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RESUMEN

El Tequila es una bebida alcohodlica derivada de las cabezas de agave de la especie tequilana
Weber variedad azul la cual solo puede ser cultivada en los territorios correspondientes a los que
la legislacion vigente sefiale la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012. Dentro de esto, el
tequila se clasifica de acuerdo con su tiempo de maduracién siendo blanco, joven u oro, reposado,
afiejo y extra-afiejo dentro de los cuales adquiere caracteristicas relacionadas a este proceso. En el
presente trabajo de investigacion se realizd la caracterizacion fisicoquimica y electroquimica de
diferentes bebidas de interés para obtener informacion fundamental que permita disefiar electrodos
especificos Utiles como sensores electroquimicos para evaluar la calidad de las bebidas alcoholicas.
La caracterizacion fisicoquimica consistié en cromatografia de gases y liquidos, espectrometria de
masas de relaciones isotopicas y espectroscopia de absorcion atomica. Se observo que los
parametros cromatogréficos declarados por las normas oficiales mexicanas vigentes deben
complementarse con otra técnica analitica para discriminar entre Tequila y muestras problema.
Los resultados anteriores se relacionan satisfactoriamente con los estudios electroquimicos. Los
voltamperogramas de pulso diferencial de las muestras de Tequila 100% agave en sus diferentes
clases mostraron tres sefiales caracteristicas: i) -0.05 V vs. Ag/AgClsa atribuible a la reduccion
de Cu?* a Cu° presente en la muestra; ii) 0.34 V vs. Ag/AgCleay relacionado con la fraccion
polifendlica que tiene actividad antioxidante; por tanto a la oxidacion de compuestos organicos
que contienen el grupo catecol, y iii) 0.50 V vs. Ag/AgClsa debido a la oxidacion del grupo
flavonoide presente en la muestra debido al proceso de maduracién; con estos resultados se
determiné el indice electroquimico de color para Tequila 100% agave, muestras problemas y

bebidas alcohdlicas provenientes de otras especies de agave.



ABSTRACT

Tequila is an alcoholic beverage derived from the agave heads of tequilana Weber blue
variety which can only be cultivated in the corresponding territories to which the current
legislation indicates the Official Mexican Standard NOM-006-SCFI-2012. Within this,
tequila is classified according to its maturation time such as silver, gold, aged, extra-aged,
and ultra-aged, within which it acquires characteristics related to this process. In the
present research work a physicochemical and electrochemical characterization of
different beverages of interest was carried out to obtain fundamental information that
allows the design of specific electrodes useful as electrochemical sensors for evaluating
the quality of alcoholic beverages. The physicochemical characterization consisted of gas
and liquid chromatography, gas chromatography coupled with isotope ratio mass
spectrometry, and atomic absorption spectroscopy studies. It was observed that the
chromatographic parameters declared by the current Mexican official standards must be
complemented with another analytical technique to discriminate between Tequila and
problem samples. The above results relate satisfactorily to electrochemical studies. The
differential pulse voltammograms of the Tequila 100% agave samples in their different
classes showed three characteristic signals: i) -0.05 V vs. Ag/AgClsat) attributable to the
reduction of Cu?* to Cu® present in the sample; ii) 0.34 V vs. Ag/AgClsay related to the
polyphenolic fraction that has antioxidant activity; therefore to the oxidation of organic
compounds that contain the catechol group, and iii) 0.50 V vs. Ag/AgClsay due to the
oxidation of the flavonoid group present in the sample due to the maturation process; with
this results, electrochemical color index was determined for Tequila and problem samples
and alcoholic beverages obtained from other agave species.
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Prefacio
Contenido y estructura de la Tesis

En la presente tesis se describe el desarrollo de un método electroanalitico para la
caracterizacion de muestras de Tequila 100% agave y sus distintas clases: Blanco,
Reposado, Afiejo y Extra afiejo; con la finalidad de obtener parametros electroquimicos
discriminantes hacia la busqueda de ser criterios analiticos auxiliares para garantizar la
calidad y autenticidad de la bebida hacia muestras no auténticas o de otra especie de

agave como Mezcal.

A lo largo de los capitulos que comprenden esta tesis, se abordan las diferentes técnicas
analiticas empleadas para la caracterizacion de la matriz fisicoquimica de la bebida
alcohdlica conocida como Tequila 100% agave, en la cual se realizan estudios para ser
técnicas discriminantes ante productos no auténticos llegando a no ser concluyentes. Se
ha optado por el uso de técnicas voltamperométricas para brindar una caracterizacion
electroanalitica de Tequila 100% agave y sus clases en las cuales se describe su estudio
mediante voltamperometria ciclica y voltamperometria de pulso diferencial. Junto a esto,
se ha realizado una caracterizacién con otras técnicas instrumentales las cuales han
demostrado precision, sensibilidad y exactitud en los analisis. Se muestra el desarrollo
de un método electroanalitico para contrastar las respuestas electroquimicas del Tequila
100% agave con muestras de estudio de productos no auténticos o pertenecientes a
otras especies de agave.

En el Capitulo | (Introduccién) se detalla de manera resumida la normativa mexicana
que destaca y resguarda a la bebida alcohdlica denominada “Tequila” y su clasificacion.
Se explica sobre la importancia del aseguramiento de la autenticidad y calidad del
Tequila haciendo un breve analisis de las diferentes técnicas que actualmente se han
sugerido para ser implementados como criterios de control, sin embargo, quedando
inconcluyente por diversos factores. Ademas, se explica, la importancia que han tenido
en los ultimos afios de las técnicas electroquimicas hacia la verificacion de productos
terminados en la Industria Alimentaria y su facilidad que demuestran ante otros métodos
para ser considerado un método para implementarse dentro de la verificacion continua
gue puedan de manera rapida y sencilla permitir diferenciar de productos apdcrifos o

manipulados con practicas ilicitas. Finalmente, se presenta la hipotesis de la

11



investigacion, junto a los objetivos, general y especificos, que se desarrollan a lo largo
de la presente Tesis.

En el Capitulo Il se desarrolla sobre los antecedentes de la presente investigacion.
Primero, se versa sobre la actual normativa mexicana que resguarda al Tequila, sus
clasificaciones y los criterios de control que actualmente son implementados por las
unidades de inspecciones para la validacion de la autenticidad del Tequila para su
comercializacion. Se establece el fundamento de las técnicas electroquimicas con las
cuales se desarrollo la presente investigacion brindando una explicacién de porque su
implicacion como técnicas sensibles para caracterizar esta matriz compleja. Asi como la
descripcion de las técnicas instrumentales que complementan el método electroquimico
gue permitieron la validacion de los hallazgos presentes en la caracterizacion
electroquimica de las muestras de Tequila 100% agave. Posterior, se abordan los
trabajos previos que varios grupos de investigacion han realizado para comprender
diversos fendmenos fisicoquimicos que permitieron caracterizar a la bebida con el
objetivo de auxiliar a las autoridades correspondientes para su discriminacién ante
productos apocrifos. Asi también, se aborda la discusion de estudios de otras bebidas
alcohdlicas en las cuales fueron empleadas diversas técnicas electroquimicas resaltando
las variables de estudio que permitieron la validacion del método electroquimico. Se
discute como demostraron ser discriminantes ante productos de procedencia

desconocida las cuales fueron confiscadas pero que presentan un perfil similar.

En el Capitulo Il y IV se describen las condiciones de operacion de las técnicas
analiticas utilizadas para la caracterizacion fisicoquimica del Tequila 100% agave y sus
clases, ademas de aquellas de caracter no autentico y otras especies de agave. Se
muestra la metodologia empleada para caracterizar las muestras mediante los criterios
de control que dicta la Norma Oficial Mexicana en la cuantificacion de los congéneres
(metanol, alcoholes superiores, aldehidos, ésteres y furfural) junto con los pardmetros
analiticos auxiliares de d3*C y 8'80 mediante espectrometria de masas de relaciones
isotopicas. Por otra parte, se describe las condiciones operacionales en las cuales se
realizaron los estudios electroquimicos mediante la técnica de voltamperometria ciclica.
A partir de la informacion obtenida de la voltamperometria ciclica, se permite realizar el

desarrollo de un método electroanalitico por voltamperometria de pulso diferencial
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evaluando variables de estudio (pH y concentracién) que permitan la obtencién de una
respuesta electroquimica reproducible. A partir de las metodologias establecidas y con
la informacion recabada se ha preparado el Capitulo IV en el cual se realiza un analisis
de las técnicas cromatogréficas y relaciones isotopicas para caracterizar el Tequila 100%
agave. Por el contrario, se establecen las condiciones Optimas para la evaluacion del
Tequila 100% agave, se definen los pardmetros electroquimicos (potencial, corriente y
amplitud), a partir de esto se evalian diferentes casos de estudio de las muestras no-
auténticas clasificandose en base a sus propiedades fisicoquimicas con la respectiva
clase que asemejan permitiendo concluir lo discriminante que resulta la técnica

respaldada bajo las otras técnicas instrumentales.

