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RESUMEN

La elaboracion de mezcal a partir de Agave durangensis es una actividad con un
importante potencial de desarrollo econémico para Durango. Este estado cuenta con
una denominacién de origen para esa bebida desde 1994, y la regulacién de
elaboracion y almacenamiento de ese destilado esta regida por Norma Oficial
Mexicana NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal. La regulacién de las
propiedades del mezcal, contempladas en esa norma, se refiere a la cantidad de
etanol y metanol presentes en sus diferentes formas comerciales. Sin embargo,
existen otras propiedades quimicas que contribuyen a definir el aroma y el sabor, que
también pueden ser reguladas y que en conjunto caracterizan un estandar de calidad
para el mezcal de Durango, ademas esas propiedades pueden servir como referencia
para la deteccién de adulteraciones y para confirmaciones de autenticidad.
Definiciones de los valores de diferentes propiedades quimicas de otras bebidas
alcohdlicas destiladas o no, como el vino, el whisky, el cofiac y el tequila, han sido
desarrolladas con el fin de mantener un estricto control de calidad, que influye en
mantener la preferencia de los consumidores y por lo tanto, en el bienestar econémico
de los productores. En este estudio se determinaron las siguientes propiedades
quimicas del mezcal joven y reposado, elaborado en la planta destiladora del
municipio de Nombre de Dios, Durango, México: comportamiento espectral,
composicion de aldehidos y cetonas, composicién de metales, composicion de
compuestos fendlicos, y propiedad antioxidante. La toma de muestras se realizé de
acuerdo a la NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal. Para definir el
comportamiento espectral, las muestras de mezcal se sometieron a analisis de
barridos espectrofotométricos en el intervalo UV-Visible. La composicion de aldehidos
y cetonas se realizé por un método de HPLC/DAD, previa derivatizacion de esos
compuestos a sus formas de 2,4-dinitrofenilhidrazinas. La determinacion de la
composicion de metales se realizé por un método de espectrometria de absorcion
atémica por horno de grafito o por flama. La determinacién de los compuestos
fendlicos presentes en los destilados se realizé también por HPLC/DAD, empleando
un método en gradiente, y los niveles de potencial antioxidante se estimaron por el
método de bloqueo del radical libre DPPH*. Los resultados obtenidos permiten definir
un perfil quimico para el mezcal de Durango que puede ser empleado para tipificar
esta bebida, determinar la autenticidad de muestras comerciales y como parametros

de referencia para la deteccion de adulteraciones.
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ABSTRACT

The manufacture of mescal from Agave durangensis is an activity with an important
potential of development for Durango. This State has an origin denomination statement
for mescal since 1994, and the regulation of manufacture and storage are regulated by
a Mexican Official Norm. The regulation of mescal properties included in that Norm
deal with the ethanol and methanol levels of mescal. However, other chemical
properties, contributing to the odor and savor, can be regulated and along together can
also define a quality standard for the mescal of Durango. Those properties can be used
as reference to detect adulterations and confirmate the authenticity. Definitions of the
values of several chemical properties of other alcoholic beverages like wine, whisky,
cognac, and tequila have been developed with the aim of maintaining the customer
preferences and, then, the economical status of producers. In this study the following
chemical properties of young and aged mescal from Nombre de Dios, Durango, were
defined: spectral behavior, composition of aldehydes and ketones, metal composition,
phenol composition, and antioxidant capacity. The sampling was done according to the
NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal. The spectral behavior was defined
by UV-Vis scanning. The composition of aldehydes and ketones was analyzed by the
derivatization of their corresponding 2, 4-dinitrophenylhydrazines and these detected
by HPLC/DAD. The metals were detected by atomic absorption spectrometry of
graphite oven or flame. The phenol composition was defined by a gradient method of
HPLC/DAD, and the antioxidant properties were estimated by the free radical
scavenging (DPPH*) method. The results may define the chemical profile for the
mescal of Durango, which can be used to typify this beverage, determine the

authenticity of commercial samples, and be used as reference to detect adulterations.
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PRESENTACION

El hombre es un componente mas del conjunto de los seres vivos y, mientras no se
demuestre lo contrario, el ser vivo que desempena el papel mas impactante entre los
diferentes elementos del ecosistema llamado Tierra.

El proceso de vida de las especies es un condicionamiento constante caracterizado
por el medio en el que se desarrollan y, a su vez, condicionantes reciprocos de los
componentes biodticos y abidticos que los rodean.

Ejemplo de lo anterior son los rasgos culturales de los diferentes grupos humanos que
en su proceso de vida incorporan, como solucidn a sus necesidades fisicas,
psicologicas, sociales y estéticas, los elementos materiales vegetales y animales que
existen a su alrededor.

La uva, el arroz, la cebada, los frutos de las palmas, la manzana y otros frutos y
granos mas, fueron fuente de bebidas alcohdlicas en todos los continentes, bebidas
que se consiguieron a partir de eventos empiricos y que generalmente se usaron en
ritos y ceremonias religiosas y misticas en principio, incorporandose después a la dieta
normal de los humanos.

En los grupos humanos que poblaron la América prehispanica, la busqueda o hallazgo
de frutos, semillas y plantas con cantidades significativas de azucares entre sus
componentes, fue una labor comun. El maiz y la miel de abejas fueron fuente de
bebidas alcohdlicas, pero mas importante en este rubro fueron diferentes especies de
magueyes de cuyos jugos se elaboro la bebida hoy llamada “pulque”.

De hecho, los magueyes fueron plantas tan versatiles que pudieron transformarse en
utiles tan variados como material de construccion, combustible, instrumentos
domeésticos, ropas y hasta plantas gestoras de divinidades.

Igual que en otras partes del mundo, el consumo del pulque se limitd solo a los
protagonistas de las ceremonias religiosas. Una vez consumada la conquista,
desaparecida la estructura sacerdotal autdctona, el pulque se convirtio en bebida
popular que, en el siglo XIX y hasta los afios 60 y 70 del siglo XX, fue un gran negocio
para los estados del centro del pais, principalmente Hidalgo, Tlaxcala, Morelos,
Puebla, Estado de México y Distrito Federal.

Esta bebida producto de la fermentacion de la savia del maguey, ha sido desplazada
del papel importante que tenia en la cultura mexicana, por otra que también se origina
del mismo tipo de plantas y que ha recibido el nombre de “mezcal’, derivado del

nombre de una de las partes del maguey.
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En diferentes investigaciones de tipo antropolégico se ha discutido cuando y cémo se
conocié el mezcal. Al parecer el proceso de fabricacion de esta bebida no es de origen
americano ni europeo, pero si se tienen evidencias de similitudes entre el sistema de
fabricacion de alcohol a partir del coco, que se conocia en Filipinas, y el que se sigue
para producir el mezcal.

Este conocimiento llega a las costas del Pacifico mexicano en la Nao de China, nave
que hacia la ruta entre la Nueva Espana y las Filipinas, por lo que el llamado mezcal
surge en el occidente del pais y de ahi se extiende al resto del territorio.

En Jalisco la actividad mezcalera se ubica en forma notable en la regién de Tequila,
poblacion que afios después da su nombre al mezcal local y hoy se reconoce en su
titulo de denominacion de origen. Cabe decir que a partir del siglo XX el tequila tiene
una gran escalada comercial y se internacionaliza su consumo a tal grado que produce
un alto impacto econdmico en los estados que pueden hacer uso de la denominacion
de origen y por lo tanto se les permite el cultivo del agave azul.

Con menor intensidad pero siempre representando una importante fuente de ingresos,
el mezcal se sigue produciendo en varios estados del pais. Oaxaca, Guerrero, San
Luis Potosi, Zacatecas y Durango, son entidades en donde esta actividad tiene
importancia econémica potencialmente significativa.

En Durango la fabricacion del mezcal ha sido una actividad muy localizada en cuatro
municipios: Tamazula, Mezquital, Nombre de Dios y Durango. En ellos la materia
prima es el Agave durangensis y algunos taxa no determinados, plantas que
tradicionalmente han sido colectadas de las poblaciones silvestres, con lo que se ha
mantenido una actividad artesanal.

A partir de los afios 90 del siglo pasado, la produccién de mezcal en Durango ha
crecido y ha propiciado tomar medidas tanto en el aspecto ambiental como en el
proceso técnico de produccidon. En lo ambiental se han dictado medidas para proteger
las poblaciones silvestres en el estado, regulando su explotacién lo que ha motivado
que muchos campesinos empiecen a dedicar sus tierras al cultivo de estas plantas.

A la fecha se cuenta ya con plantaciones desde 1 a 9 anos de edad, lo que permite la
permanencia de poblaciones naturales en buen estado y la aportacion de material
homogéneo al proceso de fabricacion.

En el aspecto de transformacioén, la produccion de mezcal se ha modernizado. La
intervencion de cientificos y técnicos ha logrado escalar la produccién mezcalera del
Estado, con un ejercicio integral cuyo aspecto caracteristico es la mecanizacién del
proceso productivo para optimizar los recursos y garantizar la calidad del producto.

En este ultimo aspecto se inscribe este trabajo.
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Después de la gestion de personal del CIIDIR IPN Durango y de grupos de ejidatarios
del Municipio de Nombre de Dios, se logré la construccion de una planta productora de
mezcal con un nivel técnico moderno. Los pasos siguientes se han dado en el sentido
de garantizar un nivel de calidad constante del producto.

A la fecha se ha estandarizado la calidad de la materia prima y se ha logrado la
transformacion del producto en forma controlada y constante en cada fase del proceso
y ahora se busca que el valor agregado del producto primario también alcance
estandares de calidad, siempre con referencia a normas oficiales nacionales y a
procesos iguales de productos extranjeros, buscando los elementos particulares de la
elaboracion que sean constantes y que puedan configurar el sello caracteristico, en
este caso del mezcal reposado del Estado de Durango.

Para lo anterior el estudio comprende una busqueda bibliografica que encuadra el
problema, el objetivo y la metodologia. Esta se implementé de acuerdo a las técnicas
usuales para identificar los componentes fendlicos de manera que se pudiera proponer
un perfil propio de este mezcal, aunado a la cuantificacion de metales en una
propuesta de caracterizacion del mezcal duranguense y su control de calidad.

Al respecto se utilizaron como parametros dos normas oficiales mexicanas; la NOM-
070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal-Especificaciones y la NOM-117-SSA1-
1994-Bienes y Servicios, Método de Prueba para la Determinacion de Calcio,
Arsénico, Plomo, Estroncio, Cobre, Fierro, Zinc y Magnesio en alimentos, agua potable
y agua purificada para consumo humano, dado que el mezcal es la combinacion de
ambos.

La propuesta principal va en la direccién de iniciar una proposicién de modificacion de
la NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal, para ampliar y hacer mas
especificas las determinantes de esta bebida, lo que constituye el objetivo
trascendente. En todo caso los resultados pueden constituir por si mismos una
propuesta inicial para una NOM especifica para el mezcal de Durango.

Por ultimo, los resultados del trabajo seran referencia en la creacién de alternativas
economicas necesarias en el aparato productivo de Durango, cumpliendo con la

exigencia de sustentabilidad ambiental y calidad del producto.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Aspectos botanicos del género Agave

La relevancia actual de varias especies de Agave se ha incrementado debido al
aumento en la demanda de bebidas alcohdlicas como el tequila y el mezcal
(Valenzuela-Ruiz y col., 2003) y en la demanda de fuentes potenciales de prebidticos
(Lépez y col., 2003). El mezcal de Durango se elabora fundamentalmente a partir de
individuos de Agave durangensis recolectados de sus poblaciones naturales. Dada la
importancia de esta especie como un recurso natural para el desarrollo de la industria
mezcalera en ese Estado, se presenta a continuacion informacion sobre algunos de
sus aspectos bioldgicos.

El género Agave pertenece a la familia Agavaceae, la cual es endémica de América.
La distribucidn geografica de esta familia abarca desde el sur de Canada hasta el
norte de Sudamérica (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995). La familia Agavaceae alcanza
los maximos niveles de riqueza y diversidad en México, por lo que este pais se
considera su centro de origen (Garcia-Mendoza, 1995).

La delimitacion de la familia Agavaceae ha sido tema de debate desde su creacion por
Endlicher (1836-1840); por un lado, con respecto al numero de géneros incluidos en
ella, que han variado desde cinco (Yucca, Agave, Furcraea, Littaeca, Manfreda y
Plolianthes (Salisbury, 1866) hasta 19 (Hutchinson, 1934); y por otro, con respecto a la
ubicacién de los géneros, los de ovario infero en la familia Amaryllidaceae, y los de
ovario supero en la familia Liliaceae (Pax y Hoffman, 1930). Actualmente, con base en
caracteres citologicos, morfolodgicos, quimicos, biogeograficos (Dahlgren y col., 1985) y
moleculares (Eguiarte y col., 1994; Bogler y Simpson, 1995), se reconoce a la familia
Agaveaceae como tal y se le divide en dos subfamilias: Yuccoideae y Agavoideae. La
subfamilia Yuccoideae incluye dos géneros de ovario supero: Yuccay Hesperaloé; y la
subfamilia Agavoideae incluye, de acuerdo a Garcia-Mendoza y Galvan (1995), ocho
géneros de ovario infero: Agave, Beschorneria, Furcraea, Manfreda, Polianthes, y
Prochnyanthes, pero de acuerdo a Rocha y col. (2006), ademas de los anteriores,
también se incluye al género Hesperoyucca.

De las 293, segun Good-Avila y col. (2006) o 300 especies de acuerdo a Rocha y col.
(2006) reconocidas para la familia Agavaceae, en México se encuentran 217 y 258
taxa, si se consideran las categorias infraespecificas (Garcia-Mendoza y Galvan,
1995).

Los elementos de la familia Agavaceae crecen, de manera natural, principalmente en

las zonas aridas y semiaridas del Continente Americano. Las caracteristicas que
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unifican a los miembros de esta familia son el arreglo de roseta de las estructuras
foliares; un numero cromosdmico basico de 30, con 5 cromosomas grandes y 25
pequenos (Rocha y col.,, 2006); semillas conteniendo fitomelano, que les da la
pigmentacion negra; flores grandes bisexuales; y frutos triloculares con mas de dos
ovulos (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995).

El género Agave es quiza el mas conocido de la familia Agavaceae, debido a las
importantes relaciones etnobotanicas que se han originado entre sus elementos y las
diversas culturas del continente Americano (Gentry, 1982; Granados-Sanchez, 1999).
Este género es también el mas grande de la familia, incluye aproximadamente 166
especies (Good-Avila y col., 2006; Rocha y col., 2006), de las cuales 125 se
encuentran en Meéxico, lo que convierte a este pais en el de mayor riqueza y
diversidad de especies de Agave.

Dentro de México, los estados con mayor diversidad de especies del género Agave
son Oaxaca con 32 especies, Puebla con 31, Sonora con 30, Durango con 24, y San
Luis Potosi con 23 (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995).

