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RESUMEN GENERAL

METABOLITOS RESPONSABLES DE LAS PROPIEDADES SENSORIALES
EN MEZCAL OAXAQUENO

La composicion volatil del mezcal esta asociada a las especies de agave que a
su vez son ligadas a su lugar de origen y al proceso de manufactura. En este
sentido, se implementaron experimentos de resonancia magnética nuclear (*H-
RMN) que permitieron establecer el perfil metabolomico de los mezcales.
También, mediante espectroscopia de infrarrojo se pudo asociar las principales
vibraciones moleculares con los compuestos presentes en las muestras.
Posteriormente se disefiaron rutinas experimentales mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para encontrar las huellas
metabolémicas responsables de las discriminaciones por origen geografico,
especie de agave y proceso de manufactura. Finalmente, se realizaron pruebas
sensoriales para correlacionar las variables quimicas obtenidas durante la
investigacion con las variables sensoriales que permitiera describir los mezcales
elaborados con Agave angustifolia, Agave potatorum y Agave karwinskii. Los
principales resultados mostraron once metabolitos obtenidos por *H-RMN y doce
identificados por GC-MS como los responsables de las discriminaciones de los
mezcales. La evaluacion sensorial mostré que el mezcal elaborado con A.
potatorum fue definido con el atributo floral; los alcoholes superiores 1-butanol y
2-butanol del mezcal de A. angustifolia se relacionaron con el atributo ardiente y
el éster ftalato de dibutilo identificado en el mezcal de A. karwinkii correlacion6

con el descriptor ahumado.

Palabras clave: mezcal, metabolitos, 1H-RMN, GC-MS, sensorial.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: M.C. Rosa Lopez Aguilar
Director de tesis: Arturo Hernandez Montes, PhD.

XVii



GENERAL ABSTRACT

METABOLITES RESPONSIBLE FOR THE SENSORY PROPERTIES IN
OAXACAN MEZCAL

The volatile composition of mezcal is influenced by agave species that are in turn
linked to their place of origin and the manufacturing process. In this context,
nuclear magnetic resonance experiments (*HRMN) were implemented to
establish the metabolomic profile of mezcals. Moreover, the infrared spectroscopy
allowed to associate the main molecular vibrations with the compounds present
in the samples. Subsequently, experimental routines by using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) were designed to find
the fingerprinting responsible for discriminations by geographical origin, agave
species and manufacturing process. Finally, sensory tests were performed to
correlate the chemical variables obtained during the research with the sensory
variables that allowed to describe the mezcals made with Agave angustifolia,
Agave potatorum and Agave karwinskii. The main results showed that eleven
metabolites obtained by tHRMN and twelve identified by GC-MS were responsible
for the discrimination of mezcals. Sensory analysis showed that the mezcal made
with A. potatorum was defined with the floral descriptor; the higher alcohols 1-
butanol and 2-butanol of A. angustifolia mezcal were related to the burning
sensation and the dibutyl phthalate ester identified in the mezcal of A. karwinkii
correlated with the smoked attribute.

Key words: mezcal, metabolites, *H-RMN, GC-MS, sensory.

Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El mezcal es una bebida elaborada mediante destilacion del jugo de agave
fermentado (Nolasco-Cancino et al., 2022). Para su elaboracién se emplean
diversas especies de agaves maduros, entre las que destacan Agave
angustifolia, Agave durangensis, Agave salmiana. Agave cupreata, Agave
potatorum, Agave tequilana y Agave karwinskii (Consejo Mexicano Regulador de
la Calidad del Mezcal, 2022). Los agaves referidos estan distribuidos en el
territorio Mexicano, sin embargo, Unicamente nueve estados cuentan con la
denominacion de origen mezcal, la cual incluye municipios de Oaxaca, Puebla,
San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas, Durango, Guerrero, Guanajuato y
Michoacan (Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal, 2022;
Hernandez-L6pez, 2018). En el estado de Oaxaca, toma el nombre de palenque
a la pequefia empresa donde se procesa mezcal (Hernandez-Lopez, 2019),
mientras que en Durango adopta el nombre de vinata y hace referencia a una
empresa artesanal (Barraza-Soto et al., 2014). En funcién del proceso de
elaboracion, la NOM-070-SCFI-2016 clasifica el mezcal en tres categorias:
mezcal, mezcal artesanal y mezcal ancestral. Las estadisticas indican que en
2021 se produjo a nivel Nacional mayor volumen de mezcal artesanal, seguido
por mezcal y finalmente ancestral (Consejo Mexicano Regulador de la Calidad
del Mezcal, 2022).

La relevancia del mezcal se puede constatar por sus volumenes de produccion,
puesto que pas6 de 1 millon de litros en 2012 a 8 millones en 2021, lo que
significa un aumento de siete veces en un periodo de 9 afios (Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal, 2022). Esto se traduce a un producto
econdmicamente valorado, aunado al impacto cultural, ambiental y tecnolégico

gue origina en las poblaciones productoras (Rios-Colin et al., 2022).



Sin embargo, el mezcal es una bebida altamente propensa de ser adulterada
puesto que puede ser facilmente mezclada con liquidos més baratos (Esteki et
al., 2018), lo que compromete su autenticidad, calidad y su valor en el mercado,
ademas de incrementar el riesgo en la salud de los consumidores (Tabago et al.,
2021). Esto conlleva a proponer estrategias que permitan vigilar la seguridad del
consumidor de bebidas alcohdlicas ya que se estima que alrededor de 40 a 50 %

de las bebidas consumidas en México son ilegales y clandestinas (Gaytan, 2018).

En este contexto, nuevos enfoques basados en metabolomica se estan
implementando para analizar la calidad de bebidas espirituosas y sus
adulteraciones (Gougeon et al.,, 2018). La evaluacion de la autenticidad de
bebidas implica verificar algunos pardmetros como composicion, origen y tipo de
materias primas (Basalekou et al., 2022). Para lograrlo se requiere del
conocimiento de dos campos cientificos como la quimica analitica y la ciencia
computacional, especificamente, métodos estadisticos  multivariados

(Fernandez-Lozano et al., 2019).

Monakhova (2015) evaluaron la autenticidad de vinos alemanes mediante
metaboldmica basada en espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protén (*HRMN) para discriminar variedad de uva, origen geogréafico y afio de
cosecha. Gougeon et al. (2018) y Hu et al. (2020) también emplearon
espectroscopia de 'THRMN para evaluar en vinos chinos el origen geogréfico y la
variedad de las uvas, cuyos resultados indicaron que el contenido de metabolitos
puede ayudar a diferenciar entre vinos de distintas variedades.

Por otro lado, la espectroscopia de infrarrojo (IR) es una técnica instrumental no
destructiva, sensitiva, rapida (30 muestras/hora), poderosa, amigable con el
ambiente; se usa ampliamente para la caracterizacién y clasificacion de bebidas
alcohdlicas (Arslan et al., 2021; Lachenmeier, 2007; Yadav & Sharma, 2019).

La espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) se ha empleado en cerveza para
evaluar autenticidad (Lachenmeier, 2007), determinar parametros de calidad

(Inén et al., 2006), monitorear la produccién de azucares durante el macerado



(de Almeida et al., 2018). La espectroscopia por MIR se emple6 para predecir
atributos sensoriales de vinos con indicacién geogréfica (Gl) del Sur de Australia
(Niimi et al., 2021). También en vino, Cozzolino et al. (2011) evaluaron mediante
espectroscopia por MIR parametros composicionales (glucosa, fructosa, ph,
acidez volatil y titulable). Finalmente, Cavaglia et al. (2020) usaron esta técnica
para monitorear, detectar y corregir contaminacién con bacterias acidolacticas en
la fermentacion de vino blanco. En cuanto a bebidas espirituosas elaboradas con
agave, Lachenmeier et al. (2005) emplearon espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) para evaluar la autenticidad y control de calidad
en tequilas y recientemente Mondragon-Cortéz et al. (2022) empled FTIR con
reflexion total atenuada (ATR) para caracterizar las etapas de molienda,
cocimiento, destilacion y afiejamiento del tequila, asi como en su materia prima
(agave crudo). Quintero-Arenas et al. (2020) implementaron experimentos por
FTIR-ATR en mezcal para detectar y cuantificar adulteraciones con agua, etanol

y metanol.

La cromatografia de gases (GC) se emplea para identificar y cuantificar diferentes
metabolitos responsables de las huellas quimicas presentes en un producto
(Jacobson et al., 2013). Puesto que las bebidas alcohdlicas son matrices
complejas, se emplea microextraccion en fase solida (SPME) y cromatografia de
gases acoplada a detectores de ionizacion de flama (FID) o de masas (MS). La
metodologia SPME se caracteriza por ser simple, rapida y sin empleo de

solventes (Cuadros-Rodriguez et al., 2016).

En cerveza, se ha empleado GC-FID con SPME para asociar los compuestos
volatiles (ésteres, alcoholes y acidos organicos) con sus atributos sensoriales (Li
etal., 2015). En vino, se implementé GC-MS con SPME para autentificar el origen
botanico de vinos blancos alemanes y encontraron que los terpenos y ésteres
fueron los responsables de las clasificaciones (Springer et al., 2014).

En mezcal, las investigaciones de Vera-Guzman et al. (2009) aportaron el perfil
volatil del mezcal oaxaquefio mediante GC-FID, mientras que en otro estudio,

Vera-Guzman et al.(2010) emplearon SPME-GC-MS para relacionar la variacion



de los compuestos volatiles del mezcal con el método de manufactura y atribuir
las similitudes entre compuestos a la especie de agave. También Vera-Guzman
et al. (2018) emplearon GC-MS con extraccion liquido-liquido para encontrar
compuestos volatiles discriminantes entre especies de agave, origen geografico
y estacion del afio. En mezcales de A. salmiana se emplearon rutinas de SPME-
GC-MS para establecer los marcadores volatiles para autentificar la bebida (De
Ledn-Rodriguez et al., 2006).

Los andlisis de cromatografia de gases implementados han ayudado a establecer
el perfil volatil del mezcal responsable de su sabor y aroma. Los compuestos
volatiles estan en funcion de la especie de agave ligadas a su origen geografico
y a las etapas de elaboracion de la bebida (Gomez-Zamora et al., 2016; Nolasco-
Cancino et al., 2022; Vera-Guzman et al., 2009)

1.1 Objetivo general

Diseflar una metodologia que comprenda nuevos métodos de prueba de
autenticidad y metaboldmicos dirigidos - no dirigidos de especies nativas de
agave, que correlacionados con los analisis sensoriales permitan proponer
estrategias de buenas practicas de manufactura y generar un producto tipico de

México con calidad internacional.

1.2 Objetivos especificos

Establecer una metodologia experimental basada en resonancia magnética
nuclear para la obtencion de perfiles metabolémicos estadisticamente
aceptables, asociados a la distincion por origen geografico, especies de agave y

proceso de manufactura en mezcal.

Proponer un método experimental por espectroscopia de infrarrojo que permita
discriminar las muestras por especie de agave, origen geografico y proceso de
manufactura, de tal forma que la informacion generada contribuya a mantener la
calidad de la bebida.



Implementar un método de separacién por cromatografia de gases para la
obtencién de cromatogramas explotables que puedan ser usados como una
matriz de datos de entrada para el analisis estadistico multivariado supervisado
que permita describir las huellas metabolomicas en mezcales por especie de

agave, origen geografico y procesos de manufactura.

Obtener el perfil sensorial de los mezcales artesanales y ancestrales elaborados
con los agaves A. angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii, a través de pruebas
Napping y analisis descriptivo cuantitativo que permita determinar las
correlaciones entre perfiles metaboldmicos y perfiles sensoriales a través de un

modelo de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS-R).

1.3 Hipbtesis

Los metabolitos del mezcal permitiran establecer discriminaciones asociadas a
los procesos de manufactura, al origen geografico y a las especies de agave
empleadas.

El perfil volatil de los mezcales influird en los atributos sensoriales desarrollados
por un panel, que a su vez permitira describir las principales caracteristicas del

destilado.

1.4 Organizacion de la tesis
La tesis esta organizada en seis capitulos. El Capitulo uno corresponde a la

introduccién general.

El Capitulo dos incluye la revision de literatura, para esto, se hizo una blsqueda
de las principales especies de agave empleadas en la elaboracion del mezcal,
los métodos de manufactura y los estados productores. También se incluyé los
principales compuestos volatiles que caracterizan a esta bebida. Ademas se
describen las principales aplicaciones realizadas con cada una de las técnicas

instrumentales empleadas en este proyecto.

El Capitulo tres presenta la implementacion de experimentos de resonancia

magnética nuclear con métodos estadisticos multivariados para establecer



perfiles metabolémicos del mezcal ancestral y artesanal elaborados en Puebla,
San Luis Potosi y Oaxaca con las especies Agave angustifolia, Agave potatorum,
Agave salmiana, Agave cupreata, Agave americana ’'Americana’, Agave
americana 'Oaxacensis’. Este capitulo fue publicado como articulo cientifico en
la revista Foods. En la seccion de anexos se muestra la primera pagina del
articulo publicado.

El Capitulo cuatro comprende el uso de espectroscopia de infrarrojo y estadistica
multivariada para discriminar mezcales por especie de agave, origen geografico
y proceso de manufactura. Ademas, se cuantificaron los alcoholes superiores
mediante cromatografia de gases acoplada a detector de ionizacion de llama con

base a la normatividad mexicana para bebidas alcohdlicas.

El Capitulo cinco corresponde al disefio e implementacion de un método de
separacion por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas que
permitiera, mediante estadistica multivariada, establecer las huellas
metabolémicas de los mezcales con base a la especie de agave, origen
geografico y proceso de manufactura. Al momento de la escritura de la tesis, el

contenido de este capitulo habia sido enviado a Food Science and Technology.

Finamente, el Capitulo seis presenta la descripcion sensorial de los mezcales
elaborados con los agaves A. angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii, la cual
se llevo a cabo con la implementacidon de pruebas Napping y andlisis descriptivo
cuantitativo a través de un panel conformado por 11 personas. La informacién
obtenida sirvié para establecer la correlacion entre las variables quimicas y

sensoriales por medio de regresion de minimos cuadrados parciales tipo dos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Mezcal

El mezcal es una bebida emblemética de México (Espejel-Garcia et al., 2019),
ademas es una de las espirituosas quimicamente mas puras (Lépez-Rosas et al.,
2020). La palabra mezcal se compone de dos vocablos nadhuatl, metl (maguey) e
ixcalli (coccién) que juntos forman maguey cocido (Lopez-Nava et al., 2012).
Puede ser elaborado con maguey silvestre o cultivado. Aunque de manera
indistinta se usa agave o maguey, el término maguey hace referencia a una
planta silvestre, y agave cuando es cultivado (Hernandez-L6pez, 2019), para

fines de esta investigacion se usara el término agave.

Unicamente el tallo y/o la base del agave, también conocida como pifia o cabeza
es la materia prima empleada en la elaboracién del mezcal (Duran & Pulido,
2007). Dentro de las practicas agrondmicas que se realizan en el cultivo del
agave, se incluye el corte del escape floral (capado) ante de desarrollarse, con la
finalidad de producir mayor cantidad de aguamiel con alta concentracion de
azucares fermentables en lugar de flores (Figueredo et al., 2014). Sin embargo,
se recomienda dejar el 10 o 20 % de los agaves para que florezcan, produzcan
fruto y generen descendencia fértii que permita la conservacion y el
enriquecimiento genético (UNAM, 2018). Las plantas de agave alcanzan su
madurez entre los 10 y 25 afios para especies grandes, mientras que las
pequenas lo hacen entre los cuatro y cinco (Escalante-Minakata et al., 2012;
Garcia-Mendoza, 2007).
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2.2 Especies empleadas en el mezcal

Los agaves se han empleado por el hombre durante siglos, entre sus usos
destacan ser fuente de alimentos y bebidas, combustible, ornato, fibras, abono,
y para uso medicinal (Garcia-Mendoza, 2007) y ceremonial (Torres-Garcia et al.,
2019). Se conocen 210 especies, de las cuales México posee el 75 % y de éstas
119 son endémicas (Garcia-Mendoza, 2016).

El Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (2022) report6 siete
especies principales empleadas para obtener mezcal, las cuales aportan el 96 %
del volumen total producido; el 4 % es representado por 86 especies menores.
Las siete especies importantes son: Agave angustifolia (88.11 %), Agave
durangensis (2.26 %), Agave salmiana (1.90 %), Agave cupreata (1.29 %), Agave
potatorum (1.20 %), Agave tequilana (0.89 %) y Agave karwinskii (0.39 %).

A. angustifolia destaca por presentar altos rendimientos (Sanchez Gomez et al.,
2022) y tiene la distribucién mas amplia del género agave, lo que la convierte en
la especié mas relevante comparada con el resto; su cultivo abarca desde Sonora

y Tamaulipas hasta Panama (Castafieda-Nava et al., 2019; Trejo et al., 2018).

A. salmiana es un cultivo tipico en zonas aridas de México, destinado
principalmente para la produccién de mezcal. A. karwinskii es un recurso local
importante, que era considerado un agave de segunda categoria y Unicamente
se empleaba con otras especies para incrementar rendimiento, sin embargo,

actualmente es una especie altamente demandada (Vazquez-Pérez et al., 2020).

Otras especies empleadas son Agave inaequidens (largo, lechuguilla, bruto),
Agave convallis (jabali), Agave esperrima jacobi (maguey de cerro, bruto o
cenizo), Agave weberi cela (maguey de mezcal), Agave marmorata (pitzometl,
tepeztate), Agave rhodacantha (mexicano, cuishe) (Hernandez-Lopez, 2019).

2.3 Estados productores de mezcal
El mezcal es un producto con denominaciéon de origen lo que permite la

diferenciacion de productos locales con caracteristicas propias relativas a la
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region, ademas aporta legitimidad, reconocimiento y prestigio (Moreno-Calles et
al., 2021). La denominacion de origen mezcal (Consejo Mexicano Regulador de
la Calidad del Mezcal, 2022, 2020) incluye nueve estados de la Republica

Mexicana (Figura 1).

DENOMINACION DE ORIGEN MEZCAL

Figura 1. Estados mexicanos que cuentan con Denominacién de Origen Mezcal.
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Los tres estados con mayor volumen de produccion en 2021 (Consejo Mexicano
Regulador de la Calidad del Mezcal, 2022) fueron Oaxaca (85.40 %), Zacatecas
(5.70 %) y Durango (2.70 %). Los porcentajes citados incluyen Unicamente
mezcal certificado, dejando fuera la industria informal, por lo que los valores
podrian cambiar al tener los datos de productores no certificados (Antonio
Bautista et al., 2017; Kirchmayr et al., 2017). La industria de Zacatecas esta
conformada por 22 micro-pequefias y medianas empresas y sus principales
especies mezcaleras son A. tequilana (agave azul) y A. salmiana spp. crassispina
(agave verde) (Lopez-Nava et al., 2012). En Durango se emplea A. duranguensis

también conocido como cenizo (Barraza-Soto et al., 2014).

En Oaxaca, las regiones de Valles Centrales y Sierra Sur estan comprendidas
dentro de la Regién del Mezcal, cuyos distritos abarca a Sola de Vega,
Miahuatlan, Yautepec, Tlacolula, Ocotlan, Ejutla y Zimatlan, destacando Matatlan
en Tlacolula, el cual es considerado la capital mundial del mezcal (Antonio
Bautista et al., 2017). En Puebla, se emplean A. potatorum, A. marmorata y A.

angustifolia (Garcia-Mendoza, 2016; Moreno-Calles et al., 2021).
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San Luis Potosi y Zacatecas comparten el empleo de A. salmiana spp.
crassispina para elaboracion de mezcal (Garcia-Mendoza, 2016). En el estado
potosino existen dos zonas reconocidas por su produccion de mezcal: Centro y
Altiplano, las cuales incluyen los municipios de San Luis Potosi, Charcas,
Mexquitic de Carmona, Ahualulco y Moctezuma (Gobierno de México, 2019). A.
salmiana no es cultivado en el Altiplano Mexicano, se trata de una especie
silvestre colectada, por eso sus contenidos de azlcares fermentables pueden
variar y en consecuencia afectar los rendimientos de etanol (Verdugo-Valdez et
al., 2011).

La produccién de mezcal en Tamaulipas se caracteriza por las especies Agave
americana (sus tallos pesan de 30-50 kg y contienen de 20-27 °Bx), Agave
montium-sancticaroli (sus tallos pesan de 20-40 kg y contienen de 25-30 °Bx),
Agave funkiana y Agave lophanta (ambas sus tallos pesan de 3-8 kg y contienen
de 28-35 °Bx) (Jacques-Hernandez et al., 2007)

En Guerrero se emplea para el mezcal A. angustifolia y A. potatorum (Soto-
Garcia et al., 2009), en Michoacan Agave cupreata y A. inaequidens, este ultimo
se encuentra tanto en su habitat silvestre como cultivado (Figueredo et al., 2014;
Torres-Garcia et al., 2019).

2.4 Proceso de elaboracion de mezcal

El proceso de elaboracion del mezcal, independientemente de la region de
produccioén, incluye: el corte del agave, la coccion, molienda, fermentacion y
destilacion. En funcién de cémo se lleven a cabo estas etapas, la NOM-070-SCFI-
2016 establece tres categorias: mezcal, mezcal artesanal y mezcal ancestral
(Antonio Bautista et al., 2017; Arellano-Plaza et al., 2022).

El caracter artesanal est4 ligado a la eficiencia de los procesos y lo ancestral esta
relacionado con el empleo de materiales y equipos rusticos con baja capacidad
de procesamiento (Hernandez-Lopez, 2019; LoOpez-Nava et al., 2012). Lo
ancestral se encuentra en la combinacién del patrimonio material e inmaterial: en

la forma de vida de determinados grupos humanos, en sus procesos adaptativos
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evidenciados en las técnicas y herramientas peculiares (Hernandez-Lépez, 2018,
2019).

Por ejemplo, en Matatlan, correspondiente a la regién de Valles Centrales en

Oaxaca, la produccion artesanal (Antonio Bautista et al., 2017) se caracteriza por:

Coccion de agave, para ello se construye un horno en la tierra de forma conica,
revestido de piedra volcanica, cuyo diametro es de 4 m y la profundidad es de 3
m. El calentamiento del horno se realiza con lefia hasta que las piedras se
vuelven al rojo vivo. Entonces las pifias de agave se colocan al interior del horno,
se cubren con petate de palma vy tierra para evitar el escape de calor. Después
de 72 h se realiza el vaciado del horno y lo agaves cocidos son llevados al area

de molienda.

Molienda, que consiste en la trituracion de los agaves cocidos mediante un molino
de forma circular con revestimiento de piedra de cantera, cuyo diametroes 5 my
paredes de 60 cm de alto. En el centro, se acondiciona un eje horizontal, sobre
el cual se coloca una piedra circular, también de cantera, con dimensiones de 2.5
m de diametro, espesor de 1 my un peso de 500 kg, la cual gira con el movimiento

de animales de traccion.

Fermentacion, que emplea tinas de madera circulares cuyas dimensiones son 3
m de diametro y altura de 1.6 m, las cuales se llenan al 75 % de su capacidad
con las pifias cocidas trituradas y 25 % de agua, que proceda de preferencia de
pozo. El periodo de la fermentacion puede durar hasta 8 dias, aunque en
temporada de calor, el tiempo se reduce. Para homogeneizar el mosto, se
remueve con un bieldo minimo una vez durante la fermentacion. En otras
regiones, ejemplo Tamaulipas, el criterio empleado por el productor para dar fin
a esta etapa consiste en observar cuando termina la generacién de espuma

(Jacques-Hernandez et al., 2007).

Destilacion, que se lleva a cabo con equipo de cobre, manufacturado en Ocotlan,

Oaxaca, el cual consiste de una olla cuya capacidad es 360 kg, adaptado con
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montera, turbante, serpentin y recipiente de 20 L para colectar el mezcal. La olla
se entierra en el suelo, sobre una fuente continua de calor, se cubre con la
montera, la cual conecta con el turbante y éste a su vez con el serpentin. Este se
sumerge en agua fria que esta en constante recirculacion para condensar los

vapores y captarlos por goteo para después vaciarlos en barricas de madera.

Por otro lado, la produccién de mezcal ancestral en Sola de Vega (Vera-Guzméan
et al., 2018), perteneciente a la region de Sierra Sur, Oaxaca, se realiza como se

menciona a continuacion:

Coccion, en la cual los tallos se cuecen durante dos o tres dias en hornos rusticos
(cavidades hechas en la tierra y rellenas con piedras volcanicas). Durante esta
etapa se podrian formar compuestos derivados del furano por reacciones de
Maillard (Mancilla-Margalli & Lépez, 2002) o por una posible sobrecoccion del

agave (Vera-Guzman et al., 2010).

Molienda, consiste en someter el agave cocido a trituracion de manera manual

con el uso de mazos de madera.

Fermentacion, se colocan los tallos de agave desintegrados en tinas de madera
para lograr la fermentacion espontanea mediante la flora nativa presente. Para
esto, se coloca una tonelada de agave molido y se deja macerar durante dos
dias. Posteriormente, se adicionan 850 L de agua, se mezcla y se deja fermentar
por 30 h.

Destilacion, en esta etapa, el fermento es doblemente destilado al calentarlo en
ollas de barro, condensando el vapor y colectando el producto resultante.
Después se ajusta el contenido alcohélico entre 45 a 50 % Alc. Vol. con la dltima

fraccidon de la destilaciéon (colas).

El mezcal obtenido de la destilacion presenta tres partes, conocidas como a)
fraccion puntas o cabeza y se caracteriza por tener entre 70 y 85 % Alc. Vol.; b)
fraccion cuerpo que contienen entre 50 y 75 % Alc. Vol.; y c) fraccion colas cuyo

contenido alcohélico es menor a 50 % Alc. Vol. (Barraza-Soto et al., 2014),
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Nolasco-Cancino (2022) encontraron respectivamente en las tres fracciones:
hasta 77.71, 28.83 y 14.44 % Alc. Vol en muestras de mezcal oaxaquefio. En
Tamaulipas, a la primera destilacion se le nombra campaiiilla o flor y la segunda
fraccion se llama ordinario; el cual es sometido a segunda destilacion y se obtiene
el refinado. La mezcla del refinado y la flor da como resultado un mezcal de 53 a
60 % Alc. Vol (Jacques-Hernandez et al., 2007).

En la destilacion artesanal y ancestral, el contenido alcohodlico se evalua de
manera empirica a través del know-how de cada productor. Por mencionar, el
venenciado, que es una practica tradicional ampliamente utilizada en Oaxaca,
consiste en succionar el mezcal mediante un carrizo (Figura 2.A), retener la
muestra al tapar el orificio superior con el dedo pulgar, dejarla caer a una altura
de 20-40 cm sobre un recipiente local conocido como jicara (Figura 2.B), de tal
manera que al caer se formen burbujas cuyo tamafio, cantidad y duracién
determinara los grados de alcohol de la bebida (Lépez Rosas et al., 2020). En
otras regiones, ejemplo Tamaulipas, esta prueba la realizan empleando un vaso
de vidrio (Figura 2.C y 2.D), entonces, el productor coloca una muestra del
destilado dentro del recipiente de vidrio, las burbujas deberan cubrir toda la
superficie del vaso y mantenerse durante unos segundos para saber que el
mezcal presenta el contenido alcohdlico deseado (Jacques-Hernandez et al.,
2007).
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(A (B)

Figura 2. Materiales empleados para evaluar el contenido alcohdlico en la
destilacidon artesanal y ancestral de mezcal en los estados de Oaxaca (Ay B) y
Tamaulipas (C y D), México.

El Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (2022) reporté que el
mezcal artesanal representa el 88.92 % del total nacional, el 10.49 %
corresponde a categoria mezcal y Unicamente el 0.59 % se trata del elaborado

bajo proceso ancestral.

2.5 Compuestos volatiles del mezcal
La composicién quimica del mezcal es compleja porque depende de factores
como especie de agave, condiciones climaticas, condiciones de fermentacion,

tipos de microorganismos presentes y proceso de destilacion empleado. La
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composicion quimica es relacionada con la presencia de compuestos volatiles

que confieren el aroma y sabor al mezcal (Martinez et al., 2019).

La fermentacién involucra la accion de diversas especies de levaduras y
bacterias para la produccion de compuestos que influiran sobre las propiedades
sensoriales de la bebida (Varela, 2016). En este sentido, Vera-Guzman et al.
(2018) detectaron en mezcal de A. angustifolia y A. potatorum hexanol, octanol,
decanol, alcohol fenetilico y hexadecanol; por otro lado, De Ledn-Rodriguez et
al. (2006) investigaron los compuestos volatiles en cinco mezcales provenientes
de A. salmiana y reportaron etanol, metanol, n-propanol, 2-butanol, 2-metil-
propanol y una mezcla de 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol. Adame-Soto et
al. (2019), durante la fermentacion asociaron el tipo de levadura con la formacién
de compuestos volatiles como el alcohol fenetilico, importante por su contribucion

al sabor dulce y a rosas presente en las bebidas alcohdlicas como el mezcal.

El metanol en bebidas alcohdlicas se produce en la etapa de coccion del agave
a partir de la demetoxilacién de las pectinas presentes en la materia prima por
accion de las pectinmetilesterasas (Rodriguez-Madrera et al., 2006;Solis-Garcia
et al., 2017) y por la lignina presente en la pared celular de los agaves (Vera-
Guzman et al., 2010). Pinal et al. (2009) encontraron mayor concentracion de
metanol en las fermentaciones procedentes de A. tequilana Weber con 4 afios
de edad que en aquellas de 8 afios, lo cual infiere que en agaves de mayor edad

existen menos grupos metoxil de las pectinas para la produccion de metanol.

Lachenmeier et al. (2006) reportaron en A. tequilana Weber contenidos de
metanol de 304 y 308 mg/100 mL de alcohol, valores superiores a lo que indica
la NOM-006-SCFI-2012, sin embargo, el estdndar en Unién Europea es de
maximo 1000 mg/100 mL de alcohol en bebidas alcohdlicas a partir de frutas
(Paine & Dayan, 2001). Aunque se sabe que los problemas por intoxicacion con
metanol se presentan con dosis mayores (20 ml de ingesta podria ocasionar la

muerte del individuo) que los valores establecidos en la norma, la importancia de
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su control se debe a que la presencia de este compuesto podria indicar

adulteracion de la bebida (Gonzéalez-Segui et al., 2019).