Por ultimo, en el Capitulo V se presentan las conclusiones y perspectivas,
respectivamente. Se destaca a partir de los resultados obtenidos los hallazgos obtenidos
dentro de la presente investigacion, estableciendo asi la implementacién del método
electroanalitico para el andlisis de las distintas clases de Tequila 100% agave y el
fendmeno asociado que conllevan las respuestas electroquimicas con el proceso de
maduracion que tiene el Tequila en barrica, estableciendo asi parametros
electroquimicos que permiten establecer un indice electroquimico para la diferenciacion

entre productos alcohdlicos que asemejan propiedades similares al Tequila
Los resultados de esta Tesis han sido preparado preparados para ser publicados como

articulo cientifico en una revista cientifica especializada de alto impacto y difusion

internacional.
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Capitulo I:
Introduccion
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1. Introduccién

En los ultimos afios, la Industria Tequilera ha demostrado tener un constante crecimiento
en la produccién de esta bebida siendo asi que en el afio 2021 se registr6 un aumento
de 10% y 60% en Tequila y Tequila 100% agave respectivamente teniendo como
resultado una produccion total de 527.1 millones de litros estableciendo un
posicionamiento e impacto econdémico de esta industria en los diferentes mercados
nacionales e internacionales. Con la finalidad de mantener criterios de control y calidad
gue permitan realizar el proceso de inspeccion dentro del proceso de produccion del
Tequila, la actual normativa mexicana (NOM-006-SCFI-2012) junto con los organismos
de conformidad encargados de realizar la validacion de la autenticidad del producto
mantienen parametros para regular el contenido de compuestos congenéricos presentes
en la bebida como son los alcoholes superiores, metanol, aldehidos, ésteres y furfural
realizados por la técnica de cromatografia de gases y liquidos [1]. Ademas de esto, se
realiza un proceso de inspeccion durante la produccion de la bebida en el cual el Consejo
Regulador del Tequila (CRT) es encargado de llevarlo a cabo a través de sus unidades
de inspeccion, sin embargo, los controles de calidad ante autoridades nacionales e
internacionales han demostrado la busqueda de técnicas complementarias que puedan
implementarse para la validacion de la bebida en términos de calidad y autenticidad
ademas de resultar ser discriminante con productos que han sido manipulados bajo
practicas ilicitas como la adulteracién y falsificacién de producto llegando asi a impactar

en diversos aspectos a esta industria como son lo econémico, social y politico.

Con esta finalidad de mantener criterios de aseguramiento de la autenticidad del Tequila,
diversos grupos de investigacion se han enfocado en utilizar técnicas cromatogréficas [2,
3], espectroscopicas [4—6] y electronicas [7-9] para la validacion de la calidad en la
bebida, sin embargo, actualmente han demostrado ser insuficientes en la discriminacién
entre clases, productos no-auténticos y bebidas destiladas provenientes a otras especies
de agave. Por ello, actualmente los controles de calidad han buscado diversas
estrategias alternas en las cuales se permita robustecer los pardmetros analiticos
abordando de manera sencilla, rapida y efectiva el analisis discriminante por medio de la
matriz fisicoquimica y los componentes que la conforman como es el proceso de
maduracion de la bebida debido al enriquecimiento de compuestos organicos volatiles y

fendlicos [10, 11].
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Esto se ha podido lograr debido al uso de técnicas electroquimicas en las cuales permite
realizar la validacién de un perfil electroquimico de la bebida [12], determinacion de la
composicion fisicoquimica [13] e identificacion de adulteraciones [14—-16] en diversas
bebidas alcoholicas como es el vino, brandi y cerveza. Con esto, el uso de la
electroquimica en el analisis de bebidas alcohdlicas se ha vuelto de gran importancia
debido a que se ha permitido evaluar en el brandi la capacidad antioxidante [14] atribuida
al perfil fisicoquimico de la bebida o la caracterizacion electroquimica del vino con la
finalidad de obtener un indice electroquimico que permita caracterizar entre bebidas
alcohdlicas relacionandose al color que esta bebida presenta [17, 18]. Siendo asi, una
estrategia novedosa en la cual permita realizar un analisis en cuestibn de minutos
permitiendo realizar los andlisis de manera in situ junto a que no se deben realizar

pretratamientos de la muestra.

La presente Tesis tiene el objetivo de establecer un método electroanalitico en el cual se
permita realizar el analisis de Tequila 100% agave y sus diferentes clases con el fin de
determinar asi parametros electroquimicos capaces de discriminar entre muestras
problema confiscadas por el CRT y mezcal previamente analizados por los métodos
oficiales (cromatografia de gases y liquidos), al igual que por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas de relaciones isotopicas. En base a esto, se podra
evaluar la factibilidad del método electroanalitico desarrollado en el presente trabajo de

posgrado ante otras técnicas instrumentales.
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1.1. Justificacién

En la Industria Tequilera, la producciéon de Tequila 100% agave mantiene un proceso
controlado bajo ciertos estandares de calidad con el objetivo de mantener un perfil
fisicoquimico que se confiere a lo largo de las etapas del proceso. Actualmente las
especificaciones que son empleadas para la evaluacion del producto terminado mediante
los métodos oficiales se han vuelto insuficientes para el aseguramiento de Tequila y
discriminacion de productos apdcrifos u adulteraciones. Por ello, se ha buscado el uso
de métodos auxiliares que permitan garantizar la calidad del Tequila y robustezcan al
actual proceso de inspeccidn evitando asi repercusiones que involucren un riesgo de
salud a los consumidores y afecten la imagen de la bebida en los mercados nacionales
e internacionales.

Por tal motivo, se propone realizar la caracterizacion del Tequila 100% agave (en sus
diferentes clases) mediante técnicas electroquimicas con la finalidad de brindar
parametros analiticos que permitan ser considerados como criterios de calidad hacia la
discriminacion de muestras problema y bebidas provenientes de otras especies de
agave. Para tal fin es necesario desarrollar una metodologia que permita evaluar el perfil
electroquimico de la bebida y sus diferentes clases para establecer asi parametros
electroquimicos obtenidas a partir de voltamperometria empleando electrodos de carbdn

vitreo.
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1.2. Hipotesis

Empleando técnicas electroanaliticas sera posible realizar una caracterizacion
electroquimica de Tequila 100% agave (en sus diferentes clases). A partir de los
resultados obtenidos se permitird definir parametros electroquimicos que robustezcan

los controles de calidad actuales encargados en evaluar el producto terminado

18



1.3. Objetivo general

Caracterizar mediante técnicas electroquimicas Tequila 100% agave en sus diferentes
clases proponiendo asi el desarrollo de un método para la discriminacion ante productos

alcohdlicos y bebidas

Objetivos particulares

e Caracterizar mediante técnicas cromatograficas las especificaciones
fisicoquimicas de las muestras de Tequila 100% agave, muestras problema

y mezcal, de acuerdo con lo establecido en la NOM-006-SCFI-2012

¢ Determinar mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas de relaciones isotopicas Carbono 13 y Oxigeno 18 que permitan
la validacion de muestras de Tequila 100% agave, muestras problema y

mezcales.

e Estudiar mediante técnicas electroquimicas la matriz de Tequila 100%
agave y sus diferentes clases para evaluar las respuestas electroquimicas

asociadas a la matriz definiendo asi parametros de analisis

e Evaluar el método electroanalitico para Tequila 100% agave realizando una
comparacién ante muestras problema y bebidas agavaceas.

e Analizar los resultados obtenidos por voltamperometria de pulso diferencial

ante las otras técnicas instrumentales evaluando la factibilidad del método

electroquimico
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Capitulo II:
Marco Teorico
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2. Marco tedrico
2.1. Antecedentes

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012 [1], el Tequila es una
bebida alcohdlica regional obtenida por destilacion de mostos, preparadas directa y
originalmente del material extraido, en las instalaciones de una fabrica de un productor
autorizado. El tequila se elabora a partir de Agave tequilana Weber variedad azul,
cultivada dentro de regiones protegidas especificas de México que constituyen al
territorio geogréfico de la Denominacion de Origen Tequila (DOT), mostrada en la Figura
2.1. De acuerdo con las normas mexicanas, el tequila tiene una clasificacion basada en
su categoria (tequila 100% agave y tequila) y sus clases (blanco, oro, reposado, afiejo y
extra afiejo). Segun datos reportados por el Consejo Regulador del Tequila (CRT) en
2021, la industria tequilera produjo 352 millones de litros y exporté a 120 paises, lo que
demuestra el éxito de la bebida entre los consumidores nacionales e internacionales.
Actualmente, la participacidon de la bebida en los mercados globales se concentra en el
continente americano, seguido de Europa, Asia, Oceania y Africa, siendo los paises mas
consumidores son Estados Unidos de América, Alemania, Espafia, Francia, Reino Unido,

Japon, Canada, Letonia y Sudafrica.