Debido a su importancia econdmica en la sustentaciéon de una industria regional de
elaboracion de mezcal, una de las principales especies de Agave en el Estado de
Durango es Agave durangensis. Esta especie pertenece a la seccion Ditepalae, la cual
se caracteriza por incluir, de acuerdo a Gentry (1982), plantas de pequefias a grandes,
con rosetas glaucas brillantes, productoras de semillas (existen especies de Agave
que no producen semillas y su reproduccion es basicamente vegetativa), con hojas
firmes a rigidas, con paniculas generalmente abiertas; yemas florales generalmente
rojizas, flores maduras amarillas; tépalos dimoérficos, los externos mas grandes y
sobreponiendo los internos, generalmente rojos en la punta.

La descripcion que da Gentry (1982) para Agave durangensis se presenta a
continuacion (Figura 1). Plantas medianas a grandes, de 80 a 120 cm de alturay 120 a
180 cm de cobertura; individuales o cespitosas; de color gris glauco; hojas anchas de
dimensiones 40 a 90 x 14 a 22 cm, lanceoladas, con dientes prominentes de 1 a 2 cm
de largo, separados por 1 a 2 cm, con espina de 4 a 6 cm de largo, acanalada en la
parte superior; inflorescencia de 7 a 8 m de altura; flores de 60 a 80 mm de largo,
amarillas, los tépalos externos de 10 a 12 mm de longitud, los internos mas pequefios;
capsulas de 4.5 a 6 x 1.6 a 1.8 cm, oblongas; semillas pequefias. Gentry (1982)
describié esta especie a partir de un ejemplar colectado en la Sierra de Registro,
aproximadamente 20 Km al SE de la Ciudad de Durango, por lo que esa es la
localidad tipo. Dentro de sus poblaciones naturales y por sus caracteristicas

morfoldgicas vegetativas, A. durangensis puede confundirse con otras especies de
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secciones diferentes de Agave, como con A. scabra, de la seccion Americanae, que

crece en la misma region.

Figura 1. Agave durangensis de Sierra de Registro, Durango

A. durangensis es una especie muy variable en tamafo, color de la hoja, tamafio de
los dientes. Esta variabilidad puede ser explicada por su sistema de reproduccion,
fundamentalmente sexual, en el que la hibridizacién interespecifica juega un papel
importante (Gentry, 1982).

1.2 La industria del mezcal en México

Antes de que el maiz se constituyera como el alimento esencial, los agaves fueron la
principal fuente de carbohidratos para las culturas nativas americanas (Zizumbo-
Villareal y Colunga-GarciaMarin, 2008). Evidencias de su consumo han sido

encontradas en las cuevas de Guila Naquitz, en Oaxaca, México, como desechos de
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hojas cocidas masticadas, con una antigliedad de 9000 afios antes de Cristo (Smith
Jr., 1986). A partir de las diferentes especies de Agave, esas culturas comenzaron a
elaborar diversas bebidas alcoholicas. Su elaboracion se llevd a cabo por procesos
diferentes en el oeste y en el centro de México. En el oeste, los tallos y pedunculos
florales eran cocidos previamente a la fermentaciéon, mientras que en el centro se
elaboraban a partir de savia fresca obtenida del pedunculo floral (Parson y Darling,
2000).

Las bebidas alcohdlicas destiladas elaboradas a partir de alguna especie de Agave
recibieron el nombre genérico de mezcal. Algunos autores como Bourke (1983) y
Lumholtz (1986) sugirieron que el proceso de destilacion habia sido desarrollado y
utilizado por las culturas precolombinas de México. Sin embargo, de acuerdo a
Zizumbo-Villareal y Colunga-GarciaMarin (2008), no existe evidencia ni arqueolégica
ni histérica que apoye esa afirmacion. Varios autores consideran que el uso de la
destilacién para la elaboracién de bebidas alcohdlicas fue posterior a la llegada de los
europeos a México. Algunos de ellos, como Bruman (1944), propone que el proceso
de destilacién en México tiene su origen en la técnica filipina de elaboraciéon de
bebidas alcohdlicas a partir de coco (Cocos nucifera), que se introdujo en México a
finales del siglo XVI, en el Estado de Colima. Otros, como Valenzuela-Zapata y
Nabhan (2003) proponen un origen distinto, a principios del siglo XVII, en el Valle de
Tequila, Jalisco, basado en la tecnologia arabe de destilacién usada para elaborar ron
a partir de cafia de azucar.

Zizumbo-Villareal y Colunga-GarciaMarin (2008) realizaron un trabajo en el que
consideraron evidencias botanicas, arqueoldgicas, etnohistéricas, y linguisticas, para
proponer que la elaboracién de mezcal en México comenzd con la utilizacion de Agave
angustifolia, con una técnica basada en la destilacién de fermentado de coco, después
de 1580, que utilizaba gente filipina asentada en Colima y que fue aprendida y
aplicada por los indigenas a bebidas fermentadas previamente conocidas por ellos,
tales como las hechas de Agave.

La produccion de mezcal se convirtidé en una actividad econdmicamente importante en
México a partir del siglo XVII, de tal manera que en el centro y occidente numerosas
haciendas se dedicaron como actividad principal a su produccién (Almaraz, 1984). Sin
embargo, como esta bebida competia en preferencia con los vinos importados de
Espanfa, el gobierno colonial de la Nueva Espana prohibié la produccion y venta de
mezcal, lo que llevo a su elaboracién clandestina. A mediados del siglo XIX se legalizd
su produccién y comenzé un incremento en la demanda internacional, principalmente

por el mezcal elaborado en la regiéon de Tequila, Jalisco, conocido como tequila, lo que
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estimulé la actividad econdmica asociada a su produccion (Valenzuela-Zapata y
Nabhan, 2003).

Los diferentes mezcales que se producen en México se diferencian en esencia por la
especie de Agave empleada en su elaboracién y por las caracteristicas tradicionales
que en diferentes regiones del pais utilizan para su manufactura. De las diferentes
especies de Agave que crecen en nuestro pais sobresale por su importancia actual en
la produccién de bebidas alcohdlicas Agave tequilana. Otras especies de Agave son
también materia prima adecuada para la produccidon de ese tipo de bebidas y
representan un uso potencial para el desarrollo econémico regional, como son los
casos de Agave angustifolia en Oaxaca (Gentry, 1982), Agave crassispina en el
Altiplano Potosino (Almaraz, 1984) y Agave durangensis en el estado de Durango
(Valenzuela-Ruiz y col., 2003).

Oaxaca es la principal entidad productora de mezcal, le siguen en importancia San
Luis Potosi, Zacatecas y Durango. En todos esos estados, la produccién es en mayor
o0 menor grado irregular, porque a diferencia de lo que ocurre con la industria de la
produccién del tequila, la materia prima se recolecta a partir de poblaciones silvestres,
se carece de infraestructura suficiente y solo constituye una actividad temporal.
Valenzuela-Ruiz y col. (2003) mencionan que de acuerdo con los datos publicados por
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion,
Delegacion en el estado de Oaxaca, Subdelegacion de Planeacion y Desarrollo Rural;
Oaxaca en el ano agricola 1999-2000 contaba con 12 650 Ha sembradas de maguey
mezcalero; 3 300 Ha cosechadas, obteniendo 205 500 toneladas de planta, con un
valor de 257 400 pesos. Los volumenes de produccion anual de mezcal en ese estado,
en 1996, fueron 5 875 000 litros, de los cuales 2 250 000 se vendieron envasados y el
resto a granel, de los cuales se exportaron 1 860 000 litros a 19 paises.

El mezcal obtuvo recientemente por parte de la Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual, con sede en Ginebra Suiza, la Denominacién de Origen (regién geografica
que por su medio ambiente elabora un producto con caracteristicas exclusivas del
mismo y se le designa como unico productor) la cual comprende los estados de
Oaxaca, Guerrero, Durango, San Luis Potosi y Zacatecas. Después de la resolucion
de la denominacion de origen, en 1994 (NOM-070-SCFI-1994), la elaboracién de
mezcal a partir de Agave durangensis retomé importancia en el estado de Durango,
principalmente en los municipios de Durango, Nombre de Dios y Mezquital
(Valenzuela-Ruiz y col., 2003), que son los del area de distribucién geografica natural
de esa especie dentro del estado. En el municipio de Nombre de Dios, existen cuatro
vinatas que estan integradas por ejidatarios y otras cuatro por grupos familiares. Se

estima que con la fabricacion del mezcal se benefician directamente 100 familias. La
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produccion de esas vinatas alcanza los 50 000 litros de mezcal, con un costo promedio
por litro de $30. Ese volumen de mezcal los productores la obtienen a partir de la
explotacion de poblaciones naturales de A. durangensis que ocupan una superficie de
aproximadamente 17 000 Ha. Las principales vinatas de Nombre de Dios estan
ubicadas en los siguientes poblados: una en Tuitan, tres en La Constancia, una en
Berros, una en El Venado y dos en Nombre de Dios (Valenzuela-Ruiz y col., 2003). Sin
embargo, esa especie de Agave podria ser establecida, cultivada y aprovechada en
otras regiones de México con condiciones ambientales similares a las requeridas por
ella, como lo sugieren los resultados de Ocana y col. (2007) sobre un estudio de
modelacion de la distribucion espacial mediante algoritmos genéticos y sistemas de
informacion geografica, en el que reportan a Agave durangensis como una de las
especies con mas alta distribucién potencial.

La elaboracion de mezcal en las destilerias del Estado de Durango sigue un proceso
tradicional que en la actualidad se busca industrializar. Como resultado de esa
busqueda, en el mes de octubre de 2007, se inaugurd en el Municipio de Nombre de
Dios, una planta destiladora (Figura 2) que cuenta con tanques de coccion, de
fermentacion y sistemas de destilacion modernos, con los que se puede tener un
mejor control de la calidad del producto. El establecimiento de esa planta destiladora
es en parte el resultado de varios afos del trabajo de campo realizado por el personal
académico del CIIDIR-Durango, del Instituto Politécnico Nacional, el cual ha insistido
ademas en la concientizacion de los productores para que establezcan plantaciones
de Agave durangensis, formadas por material certificado, que sustituyan las practicas
de recolecciéon de plantas de sus poblaciones naturales, como en la actualidad se

realiza.
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Figura 2. Planta procesadora de mezcal de Nombre de Dios, Durango, México.
(Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

El proceso de manufactura del mezcal involucra la cosecha de la pifia o corazén del
agave, que es el tallo de la planta sin hojas; la coccion de ese tallo para convertir los
polisacaridos contenidos, derivados de fructanos (Mancilla-Margalli y Lopez, 2006;
Pérez (2008), a una mezcla de azucares mas pequenos (principalmente fructosa y
glucosa); la fermentacion de esos azucares; y la doble destilacion del fermentado y su
dilucién. El producto final es incoloro, sin embargo, si se permite madurar por periodos
variables de tiempo en barricas (reposado y afiejo) adquiere una coloraciéon

amarillenta.

Cosecha de la pifa.
Para poder cosechar las pifias, las plantas adultas de maguey deben ser previamente
“castradas” o “capadas”, esto implica remover la inflorescencia o quiote en cuanto es

detectado como primordio (Figura 3).
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Figura 3. Inflorescencia joven en planta de maguey (izquierda), que es desprendida (derecha)
como preparacion de la planta antes del jimado (tomado de Valenzuela-Ruiz y col., 2003)

Cuando las plantas estan listas para la elaboracion de mezcal se les elimina todas las
hojas, proceso llamado jimado o despencado (Figura 4). Cuando a las plantas de
Agave se les elimina el escapo floral, ocurre una concentracion de azucares en el tallo
y se acelera su muerte (Granados-Sanchez, 1999). El periodo que transcurre entre
capar las plantas y despencarlas es variable, puede durar varios dias o varios meses,
dependiendo de un criterio empirico que cada productor establece (Valenzuela-Ruiz y
col., 2003).

Al tallo y la base de las hojas que quedan unidas a él se le denomina cabeza o pifia y

de esa manera es como las plantas son recolectadas en campo (Figura 5).

Figura 4. Dos etapas del proceso de jimado de plantas de Agave durangensis en el estado de
Durango (Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)
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Figura 5. Pifias de Agave durangensis listas para transportarse a la planta destiladora
(Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

Coccidén
Para la elaboracion del mezcal, las pifias de agave tienen que ser partidas y cocidas.
Ese proceso de coccidn se realiza en un horno, que en los métodos tradicionales, esta
hecho bajo tierra, pero que en la planta destiladora de Nombre de Dios, Durango, se
realiza en una autoclave de acero inoxidable. Este proceso puede durar un periodo de
tres dias (Figura 6). Durante la coccién los azucares se hidrolizan y se forman algunos
de los compuestos que contribuyen al aroma y al sabor del mezcal, como los

aldehidos (Mancilla-Margalli y Lopez, 2002).
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Figura 6. Pifas de Agave durangensis partidas y listas para cocerse en autoclaves de acero
inoxidable (Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

Molienda
Las pifas ya cocidas requieren ser trituradas o molidas para recuperar el jugo en el
cual los azucares se encuentran solubilizados. Este proceso es realizado de diferentes
formas segun la region del estado de que se trate, con tractores en Tuitan, mediante
molinos caneros en Tamazula (Figura 7), machacadas manualmente con hachas en el
ejido el Venado y Nombre de Dios, o en prensas como en la planta destiladora de

Nombre de Dios (Figura 8).
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Figura 7. Molinos utilizados en Tamazula, Durango para la molienda de pifias de agave
(Tomado de Valenzuela-Ruiz y col., 2003)

Figura 8. Prensa para triturar las pifias cocidas de agave de la planta destiladora de Nombre de
Dios, Durango (Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

Fermentacién
El jugo extraido de las pifias cocidas y molidas se deja fermentar de manera
espontadnea y natural (con las cepas propias de levadura) durante 4 a 7 dias, lo
cual dependera de las condiciones ambientales. En la planta destiladora de
Nombre de Dios, este proceso se realiza en tanques fermentadores de acero
inoxidable (Figura 9). En Durango, en la mayoria de las vinatas no se utiliza
indculo, ni alimento para levadura, ni controles en cuanto a la concentracion de

azucares en la cuba de fermentacion. Durante este proceso, ademas de etanol, se

11



Evaluacioén de los parametros fisicoquimicos del mezcal de Durango para el Desarrollo de un indice de calidad

forman compuestos que proporcionan sabor y aroma al mezcal, entre esos
compuestos se encuentran diferentes aldehidos derivados del etanol (Arrizon vy
Gschaedler, 2007). Procesos oxidativos en vez de fermentativos han sido
reportados en cerveza, después de que la concentracién de azucares disminuye
durante la fermentacion, provocando el incremento de la formacion de aldehidos,
principalmente de acetaldehido (Hammond, 1981); aunque para mezcal procesos
similares no han sido reportados, éstos quiza puedan ocurrir durante la

fermentacion del jugo de agave.

Figura 9. Tanque fermentador de acero inoxidable de la planta procesadora de Nombre de Dios
(Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

Destilacion
El material fermentado se calienta, se evapora y se condensa lentamente a través
de un alambique de cuchara (en Tamazula, Durango, Figura 10) o con serpentin
de cobre (en Nombre de Dios, Durango, Figuras 10 y 11). En la planta procesadora
de Nombre de Dios se emplean destiladores de acero inoxidable (Figura 12). El
material es destilado dos veces, al producto de la primera destilacion se le llama
“aguavino”, éste es de baja graduacién alcohdlica (10 — 12°G.L.). El de la segunda
destilacién es llamado “mezcal” y puede tener un contenido de alcohol entre 37 y

42°GL). La graduacion es estimada de manera empirica por los productores,
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tomando en consideracion el perlado que forma la bebida al ser agitada, sin utilizar

ningun instrumento de prueba.