Sin embargo, esto se contradice con el hecho que el contenido de metanol
correlaciona con la cantidad de pectina presente en la materia prima, lo que
origina que sea un marcador adecuado para trazar autenticidad en bebidas 100
% de agave, caso contrario se observa en bebidas adulteradas con azucar de
cafa o alcohol de cafia donde el contenido de metanol deberia ser menor (Bauer-
Christoph et al., 2003).

Algunas préacticas que podrian controlar el contenido de metanol en bebidas
espirituosas derivadas de agave son: coccion de pifias de agave en autoclave
con inyeccion de vapor, e inmediatamente después la liberacion del vapor y
enfriamiento de las pifas, y filtracion del jarabe (Solis-Garcia et al., 2017).
Aunque en los procesos artesanales y ancestrales del mezcal es dificil
implementar estas medidas por la tecnologia con la que se cuenta y por la

esencia de los procesos para no perder el tipico sabor de esta bebida tradicional.

Por otro lado, la presencia de bacterias acido-lacticas y acido-acéticas, durante
la fermentacion, cobra importancia por la formacion de acidos organicos como el
lactico y acético que posteriormente funcionardn como sustratos para la
generacion de ésteres (Kirchmayr et al.,, 2017). Sin embargo, las altas
concentraciones de &cidos como el acético pueden ser debidas a una
contaminacion por bacterias acido-acéticas y este compuesto podria ocasionar
olores desagradables en la bebida (Vera-Guzman et al., 2010). En A. salmiana,

De Leén-Rodriguez et al. (2008) reportaron la presencia de acido heptanoico.

Lo ésteres en bebidas alcohdlicas son formados durante la fermentacion por
condensacion de acidos organicos y alcoholes (Pires et al., 2014) y se clasifican
en: a) ésteres acetato, grupo en el que se encuentran el acetato de etilo, acetato
de isoamilo, acetato de isobutilo y acetato fenetilico; b) el segundo grupo
comprende los ésteres de etilo, que son acidos grasos de cadena media en el

gue se incluyen el hexanoato de etilo y octanoato de etilo (Saerens et al., 2010).
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Los ésteres de mayor importancia por su contribucion aromética a las bebidas
son acetato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de isobutilo, acetato fenetilico,
hexanoato de etilo y octanoato de etilo (Pires et al., 2014). Nolasco-Cancino et
al. (2018) asociaron la produccion de ésteres con la especie de levadura
identificada durante la fermentacion y observaron que la produccion de acetato
de etilo fue promovida por la fermentacién de jugo de agave sin bagazo, contrario
a la produccion de lactato de etilo (el empleo de bagazo favorecié la formacion

de este compuesto).

La formacion de compuestos furanos puede llevarse durante la coccion del agave
(Quintero Arenas et al., 2020). Por ello, Mancilla-Margalli et al. (2002) evaluaron
los compuestos formados por reaccion de Maillard en el jugo de las pifias de A.
tequilana Weber Var. Azul cocidas a las 4, 12, 20 y 28 h. El 5-hidroximetilfurfural
y furfural se presentaron en el jugo de todas las etapas, el 2-furanmetanol se
encontré en jugo obtenido a partir de las 12 h y el 5-metilfurfural a partir de las

pifias obtenidas después de 28 h de coccion.

De Leon-Rodriguez et al. (2006) encontraron terpenos como a-terpineno y
limoneno en mezcal proveniente de A. salmiana. Vera-Guzman et al. (2018)
reportaron la presencia de farnesol, linalol y a-terpinol tanto en mezcal de A.
angustifolia como en A. potatorum. Botello-Alvarez et al. (2007) destaca que la
composicién del mezcal y su variabilidad es compleja y cada compuesto requiere
estudios adicionales para elucidar su origen, verificar limites permitidos por
normas oficiales y conocer el efecto en las caracteristicas sensoriales del
producto final. Para ello se deben emplear técnicas analiticas como las que se

mencionan a continuacion.

2.6 Métodos de identificacion de compuestos

2.6.1Espectroscopia de Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica
analitica efectiva, sensible y reproducible capaz de detectar metabolitos primarios

y especiales (Aru et al., 2018). Puede ser implementada en productos liquidos y
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sélidos sin alterar la muestra o producir residuos peligrosos (Marcone et al.,
2013). Algunos alimentos en los que ha sido aplicada esta técnica son: queso
Mozzarella (Mazzei & Piccolo, 2012), pulpa y jugo de naranja (Le Gall et al.,
2001), mango (Gil et al., 2000), asi como en vinagre balsamico de Modena
(Papotti et al., 2015).

Brescia et al (2002) llevaron a cabo la caracterizacion quimica de vinos rojos
italianos a través de espectroscopia 'H-RMN y encontraron que los metales
pesados y los aminoacidos podrian ser los responsables para la discriminacion
de las muestras. La *H-RMN también se ha usado para conocer la cantidad de
polifenoles (Todasca et al., 2011), compuestos que determinan atributos

sensoriales como color y sabor (Tzachristas et al., 2020).

Godelman et al. (2013) y Monakhova (2015) estudiaron vinos de Alemania bajo
un enfoque de andlisis dirigido y no dirigido con espectroscopia de *H-RMN para

ser diferenciados por variedad de uva, origen geografico y afio de cosecha.

Mazzei et al. (2013) confirmaron que la espectroscopia de 'H-RMN puede
diferenciar entre vinos blancos “Fiano di Avellino” producidos con el mismo mosto
de uva y mismas practicas enolbgicas, pero diferentes cepas de levaduras
empleadas durante la fermentacion. Respecto a la fermentacion, Del Fresno et
al. (2020) también utilizaron *H-RMN para evaluar el impacto de Hanseniospora

vineae en la fermentacion y afiejamiento de vino blanco.

Hu et al. (2015) emplearon espectroscopia de *H-RMN para estudiar vino de
diferentes cultivares de uva y concluyeron que tiene la capacidad de discriminar
aun entre cultivares cercanamente relacionados. Gougeon et al. (2018) realizaron
el andlisis de vinos de los cultivares Cabernet Sauvignon y Beihong de dos
regiones de China (Shanxiy Ningxia) por medio de espectroscopia de *H-RMN e
indicaron que la RMN es capaz de separar las muestras de vino por terroir y

variedad dentro del mismo pais.

22



Hu et al. (2020) estudiaron vinos tintos Merlot, Cabernet Sauvignon y Cabernet
Gernischt por espectroscopia de H-RMN y encontraron que el acetato de etilo,
los &cidos lactico, succinico, malico y galico, asi como los aminoacidos alanina 'y

prolina fueron los principales responsables para diferenciar entre las muestras.

2.6.2Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una técnica analitica no destructiva,
sensitiva, rapida, poderosa, amigable con el ambiente; se usa ampliamente para
caracterizacion y clasificacién de bebidas alcohdlicas (Arslan et al., 2021; Yadav
& Sharma, 2019). La espectroscopia IR puede funcionar como una alternativa a
los métodos de andlisis quimicos tradicionales al monitorear en tiempo real del

proceso varios compuestos simultaneamente (Di Egidio et al., 2010).

El principio de la espectroscopia MIR (infrarrojo medio) consiste en detectar
diferencias composicionales entre muestras gracias a las vibraciones
moleculares de diversos grupos quimicos a determinadas longitudes de onda

dentro de la region infrarroja media del espectro (Cozzolino et al., 2012).

La metodologia MIR se ha empleado para predecir la composicion de acidos
grasos en aceite vegetal (Kokalj Ladan & KoCevar Glava¢, 2022), detectar
adulteracion en aceite de oliva extra virgen (Ordoudi et al., 2022), determinar los
pardmetros de calidad en cerveza (Ifidn et al., 2006) y monitorear la produccién
de azucares durante el macerado en el proceso de cerveza (de Almeida et al.,
2018).

Bevin et al. (2008) usaron espectroscopia MIR y concluyeron que los espectros
obtenidos fueron utiles para predecir el origen varietal de las muestras de vino,
lo que permitié la discriminacion entre tintos y blancos. Parpinello et al. (2019)
emplearon espectros MIR para estudiar las relaciones entre la variedad de la uva

y la composicion del vino, especificamente, compuestos fendlicos.

Los avances en instrumentacion espectroscopica infrarroja tal como la reflexion

total atenuada (ATR) han vuelto atractiva la espectroscopia IR para el analisis
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rapido de matrices complejas en diversos campos cientificos (Culbert et al.,
2015).

La espectroscopia ATR-MIR sirvié para la prediccion de atributos sensoriales de
vino Cabernet Sauvignon y Chardonnay con indicacion geografica (Gl)
procedentes del Sur de Australia (Niimi et al., 2021). También Cozzolino et al.
(2011) emplearon espectroscopia ATR-MIR para analizar en vino tinto y blanco
de Australia parametros composicionales (glucosa, fructosa, ph, acidez volatil y
titulable) ampliamente empleados en la industria vinicola. Durante la
fermentacién de vino blanco, Cavaglia et al. (2020) emplearon espectroscopia
ATR-MIR como herramienta de monitoreo, lo que permitié detectar y corregir a
tiempo problemas por contaminacion con bacterias acidolacticas. Gambetta et al.
(2019) demostraron el uso potencial de ATR-MIR para clasificar uvas Chardonay

con base a su origen geogréfico y grados de calidad.

2.6.3Cromatografia de gases

El andlisis quimico en bebidas alcohdlicas es complicado debido a las altas
concentraciones de etanol y agua, por ello se han usado técnicas de separacion
y concentracion de compuestos volatiles; como extraccién liquido-liquido,
microextraccion en fase sdlida (SPME) y cromatografia de gases (GC) con
espectrometria de masas (MS) (Martinez et al., 2019). La cromatografia separa
los diferentes compuestos presentes en mezclas complejas y genera una huella
representativa de la composicion quimica de la molécula (Jacobson et al., 2013).
En tanto que la técnica de SPME es un método de concentracion simple, rapido

y sin empleo de solventes (Cuadros-Rodriguez et al., 2016; Li et al., 2015).

Li et al. (2015) emplearon SPME-GC para analizar los compuestos volatiles
responsables del sabor en cerveza, los compuestos referidos fueron ésteres,
alcoholes y acidos organicos. También en cerveza, Jiao et al. (2011) aplicaron
cromatografia de gases acoplada a detector de ionizacion de flama mediante
espacio de cabeza (HS-SPME-GC-FID) para asociar los compuestos volatiles al
tipo de cerveza y a la cerveceria. En vino, Springer et al. (2014) emplearon HS-

SPME-GC-MS para verificar el origen botanico de 198 vinos blancos de Alemania
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y encontraron que los terpenos y ésteres fueron los responsables de la
clasificacion botanica. Xiao et al. (2015) aplicaron HS-SPME-GC-MS para
identificar y cuantificar compuestos volatiles en vinos cherry con el objetivo de

asociarlos en funcién a su origen geografico.

En mezcal, Vera-Guzman et al. (2009) estudiaron su composicion volatil por GC-
FID y observaron que el metanol, etanol y acido acético se formaron a partir de
la coccion, por otro lado, el 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol se presentaron
a partir de la fermentacion. En otro estudio, Vera-Guzman et al. (2010) emplearon
SPME-GC-MS y atribuyeron la variacion cuantitativa de los compuestos volatiles
del mezcal al método de manufactura. Mientras que las similitudes entre
compuestos, fue atribuida a la especie de agave empleada. También Vera-
Guzman et al. (2018) emplearon GC-MS para identificar compuestos volatiles en
mezcal, previo a las rutinas de GC-MS usaron extraccion liquido liquido para
concentrar la muestra, de este modo encontraron 84 compuestos volatiles, de los
cuales 10 fueron usados como diferenciadores entre especies de agave (A.
potatorum y A. angustifolia ), origen de las muestras (localizacion geogréfica de

la mezcaleria) y estacion del afio (primavera, otofio e invierno).

De Ledn-Rodriguez et al. (2006) aplicaron SPME-GC-MS para caracterizar los
compuestos volatiles en mezcales de A. salmiana y encontraron que los
compuestos identificados son similares a los reportados en tequila, aunque otros
fueron considerados unicos, como limoneno y pentilbutanoato, lo que indica que
estos compuestos referidos pueden ser usados como marcadores para

diferenciar una bebida auténtica.
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3. PERFILES METABOLOMICOS DE MEZCALES
ARTESANALES Y ANCESTRALES BASADOS EN RMN Y MSA
PARA DISCRIMINAR ORIGENES GEOGRAFICOS, ESPECIES
DE AGAVE Y PROCESOS DE MANUFACTURA, EN FUNCION
DE SUS ATRIBUTOS DE CALIDAD

Resumen

La industria enoldgica se ha beneficiado del uso de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén (*H-NMR) en combinacién con andlisis estadistico
multivariado (MSA) como herramienta foodémica para obtener caracteristicas
discriminantes relacionadas a origenes geograficos, variedades de uvas, y otros
controles de calidad. Estos métodos 6micos han adquirido tal importancia para
gue Organizaciones Intergubernamentales y Agencias de Control recomienden
Su uso masivo entre paises como cumplimiento de calidad para el seguimiento
de parametros estandares y de degradaciéon, productos de fermentacion,
contenido de polifenoles y aminoéacidos, origenes geogréficos, denominacién de
origen controlada y tipo de cepa monovarietal en vinos. Este estudio presenta,
por primera vez, un perfil de *H-NMR / MSA para discriminar, por primera vez,
entre regiones, especies de agave y procesos de manufactura en mezcales
ancestrales y artesanales mexicanos con analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). El propésito central de este estudio
fue extrapolar el saber hacer de la Omica del vino a la industria no
profesionalizada del mezcal que a su vez permitié establecer la metodologia
experimental de 'H-NMR, preprocesamiento, y analisis estadistico para
implementar controles de calidad novedosos, no invasivos y altamente
reproducibles ligados a la regién de origen, a la especie de agave y proceso de
manufactura.

Palabras clave: mezcales ancestrales y artesanales; resonancia magnética
nuclear de proton; analisis discriminante supervisado de minimos cuadrados
parciales ortogonales.
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METABOLOMIC PROFILES OF ARTISANAL AND ANCESTRAL
MEZCALES BASED ON NMR AND MSA TO DISCRIMINATE
GEOGRAPHICAL ORIGINS, AGAVE SPECIES AND
MANUFACTURING PROCESSES, ACCORDING TO THEIR

QUALITY ATTRIBUTES
Abstract

The oenological industry has benefited from the use of proton nuclear magnetic
resonance (*H-NMR) spectroscopy in combination with Multivariate Statistical
Analysis (MSA) as a foodomics tool for retrieving discriminant features related to
geographical origins, grape varieties, and further quality controls. Said omics
methods have gained such attention that Intergovernmental Organizations and
Control Agencies are currently recommending their massive use amongst
countries as quality compliances for tracking standard and degradation
parameters, fermentation products, polyphenols, amino acids, geographical
origins, appellations d’origine controlée and type of monovarietal strains in wines.
This study presents, for the first time, a *H-NMR / MSA profiling of ancestral and
artisanal Mexican mezcals to discriminate between regions, agave species and
manufacturing processes with supervised orthogonal partial least squares
discriminant analysis (OPLS-DA).The central aim of this was to extrapolate the
know-how of wine-omics into the non-professionalized mezcal industry for
establishing the NMR acquisition, preprocessing and statistical analysis basis to
implement novel, non-invasive and highly reproducible regional, agave species
and manufacturing-quality controls.

Key words: ancestral and artisanal mezcals; proton nuclear magnetic resonance;
supervised orthogonal partial least squares discriminant analysis.

Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: M.C. Rosa Lépez Aguilar
Advisor: Arturo Herndndez Montes, PhD.
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3.1 Introduccion

Los métodos analiticos robustos para determinar atributos de calidad, identidad
y autenticidad en alimentos permanecen como una tarea prioritaria dentro de la
cadena de abasto para preservar la proteccion del consumidor. Cada matriz
alimentaria posee metabolitos intrinsecos relacionados a su manufactura tales
como los &cidos shiquimico o caftarico en vinos (Godelmann et al., 2013) o
residuos de furfural en bebidas espirituosas (Palmqvist & Hahn-Hagerdal, 2000;
Sarvari Horvath et al., 2003). El conjunto de metabolitos primarios y especiales
antes referidos, que son intrinsecos a la conformacién de cada matriz alimentaria
y a su manufactura, bajo condiciones y lugares especificos, puede ser
identificada y direccionada con el uso de tecnologia dmica por multimuestreo
tales como técnicas espectroscopicas, con el fin de obtener discriminantes
observables relacionados a su origen geografico, variedad, proceso de
manufactura y autenticidad, entre otros (Deborde et al., 2017; Esslinger et al.,
2014).

La combinacién de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton
(*H-NMR) altamente reproducible, no invasiva, de uso rapido y simple con
analisis estadistico multivariable para metabolomica de alimentos (Foodémica)
(Hatzakis, 2019) ha emergido en las ultimas décadas con la implementacion de

modelos para trazar la calidad, origen, manufactura o autenticidad de alimentos.

La metabolémica de 'H-NMR ha sido implementada en matrices de alimentos
para: trazar la autenticidad y adulteracion en mieles acacia por medio de su perfil
de azucares (Schievano et al., 2020), discriminar entre jugos de naranja como
herramienta de control de las practicas de adulteracion (Le Gall et al., 2001),
caracterizar los cambios composicionales en jugo de mango cultivar “Tommy
Atkins” como control de su calidad poscosecha (Gil et al., 2000), evaluar vinagre
tradicional balsamico de Modena de acuerdo a su proceso de afiejamiento
(Papotti et al., 2015) y determinar algunos compuestos clave que definen la
originalidad del queso Emmental Suizo ligado a discriminacién por origen
geografico (Corsaro et al., 2016; Shintu & Caldarelli, 2006).
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El andlisis de bebidas alcohdlicas con metabolémica de H-NMR y andlisis
estadistico multivariado ha tenido lugar en la dltima década. Godelmann et al.
(2013) aplicaron las bases de multipresaturacion de agua y etanol durante
tiempos de mezclado e intervalos de recuperacion con experimentos 1D-NOESY
(Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) en alrededor de 600 vinos
alemanes, para obtener una matriz de datos que permitiera clasificar la variedad
de uva, origen geografico y afiejamiento de cinco regiones productoras de
Alemania del Sur (Rheinpfalz, Rheinhessen, Mosel, Baden, and Wirttemberg)
con analisis de componentes principales, andlisis discriminante lineal y analisis
multivariante de varianza. Monakhova et al. (2015) encontraron mejoras notables
al generar caracteristicas discriminantes dentro de la matriz de datos de NMR en
muestras de vino aleman con analisis de componentes independientes
combinado con andlisis discriminante lineal. Mazzei et al. (2013) evaluaron el
perfil de *H-NMR, mediante el uso de un filtro de relajacién-T1 para la supresion
del etanol en vez de la multisupresion de agua y etanol, combinado con analisis
de componentes principales, analisis discriminante lineal y analisis de
conglomerados jerarquicos para discriminar entre vinos “Fiano di Avellino”
producidos con la misma variedad de uva, pero fermentados con dos tipos de
levadura (autéctona y comercial). La metabolémica dirigida por *H-NMR se usé
para discriminar entre regiones vinicolas chinas (Gougeon et al., 2018) y en vino
tinto de variedades Cabernet Sauvignon, Merlot y Cabernet Gernischt (Hu et al.,
2020), asi como diferentes vinos blancos Chardonnay tratados con diferentes
levaduras inactivas antes del afiejamiento (Hu et al., 2019). Caracteristicas
discriminantes en vino tinto fueron proporcionadas por acetato de etilo, acido
lactico, alanina, acido succinico, prolina, acido malico, acido galico, y en vino
blanco por 2,3-butanodiol, acetato de etio, &cido malico, valina, acido succinico,
acido lactico, acido tartarico, glicerol, acido galico, colina, prolina y alanina.
Ademas, las mejoras enoldgicas especificas como el uso de cepas de levadura
de Hanseniospora vineae para alcanzar los perfiles aromaticos en vino blanco

espafol “Albillo”, con respecto a fermentaciones estandares, fue evaluada tanto
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con metabolomica dirigida por cromatografia de gases con detector de ionizacion
de llama (GC-FID) y con *H-NMR (Del Fresno et al., 2020).

También se han reportado diversas mejoras para otras bebidas comerciales
como cerveza (Duarte et al., 2002; Rodrigues & Gil, 2011) o whisky (Kew et al.,
2017, 2019). En contraste, pocos reportes existen que contemplen el uso de
metabolomica por NMR acoplada al analisis multivariado para el perfilamiento y
direccionamiento de bebidas alcohodlicas de agave de América Latina Central y

Norte como el tequila y mezcal.

En lo que a mezcal se refiere, su manufactura involucra cosecha, coccion,
molienda, fermentacion y doble destilacion del mosto fermentado (Escalante-
Minakata et al., 2008; Kirchmayr et al., 2017; Nolasco-Cancino et al., 2018;
Villanueva-Rodriguez & Escalona-Buendia, 2012), en concordancia con su
etimologia nahuatl: Metlixcalli que significa agaves cocidos en horno. Los
mezcales certificados son clasificados por la Normatividad Mexicana en tres
categorias: mezcal, mezcal ancestral y mezcal artesanal, de acuerdo con su
proceso de elaboracion, especificamente, la coccion del agave, molienda,
fermentacioén y destilacién (Castafieda-Nava et al., 2019; NOM-070-SCFI-2016).
El mezcal ancestral es definido como la bebida elaborada, exclusivamente por
coccion del agave en hornos de pozo, molienda con mazo o molino chileno,
fermentacién en recipientes de madera o barro y la destilacion con fuego directo
en olla de barro y montera de barro o madera. El uso de acero inoxidable y
energia eléctrica no esta permitido en la produccién ancestral. En tanto que, para
el mezcal artesanal se pueden usar trituradores mecanicos para la molienda y
alambiques de cobre o contenedores de acero inoxidable para la destilacion. El
uso de autoclaves para la coccion, difusores para extraer el jugo del agave cocido
y destilador continuo para la destilacion esta prohibido en la produccion artesanal.
La denominacion de origen controlada o apellation d origine controlée (AOC)
para los mezcales es otorgada a regiones especificas en los estados de Oaxaca,
San Luis Potosi, Puebla, Guerrero, Guanajuato, Durango, Tamaulipas,

Zacatecas y Michoacan. En su mayoria, los mezcales de estas regiones son
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producidos bajo practicas artesanales (Chavez-Parga et al., 2016). Los mezcales
denominados 100% no tendran otra fuente de azUlcares durante la fermentacion

mas alla que la proporcionada por el agave.

A pesar de la herencia humana intrinseca que implica la fusion entre
fermentaciones prehispanicas con procesos de destilacion europeas que derivo
en mezcales ancestrales y artesanales (UNESCO, 2020), no sorprende que los
procesos carezcan de estandarizaciones que puedan garantizar la calidad y
reproducibilidad entre lotes (Kirchmayr et al., 2017). El mezcal es regulado por la
Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2016 en la que se establecen los
atributos de calidad requeridos para dar cumplimiento: i) alcohol volumen (% Alc.
Vol.) a 20 °C (NMX-V-013-NORMEX-2019), ii) contenido de alcoholes superiores
(NMX-V-014-1986), iii) contenido de metanol (NMX-V-021-1986) y iv) contenido
de extracto seco y cenizas (NMX-V-017-S-2014). Los controles técnicos referidos
son adaptados al proceso tradicional del mezcal y no son tan estrictos como los
requisitos establecidos para una bebida similar como el tequila (NOM-006-SCFI-
2012), revelando, en este sentido, la necesidad de encontrar estrategias para
proporcionar la estandarizacion del proceso artesanal y ancestral de elaboracion

del mezcal.

Como se ha podido ver, la informacion espectroscopica por NMR en bebidas
destiladas es limitada y en México los estudios de resonancia aun son incipientes,
por ello el presente trabajo usa espectroscopia de H-NMR acoplada a analisis
estadistico multivariado (NMR-MSA) aplicado por primera vez en una serie de
mezcales artesanales y ancestrales de tres diferentes regiones y producidos con
los tipos de agaves mas representativos de México. Este estudio propone la
aplicaciéon de la rutina de trabajo de NMR-MSA en el mezcal como una forma
cualitativa de obtener huellas metabolomicas relacionadas a su origen
geografico, especie de agave y proceso de manufactura entre lotes individuales.
Finalmente, se revelan las diferencias en el procedimiento de estandarizacion
entre los mezcales gracias a las caracteristicas estadisticas y espectroscopicas

del andlisis realizado. El objetivo de este trabajo fue establecer la metodologia
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experimental por resonancia magnética nuclear para la obtencién de perfiles
metabolomicos estadisticamente aceptables, asociados a la distincion por origen

geografico, especies de agave y proceso de manufactura en mezcal.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1Muestras de mezcal

El conjunto de muestras de mezcal comprendi6 26 unidades pertenecientes a las
categorias artesanal y ancestral de tres diferentes estados de México: Puebla,
San Luis Potosi y Oaxaca. Las especies de agave utilizadas para la fabricacion
de las bebidas alcohdlicas fueron Agave angustifolia, Agave potatorum, Agave
salmiana, Agave cupreata, Agave americana 'Americana’, Agave americana
‘Oaxacensis’. Un resumen de las especies de agave empleadas, la regién con su

nomenclatura y la categoria del mezcal se muestran en el Cuadro 1.

3.2.2Adquisicién *H-NMR

La espectroscopia en estado liquido se llevo a cabo en un Espectrémetro Bruker
Avance [IIHD de 600 MHZ (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) con un
cabezal de prueba 'H/D BBO y un gradiente z. La muestra de mezcal se prepard
como se indica a continuacion: a 540 pl de mezcal se le agreg6 60 pl de solucién
de 6xido de deuterio 99.9 % D, que, a su vez, contenia 0.05 % p/p de sal sddica
de acido 2,2,3,3-d(4)-3-(trimetilsilil) propionato de sodio (No. CAS 7789-20-0)
como referencia interna y 0.1 % p/p de buffer fosfato de monopotasio (KH2PO4)
(No. CAS 7778-70-0), finalmente se ajusté el pH a 3.1 (Godelmann et al., 2013;
Herbert-Pucheta, Mejia-Fonseca, et al., 2019).
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Cuadro 1. Conjunto de muestras de mezcal utilizados para el perfilamiento por
'H-NMR/MSA arreglados por especie de agave, region y categoria del mezcal.

Cddigo Especie Municipio* Regién Proceso
1 Agave potatorum ™ Oaxaca Artesanal
2 Agave angustifolia ™ Oaxaca Artesanal
3 Agave angustifolia SJT Oaxaca Artesanal
4 Agave angustifolia TV Oaxaca Artesanal
5 Agave potatorum TV Oaxaca Artesanal
6 Agave angustifolia VSV Oaxaca Ancestral
7 Agave potatorum VSV Oaxaca Ancestral
8 Agave angustifolia VSV Oaxaca Ancestral
9 Agave potatorum VSV Oaxaca Ancestral
10 Agave potatorum VSV Oaxaca Ancestral
11 Agave angustifolia VSV Oaxaca Ancestral
12 Agave angustifolia VSV Oaxaca Ancestral
13 Agave cupreata SFS Oaxaca Ancestral
14 Ensamble No. 17 SFS Oaxaca Ancestral
15 Agave angustifolia VSV Oaxaca Ancestral
16 Agave potatorum VSV Oaxaca Ancestral
17 Ensamble No. 2Y VSV Oaxaca Ancestral
18 Agave angustifolia ZA Oaxaca Artesanal
19 Agave angustifolia ZA Oaxaca Artesanal
20 Agave potatorum SAA Oaxaca Artesanal
21 Agave potatorum SBC Oaxaca Artesanal
22 Agave angustifolia SM Oaxaca Artesanal
23 Agave potatorum CA Puebla Artesanal
24 Agave angustifolia AT Puebla Artesanal
25 Agave salmiana AH San Luis Potosi Artesanal
26 Agave salmiana MC San Luis Potosi Artesanal

Z Ensamble No. 1: Mezcla de Agave potatorum, Agave angustifolia y Agave cupreata.
YEnsamble No. 2: Mezcla de Agave americana ‘Americana’ y Agave americana ‘Oaxacensis’.
*TM: Tlacolula de Matamoros (16°59’10"N, 96°30’47"W), SJT: San Jerénimo Tlacochahuaya
(17°00°45”N, 96°33'08"W), TV: Teaotitlan del Valle (17°01°13”N, 96°34'43"W), VSV: Villa Sola de
Vega (16°29'30”N, 96°58'34”W), SFS: San Francisco Sola (16°29'48” N, 96°57°26"W), ZA:
Zimatlan de Alvarez (16°52'16”N, 96°46’42”W), SAA: San Agustin Amatengo (16°30°36” N,
96°47°19” W), SBC:San Baltazar Chichicapam (16°45'43”N, 96°29'23"W), SM: Santiago Matatlan
(16°51°60”N, 96°22'58"W), CA: Caltepec (18°10'53”N, 97°28’47"W), AT: Atlixco (19°125”N,
98°14°29”W), AH:Ahualulco (22°24’1”N, 101°10°'0”"W), MC: Mezquitic de Carmona (22°16’0”N,
101°6°47"W).
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Los experimentos para la adquisicion de los espectros de protén de las muestras

de mezcal consistieron de:

a) Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén en una dimension
(1D 'H-NMR) por excitacion directa, necesarios para eliminar
multipresaturaciones de agua y etanol (Herbert-Pucheta, Padilla-Maya, et al.,
2019; Lopez-Morales et al., 2019; Vazquez-Leyva et al., 2019) fueron obtenidos
mediante un experimento con 64 scans, que a su vez fueron colectados con 28k
puntos, la amplitud espectral fue de 20 ppm (12019 Hz), el tiempo de
recuperacion entre transientes fue de 6 s y el tiempo de adquisicion de 1.2 s. El
tiempo experimental fue de 6 minutos por espectro. No se aplicd funcion de

apodizacion durante la transformada de Fourier.

b) Los ensayos NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) por
1D-'H-NMR fueron ejecutados con un experimento de multipresaturacion
simultanea de agua y etanol, irradiando (con una potencia de 1.18 x102 W) la
sefal del agua (H20) a 4.7 ppm, la sefial CH2 del etanol a 3.51 ppm y la sefial
CHs del etanol a 1.05 ppm. Los experimentos NOESY fueron ejecutados con 128
scans, que a su vez fueron colectados con 28k puntos, la amplitud espectral fue
de 20 ppm (12,019 Hz), el tiempo de recuperacion entre transientes fue de 10 s,
tiempos de mezclado de 100 milisegundos y el tiempo de adquisicién de 1.2 s. El

tiempo experimental fue de 16 min.