Tamaulipas (11 municipalities)

Aldama 7. Mante
Altamira 8. Nuevo Morelos
Antiguo Morelos 9.  Ocampo
Gomes Farias 10. Tula

Gonzélez 11, Xicotencatl
Llera

ISR AU

Guanajuato (7 municipalities)

Abasolo

Manuel Doblado
Cuerédmaro
Huanimaro
Pénjamo

Purisima del Rincén
Romita

NO A LN

Nayarit
(8 municipalities)

Ahuacatién

Amatian de Cafias

Ixtian del Rio

Jala

Xalisco Jalisco

San Pedro de Lagunillas (125 municipalities)
Santa Maria del Oro

Tepic ALL THE STATE

E~NONnsON

Michoacan (30 municipalities)

Brisefias de Matamoros 9. Chavinda 17 Chilchota 25. Jacona
Nuevo Parangaricutiro 10. Cotia 18. Ecuandureo 26, Numaran
Marcos Castellanos 11, Jiquilpan 19 Maravatio 27. Regures
Pajacuran 12. Periban 20. La Piedad 28. Tancitaro
Tangamandapio 13. Los Reyes 21. Sahuayo 29. Tinguindin
Tangancicuaro 14. Tocumbo 22. Tanhuato 30. Yurecuaro
Venustiano Carranza 15. Vila Mar 23. Vista Hermosa

Zamora 16. Zinaparo 24, Churintzio

ONODEWN

Figura 2.1. Ubicacion geografica de las regiones que otorgan la Denominacion de
Origen del Tequila (DOT)
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La industria tequilera tiene una estructura consolidada en su proceso de produccion,

estando definida por varias etapas principales como la coccion (hidrélisis), fermentacion,

destilacién, dilucion, filtracién, maduracion y embotellado. En la Tabla 2.1. se resume la

descripcion del proceso de produccién en el que varios grupos de investigacion han

estudiado para la identificacion de los pasos criticos durante la produccion del Tequila.

Tabla 2.1 Estudios en la evaluacion de la calidad del Tequila en sus diferentes etapas
de produccién

Etapa de Descripcion de la etapa  Estudios en la evaluacién Referencias
produccién de produccién de la calidad del Tequila
Cosecha La cosecha de la planta de L, [19-21]
. e Evaluacién del agave
Agave tequilana  Weber L
. en la produccién de
variedad azul debe ser dentro Tequila
del territorio de la DOT. '
o Evalt'Ja'cién del [22]
rendimiento de etanol
en el estudio de la
planta.
Hidroélisis y Se introducen la materia
extraccion prima cruda en un horno de
mamposteo u autoclave. Los
exudados son recolectados y
el agave hidrolizado es e Determinacion de
exprimido en molino de fructanos durante el [23]
rodillos. proceso.
e Determinacion de
compuestos de [24, 25]
Maillard en jugo vy
agave hidrolizado.
e Estudios de
parametros
operacionales para la [26]

mejora en la eficiencia
de extraccion.
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Tabla 2.1. (Continuacion) Estudios en la evaluacién de la calidad del Tequila en sus
diferentes etapas de produccién

Etapa de

Produccién

Descripcion de la
etapa de produccion

Estudios en la evaluacion

en la calidad del Tequila

Referencias

Fermentacién

A partir de la hidrélisis, se
obtienen los exudados vy
jugos. En esta etapa, existen
diversas variaciones en sus
condiciones:  relacion  de
agave/exudado, cepa, °Brix,
pH, tipo de tanque y tiempo de
fermentacion.

Estudio en el uso de
enzimas para la
mejora en la eficiencia
del proceso.

Identificacion y uso de
cepas durante el
proceso

Estudio de parametros
operacionales para la
generacion de
compuestos VOC's

Efecto de la eficiencia
en fermentacion

Estudio del proceso de
produccion a
diferentes escalas

Adiciéon de nutrientes
para la mejora en el
rendimiento de la
etapa

(27]

[28-31]

[31-33]

[34-36]

[28, 37, 38]

[39, 40]
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Tabla 2.1. (Continuacion) Estudios en la evaluacién de la calidad del Tequila en sus
diferentes etapas de produccion

Etapa de Descripcion delaetapa Estudios en la Referencias
produccion de produccién evaluacion en la calidad
del Tequila
Destilacion Durante el proceso de e Andlisis de alcoholes [19, 41]
destilacion, ocurren  dos superiores en
etapas: “cabezas” y “colas”
Primera destilacién o}
destrozamiento:  Contenido e Estudio de la
alcohdlico de 25-30% vi/v. evaluacion en [42]
El producto obtenido se llama diferentes  columnas
ordinario. de destilacién
Segunda destilacion:
Conocida también como e Evaluacion de
rectificacién, el contenido prototipos para [43]
alcohdlico aumenta en un obtener un ahorro
55% (v/v). El producto energético
obtenido se denomina
Tequila.
Maduracién Proceso adicional en el cual e Evaluacién de VOC’s
se confiere  propiedades durante tiempo de [44—-46]
organolépticas especificas en maduracion
la bebida. En este se coloca
en barricas de roble o encino e Evaluacién de VOC’s [47]
Tequila clase blanco el cual minoritarios
queda en un proceso de
afiejamiento y reposo en la e Evaluacién de las
bodega de la empresa hasta relaciones isotépicas [48, 49]

que se alcance el tiempo
determinado.

de 0 B8C y 0 80
durante el tiempo de
maduracién

La autenticidad y trazabilidad del Tequila se establecen a través de una inspeccion
permanente que realiza el CRT en las instalaciones de los productores autorizados de
Tequila, verificando el proceso de produccién en todas sus etapas, de acuerdo con la
NOM-006-SCFI-2012. Sin embargo, en la actualidad, el consumo de Tequila se ha
incrementado en mayor volumen, siendo comercializado en méas paises alrededor del
mundo demostrando asi que es un producto exitoso teniendo un aumento en el nimero
de consumidores; por consiguiente, se deben establecer y fortalecer controles de calidad
para su ingreso a los paises que se importan, principalmente en tres importantes areas
de impacto que son: calidad, inocuidad y autenticidad del Tequila. Debido a lo anterior,

en los Ultimos afios se han documentado en medios nacionales e internacionales
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numerosos casos de falsificacion de Tequila en diferentes partes del mundo, lo que ha
llevado a la destruccion de estos productos en Estados Unidos de América, Uruguay,
Grecia, Francia, Alemania y Chile. Esto representa una pérdida econdmica para la
industria ocasionando que estas bebidas adulteradas afecten las ventas e imagen del
Tequila [50]. Ademas de que pueden llegar a ocasionar un riesgo a la salud de los
consumidores, debido a que en estos productos alcohdlicos llega a existir un riesgo a la

salud debido a la presencia de ciertos compuestos [51, 52].

En algunos casos, el CRT ha demostrado que los productos falsificados corresponden a
la manipulacion quimica de bebidas mediante la adicion de compuestos quimicos como
metanol, alcoholes superiores, ésteres y aldehidos. Como resultado, se consigue un
producto formulado que pueda cumplir con los pardmetros cromatograficos y
fisicoguimicos establecidos por las normas oficiales, aun cuando la matriz analizada no
sea un producto autentico, demostrando asi una insuficiencia de métodos analiticos
actuales para detectar productos no auténticos. Por ello, numerosos grupos de
investigacion han desarrollado nuevos métodos analiticos para combatir estas practicas

ilegales.