Figura 10. Alambiques rusticos utilizados en Tamazula (izquierda) y Nombre de Dios (derecha),
Durango (tomado de Valenzuela-Ruiz y col., 2003)

Figura 11. Alambique de serpentin (tomado de Valenzuela-Ruiz y col., 2003)
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Figura 12. Destiladores de acero inoxidable de la planta procesadora de Nombre de Dios
(Fotografia: Vicente Hernandez Vargas)

Finalmente, el mezcal es almacenado en recipientes o garrafones de vidrio o plastico.
El producto obtenido puede ser vendido a granel, con un contenido alcohdlico
aproximado de 40° GL.

Los tipos de mezcal permitidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-1994,
Bebidas Alcohdlicas-Mezcal-Especificaciones son el mezcal 100 por ciento de agave,
que unicamente contienen mostos y azucares provenientes de los agaves; y el mezcal
con otros azucares, elaborado con 80 % de mostos de los agaves, a los que se les
adiciona un 20 % de otros azucares. De acuerdo a esa misma Norma, ambos tipos de
mezcal pueden clasificarse, segun el tiempo de almacenamiento en barricas, en tres

categorias:

1. Mezcal joven, embotellado recién destilado.

2. Mezcal reposado, almacenado por lo menos dos meses en recipientes de
madera de roble para su estabilizacion antes de ser embotellado. Este tipo de
mezcales pueden ser abocados, es decir adicionados de uno o mas productos
naturales, saborizantes o colorantes, permitidos en las disposiciones legales

correspondientes.
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3. Mezcal anejo, almacenado por lo menos un afio en recipientes de madera de
roble blanco, antes de su embotellamiento. Este tipo de mezcales también

puede ser abocado.

Los mezcales reposado y anejado son almacenados en barricas de roble blanco

importadas de los Estados Unidos.

1.3 Regulacion de la calidad de bebidas alcohdlicas

La sistematizacion de los esfuerzos por regular la calidad de un producto, que se
plasman en un documento para condicionar los procedimientos de elaboracion,
constituyen las Normas Oficiales. En México, el 29 de enero de 1928 se comenzaron a
aplicar Normas Oficiales para la regulacién de la elaboracién, instalacion y
funcionamiento de destilerias de tequila (Castillo y Coelho, 2007), que es un tipo de
mezcal. Ese inicio tiene su culminacién actual en las Normas Oficiales Mexicanas que
para tequila (NOM-006-SCFI-1993-Bebidas Alcohdlicas-Tequila-Especificaciones),
luego para mezcal (NOM-070-SCFI1-1994-Bebidas Alcoholicas-Mezcal-
Especificaciones) y mas recientemente para bacanora (otra bebida elaborada a partir
de una especie de Agave, que en esencia es también un mezcal (NOM-168-SCFI-
2004-Bebidas Alcohdlicas-Bacanora-Especificaciones), rigen la elaboracién de esos
productos.

El tequila es la bebida alcohdlica destilada obtenida de Agave mas regulada por el
gobierno mexicano, dada su importancia econdémica, sus alcances de comercializacion
nacional e internacional, y el interés de mantener un estandar de calidad.
Evaluaciones rigurosas para ese producto se llevan a cabo desde el cultivo y la
cosecha de la materia prima. Cuando las pinas de Agave tequilana son recibidas en
las fabricas, también son evaluadas para asegurarse que no lleven dafios aparentes
provocados por plagas. Ademas, muestras de las pifias son tomadas para determinar
el contenido de azucares, pH, humedad, y peso seco. Para el caso del mezcal,
aparentemente Unicamente el producido en Oaxaca, a partir de Agave potatorum, esta
supervisada por el gobierno mexicano,

Todas esas medidas de control de calidad son requeridas para mantener un producto
en la preferencia de los consumidores y para que lleven beneficios econémicos a los
productores, sin embargo, medidas similares no se han desarrollado, por el momento,

para la elaboracion del mezcal de Durango.
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La adulteracion es uno de los problemas mas graves con que se enfrentan los
consumidores de las bebidas alcohdlicas, no solo de las obtenidas de destilados de
agavaceas, sino de cualquier bebida alcohdlica en cualquier parte del mundo, por lo
que se han destinado muchos esfuerzos y recursos al desarrollo de parametros de
calidad que tipifiquen y autentifiquen una bebida (Kokkinofta y col., 2003; Bauer-
Christoph y col., 2003; MacKenzie y Aylott, 2004). Varios métodos empiricos se
utilizan para ello (Gutiérrez y col., 2007), sin embargo para que las industrias
involucradas puedan lograr un desarrollo deben de contar con tipificaciones que
permitan comparar diversos parametros entre las bebidas auténticas y las adulteras.
De entre las bebidas mexicanas, la unica que ha recibido mas tencion en este sentido

ha sido el tequila.

1.4 Parametros de control de calidad para la elaboraciéon de mezcal

A diferencia del caso del tequila, para el cual se han realizado numerosos estudios
quimicos enfocados a mantener un estandar en el control de calidad durante todo el
proceso de elaboracion (Benn y Perrard, 1996; Barbosa-Garcia y col., 2007), la
ausencia de ese tipo de estudios es, actualmente, caracteristica del mezcal elaborado
a partir de Agave durangensis.

Especificaciones sobre el control de calidad para el mezcal estan establecidas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal. En ella se
hace referencia Unicamente a la concentracion de alcohol, extracto seco, acidez total,
alcoholes superiores y metanol, y quedan sin considerar otro tipo de sustancias que
pueden ser téxicas o bien pueden favorecer las caracteristicas organolépticas del
producto destilado, y que serian utiles para la tipificacion del mezcal y por lo tanto
representarian parametros de autenticidad, como las que se mencionan a

continuacion.

1.4.1 Comportamiento espectral del mezcal

El comportamiento espectral en la region UV ha sido reportada como un parametro
para la autentificacion de diferentes bebidas alcohdlicas destiladas, como vodka,
cofac (Savchuk y col., 2001), whisky (MacKenzie y Aylott, 2004), y tequila (Barbosa-
Garcia y col., 2007). El registro de los valores de maxima absorbancia en la regién UV

del espectro de radiacién se debe principalmente a compuestos fendlicos que se
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extractan de la madera de la barrica de reposo y afiejamiento, y que se concentran en
el liquido mismo, pero también bien que se pueden incorporar a la bebida durante los
procesos de coccion y fermentacion, provenientes del combustible y recipientes
utilizados, y las concentraciones de esos compuestos pueden ser rapidamente
estimadas por espectrofotometria. Desviaciones del comportamiento espectral pueden
deberse a adulteraciones de las bebidas por la adicion de alcoholes sintéticos que
contienen impurezas como acetona, 2-butanol y crotonaldehido, entre otras (Savchuk
y col., 2001), por lo que la tipificacion del comportamiento espectral podria representar
un parametro de calidad con respecto a la autenticidad de una bebida alcohdlica.

El comportamiento espectral también puede ser indicativo del tiempo de reposo de una
bebida alcohdlica, ya que durante ese periodo compuestos quimicos de diferente
naturaleza, principalmente aromaticos, son extraidos de la madera de los barriles
contenedores y pasan a formar parte de la bebida (Vlassov y Maruzhenko, 1999;
Spillman y col., 1997).

En los datos publicados por Savchuk y col. (2001) sobre las concentraciones de
siringaldehido y los valores de absorbancia a 280 nm, se observa una correlacion
positiva entre ambos parametros, por lo que los registros de los valores de
absorbancia a esa longitud de onda podrian ser indicativos de los niveles de aldehidos
en las bebidas alcohdlicas. Los compuestos aromaticos muestran un maximo de
absorcion a 280 nm (Mabry y col., 1970), por lo que la absorbancia a esa longitud de
onda es el resultado de la contribucion total de compuestos que tengan al menos un
anillo aromatico, y el comportamiento espectral en la regién UV de bebidas destiladas
reposadas o no, se considera una evaluacion preliminar (Pérez-Coello y col., 1998).
Sin embargo, algunos autores recomiendan estimar la concentracién de marcadores

individuales por otras técnicas (Savchuk vy col., 2001).

1.4.2 Compuestos organicos: aldehidos y cetonas

En el proceso de elaboracién de las bebidas alcohdlicas, principalmente en las etapas
de coccidon y fermentacion, se producen compuestos organicos como aldehidos y
cetonas, que son productos de la oxidacién del etanol, y que contribuyen a dar sabor y
aroma al producto (Ferreira y col., 2003; Vallejo-Cérdoba y col., 2004). Esos
compuestos también se incorporan a las bebidas alcohdlicas a partir de la madera de
las barricas donde se reposan y anejan (Pérez-Coello y col., 1998; Rodriguez y col.,
2004), por reaccion del etanol de las propias bebidas con peréxido de hidrégeno que

se produce, a su vez, por la reaccion entre fenoles presentes en la madera de las
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barricas y el oxigeno que puede difundir a través de ésta y disolverse lentamente en
las bebidas (Azevedo y col., 2008). Los perfiles de aldehidos y cetonas han sido
propuestos como parametros de autenticidad y de condiciones de afiejamiento
empleadas por diferentes marcas que elaboran bebidas destiladas (Canas y col.,
2003).

Entre los compuestos organicos que se han detectado en bebidas como brandy y vino
se encuentran aldehidos fendlicos como vainillina, siringaldehido, coniferaldehido,
sinapaldehido (Panossian y col., 2001); y aldehidos furanicos como el 2-furaldehido, 5-
metilfurfuraldehido y 5-hidroximetilfurfuraldehido (Quesada y col., 1995). La
composicion de los compuestos organicos en las bebidas destiladas puede llegar a ser
muy compleja. En un estudio sobre la composicion de compuestos organicos en
tequila, con el fin de reconstituir el sabor de ese producto, se encontraron mas de 175
componentes, de los cuales cinco fueron importantes para determinar el aroma (Benn
y Peppard, 1996).

La presencia de compuestos organicos también ha sido detectada en otras bebidas
alcohdlicas destiladas, como el ron y la cachaza. Entre los compuestos organicos
detectados en esas bebidas se encuentran diferentes tipos de cetonas y aldehidos,
que se originan como productos secundarios de la fermentacion (Barbosa-Garcia y
col., 2007).

Algunos autores (Jenner y col, 1994; Cardoso y col., 2003) han mencionado que
aunque las cetonas no han sido consideradas como dafinas ni carcinogénicas por la
Organizacioén Internacional de Salud, esos compuestos organicos pueden llegar a ser
toxicos si rebasan ciertos limites de concentracion en las bebidas alcohdlicas,
provocando desde irritacion de mucosas hasta efectos narcéticos.

La concentracion de aldehidos aromaticos (como el siringaldehido) han sido
determinados para varios conacs y brandis europeos, éstas varian entre los valores de
< 0.01 a 17.86 mg/L, teniendo mayor concentracién las bebidas con mayor tiempo de

maduracién (Savchuk y col., 2001).

1.4.3 Composicion de Metales

Otros componentes que han sido identificados en algunas bebidas alcohdlicas
destiladas, cuya regulacién forma parte de los indices de calidad, son metales tales
como Cu, Pb, Ca y Fe (Soufleros y col., 2005), que provienen principalmente de los
alambiques utilizados durante el proceso de destilacion o del agua utilizada para la

dilucion del destilado, al cual es necesario adicionar agua para disminuir la
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concentracion de etanol. En el caso del mezcal elaborado en Durango, que también es
diluido con agua potable, la presencia de As y de sales de fluor deberia incluirse en las
normas regulatorias dado que el agua potable de este Estado puede contener
cantidades considerables de esos elementos (Albores y col., 1979; Ortiz y col., 1998;
Rosas y col., 1999; Leal y Gelover, 2002).

El contenido de metales ha sido reportado como un parametro de calidad en relacién a
la autenticidad de bebidas destiladas y no destiladas. Con base principalmente en la
composicion de Mg, Ca y Na, ha sido posible discriminar entre los vinos de diferentes
Islas Canarias, como el producido en Lanzarote y el producido en La Palma, y entre
ésos y el producido en Malaga, Espafia (Frias y col., 2001). Asi mismo, Kokkinofta y
col. (2003) sugieren que la concentracion de Mg, Zn y Cu pueden diferenciar la bebida
chipriota llamada zivania de otras bebidas destiladas similares, que llevan otros
nombres en diferentes paises, como la grapa de ltalia.

La determinacion de la composicion de metales en las bebidas alcohdlicas es
importante porque esos elementos pueden tener efectos tanto positivos como
negativos en esas bebidas que puede afectar la preferencia de los consumidores y su

conservacion (Ilbanez y col., 2008).

1.4.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, también llamados fenoles o polifenoles vegetales, son
sustancias que poseen uno o mas anillos aromaticos, con un radical hidroxilo
sustituyente en su estructura quimica (grupo fendlico). El fenol mismo se encuentra
como un producto natural en el reino vegetal, sin embargo compuestos con dos o0 mas
grupos hidroxilo son mas comunes.

De todos los metabolitos secundarios los polifenoles son los mas ampliamente
distribuidos y los mas diversos dentro del reino vegetal (Harborne, 1973, Markham,
1982). La diversidad de los fenoles vegetales se puede apreciar en la clasificacién que
de ellos hace Harborne (1989). De acuerdo a su tamafo molecular, este autor
reconoce 13 grupos de polifenoles: los fenoles simples, que son compuestos de seis
atomos de carbono en su estructura quimica (C6); los acidos fendlicos, con siete
atomos de carbono (C6-C1); los acidos fenilacéticos y acetofenonas, con ocho (C6-
C2); los acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas y cromonas,
con nueve (C6-C3); las naftoquinonas, con 10 (C6-C4); las xantonas, con 13 (C6-C1-
C6); los estilbenos y antroquinonas, con 14 (C6-C2-C6); los flavonoides, con 15 (C6-
C3-C6); los lignanos, con 18 [(C6-C3),]; los biflavonoides, con 30 [(C6-C3-C6),]; y
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polimeros como las ligninas (C6-C3),; las catecolaminas [(C6),]; y los flavolanos o
taninos (C6-C3-C6)n.

Los compuestos fendlicos se originan a través de la ruta metabdlica llamada de los
compuestos aromaticos vegetales (Hrazdina, 1992), formada de tres segmentos: el del
shikimato, que produce los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptofano; el
de los fenilpropanoides, que produce derivados del acido cinamico, los cuales a su vez
son precursores de los flavonoides y de las ligninas y; por ultimo, el de los
flavonoides, que produce toda la diversidad de compuestos de este ultimo grupo.

De entre los compuestos fendlicos vegetales, los flavonoides (C6-C3-C6) son los que
tienen la distribucién mas amplia dentro del reino vegetal y son los mas abundantes y
diversos (Markham, 1982). De manera natural los flavonoides pueden encontrarse en
dos formas, unidos a un glicésido (forma de glicosido) o bien sin un residuo de azucar
en su molécula (forma de aglicona). En su forma de agliconas, los flavonoides poseen
un anillo de benceno (anillo A) condensado con un anillo heterociclico de seis
miembros (anillo C), el cual tiene unido un anillo fenil (anillo B) como sustituyente en la

posicion 2 (Figura 13).