3.2.3Post-procesamiento H-NMR y andlisis estadistico multivariado (MSA)
El postprocesamiento para la obtencion de variables de entrada para el MSA fue
realizado como se menciona a continuacion: la correccion de fase manual y
calibracion de desplazamiento quimico fue realizada con el software TopSpin®
version 4.0.8. Las correcciones de linea base intermedia y global, los
alineamientos de *H-NMR por cuadrados minimos, la seleccién de las regiones
espectrales de frecuencia variable para perfilamiento no dirigido y la
normalizacion de la matriz de datos fueron ejecutadas con el software
NMRProcFlow version 1.4 (Jacob et al., 2017).
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El andlisis estadistico consisti6 de analisis supervisados como el analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA) y no
supervisados como el analisis de componentes principales (PCA); y fueron
desarrollados en la plataforma BioStatFlow version 2.9.2. El intervalo de
confianza al 95 % fue denotado por regiones Hotelling T2 representadas por
elipses (Holmes et al., 2008). El andlisis OPLS-DA fue realizado con validacion
cruzada de MonteCarlo (MCCV) con 10 particiones por 100 permutaciones (Xu &
Liang, 2001). Los parametros estadisticos como valores de p, R?X y Q? definieron

la calidad de cada modelo (De Meyer et al., 2008).

3.3 Resultados y discusion

Los espectros de 'H-NMR para el mezcal proveniente de Agave angustifolia,
Agave potatorum, Agave salmiana, Agave cupreata y sus mezclas (Figura 3)
fueron obtenidos mediante la aplicacion de un experimento NOESY bajo un
esquema de multipresaturacion de agua y etanol (Figura 4), la potencia de los
pulsos fue de 1.18 x 10 W. La frecuencia del transmisor se centr6 en 4.83 ppm
para la sefial del agua; para etanol el CHz en 3.51 ppm y el CHsz en 1.14 ppm,
ésto fue con el objetivo de obtener multipresaturaciones precisas de todas las
sefales (Herbert-Pucheta, Mejia-Fonseca, et al., 2019).

La regién de la Figura 3A comprende el rango de frecuencia de los
deplazamientos del 'H entre 6 y 10 ppm correspondiente a los compuestos
aromaticos mientras que en la region de la Figura 3B los desplazamientos
quimicos de *H NMR son de 0.5 a 4.5 ppm y se debe a los compuestos alifaticos.
Las regiones sombreadas en color gris representan las frecuencias
seleccionadas para obtener matrices de datos que posteriormente fueron
sometidas al analisis estadistico multivariado. La obtencién de las regiones fue
mediante el algoritmo de seleccion variable frecuencial inteligente (plataforma

NMRProcFlow) que comprendid los desplazamientos de 10 ppm< » H <5.5 ppm

para compuestos aromaticos y de 4.5 ppms< o H<0.5 ppm para los alifaticos.
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Figura 3. Espectro {1Hwater_presat NMR} de muestras de mezcal de A.
angustifolia, A. potatorum, A. salmiana, A. cupreata y sus mezclas.

La regiébn de la Figura 3A comprende el rango de frecuencia de los
deplazamientos del 'H entre 6 y 10 ppm correspondiente a los compuestos
aromaticos mientras que en la region de la Figura 3B los desplazamientos
quimicos de *H-NMR son de 0.5 a 4.5 ppm y se debe a los compuestos alifaticos.
Las regiones sombreadas en color gris representan las frecuencias
seleccionadas para obtener matrices de datos que posteriormente fueron
sometidas al analisis estadistico multivariado. La obtencién de las regiones fue
mediante el algoritmo de seleccion variable frecuencial inteligente (plataforma

NMRProcFlow) que comprendié los desplazamientos de 10 ppms ® 'H <5.5 ppm

para compuestos aromaticos y de 4.5 ppm< o 'H<0.5 ppm para los alifaticos.
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Figura 4. Esquema de multipresaturacion agua-etanol mediante experimento
NOESY-1D {1Hwater presat NMR} en mezcales oaxaquefios artesanales y
ancestrales.

Las Figuras 5 a 11 presentan el conjunto de andlisis estadisticos multivariados
gue incluye los analisis discriminantes OPLS-DA y PLS-DA, asi también el
andlisis de componentes principales. El PCA es un método no supervisado usado
para reducir la dimensionalidad de los datos a un numero pequefio de
componentes y examinar los posibles agrupamientos de las muestras para el

factor evaluado (Cozzolino et al., 2019).

Los analisis de componentes principales en los tres factores evaluados mostraron
discriminaciones pobres (Figura 6C, 8C y 10C) por eso se recurrié al analisis
supervisado OPLS-DA para maximizar la separacion entre muestras. Para este
fin se empled la validacion cruzada de Monte-Carlo (MCCV), la cual selecciona
el nimero de componentes que el modelo debe contener (Xu & Liang, 2001)
mediante un conjunto de particiones por nimero de permutaciones. Al realizar la
validacion del modelo nos aseguramos que las conclusiones derivadas de éste

sean confiables (Worley & Powers, 2016).

La Figura 5 muestra con un 95 % de confianza que después de aplicar el analisis
OPLS-DA, las muestras de mezcal procedentes de tres estados de la Republica
Mexicana pueden ser diferenciadas (R>X = 0.8756; Q%= 0.822; p-value = 8.48x10"
5). La cercania geogréfica entre las regiones de Oaxaca y Puebla, denotada por
su ubicacién geogréfica (alrededor de 16-17 ° N, 96° O para Oaxaca y alrededor

de 18-19° N, 97-98° O para Puebla) puede limitar la discriminacion de mezcales
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procedentes de estas regiones; en cambio, las bebidas de San Luis Potosi son
elaboradas en poblaciones localizadas alrededor de 22°16-24’ N, 101° 6-100’ O,
es decir, a mayor separacion geografica con respecto a las ubicaciones de

Oaxaca y Puebla.

Las Figuras 7 y 8 muestran los andlisis OPLS-DA y PCA para los mezcales
evaluados de acuerdo a su especie. El modelo supervisado OPLS-DA (R?X=
0.7049; Q%= 0.504; p-value < 7.6 x 10"4) puede discriminar los mezcales de Agave
salmiana (diamantes color magenta en la Figura 7), procedentes de San Luis
Potosi, del resto de las especies. El uso de dos componentes PLS (Figura 8A)
fue suficiente para representar el 50 % de la discriminacion en mezcal de acuerdo
con la especie con que fue elaborado, puesto que si incrementamos el nUmero

de componentes del modelo de PLS, disminuye la precision de la prediccion.

También se observa que las muestras consideradas ensamble (mezclas entre
especies de agave) de A. potatorum, A. angustifolia y A. cupreata fueron
excluidas de las regiones Hotelling T2 (intervalo de confianza del 95 %) que
delimita a A. angustifolia (denotado por circulos color verde en la Figura 7) y A.
potatorum (denotado por diamantes color cian en la Figura 7), aln asi, se observa
cercania entre el ensamble referido y la regién delimitada por A. potatorum (tp,
to), lo que podria sugerir la contribucion de A. potatorum a la mezcla. La
discriminacion entre especies es complicada por algunas posibles razones: i) los
valores de cargas limitados que produce la matriz de datos de *HNMR de mezcal,
i) la incertidumbre acerca de la autenticidad de los agaves que los maestros
mezcaleros dicen, y que no puede comprobarse debido a la falta de un método
analitico de fraccionamiento isotdopico para plantas de metabolismo &cido
crasulaceo (CAM) como el maguey (O’Leary, 1981), y iii) la falta de control que
implica el intercambio de plantas nativas de agave entre regiones productoras de
diferentes estados, principalmente entre estados fronterizos como Oaxaca y
Puebla. En general, las diferencias en los mezcales producidos en México se
deben principalmente a la especie de agave empleada y a los métodos

tradicionales usados en diversas regiones productoras (Avila-Reyes et al., 2010).
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Las Figuras 9 y 10 muestran los andlisis OPLS-DA y PCA para los mezcales
evaluados de acuerdo a su proceso de elaboracion, para esto la NOM-070-SCFI-
2016 ha establecido tres categorias: 1) mezcal, 2) mezcal artesanal y 3) mezcal
ancestral. En la Figura 9 se observa en el grafico de puntuaciones a los mezcales
ancestrales con valores en el componente predictivo (tp,1) mayores a cero y los
artesanales con valores en el componente tp,1 menores a cero, lo que indica que
el modelo del OPLS-DA (R?X= 0.6012; Q%= 0.178; p-value < 6.38 x 103) puede
discriminar mezcal ancestral del artesanal. EI uso de tres componentes del
modelo PLS fue suficiente para representar el 18 % de las discriminaciones
observadas (Figura 10C). Las regiones Hotelling T2, denotadas por un intervalo
de confianza del 95 %, agrupan gran parte de las muestras de mezcal ancestral
(denotado por cuadros color rojo en Figura 9) como corresponde, sin embargo,
también se observa un traslape entre muestras ancestrales y artesanales
(denotado por circulos color azul en la Figura 9), lo cual pudiera deberse a que
dentro de las practicas realizadas por los mezcaleros, algunos de ellos realizan
la primera destilacion en alambiques de cobre y la segunda en ollas de barro, por
tanto, el proceso puede ser 100% artesanal, 100% ancestral o una combinacion

de ambos.
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Figura 5. Analisis estadistico multivariado del OPLS-DA generados de la matriz
de datos de NMR-1D: {1Hwater presat NMR} para el factor region de

procedencia del mezcal.

Las regiones Hotelling T2 de las elipses representan el 95 % de intervalo de confianza.
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Figura 6. Curvas de precision de la prediccion como una funcién de los
componentes del PLS-DA (A), significancia de la prueba de permutacion (B),
analisis de componentes principales (C) obtenidos de la matriz de datos de NMR
y grafico de cargas del OPLS-DA de mezcales (D).
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Un resumen de lo anteriormente descrito se presenta en la Figura 11, que abrevia
algunos aspectos clave en los graficos de cargas del analisis OPLS-DA de la
matriz de datos de NMR de mezcal, que basicamente son: i) variabilidad en los
procesos de manufactura del mezcal como responsable de la baja
reproducibilidad espectral de la 'H-NMR, a su vez evidenciada en la rutina de
analisis estadistico multivariado que directamente afecta la identificaciéon de
regiones espectroscopicas especificas para la discriminacién, ii) derivado de
esto, una cantidad importante de valores de cargas se distribuyen alrededor del
cuadrante to,1 negativo / tp,1 negativo (-,-), lo que ocasiona baja calidad
discriminativa del modelo OPLS-DA sobre todo para el factor proceso, iii)

finalmente, los graficos del to,1 = f(frecuencia o'H) (Figura 10 derecha) muestran
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que las resonancias discriminantes de *H-NMR se encuentran en ciertos rangos
de frecuencia espectral del mezcal, a desplazamientos quimicos que van de 6 a

10 ppm.

A pesar de la falta de controles de calidad rigurosos en la manufactura del
mezcal, reflejada en la matriz de datos de *H-NMR, que a su vez origina menos
valores ponderados de la variable independiente (cargas) y que directamente
influyen en las discriminaciones antes mencionadas, es posible proponer
discriminaciones en mezcal por region ligadas a su localizacion geogréfica.
También se evidencia que la dificultad de proponer una huella metabol6émica
holistica robusta al discriminar mezcales por especie esta relacionada con la falta
de buenas practicas de manufactura referidas anteriormente. Discriminaciones
ligeras entre mezcal ancestral y artesanal se deben a una importante
concentracion de valores de cargas dentro del cuadrante negativo (cuadrante to,1
negativo / tp,1 negativo), como se nota en la Figura 11C (inferior izquierda). Se
observé también que la mayoria de los desplazamientos quimicos de 'H-NMR
discriminantes pertenecen a compuestos aromaticos en los mezcales y
correlacionan con valores de cargas definidos en los cuadrantes negativos (to,1),
tal como se expondra en la Figura 12.
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Figura 11. Gréfico de cargas del modelo OPLS-DA de los factores discriminantes:
region (A), especie (B) y proceso (C) evaluado en una matriz de 'H-NMR obtenida
en mezcal.

Los componentes ortogonales (to,1) son expresados como una funcion de componentes

predictivos (tp,1, graficos de la izquierda) y desplazamientos quimicos de protén (frecuencia w'H,
graficos de la derecha) de las matrices de datos de 'H-NMR del mezcal.

La espectroscopia de 'H-NMR acoplada a andlisis estadistico multivariado
permitié la identificacion de 11 metabolitos discriminantes en mezcal (Figura 12),
los cuales fueron: acetaldehido, 5-substituido furanaldehido (posiblemente 5-
hidroximetil-2-furfural), 2-furfural, &cido 2-furoico, 2-furanmetanol, alcohol
fenetilico, acetato fenetilico, acetato de etilo, 1-butanol, 2-butanol y 2-metil-1-
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propanol. El reporte actual presenta el primer esfuerzo de un perfilamiento por
'H-NMR en una dimensiéon basado en desplazamientos quimicos (5, ppm),
acoplamiento escalar homonuclear de protén (J, Hz) y multiplicidad de las
resonancias de 'H-NMR de los metabolitos discriminantes (Cuadro 2) en
comparacion con las investigaciones que reportan compuestos principales en
mezcales de diferentes especies de agave analizados mediante técnicas
cromatograficas (Nolasco-Cancino et al., 2018; Palmqvist & Hahn-H&agerdal,
2000; Torres-Garcia et al., 2019).

Todos los derivados del furano que se identificaron (2-furfural, 5-substituido
furanaldehido, acido 2-furoico y 2-furanmetanol), ademas del alcohol fenetilico,
acetato fenetilico, acetato de etilo y las especies de n-butanol presentaron
valores de cargas negativos como las huellas responsables para la
discriminacion del modelo OPLS-DA de procesos de manufactura, especie y
region. Caso contrario se observo Unicamente en 2-metil-1-propanol que
presento valores positivos. La presencia de compuestos furanicos en bebidas a
base de agave se debe a la hidrdlisis de la inulina durante la etapa de coccion de
las pifias (Flores et al., 2009; Quintero Arenas et al., 2020). Aunque Ebeler et al.
(2000) encontraron que el 2-furfural se formé durante la destilacién en alambique
a causa de las temperaturas empleadas y Medina-Valtierra et al. (2011)
atribuyeron las concentraciones de compuestos carbonilos, principalmente
aldehidos como acetaldehido y furfural, a las especies de agave estudiadas y a
los procesos artesanales empleados para la manufactura del mezcal. Las
concentraciones de acetato de etilo son indicadoras de un proceso de
fermentacion bajo condiciones aerbbicas, a causa de bacterias acéticas o una
incorrecta separacién de las fracciones de cabezas durante la destilacion (Cortés
etal., 2011; Mesas & Alegre, 1999). La destilacion juega un papel preponderante
en la calidad final de la bebida, su correcta ejecucion reflejara la cantidad y
concentracion de compuestos presentes tanto en las fracciones de cabeza, como

en el corazén y las colas (Xiang et al., 2020).
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Figura 12. Gréficos apilados de los espectros de 'H-NMR de mezcales
Mexicanos, con asignacion preliminar de sefales basada en literatura (A) y
gréfico de cargas del OPLS-DA [to,1] como una funcién de los desplazamientos
quimicos de proton de los metabolitos identificados y sus desplazamientos
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Cuadro 2. Resonancias de *H-NMR con desplazamientos quimicos (5, ppm),
acoplamiento escalar homonuclear de protén (J, Hz) y multiplicidad de las
sefales de los metabolitos identificados en mezcales mexicanos, que muestran

en cada caso los desplazamientos correspondientes
Formula molecular reducida? (8, ppm), (J, Hz), Multiplicidad

CH3TH
0

Acetaldehido

6=9.55 ppm, J=2.82 Hz, cuarteto

8=9.37 ppm, singulete

R o o
‘ 8=9.19 ppm, singulete
H

5-furanaldehido y 2-furfural

H 8=7.97 ppm, multiplete
D\/O
2-furfural
Q\/o §=7.34 ppm, multiplete
H

2-furfural

H
H OH
H H

H

Alcohol fenetilico

H
H OY
O
H H
H

8=7.17 ppm, J=7.47 Hz, multiplete

6=7.09 ppm, J=7.48 Hz, multiplete

Acetato fenetilico
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Cuadro 2. Continuacion

Formula molecular reducida?

(8, ppm), (J, Hz), Multiplicidad

Jo s

Acido 2-furoico

H

8=6.54 ppm, J=3.6 Hz/1.57 Hz, doble de dobles

Q\/OH

2-furanmetanol

8=6.24 ppm, J=3.3 Hz, doblete

H
YO
0 H

Acetato de etilo

6=3.99 ppm, J=7.2 Hz, cuarteto

H
H
OH
H
H

1-butanol

8=1.54 ppm, J=6.67 Hz, multiplete

OH
)#H/
H

2-butanol

8=1.49 ppm, J=6.67 Hz, multiplete

/]&/OH
H

2-metil-1-propanol

6=1.38 ppm, J=7.1 Hz, heptuplete

Z El protén (*H) asignado es representado con color rojo
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3.4 Conclusiones

El uso de metabolémica no dirigida mediante espectroscopia de *H-NMR
acoplada a andlisis estadistico multivariado permitio, por primera vez, la
evaluacion de mezcales nativos mexicanos ancestrales y artesanales, con el fin
de obtener perfiles holisticos con base al proceso de manufactura, especie de
agave Yy region geografica. La capacidad discriminante y validez del modelo
OPLS-DA, apoyadas por los parametros estadisticos R2?X, Q? y p-value,

definieron la calidad de cada modelo.

El andlisis estadistico multivariado de la matriz de datos de *H-NMR produce
capacidad discriminante limitada en el mezcal de diversas especies de agave y
regiones geograficas, lo que es atribuido a la calidad de la matriz de *H-NMR del
mezcal, que a su vez refleja la falta de controles de calidad rigurosos en la
produccién de la bebida. Sin embargo, los resultados estadisticamente
aceptables del andlisis discriminate OPLS-DA obtenido para discriminar entre
regiones y especies en mezcales sera un punto de partida para impulsar a los
productores y agencias locales a usar la metodologia de 'H-NMR-MSA aqui
propuesta como el comienzo del establecimiento de bases de datos para el
control de calidad dentro de la industria mezcalera tal como sucede con las bases

de datos enoldgicas.

El andlisis OPLS-DA fuertemente sugiere que con incrementar la base de datos
de la *H-NMR mejorara la forma de distinguir entre procesos en la medida que
se use el modelo de 'H-NMR-MSA para control de calidad puesto que se ha
evidenciado que la composicién quimica del mezcal es compleja y depende de
factores como especie de agave y proceso empleado que al final influiran sobre

las caracteristicas sensoriales de la bebida.
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4. ANALISIS METABOLOMICO DE MEZCAL POR
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO Y CROMATOGRAFIA
DE GASES PARA SU DISCRIMINACION POR ESPECIE,
ORIGEN GEOGRAFICO Y PROCESO DE ELABORACION

Resumen

Se utiliz6 espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier con
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y cromatografia de gases para discriminar
mezcales por especie de agave, origen geografico y proceso de manufactura. La
cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID) ayudo a
determinar el contenido de alcoholes superiores y se encontré6 que todos los
valores corresponden con lo establecido por la NOM-070-SCFI-2016. La
espectroscopia ATR-FTIR permitié asociar la vibracion intramolecular con los
grupos funcionales de compuestos presentes en el mezcal, que posteriormente
fueron identificados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas mediante microextraccion en fase solida (SPME-GC-MS). El modelo
discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA) con
matriz de datos de ATR-FTIR fue significativo para los factores origen (Q2=0.58,
R2Y=0.99 y p-value=0.02) y proceso (Q2=0.57, R2Y=0.93 y p-value=0.01)
mientras que el modelo discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA)
con matriz de datos de SPME-GC-MS fue significativo Unicamente para el factor
especie (Q2=0.48, R2Y=0.90 y p-value=0.03).

Palabras clave: ATR-FTIR, SPME-GC-MS, GC-FID, compuestos volatiles,
alcoholes superiores.
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METABOLOMIC PROFILING OF MEZCAL BY INFRARED SPECTROSCOPY
AND GAS CHROMATOGRAPHY FOR ITS DISCRIMINATION BY SPECIES,
GEOGRAPHICAL ORIGIN AND ELABORATION PROCESS

Abstract

Attenuated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR)
and gas chromatography were used to discriminate mezcals by agave species,
geographical origin and manufacturing process. Gas chromatography coupled
with a flame ionization detector (GC-FID) was performed to determinate the
content of higher alcohols and it was found in accordance with the Mexican Official
Standard (NOM-070-SCFI-2016). ATR-FTIR spectroscopy allowed to associate
the intramolecular vibration with the functional groups of compounds present in
mezcal, which were later identified through solid-phase microextraction and gas
chromatography coupled to mass spectrometry (SPME-GC-MS). The orthogonal
partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) of the ATR-FTIR data
matrix was statistically significant for the origin (Q2=0.58, R2Y=0.99 and p-
value=0.02) and process (Q2=0.57, R2Y=0.93 and p-value=0.01) factors while
the partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) of the SPME-GC-MS
data was significant only for the species factor (Q2=0.48, R2Y=0.90 and p-
value=0.03).

Keywords: ATR-FTIR, SPME-GC-MS, GC-FID, volatile compounds, higher
alcohols.
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4.1 Introduccion

La evaluacion de la identidad y autenticidad de los alimentos es de importancia
no solo para la proteccion del consumidor sino también para manufactureros y
distribuidores. Dentro de los métodos instrumentales para la evaluacion de
calidad en alimentos podemos encontrar a la metabolomica por A) resonancia
magnética nuclear, la cual ha sido aplicada en pulpa y jugo de naranja (Le Gall
et al., 2001), en mango (Gil et al., 2000), asi como en vinagre balsamico de
Modena (Papotti et al., 2015). B) cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas que se ha aplicado en tofu (Tang et al., 2018), leche
ultapasteurizada (Dursun et al., 2017), cerveza (Castro-Marin et al., 2021), en
vino tinto (Issa-Issa et al., 2021) y C) espectroscopia de infrarrojo que se ha
aplicado en aceite de oliva extra virgen (Tapp et al., 2003) y café (Briandet et al.,
1996).

Existe una creciente necesidad en la evaluacion de la autenticidad por métodos
analiticos confiables que puedan proporcionar una respuesta decisiva rapida
acerca de la trazabilidad de productos alimenticios (Danezis et al., 2016). En este
sentido, Godelman et al. (2013) aplicaron analisis de componentes principales
(PCA), analisis discriminante lineal y andlisis multivariado de la varianza para
predecir la clasificacion por variedad, origen geografico y afio de cosecha de

muestras de vino procedentes de Alemania.

El PCA involucra una transformacién de la matriz de datos en un nuevo espacio
llamado componentes principales (Minoja & Napoli, 2014), con una consecuente
reduccion de la dimensionalidad de la informacion inicial (Hu et al., 2015). Se han
implementado rutinas de analisis multivariado mediante PCA; por ejemplo, (Ali et
al., 2011) utilizaron PCA en andlisis de vinos de la regiéon Palatinado, Alemania
pero no encontraron un patron que permitiera explicar el comportamiento
observado debido a la alta variabilidad entre las muestras. Por esto, el analisis
discriminante por minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA) es un

método alternativo cuando el andlisis PCA no identifica separacién entre grupos,
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para ello la validacion debe ser rigurosa, de lo contrario el modelo no sera
estadisticamente confiable (Worley & Powers, 2016).

En cuanto al mezcal, la elaboracién involucra la recoleccién de las plantas de
agave, también conocidas como pifias, y remocion de sus hojas, coccion y
molienda, fermentacion y destilacion; la maduracion del mezcal en madera es
opcional (Escalante-Minakata et al., 2012; Kirchmayr et al., 2017; Villanueva-

Rodriguez & Escalona-Buendia, 2012).

La produccién de mezcal involucra principalmente procesos de manufactura bajo
sistemas artesanales (Chavez-Parga et al., 2016), por ejemplo, en Oaxaca, en
donde la mayor parte de las fabricas mezcaleras son localizadas en areas rurales
y la fermentacion ocurre naturalmente (Nolasco-Cancino et al., 2018). Debido a
esto, muchas veces no se aplica ningun control durante la elaboracion y la calidad
del producto varia entre lotes (Kirchmayr et al., 2017) lo que puede ocasionar no
conformidades (Chavez-Parga et al., 2016). Verdugo-Valdez et al. (2011)
concluyeron que es esencial tener estandares de calidad en el proceso; por
ejemplo en la materia prima, particularmente en la concentracién de azlcares

para obtener compuestos volatiles similares.

Como se ha descrito hasta el momento el mezcal es una bebida obtenida
mediante proceso ancestral y artesanal lo que sugiere que la composicion es
variable y podria representar una no conformidad, ademas al ser una bebida con
denominacion de origen requiere un control de la produccién. Por ello, el objetivo
fue proponer un método experimental por espectroscopia de infrarrojo que
permita discriminar las muestras por especie de agave, origen geografico y
proceso de manufactura, de tal forma que la informacién generada contribuya a

mantener la calidad de la bebida.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Reactivos y estandares

Los reactivos y estandares fueron de grado analitico y se compraron a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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4.2.2Muestras

Las muestras de mezcal (Cuadro 3) correspondieron a los agaves espadin

(Agave angustifolia), tobalad (Agave potatorum) y salmiana (Agave salmiana). El

origen de los mezcales fue Mexquitic de Carmona y Ahualulco (San Luis Potosi,

Méx.) y los distritos Sola de Vega, Tlacolula, Ocotlan y Zimatlan (Oaxaca, Méx).

El conjunto de muestras comprendié mezcal de proceso ancestral y artesanal.

Cuadro 3. Mezcales empleados en el andlisis de espectrocopia de infrarrojo y
cromatografia de gases. Se presenta la especie de agave empleada, origen
geografico, proceso de elaboracién, contenido alcohdlico y pH.

Caddigo Especie Origen geogréfico  Proceso % ABVY pH
1 A. angustifolia Sola de Vega, Oax* Ancestral 46.7 3.2
2 A. angustifolia Tlacolula, Oax Artesanal 419 4.0
3 A. angustifolia Tlacolula, Oax. Artesanal 40.6 3.5
4 A. angustifolia Tlacolula, Oax. Artesanal 46.0Y 3.7
5 A. angustifolia Tlacolula, Oax. Artesanal 38.2 35
6 A. angustifolia Sola de Vega, Oax. Ancestral 46.3 3.4
7 A. angustifolia Tlacolula, Oax. Artesanal 46.8 3.7
8 A. angustifolia Solade Vega, Oax. Ancestral 47.1 3.6
9 A. angustifolia Solade Vega, Oax. Ancestral 46.9 3.6
10 A. potatorum Zucc Sola de Vega, Oax. Ancestral 48.2 3.6
11 A. potatorum Zucc Ocotlan, Oax. Artesanal 48.0° 3.5
12 A. potatorum Zucc Sola de Vega, Oax. Ancestral 48.2 3.8
13 A. potatorum Zucc Solade Vega, Oax. Ancestral 49.2 4.6
14  A. salmiana ssp. crassispina  Ahualulco, SLPY Artesanal 38.9 3.8
15 A salmiana ssp. crassispina MdC*, SLP Artesanal 39.8 4.2

Z Qax: Oaxaca.

¥ SLP: San Luis Potosi.
* Mexquitic de Carmona.

w Contenido alcohdlico (ABV: Alcohol by volumen) corregido a 20 °C.

v Valor declarado en la etiqueta.

4.3 Meétodos analiticos

4.3.1 Analisis quimicos basicos

El contenido alcohdlico (NMX-V-013-NORMEX-2019) se determind con
alcoholimetros certificados OIML ISO 4801 -NF B 35-515 (Alla France, Chemillé,
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Francia), uno con escala de medicién de 30-40 y otro con escala de 40-50 % Alc
Vol., calibrados a 20 °C, division de 0.1 y precision de +0.1. El pH se midi6 con

un potenciometro HI 98103 (Hanna Instruments, Italia).

4.3.2Espectroscopia de infrarrojo medio

La espectroscopia de infrarrojo medio por transformada de Fourier (FT-MIR) se
desarroll6 con un espectrofotometro (Thermo ScientificTM Nicolet TM iSTM 5
ZnSe, Waltham, MA, USA) provisto de un cristal diamante de reflectancia total
atenuada (ATR iD7), el angulo de incidencia fue de 45°. Los espectros se
registraron en modo absorbancia, en escala de 650-4000 cm, con una
resolucion de 4 cmy 64 scans, a temperatura controlada (25 + 1 °C). La muestra
(100 uL) se colocé en el cristal ATR cuidadosamente para no generar burbujas
de aire e inmediatamente se cubrié con su tapa para evitar la evaporacion del

mezcal (Quintero Arenas et al., 2020).

