1 y PC2 abarcaron 77% de la variabilidad
total de los datos y se observa una mejor separacion de las muestras, aunque en este anélisis se
detectaron otras dos variables que afectaron la distribucién de todas variables en la gréifica de X-
loadings. Finalmente, después de eliminar estas variables presentes solamente en algunas muestras
de tequilas y con intensidades altas, se obtuvo el tercer modelo PCA, el cual se presenta en la Fig.
33. En este modelo, los PC1 y PC2 describen 98% de la variabilidad total de datos, confirmando
la factibilidad de discriminacién de tequilas dependiendo del grado de su maturacion, con base en

los datos LC-MS.
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Figura 33. Resultado del PCA final obtenido después de eliminar todas las sefiales atipicas
caracteristicas de solo algunos cuantos tequilas, se observa la correcta agrupacién de los tequilas
de acuerdo con el tipo de categoria al cual corresponden. Azul- tequilas blancos; verde-reposados;
naranja- afiejos; rojo-extra afiejos.

4.6.3 Identificacion de compuestos “atipicos” detectados en tequilas por PCA

Con base en los resultados descritos en la seccidn anterior, parecia interesante identificar aquellos
compuestos que afectaron fuertemente a los dos primeros modelos PCA, por estar presentes
solamente en algunos de los tequilas analizadas en altas concentraciones... El primero de estos
compuestos fue la variable 1975 detectada en tabla de bucket (Fig. 37). La inspeccién manual de
los cromatogramas arrojo que esta variable corresponde al compuesto que se eluye con un tiempo
de retencion de 540 s (9.0 min) y forma en ESI el ion con m/z 274.5, de hecho, el mismo ion estd
presente en el cromatograma de pico base de la muestra B3 indicando buena congruencia entre los
diferentes tipos de andlisis de datos (Fig. 29). Para la identificacién, se utilizé la herramienta

MetFrag, de la misma manera como se hizo para la identificacion de azicares.
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Figura 34. Espectro de masas (MS) adquirido en tiempo de elucion del compuesto “atipico” en
el tequila B3 y el espectro de fragmentacion del ion m/z 274.2829
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Figura 35. Identificacién de N-lauril etanodiamina como compuesto “atipico” en el tequila B3
con base en la busqueda en MetFrag (fragmentacion del ion m/z 274.2829)

Mediante el analisis en la base de datos de MetFrag de los espectros de MS y MS/MS (Fig. 34) se
descubri6 que el compuesto al que corresponde el ion m/z 274.2829 es N-lauril etanodiamina (Fig.
35). Se concluye que el compuesto “atipico” encontrado en el tequila blanco B3 fue un
contaminante proveniente del proceso de lavado de las instalaciones debido a que es un tipico
componente de los champts y jabones. En la inspeccion de los cromatogramas de otras tequilas
producidas por el mismo fabricante, se detectd la presencia de trazas del mismo compuesto,

confirmando la inadecuada practica de lavado utilizada por esta empresa.

En el segundo modelo PCA (Fig. 32), las dos “atipicas” variables fueron 3951 y 4007;
correspondientes a los iones m/z 149.0242 y 205.0864 adquiridos en el minuto 17 del
cromatograma, la respectiva sefial se observa en el cromatograma “basepeak” presentado en la
Fig. 29 para el tequila E4. El espectro de masa adquirido en el minuto 17 del cromatograma se
presenta en la Fig. 36, donde aparecen cuatro iones aparentemente pertenecientes al mismo

compuesto, entre ellos los de m/z 149.0242 y 205.0864.
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Figura 36. Espectro de masas (MS) adquirido en el minuto 17 del cromatograma del tequila E4.
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Figura 37. (a) Identificacién del compuesto detectado en el tequila E4 con un tiempo de retencion
de 17 min. (a) busqueda mediante CompoundCrawler (DataAnalysis); (b) mecanismo de
fragmentacion del ion 279.1591.