Figura 13. Estructura basica de los flavonoides

La diversidad quimica de los flavonoides esta dada principalmente por diferencias en
el nivel de oxidacion del anillo heterociclico. Con base en esta diversidad este grupo
se divide en diferentes clases. Un segundo nivel de diversidad esta dado por los
diferentes patrones de hidroxilacién, glicosilacién, metilacion, metoxilacion, y acilacion
en los anillos A y B. Esos patrones dan la estructura particular de cada compuesto
dentro de cada clase. La glicosilacion puede ser de la forma C- o bien de la forma O-,
es decir el residuo de azucar puede estar unido directamente a un atomo de carbono
perteneciente a alguno de los anillos A o B en el primer caso, o puede estar unido a un
atomo de carbono por medio de un oxigeno, en el segundo.

Las principales clases de flavonoides son los siguientes:
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a) Las flavonas y los flavonoles, ambos se caracterizan por presentar un doble enlace
entre el C2 y el C3 del anillo heterociclico C y difieren entre si por la presencia de un
grupo hidroxilo en la posicién 3 en los segundos, el cual esta ausente en las flavonas
(Figura 14).

OH
HO 0
%) OH o)
OH
HO 0
OH
OH ')

b)

Figura 14. Estructura basica de a) flavonas y b) flavonoles

Las flavonas y los flavonoles son los flavonoides mas comunes en el reino vegetal
(Imperato, 1996; Manguro y col., 1996; Choi y col., 1996; Fukai y col., 1996; Markham
y Campos, 1996).

b) Los flavanoides (Figura 15) incluyen cinco tipos diferentes de compuestos: las
flavanonas, también llamadas dihidroflavonas; los dihidroflavonoles, también llamados
flavanonoles o 3-hidroxiflavanonas; las dihidrochalconas; los flavanos; y los flavanoles.
En conjunto estos cinco tipos de flavanoides también reciben el nombre de

dihidroflavonoides, ya que los carbonos 2 y 3 (o alfa y beta en el caso de las
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]
dihidrochalconas) de su estructura quimica estan hidrogenados y no existe un doble
enlace entre ellos. Las flavanonas, los dihidroflavonoles y las dihidrochalconas se
diferencian de los flavanos y flavanoles por la presencia de un grupo carbonilo en el

anillo heterociclico en los tres primeros y su ausencia en los dos ultimos.

Ry = OH, R, = H
OH § Rq=H, R, = OH o Ri=R,=H

a) b)
R,0 OR,
O RV
OH o)
Ri=Rz=H OH
9) d)
HO o @
OH oH
e)

Figura 15. Estructuras basicas de a) flavanonas, b) dihidroflavonoles, c)
dihidrochalconas, d) flavanos y e) flavanoles.

Los flavanoides tienen una distribucion natural dentro del reino vegetal mas reducida
que las flavonas y los flavonoles. Han sido reportados en helechos y gimnospermas.
Dentro de las angiospermas, Grayer (1989) considera que se encuentran
principalmente en dos familias: las leguminosas y las compuestas. Sin embargo, Bohm

(1994) presenta una lista de flavanoides identificados desde 1986 hasta 1992 en la
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que se aprecia que mas de 100 de estos compuestos han sido caracterizados en ese
periodo de tiempo en una variedad muy amplia de familias de plantas.

¢) Las antocianinas (Figura 16), forman el grupo mas conspicuo de la familia de los
flavonoides. Son sustancias coloridas que se caracterizan por carecer de un grupo
carbonilo en la posicién 4, presentar un grupo hidroxilo en la posicion 3 y dos dobles
enlaces en el anillo heterociclico. Estos flavonoides se encuentran en todas las
familias de plantas, con excepcién de algunos géneros de las Caryophyllales del orden

Centrospermae, como el betabel, Beta vulgaris (Strack y Wray, 1989).

OH

/
O—Azucar
OH

Figura 16. Estructura basica de las antocianinas

Las antocianinas, junto con los carotenoides, estos ultimos de origen terpénico, son las
que proporcionan los colores rosa, naranja, rojo, escarlata, violeta y azul a los pétalos
de las flores y de los frutos. Estas sustancias coloridas se asocian a funciones de
atraccion visual de polinizadores y de dispersores de semillas (Harborne, 1979).

d) Los isoflavonoides (Figura 17), se caracterizan por presentar una desviacion del
anillo fenil (B) de la posicién 2 a la 3. Este se considera un grupo heterogéneo, ya que
incluye a las isoflavonas, los isoflavanos, los isoflavanoles (todos ellos derivados de
los correspondientes flavonas, flavanonas, flavanos y flavanoles), ademas de otros
con estructura mas compleja como los rotenoides y los pterocarpanos, los cuales
presentan sistemas de anillos heterociclicos extra. A diferencia de los otros grupos
revisados, éste presenta una distribucion muy limitada dentro del reino vegetal. Su
presencia es casi exclusiva de la subfamilia Papilonoideae de las leguminosas. En
otras subfamilias de las leguminosas y en otras familias de plantas se han registrado

Unicamente pocas especies productoras de algun tipo de isoflavonoide (Dewick, 1994).
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HO O
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Figura 17. Estructura basica de los isoflavonoides

1.4.5 Los fenoles de la madera

La mayoria de los fenoles aqui citados forman parte de la madera, tejido
quimicamente muy complejo, que posee compuestos de un intervalo muy amplio de
tamafio molecular e igualmente de un espectro muy variado de solubilidad. En ella se
encuentran grandes polimeros, practicamente insolubles, como la lignina y los taninos
(Taiz y Zeiger, 1991) y también sustancias de tamafio molecular muy pequefo, como
acidos alifaticos y alcoholes, que son compuestos volatiles (Fernandez de Simén y
Cadahia, 2007). Para la madera de encino francés (Quercus robur 'y Quercus petrea)
Pérez-Coello y col. (1998) reportan 96 compuestos.

Las bebidas alcohdlicas destiladas o soélo fermentadas, después de someterse a
periodos de almacenamiento en barricas, adquieren un color amarillento que es
proporcionado por la madera de la cual esta hecha la barrica. Esa coloracién se debe
a la liberacion de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides y taninos, de la
madera del barril a la sustancia alcohdlica. Esos compuestos aromaticos contribuyen
también a determinar el sabor y el aroma de esas bebidas (Hernandez y col., 2007).
Se ha encontrado que la composicion de esos compuestos aromaticos puede cambiar
a lo largo del proceso de reposo y anejamiento (Monagas y col., 2005), por lo que la
descripcion de los cambios en composicion correlacionada a la aceptacion
organoléptica a través del tiempo podria contribuir al establecimiento de parametros de
calidad e indicadores del tiempo de reposo y afiejamiento.

Los compuestos fendlicos, principalmente los flavonoides, han sido propuestos como
parametros de calidad para algunos alimentos, debido a su elevada capacidad
antioxidante (Campos y col., 1997; Sanchez-Moreno y col., 1999; Serra y col., 2001;
Almaraz-Abarca y col. 2007) y como los perfiles de estos compuestos tienen una
tendencia especie-especifica (Abdala y Seeligmann, 1995; Van Heerden y col., 2003;

Almaraz-Abarca y col., 2004; Almaraz-Abarca y col., 2006) la composicion detectada
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en los mezcales reposados y afejados podria representar un parametro de
autenticidad del origen botanico de la madera con que se elabora el barril de
afiejamiento.

Los compuestos fendlicos de las bebidas alcohdlicas destiladas ademas de
proporcionarles color y aroma también pueden conferirles propiedades antioxidantes,
como ha sido reportado por Canas y col. (2008) para brandis, y otros efectos benéficos
potenciales para la salud humana, como la inhibicion de bacterias asociadas a
infecciones gastricas (Lin y col., 2005).

Existen numerosos trabajos que reportan los efectos benéficos de los flavonoides a la
salud humana. De esos compuestos se ha reconocido su capacidad como
antioxidantes (Sanchez-Moreno y col., 1999; Almaraz-Abarca y col., 2004; Almaraz-
Abarca y col., 2007), como sustancias antibacterianas, antifingicas, antivirales (Bohm,
1998), antineoplasicas (Campos, 1997), como sustancias que pueden reducir el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Visioli y col., 2000), y como sustancias con un
amplio espectro de actividad hormonal (Middleton Jr. y Kandaswami, 1994).

Existen reportes que indican que la oxidacion en sistemas biolégicos esta asociada a
enfermedades como cancer, arterioesclerosis, diabetes, y artritis, entre otras (Nelson y
col., 1998), por lo que la busqueda de sustancias antioxidantes a partir de productos
naturales es un area cientifica en pleno ascenso. Dentro de esas sustancias, los

flavonoides ocupan un lugar importante.

1.4.6 Relacion estructura-actividad antioxidante de los fenoles

Los radicales libres son potentes sustancias oxidantes, que se multiplican
geométricamente en reacciones en cadena, provocando dafio a diversas sustancias
organicas (Nelson y col., 1998). Esos dafios se han asociado a enfermedades tales
como cancer, arterioesclerosis, isquemia cerebral y cardiaca, mal de Parkinson, entre
otras (Ames y col., 1993). Esas sustancias oxidantes pueden ser originadas como
consecuencia de los procesos metabdlicos normales de los organismos y por factores
externos como radiacién UV.

Los organismos poseen sustancias antioxidantes naturales que participan en sistemas
de defensa y reparacion, entre ellos se encuentran enzimas como superoxido
dismutasa (Sardesai, 1998; Serra y col., 1999), glutation peroxidasa (Serra y col.,
1999), catalasa (Murria y col., 2001); y sustancia como la bilirrubina y acido urico
(Sardesai, 1998; Serra y col., 1999). Sin embargo, cuando la presencia de sustancia

oxidantes rebasa la capacidad de reparacion natural, esas sustancias pueden
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reaccionar con neurotransmisores, acidos nucleicos, proteinas, coenzimas,
carbohidratos vy lipidos, que son componentes quimicos celulares importantes. En esa
condicion se considera importante la ingesta de antioxidantes exdgenos.

Las vitaminas C y E, el B-caroteno, y compuestos fendlicos como los acidos fendlicos y
los flavonoides, entre otros, son sustancias capaces de bloquear radicales libres, de
quelar metales, de “quenchiar”’ singletes de oxigeno (Clifford y Cuppett, 1997), y de
tener efectos sobre la actividad de una gama muy amplia de enzimas involucradas en
reacciones de oxidacion (Middleton y col., 2000), que les confieren la propiedad de
actuar como antioxidantes exdégenos cuando son ingeridos por los organismos.

Las propiedades de los acidos fendlicos y de los flavonoides han sido documentadas
en varios reportes (Campos, 1997; Nelson y col., 1998; Almaraz-Abarca y col., 2004;
Almaraz-Abarca y col., 2007). Los flavonoides en particular pueden reducir radicales
libres de oxigeno y de nitrégeno debido a que tienen bajos potenciales redox (Pietta,
2000), mientras que por su capacidad de quelar iones de metales de transicion pueden
inhibir la generacion de radicales oxigeno y la oxidacion en cadena subsecuente
(Afanas’ev y col., 1989).

Las propiedades antioxidantes de los flavonoides estan asociadas a ciertas
condiciones de su estructura quimica. La capacidad quelante se ha asociada a la parte
de catecol del anillo B, y el comportamiento redox a la presencia de grupos 3-hidroxi
(Brown y col., 1998).
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2. JUSTIFICACION

La elaboracién de mezcal es una actividad tradicional en los municipios de Durango,
Nombre de Dios, y Mezquital, municipios donde crece de manera natural Agave
durangensis 0 agave cenizo, que es la materia prima de esa importante actividad
econdmica. Sin embargo, en Durango la elaboracién de la bebida alcohdlica se ha
llevado a cabo de acuerdo a métodos artesanales y sin control de calidad alguno. A
pesar de eso, en 1994 ese Estado logré obtener la denominacidn de origen para la
elaboracion de esa bebida alcohdlica. Desde entonces ha habido un interés por parte
de los ejidatarios productores por mejorar las condiciones de fabricacion y de aplicar
medidas para tener un control de la calidad de su producto. Ese interés ha sido
apoyado por instituciones de investigacion, como el CIIDIR-IPN-Durango, que ha
brindado orientacion técnica a los productores, y por el gobierno del Estado de
Durango, que ha proporcionado recursos materiales para la creacién de una planta
destiladora que ya esta en funcionamiento en el municipio de Nombre de Dios, y de
dos mas, una en el municipio de Durango y otra en el municipio de Mezquital, que
entraran en funcionamiento proximamente.

La realizacién de este estudio, sobre la determinacién de los estandares de calidad del
mezcal elaborado en Durango, responde a una demanda concreta de los productores
por contar con parametros que permitan tipificar su producto y que les permita
garantizar la autenticidad del mismo.

Dado que el mezcal elaborado en el Estado de Durango pasa por procesos
semejantes de elaboracién y almacenamiento a los de otras bebidas destiladas y se
carece de informacion que permita establecer la calidad, con respecto a los niveles en
los que sustancias importantes para definir el aroma, el sabor, y propiedades
adicionales como la capacidad antioxidante, se encuentran en el producto destilado y
almacenado, en este trabajo se propone desarrollar un indice de calidad, basado en la
caracterizacion con respecto a la presencia de cetonas, aldehidos, metales, y
compuestos fendlicos asociados a la capacidad antioxidante de esta bebida, que
permita llevar un control estricto de calidad y cumplir asi con las normas y estandares

nacionales e internacionales que garanticen su circulacion competitiva en el mercado.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar un perfil de la calidad del mezcal producido en el estado de Durango a
partir de Agave durangensis, con respecto a la composicion de cetonas, aldehidos,

metales, compuestos fendlicos, y capacidad antioxidante.

Objetivos Especificos

- Definir el comportamiento espectral UV/Vis del mezcal de Durango.

- Determinar la composicién de compuestos organicos (aldehidos y cetonas) presentes
en el mezcal elaborado en el estado de Durango.

- ldentificar la presencia de metales que se adicionan durante el proceso de
elaboracion de ese mezcal.

- Identificar los cambios en los perfiles fendlicos del mezcal durante siete meses de
reposo en barricas.

- Determinar la capacidad antioxidante asociada a la presencia de fenoles, para esta
bebida alcohdlica.

- Proponer un indice de calidad para este producto
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras de mezcal

Las muestras de mezcal fueron proporcionadas por la Cooperativa “Planta Productora
de Mezcal”, de Nombre de Dios, Durango, México.

Las muestras se colectaron cada semana desde el 29 de octubre de 2007 (mezcal
recién destilado, llamado mezcal joven) al 23 de mayo de 2008 (mezcal de 207 dias
de reposo), de tres diferentes barricas, elegidas de manera aleatoria, hechas de
madera de encino blanco Americano (Quercus alba L.), importadas de Estados
Unidos; de acuerdo a lo mencionado en la Norma Oficial Mexicana “NOM-070-SCFI-
1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal”. Las muestras (alicuotas de 100 mL tomadas de
barricas recién abiertas) fueron inmediatamente e individualmente analizadas para
determinar el comportamiento espectral, la composicién de aldehidos y cetonas, la
presencia de metales, el contenido total de fenoles, los perfiles fendlicos, y la

capacidad antioxidante.