4.3.3Andlisis de compuestos volétiles por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas

La extraccion de compuestos se realiz6 por microextraccion en fase soélida
(SPME). Un mililitro de muestra se coloc6 en un vial con tapa de goma y la
extraccion fue con una fibra de Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene/Carboxen
50/30 um (Supelco®, U.S.A.) mediante inmersion directa durante 1 min.
Posteriormente la fibra contenida en el holder se insert6, durante 1 min, en el
inyector (programado a 270 °C) del cromatografo de gases (Agilent GC 7860,
Santa Clara, Ca., USA). Las inyecciones se aplicaron en modo splitless a razon
de 50 mL min y la columna empleada fue HP-5ms de 30m x 0.25mm x 0.25um
(Agilent, Santa Clara, Ca., USA). La temperatura del horno se programé
inicialmente a 50 °C durante 1 min, después se increment6 a razén de 7 °C min-
! hasta alcanzar los 300 °C y se mantuvo durante 3 min. El cromatégrafo fue
acoplado a un espectrometro de masas (Agilent 5977B, GC-EM, Santa Clara,
Ca., USA) y la respuesta del detector en modo ionizacion de electrones (El) se
genero a 70 Ev y en formato TIC SCAN (Total ion current) de 50 a 650 m/z. El
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gas acarreador utilizado fue helio a razén de 1 mL min (Budner et al., 2021;
Vera-Guzman et al., 2018; Vera-Guzman etal., 2009).

4.3.4 Cuantificacion de alcoholes superiores y furfural por cromatografia de
gases acoplada a detector de ionizacion de llama

Se realiz6 la cuantificacion de metanol, alcoholes superiores y furfural en los
mezcales mediante cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacién
de llama (GC-FID). Un mililitro de muestra se colocé en un vial con tapa de goma
y se transfirieron 0.3 pL al inyector (programado a 180 °C) del cromatografo de
gases Tracer 1300 (Thermo Fisher, Italia) en modo de inyeccion split con una
division de flujo de 30 mL mint. La columna empleada fue SUPELCOWAX®10
de 30m x 0.25mm x 0.25um (Sigma-Aldrich Co. LLC, St Luis Mo, USA). La
temperatura del horno se programo inicialmente a 40 °C durante 4 min, después
se establecieron dos rampas de calentamiento, la primera a razén de 5 °C min
hasta alcanzar los 100 °C y la segunda a 10 °C min! hasta alcanzar los 180 °C.
El gas acarreador utilizado fue helio con un flujo de 1 mL mint (NMX-V-014-
1986). Los estandares empleados para la curva de calibracion fueron 2-butanol,
propanol, 1-butanol, 3-metil-1-butanol, metanol y furfural (Sigma-Aldrich Co. LLC,
St Luis Mo, USA).

4.4 Procesamiento de los datos

4.4.1ldentificacién de grupos funcionales por espectroscopia de infrarrojo
medio

Los espectros obtenidos mediante FT-MIR se sometieron a una busqueda de
grupos funcionales en el Sistema Informético KnowltAll 2021 (John Wiley Sons,
Inc, EUA) y se compararon con la base de datos de la biblioteca spectral Wiley.

El parametro de blisqueda fue una tolerancia del pico de 100 cm™.

4.4.2 Integracion e identificacién de compuestos volatiles por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas
La integracion consiste en localizar los picos en una sefal y calcular su tamario.

Es un proceso controlado por parametros llamados eventos de integracion. Los
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eventos de integracion en esta investigacion fueron establecidos por el algoritmo
integrador Openlab con un cambio de pendiente de 10 000 y un area de rechazo
de 50 000.

El cromatografo de gases separa los compuestos volatiles de interés y el
espectrometro de masas se utiliza para identificarlos mediante el patrén Unico de
fragmentacion de la molécula (Gujar et al., 2018; Stein, 2012). La biblioteca de
espectros de masas NIST 19 (National Institute of Standards and Technology) se
utilizé para comparar los espectros experimentales y conocer la identidad de los
compuestos presentes. Los reportes se procesaron con las sefales que

presentaron al menos 0.1 % de éarea.

4.4.3 Cuantificacion de alcoholes superiores y furfural por cromatografia de
gases acoplada a detector de ionizacion de llama

El procesamiento de los cromatogramas se realiz6 con el software Thermo
Xcalibur version 4.0.2 (Thermo Fisher, Italia) empleando el algoritmo de
integracion de picos ICIS con suavizado de datos de 15 puntos para mejorar la
resolucioén de las sefales (Li et al., 2002) y una relacion sefial ruido (S/N) de 0.5.
La curva de calibracion externa se construy6 con siete puntos (Desde 12.5 a 800

mg L?)

4.4.4 Andlisis estadistico de los datos

Las variables quimicas de pH, contenido alcohdlico y los datos de alcoholes
superiores se analizaron mediante un disefio completamente al azar (o= 0.05)
para evaluar la significancia de los factores de estudio (Agave, distrito y proceso).
La unidad experimental fue de 250 mL de mezcal. Se realizaron comparaciones
de medias con la prueba de la diferencia minima significativa (LSD) y el
procesamiento de los datos se realizdé con el software SAS version 9.4 (SAS
Institute, Cary NC, USA).

También se aplicé andlisis estadistico multivariado no supervisado y supervisado
con la plataforma Metaboanalyst 5.0 a las matrices de datos proveniente del
analisis de FT-MIR y SPME-GC-MS. Las variables que se ingresaron a
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Metaboanalyst fueron nimero de onda y absorbancia para los datos FT-MIR y
tiempo de retencion y porcentaje de area para los datos de SPME-GC-MS. Se
realizd un pre-procesamiento de los datos que consisti6 de normalizacion por
suma, transformacion log y escalamiento automatico (autoscaling).
Posteriormente se realizd andlisis de componentes principales (PCA), analisis
discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) y analisis discriminante
por minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Se implementé
validacion cruzada para PLS-DA y para OPLS-DA se realizaron 100
permutaciones por prueba. Los intervalos de confianza se denotaron por elipses
al 95 % de confianza («=0.05) (Chong et al., 2019; Dasenaki et al., 2019; Pang
et al., 2021).

Finalmente, los compuestos volatiles identificados por SPME-GC-MS
considerados importantes fueron aquellos que presentaron un porcentaje de
coincidencia > a 70 % de acuerdo con lo reportado en la base de datos NIST. La
lista de compuestos y su porcentaje de area se sometieron a analisis multivariado
no supervisado mediante componentes principales con el software RStudio
Version 4.1.2. (RStudio PBC, Boston, MA, USA). La variable fue el area de cada
compuesto identificado y el criterio de clasificacion fue la especie de agave y el
origen del mezcal. Se normalizaron los datos (Wilson et al., 2021) y se graficaron
dos componentes principales para representar los compuestos que describen a

cada mezcal.

4.5 Resultados y discusion

4.5.1Variables quimicas

Los mezcales evaluados (Cuadro 3) fueron elaborados con agaves de las
especies A. angustifolia, A. salmiana y A. potatorum mediante procesos
ancestrales y artesanales, todos originarios de Oaxaca y San Luis Potosi. El
mezcal de A. angustifolia del estado de Oaxaca es de las bebidas méas conocidas,
el de A. salmiana es elaborado principalmente en San Luis Potosi y Zacatecas
(De Lebn-Rodriguez et al., 2008; Martinez-Aguilar & Pefia-Alvarez, 2009). La

diversidad de mezcales encontrados en Oaxaca permitié establecer dos clases
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denotadas por el distrito donde se elaboraron (Sola de Vega y Tlacolula), sin
embargo, esta variabilidad no se considera indicador de falta de calidad, sino un
reflejo de particularidades propias y distintivas de cada regidbn mezcalera
(Chavez-Parga et al., 2016).

El pH (Cuadro 4) de los mezcales no present6 diferencias significativas (p > 0.05)
entre las especies empleadas, el origen evaluado y el proceso; el pH como
medida indirecta de la acidez de una bebida alcohdlica es debido a la presencia
de acidos orgéanicos (Thibodeau & Pickering, 2021), estos acidos son arrastrados
durante la destilacion junto con el alcohol y su presencia podria tener un efecto
negativo en la calidad sensorial de la bebida (Silva et al., 2000), ademas Russell,
(2003) relacioné la longitud de la cadena de carbonos con la imparticion de

aromas y sabores acidos o rancios.

Por otro lado, el contenido alcohdlico fue mayor para el mezcal elaborado con A.
potatorum (48.4 % Alc. Vol.), que para este caso es elaborado, en su mayoria,
bajo proceso ancestral. El etanol es el principal producto de la fermentacion y la
cantidad formada depende principalmente del total de azlcares fermentables y
de la cuenta inicial de levaduras (Silva et al., 2000). El contenido de etanol puede
jugar un papel clave en la percepcion sensorial al provocar multiples sabores y

sensaciones quinestésicas (Thibodeau & Pickering, 2021, 2019).

Los mezcales de San Luis Potosi presentaron el menor contenido alcohdlico
(39.4 % Alc. Vol) junto con las muestras de Tlacolula, Oax. (42.7 % Alc. Vol), en
tanto que, las muestras de Villa Sola de Vega, Oax. se caracterizaron por tener
el mayor valor (47.5 % Alc. Vol). Las diferencias pueden constatarse mediante
los espectros de FT-MIR (Figura 17). A pesar de este comportamiento, todas las
muestras se encontraron dentro de lo especificado por la NOM-070-SCFI- 2016,

la cual establece un contenido de 35 a 55 % Alc. Vol.
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Cuadro 4. Contenido alcohdlico y pH en mezcales provenientes de Oaxaca y San
Luis Potosi, México.

Especie pH Contenido alcohdlico (%)
A. potatorum (n=4) 4.0a#+0.3 48.4a+0.5
A. angustifolia (n=9) 3.6ax0.2 44.5b £ 3.4
A. salmiana (n=2) 4.0a+0.5 39.4c+0.6
Origen pH Contenido alcoholico (%)
Sola de Vega, Oax (n=7) 3.7azx04 475a+1.0
Tlacolula, Oax (n=5) 3.7a£0.2 42.7b + 3.6
SLPY(n=2) 4.0a+0.3 39.4b £ 0.6
Proceso pH Contenido alcohdlico (%)
Ancestral (n=7) 3.7a+x0.4 47.5a+1.0
Artesanal (n=8) 3.7a+0.3 42.5b + 3.9

Z Valores seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no fueron significativamente
diferentes (p > 0.05) de acuerdo con la prueba de la diferencia minima significativa.
YSLP: San Luis Potosi.

4.5.2Discriminacion de mezcales por espectroscopia de infrarrojo medio
Andlisis estadistico multivariado de los espectros obtenidos por infrarrojo
medio

Los datos de espectroscopia de FT-MIR se emplearon para realizar analisis
estadisticos multivariado mediante andlisis de componentes principales (PCA),
andlisis discriminante PLS y analisis discriminante OPLS. El andlisis PCA (Figura
13) para el factor especie permitié explicar el 61.2 % de la varianza de los datos
en los mezcales de A. angustifolia, A. potatorum y A. salmiana; y el 61.9 % para
origen en los mezcales de San Luis Potosi, Sola de Vega y Tlacolula, Oax.
Mientras en los mezcales de proceso ancestral y artesanal Unicamente se logro
explicar el 54.8 %. Lachenmeier et al. (2005) usaron espectroscopia FT-MIR y
analisis de componentes principales como una forma de evaluar la autenticidad

de una manera eficiente al analizar hasta 30 muestras por hora.
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Figura 13. Andlisis de componentes principales implementado en la matriz de datos obtenida por FT-MIR para
discriminar mezcales por especie: A. angustifolia, A. potatorum y A. salmiana (A); por origen geografico: San Luis

Potosi (SLP), Sola de Vega y Tlacolula, Oax (B) y por proceso: ancestral y artesanal (C).
Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95 %.
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El andlisis PCA es una técnica exploratoria de reduccién de datos y algunas
veces es dificil que las dimensiones empleadas sean interpretables por lo que
otros métodos estadisticos multivariado deben implementarse (Cozzolino et al.,
2019; Wilson et al., 2021). Por ello se recurrio al analisis discriminante PLS-DA y
OPLS-DA que son de los métodos mas utilizados en metabolémica. Un modelo
discriminante es valido en funcién de sus parametros R? (ajuste del modelo), Q?
(estadistico que valida el modelo) y p-value que establece la significancia del

modelo (Szymanska et al., 2012; Worley & Powers, 2016).

El analisis discriminate PLS (Figura 14) a partir de la matriz de datos de FT-MIR
permitié discriminar las muestras de mezcal por especie con aproximadamente
el 45.5 % (Q?=0.18, R?Y=0.48 y p-value=0.50), por origen geografico 48.9 %
(Q%=0.30, R?Y=0.98 y p-value=0.14) y proceso 44.8 % (Q%=0.46, R?Y=0.95 y p-
value=1.0). Sin embargo, los modelos del analisis PLS-DA fueron no
significativos (p-value > 0.05). Los bajos porcentajes de discriminacién aunados
a la no validez del modelo pueden deberse a la falta de transformacién espectral
antes del andlisis multivariado, dado que (Formosa et al., 2020) recomiendan
remover artefactos espectrales como desplazamientos de linea base, esto es con
la finalidad de revelar informacion oculta y enfatizar variaciones espectrales

pequenas.
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Figura 14. Analisis discriminante PLS implementado en la matriz de datos obtenida por FT-MIR- para discriminar
mezcales por especie: A. angustifolia, A. potatorum y A. salmiana (A), por origen geografico: San Luis Potosi: SLP,

Sola de Vega y Tlacolula, Oax (B) y por proceso: ancestral y artesanal (C).
Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95 %.
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El andlisis discriminante OPLS (Figuras 15y 16) generé modelos que permitieron
discriminar las muestras de mezcal por especie 35 % (Q?=-0.04, R?Y=0.993 y
R?X=0.66, p-value=0.73), por origen 39 % (Q?=0.588, R?Y=0.995 y R2X=0.69, p-
value=0.02) y por proceso 40 % (Q%=0.573, R?Y=0.931 y R?X=0.59, p-
value<0.01). La significancia del modelo fue para los factores origen y proceso
(p-value= 0.02 y <0.01 respectivamente). A pesar de los bajos valores de
explicacion del analisis OPLS, es rescatable el modelo para proceso puesto que
se logré explicar el 40 % con un valor de Q%=0.573, algo que con la matriz de
datos de resonancia magnética nuclear (Figura 9) tnicamente se obtuvo un valor
de Q2=0.178. Por esto, el uso combinado de técnicas instrumentales deberia ser
implementado para lograr la maxima discriminacion posible; tal es el caso del
estudio realizado por Lee et al., ( 2014) en el que lograron discriminar el origen
de dos plantas medicinales de China y Japoén (G. elata y R. glutinosa) mediante
espectroscopia de FTIR, cromatografia de liquidos acoplada a espectroscopia de

masas (LC-MS) y cromatografia GC-MS con analisis discriminante OPLS.

Identificacidén de grupos funcionales

El andlisis de espectroscopia de FT-MIR fue llevado a cabo con el objetivo de
realizar un analisis exploratorio de los grupos funcionales correspondientes a
diferentes compuestos que podrian estar presentes en los mezcales. El Cuadro
5 indica la presencia de dos grupos alcoholes identificados como R-CH2-OH y
Ph-CHR-OH, sus bandas de absorcion de 3000 a 3700 cm se pueden observar
en la Figura 17. Los compuestos identificados en la biblioteca espectral Wiley®
fueron 2-metilbutano-1,3-diol (probabilidad de 78.90 %) y 1,2,4 butanotriol
(probabilidad de 84%). Quintero-Arenas et al. (2020) asoci6 la banda de 3000 a
3650 a la presencia de enlaces O-H de moléculas como agua y etanol. El 3-

buteno-1,2-diol se identificé con un 77.50 % y se clasific6 como alqueno.
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Figura 15. Andlisis discriminante OPLS implementado en la matriz de datos obtenida por FT-MIR para discriminar
mezcales por especie: A. angustifolia y A. potatorum (A), por origen geografico: Sola de Vega y Tlacolula, Oax (B)

y por proceso: ancestral y artesanal (C).

Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 16. Pardmetros del modelo OPLS-DA implementado en la matriz de datos obtenida por FT-MIR para
discriminar mezcales por especie: A. angustifolia y A. potatorum (A y D), por origen geografico: Sola de Vega y
Tlacolula, Oax (B y E) y por proceso: ancestral y artesanal (Cy F).
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El grupo C=N-OH perteneciente a la clase oxima presenta un nimero de onda
de 1600-1700 cm? para el enlace C=N, 920-950 cm para el enlace N-O y la
banda tipica del O-H de 3100-3300 cm™. A nuestro entender no se ha reportado
este compuesto en mezcal. Las oximas se forman cuando los aldehidos o
cetonas reaccionan con compuestos nitrogenados y su presencia en alimentos

es asociada con el tratamiento térmico al que son sometidos (Dursun et al., 2017).

Por otro lado, la sefial a 880 cm™ se atribuye a vibraciones de enlaces C-H de
compuestos aromaticos como furfural que se forma por reaccion de Maillard
durante la coccion del agave (Mancilla-Margalli & Lépez, 2002) El
comportamiento de los espectros (Figura 17) por la presencia de grupos
funcionales podria indicar diferencias en la composicion quimica entre los
mezcales elaborados con una especie de agave en particular. Diferencias
notables se observan entre el espectro del mezcal elaborado con A. salmiana
respecto a los otros dos. En mezcal de A. salmiana proveniente de San Luis
Potosi también se identificé geraniol con una probabilidad del 72.21 %. El geraniol
es un monoterpeno producto de la fermentacion de levaduras del género

Saccharomyces (Gamero et al., 2011)

4.5.3Compuestos volatiles identificados por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas

Andlisis estadistico multivariado de la matriz de datos

Los datos generados del andlisis de SPME-GC-MS se sometieron a rutinas de
analisis multivariado para discriminacién por especie, origen geografico y proceso
mediante analisis de componentes principales (PCA), analisis discriminante PLS
y analisis discriminante OPLS. El analisis PCA (Figura 18) de los mezcales
explico el 44 % de la varianza para los factores especie y proceso, y para el factor
origen se obtuvo una explicacion del 46 %. En la Figura 18A se observa que los
mezcales de A. salmiana se separan del resto de las muestras, lo cual coincide
con lo descrito en las Figuras 14A y 17 donde el comportamiento espectral

mediante FT-MIR separa el mezcal de esta especie de las otras.
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Cuadro 5. Grupos funcionales identificados en mezcales provenientes de Oaxaca

y San Luis Potosi, México.

Clase Grupo funcional
Alcohol R-CH»-OH
Alcohol Ph-CHR-OH
Algueno RCH=CHR
Peroxido R-O-O-R
Oxima C=N-OH
Aldehido R-CHO
Ester R-COOR
0.35
Enlace C-OH
1024 cm™
Enlace O-H
3200-3400 cm’
0.3
——A. potatorum o
——A. salmiana o 'oé 0.25
e @ o
—A. angustifolia Q/owq,
S
Enlace C=N
1600-1700 cm™! 02
Enlace C=0
- -1 r
Enlaces 1635-1655 cm Enlaces
C-H, 2940 cm™ 91-1023‘; C-O;C
C-H, 2880 cm" cm- 0.15
0.1
0.05
0

3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700

Nimero de onda (cm™)

Figura 17. Espectroscopia de infrarrojo por FT-MIR en mezcales provenientes de
Oaxaca y San Luis Potosi, México. Espectro promedio con n=4 (A. potatorum),
n=2 (A. salmiana) y n=9 (A. angustifolia).
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El andlisis por PLS (Figura 19) permitié discriminar los mezcales por especie con
un 42 % (Q?%=0.48, R?Y=0.90 y p-value=0.03), por origen 38 % (Q?=0.17,
R?Y=0.86 y p-value=0.60) y por proceso 40 % (Q?=0.05, R?Y=0.50 y p-
value=0.41). El modelo PLS entre A. angustifolia y A. potatorum fue significativo
(p-value = 0.03), por tanto, se puede observar las muestras agrupadas conforme
a la especie con que fueron elaboradas.

El andlisis por OPLS (Figuras 20 y 21) permitié discriminar los mezcales de A.
angustifolia de los de A. potatorum con un 41 % (Q?=-0.03, R2Y=0.99 y R?X=0.49,
p-value=0.71); los de Sola de Vega de los de Tlacolula con un 44 % (Q%=0.21,
R?Y=0.99 y R?X=0.53, p-value=0.38) y los artesanales de los ancestrales con 39
% (Q%=0.02, R?Y=0.99 y R?X=0.45, p-value=0.64). El andlisis OPLS-DA no
mostro significancia en los modelos (p-value es mayor que 0.05) para los tres

factores evaluados a pesar de ser un método supervisado.

Identificacién de compuestos volatiles

En el Cuadro 6 se puede observar que los mezcales provenientes de A.
angustifolia y de A. potatorum presentaron la mayor cantidad de los compuestos
identificados (13 y 12 respectivamente). Los metabolitos identificados fueron
alcoholes como 2,3-butanodiol; alcohol fenetilico y carbitol. Esteres como acetato
de isoamilo; &acido octanoico, etil éster; acido decanoico, etil éster; acido
dodecanoico, etil éster y acido hexadecanoico etil éster. Aldehidos como 5-
metilfurfural; 5-hidroximetilfurfural y &cido 4-hexil-2,5-dioxofuran-3-acético.
Fenoles como 2,4,6-tris (1-feniletil) fenol; 2,4-bis (1-feniletil) fenol y bisfenol A.
Otros compuestos identificados fueron acetilcitrato de tributilo, 2-acetilpirrol y

oxima metoxifenilo.
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Figura 18. Analisis de componentes principales implementado en la matriz de datos obtenida por GC-MS para
discriminar mezcales por especie: A. angustifolia, A. potatorumum y A. salmiana (A), por origen: procedentes de
San Luis Potosi (SLP), Sola de Vega y Tlacolula, Oax. (B) y por proceso: ancestral y artesanal (C).

Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 19. Analisis discriminante por PLS implementado en la matriz de datos obtenida por GC-MS para discriminar
mezcales por especie: A. angustifolia, A. potatorum y A. salmiana (A), por origen geogréfico: San Luis Potosi (SLP),

Sola de Vega y Tlacolula, Oax (B) y por proceso: ancestral y artesanal (C).
Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95 %.
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Figura 20. Andlisis discriminante OPLS implementado en la matriz de datos obtenida por GC-MS para discriminar
mezcales por especie: A. angustifolia y A. potatorum (A); por origen geografico: Sola de Vega y Tlacolula, Oax. (B)
y por proceso: ancestral y artesanal (C).

Las regiones denotadas por elipses tienen un nivel de confianza del 95%.
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Figura 21. Parametros del modelo OPLS-DA implementado en la matriz de datos obtenida por GC-MS para
discriminar mezcales por especie: A. angustifolia y A. potatorum (A y D), por origen geografico: Sola de Vega y
Tlacolula, Oax. (B 'y E) y por proceso: ancestral y artesanal (Cy F).
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La presencia de alcoholes esta directamente relacionada con el proceso de
elaboracion del mezcal, especificamente, con la fermentacién (Verdugo-Valdez
et al., 2011). Durante la fermentacion, las células de las levaduras poseen las
enzimas necesarias para la formacion de determinados compuestos, por
mencionar, la formacion de 2,3-butanodiol a partir del diacetilo (2,3-butanodiona)
al final de la fermentacion y durante la maduracion de las bebidas alcoholicas
(Ferreira & Guido, 2018; Stewart, 2017).

Los ésteres proporcionan notas aromaticas frutales y florales a las bebidas
alcoholicas (Botello-Alvarez et al., 2007; Ferreira & Guido, 2018). Por ejemplo, se
ha reportado que el acetato de isoamilo proporciona notas frutales como banana
y manzana (Russell, 2003). Por otro lado, los compuestos fendlicos son
generados durante un proceso de maduracion de bebidas alcohélicas en barricas
de madera; la presencia de fenoles en el mezcal puede ser utilizado como
marcador para discriminar un mezcal afiejado de uno joven (Magafia-Alcazar et
al., 2015). En cuanto al bisfenol A, es un compuesto contaminante y su presencia
ha sido reportada en cerveza enlatada por lo que éste no solo forma parte de
contenedores plasticos sino también de recubrimientos empleados en envases
de alimentos (Fasano, 2012; He & Bayen, 2020)
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Cuadro 6. Compuestos identificados mediante GC-MS en mezcales A. angustifolia; A. salmiana y A. potatorum provenientes

de Oaxaca y San Luis Potosi, México.

Compuesto | Nomero CAS? | Mezcal AY |  Mezcal B* | Mezcal CV
Alcoholes
2,3-Butanodiol (tr: 3.8 min) 513-85-9 *V
Carbitol (tr: 7.6 min) 111-90-0 *
Alcohol fenetilico (tr: 9.6 min) 60-12-8 * *
Acido carboxilico
Acetilcitrato de tributilo (28.1 min) | 77-90-7 * *
Esteres
Acetato de isoamilo (tr: 4.8 min) 123-92-2 *
Acido octanoico, etil éster (tr: 11.2 min) 106-32-1 * *
Acido decanoico, etil éster (tr: 15.1 min) 110-38-3 * *
Acido dodecanoico, etil éster (tr: 18.6 min) 106-33-2 *
Acido hexadecanoico, etil éster (tr: 24.6 min) 628-97-7 * *
Aldehidos
5-Metilfurfural (tr: 6.3 min) 620-02-0 * *
5-Hidroximetilfurfural (tr: 11.9 min) 67-47-0 *
Acido 4-hexil-2,5-dioxofuran-3-acético (tr: 16.8 min) 39212-21-0 *
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Continuacion Cuadro 6

min)

Compuesto Nimero CAS? Mezcal A Mezcal B Mezcal C

Imina

Oxima, metoxifenilo ) . . .

(tr: 5.7 min)

Fenoles

Bl_sfenol A (tr: 25.3 80-05-7 .

min)

2,4-bis (1-feniletil) /.

fenol (tr: 30.7 min) 2769-94-0 * * *

2,4,6-tris  (1-feniletil) 1a.

fenol (tr: 36.5 min) 18254-13-2 *
Pirrol

2-Acetilpirrol  (tr: 8.5 1072-83-9 . . .

Z |dentificador numérico CAS (Chemicals Abstract Service).

Y Mezcal A: A. angustifolia.
X mezcal B: A. salmiana.

Y mezcal C: A. potatorum.

V Indica que el compuesto estuvo presente en el mezcal referido.
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Referente al compuesto oxima metoxifenilo ha sido identificado en leche
ultrapasteurizada (UHT), pasteurizada y reconstituida; ademas de queso
elaborado con leche reconstituida (Dursun et al., 2017; Solano-Lopez et al., 2005;
Wang et al., 2015; Wang et al., 2012; Yue et al., 2015). Todos los productos
citados tienen en comun el empleo de tratamiento térmico durante su

procesamiento como en la elaboracion del mezcal.

Los compuestos volatiles identificados por SPME-GC-MS fueron sometidos a
analisis estadistico multivariado para explicar y asociarlos con la especie de
agave empleada y al origen geografico de las muestras. En este sentido, en la
Figura 22 se observa que el mezcal de A. angustifolia fue descrito por los ésteres
acetato de isoamilo y acido hexadecanoico, etil éster; 2-acetilpirrol; 2,3-
butanodiol y bisfenol A, en tanto que, A. potatorum fue descrito por 5-metilfurfural;
5-hidroximetilfurfural; acido octanoico, etil éster; alcohol fenetilico y 2,4,6-tris (1-
feniletil) fenol y, finalmente, el mezcal de A. salmiana por acetilcitrato de tributilo
y 2,4-bis (1-feniletil) fenol. En tanto que, para el factor origen geografico (Figura
23), el mezcal de Tlacolula, Oax. quedd descrito por 5-metil-furfural, acido-3-
furanacético y acetato de isoamilo; el mezcal de Sola de Vega, Oaxaca por
alcohol fenetilico, &cido hexadecanoico, etil éster y carbitol.
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Figura 22. Analisis de componentes principales de la matriz de datos obtenida
por GC-MS en mezcal de A. potatorum, A. angustifolia y A. salmiana. Componente
principal uno explica el 55.09 % y el componente principal dos el 44.91 %.

Fenol-2,4,6 representa 2,4,6-tris (1-feniletil) fenol; Fenol-2,4-bis indica 2,4-bis (1-feniletil) fenol y
Acido-3-furanacético se refiere a Acido 4-hexil-2,5-dioxofuran-3-acético.
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Figura 23. Analisis de componentes principales de la matriz de datos obtenida

por GC-MS en mezcal de San Luis Potosi y Villa Sola de Vega y Tlacolula, Oax.
Componente principal uno explica el 52.14 % y componente principal dos el 47.86 %.
Fenol-2,4,6 representa 2,4,6-tris (1-feniletil) fenol; Fenol-2,4-bis indica 2,4-bis (1-feniletil) fenol y
Acido-3-furanacético se refiere a Acido 4-hexil-2,5-dioxofuran-3-acético.
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4.5.4 Cuantificacion alcoholes superiores y furfural en mezcales por
cromatografia de gases acoplada a detector de ionizacién de llama

El contenido de alcoholes superiores y furfural en los mezcales evaluados
(Cuadro 7) estuvieron dentro del intervalo de valores que establece la NOM-070-
SCFI-2016. Vera Guzman et al. (2009) también reportaron el cumplimiento de

estos compuestos en mezcal elaborado con A. angustifolia y A. potatorum.

El metanol no es un producto propio de la fermentacion alcohdlica sino de la
degradacion de sustancias pécticas por accion de enzimas como
pectinmetilestearasa (Cabaroglu & Yilmaztekin, 2011). Por ello, su presencia
deberia ser relacionada directamente con la materia prima (Rodriguez Madrera
et al., 2006). En este sentido, Pinal et al. (2009) encontraron mayor contenido de
metanol en mostos procedentes de pifias de A. tequilana Weber con 4 afos de
edad que en aquellas de 8 afios, lo cual infiere que en agaves de mayor edad

existen menos grupos metoxil de las pectinas para la producciéon de metanol.

Cuadro 7. Contenido de alcoholes superiores y furfural (mg/100 mL) cuantificados
por-GC-FID en mezcales de A. angustifolia; A. salmiana y A. potatorum
originarios de Sola de Vega y Tlacolula, Oax y San Luis Potosi.