2.2. Técnicas analiticas empleadas con fines de autenticidad en el Tequila

Como se mostré anteriormente en la Tabla 2.1, el proceso de produccion de tequila
consta de varias etapas con problemas especificos de calidad alimenticia que han
demostrado ser significativos para establecer un criterio de control. No obstante, se han
detectado y decomisado productos falsificados durante la comercializacion en la que las
técnicas analiticas deben enfocarse en determinar parametros que permitan identificar
las bebidas auténticas de las bebidas falsificadas. Por lo tanto, evaluar la autenticidad
del Tequila aun necesita una solucién que permita a los productores y autoridades
federales acreditar que es original y genuino, ya que actualmente se realiza por un
proceso de inspeccion en el cual se busca que este acompafiado de un criterio auxiliar
gue permita una validacién analitica. Varias investigaciones se han centrado en evaluar
el perfil fisicoquimico [53] o discriminar con otro tipo de bebidas seleccionadas [54]. Sin
embargo, las técnicas han evolucionado y se han propuesto nuevos métodos analiticos
para determinar marcadores, huellas dactilares o parametros adicionales que

demuestren la sensibilidad y especificidad del tequila en comparacion con otras bebidas.
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Por esta razon, las técnicas analiticas se han clasificado en tres grupos: cromatograficos,
espectroscopicos y electronicos, que abarcan diferentes enfoques siendo algunas
estrategias empleadas para el analisis del tequila como: quimiometria, cartas isotépicas,

trazadores metalicos y compuestos organicos volatiles.

2.3. Estudios empleando técnicas cromatograficas

Los primeros estudios cientificos fueron enfocados a salvaguardar la autenticidad del
Tequila basandose en la determinacion de analitos de interés presentes en la matriz
alcohdlica estableciendo limites permisibles los cuales se llevaron a cabo mediante
cromatografia de gases y liquidos. Considerando los avances, se logré definir dentro de
las normas oficiales el andlisis de aldehidos, metanol, ésteres y alcoholes superiores
mediante cromatografia de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama. Por el
contrario, el andlisis de furfural se realiza mediante cromatografia de liquidos. En la Tabla
2.2 se presenta una compilacion de los trabajos de investigacion reportados en literatura
encaminados a salvaguardar la autenticidad del Tequila mediante técnicas

cromatograficas.

Tabla 2.2. Evaluacién de la autenticidad del Tequila empleando técnicas de

cromatografia de gases y liquidos
Técnica analitica Matriz Analito de interés Referencia

Cromatografia de gases Tequila 100% agave 175 compuestos fueron [55]

acoplada a un detector de clase Blanco (n=1) detectados; entre ellos, mas de 60

guimioluminiscencia de compuestos se identificaron como
azufre (GC-SCD), odorantes teniendo un impacto en
ionizacion de flama (GC- las propiedades fisicoquimicos.
FID) y espectrometria de Entre estos compuestos se
masas (GC-MS) destaca el isovaleraldehido, 2-

fenil etanol, B-damascenona vy

vainillina.

Cromatografia de gases Cachaca, ron, Esteres, terpenos y aldehidos [54]
bidimensional acoplada a vodka, gin y tequila

espectrometria de masas (n=n/s)

con un detector de tiempo

de vuelo (GCxGC/TOFMS)
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Tabla 2.2. (Continuacion) Evaluacion de la autenticidad del Tequila empleando
técnicas de cromatografia de gases y liquidos

Técnica analitica Matriz Analito de interés Referencia
Cromatografia de gases Tequila 100% agave 2/3-metilbutanol, acido decanoico [56]
acoplada a espectrometria clase Blanco, y acetato de 2-feniletil
de masas (GC-MS) y Reposado y afiejo
acoplada a olfatometria (n=n/s)

(GC-0)
Cromatografia de gases y Raicilla, sisal, 2-metoxi-4-metil-fenol y 2-metil-5- [57]
técnica headspace con tequila, bacanora, (1-metiletil)-fenol
micro extraccion en fase sotol, pulque, (n=1
sélida acoplada a de cada wuna) vy
espectrometria de masas mezcal (n=4)
(HS-SPME-GC-MS)
Cromatografia de gases y Tequila 100% agave Metanol, 2-/3-metil-1-butanol y 2- [58]
cromatografia iénica (n=31), tequila feniletanol
(n=25), mezcal
(n=10), sotol (n=16)
y bacanora (n=13)
Cromatografia liqguida de Tequila 100% agave Acido galico, 5-(hidroximetil)-
alta resolucién con (n=9) 3 de cada furfural, acido 3,4-
detector de arreglo de clase siendo blanco, dihidroxibenzoico, vainillina,
diodos (HPLC-DAD) reposado y afiejo. siringaldehido, sinapaldehido, [2]
De Tequila (n=6) confieraldehido, acido vainillinico,
siendo 3 blanco y 3 acido siringico, acido ferdlico y
reposado. escopoletina.
Cromatografia liquida de Tequila 100% agave Acido siringico, vanilico, acido
alta resolucion con (n=22) siendo de 3,4-dihidroxibenzoico y [11]

ionizacién por
electrospray-trampa de
iones con espectrometria
de masas (HPLC- ESI-
ITMS)

cada clase blanco
(n=6),
(n=12) y afiejo (n=4).

reposado

compuestos fendlicos

27



Tabla 2.2. (Continuacion) Evaluacion de la autenticidad del Tequila empleando

técnicas de cromatografia de gases y liquidos.

Técnica analitica Matriz Analito de interés Referencia
Técnica de headspace por Tequila 100% agave Se aprecié una diferenciacion
microextraccién fase sélida (n=69) siendo  entre clases mediante derivados
con cromatografia de clasificadas dentro de furano, alcoholes superiores y [59]
gases acoplada a de sus respectivas acetato de etilo (compuestos
espectrometria de masas clases: blanco organicos volatiles)
(HS-SPME-GC-MS) (n=22), oro (n=12),

y cromatografia liquida de reposado (n=23) y

alta resolucién con afiejo (n=12)

detector de arreglo de

diodos (HPLC-DAD)

Micro extraccion de fase Tequila 100% agave Esteres etilicos [60]
sélida (SPME) y clase blanco, oro,

cromatografia de gases reposado y afiejo

acoplada a espectrometria  (n=n/s).

de masas (GC-MS)

Cromatografia de gases Tequila (n=28) para Guaiacol, 4-Metilguaiacol, 4-

acoplada a espectrometria cada clase fueron; etilguaiacol, trans-whiskey

de masas (GC-MS) con blanco (n=7), lactona, cis-whiskey lactona, [61]
monitoreo de iones reposado (n=7), eugenol, vainillina, apocinina,
seleccionados (SIM) afiejo (n=7) y extra siringaldehido

usando una extraccion afiejo (n=7)

liquido-liquido por

precipitacion inducida por

sal

n=nUmero de muestras analizadas; n/s= no especificado

El uso de la cromatografia como herramienta analitica para la determinacion de
contaminantes, compuestos organicos volatiles y otros compuestos claves que
previamente se han analizado con éxito siendo una excelente técnica analitica para la
autenticidad de los alimentos [62]. Una de las etapas criticas en el analisis de la bebida
son las técnicas de extraccion en las cuales, debido a la complejidad de la matriz, el
rango de aplicacion y analisis costo-efectividad son esenciales para demostrar la

confiabilidad de analizar los compuestos organicos volatiles que se encuentran en
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niveles traza (bajas concentraciones) que pueden usarse como marcadores para indicar

una clasificacidn entre las clases de tequila y bebidas apdcrifas.

2.4. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de
relaciones isotdpicas
Para asegurar la autenticidad de la bebida, desde la década del 2000 y en los ultimos
afos, se inicio el estudio de la identificacion de trazadores de autenticidad para la
autenticacion del Tequila en sus diferentes clases, utilizando algunas técnicas como la
resonancia magnética nuclear y la cromatografia de gases por espectrometria de masas
de relaciones isotépicas (GC/IRMS). Debido a esto, Thomas et al., (2010) [63] utilizaron
una técnica analitica para determinar el deuterio mediante el fraccionamiento de isétopos
naturales especificos del sitio mediante resonancia magnética nuclear (SNIF-NMR) en
los carbonos CHs y CH2 del etanol. Los resultados mostraron este método ser Util para
la deteccion de adicion de azlcares previamente no detectados (cafia y maiz). No
obstante, se debe robustecer el analisis sobre un mayor nimero de muestras ya que este

estudio solo se realiz6 sobre 24 muestras.