Para la identificacion del compuesto presente en la muestra E4 se hizo uso de la herramienta Smart
Formula del software DataAnalysis la cual nos permitié asignar al ion m/z 279.1591 la férmula
quimica condensada Ci16H2304 con muy alto puntaje de coincidencia (“score” 100), dicha formula
junto con los iones de fragmentacién se envié a CompoundCrawler (incluido en DataAnalysis)
encontrandose al di-butil ftalato como compuesto con mayor coincidencia en el padrén de

fragmentacion con el observado experimentalmente (Fig. 37).
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Los ftalatos son compuestos contaminantes omnipresentes en el medio ambiente y en los
alimentos, debido a su amplio uso como plastificantes. De manera general, los ftalatos han sido
catalogados por la Organizacién Mundial de la Salud como disruptores endocrinos y diferentes
organismos legislativos a nivel mundial han establecido normas para evitar excesiva exposicion

de la poblacion a estos contaminantes.

Para confirmar la presencia de ftalatos, en este trabajo se llevo a cabo el andlisis de tequilas
utilizando el procedimiento desarrollado en un trabajo de maestria previamente realizado en el
grupo de investigacion titulado: “Uso de Cromatografia de gases con detector mdsico para la
determinacién de ftalatos en muestras medioambientales y en alimentos” [65]. Dicho
procedimiento consiste en la separacion de ftalatos este por cromatografia de gases con deteccion
por espectrometria de masas en tdndem y cuantificaciéon por monitoreo de reacciones multiples
(GC-TQMS/MS, MRM). En la Fig. 38 se presenta el segmento de cromatograma MRM obtenido
para la muestra E4, correspondiente a la elucion del di-butil ftalato junto con la sefial del estandar
de este compuesto con concentracion de 300 ug/l; este resultado confirma de manera contundente
la presencia de di-butil ftalato en el tequila E4. Cabe sefhalar que algunas compaiiias tequileras
aplican la aireacion del tequila durante su afiejamiento en las barricas de roble, para lo cual utilizan
probablemente mangueras de pldstico y esta podria ser una fuente de ftalatos en los tequilas. Es
importante mencionar que dibutilftalato fue detectado en los tequilas extra afiejos provenientes del

mismo fabricante, pero no en los tequilas con menor grado de afiejamiento.
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Figura 38. Cromatograma MRM por GC-TQMS que confirma la presencia de di-butil ftalato en
el tequila E4. Cromatogramas: azul- muestra E4; rojo- mix de estdndares 300 pbb
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4.6.4 Modelo PLS para prediccion de tequilas

4.6.4.1 Aplicacion del método de minimos cuadrados parciales (PLS1) para la
discriminacion de cuatro categorias de tequilas

Para el algoritmo PLS1 se utilizaron datos LC-MS obtenidos para diferentes categorias de tequila
que fueron anotados de la siguiente manera: (0) blancos; (1) reposados; (2) afiejos y (3) extra
afiejos. En la construccién del modelo, se generan variables latentes (componentes) que permiten
reducir la dimensionalidad de los datos LC-MS de tal manera que se colectan y usan datos de
mayor relevancia en la prediccién del tipo de tequila. La matriz X de variables independientes ha
sido conformada por los datos LC-MS adquiridos para 20 tequilas (5 de cada una de las categorias),
mientras que los valores Y correspondieron a las cuatro categorias de tequila. La prediccion se
realizé para 8 tequilas, sometiendo al modelo sus respectivos datos LC-MS. Cabe sefialar que para
construir el modelo PLS1 que permitiera la prediccién adecuada, era necesaria la eliminacién del
ruido (eliminado las sefales que presentaban bajos coeficientes de regresion, Fig. 39) y también
se eliminaron las sefiales de compuestos “atipicos” (descritos en la seccion anterior). El modelo
PLSI1 final se presenta en la Fig. 39, en la grafica de scores, se observa muy buena separacion de
las muestras de acuerdo con el grado de su afiejamiento (categoria). Para los dos primeros
componentes, el modelo cubre un 56% de variabilidad de los datos en la matriz X y un 98% de la
prediccion de los valores Y (categorias O - 4 de tequila). En la gréfica de coeficientes de regresion
aparecen las sefiales de mayor contribucién - mismos que fueron tomadas para construir el modelo,
la cantidad de estas sefiales es relativamente pequefia comparado con un total de los datos crudos

adquiridos en una corrida de capHPLC-ESI-QTOF-MS.