Especie 3-Methyl-1-butanol Propanol 2-Butanol Furfural Metanol 1-Butanol

A? 52.2 11.6 0.75 0.97 103.3 0.33
B 6.1 28.3 55 nd 32.2 0.45
C 48.8 13.7 9.2 0.8 115.1 0.40

Z Especie A. A. angustifolia; Especie B: A. salmiana ssp crassispina y Especie C: A. potatorum Zucc

Origen  3-Methylbutanol  Propanol  2-Butanol Furfural  Metanol 1-Butanol
DY 57.2 11.0 0.38 0.88 134.2 0.23
E 42.9 13.7 1.2 1.0 67.1 0.46
F 6.1 28.3 5.5 Nd 32.2 0.45

y Origen D: Sola de Vega, Oax; Origen E: Tlacolula, Oax, Origen F: San Luis Potosi

Los alcoholes superiores son formados por reacciones de deaminacion y
descarboxilacion de aminoacidos y azucares durante la fermentacion, en la cual
influye la presencia de aminoacidos especificos, por ejemplo, el 3-metil-1-butanol

(alcohol de isoamilo) puede formarse a partir de leucina (Russell, 2003) y el
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propanol a partir de treonina (Stewart, 2017). En general, los alcoholes superiores
contribuyen al sabor de las bebidas alcohdlicas al intensificar la percepcion e
impartir una sensacion de calentamiento en la boca (He et al., 2014). Ademas,
actian como precursores en la formacion de ésteres activos, referidos de esta
manera, por su contribucion sensorial a las bebidas alcohdlicas (Ferreira & Guido,
2018).

La presencia de los ésteres, como algunos mencionados en el Cuadro 6 se debe
a las reacciones entre complejos enzimaticos y diversos tipos de alcoholes (Pires
et al., 2014). Por mencionar, la reaccion entre Acetyl-CoA y alcohol isoamilo
forma acetato de isoamilo (Figura 24A) y la reaccién correspondiente entre

Octanoil-CoA y etanol forma acido octanoico, etil éster (Figura 24B).

(A)

Acetil-CoA Alcohol de isoamilo Acetato de isoamilo

(B)

EEB1 0
H H HH HH H H H

H HH HH H © H EHT1

o H H

H CoA -~ >

~ H H O

. + | H

H H H H HH HH H H

Octanoil-CoA Etanol Acido octanoico, etil éster

Figura 24. Formacion de ésteres a partir de complejos enzimaticos y alcoholes.
(A) Formacion de acetato de isoamilo. (B) Formacién de acido octanoico, etil

éster.
CoA significa Coenzima A y los cddigos ATF1, ATF2, EEB1, EHTL1 representan los genes que
participan durante la formacion de los ésteres referidos.

La presencia de furanos en bebidas a base de agave se debe a la hidrdlisis de la
inulina durante la etapa de coccién de las pifias (Flores, et al., 2009; Quintero
Arenas et al.,, 2020). Aunque Ebeler et al. (2000) encontraron que estos

compuestos se formaron durante la destilacion en alambique a causa de las
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temperaturas empleadas, por otro lado, Medina-Valtierra et al. (2011) atribuyeron
los valores de furfural a las especies de agave y a los procesos artesanales

empleados para la manufactura del mezcal.

Las Figuras 25y 26 muestran el analisis de componentes principales por especie
y origen de los alcoholes superiores, furfural, pH y etanol (Contenido alcohélico)
de los mezcales. Para el factor especie (Figura 25), el propanol es un alcohol
superior que describe al mezcal de A. salmiana, por otro lado, el metanol, etanol
(Contenido alcohdlico), furfural y 3-metil-1-butanol describen al mezcal de A.
potatorum. Mientras tanto, los dos butanoles y el pH se ubicaron totalmente
opuestos a A. angustifolia por lo que se infiere que los bajos valores de las tres
variables podrian estar definiendo a este mezcal. Respecto al factor origen
geografico, el mezcal de San Luis Potosi quedé definido por 1-butanol, propanol
y pH; los mezcales de Sola de Vega, Oax. por metanol y etanol (Contenido
alcohdlico) en tanto que los de Tlacolula, Oax. por furfural y 3-metil-1-butanol.
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Figura 25. Analisis de componentes principales de la matriz de datos obtenida
por GC-FID en mezcal de A. potatorum, A. angustifolia y A. salmiana.

Componente principal uno explica el 76.25 % y componente principal dos el 23.75 %. La variable
etanol hace referencia al contenido alcohdlico (% Alc. Vol).
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Figura 26. Analisis de componentes principales de la matriz de datos obtenida

por GC-FID en mezcal de San Luis Potosi y Villa Sola de Vega y Tlacolula, Oax.
Componente principal uno explica el 86.74 % y componente principal dos el 13.26 %.
La variable etanol hace referencia al contenido alcohdlico (% Alc. Vol).
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4.6 Conclusiones

Se determind el contenido de alcoholes superiores en los mezcales y se encontré
gue todos los valores estan dentro de lo establecido por la NOM-070-SCFI-2016.
Ademas, los mezcales elaborados con A. potatorum y A. angustifolia (48.4 'y 44.6
% Alc. Vol) presentaron mayor contenido alcohdlico (p < 0.05) que el mezcal de
A. salmiana (39.4 % Alc. Vol). La espectroscopia por FT-MIR permitié asociar la
vibracion intramolecular con los grupos funcionales de los compuestos presentes
en el mezcal y que posteriormente fueron identificados por cromatografia de
gases (SPME-GC-MS). El modelo discriminante OPLS-DA en mezcal con matriz
de datos por FT-MIR fue significativo para el factor origen (Q2=0.58, R2Y=0.99 y
p-value=0.02) y para proceso (Q2=0.57, R2Y=0.93 y p-value=0.01). El modelo
discriminante PLS-DA con matriz de datos por SPME-GC-MS fue significativo
para el factor especie (Q2=0.48, R2Y=0.90 y p-value=0.03). Los compuestos
identificados por SPME-GC-MS correspondieron a alcoholes, aldehidos y
ésteres. EI compuesto oxima metoxifenilo no se ha reportado anteriormente en
mezcal y se infiere que su presencia es por el tratamiento térmico al que se
somete la materia prima durante el proceso. Finalmente, la combinacion de
técnicas analiticas juega un papel importante en metabol6mica, puesto que
ayuda a correlacionar la informacion encontrada. Por tanto, se puede decir que
el mezcal elaborado con A. potatorum quedé definido por los compuestos: 5-
hidroximetilfurfural; 5-metilfurfural; furfural; alcohol fenetilico; acido decanoico,
etil éster; metanol; etanol (contenido alcohdlico) y 3-metil-1-butanol, en tanto, el
mezcal de A. angustifolia se caracteriz6 por: acetato de isoamilo; &cido
hexadecanoico, etil éster; 2,3-butanodiol; bisfenol A; bajos valores de 1-butanol
y 2-butanol y bajo pH. Mientras que el mezcal de A. salmiana se caracteriz6 por:

acetilcitrato de tributilo y propanol.
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5. METABOLOMICA BASADA EN GC-MS DE COMPUESTOS
VOLATILES EN MEZCALES PARA ESTABLECIMIENTO DE
PERFILES ASOCIADOS A PROCESOS DE MANUFACTURA,

ORIGENES GEOGRAFICOS Y ESPECIES DE AGAVE

Resumen

Se implementd un enfoque basado en metabolémica dirigida y no dirigida para
establecer las huellas metabol6micas e identificar los compuestos discriminantes
en mezcal, mediante la combinacion de microextraccion en fase soélida por
inmersion directa (DI-SPME) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), usando andlisis estadistico multivariado
(MSA). Este trabajo describe la implementacion de un método de separacion para
obtener cromatogramas explotables que pueden ser usados como matriz de
datos metabolomicos de GC para caracterizar los perfiles de mezcales por
procesos de manufactura, origen geogréfico y especies de agave. La rutina de
trabajo de GC-MS-MSA permiti la identificacion inequivoca de doce compuestos
marcadores que fueron confirmados con su andlisis de perfil de masas mediante
una imagen espejo con los datos de espectrometria de masas por ionizaciéon de
electrones (EI-MS), que incluyé una comparacion pareada entre el patrén de
masa/carga (m/z) experimental y los datos obtenidos de la biblioteca de masas
del Instituto Nacional de Estandares y de Tecnologia (NIST). Ademas, se
calcularon los coeficientes de correlacibn y su desviacién estandar para
demostrar la correlacion entre el espectro de masas experimental y el de
referencia. El coeficiente de correlacion de Pearson presento valores en un rango
de 0.96 a 0.99, indicando una alta coincidencia entre ambos espectros, mientras
gue los valores de desviacion estandar variaron de 0.29 a 4.69 y proporcionaron
la consistencia de los datos.

Palabras clave: Mezcal, DI-SPME, GC-MS, metabolitos, MSA.
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GC-MS METABOLOMICS OF VOLATILE ANALYTES IN MEXICAN
MEZCALS FOR FINGERPRINTING ANCESTRAL & ARTISANAL
MANUFACTURE PROCESSES, GEOGRAPHICAL ORIGINS AND

AGAVE SPECIES
Abstract

An approach based on non-targeted and targeted metabolomics analysis for
fingerprinting and identifying discriminant metabolites in mezcal was performed
by combining direct immersion solid-phase micro-extraction (DI-SPME) and gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) using multivariate
statistical analysis (MSA). Present work describes the implementation of a
separation method for obtaining exploitable chromatograms that can be used as
GC metabolomics data matrix for fingerprinting mezcals’ manufacturing process,
geographical origin and agave species. The GC-MS-MSA workflow allowed an
unequivocal identification of twelve marker compounds that were confirmed with
their Electronic-Impact Mass Spectrometry (EI-MS) mirror image mass-profile
analysis, comprising a pairwise comparison between experimental m/z patterns
and data obtained from the National Institute of Standards and Technology (NIST)
MS library. Furthermore, to demonstrate the correlation between reference and
experimental mass spectra, Pearson correlation coefficients as well as their
standard deviation were calculated. In all cases, Pearson’s correlation coefficient
presented values in a range of 0.96 to 0.99, indicating a high match between both
spectra, whilst standard deviation values from 0.29 to 4.69 provided the data
consistency.

Key words: Mezcal, DI-SPME, GC-MS, metabolites, MSA.
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5.1 Introduccién

El mezcal es una bebida que se obtiene de la destilacion de mostos fermentados
procedentes de los agaves cocidos, cuenta con denominacion de origen, la cual
incluye algunos municipios de Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas,
Zacatecas, Durango, Guerrero, Guanajuato y Michoacan (Hernandez-Lopez,
2018).

La produccion de mezcal incluye mas de 50 especies de agave. De ellas, 22 son
las mas utilizadas y sobresale Agave angustifolia (agave espadin) como la mas
relevante (Castafieda-Nava et al., 2019). Por ejemplo, en Villa Sola de Vega,
Oaxaca, los productores emplean A. angustifolia en un 40 %, Agave potatorum
en un 15 %, Agave americana ‘Oaxacensis’ en un 13 % y Agave americana
‘americana’ en un 10 %, ademas de otras especies menores (Rios-Colin et al.,
2022).

El agave empleado en la produccién de mezcal aporta perfiles de terpenos como
el terpineno y terpinol, los cuales son responsables de las notas herbales y
florales en las bebidas (Del Barrio-Galan et al., 2021; Villanueva-Rodriguez &

Escalona-Buendia, 2012).

La coccidén tradicional del agave es un proceso lento que se lleva a cabo en
hornos de tierra alimentados con madera y cubiertos con piedras, lo que podria
producir furanos y compuestos organicos volatiles (VOC) relacionados con
aromas ahumados, que a su vez son retenidos por los agaves cocidos; tales
como fenoles producidos por la degradacién térmica de la lignina (Vera-Guzman
et al., 2009, 2010, 2018).

La fermentacion del mosto tipicamente produce &cidos organicos, alcoholes
superiores y ésteres de etilo, los primeros son responsables de aromas butiricos
y los dos ultimos de notas aromaticas florales y frutales (Botello-Alvarez et al.,
2007; Villanueva-Rodriguez & Escalona-Buendia, 2012).
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El aseguramiento de la calidad, autenticidad y trazabilidad en la cadena
alimentaria (www.food integrity.eu) es una tarea central para la proteccion del
consumidor y para las agencias de aduanas. Por lo que constantemente se
promueve el uso de métodos analiticos para detectar practicas fraudulentas
como adulteracion de materias primas y alimentos. Especificamente, las bebidas
alcohdlicas son propensas de ser adulteradas puesto que pueden ser facilmente

mezcladas con liquidos mas baratos (Esteki et al., 2018).

Por ello, la seguridad del consumidor de bebidas alcohdlicas deberia ser una
actividad preponderante para la Secretaria de Salud puesto que alrededor de 40
a 50 % de las bebidas consumidas en México son ilegales y clandestinas
(Gaytan, 2018). En consecuencia, el uso de métodos analiticos capaces de
rastrear huellas metabolémicas relacionadas con la autenticidad, la especie y el

origen geografico, se justifica dentro del marco de salud publica local.

Recientemente, el empleo de métodos de referencia analiticos estandares esta
migrando a la implementacion de técnicas Omicas, combinando técnicas de
separacidon y experimentos espectroscopicos. Sin embargo, la mayoria de ellas
son realizadas bajo esquemas de deteccién dirigida. Actualmente, debido a la
implementacion de algoritmos de inteligencia artificial robusta (Pomyen et al.,
2020), la técnicas para detectar falsificacion se estan centrando en registrar la

huella digital Unica del alimento mediante enfoques metabolémicos no dirigidos.

Estos métodos holisticos relacionados con el control de la integridad de alimentos
pueden producir sefiales amplias o estrechas, esto dependiendo de la técnica
para producir, respectivamente, huellas digitales con resolucién alta o baja.
Generalmente, las huellas analiticas amplias son obtenidas con instrumentacion
portétil, tales como equipos de espectroscopia de infrarrojo (IR), de ultravioleta-
visible (UV-VIS) y de Raman, mientras que las sefiales estrechas para elucidar
diversas matrices complejas son obtenidas por medio de cromatografia acoplada
a espectrometria de masas y recientemente con espectroscopia por resonancia

magnética nuclear (Herbert-Pucheta et al., 2021).
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Las huellas digitales analiticas han sido usadas para trazar la autenticacion de
bebidas alcohdlicas. Por ejemplo, para diferenciar ron elaborado de cafa de
azucar de aquellos elaborados con melaza (residuo de la produccion de cafia de
azucar) (Franitza et al., 2018) y para evaluar la calidad y autenticidad de whisky
escoceés bajo un enfoque no dirigido con cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas en tdndem de alta resolucion seguido por
procesamiento quimiométrico multidimensional (Stupak et al., 2018). Ejemplos
interesantes de la implementacion de foodémica con GC-MS incluye café (Huang
et al., 2007), té verde (Jumtee et al., 2011) y vino (Springer et al., 2014).

Una manera de verificar la calidad y autenticidad del mezcal es mediante el
estudio de su metaboloma. En este sentido, se ha implementado el analisis de
metabolitos por andlisis directo mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear con experimentos de multipresaturacién de las sefiales de
agua y etanol (L6pez-Aguilar et al., 2021), extracciéon liquido-liquido y
microextraccion en fase sdlida (SPME) acoplados a cromatografia de gases y

espectrometria de masas (GC-MS) (Martinez et al., 2019).

El metaboloma volatil del mezcal depende fuertemente de: i) la especie de agave,
ii) las condiciones climaticas ligadas al origen geografico, iii) el proceso de
manufactura artesanal o ancestral (Lépez-Aguilar et al., 2021), principalmente, la
coccion, fermentacion y destilacion (Gomez-Zamora et al., 2016; Villarreal-
Morales et al., 2018).

Hasta donde tenemos conocimiento, los estudios metabolémicos dirigidos y no
dirigidos mediante GC-MS no han sido propuestos para el establecimiento de
huellas digitales ni de identificacion de metabolitos discriminantes en bebidas de
agave en América Latina, como el mezcal. Por todo lo anterior, el presente trabajo
describe la implementacion de un método de separacion por cromatografia de
gases para la obtencion de cromatogramas explotables que puedan ser usados
como una matriz de datos de entrada para el andlisis estadistico multivariado
supervisado que permita describir las huellas metabolémicas en mezcales por

especie de agave, origen geografico y procesos de manufactura. En este sentido,
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doce metabolitos fueron identificados y confirmados con sus patrones Unicos de
fragmentacion de EI-MS (Electron lonization-Mass Spectrometry), reportados en
la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y de Tecnologia (NIST),
mediante una imagen espejo novedosa obtenida del perfil de masas. Las
caracteristicas antes mencionadas son responsables de las discriminaciones de
los mezcales por procesos de manufactura ancestrales y artesanales, origenes
geograficos entre tres regiones de dos estados de México y seis especies de

agave.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1Reactivos

Los reactivos fueron de grado analitico y se compraron a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

5.2.2Muestras de mezcal

Las muestras de mezcal (Cuadro 8) se consiguieron de productores localizados
en Oaxaca (Valles Centrales y Sierra Sur) y San Luis Potosi (22°9'4" N,
100°58'34" W), México. Las dos regiones de Valles Centrales (17°4'59.88" N,
96°45'0" W) y Sierra Sur (19°42'0" N, 96°52'0" W) son conocidas por su
produccion de mezcal. Las especies Agave potatorum, Agave angustifolia, Agave
karwinskii, Agave salmiana, Agave marmorata y Agave americana ‘Oaxacensis’
fueron usados en la manufactura de los mezcales aqui presentados, que a su

vez comprendi6 dos procesos de elaboracion: ancestral y artesanal.

Las unidades experimentales fueron botellas de mezcal de 250 mL. Cada ensayo
de GC-MS fue ejecutado por triplicado. Considerando 16 muestras de mezcal
(Cuadro 8), enlazadas a un origen geografico en particular (nueve muestras de
la region Sierra Sur, cinco muestras de la regién Valles Centrales y dos mezcales
del Centro de San Luis Potosi), al proceso de manufactura (cinco mezcales
ancestrales y once artesanales) y a la especie de agave (cinco muestras de A.
angustifolia, cuatro de A. potatorum, dos de A. salmiana, una de A. marmorata,

tres de A. karwinskii, una de A. americana ‘Oaxacensis’), asi como las
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repeticiones de GC-MS, se obtuvo una matriz de datos que incluyé 48
cromatogramas (Figura 27).

5.3 Métodos analiticos

5.3.1Contenido alcohdlico

El contenido alcohdlico (NMX-V-013-NORMEX-2019) se determin6 con
alcoholimetros certificados OIML ISO 4801 -NF B 35-515 (Alla France, Chemillé,
Francia), uno con escala de medicion de 30-40 y otro con escala de 40-50 % Alc

Vol., calibrados a 20 °C, division de 0.1 y precision de +0.1.

5.3.2Compuestos volatiles por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

Pardmetros de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Los andlisis de GC-MS se llevaron a cabo en un cromatografo de gases Trace
1310™ acoplado a un detector de masas de simple cuadropolo ISQ'T (ambos de
Thermo Scientific, USA). La separacion de los compuestos se realizdé con una
columna capilar de silice fundida J&W HP-5ms (5 %-fenil-metilpolisiloxano) de 30
m x 0.25 mm de didmetro interno y espesor de 0.25 um (Agilent, Santa Clara,
Ca., USA). El gas empleado como fase mévil fue helio a razé6n de 1 mL min=.
Dos métodos de separacion se disefiaron durante la investigacion, los cuales

posteriormente se mencionaran como método uno y método dos.

Extraccién

Los compuestos volatiles fueron extraidos mediante microextraccion en fase
sélida por inmersion directa (DI-SPME) con una fibra de DVB/CWR/PDMS
(divinylbenzene/carbdn wide range/polydimethylsiloxane) cuyo espesor fue de 10
mm/80 um (Agilent-Santa Clara, Ca, USA).

El proceso de extraccion se resume como sigue: un mililitro de mezcal se coloco
en un vial de vidrio ambar de 2 mL con tapa de goma. Para el método uno, la
muestra se agité a 1200 rpm (Vortex, Scientifics Industries Inc., USA) durante 5
min para permitir el equilibrio antes de introducir la fibra. Este Ultimo paso no fue

incluido en el método dos. La fibra se acondicion6 conforme a las

120



especificaciones del proveedor y se colocé en el soporte de inyeccidén manual
(Supelco, U.S.A)). El soporte se insertd a través de la goma del vial para poner
en contacto directo la fibra con la muestra por 1 min. Después de la extraccion,
la fibra se retir6 del mezcal, se removi6 del vial y se insertd en el puerto de
inyeccion del GC en modo splitless (sin division del flujo), con un flujo de purga
de 50 mL min't durante 2 min para el método uno y 50 mL min* durante 1 min

para el método dos.

Instrumentacion

El cromatografo de gases fue equipado con un inyector split/splitless, el cual se
mantuvo a una temperatura de 270 °C. En el método uno, el horno se programo
como sigue: iniciando a 50 °C y se mantuvo 1 min, subsecuentemente, se
establecieron incrementos de 10 °C min't hasta 100 °C; entonces, nuevamente
se programaron incrementos de 3 °C min?' hasta 250 °C, y finalmente, la
temperatura aumenté con gradientes de 15 °C min hasta 300 °C y se mantuvo
5 min. Para el método dos, el programa del horno se disefi6 como sigue:
inicialmente a 50 °C durante 1 min, entonces la temperatura se elevé de 50 a 300

°C arazén de 7 °C min! hasta el final del programa de control de temperatura.

La espectrometria de masas mediante ionizacion de electrones (EI-MS) se
estableci6 en modo TIC/Scan (Total lon Current) desde 50-500 m/z (para el
método uno) y desde 50 a 650 m/z (para el método dos), ambos con tasas de
barrido de 0.2 s'. La respuesta del detector de masas en modo impacto
electrénico se generd a 70 eV. Las temperaturas de la linea de transferencia y
de la fuente de iones se mantuvieron a 270 y 200 °C respectivamente. Los
cromatogramas fueron procesados con el software Xcalibur™ 4.0 (Thermo
Scientific, USA).

Analisis de los datos
El contenido de alcohol se evaluo con rutinas de analisis de varianza (ANOVA)
de una via bajo un disefio completamente al azar (¢=0.05). Se ejecuté un ANOVA

para evaluar la significancia de esta variable (alcohol) para los 16 mezcales de
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acuerdo al proceso de manufactura (ancestral y artesanal), otro para origen
geografico (Sierra Sur y Valles Centrales, Oaxaca y San Luis Potosi), finalmente
un tercer ANOVA para el factor especie de agave (A. potatorum, A. karwinskii, A.
angustifolia y A. salmiana). Para identificar diferencias significativas se realizaron
comparaciones de medias («=0.05) con la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD). El procesamiento de los datos se realizé con el software SAS
version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

El andlisis estadistico multivariado supervisado de la matriz de datos de GC-MS
comprendio el uso de andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales
(PLS-DA) y analisis discriminante por minimos cuadrados parciales ortogonales
(OPLS-DA) con el software Metaboanalyst 5.0 (Pang et al., 2021).
Respectivamente, el andlisis OPLS-DA (Figura 28A) y el andlisis PLS-DA
(Figuras 28B y 28C) se usaron como modelos discriminantes para establecer los
perfiles de la produccion de mezcal ancestral y artesanal (Figura 28A), asi como

del origen geografico (Figura 28B) y de las especies de agave (Figura 28C).

El pre-procesamiento de los datos que comprendio normalizacién por suma (para
ajustar diferencias entre las muestras), transformacién (log) y escalamiento
automatico (media centrada y dividida por la desviacién estandar de cada
variable), esto se aplico para remover alguna posible variacion durante la fase
experimental, de tal manera que las caracteristicas fueran comparables (Chong
et al., 2019; Cozzolino et al., 2019; Dasenaki et al., 2019; Wilson et al., 2021). La
validacion de los modelos PLS-DA y OPLS-DA se ejecutd con 100 permutaciones
por andlisis. La confiabilidad se evalué en términos de la bondad de ajuste (R?) y
la capacidad de prediccion (Q?). Las regiones sombreadas denotadas por elipses
en los gréficos de cada modelo se establecieron a intervalos de confianza del 95
% (Herbert-Pucheta et al., 2021; Szymanska et al., 2012; Worley & Powers,
2016).
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Cuadro 8. Mezcales empleados en el analisis de GC-MS. Se presenta la especie
de agave empleada, origen geogréafico, proceso de manufactura, estado y
contenido alcohdlico (% Alc. Vol).

Cabdigo Especie de agave O“g?f‘ Proceso Estado %ABVY
geografico
1 A. angustifolia Sierra Sur Ancestral Oaxaca 46.9
2 A. angustifolia Sierra Sur Ancestral Oaxaca 47.1
3 A. potatorum Sierra Sur Ancestral Oaxaca 48.2
4 A. potatorum Sierra Sur Ancestral Oaxaca 48.2
5 A. angustifolia Sierra Sur Ancestral Oaxaca 46.7
6 A. salmiana Centro SLP?  Artesanal SLP 39.8
7 A. salmiana Centro SLP  Artesanal SLP 38.9
8 A. marmorata Sierra Sur Artesanal Oaxaca 46.0
9 A. angustifolia Valles Centrales Artesanal Oaxaca 44.4
10 A. angustifolia Valles Centrales Artesanal Oaxaca 41.9
11 A. karwinskii Sierra Sur Artesanal Oaxaca 45.7
12 A amerlcalna,l Valles Centrales Artesanal Oaxaca 48.0%
Oaxacensis
13 A. karwinskii Sierra Sur Artesanal Oaxaca 46.0
14 A. potatorum Valles Centrales Artesanal Oaxaca 48.0*
15 A. karwinskii Sierra Sur Artesanal Oaxaca 47.6
16 A. potatorum Valles Centrales Artesanal Oaxaca 45.5

Z San Luis Potosi
Y ABV: Contenido alcohdlico corregido a 20 °C.
X Valor reportado en la etiqueta.

5.4 Resultados y discusién

5.4.1Contenido alcohdlico

Se determind el contenido de alcohol en los mezcales con respecto al factor
origen geografico, proceso de manufactura y especie de agave (Cuadro 9). El
ANOVA entre los mezcales artesanales y ancestrales muestra que los contenidos
alcohdlicos no fueron significativamente diferentes (p>0.05), ademas, se
observaron mayores dispersiones (s = £ 3.2) en los mezcales artesanales, debido
principalmente a que estas muestras fueron originarias de las tres regiones
estudiadas (Valles Centrales y Sierra Sur, Oaxaca, y San Luis Potosi) lo cual
pudo haber contribuido a la mayor variabilidad encontrada con respecto a las

muestras ancestrales que se produjeron en Sierra Sur de Oaxaca.
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Las empresas productoras de mezcal en Oaxaca se caracterizan en su mayoria
por trabajar bajo procesos artesanales, como se constata en la investigacion de
Garcia-Espejel et al., (2019), quienes encontraron que del total de productores
entrevistados el 75.6 % elabora mezcal artesanal y el resto trabaja proceso
ancestral. EI ANOVA entre los contenidos alcohdlicos de los mezcales de tres
regiones mostro diferencia significativa para las muestras de San Luis Potosi, las
cuales se caracterizaron por presentar el menor valor (39.4 % Alc. Vol.) con

respecto a las muestras oaxaqueﬁas.

Este comportamiento fue similar para el ANOVA entre los contenidos de alcohol
para el factor especie puesto que los valores de alcohol en los destilados de A.
potatorum, A. karwinskii y A. angustifolia no mostraron diferencia significativa
(Cuadro 9) entre si; Unicamente la muestra de A. salmiana mostré diferencia
estadisticamente significativa cuando se comparé con las demas. Cabe destacar
gue los mezcales de las tres especies de A. potatorum, A. karwinskii y A.
angustifolia elaboradas en Valles Centrales fueron las responsables de las

mayores dispersiones (s = *+ 2.6) observadas.

Esta variabilidad reflejada mediante el contenido alcohdlico podria ser el
resultado de: i) el tipo de agave empleado (especie, contenido de azlcares
fermentables), ii) métodos e insumos empleados durante la coccion de la materia
prima, iii) cantidad de microorganimos que intervienen durante la fermentacion,
forma en que ésta se realiza y los tiempos implementados, finalmente iv) la
destilacion y rectificacion a criterio del maestro mezcalero (Chavez-Parga et al.,
2016).

A pesar de las dispersiones observadas en el Cuadro 9, todas las muestras se
encontraron dentro de lo especificado por la NOM-070-SCFI-2016 que establece
un rango en el contenido alcohdlico de 35 a 55 % Alc. Vol. La importancia de
controlar el porcentaje alcohdlico en mezcales se basa en que esta variable juega
un papel central en las percepciones sensoriales al provocar multiples sabores y

sensaciones quinestésicas (Thibodeau & Pickering, 2021, 2019).
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Cuadro 9. Contenido alcohdlico de mezcales ancestrales y artesanales,
originarios de Oaxaca y San Luis Potosi, México y elaborados con A. potatorum,
A. karwinskii, A. angustifolia y A. salmiana.

Proceso Contenido alcohol (% Alc Vol)
Ancestral 47.4a* £ 0.7
Artesanal 44.7a + 3.2
Region Contenido alcohol (% Alc Vol)
Sierra Sur, Oax. 46.9a £ 0.9
Valles Centrales, Oax. 45.6a £ 2.6
San Luis Potosi 39.4b £ 0.6
Especie Contenido alcohol (% Alc Vol)
Agave potatorum 47.5a+1.3
Agave karwinskii 46.4a+1.0
Agave angustifolia 45.4a £ 2.3
Agave salmiana 39.4b £ 0.6

Z Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de la minima diferencia signifcativa (LSD) (p < 0.05).

5.4.2Método de separacién de cromatografia de gases

La cromatografia de gases (Figura 27), obtenida con el método de separacion
uno (ver materiales y métodos), se implementé mediante microextraccion en fase
sélida (DI-SPME) por inmersion directa para identificar los compuestos volatiles
gue pueden ser usados en el establecimiento del perfil metabolémico no dirigido
para discriminar procesos de manufactura, origenes geogréficos y especies de
agave. El método de extraccion DI-SPME es ideal para el analisis de muestras
acuosas limpias, como el mezcal (Menezes-Filho et al., 2010). La cromatografia
de gases implementada con el método dos (Figura 28) y una rampa de
temperatura lineal de 7 °C min1, que a su vez produjo un tiempo de separacion
experimental de 39 minutos y 45 segundos, fue pobremente explotable para el
analisis metaboldmico dirigido y no dirigido (Figuras 29 y 30). La mayoria de los
cromatogramas obtenidos con el método dos presentaron importantes

distorsiones de la linea base después de los 30 min del experimento de GC, lo
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que dificulto la seleccion e identificacion de metabolitos con tiempos de retencion
mAas largos, que a su vez presentaron la més alta afinidad con la fase estacionaria

compuesta de 5 %-fenil-metilpolisiloxano.