Se han realizado varios estudios para regular ciertos compuestos que afectan la salud
de los consumidores. Un compuesto que sin duda ha sido evaluado como parametro ha
sido la concentracién de acroleina, en el que Kachele et al., (2014) [64] desarrollaron un
método usando micro extraccion en fase solida con headspace usando cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (HS-SPME/GC-MS) y resonancia magnética
nuclear (RMN). Se utilizé la técnica de RMN para evaluar la estabilidad del compuesto
en soluciones hidroalcohdlicas, luego el HS-SPME/GC-MS fue la técnica utilizada para
detectar el compuesto en muestras reales como el Tequila, resultando confiable y de
gran sensibilidad en su cuantificacion, por lo que es posible utilizarlo como criterio de
calidad. Sin embargo, las muestras analizadas fueron solo siete, por lo que aun falta un

mayor nimero de muestras para determinar su importancia o relevancia.

La posibilidad de utilizar otras técnicas como relaciones isotopicas por espectrometria de
masas fue estudiada en la investigacion de Aguilar-Cisneros et al., (2002) [65] que
consistié en headspace por microextraccion en fase sélida (SPME) y una columna PLOT

en un cromatografo de Gases con espectrometria de masas de relaciones isotdpicas
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(IRMS) en dos modos: “Combustion” (HRG-C-IRMS) y “Pirdlisis” (HRG-P-IRMS) para
obtener las proporciones isotopicas de Carbono 13 expresadas en relacion a Vienna Pee
Dee Belemnite ((d *Cveps) y Oxigeno 18 se expresaran en relacién con el Vienna
Standard Mean Ocean Water (5*8Ovswmow), respectivamente. El estudio se realizé con
muestras en las que el contenido de etanol era de Tequila previamente autenticado
(n=14), Tequila comercial (n=15) y de otras bebidas espirituosas (n=23). Los valores
encontrados en Tequila 100% agave clase blanco para la relacion isotopica Carbono 13
(0 3Cvrps) fueron de -12.1 a -13.2 %o, mientras que para la categoria Tequila el rango
estuvo entre -12.5 a -14.8 %.. Para este caso, las proporciones isotopicas de Oxigeno 18
(d 8Ovsmow) se encontraron valores en un intervalo de +22.1 a +22.8 %o para Tequila
100% agave, y Tequila en un intervalo de +20.8 a +21.7 %.. Sobre el mismo tema,
Fonseca-Aguifiaga et al., (2020) [66] realizaron una caracterizacién isotopica para
Tequila (n=75) y Tequila 100% agave (n=145), ambos clase blanco, las muestras
analizadas fueron proporcionadas por el CRT, seleccionadas por asignacion
proporcional considerando el total de productores activos de Tequila. Los resultados
obtenidos para d'3Cveps mostraron que el 96% de los datos se encontraron entre -12.0
a -13.5 %o, lo que puede estar relacionado con la planta utilizada como fuente de azucar
0 materia prima para la obtencién de la bebida, en el caso del Agave tequilana Weber
variedad azul, su principal caracteristica es segin su metabolismo que se adapta a
ambientes secos, siendo el Metabolismo de las Acido Crasulaceas (CAM), una via
particular para fijar el CO2 atmosférico. Por otro lado, los datos experimentales de
5'80vsmow mostraron que el 96 % de los resultados de los datos estaban en el rango de
+16.0 a +24.5 %o, o que se puede atribuir como un parametro para determinar en qué
region se produjo la bebida. Adicionalmente, para muestras seleccionadas, se realiz6 el
andlisis para determinacion de cobre por Absorcion Atémica, teniendo como resultado
para Tequila y Tequila 100% agave, diferencias en sus valores < 0.4 mg L. A partir de
los resultados obtenidos se construyé una tabla analitica utilizando como limites un rango
de 5'3Cvrps = -12.0 a -13.5 %o y un rango de concentracion de cobre =0a2 mg L™ La
tabla analitica propuesta arrojo una sensibilidad y especificidad del 100% para diferenciar
tequila de mezcal, bacanora, raicilla, asi como alcoholes de cafia de azucar, maiz, uvay
muestras no auténticas que el CRT decomisé. El método analitico propuesto establecio

limites maximos y minimos permisibles para '3Cvrps, 5¥0vsmow y contenido de cobre,
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lo que permite clasificar al Tequila auténtico con 100% de efectividad del Tequila
auténtico 100% agave clase blanco de producto que no lo es.

A partir de los resultados anteriores, es posible establecer nuevos parametros analiticos
gue sustenten a la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012 (Tabla 2.3.) debido a
que 5*3Cvrps puede estar relacionado con la planta utilizada como fuente de aztcar para
alcohol (Agave tequilana Weber variedad azul, planta procedente del metabolismo CAM
para reducir al minimo la fotorrespiracién). La técnica analitica propuesta permite
distinguir con gran exactitud el Tequila y Tequila 100% de agave con otras bebidas
alcohdlicas, incluyendo bebidas no-auténticas y otras pertenecientes a otras especies de
agave como la bacanora, el mezcal y la raicilla. Por otro lado, el 3®Ovsvow esta
relacionado con el tiempo de maduracién de la bebida [49] debido a la reaccion de
oxidacién que sufre la bebida durante el proceso de maduracion, la cual puede resumirse

en la formacién de acetaldehido, acido acético y acetato de etilo [48].

Tabla 2.3. Parametros analiticos auxiliares para determinar la autenticidad de la fuente
de azUcar utilizada para la produccion de etanol (3*3Cvrpg) y tiempo de maduracién de
la bebida (3*Ovsmow).

. O 3Cvppe (%o) 0'®0vsmow (%eo)
Bebida
Min Max Promedio  Min Max Promedio
Tequila 100% agave clase Blanco -13.38 -12.30 -12.84 17.38 21.66 19.52
Tequila 100% agave clase Reposado -13.25 -12.43 -12.84 18.65 22.43 20.54
Tequila 100% agave clase Afiejo -13.20 -12.52 -12.86 19.42 23.48 21.45

2.5. Estudios espectroscépicos para validar la autenticidad en el Tequila

Como se discuti6 anteriormente, las técnicas de cromatografia se han utilizado
ampliamente para determinar trazadores organicos como compuestos volatiles,
compuestos fendlicos 0 compuestos aromaticos que podrian distinguir el tequila de otras
bebidas. Sin embargo, el Tequila tiene un perfil fisicoquimico en el que se han realizado
varias investigaciones para evaluar trazadores inorganicos que enriquecen esta bebida
para demostrar diferencias significativas entre Tequila como son sus categorias, clases
0 incluso establecer diferencias entre bebidas producidas a partir de otras especies de

agave (mezcal, bacanora, raicilla, sotol) o bebidas falsificadas. Se han utilizado
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diferentes técnicas espectroscopicas para conseguir estos objetivos debido a su

sencillez, facil manejo, cortos tiempos de andlisis y alta fiabilidad. Como en apartados

anteriores, la Tabla 2.4 muestra una recopilacién de los estudios mas importantes que

han realizado las técnicas espectroscopicas.

Tabla 2.4. Estudios empleando técnicas espectroscopicas para el andlisis de calidad y

autenticidad en Tequila

Técnica analitica

Matriz

Analito de interés

Referencia

Espectrometria de masas Tequila (n=13) y 19 metales y metaloides

con plasma acoplado Tequila 100%

inductivamente (ICP-MS)

UV-Vis

Espectrometria de
emision optica con
plasma acoplado
inductivamente (ICP-
OES)

agave (n=27) con
diferentes clases
siendo blanco
(n=20), reposado
(n=20), afiejo (n=9)

Tequila and
Tequila 100%
agave clase blanco
y Mezcal (n=82
muestras de
Tequila y 23 de

Mezcal)

Tequila 100%
agave (n=121) vy
cuatro clases
siendo blanco
(n=44), oro (n=20),
reposado (n=40) y
afiejo (n=17),
ademéas se tiene
mezcales afiejos
(n=9)

Compuestos furanicos (furfural,

2-acetilfurano y 5-metilfurfural)

Doce metales

[67]

[68]

(69]
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Tabla 2.4. (Continuacion) Estudios empleando técnicas espectroscopicas para el

analisis de calidad y autenticidad en Tequila

Técnica analitica

Matriz

Analito de interés

Referencia

Espectroscopia

Fluorescencia

UV-Vis

UV-Vis

UV-Vis

Tequila (n=5),
Tequila 100%
agave

blanco, reposado y
afiejo (n=10 de
cada clase).
Muestras apdcrifas
(n=5),

etanol, agua
destilada y
metanol.

