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Resumen

A través de una técnica Optica de espectroscopia basada en la absorcion de luz en el rango UV
visible y un analisis estadistico multivariable es posible identificar marcas de tequila para la
proteccion de marca in situ. Se adquirieron 40 muestras de tequilas tipo reposado de 4 marcas
registradas en tiendas de licores y en algunos bares en las ciudades de Leon Gto. y de Zacatecas,
Zac. con el proposito de encontrar similitudes y diferencias que permitan una agrupacion y una
posible prediccion de marcas para futuras muestras. Se describe el método para la discriminacion
de estas bebidas alcohdlicas el cual es complementario a los métodos actuales basados en analisis
quimicos que son mayor coste y complejidad. Los resultados muestran una buena agrupacion de
las marcas analizadas por lo que una nueva muestra pudiera clasificarse si pertenece o no a
alguna de las marcas estudiadas. El analisis de muestras se realiza en tiempos de minutos y

pueden realizarse in situ.
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Abstract

The UV-Visible absorption spectra of four well-known brands of rested Tequilas were analized
using multivariate tecniques in order to identify brands. This methodology can be performed in
situ therefore it can be implemented as a protection means of the beverage brand. 40 samples of
rested Tequilas were purchased from bars and liquor stores in the cities of Zacatecas, Zac and
Leon, Gto. and we were looking for similarities and differences among the tested brands for
grouping and predictions over new testing samples. This work describes the used methodology
for those alcoholic beverages which is complementary to the methodology used through
analytical chemistry. The methodoly shows results in minutes and can be performed in situ, this

in contrast to chromatography techniques. The results show a nice grouping of tequilas according
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to the corresponding brand such that any new testing tequila could be classified among the

studied brands.

Keywords: Tequila, absorption, UV-Vis spectroscopy, multivariate analysis.
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Introduccion

El Tequila es una bebida alcohdlica mexicana con denominacién de Origen (D. O. T.) obtenida
de la doble destilacion de jugo fermentado, también llamado mosto, que proviene de la planta
Agave Tequilana Weber variedad Azul. De acuerdo al porcentaje de los azlcares provenientes
del agave que se utilizan en su elaboracién, la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI define
las categorias para el Tequila de la manera siguiente: “Tequila 100% agave” es el tequila no
enriquecido con otros azucares distintos a los obtenidos del Agave tequilana weber variedad azul
cultivado exclusivamente en territorio comprendido en la Declaracion General de Proteccion a la
Denominacién de Origen del Tequila y envasado por el productor autorizado dentro de la region
comprendida por la misma Declaracion. El “Tequila mixto” o simplemente “Tequila” es el
producto en el que el jugo fermentado es enriquecido y mezclado con azucares provenientes de
otras especies de agave en una proporcién no mayor al 49% y puede ser envasado en plantas
ajenas a productores autorizados.

De acuerdo a las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la destilacion, el
tequila se clasifica de la siguiente manera: Tequila blanco. Producto embotellado posterior a la
destilacion. Tequila reposado. Producto susceptible a ser abocado (coloreado, suavizado y/o
endulzado), sujeto a un proceso de maduracion de por lo menos dos meses en contacto directo
con la madera en recipientes de roble o encino. Tequila afiejo. Producto susceptible de ser
abocado, sujeto a un proceso de maduracion de por lo menos un afio en contacto directo con la
madera de recipientes de roble o encino. El contenido alcoholico comercial de todas las clases
debe ajustarse, en su caso, con agua en dilucion [1].

Hoy en dia existe una gran variedad de marcas de tequilas en el mercado, algunas de ellas
de gran prestigio a nivel mundial y algunas otras nuevas e incluso de dudosa procedencia. La
fama del tequila ha trascendido fronteras, posicionandose como una bebida de gran
reconocimiento, lamentablemente esto provoco el surgimiento de seudo tequilas en el mercado
degradando la imagen y calidad de esta bebida. Como consecuencia, han sido publicados
numerosos articulos acerca de los ingredientes organicos del tequila. Los métodos usados
tradicionalmente para caracterizar bebidas alcoholicas consisten generalmente en la separacion
previa de los compuestos quimicos puros antes de analizarlos. Estas técnicas, como la
cromatografia garantizan la autentificacién y clasificacion de bebidas alcohdlicas [2], sin
embargo, estos métodos presentan costes elevados debidos a la necesidad de disponer de
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instrumentacion analitica especializada, personal de laboratorio e incluso la inversion de tiempo
para optimizar la separacion de los componentes quimicos. En este trabajo se propone un método
espectroscopico complementario a las técnicas existentes capaz de identificar y clasificar tequila -
in situ- proveniente de distintas compafiias productoras basado en el analisis del espectro de
absorcion en el rango UV-VIS y un andlisis multivariable. Las técnicas quimiometricas han sido
utilizado en diversas areas en el ambito cientifico, en particular, Mignani et al. [3] agruparon
aceites de oliva de acuerdo a su region de origen. Esta técnica es de bajo costo y no demanda
instrumentacidn especializada e incluso no se requiere una preparacion de la muestra previa a la

medicion, lo cual involucra un consumo de tiempo minimo.