En contraste, la implementacion del método de separacion uno que
aproximadamente duplicé el tiempo experimental (64 minutos y 25 segundos
para el método uno con respecto a los 39 minutos y 45 segundos para el método
dos) produjo matrices de datos mas explotables (Figura 27) para el analisis
estadistico multivariado, excepto para el andlisis PCA (Figura 31) que en nuestro
caso resultd desfavorable. El incremento de la resolucion cromatografica,
selectividad y tiempo de retencion entre las sefiales, necesarios para obtener la
matriz de datos de GC para metabolomica, fue posible con un programa de tres

rampas de temperatura:

1. Desde 50 a 100 °C con un gradiente de 10 °C min, desde el minuto 2 al 6.

2. Desde 100 a 250 °C a razén de 3 °C mint, desde el minuto 7 al minuto 56.

3. Desde 250 a 300 °C con un gradiente de 15 °C min-t, desde el minuto 57 al
minuto 59 con 20 segundos, y

Finalmente se mantuvo a 300 °C durante 5 min, hasta llegar a los 64 minutos con
20 segundos, que fue el tiempo total del experimento.

Es importante notar la mejora sobresaliente de todos los pardmetros
cromatograficos mencionados anteriormente, incluyendo las lineas base que
permitieron una seleccion de regiones cromatogréficas de sefales
discriminantes. Estas sefiales aparecieron durante los primeros 15 min de los
experimentos de GC (Figura 34 y Cuadro 10), las cuales representaron el 66 %
de la metabol6émica dirigida necesaria para discriminar entre procesos de
manufactura ancestrales y artesanales, origenes geograficos y especies de

agave.
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Figura 27. Matriz de datos de cromatografia de gases de mezcales sometida a
andlisis estadistico multivariado para metabolomica dirigida y no dirigida,
obtenida del método de separacién uno.
Los numeros significan: 1-2, 5: Agave angustifolia, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 3-4: Agave
potatorum, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 6-7: Agave salmiana, Centro de San Luis Potosi
(Artesanal); 8: Agave marmorata Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 9-10: Agave angustifolia, Valles
Centrales, Oaxaca (Artesanal); 11, 13, 15: Agave karwinskii Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 12:
Agave americana ‘Oaxacensis’, Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal); 14, 16: Agave potatorum,
Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal).
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Figura 28. Matriz de datos de cromatografia de gases de mezcales sometida a
andlisis estadistico multivariado para metabolémica dirigida y no dirigida,

obtenida del método de separacién dos.

Los numeros significan: 1-2, 5: Agave angustifolia, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 3-4: Agave
potatorum, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 6-7: Agave salmiana, Centro de San Luis Potosi
(Artesanal); 8: Agave marmorata Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 9-10: Agave angustifolia, Valles
Centrales, Oaxaca (Artesanal); 11, 13, 15: Agave karwinskii Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 12:
Agave americana ‘Oaxacensis’, Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal); 14, 16: Agave potatorum,

Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal).
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Figura 29. Analisis de componentes principales obtenido de la matriz de datos de
cromatografia de gases con el método de separaciéon dos.

(A) Para evaluar los procesos de manufactura ancestral (circulos rojos) y artesanal (circulos
verdes).

(B) Origenes geogréficos de San Luis Potosi (circulos rojos), Sierra Sur, Oaxaca (circulos verdes)
y Valles Centrales, Oaxaca (circulos azules).

(C) Especie de agave, que comprendieron Agave angustifolia (circulos verdes); Agave potatorum
(circulos magenta); Agave salmiana (circulos amarillos); Agave marmorata (circulos azul
turquesa); Agave karwinskii (azul oscuro) y Agave americana ‘Oaxacensis’ (circulos rojos).

Scores Plot
Mssana
° ()
° =]
o e o
o 7 o
o -
® 2
° °® 5 ° o% W
° ¥ g o g ©0
H
£
5 [
0 © o o . 8 oL o
o 6 » ® 0, 0% 0
o
90° » 0 ° o ©
° oo ° °
°
o

Figura 30. Analisis estadistico multivariado supervisado OPLS-DA (A) y PLS-DA
(B y C), obtenido de la matriz de datos de cromatografia de gases con el método

de separacioén dos.

(A) Para evaluar los procesos de manufactura ancestral (circulos rojos) y artesanal (circulos
verdes). (B) Modelos PLS-DA para origenes geograficos de San Luis Potosi (circulos rojos),
Sierra Sur, Oaxaca (circulos verdes) y Valles Centrales, Oaxaca (circulos azules).

(C) Modelo PLS-DA para especies de agave, las cuales fueron Agave angustifolia (circulos
verdes); Agave potatorum (circulos magenta); Agave salmiana (circulos amarillos); Agave
marmorata (circulos azul turquesa); Agave karwinskii (azul oscuro) y Agave americana
‘Oaxacensis’ (circulos rojos).

129



° °
% -
o © ® o e, * o 00 ®
o °
o;§ ° ' uglgo
2 . 3
0% o ygﬁo
$68°
L ° ® o & %
° Q -4 ‘c
g () ° %0 8° ® © o,
o S
O [e

Figura 31. Analisis de componentes principales obtenido de la matriz de datos de

cromatografia de gases con el método de separacion uno.

(A) Para evaluar los procesos de manufactura ancestral (circulos rojos) y artesanal (circulos
verdes).

(B) Origenes geograficos de San Luis Potosi (circulos rojos), Sierra Sur, Oaxaca (circulos verdes)
y Valles Centrales, Oaxaca (circulos azules).

(C) Para especie de agave (C) que comprendieron Agave angustifolia (circulos verdes); Agave
potatorum (circulos magenta); Agave salmiana (circulos amarillos); Agave marmorata (circulos
azul turquesa); Agave karwinskii (azul oscuro) y Agave americana ‘Oaxacensis’ (circulos rojos).

5.4.3Metabolomica no dirigida basada en cromatografia de gases

La Figura 32 representa un conjunto de graficos de puntuaciones (score plot) del
analisis estadistico multivariado supervisado, tanto OPLS-DA como PLS-DA, que
se derivo de la matriz de datos obtenida de cromatografia de gases con el método
de separacién uno (Figura 27). En primer lugar, el andlisis discriminante por
minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA, Figura 32.A), con un
componente predictivo (pl) y cuatro ortogonales (01, 02, 03 y 04) (Figura 33) se
uso6 para discriminar entre procesos de manufactura ancestrales y artesanales
del conjunto de mezcales analizados (Cuadro 8), teniendo a su vez valores
aceptables de bondad de ajuste y de prediccion, repectivamente R2Y = 0.95 y
Q?%=0.837.

El proceso artesanal para elaborar mezcal en San Luis Potosi es comparable con
los diversos procesos reportados en Oaxaca (Kirchmayr et al., 2017), por
ejemplo, en San Luis Potosi la coccién se realiza en hornos rusticos y el jugo del
agave cocido es obtenido con un molino de piedra, conocido como tahona.
Durante la molienda, se afiade agua y el producto resultante es fermentado y

finalmente destilado (Verdugo-Valdez et al., 2011).
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Por otro lado, la produccion ancestral se concentra en la region Sierra Sur de
Oaxaca, por mencionar, el municipio de Villa Sola de Vega cuenta con 64
palenques, nombre que adoptan las fabricas donde se produce mezcal, de los
cuales el 56 % emplean olla de barro durante la destilacion, el 12 % alambique
de cobre y el 31 % recipientes de lamina (Rios-Colin et al., 2022). Por definicion,
la NOM-070-SCFI-2016 establece que el proceso ancestral incluye la destilacién
en olla de barro mientras que el artesanal emplea alambique de cobre, cabe

mencionar que los recipientes de lamina no estan permitidos durante el proceso.

En general, el mezcal ancestral adopta técnicas y herramientas tradicionales
localmente disefiadas, como: hornos subterrdneos (excavaciones hechas en el
suelo) para la coccién del agave, mazos de madera, tahona (rueda de piedra de
1.5 m de diametro, la cual es movida con animales de traccién, que puede ser un
caballo) para moler el agave cocido, contenedores de madera empleados en la
fermentacion y destiladores acondicionados con ollas de barro (Lira et al., 2022)

El modelo supervisado del analisis discriminante por minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) para diferenciar entre origenes geograficos de los mezcales
es representado en la Figura 32A. La precision para discriminar entre mezcales
de Oaxaca y San Luis Potosi (22°9'4" N, 100°58'34"), asi como para distinguir
entre los de Valles Centrales, Oax. (17°4'59.88" N, 96°45'0" W) y Sierra Sur, Oax.
(19°42'0" N, 96°52'0" W) fue de R?= 0.94 y Q2 = 0.81. Por ello, se puede decir
que es sencillo distinguir entre mezcales de Oaxaca y de San Luis Potosi, porque
existe una distancia considerable entre las dos regiones, de alrededor de 1000

km.

Contrario a lo observado entre las dos regiones de Oaxaca, que la diversidad de
mezcales encontrados refleja, en este estudio, una variabilidad modesta entre
poblaciones de la misma region (muestras 9, 10, 12, 14 y 16 de Valles Centrales
y muestras 1, 2, 3, 4,5, 8, 11, 13y 15 de Sierra Sur, Oaxaca. Todas se muestran
en la Figura 32B). Este comportamiento puede ser asociado con: i) practicas de
manufactura del mezcal similares en Oaxaca, ii) la proximidad entre municipios

(alrededor de 50 km), iii) condiciones climatologicas y ambientales similares, iv)
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similaridad genética entre especies de agave, y v) en menor medida, a la falta de
calidad de las bebidas (Chavez-Parga et al., 2016; Tapp et al., 2003).

Sin embargo, los resultados del andlisis PLS-DA de la matriz de datos de GC
para obtener distinciones de origen geografico de los mezcales aqui presentados
(Figura 32B) pueden ser las bases para obtener una region de origen, tipicamente
usada en el mercado del vino para asociar la calidad y las tendencias de consumo

con una distincion geografica (Souza-Gonzaga et al., 2022).

La Figura 32C resalta el analisis PLS-DA, con parametros de R?=0.94; Q% =0.81,
de la matriz de datos de GC para diferenciar entre mezcales producidos con
especies de A. angustifolia, A. potatorum, A. salmiana, A. marmorata, A.

karwinskii y A. americana ‘Oaxacensis’.

Los mezcales elaborados con A. angustifolia son ampliamente producidos,
aunque es una especie que también crece de manera silvestre, este agave es
cultivado desde Sonora y Tamaulipas en el Noreste de México hasta Panama.
Su rango amplio de cultivo en México lo vuelve substancialmente variable de
poblacién a poblacién, resultado de las condiciones ambientales locales y de sus

caracteristicas genéticas.

Referente al agave A. marmorata, éste presenta un tamafio de moderado a
grande, el cual logra obtener durante aproximadamente 25 afios de maduracién
y se puede encontrar en los estados de Oaxaca y Puebla (Jaramillo-Villanueva,
2018; Mahr, 2015; Trejo et al., 2018). El mezcal de A. salmiana es elaborado
principalmente en San Luis Potosi y Zacatecas (De Léon-Rodriguez et al., 2008).
En cuanto a los mezcales elaborados con A. karwinskii, la cual es una especie
endémica de tamafo alto que puede alcanzar hasta los 3 m, sin embargo, sus
tallos son degados y con poca humedad por lo que su rendimiento es bajo. Se
encuentra en zonas aridas de Oaxaca y Puebla. Es un agave conocido por su
complejidad morfolégica, ademas de la diversidad de etnotaxones, lo que
ocasiona que adopte diversos nombres coloquiales como barril, madrecuixe,
tobasiche (Gaytan, 2018; Mahr, 2015; Vazquez-Pérez et al., 2020).
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Como se observa en la Figura 32C, las distinciones inequivocas, con un modelo
robusto del 77 % (Q%=0.77), pueden establecerse para los mezcales de las
especies de A. potatorum (de Valles Centrales y Sierra Sur, Oaxaca) y A.
salmiana (de San Luis Potosi). Los destilados de A. marmorata y A. americana
‘Oaxacensis’ presentan una cercania con A. angustifolia y puede ser ligeramente
identificado uno del otro. Menos evidente resulta identificar discriminaciones
entre mezcales de las especies de A. angustifolia y A. karwinskii, al observarse
traslapes entre las dos elipses (de color verde para A. angustifolia y de color azul
para A. karwinskii), lo cual puede inferir que estos dos mezcales comparten

ciertas caracteristicas composicionales.

Resultd interesante observar que las muestras identificadas como uno y dos
(Cuadro 8) correspondientes a A. angustifolia de Sierra Sur, Oaxaca presentaron
una clara proximidad con las de A. karwinskii, también de Sierra Sur, Oaxaca
(etiquetas 11, 13 y 15 del Cuadro 8) pero no con la muestra cinco de A.
angustifolia (Cuadro 8). Lo que fuertemente sugiere que este mezcal podria ser
considerado como el mas auténtico de todas las muestras de A. angustifolia de
Sierra Sur, Oaxaca y, en el mismo sentido, la muestra 15 puede considerarse un
auténtico mezcal de A. karwinskii de Sierra Sur, Oaxaca. El resto de las muestras
previamente mencionadas (etiquetas uno para A. angustifolia, y mas
severamente para la muestra dos de A. angustifolia y 13 para A. karwinskii)
podrian ser consideradas como mezcales sospechosos de ser elaborados

realmente con la especie enunciada en su etiqueta.
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Figura 32. Analisis discriminante supervisado de mezcales por minimos
cuadrados parciales ortogonales [OPLS-DA, (A)] y de minimos cuadrados
parciales [PLS-DA, (By C)].

Los nameros significan: 1-2, 5: Agave angustifolia, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 3-4: Agave
potatorum, Sierra Sur, Oaxaca (Ancestral); 6-7: Agave salmiana, Centro de San Luis Potosi
(Artesanal); 8: Agave marmorata Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 9-10: Agave angustifolia, Valles
Centrales, Oaxaca (Artesanal); 11, 13, 15: Agave karwinskii Sierra Sur, Oaxaca (Artesanal); 12:
Agave americana ‘Oaxacensis’, Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal); 14, 16: Agave potatorum,
Valles Centrales, Oaxaca (Artesanal).

(A) Andlisis OPLS-DA para discriminar entre mezcales ancestrales (regién denotada por la elipse
discontinua de color rojo) y artesanales (region denotada por la elipse punto-guién de color rojo).
(B) Andlisis PLS-DA para origen geografico que permita discriminar mezcales de Valles Centrales
(regién denotada por la elipse punto-guion de color verde) y Sierra Sur (regiéon denotada por la
elipse discontinua de color negro) de las de San Luis Potosi (region denotada por la elipse
discontinua de color rojo). (C) Analisis PLS-DA para especies de agave que permita discriminar
muestras oaxaquefias: Agave angustifolia (region denotada por la elipse punto-guién de color
verde), Agave potatorum (regién denotada por la elipse discontinua de color negro), Agave
marmorata (regién denotada por la elipse sombreada de color amarillo), Agave karwinskii (region
denotada por la elipse continua de color azul) y Agave americana ‘Oaxacensis’ (region denotada
por la elipse sombreada de color violeta) de las muestras de Agave salmiana de San Luis Potosi
(region denotada por la elipse discontinua de color roja). Las elipses fueron denotadas por
regiones Hotelling T2 a un nivel de confianza del 95 % para todos los casos.
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Figura 33. Coeficientes del andlisis de permutacion del modelo OPLS-DA entre

un componente predictivo (pl) y cuatro ortogonales (01, 02, 03 y 04).
El modelo OPLS-DA generé valores de R2Y= 0.95 (histograma azul) y Q2=0.837, estos
pardmetros representaron la bondad de ajuste del modelo multivariado (R?) y su prediccion (Q?).

(A) Modelo OPLS-DA para proceso de manufactura

(B) Modelo PLS-DA para origen geografico

(C) Modelo PLS-DA para especie de agave
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Figura 34. Grafico de cargas de los modelos OPLS-DA (A) para discriminar entre
mezcales ancestrales y artesanales y PLS-DA (B y C) para evaluar origen
geografico y especies de agave, como una funcién de los tiempos de retencién

de la cromatografia de gases.
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5.4.4Metaboldémica dirigida basada en cromatografia de gases

Los metabolitos volatiles identificados en los mezcales mediante DI-SPME-GC-
MS eluyeron a los 4.64, 7.0, 8.15, 8.33, 8.44,9.81, 10.72, 13.84, 20.33, 32.33, 33
51 y 44.98 minutos (Cuadro 10). En el Cuadro 10 se resumen los valores de
cargas del andlisis PLS-DA y OPLS-DA para los tres modelos implementados en
la matriz de datos de GC para discriminar entre procesos de manufactura,

origenes geograficos y especies de agave.

Interesantemente, los valores de cargas de los metabolitos de mezcales,
obtenidos del analisis dirigido, que eluyeron antes de los 20 minutos con el
método de separacidén uno, que a su vez representaron el 66 % de los metabolitos
identificados necesarios para discriminar entre procesos de manufactura,
origenes geograficos y especies de agave, presentaron el siguiente
comportamiento: i) el alcohol, el furano, los derivados del benceno, asi como el
70 % de los ésteres que eluyeron con el método de separacién uno presentaron
valores de cargas negativos en los modelos usados para discriminar procesos de
manufactura (modelo OPLS-DA, Figura 34A y Cuadro 10) y especies de agave
(modelo PLS-DA, Figura 34C y Cuadro 10), contrario a los valores de cargas para
origenes geogréaficos (modelo PLS-DA, Figura 34B y Cuadro 10) que fueron
positivos. ii) La tendencia fue similar para alfa-terpineol con excepcién que el
valor de carga para el factor especie de agave fue 0.0 en lugar de negativo. iii)
Todos los metabolitos que eluyeron después de 20 min con el método de
separacion uno fueron ésteres y presentaron un comportamiento opuesto en sus
valores de cargas (Figura 34 y Cuadro 10), valores de cargas positivos para

proceso de manufactura y especies de agave; y negativos para origen geografico.

El Cuadro 10 presenta las notas sensoriales (www.thegoodscentscompany.com)
asociadas a cada metabolito identificado (alcohol, ésteres, derivados de
benceno, furano y alfa-terpineol). Estos metabolitos podrian ser generados
durante las etapas de elaboracion del mezcal, especificamente en la coccion del

agave (Mancilla-Margalli & Lépez, 2002) y fermentacion del mosto (Parish-Virtue
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et al., 2021; Verstrepen et al., 2003), o podrian tener su origen en la planta de
agave (Pefa-Alvarez et al., 2006).

A continuacion, en el apartado 5.6.5 se presenta la estrategia implementada para
la identificacion de los metabolitos mediante una comparacion de los perfiles de
masa/carga (m/z) de los espectros de masas obtenidos durante la cromatografia
de gases con el método de extraccibn uno (ver materiales y métodos) con

respecto a los reportados en la base de datos del NIST.

5.4.5Perfiles masa/carga obtenidos por GC-EI-MS

La Figura 34 describe los gréficos de cargas obtenidos del analisis estadistico
multivariado supervisado, tanto OPLS-DA y PLS-DA. Al graficar las cargas del
componente ortogonal (to,1) del analisis OPLS-DA (Figura 34A) o las cargas del
componente uno del andlisis PLS-DA (Figuras 34B y 34C) como una funcion de
los tiempos de retencién de la GC experimental implementada, es posible
elucidar el peso discriminante que los tiempos de retencién producen en cada

modelo del analisis estadistico multivariado.

La reconstruccion de los cromatogramas de GC en términos de los gréaficos de
cargas (Figura 34), logré deducir que los metabolitos de los mezcales que
eluyeron con el método de separacion uno, alos 4.64, 7.0, 8.15, 8.33, 8.44, 9.81,
10.72, 13.84, 20.33, 32.33, 33 51 y 44.98 minutos (Cuadro 10) son
discriminantes, ya sea para proceso de manufactura u origen geografico o
especie de agave. Tal como refiere la literatura (Vaniya & Fiehn, 2015), la
identificacion de metabolitos (mayormente desconocidos o no reportados en

bases de datos) es el reto mas importante de la metabolomica moderna.

En este trabajo presentamos una estrategia alternativa para confirmar la
presencia de metabolitos en los mezcales estudiados con respecto a los
compuestos reportados por el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST), por medio de la comparacion entre los perfiles de espectrometria de
masas obtenidos por ionizacién de electrones (EI-MS) y los patrones de m/z de

los espectros experimentales para los metabolitos de los mezcales, obtenidos a
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tiempos de retencion especificos (4.64, 7.0, 8.15, 8.33, 8.44, 9.81, 10.72, 13.84,
20.33, 32.33, 33 51 y 44.98 minutos) con el método de separacion uno. Ambos
espectros de EI-MS, experimental (grafico color azul en la Figura 35) y el obtenido
del repositorio NIST (grafico color rojo en la Figura 35) se graficaron como rangos

continuos de reflexion especular.

Ademas, para evaluar la consistencia y la dispersion de los datos de EI-MS, se
calculo el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre ambos espectros y la
desviacion estandar (s) de la diferencia entre cada intensidad a un determinado
valor de m/z. Los coeficientes de correlacion presentaron valores de 0.96 a 0.99,
mientras que las desviaciones estandar variaron de 0.29 a 4.69. Con esta
propuesta, doce metabolitos fueron identificados en las muestras de mezcal
(Cuadro 10): alcohol fenetilico (tiempo de retencion: 7.00 minutos, s=1.22,
r=0.99), octanoato de etilo (tiempo de retencién: 8.44 minutos, s=1.74, r=0.98),
acetato fenetilico (tiempo de retencion: 9.81 minutos, s=0.90, r=0.99), decanoato
de etilo (tiempo de retencién: 13.84 minutos, s=1.20, r=0.99), dodecanoato de
etilo (tiempo de retencion: 20.33 minutos, s=0.99, r=0.99), ftalato de dibutilo
(tiempo de retencion: 32.33 minutos, s=0.29, r=0.99), hexadecanoato de etilo
(tiempo de retencion: 33.51 minutos, s=0.53, r=0.98), Bis (2-etilhexilo) adipato
(tiempo de retencién: 44.98 minutos, s=1.07, r=0.99), naftaleno (tiempo de
retencién: 8.15 minutos, s=0.70, r=0.99), naftaleno-1-metil (tiempo de retencién:
10.72 minutos, s=1.17, r=0.99), 5-metil-2-furfural (tiempo de retencion: 4.64
minutos, s=1.82, r=0.99) y alfa-terpineol (tiempo de retencién: 8.33 minutos,
$=4.69, r=0.96).

El alcohol fenetilico y acetato fenetilico también se encontraron en mezcales
mediante experimentos de resonancia magnética nuclear (Lopez-Aguilar et al.,
2021). El alcohol fenetilico produce notas agradables dulces y florales (Adame-
Soto et al., 2019; Huang et al., 2022) y el acetato fenetilico es relacionado con
los descriptores floral y caramelo (Ruiz et al., 2016). Los alcoholes superiores y
los ésteres de etilo y de acetato se forman por el metabolismo de las levaduras

durante la fermentacion (Cortés et al., 2011), por ésto, la cepa de levadura es
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uno de los factores mas importantes que afectan la produccién de ésteres (Lin et
al., 2022; Verstrepen et al., 2003); por otro lado, la calidad sensorial del destilado
disminuye conforme aumenta el nUmero de carbonos del éster (Silva et al., 2019).
Los ésteres, que fueron los principales metabolitos identificados, son conocidos
por su relacion con descriptores afrutados y florales (Botello-Alvarez et al., 2007).
El dodecanoato de etilo es un éster que puede ser empleado como marcador

para discriminar entre especies de agave (Vera-Guzman et al., 2009).

Los ftalatos son plastificantes que pueden migrar de los materiales que contienen
a la bebida como el mezcal. Aungue no causan cambios pronunciados en el sabor
y aroma, su presencia indica contaminacion (Bertrand & Beloqui, 2009). En
general, los ésteres de ftalato son liquidos claros y algunos presentan leve aroma
dulce. El ftalato de dibutilo ha sido reportado en tequila (Balderas-Hernandez et

al., 2020) que también es una bebida alcohdlica de agave.

El naftaleno fue reportado en bebidas alcohdlicas de agave como bacanora,
raicilla, tequila (Léon-Rodriguez et al., 2008) y mezcal (Vera-Guzman et al., 2009)
y el naftaleno-1-metil se reportd en sotol (De la Garza et al., 2010), que es un
destilado con proceso similar al tequila y mezcal. En cuanto al 5-metil-2-furfural
(MF), se trata de un compuesto producido durante la coccion de las pifias de
agave y formado por reaccion de Maillard (Mancilla-Margalli & Lépez, 2002).
Aunque la presencia de furanos como el MF en destilados es asociado,
principalmente, con riesgos a la salud humana (Jafari & Khayamian, 2009), su
importancia se debe a su contribucién al perfil sensorial, al impartir notas

aromaticas a nuez y picantes (Ruiz et al., 2016).

Los terpenos tienen su origen de la planta de agave, los cuales son
transformados durante la fermentacion, destilacién y afiejamiento (Pefia-Alvarez
et al., 2006). EI compuesto alfa-terpineol ha sido identificado previamente en
mezcal (Vera-Guzman et al., 2018).
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Cuadro 10. Valores de cargas para el componente uno del analisis PLS-DA (origen geogréfico y especie de agave) y valores
de cargas para un componente ortogonal del andlisis OPLS-DA (proceso de manufactura) para cada compuesto
identificado, el tiempo de retencidn en el cual eluy6 (rt), con su nota sensorial y la fuente de formacion del metabolito (planta
de agave, coccién del agave y fermentacion del mosto).

Compuesto (No. NIST) rt (min) Onggn Especie Proceso de Nota sensorial Fue,rza Fuente
geografico manufactura odorifera
Alcohol
Alcohol fenetilico . . Proceso/fermentacion
- - m
(118543) 22 7.00 0.04 0.05 0.04 Rosas/miel/dulce Medio w.x
Esteres
Octanoato de etilo . .
(229103)° 8.44 0.03 -0.04 -0.03 Platano/cera” Medio
Acetato fenetilico - .
(228405)c 9.81 0.01 -0.01 -0.01 Floral/miel2 Medio Proceso/fermentacion
Decanoato de etilo . w.x
(229107)¢ 13.84 0.01 -0.03 -0.01 Manzana/cera? Medio
Dodecanoato de etilo Afrutado/cera/jabonos .
(229100)¢ 20.33 0.02 -0.03 -0.02 P Medio
Ftalato de dibutilo No L
(114974) 32.33 -0.04 0.05 0.05 No reportado reportado Contaminaciony
Hexadecanoato de etilo Afrutado/cera/manteco . Proceso/fermentacién
(233204)a 33.51 -0.01 0.00 0.01 Sor Bajo w.x
Bis (2-etilhexilo) adipato (291314)" 44.98 -0.01 0.02 0.02 No reportado reptln\lr?ado Contaminaciénaa
Derivados del benceno
Naftaleno . No
(228342)! 8.15 0.04 -0.05 -0.04 Resina/pungentes reportado No reportado
Naftaleno-1-metil -~ P No
(291511) 10.72 0.02 -0.03 -0.02 Medicina/quimico! reportado No reportado
Furano
5-metil-2-furfural ; ; e ab
(233793)% 4.64 0.03 -0.04 -0.04 Caramelo/picante! Medio Proceso/cocciénab
Terpeno
a-terpineol . No
(114833) 8.33 0.01 0.00 -0.01 Floral/citrico¥ reportado Planta de agave2c
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Continuacion Cuadro 10

ZReferencia:

a https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cqi?ID=C60128&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec

b https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C106321&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
¢ https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?|D=C103457&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
d https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C110383&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
e https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cqi?ID=C106332&Units=S|&Mask=200#Mass-Spec.
f https://webbook.nist.qgov/cgi/cbook.cqi?ID=C84742&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.

9 https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cqi?ID=C628977&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
h https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C103231&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
i https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cqi?ID=C91203&Units=S|&Mask=200#Mass-Spec.