4.2 Determinacion de los espectros de absorcion UV-Vis.

Para evaluar si el comportamiento espectral en la region UV-Vis representa una
herramienta para determinar la autenticidad y la tipificacion del mezcal de Durango,
primeramente se definié el intervalo de la variabilidad con respecto a las longitudes de
onda de maxima absorcién y de los valores de absorbancia, es decir de los espectros
de absorcion UV-Vis del mezcal genuino para que sirva de referencia y comparacion
con cualquier posible muestra adulterada o falsificada. La definicion de un intervalo de
absorbancia para el mezcal puede ayudar a determinar adulteraciones o
falsificaciones, como se ha establecido para otras bebidas destiladas, como el whisky
(MacKenzie y Aylott, 2004).

Los espectros de absorcion UV-Vis de todas las muestras de mezcal se realizaron de
acuerdo al método descrito por Barbosa-Garcia y col. (2007), propuesto como un
método sencillo y econémicamente accesible para identificar diferentes marcas de
tequila y para discriminar entre tequilas 100% de agave y tequilas mezclados.

El espectro de absorcion de cada muestra se obtuvo con un espectrofotometro UV-

Visible (Spectronic Genesys 2). De manera individual se colocé un mL de muestra en
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una celda de cuarzo de 1 cm de grosor. Cada espectro se registrd, previa
centrifugaciéon (6000 rpm, durante 10 minutos, a temperatura ambiente), entre 200 y
500 nm, por duplicado. Se uso como blanco etanol al 40% en agua.

La precisién analitica se determiné con muestras del mezcal joven elaborado en La
Constancia, Durango, con base en el célculo de los valores promedio y desviacion
estandar de la absorbancia a 10 longitudes de onda elegidas a intervalos de 20, entre
220 y 400 nm, que es el intervalo de los espectros en los que se localizan los picos y
valles. Las longitudes de onda para esta evaluacién se eligieron previo analisis del
comportamiento espectral de las muestras entre 200 y 500 nm, Las lecturas de

absorbancia de cada una de las 10 longitudes de onda se evaluaron por triplicado.

4.3 Determinacién de la composicién de aldehidos y cetonas

En el apéndice A de la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994-Bebidas
Alcohdlicas-Tequila, se describe un método quimico por titulacion, para determinar la
concentracion de ésteres y aldehidos, pero no cetonas. Sin embargo, la NOM-070-
SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal no hace referencia alguna a determinaciones
de estas sustancias. En este trabajo se estimé la concentracion de cetonas y
aldehidos por las técnicas y métodos que internacionalmente se han propuesto para
tal fin. Estas determinaciones se realizaron por HPLC/DAD, de acuerdo al método
propuesto por Cardoso y col. (2003), modificado, con el que se pueden detectar
cetonas y aldehidos como sus derivatizados 2,4-dinitrofenilhidrazonas, de manera
simultanea.

Para la derivatizacién de aldehidos y cetonas presentes en las muestras de mezcal se
prepard una solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) disolviendo 200 mg de
esta sustancia en 1 mL de acido sulfurico concentrado, 1.5 mL de agua (adicionada
gota a gota), y 6 mL de etanol. De la solucién de 2,4-DNPH se tomo6 0.5 mL y se
combinaron con 0.025 mL de acido fosférico y 1 mL de cada una de las muestras de
mezcal. Después de 2 hrs de incubacion en obscuridad y a temperatura ambiente, las
soluciones se filtraron para su analisis en HPLC/DAD.

Los analisis de HPLC fueron realizados con un cromatégrafo y un detector de arreglo
de diodos Perkin Elmer, modelo Series 200, y una columna Perkin ElImer Brownlee
Analytical C18 (4.6x250 mm, 5um). El volumen de inyeccién fue de 40 L, la velocidad
de flujo de 1mL/min. Los cromatogramas se registraron a 365 nm, con metanol-
acetonitrilo (8:2) como solvente A y agua como solvente B, de acuerdo al siguiente

gradiente lineal: 60% de solvente A durante 9 minutos, 95% de solvente A durante 16
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minutos, y 60% de solvente A durante 24 minutos. Los espectros de absorcion de cada
compuesto resuelto se registraron en el intervalo de longitud de onda de 300 a 500
nm. Los estandares 2-butanona, acetona, 2-metilciclohexanona, ciclopentanona,
formaldehido, y valeraldehido se analizaron de la misma manera. La identificacion de
los compuestos organicos detectados en las muestras de mezcal se realizé por
comparacion directa de los tiempos de retencién y de los espectros de absorcion de
los estandares, y por el comportamiento espectral y cromatografico reportado

previamente (Cardoso y col., 2003; Mufioz y col., 2005).

Se emplearon las ecuaciones ¥ = 13.6X + 031 =0999;y ¥ = 102X +0.74 r=
0.9997, obtenidas por analisis de regresion lineal de los datos de las concentraciones
contra las areas respectivas de los picos de los cromatogramas, obtenidos por
HPLC/DAD, para acetona y para formaldehido, respectivamente, para estimar las
concentraciones relativas de cada uno de los compuestos organicos detectados en las
muestras de mezcal. Para desarrollar las ecuaciones de ambos compuestos, las
concentraciones empleadas fueron 1, 5, 10, 20 y 50 mg/L. Las concentraciones de
derivados cetdnicos y aldehidicos se expresaron en términos de mg/L de equivalentes

de acetona y mg/L de equivalentes de formaldehido.

4.4 Determinacion de metales.

La estimacién de metales no esta sefialada ni en la NOM-006-SCFI-1994-Bebidas
Alcohdlicas-Tequila ni en la NOM-070-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Mezcal. Sin
embargo, existe otra Norma Oficial Mexicana, la NOM-117-SSA1-1994-Bienes y
Servicios, Método de Prueba para la Determinacion de Calcio, Arsénico, Plomo,
Estroncio, Cobre, Fierro, Zinc y Magnesio en Alimentos, Agua Potable y agua
Purificada, por Espectroscopia de Absorcion Atdmica. En este estudio se evaluaron las
concentraciones de los metales senalados por la NOM-117-SSA1-1994, ademas de
As, debido a que este elemento ha sido detectado en el agua del Estado de Durango
(Albores y col, 1979; Ortiz y col., 1998; Rosas y col., 1999; Leal y Gelover, 2002).

La presencia de metales en los destilados se realizé por la técnica de espectrometria
de absorcion atémica por horno de grafito o por flama, de acuerdo a lo delineado en la
NOM-117-SSA1-1994. Alicuotas de cada una de las muestras de mezcal se
sometieron de manera individual a digestion acida, de acuerdo a lo sefialado en esa

misma norma.
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Los analisis se hicieron con un equipo Perkin-Elmer EAA Aanalyst 700. Fierro y Zinc
fueron determinados por la técnica de flama (Fe: ¥ = 0.0395 + 0.0512X | r =0.9801;
Zn: ¥ = 0.2268 + 0.0475X r=0.9984), y arsénico, plomo, cadmio y cobre, por horno

de grafito (As: ¥ = 0.01162 + 0.00416X = 0.9975; Pb: ¥ = 0.00651X  r=0.9999;
Cd: ¥ = —0.01487 + 0.0028%X = r = 0.9980; Cu: Y = 0.11857 + 0.01732X | =
0.9923).

4.5 Composicion fendlica

La presencia de compuestos fendlicos es un parametro que no esta considerado ni en
la NOM-006-SCFI-1994-Bebidas Alcohdlicas-Tequila ni en la NOM-070-SCFI-1994-
Bebidas Alcohdlicas-Mezcal, por lo que su determinacion se realizé de acuerdo a
técnicas y métodos reportados para otros tipos de bebidas. Para estos analisis se

emplearon muestras de mezcal colectada a intervalos aproximados de ocho dias.

4.5.1 Fenoles totales

El contenido total de cada muestra de de mezcal se determiné por el método de Folin-
Ciocalteu, de acuerdo a Lozoya-Saldana y col. (2007), a partir de una curva estandar
de acido galico (1 a 10ug/mL vs. absorbancia): AbSzsonm = 0.08490 [acido galico] +
0.06386, coeficiente de correlacion r = 0.9963. Los valores de absorbancia se
registraron a 760 nm, después de 120 min de incubacidon en obscuridad. Los

contenidos de fendles se expresaron en mg de equivalentes acido gélico (EAG)/L.

4.5.2 Perfiles fendlicos

Las muestras de mezcal se concentraron al 50% de su volumen inicial y después se
extractaron dos veces con acetato de etilo. Las fracciones organicas combinadas se
concentraron a sequedad. Los residuos se resuspendieron en una solucion de etanol-
agua (1:1, v/v) y se analizaron (alicuotas de 20 L) para determinar su composicion
fendlica, por medio de HPLC/DAD, de acuerdo al método descrito por Campos (1997),
en un sistema HPLC marca Perkin Elmer Series 200, y una columna Perkin Elmer

Brownlee Analytical C18 (4.6x250 mm, 5um), por medio de un gradiente de
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acetonitrilo-agua acidificada. Los cromatogramas se registraron a 260 and 340 nm.
Los datos espectrales para todos los picos se acumularon en el intervalo de longitud
de onda de 200-400 nm usando un detector de arreglo de diodos (Perkin Elmer Series
200). Las identificaciones estructurales se hicieron por comparacién directa de los
tiempos de retencion y de los espectros UV de estandares, y de acuerdo a las
compilaciones publicadas por Mabry y col. (1970) y por Campos y Markham (2007).
Los compuestos que no pudieron compararse con un estandar, se identificaron
considerando sus parametros espectrales. Los estandares comerciales empleados
fueron acido galico, acido p-cumarico, acido ferllico, acido siringico, acido p-

hidroxibenzoico, quercetina, quercitrina, y miricetina.

4.6 Capacidad antioxidante

Las propiedades antioxidantes del mezcal de Durango a diferentes tiempos de reposo
se evaluaron por medio de la determinacion de la capacidad bloqueadora del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH*), reportado por Campos (1997). Cuatro
concentraciones (0 a 200 pL) de cada muestra fueron individualmente adicionadas a
una solucion de DPPH* (33 pyg/mL en etanol-agua, 50% v/v) de tal manera que se
mantuviera un volumen final de 1 mL. La disminucién en la absorbancia se determiné
a 523 nm después de 30 min. Las concentraciones de DPPH* en el medio de reaccion
contra las concentraciones de fenoles de las muestras se graficaron para determinar,
por regresion lineal, la concentracion efectiva al 50%, definida como la cantidad de
antioxidante necesitada para disminuir al 50% la concentracién inicial de DPPH*
(ECso). Estandares para derivados hidroxicinamicos fueron también evaluados. La
siguiente curva de calibracién, hecha con DPPH* entre 1.0 y 6.6 pg/mL, fue empleada
para calcular la concentracion de DPPH* (ug mL'1) en el medio de reaccion: Assz nm =
0.004380 [DPPH*] + 0.399, coeficiente de correlacion r = 0.99627. La actividad
bloqueadora de radicales libres se expresd en cada caso en términos de ECsp en

pg/mL.

4.7 Analisis estadistico

Las muestras se analizaron por ftriplicado y de manera independiente. Se utilizé el
disefio estadistico de bloques al azar (analisis de varianza ANOVA con p<0.05) y el

ANOVA multivariado. Los resultados de los analisis que mostraron diferencias
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estadisticas significativas se sometieron, independientemente, a la prueba pos hoc de

Duncan. Los datos fueron procesados con los programas de cémputo: COSTAT

(1982) y SPPS version 15.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comportamiento espectral UV/Vis

Las Figuras 18 a 20 consignan los espectros de las muestras de mezcal de la barrica

1, 4 y 7, respectivamente, a diferentes tiempos de reposo. Con el fin de mostrar las

tendencias de una manera clara, se presentaron los espectros de solamente una de

las repeticiones en cada caso.

Barrica 1

33 dias

47 dias

61 dias

68 dias

75 dias

82 dias

89 dias

96 dias

103 dias

110 dias
117 dias
124 dias
131 dias
159 dias

175 dias

' ) 195 dias
350 400

Longitud de onda

Figura 18. Espectros de absorcion de muestras de mezcal de A. durangensis, a

diferentes tiempos de reposo en la barrica 1.
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26 dias

Barrica 4

33 dias

47 dias

61 dias

68 dias

75 dias

82 dias

89 dias

96 dias

Absorbancia

103 dias
110 dias
117 dias
124 dias

o : : : : 131 dias

200 250 300 350 400 159 dias
175 dias

Longitud de Onda

195 dias

Figura 19. Espectros de absorcion de muestras de mezcal de A. durangensis, a diferentes
tiempos de reposo en la barrica 4.

Barrica 7

33 dias

47 dias

61 dias

68 dias

1.2 - 75 dias

82 dias

89 dias

96 dias

103 dias

Absorbancia

110 dias
117 dias
124 dias

138 dias

159 dias

175 dias

195 dias
-0.3 -~

Longitud de onda

Figura 20. Espectros de absorcion de muestras de mezcal de A. durangensis, a diferentes
tiempos de reposo en la barrica 7.

Las Figuras 21 y 22 muestran respectivamente, los espectros de absorciéon UV de una

muestra de mezcal joven elaborado en el poblado de La Constancia, Durango, y del

elaborado en la planta destiladora del poblado de Nombre de Dios, Durango.
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Figura 21. Espectros de absorcion de muestras de mezcal joven elaborado a partir de
A. durangensis, en La Constancia, Durango.
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Figura 22. Espectros de absorcion de muestras de mezcal joven elaborado a partir de
A. durangensis, en la Planta Destiladora de Nombre de Dios, Durango.

De acuerdo a las Figuras 18 a 22, los espectros de absorciéon de las muestras de
mezcal joven y reposado de Agave durangensis presentan una banda de absorcion
entre 250 y 330 nm, con un fuerte pico de maxima absorcién a 277 nm, y casi nula
absorcion a longitudes de onda mayores a 400 nm. Este maximo de absorcion es muy
cercano al reportado para tequila, que es de 278 nm (Barbosa-Garcia y col., 2007). De
acuerdo con estos autores, esa banda revela la presencia de compuestos organicos

volatiles procedentes de la coccion de la pifia de agave y de la fermentacion de su
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jugo. Para las muestras de mezcal almacenado en barricas, los valores de
absorbancia a 277 nm aumentaron de 0.311, 0.343 y 0.372 a los 33 dias de reposo,
hasta 0.520, 0.648, y 0.646 a los 195 dias, para la barrica 1, 4 y 7, respectivamente,

La precision analitica del método se estim6 de acuerdo a MacKenzie y Aylott (2004).
Los calculos realizados para ello se muestran en la Tabla 1 y en el Anexo 1. De
acuerdo a la Tabla 1, los limites de confianza variaron de +0.0007 a 400 nm, hasta
1+0.0228 a 200 nm. Los valores estrechos de los limites de confianza sugieren una alta
precision del comportamiento de absorbancia del mezcal a cualquiera de las 10

longitudes de onda evaluadas.