Métodos

Espectroscopia UV-Visible

Para la adquisicion de datos se empleo un espectrometro Perkin EImer modelo Lambda
900 en celdas de cuarzo de 2mm de camino 6ptico en el rango de 250nm a 500nm del espectro
electromagnético con una resoluciéon de 1nm, por lo que cada muestra esta caracterizada por 251
variables correspondientes a cada nandmetro del rango previamente mencionado. Para las
medidas de absorcion se utiliz6 menos de 2ml por muestra. En el canal de referencia se colocé
una celda de cuarzo vacia idéntica y se corrobord la reproducibilidad de las mediciones. Se

selecciond la misma linea base para las 40 muestras.

Métodos multivariables

Utilizamos PCA (Principal Component Analysis) para el analisis de los espectros de
Tequilas. PCA es una técnica empleada basicamente para reducir la dimensionalidad o el nimero
de variables, es decir, la informacidn proveniente de las variables originales es proyectada a un
numero menor de variables subyacentes llamadas componentes principales en donde dichas
componentes estan ordenadas de acuerdo a la maxima varianza. Al graficar las componentes
principales, se pueden observar las relaciones entre diferentes variables e identificar e interpretar
patrones en las muestras, agrupaciones, similitudes, diferencias, etc. [4]. Los calculos se

realizaron en software comerciales Mathlab®, Unscrambler® y OriginLab®.
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Resultados y Discusion

La absorcion de los tequilas reposados en la region UV-Visible esta caracterizada por una
banda ancha con un maximo de absorcion cercano a los 278nm y absorcion practicamente nula
después de los 400nm. las muestras de tequila se etiquetaron como M1, M2, M3y M4, donde M4
corresponde al tequila reposado mixto; la figura 1 a) muestra el espectro de absorcion de 10

tequilas por cada marca.

S
3
o
o
500
a) Longitud de onda(nm)
64— —M1
—_M2
5 M3
— T
-y 4 4
o
2’ 3
S s
o
2.
144
0 T T L 1
250 300 350 400 450 500
b) Longitud de onda (nm)

Figura 1. a) Absorcion en el rango UV-Visible del espectro electromagnético para 40 muestras de
Tequilas reposados. Las flechas indican las longitudes de onda de maxima absorcion para cada marca
todas ellas cercanas a los 278nm. b) Promedio del espectro de absorcion de las marcas analizadas
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Las bandas de absorcidn de los tequilas revelan la presencia de compuestos organicos
originados en la coccién y fermentacion del agave [5,6]; y se han reportado espectros muy
similares en otras bebidas alcohdlicas como brandies, cognacs y whiskies [7]. De acuerdo a la
figura la), los maximos de absorcion del total de muestras no se encuentran exactamente en la
misma longitud de onda, éstas oscilan de los 274 a los 279nm, ademas, todos ellos difieren en
intensidad aunque se encuentran en rangos de absorcion definidos para cada marca como
podemos ver, por ejemplo, en densidad dptica para M3, la intensidad oscila entre 5.75 y 6.75
unidades mientras que las bandas correspondientes a M1 presentan su maximo de absorcién entre
1.75 y 2.5 unidades. Las bandas de absorcion presentan un “hombro” entre los 300 y 400nm
aproximadamente cuya intensidad parece tener una correlacion con la marca a la que
corresponden. Con el fin de hacer mas obvias las diferencias presentes entre cada marca, se
muestra el espectro de absorcion promedio para M1, M2, M3 y M4 en la figura 1 b), donde es
evidente que las 4 marcas presentan bandas de absorcion distintas. Estas diferencias son de
esperarse ya que las compafiias productoras elaboran sus tequilas bajo condiciones diferentes y
los procesos de produccidn, el equipo de destilacion usado y los tiempos de reposo y maduracion
de sus productos dependen de cada compafiia [8]. Aun cuando el control de calidad sea adecuado,
no es extrafio encontrar diferencias en el espectro de absorcién para muestras provenientes de
distintas destilaciones en una misma marca de tequila. O. Barbosa, et al [9] reportan diferencias
similares en los espectros de absorcidn de tequilas blancos pero con una densidad 6ptica menor
(OD = 2.55), donde cada marca presenta un rango de absorcion caracteristico. La principal
diferencia entre tequilas blancos y reposados radica en el tiempo de maduracion al que se
someten los reposados, lo que conlleva a la adicién de otros compuestos quimicos al estar en
contacto directo con las barricas de madera; la Figura 2 muestra las diferencias en los espectros

de absorcidn entre estas clases de tequilas.
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Figura 2. Espectros de absorcion promedio de las marcas de tequila M1 y M3 para las clases blanco y reposado.

Los maximos de absorcion para tequilas blancos y reposados estan ubicados sobre un
mismo rango de longitudes de onda. Por otro lado, para longitudes de onda mayores a los 325nm
la absorcion en los tequilas blancos practicamente es nula mientras que en los tequilas reposados
se extiende una banda de absorcion desde los 250nm hasta la regién visible cercana a los 450nm.