Tequila y Tequila
100% agave con
muestras de
Blanco y Reposado
(n=39 muestras de
Tequila Blanco y

41 de reposado)

Tequila  (n=170)
para cada clase
corresponde

Blanco (n=65),
reposado (n=53),
afiejo (n=39) vy

extra afiejo (n=13)

Tequila (n=170) en
donde para cada
clase corresponde
de blanco (n=65),
reposado (n=53),
afiejo (n=39) vy

extra afiejo (n=13)

4 longitudes de onda (255, 330,
365, and 405 nm)

Espectro UV-Vis con estudio

guimiométrico

Espectro UV-Vis con analisis
por quimiometria (PCA, SIMCA,
KNN, PLS, and PCA-DA)

QDA, PLS-DA, PLS-KERNEL,
SVM, and CPANN

[52]

[4]

[70]

[71]
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Tabla 2.4. (Continuacion) Estudios empleando técnicas espectroscépicas para el

analisis de calidad y autenticidad en Tequila

Técnica analitica Matriz Analito de interés Referencia
Espectroscopia de Tequila 100% Analisis por PCA mediante [6]
infrarrojo por agave (n=12) y compuestos volatiles (metanol,
transformada de Fourier Tequila (n=23). acetato de etilo, propanol,

(FTIR) Otras muestras isobutanol y 2-/3-metil-1-butanol

Raman

Raman

MALDI-TOFMS e ICP-MS

fueron analizadas
siendo Blanco
100%

brandi de agave y

natural,

licor de agave.

100%

(blanco,

Tequila
agave
reposado, y afiejo)
(n=1)
Tequila clase
blanco y reposado
(n=15), bebidas
destiladas, agua
destilada y etanol
(n=4)

Tequila (n=10)
clase

Blanco, reposado,
afiejo y extra

afiejo.

Dos longitudes de onda (532 y [5]
785 nm) en la basqueda de
marcadores para evaluar

maduracion

Estudio cualitativo para evaluar [72]
el contenido alcohdlico
Cobre y plomo [73]
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2.6. Estudios mediante técnicas electrénicas para el aseguramiento de la

calidad y autenticidad en el Tequila

Previos trabajos de investigacion se han centrado en el andlisis de diferentes muestras

demostrando asi ser de gran utilidad para la investigacion. Por ello, el uso de

cromatografia y espectroscopia dentro de los laboratorios de investigacién son las

principales herramientas de analisis para estudiar muestras complejas. Sin embargo, ha

habido un gran interés en evaluar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas mediante

otras técnicas o0 parametros analiticos utilizando sensores, sefales fotoacusticas,

propiedades dieléctricas o electroquimica. Se ha podido establecer ciertos factores para

evaluar la calidad de la bebida. En la tabla 2.5 se presenta el resumen de las técnicas

utilizadas para brindar una caracterizacion del Tequila y Tequila 100% agave utilizando

meétodos electrénicos y electroquimicos

Tabla 2.5. Estudios enfocados en la calidad y autenticidad del Tequila mediante

técnicas electronicas

Técnica analitica Matriz Analito de interés Referencia
[74]
Voltamperometria de Tequila (n=n/s) Cobre
Redisolucién anddica
Voltamperometria Tequila (n=1), Cobre [75]
diferencial de pulsos con Cachaca (n=3),
redisolucién anddica e Gin (n=1) y Vodka
ICP-OES (n=1)
Ojo electrénico Tequila 100% Andlisis por RGB (Rojo, verde y [76]
agave blanco azul
(n=8), reposado
(n=12) y afiejo
(n=5)
Tequila 100%
Sonda coaxial agave (n=9) y Propiedades dieléctricas en el [77]

destilados

agavéaceos (n=3)

rango de frecuencia de

microondas
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Tabla 2.5. (Continuacion) Estudios enfocados en la calidad y autenticidad

del Tequila mediante técnicas electronicas

Técnica analitica

Matriz

Analito de interés

Referencia

Propiedades

fisicoquimicas

Fotoacustica pulsada

Resonancia del plasmon
de superficie (SPR)

Sensores de capa
delgada de ZnO

Sensor de fibra 6ptica
recubierto con una
pelicula delgada de

nanovarillas de 6xido de
ZnO

Peliculas de nanovarillas
ZnO

Muestras de
Tequila (n=53)
dividido en blanco
(n=53), oro (n=5),
reposado (n=29) y

afiejo (n=8)

Tequila and
Tequila 100%
agave blanco

(n=10) y reposado
(n=1)

Tequila blanco
(n=4), reposado
(n=8) y afiejo
(n=4). También se
analiz6 tonayan,
muestra apdcrifa y

mezcal.

Tequila reposado
(n=4) y licor de

agave (n=1)

Tequila clase

blanco (n= n/s)

Tequila clase
reposado con
diferentes mezclas

de metanol (n=n/s)

pH, viscosidad, conductividad,

densidad, velocidad del sonido

e indice de refraccion

Senales fotoacusticas

Ancho y posicién SPR

Fraccion volatil

Andlisis de concentracion de

metanol en Tequila

Metanol

[78]

[7]

[79]

(80]

(9]

[8]

n= numero de muestras analizadas; n/s= sin especificar

36



2.7. Técnicas electroquimicas en el analisis de bebidas alcohdlicas

Las técnicas electroquimicas han recuperado la atencién por su uso en el analisis de
bebidas alcohdlicas para establecer criterios especificos para la determinacion de la
calidad. En el caso del Tequila, pocos estudios han considerado el uso de estas técnicas,
teniendo como Unico objetivo su uso para analizar metales como el cobre en el que sus
ventajas son: cribado rapido, menor tiempo de andlisis y mas accesible; en este caso,
las técnicas electroanaliticas aplicadas han sido la voltamperometria de redisolucion
anddica (ASV) [74] y la voltamperometria diferencial de pulsos de redisolucién anddica
(DPAdSV) [75]. Ambas técnicas son una comparacion efectiva con otros métodos como
ICP-OES, donde el limite de deteccién y el rango de concentracién utilizando un sensor
de bajo costo como los electrodos de pasta de carbon han sido una excelente alternativa
para reemplazar equipos y metodologias complejas que necesitan capacitacion y mayor

comprension de como funciona el instrumento.

En los ultimos afios, se ha comenzado con el desarrollo de los métodos electroquimicos
en diferentes industrias con la finalidad de brindar deteccion y determinacién de
paradmetros que permitan establecer resultados fiables en muestras complejas siendo asi
una técnica rapida, eficaz y fundamentada que pueda respaldar y acreditar la
autenticidad de una bebida. Previamente se han realizado ensayos electroquimicos
empleando técnicas de cronoamperometria y voltamperometria de pulso diferencial para
evaluar la calidad de Brandi a través de parametros antioxidantes dentro de los cuales
se realizaron ensayos teniendo condiciones de 0.1 M Buffer de fosfatos a pH 3.0
reportando la oxidacion de ciertos compuestos organicos que impactan en las
propiedades fisicoquimicas de la bebida como: acido gélico, siringaldehido, &cido
elagico, coniferaldehido y vainillina en una ventana de potencial de 0.2 a 1.2 V vs
Ag/AgClsay [14]. También se han realizado estudios para investigar ciertos compuestos
organicos presente en bebidas alcohdlicas que pueden impactar en la salud del
consumidor como es la histamina en el cual se analizo en cerveza, vino blanco vy tinto
dentro del cual las condiciones experimentales fueron 0.1 M de buffer de fosfatos pH 6.0
mediante voltamperometria ciclica y de pulso diferencial en una ventana de potencial de
0.40 a 1.60 V vs Ag/AgClsar con el cual el pico de oxidacion se aprecio a 1.25 V. Dentro
de las conclusiones de esta investigacion se aprecio el uso de la técnica electroquimica
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de voltamperometria de pulso diferencial como criterio de control de calidad ante la
determinacién de este analito en productos comerciales teniendo buena respuesta

electroquimica asociada a la concentracion de la histamina [16].

También se ha reportado su uso para la deteccion de moléculas como benzilpiperazina
(estimulante) en bebidas alcohdlicas como vodka, whisky y vino blanco dentro del cual
con las condiciones experimentales de un soporte electrolito de buffer Britton-Robinson
pH 5.0 con las técnicas electroquimicas de voltamperometria ciclica y pulso diferencial
en una ventana de potencial de 0.1 a 1.2 V [15]. Esto ha permitido que se realicen
diversos estudios electroguimicos capaces de brindar una caracterizacion
electroquimicas en bebidas alcohdlicas en la cuales permita realizar una validaciéon y
entendimiento de como un perfil voltamperométrico es capaz de establecer un criterio de
regulacién para la comprension de diversos fendmenos fisicoquimicos presentes en las
diferentes bebidas alcohdlicas haciendo que la ciencia de alimentos se ve cada vez con

un mayor refuerzo [12].