Tabla 1. Precision del analisis espectral para el mezcal joven de A. durangensis, elaborado en
La Constancia, Durango

Nm Intervalo de Mediat Desviacion Estandar Limite de

absorbancia confianza
(1.960)*
200 0.600-0.705 0.6276+0.0369 1+0.0228
240 0.322-0.342 0.332+0.0063 +0.0039
260 0.335-0.354 0.3468+0.0055 1+0.0034
280 0.471-0.491 0.4822+0.0075 10.0046
300 0.238-0.252 0.2442+0.0048 +0.0029
320 0.140-0.148 0.1422+0.0023 +0.0014
340 0.116-0.124 0.1192+0.0023 1+0.0014
360 0.087-0.093 0.0896+0.0018 +0.0011
380 0.048-0.053 0.0509+0.0013 +0.0008
400 0.024-0.028 0.0258+0.0012 +0.0007

Resultados correspondientes a tres muestras independientes

* Calculado como LC = (x-X)/ DE, donde x=lectura de la absorbancia a una longitud de onda dada, X=media de las
lecturas de absorbancia a una longitud de onda, DE=desviacion estandar.

Existe una alta correlacion entre los valores de maxima absorcién a 277 nm y el
tiempo de reposo del mezcal de Durango. Las Figuras 23 a 25 muestran la tendencia
de estas dos variables para las barricas 1, 4 y 7, respectivamente. Los valores altos de
esas correlaciones (r = 0.993, r = 0.990, y r = 0.993, para barrica 1, 4 y 7,
respectivamente) sugieren que la caracterizacion del comportamiento espectral de las
muestras de mezcal joven y reposado durante diferentes periodos podria representar

un parametro de calidad y de autenticidad del producto, debido, ademas, a la precision
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del método y a que bebidas adulteradas tienen comportamientos espectrales que se
desvian de los parametros tipicos de las bebidas auténticas, y esa desviacion es tal
que puede ser posible discriminar entre bebidas autenticas y adulteradas por medio de
analisis multivariados como el de componentes principales (Barbosa-Garcia y col.,
2007). Esta caracterizacion espectral es un método rapido y relativamente accesible
en términos técnicos, ya que no requiere algun tipo de preparacién de las muestras, y

econdmicos que podria ser incluido en la norma de calidad de esa bebida alcohdlica.

0.8

0.5 -

Absorbancia 0.4 - y=0.002x +0.248
03 4 R2=0.988

0.2
0.1
O T | 1

0 100 200 300
Tiempode reposo (dias)

Figura 23. Correlacion entre el tiempo de reposo y los valores de A ;77 . del mezcal de la
barrica 1
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Figura 24. Correlacion entre el tiempo de reposo y los valores de A 577\ del mezcal de la
barrica 4
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Figura 25. Correlacion entre el tiempo de reposo y los valores de A ;77 nm, del mezcal de la
barrica 7
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5.2 Compuestos organicos: aldehidos y cetonas

Para que los azucares contenidos en las pifias de agave puedan ser sustrato para las
levaduras que realizan la fermentacion alcohdlica, esas pifias deben ser cocidas.
Durante la coccion, que se lleva a cabo a temperaturas elevadas, se generan
aldehidos, principalmente aldehidos furanicos, como resultado de la reaccién de
Maillard; este tipo de compuestos han sido reportados para brandis (Quesada y col.,
1995; Canas y col., 2003) y para tequila (Rodriguez y col., 2005).

Para el analisis de las cetonas y aldehidos presentes en las muestras del mezcal de
Durango, ambos tipos de compuestos se transformaron en sus derivados 2,4-
dinitrofenilhidrazonas (2,4-DNPH) después de la reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Diez principales compuestos de derivados ceténicos y aldehidicos fueron detectados
en el mezcal de Durango, a diferentes tiempos de reposo. La relacion de esos

compuestos se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Aldehidos y cetonas detectados en el mezcal de Durango

NUMERO DE COMPUESTO TR (min) IDENTIFICACION
1 4468  5-hidroximetilfuraldehido (5-HMF)
2 8.006 2-furaldehido (2-FAL)
3 9.957 5-metilfuraldehido (5-FMA)
4 11.944 Acetona
5 15.833 NI
6 17.377 NI
7 20.457 Valeraldehido
8 21.694 Ciclopentanona
9 24.206 NI
10 24.811 NI

NI: no identificado
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La identificacion de los compuestos se realizd por comparacion directa de los tiempos
de retencion y los espectros UV/Vis con los de los estandares. En el Anexo 2 se
muestras los espectros y tiempos de retencidén correspondientes a los estandares
empleados para la identificacion de los derivados cetdnicos y aldehidicos presentes en
el mezcal de Durango, ademas los espectros y tiempos de retencién de 10
compuestos encontrados en las muestras y de otros cuatro, también detectados en las
muestras de mezcal, cuya concentracion fue menor a 0.1 mg/L.

Los aldehidos y cetonas identificados en las muestras de mezcal fueron 5-
hidroximetilfurfuraldehido (compuesto 1, TR=4.4 min), 2-furaldehido (compuesto 2,
TR=8.00), 5-metilfurfuraldehido (TR=9.9, compuesto 3), y valeraldehido (compuesto
7, TR=20.4). Las cetonas identificadas fueron acetona (compuesto 4, TR=15.8), y
ciclopentanona (compuesto 8, TR=21.6). Otros cuatro compuestos no pudieron ser
identificados. A diferencia de lo reportado para tequila (Mufoz y col, 2005)
acetaldehido y siringaldehido no fueron encontrados. A diferencia también de lo
reportado para tequila por esos mismos autores, en el mezcal de Durango se
detectaron por lo menos cinco compuestos de tiempos de retencion mayores a 19
minutos, que no se mencionan para el tequila. Las diferencias en los perfiles de
aldehidos y cetonas entre el mezcal de Durango y lo reportado para tequila (Mufioz y
col.,, 2005) y para otras bebidas (Cardoso y col., 2003) sugieren que pueden ser
utilizados como parametros de autenticidad, ya que su presencia depende de la
composicion de fructanos presentes en la materia prima y del método particular de
elaboracion, principalmente de las condiciones de coccion (Michel-Cuello y col., 2008).
Esos perfiles también pueden representar parametros de no adulteracion, ya que la
adicién de alcohol de cafia al mezcal (que es una de las principales formas de
adulteracion), provocaria una disminucién en la concentracion de estos componentes.
La estimacion de la concentracion de los derivados cetonicos y aldehidicos
identificados en el mezcal de Durango, de las barricas 1, 4, y 7, a diferentes tiempos
de reposo, se presentan en las Tablas 3 a 5.

Los compuestos encontrados a mayor concentracion en las tres barricas a cualquier
tiempo de reposo fueron el 5-HMF (compuesto 1) y la acetona (compuesto 4), con
valores entre 26.18 y 37.79 mg/L, y entre 36.30 y 52.90 mg/L, respectivamente
(Tablas 3 a 5). Las concentraciones totales de aldehidos en cualquiera de las tres
barricas fueron menores a 50 mg/L, estos valores son muy bajos comparados con los

reportados para cofiac, que llegan a alcanzar hasta 200 mg/L (Savchuk y col., 2001).
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Tabla 3. Concentracion (mg/L) de derivados cetonicos y aldehidicos del mezcal de la Barrica 1
a diferentes tiempos de reposo.

B1 B1 B1 B1 B1 B1 B1
Comp. (47 dias) (75 dias) (110 dias) (131 dias) (175 dias) (195 dias) (207 dias)
1 37.7942.47  32.88+4.33 35.02+5.09 26.18+4.36 30.86+3.61  27.19+5.47 29.76+3.18
2 1.22+0.12 1.79+0.51 1.20+0.04 1.55+0.14 1.82+0.88 1.81£0.09  2.19+0.24
3 0.35+0.06 0.33£0.04  0.41+0.02 0.39+0.05 0.48+0.02 0.50+0.05  0.34+0.06
4 48.81613.30 45.7243.07 42.18+7.59 45.1619.88 52.90+12.08 44.88+8.40 50.41+2.37
5 2.59+0.59 4.37+0.63 2.06+0.767 3.76+1.36 3.40+0.18 2.40+0.42  2.99+0.60
6 2.96+0.27 2.041£0.12  2.39+0.01 2.3240.99 3.53+1.57 2.124¢0.24  1.92+0.10
7 1.4210.15 1.26+0.04 1.28+0.02 1.1810.09 1.2110.31 1.2810.02 1.1610.05
8 1.19+0.15 1.31+0.06 1.46+0.06 1.53+0.07 1.30+0.21 1.54+0.10  1.12+0.18
9 0.33+0.06 0.26+£0.03  0.27+0.06 0.28+0.01 0.36+0.04 0.30+0.03  0.27+0.01
10 0.36+0.05 0.37£0.02  0.29+0.05 0.31+0.04 0.52+0.11 0.32+0.01 0.47+0.08

Los valores representan la media y la desviacion estandar de tres repeticiones

Tabla 4. Concentracion (mg/L) de derivados cetoénicos y aldehidicos del mezcal de la Barrica 4
a diferentes tiempos de reposo.

B4 B4 B4 B4 B4 B4 B4
Comp. (47 dias) (75 dias) (110 dias) (131 dias) (175 dias) (195 dias) (207 dias)
1 31.67+3.06 31.96%2.16 32.71+2.97 33.1412.46 33.836+2.11 30.17+2.49 29.71£3.12
2 0.99+0.20 0.65+0.04  0.75+0.11  0.87+0.11 2.00+0.19 1.06+0.18  1.09+0.07
3 1.29+0.11 1.25+0.07 2.15+0.06  2.20+0.05 0.71+0.03 0.70+0.17  0.780.15
4 42.36+1.13  38.7£9.16 42.48+9.23 45.23+6.78 46.8414.90 43.05%¢6.99 43.03+5.18
5 2241093 2.45+0.36 2.11+0.20 2.45+0.35 2.05+0.09 2.91+0.43  2.35+0.21
6 2.31+0.13  2.51+0.44  2.43+0.36  1.81+0.11 1.99+0.25 1.43+0.22  1.99+0.21
7 1.93+0.64 2.97+0.06 2.72+0.39  3.89+0.21 1.77+¢0.14  1.55+0.262 3.21+0.39
8 1.61£0.09  0.42+0.08 1.16+0.16 0.913+0.19  1.46+0.10 1.21+#0.26  1.08+0.13
9 0.32+0.02  0.32+0.02  0.30+0.02  0.30+0.01 0.29+0.02 0.30+0.02  0.27+0.03
10 0.31£0.00 0.31+0.06  0.43+0.07  0.56+0.08 0.44+0.06 0.35+0.05  0.41+0.06

Los valores representan la media y la desviacion estandar de tres repeticiones
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Tabla 5. Concentracion (mg/L) de derivados ceténicos y aldehidicos del mezcal de la Barrica 7
a diferentes tiempos de reposo.

Com B7 B7 B7 B7 B7 B7 B7

(47 dias) (75 dias) (110 dias) (131 dias) (175 dias) (195 dias) (207 dias)
1 34.3746.89 34.661+5.98 34.70+1.77 33.25+2.85 31.14+2.38 26.79+4.98 31.50+£2.19
2 0.93+0.14 1.4+0.08 1.32+0.22 1.62+0.38 1.8910.15 1.41+0.23 2.72+0.44
3 0.87+0.08 1.024¢0.22  0.75+0.09 0.99+0.14 0.47+0.08  0.47+0.11 0.57+0.07
4 44.71+2.041 36.334.40 39.78+2.85 44.69+11.96 40.79+6.73 48.28+2.63 45.36+11.12
5 2.19+0.08 2.16+0.14  2.04+0.24 2.41+0.27 2.48+0.36  2.38+0.25 2.65+0.32
6 2.09+0.04 1.9240.14  1.75+0.22 1.54+0.23 3.26£0.24  2.13+0.13 1.85+0.52
7 2.18+0.10 2491029 1.67+0.35 1.4610.31 1.7310.28  1.30+0.04 1.73120.52
8 1.17+0.06 0.88+0.22  2.04+0.33 1.43+0.38 1.35£0.26  1.53+0.12 1.14+0.08
9 0.28+0.03 0.32£0.03  0.31+0.03  0.31%0.025 0.29+0.01  0.29+0.01 0.28+0.01
10 0.29+0.03 0.32£0.03  0.35+0.06 0.41+0.13 0.43+0.11  0.36+0.10 0.41+0.06

Los valores representan la media y la desviacion estandar de tres repeticiones

No se encontré una clara correlacion entre la concentracion de los compuestos
organicos y el tiempo de reposo del mezcal. Los valores de los indices de correlacion
entre el tiempo de reposo y la concentracion del compuesto 4, que fue el mas
altamente concentrado y que estuvo presente en todas las muestras analizadas,
fueron r = 01483, r = 0.1923 y r = 0.2810 para la barrica 1, la barrica 4 y la barrica 7,
respectivamente (Figuras 26 a 28). Esto sugiere que la composicion de derivados
cetdnicos y aldehidicos es muy estable en el mezcal de Durango, con ligeros cambios
en su concentracién a lo largo del tiempo de reposo. Esa estabilidad sugiere que la
composicion queda definida practicamente desde que el destilado es obtenido, como
producto principalmente de las condiciones de cocciéon y fermentaciéon, como lo
afirman Vallejo-Cérdoba y col. (2004), y contrario a lo que afirman Pérez-Coello y col.
(1988) acerca de que la madera de las barricas es una fuente importante de estos
compuestos, las bajas correlaciones entre el tiempo de reposo y la concentracion de
los aldehidos y cetonas del mezcal de Durango sugieren que esa contribucion es
minima.

Las diferencias entre los perfiles de derivados cetonicos y aldehidicos reportados para
tequila (Mufoz y col., 2005) y los encontrados en este trabajo, los cuales fueron muy
diferentes en términos cualitativos y cuantitativos, sugieren que esos perfiles pueden
ser elementos de tipificacion y autenticidad entre mezcales. Sin embargo, la baja
correlacion entre las concentraciones de los compuestos organicos y los tiempos de
reposo, y la conservacion cualitativa de los perfiles a lo largo del tiempo de
almacenamiento, sugieren que éstos no serian indicadores de la edad de reposo del

mezcal de Durango.
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Figura 26. Correlacion entre la edad de reposo del mezcal de la barrica 1 y la concentracion del
compuesto 4.
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Figura 27. Correlacion entre la edad de reposo del mezcal de la barrica 4 y la concentracion del
compuesto 4.
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Figura 28. Correlacion entre la edad de reposo del mezcal de la barrica 7 y la concentracion del
compuesto 4.

Los resultados de la cuantificacion de derivados cetonicos y aldehidicos a diferentes
tiempos de reposo en cada una de las barricas fueron también sometidos a un analisis
estadistico multivariado. Este analisis indicé diferencias significativas entre las
concentraciones de esos compuestos (Fg20 = 301.44, p=0.0001). La prueba de
Duncan enfatiza lo mostrado en las Tablas 3, 4 y 5 sobre la predominancia de los
compuestos 4 y 1 en las tres barricas analizadas. El analisis multivariado muestra la
formacion de tres grupos en la barrica 1, en el primero se encuentra el compuesto 4,
que es el mas concentrado; en el segundo grupo el compuesto 1, que es el segundo
mas concentrado; y en el tercero se agrupan los ocho compuestos restantes. El
comportamiento de la concentracion de derivados aldehidicos y cetdnicos a lo largo
del tiempo de reposo de la barrica 1, obtenido por este analisis, se muestra en la
Figura 29.