Para tequilas blancos se ha reportado que la banda ancha de absorcion centrada alrededor
de los 280nm la generan principalmente tres componentes organicos, i.e. Furfural, 5-Methyl
Furfural y 2-Acetyl Furan [10]. Sin embargo, al observar y comparar los espectros mostrados en
la Figura 2 es notorio que la banda de absorcién de los tequilas reposados contiene un mayor
nimero de componentes organicas puesto que la banda es mas ancha y de mayor intensidad. En
general otros autores reportan la presencia de mas de 200 componentes organicos en la
composicién de un tequila y solo algunos de estos compuestos como los aldehidos se detectaron
especroscopicamente en la region UV entre 365nm y 390nm [11]. El anélisis realizado en este
trabajo no nos permite determinar ni cuantificar los componentes de los tequilas reposados, sin
embargo usamos las diferencias presentes en sus espectros de absorcion para obtener una
clasificacion e identificacién de marcas con la ayuda de técnicas quimiométricas.

Con la representacion de la absorcion en funcion de la longitud de onda, Figura 1, se
observan diferencias entre las marcas analizadas pero no se genera un modelo confiable para
predecir marcas de futuras muestras utilizando los rangos de absorcion caracteristicos de cada
marca de tequila. Empleamos Principal Component Analysis (PCA) con el fin de encontrar algun

patron en los datos que permita destacar con mayor claridad las diferencias y similitudes
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presentes en las muestras de tequila. Para este andlisis, los espectros de absorcion se representan
por una matriz, donde cada fila corresponde a una muestra de tequila (sin importar la marca) y
cada columna constituye un nandémetro de longitud de onda del rango ya mencionado. Los
espectros de absorcion se suavizaron previamente al analisis estadistico con el fin de mejorar la
sefial a ruido. Debido al bajo nimero de muestras en este analisis estadistico, empleamos la
técnica de validacion cruzada completa [4] donde todas las muestras son usadas para calibrar y
validar el modelo manteniendo una muestra fuera en cada calculo. Los resultados obtenidos del
analisis de PCA predicen 2 componentes principales, PC1 y PC2, con una varianza de 93.2% y
6.2% respectivamente. Los valores PC1y PC2 constituyen el 99.4% de la informacion original.
La figura 3 muestra la grafica de PC1 vs PC2 donde se representan las cuatro marcas de
tequilas reposados. De esta figura se observa que casi todas las muestras se agrupan por marca en
una region particular en el plano PC1-PC2 y se encuentran dentro de su correspondiente elipse de
confiabilidad [12]. Las coordenadas del centro de cada elipse son los valores promedio PC1-PC2
de las muestras pertenecientes a cada marca particular. De acuerdo a un analisis de distribucién
bivariable [12], el area de cada elipse contiene el 95% de la informacion que proveen las
muestras de cada marca. Haciendo una comparacion de la figura 1a) y la figura 3 es evidente una
correlacion entre la dispersion de las intensidades de los méximos de absorcion y la dispersion en
el plano PC1-PC2 de las muestras de tequila. Para el caso especifico de M2, los valores en OD
son muy amplios en comparacién con las otras marcas, al igual que su distribucion en el plano

PC1-PC2 mostrado en la figura 3.

PC2
'S

£ @ M1
@ M2

M3

84 o M4

Figura 3. Grafica de 40 muestras de Tequila en sus componentes principales PC1 y PC2. Las
muestras se agrupan en 4 marcas, cada una delimitada por una elipse de confiabilidad de 95%.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este andlisis se puede predecir si una nueva
muestra corresponde o0 no a cierta marca de tequila de la base de datos utilizando las elipses de
confiabilidad. Las 4 marcas analizadas en este trabajo gozan de buen prestigio y se consideran
marcas de buena calidad, sin embargo, de acuerdo al andlisis realizado la marca M2 muestra una
alta dispersion en las muestras analizadas lo que podria indicar un control de calidad deficiente en

el proceso de fabricacion en comparacion con las otras marcas analizadas.

Conclusiones

Tequilas reposados correspondientes a cuatro marcas se analizaron a través de
espectroscopia de absorcion en la region UV-Visible en el rango 250-500nm y los datos
espectrales se analizaron utilizando técnicas quimiométricas. Los espectros de absorcion de cada
marca presentan caracteristicas Unicas y cada muestra, de un total de 40, se agrupd en la marca
correspondiente. La metodologia presentada en este trabajo representa una técnica potencial
alternativa para la identificacion y clasificacion de marcas registradas de tequilas y puede
extrapolarse a otras bebidas alcohdlicas. Para mejores resultados en la identificacion y agrupacién
de marcas es necesaria una base de datos mas amplia. La metodologia empleada no requiere de
alguna preparacién de las muestras, ni exige costes elevados ni gran demanda de tiempo para su
analisis comparada con técnicas actualmente usadas para la identificacion y caracterizacion de

estas bebidas.
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