Por ultimo, da Silva et al. (2021) establecieron el uso de electrodos simples, rapidos con
una respuesta electroquimica rapida para la determinacién de tiramina presentes en
vinos brasilefios, con ello, a partir de electrodos hechos con lapiz de grafito, en
condiciones experimentales de solucion buffer 0.1 M de fosfatos pH 7.4, se realiza un
estudio electroquimico completo que permite establecer mediante técnicas
electroquimicas como Voltamperometria la importancia que ha tomado la electroquimica
como criterio de calidad y diferenciador ante productos apécrifos o adulterados siendo
asi una de las nuevas estrategias ante este nuevo escenario de nuevos métodos de

deteccion de pardmetros analiticos para la autenticacion de bebidas alcohdlicas [81].

Estos estudios han demostrado el uso de las técnicas electroquimicas como estrategia
para el aseguramiento de la calidad y autenticidad en diferentes bebidas alcohdlicas
teniendo asi, de manera rapida y sencilla, la obtencion de una respuesta electroquimica
gue pueda asociarse con el perfil fisicoquimico de la bebida y realizar una discriminacion
ante productos apdcrifos. Por ello, en el presente trabajo de investigacion se realiz6
mediante técnicas voltamperometricas la determinacion de un perfil electroquimico para

Tequila 100% agave (en sus diferentes clases) que nos permita realizar una
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discriminacion entre clases asociadas al proceso de maduracién. También, se plantea
realizar mediante técnicas electroanaliticas la distincion e identificacion de productos
alcohdlicos que fueron confiscados bajo la Unidad de Inspeccion del CRT debido a
ciertos criterios a lo establecido por la normatividad mexicana. Para evaluar la factibilidad
del método electroquimico se realizaron estudios comparativos discriminantes entre las
actuales técnicas oficiales encargadas de validar el perfil fisicoquimico del Tequila
(cromatografia de gases y cromatografia de liquidos de alta resolucion) ademas de los
actuales criterios auxiliares que validan la categoria y tiempo de maduracion de la bebida
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de relaciones
isotdpicas.
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Capitulo IlI:
Materiales y metodos
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3. Materiales y métodos
3.1. Muestras

3.1.1. Muestras de Tequila 100% agave

Se han utilizado muestras de Tequila 100% agave de dos empresas productoras
ubicadas en la region Valles y Ciénega. Se analizé una muestra de cada una de las
empresas correspondientes a cada una de las diferentes clases de Tequila (S: Blanco,
A: Reposado, EA: afiejo y UA: extra afiejo). Las abreviaturas de las clases de Tequila se
han realizado en base a la nomenclatura definida en inglés. Se denominé a este grupo

como (grupo-T).

3.1.2. Muestras problemay Mezcal

A continuacion, se describen las muestras empleadas para evaluar el uso de la técnica
de voltamperometria en muestras que no son Tequila 100% agave siendo dos grupos
(grupo-PSy grupo-M).

El grupo-PS corresponde a muestras problema incautadas por la unidad de inspeccion
del CRT, las cuales no cumplen con los criterios de cumplimiento de la Norma Oficial
Mexicana NOM-006-SCFI-2012. La nomenclatura S, A, E y U presentada en las
muestras correspondientes al grupo PS se definié en funcién de la similitud cromatica
con muestras auténticas de las clases blanco, reposado, afiejo y extra afiejo,

respectivamente.
Finalmente, para estudiar las diferencias entre las bebidas alcohdlicas producidas a partir

de diferentes especies de agave, se estudio el grupo-M, correspondiente a muestras de
Mezcal clase blanco.
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3.2. Caracterizacién fisicoquimica del Tequila
3.2.1. Analisis por Cromatografia de gases

El contenido de metanol, alcoholes superiores, ésteres y aldehidos se determindé de
acuerdo con la metodologia descrita por NMX-V-005-NORMEX-2018[82]. Se determiné
el contenido de ésteres, alcoholes superiores, aldehidos y metanol. El andlisis se realizo
en un cromatografo de gases Agilent 7890B acoplado a un detector de ionizacion de
llama y un muestreador automatico con inyeccion capilar. Se utilizé una columna Agilent
J&W DB-WAX Ul de 30 m por 0.25 mm y 0.25 uym. El horno se programé con una rampa
de temperatura a partir de 34 °C durante 4 min, con incrementos de 10 ° C min'! hasta
alcanzar una temperatura de 160 °C. Luego, se program0 una segunda rampa con
incrementos de 15 °C mint hasta alcanzar los 200 °C y se mantuvo constante durante 3
min. En todos los casos, se inyectoé un volumen de muestra de 1.0 yL en un modo dividido
con una relacion dividida de 30: 1 usando nitrégeno como gas portador con un flujo
volumétrico constante de 1.13 mL mint. Finalmente, las temperaturas de inyeccién y

deteccidn se establecieron en 250 °C.

3.2.2. Analisis por Cromatografia de Liquidos

El furfural se cuantific6 mediante cromatografia liquida mediante el método descrito por
NMX-V-004-NORMEX-2018 [83], utilizando un cromatégrafo liquido de alta resolucién
Infinity 1260. Las condiciones operativas fueron columna Agilent Zorbax XBD-C18 4.6
dimensiones 150 mm x 5 ym. La fase maovil se compuso de una solucion de agua-metanol
(50:50 p/p) con un flujo volumétrico de 0.5 mL min-. En todos los casos, el volumen de

inyeccion fue de 5 pL y la fuente de luz se ajusté a 280 nm.

3.2.3. Determinacién de relaciones isotopica de Carbono 13y Oxigeno 18

La preparacion de las muestras consistio en un proceso de destilacién descrito en el OIV-
OENO-426-2011 en el Sistema de Control de Destilacion Automatica. La destilacion
consistié en recolectar el destilado del azeodtropo etanol-agua (78° C) con un sistema
automatico con una columna Cadiot. El azeltropo etanol-agua se recupera
completamente, el contenido alcohdlico del destilado debe ser mayor al 92% m/m vy el

rendimiento de la destilacion debe ser mayor a 96% para evitar el fraccionamiento de
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isotopos. Después, con el alcohol obtenido fue analizado por GC/C/IRMS para la
determinacién de la relacion isotopica del carbono (5'°C) y GC/HTC/IRMS para
relaciones isotépicas de oxigeno (020). Para determinar las relaciones isotépicas,
primero, un cromatografo de gases de la marca Thermo Scientific, modelo Trace 1310,
después de la separacién cromatogréfica, las muestras fueron introducidas en un
espectrometro de masas con relaciones isotépicas marca Thermo Scientific, modelo
Delta V Plus. Todas las muestras se analizaron por triplicado. La metodologia utilizada

esta descrita a detalle ya ha sido previamente reportada [84].

3.2.4. Anélisis por Absorcion atdmica

Las determinaciones de trazas de cobre en las muestras fueron realizadas por absorcién
atomica, utilizando un equipo de la marca Perkin Elmer modelo PinAACle 900F y una
lampara de catodo hueco Perkin Elmer (324.75 nm). Las mediciones fueron realizadas
utilizando una flama de aire-acetileno con un ancho de ranura espectral de 0.5 nm. Las
soluciones utilizadas para la curva de calibracion fueron preparadas a partir de una
solucién estandar de cobre (1000 ppm) proporcionada por Merck KGaA. El método
analitico se realizé de acuerdo a la norma mexicana NMX-AA-051-SCFI-2016 [85]. Todas

las muestras fueron analizadas por triplicado.

3.2.5. Andlisis por Espectroscopia UV-Visible

Los estudios de espectroscopia UV-VIS fueron obtenidos empleando un
espectrofotometro UV-1800 SHIMADZU en la regién de 200 a 600 nm con un tamafio de
paso de 0.5 nm.

3.3. Estudios Electroquimicos

El potenciostato que se utilizara para realizar los experimentos electroquimicos se utilizé
en un potenciostato/galvanostato AUTO LAB PGSTAT 101 usando el software NOVA
2.0.

3.3.1. Estudios electroquimicos: Voltamperometria de Pulso Diferencial

Los estudios para la caracterizacion electroquimica de Tequila 100% agave en todas sus
clases se realizaron en una celda electroquimica (15 mL) de tres electrodos siendo:

electrodo de referencia (Ag/AgClsat), contraelectrodo (alambre de platino) y el electrodo
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de trabajo (carbdn vitreo) con un electrolito soporte de buffer de fosfatos (0.1M). Previo
a realizar los estudios de voltamperometria de pulso diferencial, se realizaron estudios
con voltamperometria ciclica para definir el potencial de trabajo. Los estudios de
voltamperometria ciclica consistieron en analizar las muestras de Tequila 100% agave
(en sus diferentes clases) a una velocidad de 100 mV/s empleando una celda
electroquimica (15 mL) de tres electrodos.