Para la barrica 4 también se encontraron diferencias significativas (F20 = 1440.07,
p=0.0001) y la prueba de Duncan indico la formacién de cuatro grupos, en el primero
se encuentra el compuesto 4 con la mayor concentracion, en el segundo grupo el
compuesto 1, en el grupo tres se ubicaron los compuestos 2,3,6,5,7,y 8 y finalmente

en el grupo cuatro estan ubicados los compuestos 9 y 10 (Figura 30).
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Figura 29. Comportamiento de la concentracién de derivados aldehidicos y cetonicos a 1o largo
del tiempo de reposo de la barrica 1.
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Figura 30. Comportamiento de la concentracion de derivados aldehidicos y cetdnicos a lo largo
del tiempo de reposo de la barrica 4.
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El analisis estadistico multivariado de la concentracién de compuestos fendlicos a lo

largo del tiempo de almacenamiento para la barrica 7 mostr6 también diferencias

significativas (Fg20) = 5036.35, p=0.0001) y la prueba de Duncan indic6 la formacion

de cinco grupos, en el primero se encuentra el compuesto 4 con la mayor

concentracién, en el segundo grupo el compuesto 1, en el tercero se ubicaron los

compuestos 2, 5, 6, y 7, en el cuarto grupo el compuesto 8 y finalmente en el grupo

quinto los compuestos 3, 9y 10 (Figura 31).
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Figura 31. Comportamiento de la concentracion de derivados aldehidicos y cetdnicos a lo largo
del tiempo de reposo de la barrica 7.

Cuando se compara la concentracion de cada compuesto en las tres barricas a lo

largo del tiempo de reposo se obtienen los datos presentados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Comparacion de las concentraciones de derivados cetonicos y aldehidicos del
mezcal de Durango almacenado en tres diferentes barricas.

Compuesto le@rencllas Valor de F Grupos formados
significativas

No encontrada

—_—

2 Encontrada Foe =13.1, p=0.006 Barrica 7,1 vs. barrica 4

3 Encontrada Fo6 =752.69, p=0.0001 Barrica 4 vs. barrica 7, barrica 1
4 No encontrada - -

5 Encontrada Fo6 = 19.50, p=0.002 Barrica 1 vs. barrica 4, barrica 7
6 Encontrada Fa6 =5.54, p=0.038 Barrica 1 vs. barrica 4, barrica 7
7 Encontrada F6=251.9, p=0.0001 Barrica 4 vs. barrica 7, barrica 1
8 Encontrada F26 = 6.9, p=0.027 Barrica 7, barrica 1 vs. barrica 4
9 No encontrada ) )

10 No encontrada - -

Del andlisis multivariado resalta que los compuestos 1, 4, 9 y 10, que no presentaron
diferencias significativas en sus concentraciones a lo largo de tiempo de reposo en las
tres barricas analizadas, podrian representar marcadores quimicos de identidad para
el mezcal de Durango a cualquier tiempo de reposo.

La variacion en los demas compuestos, dependiendo de la barrica de la que la
muestra de mezcal fue tomada para su analisis, como es el caso del compuesto 6, el
cual se detectdé a mayor concentracién en la barrica 1 (entre 1.92 y 3.53 mg/L) que en
las barricas 4 y 7 (entre 1.43 y 2.51, y entre 1.54 y 3.26 mg/L, respectivamente), en las
cuales no se presentaron diferencias estadisticas, sugiere que el mezcal de Durango
debe considerarse, al igual que otras bebidas reposadas, un sistema dinamico (Silva y
Malcata, 1998; Jiménez y Ancin, 2006), en el cual estan ocurriendo cambios
cuantitativos e incluso cualitativos, a lo largo del tiempo de reposo, de los diferentes
compuestos quimicos presentes. Esos cambios pueden deberse a procesos de
oxidacion lenta, formacion de complejos, y a efectos de diferencias de microambientes
en relacion a la temperatura y la humedad (Marais y Pool, 1980) entre las diferentes

areas de la bodega de almacenamiento.

5.3 Presencia de metales

Doce muestras de mezcal con cuatro diferentes tiempos de reposo se analizaron para
detectar la presencia de As, Pb, Cd, Cu, Fe, y Zn. Los resultados correspondientes se
presentan en la Tabla 7.

El dnico elemento cuya concentracién se encontré que rebasd, en 6 de las 12

muestras analizadas, los limites permisibles por las normas mexicanas (NOM-142-
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SSA1-1995-bebidas alcohdlicas y NOM-117-SSA1-1994-agua potable) fue el Cd. Este
y cualquier otro elemento se incorpora a las bebidas alcohdlicas a partir de diferentes
fuentes, como el material metalico con el que estan elaborados los alambiques y los
recipientes de almacenamiento, y el agua misma utilizada para lavados de la materia
prima, de los recipientes, o la utilizada para la diluciéon de las bebidas destiladas. La
materia prima a partir de la cual se elabora una bebida también puede ser fuente de
metales que son acarreados al producto elaborado final, debido a que las plantas, en
este caso los agaves, pueden absorber, translocar y almacenar minerales
directamente del sustrato de crecimiento (Taiz y Zeiger, 2003), y de contaminantes o
de agroquimicos adicionados (Salvo y col., 2003). La presencia de Cd ha sido
evaluada en otras bebidas alcohdlicas comercializadas en Espafia, como vino, en el
cual se encuentra presente entre 0.10 a 15.38 ug/L; en cerveza, a niveles entre no
detectable y 0.80 pg/L; y en otras bebidas como sidra, brandy, ron, y whisky, con
valores desde no detectable hasta 11.52 ug/L (Mena y col., 1996). De acuerdo a los
resultados de esos autores, los vinos y el ultimo grupo de bebidas mencionadas
podrian contener niveles de dos a tres veces lo sefnalado por la Norma Mexicana que

rige el agua potable (NOM-117-SSA1-1994-agua potable).

Tabla 7. Concentraciones de As, Pb, Cd, Cu, Fe y Zn presentes en las diferentes muestras de
mezcal.

Ba- Tiempo As Pb Cd Cu Fe Zn
rrica reposo (bg/L) (bg/L) (ug/L) Mg/L) (bg/L) (mg/L)
(dias)
1 33 0.221 + 0.000 0.768 £ 0.217 1.786 + 0.505 12.525 +0.612 48.844 + 14.000 Nd
1 47 5.009 £ 0.340 1.229 £+ 0.000 6.428 + 1.010 18.789 + 1.061 78.141 + 28.000 0.836 + 0.045
1 61 1.403 £ 0.170 2.07 3+ 0.326  9.286 + 0.000 17.577 £ 0.163 58.609 + 0.000 Nd
1 89 0.682 + 0.339 5.683 £ 0.000 32.678 +0.253 4.182 +0.327 9.781 + 0.000 1.120 £ 0.298
4 33 Nd 0.691 +£ 0.109 Nd 11.34 1£ 0.245 39.078 + 0.000 Nd
4 47 0.201 + 0.000 1.843 +0.434 0.893 +0.053 5.452 + 0.082 68.375 + 41.000 Nd
4 61 Nd 1459+ 0.326 4.286 + 1.010 14.517 £ 0.980 87.906 + 14.000 Nd
4 89 1.040 £ 0.170 3.379£0.217 6.428 +0.000 12.595 + 0.122 39.078 + 28.000 Nd
7 33 Nd 0.230+£0.109 0.893 £ 0.253 23.150 £ 0.163 58.609 + 0.000 Nd
7 47 0.442 + 0.034 2.381+£0.326 1.964 + 0.253 10.562 + 0.531 48.844 + 14.000 0.678 + 0.030
7 61 Nd 4.838+0.326 9.286 + 0.505 18.270 £ 0.245 58.609 + 0.000 Nd
7 89 0.201+ 0.000 10.829+0.326  20.714 + 0.000 14.892 + 0.204 78.141 + 0.000 Nd
Max.
perm* 500 pg/L 500 pg/L Nr 2000 pg/L Nr 1.5 mg/L
Max.
per 50 pg/L 25 pg/L 5 ug/L 2000 pg/L 300 pg/L 5 mg/L

Los valores representan la media y desviaciéon estandar para dos muestras independientes

Nd = no detectada
nr = no reportado

* NOM-142-SSA1-1995-bebidas alcohdlicas (maximo permisible)
** NOM-117-SSA1-1994-agua potable (maximo permisible)
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El Cu es uno de los elementos que de acuerdo a Carredn-Alvarez y col. (2008)
deberian ser estrictamente regulados por los efectos negativos que proporciona a las
bebidas alcohdlicas y por los dafios que provoca a la salud humana. Aunque las
normas NOM-142-SSA1-1995-bebidas alcohdlicas y NOM-117-SSA1-1994-agua
potable consideran un maximo permisible de este elemento de 2000 pg/L, y todas las
muestras de mezcal analizadas quedaron muy por debajo de esos niveles, los
contenidos de Cu encontrados para el mezcal de Durango fueron en 10 de las 12
muestras analizadas, mayores que los encontrados para tequila (< 10 pg/L) por esos
mismos autores.

Todos los elementos analizados en las muestras del mezcal de Durango han sido
detectados en otras bebidas alcohdlicas (Ibanez y col., 2008) y aunque su presencia
en ellas puede tener varios origenes, el equipo usado en el proceso de elaboracion es
la principal fuente (Pohl, 2007), por lo que control en la naturaleza del equipo
empleado seria un aspecto importante en la regulacion de la presencia de metales en
el mezcal y en cualquier otra bebida alcohdlica.

De acuerdo a la Tabla 7, una variacidon en la concentracion de todos los elementos
analizados ocurre a lo largo del tiempo de reposo de las tres barricas. No se observa
una tendencia clara de aumento de la concentracién de esos elementos con el
aumento del tiempo que el mezcal es almacenado dentro de las barricas para todos
los metales analizados, sin embargo una tendencia de este tipo se puede encontrar en
las tres barricas con respecto a Pb y Cd. La tendencia de aumento en la concentracion
de ambos elementos sugiere que éstos pueden estarse adicionando al mezcal de una
fuente constante que puede ser la madera misma de las barricas, ya que ésta proviene
de una planta (Quercus alba), y la absorcion y almacenamiento de metales en
diferentes tejidos, ha sido mencionado para varias especies vegetales por Taiz y
Zeiger (1991) y Ghosh y Singh (2005). Kirkham (2006) reporta que es sorprendente los
elevados niveles de Cd que pueden ser encontrados en las plantas que crecen en
suelos contaminados.

La variacién de las concentraciones de As, Cu, Fe y Zn, las cuales no muestran
tendencia alguna hacia aumento o disminucién es dificil de explicar, sin embargo,
podria deberse a que cuando las barricas se humedecen (esta practica se realiza
durante todo el tiempo que las barricas pasan en las bodegas), los cinchos metalicos
que éstas poseen sufren corrosion y diferentes elementos presentes en ellos logren
atravesar la madera y alcanzar el liquido interno. Un reporte de elementos producto de
la corrosion de contenedores de metal que se incorporan al licor es mencionado por
Ibanez y col. (2008) para vodka. Ese movimiento de metales desde los cinchos hacia

el mezcal no seria constante, ocurriria solamente cada que las barricas fueran
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mojadas. Por otro lado, ha sido reportado que los metales en la matriz alcohdlica de
las bebidas forman complejos organicos solubles con fenoles (Green y col., 1997) y
cetonas (Blanco y col., 2003) en una forma dinamica.

La presencia de elementos diferentes a los analizados en este estudio para mezcal,
como el Al, ha sido revisada para otras bebidas alcohdlicas, como vino, cerveza, y
otras como sidra, brandy, ron y whisky, entre otras, encontrandose valores que oscilan
entre 94.8 a 1682.6, 36.5 a 795.2, y 15.7 a 739.6 pg/L, respectivamente (Lopez y col.,
1998). Sin embargo, este elemento no seria relevante por el momento para el mezcal
de Durango, ya que éste no tiene una presentacion comercial en envases de lata, que
es, de acuerdo a esos autores, la principal fuente de Al en esas bebidas alcohdlicas.
La presencia de metales, en cantidades inocuas en bebidas puede tener efectos
positivos, ya que actuan como removedores de olores y sabores desagradables
(Green col, 1997), pueden favorecer los procesos fermentativos (Akrida-Demertzi y
Koutinas, 1992), pueden ser minerales esenciales para la alimentacion humana
(Mayer y col., 2003), y ademas la composicion de esos elementos puede representar
un parametro de calidad y autenticidad, como ha sido propuesto por Kokkinofta y col.

(2003) para una bebida destilada griega.
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5.4 Composicién fendlica

5.4.1 Contenido de fenoles totales

Los cambios en las concentraciones fendlicas que ocurrieron durante el periodo de
reposo del mezcal de Durango en tres diferentes barricas se midieron durante 207
dias (aproximadamente siete meses). La Tabla 8 muestra los valores medios para las

concentraciones de fenoles totales detectadas en cada barril.

Tabla 8. Concentracion de fenoles totales en mezcal reposado en tres diferentes barriles.

Reposo Contenido de fenoles totales
(dias) (mg/L)
Bl B4 B7
0 0 0 0
26 179.46+12.25 225.1243.81 238.14+0.45
33 213.10£10.23 253.96+4.99 239.5444.99
47 261.18+1.44 280.37+1.02 271.89+£5.92
68 293.39+4.63 352.05+10.09 374.65+4.15
75 304.45+0.00 362.63£1.66 389.07+21.65
89 338.11+£7.94 393.88+20.03 415.03+£19.68
96 329.76+9.03 394.36+16.21 415.03+2.20
103 358.78+12.09 423.204+23.44 450.61+9.38
110 378.01+4.32 436.67+£32.45 461.19+£16.71
117 387.63+0.83 462.15+17.80 485.23+£11.65
124 405.90+7.25 478.98+14.20 515.04+10.40
131 514.56+22.54 484.75+16.06 520.80+30.00
138 548.21+30.60 513.59+5.21 536.68+10.89
159 566.02+10.23 630.91+£27.98 615.041+£15.88
175 588.60+49.29 671.78+20.00 731.40+9.00
195 637.16£13.63 744.85+44.04 797.75+27.63
207 779.90+3.81 838.62+6.66 938.62+2.20

Los valores representan la media de las muestras analizadas por triplicado + desviacion estandar. B1: barril 1, B4: barril
4, B7: Barril 7.

Se observaron incrementos continuos en las concentraciones de fenoles totales. De
acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 8, la concentracion de fenoles
totales que el mezcal de Durango puede alcanzar a los 207 dias (séptimo mes) de
reposo en barricas de roble blanco varia de 779.90 a 938.62 mg/L, con un promedio
de 852.38 + 80.24 mg/L. Estos valores representan alrededor del 43.4% de la
concentracion encontrada en vino tinto reposado durante 12 meses en barricas de
encino espafiol (Hernandez col, 2007) y alrededor del 26 % mas de la concentracion
reportada para brandis afiejados durante cuatro afos en barricas de encino de

Limousin, Francia (Canas y col., 2008).
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Se observaron diferencias significativas entre los niveles de fenoles de cada barril
(p<0.05). Las Tablas 9 y 10 muestras los resultados del analisis de varianza y de
discriminacién de medias, respectivamente. Esos resultados indican que el origen
botanico de la madera y los procedimientos de manufactura de los barriles pueden
afectar la composicién fendlica del mezcal reposado. Efectos debidos a estos dos
aspectos han sido reportados para vino (Monagas y col., 2005; Pena-Neira y col.,
2000).