I https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C90120&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.

k https://webbook.nist.gov/cqgi/cbook.cqi?D=C620020&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec.
I https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cqi?D=C98555&Units=SI&Mask=200#Mass-Spec

m http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1010051.htm

" http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1056351.html

° http://lwww.thegoodscentscompany.com/data/rw1010031.html

P http://lwww.thegoodscentscompany.com/data/rw1015411.html

9 http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1012432.html

" http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1008251.htmi

s http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1268211.html
Uhttp://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1008021.htmi

Y http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1032681.html

v http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1011252.html

w Verstrepen et al. (2003)

* Parish-Virtue et al. (2021)

¥ Pang et al. (2017)

a Fasano et al. (2012)

ab Mancilla-Margalli & Lépez (2002)

ac Pefia-Alvarez et al. (2006)

En el Cuadro 10 se observa que el 5-metil-2-furfural, el alcohol fenetilico y los
ésteres (octanoato de etilo, acetato fenetilico, decanoato de etilo y dodecanoato
de etilo) se reportan con un valor medio de fuerza odorifera, Unicamente el
hexadecanoato de etilo presenta baja capacidad odorifera. A pesar de este
comportamiento, su presencia es relevante por la sinergia que producen entre
ellos para generar el aromay sabor del mezcal (De Léon-Rodriguez et al., 2008).
Las bebidas alcohdlicas son matrices complejas que varian en composicion
(Thibodeau & Pickering, 2021), lo que influye en la percepcién sensorial. Por lo
tanto, se infiere que el metaboloma voléatil encontrado en este estudio es
responsable del sabor y aroma del mezcal, y esta directamente relacionado con
la especie de agave, los procesos de coccion, fermentacion y destilacion, todo
ésto ligado a las caracteristicas distintivas de cada region mezcalera (Chavez-
Parga et al., 2016; Gémez-Zamora et al., 2016; Pefa-Alvarez et al., 2006;
Villarreal-Morales et al., 2018).
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Phenylethyl alcohol (MW= 122.16 g/mol)
MS Fragment ions (m/z): 65,77, 91,92, 122

100 RT= 7.0 min
o | T=0.99 o1
s=1.22
60
o 122
65
20 77
0
5 100 110 12
20
m/z
40
60
80
100
Phenethyl acetate (MW= 164.2 g/mol)
MS Fragment ions (m/Z): 65,77, 91, 104, 105
100 _ .
RT= 9.81 min 104
s | =099
s=10.9
60

m/z

Dodecanoic acid
ethyl ester (MW= 228.4 g/mol)

100 88 MS Fragment ions (m/z): 55,57, 70,73, 88,
101, 115, 129, 143, 157, 183,199, 228
s RT= 20.33min
w© r=0.99
101 s=0.99

40

-60

-80

100

100

88

Hexadecanoic acid
ethyl ester (MW= 284.5 g/mol)

MS Fragment ions (m/%): 55, 70, 73, 88, 101,
80 115,131,157,171, 185,199,213, 227,242,284
RT= 33.51 min
60 101 y=0.98
m s=0.53
20 55 70 73
115 131
0
50
20
-40
60
-80
100

100

80

60

40

-60

-80

100

100

80

60

40

100

80

60

40

20

S0

-100

100

80

60

88 Decanoic acid
Ethyl ester (MW= 200.3 g/mol)
MS Fragment ions (m/2): 55, 61, 70, 73, 88,
101, 115, 129, 143, 155,157,172, 200
RT= 13.84 min
01 =099
557073 =120
61 155 157
3129 143 172 200
0 0
110 130 150 170 190 210
m/z
149 Dibutyl phthalate (MW= 278.3 g/mol)
MS Fragment ions (m/%): 57, 65, 76, 93, 104,
122,149,207,224
RT= 32.33 min
=0.99
5=0.29
5765 76 93 104 122 207 224 »;\/’><
g A
100 0 200 ‘jx/]\’isu
m/;
. ”j/
ASESNTS
h®
Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
(MW= 370.6 g/mol)
129 MS Fragment ions (m/%): 55, 57, 71, 83, 101,
112,129,147, 241, 259
RT= 44.98 min
r=0.99
5 s=1.07

88

Ethyl octanoate (MW= 172.3 g/mol)
MS Fragment ions (m/): 55, 57, 61, 70, 73,
88, 101, 115,127,129
RT= 8.44 min
r=0.98
s=1.74
101

_J\/ WTJ \/k
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Naphthalene (MW= 128.2 g/mol) Naphthalene, 1-methyl (MW= 142.2 g/mol)
100 MS Fragment ions (m/z): 51, 64, 74,76, 102, 128 100 , MS Fragment ions (m/2): 58, 63, 71, 89, 115, 139, 142 142

128
RT= 8.15 min RT= 10.72 min
800 r=0.99 80| = 0.99
60 s=0.70 q | =117
40
s 6 7 102
‘ VA
0
E 60 70 80 20 11-;(\!/ 110 120 30 150
20 H M m/z m/z
40 H H
(U]
60
80 H H
100 H H 100 H H H
110 H

100 S-methyl, 2-furfural (MW= 110.1 g/mol) 100

a-terpineol (MW= 154.2 g/mol)
MS Fragment ions (m/z): 53, 81, 95,110

80 RT= 4.64 min 80

60 r=0.99

MS Fragment ions (m/z): 53, 55,59,67,77,79, 81,93,108, 121,136
RT=8.33 min 93
r=0.96
s=4.69

53 s=1.82 81

7
: 3 7
60 70 W 920 100 11 i 3
20 m/z 20
i H
10 o 40 H 2 A
o H “ | p
60 60 e / /
(K) \ / (L) " ° — %
50 y . 80 —f p—
W H

100 100

Figura 35. Rango continuo de reflexion especular entre el patrén de
fragmentacién de m/z experimental (grafico azul) con respecto al patrén de
fragmentacidén de m/z obtenido de la base de datos del NIST (graficos rojos) para

12 metabolitos identificados mediante experimentos de EI-GC-MS.

r: es el coeficiente de correlacién Pearson (r) entre ambos espectros.

s: es la desviacién estdndar de la diferencia entre cada intensidad relativa a un valor de m/z
particular.

5.5 Conclusiones

El método de separacion de cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas se implemento para la obtencién de cromatogramas explotables que
después se emplearon en el analisis metabolomico dirigido y no dirigido,
asimismo las matrices de datos se emplearon para el establecimiento de perfiles
y la identificacion de metabolitos discriminates que permitieron diferenciar entre
procesos de manufactura ancestrales y artesanales de mezcales, elaborados con
las seis especies de agave mas comerciales: A. potatorum, A. angustifolia, A.
karwinskii, A. salmiana, A. marmorata y A. americana ‘Oaxacensis’, procedentes
de San Luis Potosi y Oaxaca. Doce metabolitos se identificaron de los graficos
de cargas de los modelos de analisis discriminante por minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) y por minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA),

estos compuestos fueron confirmados con su analisis de perfil de masas
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mediante una imagen espejo con los datos de espectrometria de masas
obtenidos por ionizacion de electrones (EI-MS). Los coeficientes de correlacion
de Pearson presentaron valores en un rango de 0.96 a 0.99, mientras que sus
correspondientes desviaciones estandar estuvieron entre 0.29 a 4.69. Ambos
parametros son indicadores de una correlaciébn aceptable entre los espectros
experimentales y los obtenidos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST). Debido a su facilidad y viabilidad de implementacion en los laboratorios
de investigacion y de control, el presente método podria servir como punto de
partida para implementar el control en la denominacién de origen en bebidas
representativas a lo largo de las diferentes regiones en tanto no exista un enfoque

metaboldmico para certificar denominaciones especificas.
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6. DESCRIPCION SENSORIAL DE MEZCAL OAXAQUENO
PROVENIENTE DE TRES ESPECIES DE AGAVE

Resumen

Los mezcales artesanales y ancestrales de Oaxaca se describieron
sensorialmente mediante pruebas Napping y analisis descriptivo cuantitativo
(QDA). Las pruebas Napping se realizaron con panelistas no entrenados y los
resultados ayudaron de manera exploratoria a caracterizar diez muestras de
mezcal elaboradas con Agave potatorum, Agave angustifolia y Agave karwinskii.
En el analisis descriptivo cuantitativo, los panelistas recibieron entrenamiento
para generar once atributos que describieron el aroma y sabor de los mezcales.
Se realiz6 un andlisis de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS-R tipo
dos) para conocer la relacion entre los descriptores sensoriales y las variables
qguimicas; los resultados indicaron que los ésteres aportan principalmente notas
florales a los mezcales elaborados con A. potatorum; los alcoholes superiores (1-
butanol y 2-butanol) se relacionaron con el atributo ardiente presente en el mezcal
de A. angustifolia y el éster ftalato de dibutilo identificado en el mezcal elaborado
con A. karwinskii correlacion6 con el descriptor ahumado.

Palabras clave: mezcal, sensorial, Napping, QDA, éster, floral, Agave potatorum,
Agave angustifolia, Agave karwinskii.
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SENSORY DESCRIPTION OF OAXACAN MEZCAL MANUFACTURATED
WITH THREE AGAVE’S SPECIES
Abstract

Napping tests and quantitative descriptive analysis (QDA) were performed to
characterize the sensory attributes of artisanal and ancestral mezcals from
Oaxaca. The Napping tests were implemented with a group of untrained panelists
and the results helped us to characterize, in an exploratory way, ten samples of
mezcals manufactured with Agave potatorum, Agave angustifolia and Agave
karwinskii. In the quantitative descriptive analysis, the panelists were trained to
generate eleven attributes that described the aroma and taste of the mezcals. A
partial least squares regression analysis (type two PLS-R) was performed to
determine the relationship between sensory descriptors and chemical variables.
The results indicated that the esters contribute floral notes to mezcals made with
A. potatorum; the higher alcohols (1-butanol and 2-butanol) were related with the
burning sensation present in the mezcal of A. angustifolia and the dibutyl
phthalate ester identified in the mezcal made with A. karwinkii correlated with the
smoked descriptor

Key words: mezcal, sensory, Napping, QDA, ester, floral, Agave potatorum,
Agave angustifolia, Agave karwinskii.
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6.1 Introduccion

El sabor y aroma del mezcal es producto de numerosos compuestos volatiles, los
cuales estan en funcidén de la especie de agave, los procesos de coccion, la
fermentacion de las cabezas de agave y la destilacion. EI mezcal es una bebida
con denominacién de origen por lo que resulta importante conocer el perfil
sensorial para usarlo como complemento dentro del marco de la normatividad
mexicana (Gomez-Zamora et al., 2016; Vera-Guzman et al., 2009; Villarreal-
Morales et al., 2018).

La ciencia sensorial apoyada de métodos estadisticos proporciona informacion
objetiva sobre los consumidores de un producto, la aceptacion o el rechazo de
los estimulos y la descripcion de las emociones evocadas (Marques et al., 2022).
Una de las técnicas implementadas en evaluacion sensorial es la prueba Napping
que se emplea ampliamente por ser un método rapido y adecuado para estudios
exploratorios que implican caracterizacion de un producto; ademas puede
aplicarse con un numero pequefio de evaluadores tanto entrenados como no
entrenados (Giacalone et al., 2013; Reinbach et al., 2014) aunque generalmente
los jueces no entrenados suelen emplearse para conocer si existe alguna

diferencia entre las muestras evaluadas (Curtis, 2013).

Para el procesamiento de los datos Napping puede emplearse la prueba statis la
cual permite una exploracion grafica de las asociaciones entre las muestras
(Kroonenberg, 2008) o el analisis factorial multiple (MFA) (Pages, 2014). Ambas
pruebas estadisticas se basan en relaciones lineales entre variables (Josse &
Holmes, 2016), por lo que una forma de evaluar la calidad del modelo es
mediante el coeficiente de correlacibn RV. Los coeficientes RV reflejan la
homogeneidad entre las configuraciones y toman valores entre cero y uno por lo
que valores por arriba de 0.9 indican alta similaridad configuracional (Giacalone
et al., 2020), en una prueba Napping los panelistas son considerados

configuraciones.

Los datos de la prueba Napping son digitalizados usando un sistema de

coordenadas, cuyo origen se indica en una de las esquinas de la hoja de papel
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(esquina inferior derecha), e ingresados a una matriz de datos con los productos
como filas, y las coordenadas X y Y como columnas (Giacalone et al., 2016).
Finalmente, como la técnica Napping es una tarea de ordenamiento entonces se
les solicita a los evaluadores, una vez que han alcanzado la configuracion final,
agregar una lista de atributos que ellos consideren adecuados para describir las
muestras (Giacalone et al., 2020).

Por otro lado, el analisis descriptivo cuantitativo (QDA) consiste de dos fases
principales: la fase de entrenamiento y la fase de prueba (Peltier et al., 2018). La
primera fase también es denominada fase cualitativa puesto que el objetivo
principal es generar los descriptores que se evaluaran en la fase de prueba, esta
altima también denominada fase cuantitativa porque es en esta etapa donde se
medira la intensidad de cada atributo generado (Castro-Marin et al., 2021). Por
ello, el fundamento del QDA, a través de un panel entrenado, es medir los
atributos de un producto que permitan obtener una descripcién cuantitativa y que

la informacién generada sea analizada estadisticamente (Puri et al., 2016).

El QDA ha sido implementado en licor de arroz (Heo et al., 2020), licor de melén
(Hernandez-Gémez et al., 2005), whisky (Daute et al., 2021), cerveza (Castro-
Marin et al., 2021) y vino (Parish-Virtue et al., 2021). El procesamiento de los
datos incluye analisis de varianza con comparaciones de medias, analisis
multivariado como PCA (Principal components analysis) y analisis factorial
multiple, asi como modelos de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS—
R) (Issa-Issa et al., 2021; Parish-Virtue et al., 2021; Putri et al., 2021).

La regresion por minimos cuadrados parciales es un método para relacionar dos
matrices de datos, Xy Y, mediante un modelo multivariado lineal que va mas alla
del modelo tradicional de regresion lineal, esto debido a su capacidad para

analizar variables colineales y con ruido (Wold et al., 2001).

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue obtener el perfil sensorial
de los mezcales artesanales y ancestrales elaborados con los agaves A.

angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii, a través de pruebas Napping y analisis
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descriptivo cuantitativo que permita determinar las correlaciones entre perfiles
metabolomicos y perfiles sensoriales a través de un modelo de regresion por

minimos cuadrados parciales tipo dos (PLS-R).

6.2 Materiales y métodos

6.2.1Muestras de mezcal

Los mezcales que se emplearon en las pruebas sensoriales se presentan en el
Cuadro 11. Cuatro muestras fueron compradas en el afio 2020 y seis muestras
se consiguieron en el afio 2022. Los mezcales fueron elaborados con las
especies A. potatorum, A. angustifolia y A. karwinskii mediante proceso de
manufactura ancestral y artesanal. Todas las muestras etiquetadas con proceso
ancestral fueron de la region Sierra Sur, Oaxaca. Unicamente una muestra
elaborada con A. karwinskii fue elaborada con agaves de tres regiones de
Oaxaca (Valles Centrales, Centro y Sierra Sur). Cabe mencionar que el analisis
descriptivo cuantitativo se llevé a cabo con seis muestras (resaltadas en letras
negritas en el Cuadro 11) y la prueba Napping con las 10 muestras descritas en
el Cuadro 11.

Cuadro 11. Muestras de mezcal empleadas durante el analisis sensorial
presentadas por especie de agave, region de produccion y proceso de
manufactura empleado.

Cddigo Especie Regién Proceso Afo de muestreo
193 Agave potatorum Sierra Sur Ancestral 2020
239 Agave potatorum Sierra Sur Ancestral 2022
245 Agave potatorum Valles Centrales Artesanal 2022
351 Agave potatorum Valles Centrales Artesanal 2020
465 Agave angustifolia Sierra Sur Ancestral 2020
688 Agave angustifolia Sierra Sur Ancestral 2022
373 Agave angustifolia Valles Centrales Artesanal 2022
722 Agave angustifolia Valles Centrales Artesanal 2020
863 Agave karwinskii  Centrales, Centro y Sierra Sur Artesanal 2022
949 Agave karwinskii Sierra Sur Artesanal 2022
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6.2.2 Métodos

Anédlisis instrumental

El contenido alcohdlico (NMX-V-013-NORMEX-2019) se determind con
alcoholimetros certificados OIML ISO 4801 -NF B 35-515 (Alla France, Chemillé,
Francia), uno con escala de medicién de 30-40 y otro con escala de 40-50 % Alc
Vol., calibrados a 20 °C, division de 0.1 y precision de +0.1. El pH se midié con
un potenciometro HI 98103 (Hanna Instruments, Italia). El contenido de solidos
solubles totales se evalué con un refractometro Atago (Modelo 42510 Version 3.1
06/04, Atago USA Inc.).

Prueba Napping

La prueba Napping se llevé a cabo con 10 muestras de mezcal (Cuadro 11) y 11
personas entre 21 y 24 afos de edad. A cada panelista se le proporcioné una
manteleta de papel cartulina de 60 x 40 cm con una de las esquinas marcadas
como el origen (0,0) y se les indicé probar las muestras de mezcal en el orden
presentado (muestras previamente aleatorizadas). Los panelistas colocaron
sobre la superficie del papel las muestras de mezcal de acuerdo con las
diferencias o similitudes percibidas y etiquetaron cada posicion de la muestra con
el codigo asignado. Cada asignacion se realizé con base al criterio del panelista
y no hubo respuestas correctas ni incorrectas. Finalmente se obtuvieron las
coordenadas X y Y para cada una de las muestras y se vaciaron los datos en el
formato correspondiente; también se les solicitd escribir cinco atributos de aroma
y sabor que caracterizaran a las muestras de mezcal (Giacalone et al., 2013;
Louw et al., 2013). En todo momento de la prueba, los panelistas tuvieron galletas

habaneras clasicas (Gamesa®) y agua para enjuagarse.
Analisis descriptivo cuantitativo

Seleccion de panelistas

En la seleccion de panelistas se usdé un analisis secuencial. Para el cual,

previamente se realiz6 una prueba de umbral que consistio en que los panelistas
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probaron una serie de siete soluciones (0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1y 0.12 M)
de sacarosa y se les preguntd la concentracion en la cual percibian el sabor
dulce. Los umbrales de los panelistas estuvieron entre 0.06 y 0.1 M, por ello se

establecieron como concentraciones de trabajo 0.07 y 0.1 M.

Posteriormente, se emplearon pruebas triangulares secuenciales para
seleccionar de un grupo de 30 personas de acuerdo con su capacidad de
discriminacion. Las once personas seleccionadas participaron tanto en QDA

como en prueba Napping.

El nimero de juicios para p = 0 (no, no habilidad), p = po (npo, habilidad méaxima
inaceptable), p = pl (np1, habilidad minima aceptable) y p = 1 (n1, habilidad
infalible), asi como el calculo de los limites de rechazo (linea inferior y superior)
se calcularon con a=0.05, B=0.1 y proporcion de discriminadores del 50 %
(Pedrero & Pangborn, 1997). Por lo tanto, el nUmero de juicios fueron no= 4,
Npo=9, np1=11 y n1=5. Con estos datos se hizo la seleccidén de los panelistas,
panelista rechazado aquél que tuvo cuatro juicios incorrectos de manera continua
(Anexo 1A) o que sus juicios quedaran en o fuera del limite de rechazo (Anexo
1B) y panelista aceptado quién tuviera cinco juicios correctos de manera continua
0 que rebasara la linea de aceptacion (Anexo 1C).

Entrenamiento

A los once panelistas seleccionados se les presentd una serie de cuatro muestras
de mezcal, tres de ellas ajustadas con agua destilada a 20, 25, 30 % Alc. Vol. y
una de 48 % Alc. Vol. (que es el ajuste hecho por el productor) para que ellos
seleccionaran la concentracion de la muestra de trabajo. El andlisis sensorial en
brandy y whisky se ha realizado con muestras ajustadas a 20 % Alc. Vol. (Louw
et al., 2013) y en destilados de meldn a 30 % Alc. Vol. (Hernandez-Gomez et al.,
2005). Los panelistas seleccionaron la muestra de 30 % Alc. Vol. y generaron

once atributos (Cuadro 13).

El entrenamiento, también consistié en pruebas para reconocimiento de aromas,

en las que se evaluo la capacidad olfativa de los once panelistas seleccionados.
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Para ello, se consider6 aceptable un valor de 80 % (Hernandez-Montes, 2007),
quién presentd menor a esta calificacion se le proporciond asesoria para mejorar
su habilidad. Los odorantes empleados fueron pimienta (Catarino’s®, México),
canela (Escosa®, México), cominos (Catarino’s®, México), clavo (Catarino’s®,
México), chocolate semi amargo (Hershey's®, México), nuez (Verde Valle®,

México), cascara de naranja y de limon.

El entrenamiento para el QDA se llevo a cabo durante 20 h para desarrollar
vocabulario, el manejo de referencias y uso de la escala de 15 puntos. Para ello,
a cada panelista se le presentaron dos muestras de mezcal ajustadas a 30 % Alc.
Vol. (concentracion de la dilucién previamente elegida) y se le pidi6 describir
individualmente, en hojas blancas, las muestras en términos de aroma y sabor
de acuerdo a su orden de aparicion. Posteriormente, se les presento referencias
de los atributos descritos y se homogeneizé el vocabulario descriptivo. También
se realiz6 entrenamiento con el uso de escala de 15 cm para cada uno de los
atributos evaluados. Se ubico, por consenso, cada referencia en su escala y se

obtuvo un valor especifico.

Prueba final

Después de la etapa de entrenamiento se realizo la prueba final, la cual consistié
en que los panelistas se colocaron en cabinas individuales con iluminacion de dia
para recibir las muestras balanceadas, codificadas con tres digitos, aleatorizadas
y cubiertas con vidrio de reloj (Daute et al., 2021). También en el entrenamiento
se cubrieron con vidrio de reloj cada una de las muestras para evitar la
evaporacion de los aromas. A cada panelista se le sirvio tres repeticiones de cada
tratamiento y se le indicd que realizara una evaluacion monadica (una a la vez).
El panel siempre tuvo disponible las referencias y para enjuagarse se les

proporcion6 agua y galletas habaneras clasicas (Gamesa, México).
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Analisis estadistico de los datos

Analisis instrumental

Los datos instrumentales de contenido alcohélico, pH y solidos solubles totales
se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) bajo un arreglo
completamente al azar. Para identificar diferencias significativas se realizaron
comparaciones de medias (p<0.05) con la prueba de la diferencia minima
significativa (LSD). Los datos se procesaron con el paquete estadistico SAS
version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Prueba Napping

Los datos de coordenadas obtenidos mediante prueba Napping se analizaron
mediante una prueba statis donde las configuraciones fueron los panelistas y se
solicité escalamiento global. Con los atributos mencionados por los panelistas se
obtuvo la frecuencia de cada uno de ellos para cada mezcal y se ingresaron al
XLSTAT Sensory 19 (Addinsoft Inc., New York, NY, USA) para obtener una nube
de palabras. También se realiz6 el analisis factorial multiple (p<0.05) con RStudio
Version 4.1.2 (RStudio PBC, Boston, MA, USA) y sus paqueterias FactoMineR y
ggplot2 con el fin de conocer las asociaciones entre las diferentes variables

analizadas.

Andlisis descriptivo cuantitativo

Los datos del analisis descriptivo cuantitativo se procesaron con un analisis de
varianza bajo un disefio en bloques completamente al azar con arreglo en parcela
dividida, donde las repeticiones se consideraron como bloques, dentro de cada
bloque se aleatorizaron los tratamientos o muestras (parcela mayor); de manera
similar los panelistas son evaluados como un segundo tratamiento experimental,
junto con las muestras. De este modo, cada panelista se asigné aleatoriamente
a cada parcela menor (Hernandez-Montes, 2007). Se utilizd la prueba de la
diferencia minima significativa (LSD) para las comparaciones de medias
(p<0.05). Ademas se elabor6 un mapa perceptual con los atributos que resultaron

significativos del ANOVA. Los datos se procesaron con el paquete estadistico
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SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC) y con XLSTAT Sensory 19
(Addinsoft Inc., New York, NY, USA).

Relacién entre variables

Con el fin de establecer la relacion entre las variables quimicas denominadas
también variables predictoras (alcoholes superiores evaluados por GC-FID,
compuestos volatiles evaluados por GC-MS, contenido alcohdlico, pH y sélidos
solubles totales) obtenidas durante toda la investigacion y las variables
sensoriales (variables de respuesta), se realiz6 una regresion de minimos
cuadrados parciales tipo dos (PLS-2) utilizando el programa XLSTAT Sensory 19
(Addinsoft Inc., New York, NY, USA).

6.3 Resultados y discusién

6.3.1Analisis instrumental

El contenido alcohdlico (Cuadro 12) se encontr6 dentro del rango establecido en
la NOM-070-SCFI- 2016, la cual establece que los valores pueden fluctuar entre
35 a 55 % Alc. Vol. Los valores mas altos fueron para los dos mezcales
elaborados con A. angustifolia y A. karwinskii de Sierra Sur mientras que A.
karwinskii procedente de las tres regiones (Valles Centrales, Centro y Sierra Sur)
se caracterizd por presentar el menor contenido de alcohol. ElI contenido
alcoholico de las bebidas espirituosas tiene su importancia por las sensaciones
kinestésicas y de sabor (estimulos orosensoriales) que provoca al ser ingeridas,
por ejemplo, provoca sensaciones aversivas de amargo, ardientes e irritacion.
Por otro lado, se ha reportado que a concentraciones superiores al 12 % Alc. Vol,
el etanol tiende a suprimir la dulzura de los azlcares presentes (Thibodeau &
Pickering, 2021, 2019).

En relacion con el contenido de soélidos solubles, el menor valor lo presentd el
mezcal de A. karwinskii (codificado con el nimero 863) y le correspondi6 el menor
valor de pH (4.2), este comportamiento indica el consumo de azUcares y
formacion de compuestos acidos por parte de microorganismos fermentativos

(Gutiérrez-Sarmiento et al., 2022).
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Cuadro 12. Contenido alcohdlico, pH y sélidos solubles totales en mezcales
oaxaquefios elaborad A. potatorum, A. angustifolia y A. karwinskii elaborados por
proceso ancestral y artesanal.

Codigo Especie Regién Proceso  AlcoholY pH SSTW

239 A. potatorum Sierra Sur Ancestral 47.2b+0.2% 4.6a+0.1 16.7b+0.05

245 A. potatorum Valles Centrales Artesanal 46.5c+0.2 4.4b+0.05 16.6b + 0.05
373 A. angustifolia Valles Centrales Artesanal 49.3a+0.08 4.4b+0.1 17.3a+0.05
688 A. angustifolia Sierra Sur Ancestral 49.4a +0.03 4.3c+0.05 17.2a+0.05

863 A. karwinskii  Combinacion? Artesanal 39.8d +0.2 4.2c+0.05 15.1c+0.1
949 A .karwinskii Sierra Sur Artesanal 49.1a+0.2 45a+0.1 17.2a+0.05

Z Mezcal elaborado con agaves de tres regiones: Valles Centrales, Centro y Sierra Sur.

Y El contenido de alcohol esta dado en % Alc. Vol.

X Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de la minima diferencia significativa (LSD) (p < 0.05).

W Los sdlidos solubles totales se midieron en °Brix.

6.3.2Prueba Napping

La Figura 36 representa las muestras de mezcal ancestral y artesanal elaboradas
con las especies A. angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii procedentes de
Sierra Sur y Valles Centrales, Oaxaca evaluadas durante la prueba sensorial
Napping y procesadas mediante una prueba statis en XLStat. El primer paso en
una prueba statis es el andlisis entre estructuras, en el que se produce una
representacion grafica de la proximidad entre las muestras (Josse & Holmes,
2016). Esta cercania entre muestras esta directamente afectada por la
percepcion y criterio de cada panelista puesto que algunos evaluadores pueden
usar la hoja entera de papel, en tanto que, los demas pueden usar una parte

pequefia (Llobell et al., 2020).

Se puede observar que, aunque el porcentaje de explicacion es alrededor del 50
%, se logré separar las muestras ancestrales (letras en color azul de la Figura
36) del resto de muestras artesanales, las cuatro muestras ancestrales
pertenecieron a la region Sierra Sur del Municipio de Villa Sola de Vega, Oax. La
produccion de mezcal en este municipio se caracteriza por ser en su mayoria
ancestral (Rios-Colin et al., 2022). El mezcal de A. karwinskii de Sierra Sur

elaborado por proceso artesanal (codigo 949 y con letras color verde de la Figura

164



36) fue el que mas se separo6 de los mezcales y su procedencia es San Guillermo
Miahuatlan, Oax. Las discriminaciones por origen son dificiles de lograr sobre
todo cuando hay una cercania entre las localidades porque existe una
consecuente similaridad en clima o semejanza genética entre las especies (Tapp
et al., 2003).
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Figura 36. Mezcales oaxaquefios ancestrales (identificados con letras azules) y
artesanales (identificados con letras verdes) elaborados con A. angustifolia, A.
potatorum y A. karwinskii, evaluados durante la prueba sensorial Napping.

En las Figuras 37 y 38 se presentan dos ejemplos de los andlisis estadisticos
aplicados a seis muestras (Figura 37) correspondientes al muestreo del aifio 2022
(muestras empleadas en QDA) y cuatro muestras (Figura 38) del afio 2020. Se
observaron porcentajes de explicaciéon del 64 y 83 % respectivamente, que
resultaron ser mayores al 50 % observado en la Figura 36. Este comportamiento
podria deberse por el tipo de muestra, puesto que, al tratarse de una bebida
espirituosa, que causa sensaciones trigeminales como ardiente, astringente y
picante, los panelistas tienden a sufrir fatiga sensorial lo que podria repercutir de

manera negativa en los resultados cuando el nimero de muestras se incrementa.
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El etanol es el responsable de las sensaciones ardientes en bebidas alcohdlicas
como ejemplo el brandy que a su vez puede causar un efecto de arrastre que se

convierte en fatiga (Louw et al., 2013).

Con los atributos solicitados a los panelistas para cada muestra de mezcal
durante la prueba Napping, se elaboré una nube de palabras para observar la
importancia relativa de los atributos de acuerdo con la frecuencia de menciones

hechas por el panel.

En la Figura 37, a pesar que las muestras elaboradas con A. angustifolia y A.
potatorum de Sierra Sur (codigos 688 y 239) fueron colocadas por los
evaluadores cerca una de la otra, la muestra A. angustifolia destaca por su
atributo alcohdlico, lo cual coincide con los resultados mostrados en el Cuadro 12
puesto que se puede observar que este mezcal (49.4 % Alc. Vol) tiene mayor
contenido de alcohol (p<0.05) que el de A. potatorum (47.2 % Alc. Vol). También
en la Figura 37 se muestra que, para los mezcales de Valles Centrales, en el
caso de A. angustifolia (codigo 373) el atributo frutal fue mas importante y en el
A. potatorum (cédigo 245) fue el atributo dulce. Respecto a los mezcales de A.
karwinskii, el mezcal de Sierra Sur (codigo 949) present6 una importancia relativa
el atributo amaderado y para el mezcal de la mezcla de regiones (codigo 863) fue

definido con el atributo amargo.

En la Figura 38 se observa que las dos muestras de A. potatorum fueron
localizadas en el cuadrante superior derecho, también podemos notar que el
mezcal de A. potatorum de Sierra Sur (codigo 193) fue definido por los atributos
dulce y fermentado, en tanto que, el mezcal A. potatorum (cédigo 351) de Valles
Centrales por los atributos dulce, acido y aroma a frutos rojos. El mezcal A.
angustifolia de Sierra Sur (cédigo 465) fue definido principalmente por el atributo

picante y A. angustifolia de Valles Centrales (cddigo 722) por el atributo dulce.
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Figura 37. Mezcales oaxaquefios ancestrales (identificados con letras azules) y
artesanales (identificados con letras verdes), colectados en el afio 2022,
elaborados con A. angustifolia, A. potatorum y A. karwinskii, evaluados durante

la prueba sensorial Napping.