Posteriormente, para definir las condiciones operacionales del método electroanalitico
se evaluaron las variables de estudio:

v Concentracién del analito (25%, 50% y 100%)

v Efecto del pH (4, 6, 8y 10)

Al tener definido esos parametros, se realizaron estudios de Voltamperometria de Pulso
Diferencial (VPD) para lo cual se estableci6 un potencial de trabajo de 0.75 V vs
Ag/AgClisay por un tiempo de dos minutos. Las especificaciones del método fueron:
barrido de potencial de 10 mV s, ventana de trabajo de -0.3 a 1.0 V vs Ag/AgClsat), paso

de 5 mV, amplitud de 50 mV y un tiempo de modulacién de 50 ms.

Para la limpieza del electrodo se realiz6 una cronoamperometria a 1.2 V vs Ag/AgCl(sat
por un tiempo de 2 minutos con la finalidad de oxidar todos los compuestos que se hayan
adsorbido en el electrodo, posteriormente se realiz6 un lavado con agua bidestilada en

un bafio ultrasénico y se secé a temperatura ambiente.

Dentro de la caracterizacién electroquimica se determiné el indice electroquimico (El), el
cual previamente se ha reportado por Lino et al. (2014) siendo representado por la
siguiente ecuacion:
[ [
g P2 s
Ep, Eps

Siendo ip2 € ip3 las corrientes de las sefiales P2 y P3, de igual manera se describe para
Ep2 y Ep3 con los correspondientes potenciales de las sefiales de voltamperometria de
pulso diferencial. Este indice electroquimico (WA V1) permite correlacionar las sefiales
electroquimicas asociadas con el perfil fisicoquimico de la bebida analizada,

principalmente a compuestos asociados al color.
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Resultados y Discusion
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5. Conclusiones

Para todas las muestras de Tequila 100% agaves analizadas (serie T) la concentracion
de congéneres (alcoholes superiores, metanol, aldehidos, esteres y furfural) se
encuentran dentro de los limites maximos permisibles por la Norma Oficial Mexicana
NOM-006-SCFI-2012. Se observa que los alcoholes superiores, esteres, aldehidos y
furfural incrementan en las diferentes clases de tequila analizadas asociandose con
reacciones de oxidacién ocurridas en el interior de la barrica durante el proceso de
maduracion. En el caso de las muestras distintas a Tequila (series PS y M) la mayoria
(10 de 14) cumplen con los perfiles cromatogréaficos establecidos por la Norma Oficial
Mexicana NOM-006-SCFI-2012. Evidenciando la necesidad de proponer nuevos
métodos analiticos auxiliares a los procesos de verificacion actual para salvaguardar la
calidad de la bebida. Es importante destacar que para todas las muestras analizadas los
valores los resultados obtenidos para 3'3C y 80 estuvieron en el rango -12.0 %o y 23.0
%o, evidenciando que todas las bebidas estudiadas han sido preparadas a partir de
azucares obtenidos de especies de agave.

Adicionalmente, la caracterizacion fisicoquimica se complement6 con la determinacion
de cobre por absorcion atomica evidenciandose la presencia de este metal a nivel traza
en las muestras de Tequila 100% agaves analizadas (serie T), atribuible al proceso de
destilacién de la bebida en el cual se utilizan alambiques de cobre a fin de enriquecer el

perfil organoléptico de la bebida.

El método electroanalitico propuesto que mejor resultados arrojo fue la Voltamperometria
de Pulso diferencial con las condiciones experimentales: volumen de la muestra 15 mL,
pH 4, concentracion de la muestra del 50% con respecto al electrolito soporte (buffer de
fosfatos 0.1 M), empleando un electrodo de referencia (Ag/AgCl(sat)), un contraelectrodo
(alambre de platino) y un electrodo de trabajo (carbén vitreo, @ = 3 mm). Las
especificaciones del método en el software fueron: potencial de trabajo de 0.75 V vs
Ag/AgCl(sat) por un tiempo de dos minutos, un barrido de potencial de 10 mV/s, ventana
de trabajo de -0.3 a 1.0 V vs Ag/AgCl(sat), paso de 5 mV, amplitud de 50 mV y un tiempo
de modulacion de 50 ms.

Los voltamperogramas de pulso diferencial obtenidos para las muestras de Tequila 100%

agave analizadas (serie T) mostraron tres sefales caracteristicas: i) -0.05 V vs.
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Ag/AgClsay atribuible a la reduccion de Cu?* a Cu® presente en la muestra; ii) 0.34 V vs.
Ag/AgClsa) relacionado con la fraccion polifendlica que tiene actividad antioxidante; por
tanto a la oxidacion de compuestos organicos que contienen el grupo catecol, y iii) 0.50
V vs. Ag/AgClisay debido a la oxidacion del grupo flavonoide presente en la muestra
debido al proceso de maduracion. Con estos resultados fue posible proponer un indice
electroquimico de color (El) para Tequila 100% agave (en sus diferentes clases)

parametro Util como estrategia auxiliar para garantizar la calidad de la bebida

El método analitico desarrollado y el indice electroquimico de color obtenido para las
muestras de Tequila 100% agave se contrasto contra muestras problema (serie PS y M)
concluyendo que mediante la técnica electroanalitica propuesta es posible clasificar
correctamente muestras de Tequila que cumplen con los criterios de calidad definidos
por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012, mostrandose como una alternativa
innovadora auxiliar a los procesos convencionales basados en cromatografia de gases

y liquidos.

Finalmente, mediante una revision bibliografica rigurosa se realiz6 el estudio y
comparacién de las diferentes técnicas analiticas reportadas en la literatura Utiles para
la evaluacion de la calidad y autenticidad de la bebida. Se concluye que las técnicas
analiticas propuestas al momento se clasifican en estudios cromatogréficos, estudios
espectroscopicos y estudios con dispositivos electrénicos. Dentro de los dispositivos
electrénicos es posible incluir al método analitico propuesto, teniendo como perspectiva
de trabajo emplear las condiciones 6ptimas descritas en este estudio para desarrollar
sensores electroquimicos Utiles para evaluar la calidad de la bebida de manera rapida y

eficiente.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Currently, the authenticity and traceability of Tequila are determined in an inspection process carried out by the

Tequila Tequila Regulatory Council. However, in recent years, the authorities have seized illegal alcoholic products that

Authenticity are marketed as Tequila without being so, making it necessary to strengthen the current methods of detecting

Traceability counterfeiting and/or adulteration. Therefore, it is important to establish a review of the current analytical

?ﬂriag?;izrfr;e:m techniques that have been proposed to solve this problem. In this review, emphasis is placed on the analysis of

Analytical techniques the analytical techniques that have been used to consolidate a profile of authenticity and quality in Tequila, thus
highlighting new auxiliary analytical techniques to the current verification process, establishing future validation
opportunities in terms of international quality control. The use of isotopic ratios stands out as the most robust
technique because it establishes the type of sugar source used and the maturation time of the manufacturing
Process.
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Abstract

Physicochemical and electrochemical characterization of different beverages of interest was
carried out to obtain fundamental information that allows the design of specific electrodes useful
as electrochemical sensors for evaluating the quality of alcoholic beverages. The physicochemical
characterization consisted of gas and liquid chromatography, and atomic absorption spectroscopy
studies. It was observed that the chromatographic parameters declared by the current Mexican
official standards must be complemented with another analytical technique to discriminate
between Tequila and problem samples. The above results relate satisfactorily to electrochemical
studies. The differential pulse voltammograms of the Tequila 100% agave samples in their
different classes showed three characteristic signals: i) -0.05 V vs. Ag/AgClsay attributable to the
reduction of Cu?* to Cu® present in the sample; ii) 0.34 V vs. Ag/AgClsay related to the polyphenolic
fraction that has antioxidant activity; therefore to the oxidation of organic compounds that contain
the catechol group, and iii) 0.50 V vs. Ag/AgClesay due to the oxidation of the flavonoid group
present in the sample due to the maturation process; with this results, electrochemical color index
was determined for Tequila and problem samples and alcoholic beverages obtained from other
agave species.

1. Introduction

In recent years, the Tequila Industry has shown a constant growth in the production of this

beverage. In 2022, according to historical data of Tequila Regulatory Council (CRT by its acronym
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in Spanish), a total production of 651.4 million liters were produced representing an increase of

23% compared to the previous year.
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