Finalmente, en la grafica de calibracion/prediccidon se demuestra el buen desempeiio del modelo,
ya que se obtuvieron valores muy similares de las pendientes y de los coeficientes de correlacion
en las dos etapas. El modelo PLS1 obtenido, se utilizé en la prediccion de la categoria para 8
tequilas, con base en datos LC-MS adquiridos para cada una de las muestras en dos réplicas
técnica. En la Fig. 40 se presentan los resultados de este anélisis donde podemos inferir la correcta

clasificacion de las muestras de tequila de acuerdo con la categoria a la que correspondieron.
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Cabe agregar que el mismo modelo podria utilizarse en la deteccion de muestras adulteradas con

composicion quimica diferente a las cuatro categorias incluidas en el modelo.
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Figura 39. Modelos PLS1 obtenido para la prediccion de categorias de tequila, con variabilidad
56 % de variabilidad de los datos en matriz X y 98 % de la prediccion de valores Y (categorias 0-
4 tequilas).
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Figura 40. Andlisis de discriminacién por PLS, modelo construido con base a 20 muestras de
tequilas (dos replicas técnicas de cada una), se presenta la prediccion de ocho muestras
desconocidas reportando valores de las predicciones, asi como sus respectivas desviaciones
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5. Conclusiones

El presente trabajo de tesis ha sido enfocado en el desarrollo y aplicacién de procedimientos
analiticos que permitan evaluar el grado de afiejamiento del tequila. De acuerdo con el objetivo, el
intento fue identificar compuestos volétiles indicativos de la maturacién del tequila y desarrollar
procedimientos analiticos para su cuantificacién, asi como buscar un modelo de discriminacién

entre tequilas blancos, reposados, afiejos y extra aiiejos.
El trabajo se realiz6 en cuatro etapas, llegando en cada una de ellas a las siguientes conclusiones:
Parte 1: Seleccién de compuestos voldtiles asociados con el proceso de maduracién del tequila.

Con base en un andlisis comparativo de los perfiles de eluciéon de compuestos volétiles/semi-
volatiles obtenidos mediante cromatografia de gases con detector masico en modo TIC, se
seleccionaron y posteriormente identificaron los siguientes compuestos asociados con el proceso
de afiejamiento: guayacol, 4-metilguayacol, 4-etilguayacol, cis-, trans- whiskey lactona, eugenol,

apocinina, vanilina y siringaldehido.

Parte 2: Puesta a punto de un procedimiento por GC-TQMS para la determinacién de los
compuestos asignados como indicadores del proceso de maturacién y su aplicacion en el andlisis

de tequila disponible en el mercado mexicano.

La novedad consistié en simplificacion de la etapa de tratamiento de muestra respecto estudios
anteriores, mediante extraccion y mejorada separacion de fases agregando cloruro de sodio al
sistema de tres solventes (agua y etanol contenidos en la muestra y acetato de etilo como
extractante). Para eliminar por completo el agua, a la fase organica se agreg6 sulfato de sodio y
carburo de calcio. En la adquisicion de la sefial se utilizé el monitoreo de iones selectivos (SIM),
logrando limites de cuantificacién para nueve compuestos en el intervalo 2.4 — 35.2 ng/l. Se
llevaron a cabo los experimentos de recuperacion, agregando a las muestras de tequila 100 pg/l y
1000 pg/l de cada uno de los analitos. Los porcentajes de recuperacion evaluados fueron
indicativos de una buena exactitud: 94.2 - 115 % y 89.7 — 118% excepto 135 % y 150% para
eugenol, respectivamente. Los resultados obtenidos en el andlisis de tequilas en cada una de las
categorias confirmaron la utilidad de los nueve compuestos seleccionados como indicadores de

proceso de afiejamiento del tequila.
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Los compuestos de mayor importancia fueron cis-whiskey lactona y vanilina ya que presentaron
cambios de concentracién mas marcados y concentraciones mas altas en los tequilas afiejos. El
tercer compuesto de interés es siringaldehido, el cual podria proponerse como un indicador

distintivo de los tequilas reposados.