En una prueba Napping se evalua el coeficiente RV como una medida de
similaridad entre cada panelista y el consenso (Escofier & Pages, 1994). Este
coeficiente toma valores de cero a uno (Giacalone et al., 2016) y valores mayores
a 0.5 son considerados con un consenso suficiente (Louw et al., 2013), aunque
valores de RV mayores a 0.85 son indicadores de buena reproducibilidad entre

las evaluaciones por paneles entrenados.
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Figura 38. Mezcales oaxaquefios ancestrales (identificados con letras azules) y
artesanales (identificados con letras verdes), colectados en el afio 2020,
elaborados con A. angustifolia y A. potatorum, evaluados durante la prueba
sensorial Napping.

En nuestro caso, los coeficientes RV de las pruebas Napping implementadas en
mezcal colectado en el afio 2022 (Figura 39) fueron mayores a 0.5 excepto para
los panelistas 5 y 7; en tanto que el mezcal colectado en el afio 2020 (Figura 40)
presentd coeficientes RV por arriba de 0.5 para todos los panelistas. Por lo que
el desempenio de los panelistas fue mejor cuando se analiz6 la prueba Napping
con menor nimero de muestras (cuatro muestras del afio 2020) que el segundo
caso (con seis muestras del afio 2022). Daute et al. (2021) reportaron que evaluar
nueve bebidas alcohodlicas puede ser correctamente manejable. Entonces,
considerando que se empleé un panel no entrenado los resultados son lo
suficientemente aceptables. La homogeneidad de la prueba fue de 0.54 y 0.36
respectivamente. La falta de homogeneidad denotada por los valores de 0.54 y
0.36 es atribuible, principalmente, a la falta de entrenamiento sensorial de los
panelistas cuando realizaron la prueba (Barcenas et al., 2004). Oliver et al. (2018)

compararon la metodologia de andlisis descriptivo cuantitativo y prueba Napping
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revelando que ambas técnicas producen términos similares para describir los
productos siempre y cuando se emplee un panel entrenado. Cuando se trabaja
con panelistas no entrenados, el grado de familiaridad o experiencia con el
método sensorial y las muestras permite a los participantes ser mas
discriminativos cuando realizan una tarea sensorial (Barton et al., 2020), sin
embargo, para este caso las personas que participaron en la prueba no estaban

familiarizadas con los mezcales ni la metodologia empleada.

Por otro lado, el analisis factorial multiple (Multiple Factor Analysis: MFA) estudia
diversos grupos de variables definidas en el mismo conjunto de datos (Escofier
& Pages, 1994); en este andlisis se combinan (concatenan) las tablas de datos
individuales después de un escalamiento individual y se realiza el analisis de
componentes principales para obtener el consenso (Naes et al., 2017). En este
sentido, se llevo a cabo el andlisis MFA (Figura 41) con las variables sensoriales
derivadas de Napping (letras en color fucsia), las variables instrumentales de pH
y contenido alcohdlico (letras en color rojo), las variables de cromatografia GC-
MS (letras en color azul claro) y las variables de cromatografia GC-FID (letras en
color anaranjado oscuro). Las dimensiones uno y dos explicaron el 80 % de la
variabilidad de los datos, ademas se observa cuéles son las variables que
describen a cada muestra de mezcal. El mezcal elaborado con A. angustifolia de
Sierra Sur, Oaxaca quedo definido por los ésteres de etilo (octanoato, decanoato,
dodecanoato y hexadecanoato) y por los atributos sensoriales acido y picante.
En tanto que, el mezcal de A. potatorum también de Sierra Sur, quedé definido
por las variables de alcohol fenetilico, 3-metil-1-butanol, metanol, etanol, y por los
atributos sensoriales de astringente, solvente, amaderado y herbal. EI mezcal de
A. potatorum de Valles Centrales quedo definido por los atributos, floral, citricos
y 2-butanol, en tanto que, el mezcal de A. angustifolia también de Valles
Centrales por 1-butanol, propanol, frutos secos, dulce, entre otros. Como se
puede observar cada una de las cuatro muestras fue diferenciada y colocada en
un cuadrante del grafico MFA bidimensional. La significancia del analisis MFA se

evalué con p=0.05, por lo tanto, las variables significativas de la Figura 41
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(indicadas con asteriscos) fueron picante*, alcohdlico*, amargo* y bis (2-
etilhexilo) adipato*.
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Figura 39. Coeficientes RV entre cada configuracion (juez) y el consenso
obtenidos durante la prueba Napping de muestras de mezcal oaxaquefios
ancestrales y artesanales elaborados con A. angustifolia, A. potatorum y A.
karwinskii (muestreo del afio 2022).
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Figura 40. Coeficientes RV entre cada configuracion (juez) y el consenso
obtenidos durante la prueba Napping de muestras de mezcal oaxaquefios
ancestrales y artesanales elaborados con A. angustifolia y A. potatorum
(muestreo del afio 2020).

170



Dimensioén 1 y Dimension 2: 80.33 %
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Figura 41. Andlisis factorial multiple para estudiar las variables quimicas y
sensoriales (obtenidas de prueba Napping) correspondientes a los mezcales A.
potatorum y A. angustifolia de Valles Centrales y Sierra Sur, Oaxaca (muestreo
del afio 2020).

Los atributos picante*, alcohdlico*, amargo* y bis (2-etilhexilo) adipato* llevan un asterisco para
indicar que fueron significativas.

6.3.3Analisis descriptivo cuantitativo

Atributos generados

El panel gener6, a través del andlisis descriptivo cuantitativo, once atributos
(Cuadro 13) para caracterizar el mezcal oaxaquefio elaborado con las especies
A. potatorum, A. angustifolia y A. karwinskii (correspondientes al muestreo del
afio 2022), de los cuales seis fueron evaluados mediante olfato (citricos,
fermentado, floral, ahumado, barro y solvente), tres a través del gusto (frutal,
acido y amargo) y finalmente dos atributos trigeminales (ardiente y astringente).
Comprobando la riqueza aromética de los mezcales estudiados puesto que el 54
% (seis atributos de once) correspondieron a atributos evaluados mediante el
olfato.
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Cuadro 13. Lista de atributos (aroma, sabor y sensaciones trigeminales), definicion, referencia y valor generados por el
panel para el QDA de mezcales oaxaquefos elaborados con A. potatorum, A. angustifolia y A. karwinskii procedentes de
Sierra Sur y Valles Centrales (muestreo del afio 2022).

Clase Atributo Definicion Referencia y valor
Citricos Aroma asociado a la cascara de citricos, especificamente de naranja. Céascara de naranja Valencia (1 g); 11
Aroma asociado al proceso de fermentacion donde las levaduras transforman Masa fermentada (0.5 g) para pan tipo bizcocho empleando 1.5 % m/m de
Fermentado , o - S
los azlcares presentes en las pifias. levadura (La Florida®, México); 10
Olfato Floral Aroma asociado a las flores con notas dulces. Licor de cafia el Charrito® (México) al 15 % (v/v); 6.2
Ahumado Aroma asociado al proceso de ahumado durante coccién de las pifias de agave Queso provolone Marchesotti, Texcoco (1 g); 8.9
Barro Aroma caracteristico que causan los materiales hechos con barro Trozo de barro (2 g); 11.5
Solvente Olor asociado a disolvente de pintura Acetona Cute® a 100 ppm; 10.6
Frutal Sensacion asociada a los sabores de frutas Alimento Gerber® sabor manzana, pera, platano y durazno (1g); 8.8
Gusto Acido Sensacion basica de sabor producida por los &cidos. Solucién de acido ascérbico 0.2% (Laboratorios Laitz, México); 7.5
Amargo Sensacion basica de sabor producida por la cafeina. Solucién de cafeina (Productos quimicos Monterrey, México) al 0.04 %; 6
Ardiente Sensacion de recalentamiento en la cavidad bucal. No es causada por Mezcal artesanal Local® ajustado a 15 % Alc. Vol: 7.4
Trigeminal temperatura.
Astringente Sensacion de sequedad en boca o contraccion de los tejidos de la misma. Solucién de Sulfato de aluminio, Laboratorios Meyer al 0.2 % m/v; 10

172



Desempefio del panel

El desempefio de los panelistas representadas por la interaccion panel X
tratamiento (mezcal) para los atributos evaluados se muestran en el Cuadro 14.
El panel tuvo un buen desempefio al no presentar interacciones cruzadas
(p=>0.05) entre panelista x tratamiento, cuando se presentaron interacciones se
eliminaron los panelistas causantes de éstas, quedando no menos de seis
personas para el analisis de cada atributo. El desempefio de los panelistas esta
directamente ligado a evitar interacciones significativas, sobre todo de tipo
cruzadas. Por ello, el desempefio del panel debe evaluarse con la finalidad de

obtener un perfil sensorial confiable y de calidad (Tabary et al., 2021).

Cuadro 14. Valores de probabilidad para la interaccion panelista x tratamiento de
cada variable sensorial generada durante el andlisis descriptivo de mezcales
oaxaquenos.

Variable  Numero de panelistas? Probabilidad (p)

Citricos 7 0.1378
Fermentado 6 0.3647
Floral 9 0.0505
Ahumado 10 0.0504
Barro 7 0.3173
Solvente 9 0.6219
Acido 9 0.3415
Astringente 8 0.0987
Ardiente 7 0.3836
Amargo 6 0.2621
Frutal 7 0.1189

Z El panel estuvo conformado por 11 personas.

Atributos descriptivos de los mezcales

La comparacion de medias (Cuadro 15) mostrd diferencia significativa (p < 0.05)
en los atributos fermentado, floral, ahumado, barro, acido y amargo. El atributo
fermentado para el mezcal 239 elaborado con A. potatorum de Sierra Sur (valor
de 6.5) y el 245 con A. angustifolia de Valles Centrales (valor de 7.3) fueron

descritos por el panel con los valores mas altos (p<0.05).
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Cuadro 15. Atributos significativos (p<0.05) identificados por el panel sensorial en mezcales oaxaquefios elaborados con

A. potatorum, A. angustifolia y A. karwinskii procedentes de Sierra Sur y Valles Centrales (Muestreo del afio 2022).

Cadigo Especie Region Proceso Fermentado Floral Ahumado Barro Acido Amargo
239  Agave potatorum Sierra Sur Ancestral 6.5ab? 4.9b 6.2ab 45a 6.3a 8.4a
245  Agave potatorum Valles Centrales Artesanal 6.0b 6.2a 6.2ab 4.1ab 5.5b 8.6a
373 Agave angustifolia Valles Centrales Artesanal 7.3a 4.9b 6.6a 49a 5.5b 8.5a
688 Agave angustifolia Sierra Sur Ancestral 6.3b 4.4b 5.4c 46a 6.3a 8.5a
863 Agave karwinskii Centrales, Centro y Sierra Sur Artesanal 5.6b 4.6b 58bc 4.0ab 6.4a 7.6b
949 Agave karwinskii Sierra Sur Artesanal 5.9b 4.2b 6.5ab 3.1b 6.2ab 8.9a

Z Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de la minima diferencia significativa (LSD) (p <

0.05).
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Por otro lado, el mezcal con A. potatorum (codigo 245) de Valles Centrales fue
evaluado como el mas floral (con un valor de 6.2), lo cual coincide con la prueba
Napping (Figura 41) en donde podemos observar que el mezcal elaborado con
A. potatorum (codigo 465) también de Valles Centrales fue caracterizado por los
panelistas con el atributo floral. Los mezcales elaborados con A. angustifolia
(codigo 688) de Sierra Sur y A. karwinskii (cédigo 863) procedente de tres
regiones (Valles Centrales, Centro y Sierra Sur) fueron los que presentaron mas
intenso el aroma ahumado. Los dos mezcales elaborados con A. karwinskii
(codigos 863 y 949) y con A. potatorum (cédigo 245) presentaron los menores
valores de aroma a barro. Los mezcales con A. potatorum (cédigo 239) y A.
angustifolia (cédigo 688), ambos de Sierra Sur, asi como los de A. karwinsKii
(codigos 863 y 949) fueron calificados como los mas acidos. Finalmente, el
mezcal con A. karwinskii procedente de Valles Centrales, Centro y Sierra Sur

(cbédigo 863) fue el mas amargo.

El analisis descriptivo cuantitativo tiene la ventaja de ser una técnica robusta que
goza de prestigio estadistico, ademas de generar el perfil sensorial de cada una
de las bebidas analizadas (Daute et al., 2021), sin embargo, también es
considerado bastante rigido y consume tiempo por el entrenamiento que se
proporciona a los panelistas (Nees et al.,, 2017). El entrenamiento es con el
objetivo de identificar y describir pequefias diferencias entre las muestras

analizadas (Barcenas et al., 2004).

Mapas perceptuales

El analisis de componentes principales (Figura 42) aplicado Unicamente a las
variables sensoriales significativas de los seis mezcales evaluados por el panel
mostré que los dos principales componentes explican alrededor del 70 % de la
variabilidad de las muestras. EI componente principal uno explico el 43.75 % de
la variacion de los datos y los atributos con mayor peso, denotados por mayor
valor en las cargas de correlacion, fueron aroma a fermentado y sabor acido

(Cuadro 16). Por otro lado, el componente dos contribuyd con el 26.23 % de la
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variabilidad de los datos; sus atributos con mayor valor de cargas de correlacion

fueron aroma a barro y sabor amargo (Cuadro 16).

Cuadro 16. Cargas de correlacion de las variables sensoriales evaluadas en
mezcales oaxaquefios elaborados con A. potatorum, A. angustifolia y A.
karwinskii procedentes de Sierra Sur y Valles Centrales (Muestreo del afio 2022).

Atributo PC1% pPC2Y
Fermentado  -0.763 0.371
Floral -0.576 0.061
Ahumado -0.654 -0.546
Barro -0.437 0.885
Acido 0.916 0.054
Amargo -0.504 -0.590

Z PC1: componente uno
Y PC2: componente dos

En la Figura 42 se puede observar que los mezcales de A. angustifolia (cédigo

373) y A. potatorum (cédigo 245), ambos de Valles Centrales, se relacionaron

con los atributos floral y ahumado, mientras que el sabor acido correlacion6 con

el mezcal de A. karwinskii (codigo 863). El mezcal 239 elaborado con A.

potatorum de Sierra Sur se relacion6 con aroma a barro, esta asociacién es

correcta puesto que se trata de un mezcal ancestral. ElI proceso ancestral del

mezcal se caracteriza por emplear ollas de barro durante la destilacion; es la

forma mas rastica y tradicional de elaborar esta bebida, aunque esto no limita el

reconocimiento local y regional que tiene el producto (Rios-Colin et al., 2022), por

lo tanto, podria inferirse que este material empleado imparte el aroma a barro en

el producto final.
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Figura 42. Bi-plot de cargas de correlacion y calificaciones del andlisis de
componentes principales para atributos sensoriales de mezcales A. potatorum,
A. angustifolia y A. karwinskii de Valles Centrales y Sierra Sur, Oaxaca (muestreo
del afio 2022).

6.3.4Relacion entre variables

La relacién entre las variables sensoriales y las quimicas (obtenidas durante toda
la investigacion), cuyos datos se muestran en el Anexo 2, se evaluaron a traves
de un analisis de regresion por cuadrados minimos parciales (PLS-R tipo dos),
para tal fin, las variables sensoriales fueron las variables dependientes (Y) y las
variables quimicas fueron las independientes (X). La Figura 43 muestra las
correlaciones encontradas durante el andlisis. Sin embargo, se observa que las
variables pH, citricos, acido y astringente (Figura 43A) presentaron valores de
correlacion menor a 0.5 (Cuadro 17) por eso se eliminaron del analisis y se
ejecuté nuevamente sin estas cuatro variables, de esta manera, se obtuvieron los

resultados que se muestran en la Figura 43B y Cuadro 18.
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Figura 43. Andlisis por minimos cuadrados parciales tipo dos antes de la
eliminacién de las cuatro variables con coeficiente de correlacion menor a 0.5 (A)
y después de la eliminacion de las cuatro variables con coeficiente de correlacion

menor a 0.5 (B).
Los cuadrantes son denotados por nimeros romanos (I, 11, [l y V).
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Cuadro 17. Matriz de correlaciones de las variables con los componentes uno y
dos obtenida del andlisis de regresion por minimos cuadrados parciales tipo dos
entre variables sensoriales y quimicas de los mezcales oaxaquefos.

Variable Componente Componente
uno dos
Decanoato de etilo 0.884 0.346
Dodecanoato de etilo 0.815 0.382
Hexadecanoato de etilo -0.516 -0.132
Bis (2-etilhexilo) adipato 0.908 -0.069
Octanoato de etilo 0.849 0.324
Alcohol fenetilico 0.857 0.430
Ftalato de dibutilo -0.056 -0.889
3-Metil-1-butanol 0.786 -0.189
Propanol -0.766 0.442
2-butanol -0.502 0.660
Furfural -0.820 0.380
Metanol -0.835 -0.156
1-butanol -0.513 0.489
Etanol -0.969 -0.086
pH* -0.452 -0.068
Sélidos solubles totales -0.975 -0.116
Citricos 0.476 0.175
Fermentado -0.755 0.163
Floral -0.003 0.590
Ahumado -0.322 -0.478
Barro -0.340 0.699
Solvente -0.671 -0.465
Acido 0.489 -0.147
Astringente 0.352 -0.290
Ardiente -0.607 0.571
Amargo -0.810 -0.236
Frutal -0.235 0.841

Z Las variables eliminadas durante el analisis se marcaron con letras negritas y fueron pH, citricos,
acido y astringente.
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Cuadro 18. Matriz de correlaciones de las variables con los componentes uno y
dos obtenida del analisis de regresion por minimos cuadrados tipo dos parciales
entre variables sensoriales y quimicas de los mezcales oaxaquefios.

. Componente Componente
Variable? Sno gos
Decanoato de etilo -0.901 0.361
Dodecanoato de etilo -0.830 0.415
Hexadecanoato de etilo 0.522 -0.131
Bis (2-etilhexilo) adipato -0.890 -0.090
Octanoato de etilo -0.870 0.321
Alcohol fenetilico -0.848 0.454
Ftalato de dibutilo 0.039 -0.895
3-Metil-1-butanol -0.746 -0.204
Propanol 0.782 0.401
2-butanol 0.511 0.623
Furfural 0.845 0.388
Metanol 0.867 -0.174
1-butanol 0.510 0.543
Etanol 0.959 -0.087
Sélidos solubles totales 0.966 -0.119
Fermentado 0.746 0.180
Floral -0.010 0.528
Ahumado 0.275 -0.501
Barro 0.356 0.721
Solvente 0.691 -0.430
Ardiente 0.589 0.549
Amargo 0.788 -0.261
Frutal 0.227 0.820

Z Las variables eliminadas durante el analisis fueron pH, citricos, acido y astringente.

Este reprocesamiento tras eliminar variables fue reportado por (Tenenhaus et al.,
2005) quienes estudiaron las relaciones entre las variables quimicas y atributos
sensoriales (variables explicativas) con respecto a las calificaciones de variables
hedonicas (variables de respuesta) en jugos de naranja. Los autores eliminaron

las variables por la poca importancia que tuvieron en el analisis PLS-R.

Después de eliminar las cuatro variables de pH, citricos, acido y astringente se
logré6 mejorar el modelo PLS, por ejemplo, se puede observar en el Cuadro 19

gue con cuatro componentes se tiene un valor de Q2 acumulada de -0.158
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mientras que con el nuevo modelo, el valor Q2 acumulada es de 0.217. Sin
embargo, para los dos componentes empleados en la Figura 44B le corresponde
los valores de QZacumulada= -0.046, R2Yacumulada=0.571 vy

R2Xacumulada=0.772, los cuales indican baja calidad del modelo PLS-R.

De la Figura 43B se pueden hacer las siguientes asociaciones: a) los alcoholes
superiores propanol, 1-butanol y 2-butanol se relacionaron con el atributo
ardiente y fueron localizados en el cuadrante uno (I) donde también se coloco el
mezcal A. angustifolia (codigo 688) elaborado mediante proceso ancestral y
originario de Sierra Sur de Oaxaca; b) los ésteres de etilo de ocho (octanoato de
etilo), 10 (decanoato de etilo) y 12 (dodecanoato de etilo) carbonos y el alcohol
fenetilico correlacionaron con el atributo floral que fueron localizados en el
cuadrante dos (Il) donde se ubicaron los dos mezcales elaborados con A.
potatorum (codigos 239 y 245); c¢) el alcohol 3-metil-1-butanol y el éster Bis (2-
etilhexilo) adipato se localizaron en el cuadrante tres (lll) y estos compuestos
fueron cercanos al mezcal elaborado con A. karwinskii (codigo 863), finalmente;
d) el éster ftalato de dibutilo correlacion6 con el descriptor ahumado y se ubicaron
en el cuadrante cuatro (IV) donde también se posicioné el mezcal elaborado con
A. karwinskii (codigo 949). En este mismo cuadrante también se localiz6 el
mezcal elaborado con A. angustifolia (c6digo 373) y se observo la correlaciéon

entre amargo y metanol.

El octanoato de etilo aporta notas sensoriales a pifia y pera, el decanoato de etilo
y dodecanoato de etilo presentan notas florales, en tanto que, el alcohol fenetilico
sabores y aromas parecido a rosas, por esta razon también es denominado
alcohol aromatico (Christoph & Bauer-Christoph, 2007), de manera general, los
ésteres son reconocidos por sus notas frutales y florales (Botello-Alvarez et al.,
2007). El 1-butanol y 2-butanol generan notas alcohdlicas (Christoph & Bauer-
Christoph, 2007) que finalmente se traducen en sensaciones ardientes (Louw et
al., 2013).

181



Cuadro 19. Parametros Q2, R2Y y R2X que indican la calidad del modelo de
regresion por minimos cuadrados parciales tipo dos entre variables sensoriales y
guimicas de los mezcales oaxaquefos.

Componente  Componente  Componente  Componente

Estadistico

uno dos tres cuatro
PLS antes de eliminar las cuatro variables?
Q2 acumulada -0.112 -0.112 -0.094 -0.158
R2Y acumulada 0.264 0.495 0.701 0.866
R2X acumulada 0.574 0.728 0.822 0.904
PLS después de eliminar las cuatro variables
Q2 acumulada -0.128 -0.046 0.136 0.217
R2Y acumulada 0.282 0.571 0.784 0.957
R2X acumulada 0.603 0.772 0.873 0.918

Z Las variables eliminadas durante el andlisis fueron pH, citricos, acido y astringente.

6.4 Conclusiones

Los resultados indicaron que cuando los datos se analizaron mediante prueba
statis, el porcentaje de explicacion de la variabilidad de los datos aumentd a
medida que disminuyé la cantidad de muestras empleadas durante la prueba, es
decir, cuando se analizaron las diez muestras el porcentaje de explicacién fue de
49.65 %, con seis muestras fue de 64.48 % y finalmente con cuatro muestras fue
de 83.03 %, aunado al incremento en los coeficientes RV, que a su vez son
indicadores de la similitud obtenida entre cada panelista y el consenso; este
comportamiento pudo deberse a que las bebidas espirituosas suelen provocar un
efecto arrastre posiblemente a causa de los compuestos presentes en la bebida
como el etanol, lo que se traduce en fatiga y se ve reflejado en los resultados
analizados. Con el andlisis factorial multiple, también de los datos Napping, se
logr6 asociar las variables que describen a los mezcales, encontrandose
principalmente que el mezcal elaborado con A. potatorum de Valles Centrales,
Oaxaca fue definido con el atributo floral. En relacién con la prueba descriptiva
cuantitativa, el panel definié y evalué once atributos de aroma y sabor de los
mezcales. De los cuales, los atributos fermentado, floral, ahumado, barro, acido
y amargo fueron significativamente diferentes entre las muestras. Estos
descriptores sensoriales permitieron definir al mezcal A. potatorum de Valles

Centrales, Oax. como el mas floral (lo que coincidié con la prueba Napping) y al
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mezcal de A. karwinskii elaborado con agaves de Valles Centrales, Centro y
Sierra Sur de Oaxaca como el menos amargo. Con los datos de la prueba
descriptiva cuantitativa y los valores de las variables quimicas que se generaron
durante la investigacion se realizd un analisis de regresion por minimos
cuadrados parciales tipo dos para conocer la relacion entre estas variables. Se
encontro principalmente que los ésteres aportan notas florales a los mezcales
elaborados con A. potatorum; los alcoholes superiores 1-butanol y 2-butanol se
relacionaron con el atributo ardiente presente en el mezcal de A. angustifolia
(Sierra Sur de Oaxaca), y el éster ftalato de dibutilo identificado en el mezcal
elaborado con A. karwinskii de Sierra Sur de Oaxaca se correlacioné con el

descriptor ahumado.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

La implementacién de metabolémica no dirigida mediante espectroscopia de tH-
NMR acoplada a analisis estadistico multivariado permitié la evaluacion de
mezcales ancestrales y artesanales, con el fin de obtener perfiles holisticos con
base al proceso de manufactura, especie de agave y region geogréfica.

El andlisis estadistico multivariado de la matriz de datos de *H-NMR produjo
capacidad discriminante limitada en el mezcal de diversas especies de agave y
regiones geograficas, lo que es atribuido a la calidad de la matriz de *H-NMR del
mezcal, que a su vez refleja la falta de controles de calidad rigurosos en la
produccion de la bebida. Sin embargo, al disefiar e implementar una metodologia
metaboldmica basada en GC-MS se logré6 mejorar la calidad del modelo para
discriminar mezcales elaborados bajo procesos ancestrales y artesanales.
Asimismo, se identificaron doce metabolitos, los cuales fueron confirmados con
su analisis de perfil de masas obtenidos por ionizacion de electrones (EI-MS).
También se encontré que la propuesta de establecer rutinas experimentales
mediante espectroscopia de infrarrojo permitié discriminar, de una forma rapida
y sencilla, los mezcales ancestrales de los artesanales elaborados con diferentes
especies de agave y procedentes de diversas regiones geograficas. Finalmente,
el analisis descriptivo cuantitativo y las pruebas Napping permitieron proponer el
perfil sensorial de seis mezcales elaborados con los agaves A. potatorum, A.
angustifolia y A. karwinskii bajo dos procesos de manufactura. Los atributos
fermentado, floral, ahumado, barro, acido y amargo presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras evaluadas, por lo tanto, son los
principales responsables de las diferencias encontradas en los mezcales por los

panelistas.
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8. ANEXOS

Anexo 1A: panelista rechazado

Juez 26
10

@ Juicios correctos
acumulados

Linea inferior

Linea superior

Juicios correctos acumulados

12

NuUmero de ensayos (n)
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Anexo 1B: panelista ubicado entre lineas inferior y superior

Juez 30

10

@ Juicios correctos
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Linea superior
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Anexo 1C: panelista aceptado
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Anexo 2: variables empleadas en el analisis PLS-R tipo dos.

Cédigo Citricos Fermentado Floral Ahumado Barro Solvente Acido Astringente Ardiente Amargo Frutal

239
245
373
688
863
949

7.0
7.9
7.2
7.4
7.7
7.3

6.5
6.0
7.3
6.3
5.6
5.9

4.9
6.2
4.9
4.4
4.6
4.2

6.2
6.2
6.6
5.4
5.8
6.5

4.5
4.1
4.9
4.6
4.0
3.1

4.1
3.6
4.9
4.9
3.9
4.8

6.3
5.5
5.5
6.3
6.4
6.2

5.4
5.2
5.4
5.8
5.8
5.6

10.6
10.7
10.3
10.6
9.9

10.3

8.4
8.6
8.5
8.5
7.6
8.9

6.2
6.4
5.6
6.2
5.5
5.5

Continuacién Anexo 2 (el 3-metl-1-butanol esta cuantificado en mg/100 mL)

Cbéd Decanoato Dodecanoat Hexadecanoat etlﬁlhseizil-o) Octanoato  Alcohol Ftalato de  3-metil-1-
igo de etilo o0 de etilo o de etilo adipato de etilo fenetilico dibutilo butanol
239 8.23 3.32 0.11 7.19 8.2 0 499
245 5.38 1.09 1.6 6.52 5.12 0 571
373 0 0 0.54 0.23 0 1.63 0 504
688 2.56 0.85 0 2.58 5.19 0 569
863 10.18 3.86 3.49 8.37 13.81 0.25 655
949 2.01 0 0.63 3.22 0 3.42 570

Continuacién Anexo 2 (propanol, 2butanol, Furfural, metanol y 1-butanol estan
cuantificados en mg/100 mL, el etanol en % Alc. Vol. y Sélidos solubles totales

en °Brix.
Cdédigo  Propanol  2-butanol  Furfural Metanol  1-butanol Etanol pH Sdlidos solubles totales
239 128 4 8 587 5 47.2 4.6 16.7
245 206 8 8 1025 2 46.5 4.4 16.6
373 189 3 14 1277 4 49.3 4.4 17.3
688 187 7 14 1474 5 49.4 4.3 17.2
863 74 0 3 443 2 39.8 4.2 151
949 120 2 5 1209 2 49.1 4.5 17.2
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GC-MS metabolomics of volatile analytes in Mexican mezcals for
fingerprinting ancestral & artisanal manufacture processes, geographical

origins and agave species
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Hemandez-Montes, Rosa Lopez-Azmlar® and Jose Enngue Herbert-Pucheta®

Abstract: A non-targeted and targeted metabolomics approach for fingerprinting and identifying
discriminant metabolites in Mexican mezcals based on direct immersion solid-phase micro-extraction
(DI-SPME) and gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) using mmitivariate
statistical analysis (MSA) to discrinunate between ancestral and artisanal manufacturing processes,
geographical origins and agave's species. The GC-MS-MSA workflow allowed an unequivocal
identification of twelve marker compounds that were confirmed with their Electronic-Impact Mass
Spectrometry (EI-MS) mirror image mass-profile apalysis. comprising a pairwise comparison

between experimental m/z patterns and data obtained from the National Institute of Standards and
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