Parte 3: Estudio de factibilidad del anélisis por inyeccion al flujo continuo como sistema de
introduccién de muestra para la determinacién de nueve indicadores de afiejamiento por ESI-

QTOF-MS.

Se mont6 un sistema FIA-ESI-QTOFMS obteniéndose una buena linealidad y sensibilidad de
calibracion para seis compuestos: 4-metilguayacol, suma de dos isomeros de whiskey lactona,
apocinina, vanilina y siringaldehido (0 — 2000 pg/l cada uno), con arginina como estandar interno;
sin embargo, el procedimiento no pudo ser utilizado en anélisis de muestras reales debido a
interferencias de matriz. Mediante andlisis por GC-FID, los principales interferentes fueron
identificados como azucares simples. Como estrategia de eliminacién de interferencias, en el
sistema FIA se integr6 una trampa C18 para retencion/preconcentracion de los solutos contenidos
en el tequila. Aunque esta estrategia era adecuada y se obtuvo un mejor grado de concordancia de
los resultados entre FIA-ESI-QTOF-MS con trampa y GC-TQMS respecto FIA sin trampa, el

procedimiento aun no puede ser recomendado para los fines cuantitativos en su version actual.

Parte 4: Andlisis de discriminacion de tequilas en funcién del grado de su afiejamiento, utilizando

datos crudos capHPLC-ESI-QTOFMS y herramientas de andlisis multivariante.

Se obtuvieron cromatogramas capHPLC-ESI-QTOFMS vy espectros MS/MS para cinco muestras
de cada categoria de tequila, cada una de ellas con dos réplicas técnicas (un total de 20 muestras y
40 cromatogramas). En primer lugar, los valores del tiempo de retencion y las respectivas
intensidades de “buckets” fueron utilizados para construir el modelo PCA. Este analisis permitid
detectar algunos compuestos atipicos presentes solamente en algunas muestras. Su identificacion
con base en el andlisis de datos espectrales y biisqueda en la base de datos revel6 la presencia de
ftalatos y de N-lauril etanodiamina. Una vez eliminados estos compuestos atipicos, asi como otras
sefiales de baja significancia en la estructura del totalidad de datos, se obtuvo un modelo PLS de
discriminacién. Este modelo fue validado, dejando fuera una muestra de calibracion a la vez,
obteniéndose los valores de las pendientes y de R? congruentes entre la etapa de calibracién y

validacion.
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En la prediccidén de ocho muestras de tequilas, se obtuvo correcta asignacion de la categoria de
cada una de ellas. De manera importante, para el andlisis de discriminacién no era necesaria ni la
identificacion ni la cuantificacion de los compuestos individuales, debido a que la herramienta
PLS solamente utiliza los datos instrumentales adquiridos para los tequilas anotadas como blancos,

reposados, afiejos y extra afiejos.

En resumen, los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis demuestran importancia de las
técnicas de espectrometria de masas en el andlisis del tequila en el contexto de su grado de
afiejamiento. Cuando el objetivo es conocer las concentraciones de los compuestos volatiles de
importancia en el proceso de afiejamiento, se recomienda el uso del procedimiento GC-TQMS en
modo SIM, sefialando como una ventaja importante el novedoso y simple procedimiento de
tratamiento de muestra. Por otro lado, para el andlisis discriminatorio, una opcién viable es el
modelo PLS obtenido en base del anélisis de una serie de tequilas por capHPLC-ESI-QTOF-MS.
Cabe también mencionar que, algunos fabricantes de tequilas emplean aditivos o procedimientos
que afectan de manera importante la composicion y deterioran la calidad de los productos; en este
trabajo se detectaron algunos compuestos atipicos y se sugirieron posibles fuentes de estos.
Finalmente, la integracion de la trampa C18 para la limpieza de la muestra y preconcentracion de
los analitos en un sistema FIA acoplado al ESI-QTOF-MS, podria ser una opcion atractiva para la
cuantificaciones de compuestos volétiles en el tequila con ventajas de simplicidad, rapidez, facil
adquisicién y manejo de datos, sin tratamiento de muestra; sin embargo, es necesario afinar las
condiciones experimentales para que este procedimiento proporcione resultados congruentes con

GC-TQMS en modo SIM.
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