Tabla 9. Analisis de varianza de dos factores de los resultados de los contenidos de fenoles
totales de muestras de mezcal reposados en diferentes barricas durante intervalos variables de
tiempo

Fuente de variacion SC GL CM F P
Barrica 154591.9158 2 77295.9579 279.6579 o
Tiempo de reposo 4346527.9781 16 271657.9986  982.8628 o
Barrica x Tiempo de
74146.7457 32 2317.0858 8.3832 FHE
reposo
Error 28192.2515 102 276.3946
Total 4603458.8913 152

Considerar que *** representa el valor de p=0.0001

Tabla 10. Analisis de Duncan de discriminacion de medias para los valores de las
concentraciones de fenoles totales de las muestras de mezcal reposadas en diferentes
barricas.

Barrica n Media
7 51 493.8692a
4 51 467.5260b
1 51 417.2441c

Nivel de ignificancia: 95%

Los resultados de los contenidos de fenoles totales se sometieron también a un
analisis multivariado. Se corroboraron las diferencias estadisticas significativas en las
concentraciones de fenoles a lo largo del tiempo entre las muestras de mezcal de cada
una de las tres barricas (Fe) = 157.2, p<0.0001). La prueba a posteriori de Duncan
indicé que se formaron tres grupos con las caracteristicas que se presentan en la
Tabla 11.
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Tabla 11. Prueba a posteriori de Duncan para la discriminacion de medias del contenido de
fenoles entre las barricas de reposo.

Barrica n Grupos formados
2 3 1
Barrica 1 3 417.2441
Barrica 4 3 467.5261
Barrica 7 3 493.8688

*Se muestran las medias para los grupos en subconjuntos homogéneos.

La grafica que se obtuvo del contenido total de fenoles con respecto al tiempo se

presenta en la Figura 32.
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Figura 32. Comportamiento independiente de la concentracién de fenoles totales en cada
barrica, mostrando una tendencia similar en las tres.

La formacion de tres grupos diferentes indica que el origen botanico de la madera y los
procedimientos de manufactura de los barriles pueden afectar la composicion fendlica
del mezcal reposado. Sin embargo, esas variaciones en la composicion fendlica son
dificiles de controlar porque los efectos del origen de la madera del barril pueden ser
diferentes sobre los distintos compuestos fendlicos presentes en las bebidas
reposadas, esta variacion se ha sido reportado para los diferentes fenoles del vino
tinto (Hernandez y col., 2007), y debido a la variabilidad intrapoblacional natural en la
composicion fendlica, como en cualquier otra caracteristica, de la madera de encino

(Doussot y col., 2000). Sin embargo, habria que realizar otras pruebas controlado al
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maximo el origen de las barricas, de tal forma que se tenga la certeza de que el origen
botanico de la madera sea el mismo.

Diferencias significativas en los niveles de fenoles también se observaron entre los
diferentes tiempos de reposo (p<0.05). Los resultados del analisis de discriminacion de
medias se muestran en la Tabla 12. Estos resultados sugieren que la concentracion de
fenoles puede ser especifica para cada tiempo de reposo y de este modo, las
concentraciones de fenoles podrian ser consideradas como parametros de calidad

para garantizar el tiempo de reposo del mezcal.

Tabla 12. Prueba de rango multiple de Duncan de los resultados obtenidos en el Analisis de
discriminacion de medias para los valores de las concentraciones de fenoles totales de las
muestras de mezcal reposadas en diferentes barricas durante intervalos variables de tiempo.

Tiempo (dias) n Media
26 9 852.08444 a
33 9 726.5933 b
47 9 663.93111 ¢
68 9 603.9955 d
75 9 532.8288 e
89 9 506.7066 f
96 9 466.6422 g
103 9 445.0077 h
110 9 425.2944 i
117 9 410.8700 i
124 9 382.9833 j
131 9 382.3422 j
138 9 352.0511 k
159 9 340.0322 k
175 9 271.1488 |
195 9 235.5377 m
207 9 214.2400 n

5.4.2 Andlisis de HPLC/DAD

Bajo las condiciones experimentales en las cuales los perfiles HPLC fueron obtenidos,
patrones formados por derivados de acidos fendlicos y flavonoides fueron los unicos
compuestos fendlicos encontrados (Tabla 13). Tanto los acidos fendlicos como los
flavonoides son compuestos con un amplio espectro de actividad biolégica (Formica y
Regelson, 1995; Campos, 1997), incluyendo una importante actividad antioxidante

(Almaraz-Abarca y col., 2004; Almaraz-Abarca y col., 2007).

55



Evaluacioén de los parametros fisicoquimicos del mezcal de Durango para el Desarrollo de un indice de calidad
- — ]

Un total de 11 fendles principales fueron detectados, tres flavonoides y ocho acidos
fenolicos (Tabla 13). Entre los flavonoides, dos fueron flavonas y uno fue
dihidroflavonoide (Figura 33). Entre los acidos fendlicos, se detectaron derivados del

acido benzoico y del acido hidroxicinamico (Figura 34).

Tabla 13. Principales compuestos fendlicos encontrados en el mezcal de Durango reposado en
barriles de madera de encino.

Tiempo de
Numero de compuesto Retencion Nombre y/o tipo de compuesto
(min)
1 29.063+0.057 acido siringico
2 34.384+0.155 acido fendlico
3 39.592+0.037 derivado de acido hidroxicinamico
4 40.244+0.110 flavona glicésido
5 42.875+0.027 acido benzoico
6 43.10910.024 acido sinapico
7 44.706+0.001 luteolina glicésido
8 45.770+0.044 derivado de acido benzoico
9 47.102+0.098 dihidroflavonoide
10 47.536+0.065 derivado de acido hidroxicinamico
11 47.993+0.000 derivado de acido benzoico

Los valores representan la media * desviacion estandar

A diferencia de lo encontrado para la composicién de derivados ceténicos y
aldehidicos, los perfiles fendlicos aumentaron en complejidad con el tiempo de reposo
(Anexo 3). La composicion de fenoles de los mezcales de 75 dias de reposo contienen
solamente dos compuestos principales, ambos acidos fendlicos (Anexo 3). A partir de
los 110 dias de reposo la composicion de fenoles del mezcal llega a ser mas compleja;
dos compuestos fendlicos mas fueron detectados, ambos siendo flavonoides, una
flavona glicésido y un dihidroflavonol (Anexo 3). Alcanzando los 207 dias de reposo la
composicion de fenoles se conformé 10 a 11 elementos, siendo adicionados mas
acidos fendlicos.

Se detectaron incrementos en las concentraciones de cada compuesto fendlico
individual en las muestras de mezcal con respecto al tiempo de reposo. Contrario a lo
reportado para otras bebidas alcohdlicas, como los vinos (Vivas y Glories, 1996),
donde algunos fenoles dan origen a diferentes compuestos, la correlacion positiva
(valores de r entre 0.7745 y 1) entre el incremento de concentracion de practicamente
cada compuesto fendlico del mezcal y el tiempo de reposo, lo que indica que la
extraccion desde la madera hacia la solucién alcohdlica, es la principal causa del
incremento de la complejidad de la composicion fendlica durante el periodo de reposo

analizado. Esto se explica debido a que el vino posee por si mismo una composicion
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fendlica muy compleja, que incluye antocianinas, las cuales reaccionan con otros
fenoles en procesos de co-pigmentacion durante el reposo (Boulton, 2001).
La complejidad de la composicion fendlica del mezcal, aunque es importante no
alcanza la del vino, formada por una mayor diversidad de fenoles, donde ademas de
derivados de acido benzoico y de acido hidroxicinamico, un espectro mayor de
flavonoides como flavonoles, flavan-3-ols, procianidinas y antocianinas pueden ser
encontrados como una consecuencia de las uvas usadas para elaborar el vino y de las
condiciones de vinificacion (Cheynier y col., 1997; Goldberg y Soleas, 1999). Sin
embargo, los fenoles encontrados en el

mezcal

de Durango, principalmente
extractados de la madera del barril de anejamiento, pueden conferir importantes
propiedades antioxidantes a esa bebida.

El mezcal elaborado de Agave durangensis mostré un perfil fendlico tipico a cada
determinado tiempo de reposo, de tal manera que esos perfiles podrian ser valiosos

como marcadores de calidad con relacion al tiempo de reposo para esta bebida
alcohdlica.
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Figura 33. Flavonoides detectados en el mezcal de Durango
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Figura 34. Acidos fendlicos encontrados en el mezcal de Durango
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5.5 Capacidad antioxidante

La Tabla 14 muestra los valores de ECs, de los compuestos de referencia evaluados.
Entre los estandares, el acido vanilico tuvo el valor mas bajo de capacidad
antioxidante como bloqueador de radicales libres (ECso = 335.527 ug/mL) y el acido
tanico tuvo el mas alto (ECs, = 6.694 ug/mL), este ultimo sin diferencias significativas
con el acido ferulico y el acido galico. Otros autores también han reportado un valor
alto de capacidad bloqueadora de radicales libres para el acido ferulico (Brand-
Williams y col., 1995).

Tabla 14. Actividad bloqueadora de radicales libres de los compuestos de referencia.

Compuesto ECso (ug/mL)
acido vanilico 335.517 + 4.992°
acido ferulico 7.244 +0.173°

4cido galico 7.021 +0.087°

&cido tanico 6.694 + 0.057°

Los valores representan la media de las muestras analizadas por triplicado + desviacion estandar. Las letras indican
diferencias significativas (p<0.05).

Se observé una reduccién reduccion de la concentracion de DPPH* con relacion al
incremento de las concentraciones de fenoles en las tres muestras de mezcal. La
reduccion fue lineal y dependiente de la concentracion de fenoles. De acuerdo con la
clasificacién del comportamiento cinético de Brand-Williams y col. (1995), las cinéticas
de reaccion del bloqueo del DPPH* con el aumento de la concentracion de fenoles de
una misma muestra de mezcal se consideré intermedia, debido a que tard6 alrededor
de 30 minutos para alcanzar el estado estacionario. El registro espectrométrico de la
desaparicion del DPPH* por la presencia del incremento de concentraciones de
fenoles del mezcal del barril 1, a 131 dias de reposo, se muestra en la Figura 35, como
ejemplo de ese comportamiento. EI comportamiento cinético de la desaparicion del
DPPH* estuvo claramente correlacionado con la concentracion de fenoles como ha
sido reportado para algunos compuestos fendlicos (Brand-Williams y col.,, 1995;
Sanchez-Moreno y col., 1999). Sin embargo, una clara correlacion entre el contenido
de fenoles en mezcales con mas tiempo de reposo y la actividad antirradicales libres
parece ser mas dificil de establecer. Resultados similares han sido reportados para el
contenido de fenoles en polen y la actividad bloqueadora de radicales libres (Almaraz-
Abarca y col., 2004).
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Todas las muestras de mezcal fueron efectivos antioxidantes como bloqueadores de
radicales libres, con niveles mas altos de actividad, entre 47 y 207 dias de reposo, que
cualquiera de los estandares evaluados (Tablas 14 y 15). La actividad bloqueadora de
radicales libres (ECso) y el contenido de fenoles fueron calculados buscando una
correlacion entre esas dos medidas. Contrariamente a lo reportado para otras bebidas
alcohdlicas destiladas, como brandis, y para derivados, como vinagres de vinos
(Alonso y col., 2004; Canas y col., 2008), no se encontr6 para el mezcal de Durango
una correlacién positiva entre el incremento de la actividad bloqueadora con el
incremento del contenido de fenoles (Tabla 15). Estos resultados sugieren que la
composiciébn mas que la concentracion de fenoles podria definir la actividad
bloqueadora de radicales libres en el mezcal elaborado a partir de Agave durangensis,
reposado en barriles de encino blanco. En las muestras de mezcal reposado durante
206 dias, la presencia de acido benzoico y de acido sinapico fue detectada en
proporciones similares a la de otros fenoles (Anexo 3); en estos dos acidos las
sustituciones aromaticas p-hidroxidimetoxi y dihidroxi, las cuales proporcionan la
actividad antioxidante a los acidos fendlicos (Natella y col., 1999) estan ausentes y asi,
estos dos nuevos componentes del perfil fendlico aunque contribuyen a incrementar la
complejidad de los perfiles no mejorarian la capacidad antioxidante. Efectos
antagonistas, similares a los que han sido reportados entre varios antioxidantes,
incluidos fenoles, para extractos de diferentes vegetales (Pineda y col., 1999), podrian
también ser la causa de la falta de incremento de la actividad bloqueadora de radicales
libres en mezcales con mas tiempo de reposo, los cuales muestran concentraciones
mas altas de fenoles.

La capacidad bloqueadora de radicales libres del mezcal de Durango puede
establecerse entre ECso = 1.238 a ECsy = 6.564 pg/mL (Tabla 15), teniendo los
mezcales reposados por mas de 110 dias, propiedades antioxidantes ligeramente mas

bajas.
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Figura 35. Desaparicion del radical libre DPPH* con respecto al aumento de concentracion de
fenoles en alicuotas del mezcal del barril 1, a los 131 dias de reposo

Tabla 15. Actividad bloqueadora de radicales libres del mezcal de Durango, a diferentes
tiempos de reposo.

CEso (ug/mL)
Reposo (dias) Barril 1 Barril 4 Barril 7
47 1.238 £0.111  1.444+0.179  3.421+0.471
75 1.279 £0.206  2.066+0.150  1.889 +0.160
110 4374+£0.093 3.676+0433 5.162+0.241
131 2.815+0.373  3.956+0.621 3.853+£0.613
175 3.902+0.153 3.197+0.297 3.388+0.149
195 3908 £0.412 4357+0416 4.542+0.043
207 6.564 £0.208  6.065+0.335 6.547+0.150

Los valores corresponden a las medias de las muestras analizadas por triplicado + desviacién estandar.

El hecho de que los mezcales reposados durante 47 a 75 dias, los cuales tuvieron
perfiles fendlicos menos complejos que aquellos reposados durante mas dias,
presentaran capacidades antioxidantes mas elevadas sugiere que los dos &cidos
fendlicos encontrados en el mezcal a esos tiempos de reposo, contribuyen en mucho a
la capacidad antioxidante promedio de esta bebida alcohdlica.

Se encontraron diferencias significativas fueron entre los valores de ECs, de muestras
de mezcal de diferentes barriles (p<0.05, Tablas 16 y 17). Estas diferencias podrian

explicarse debido a las variaciones en la composicion de fenoles entre los barriles.

Hasta donde fue posible investigar para la realizacion de este estudio, no existe al
presente, informacion sobre la evaluacién de la capacidad bloqueadora de radicales
libres para el mezcal, por ese motivo no fue posible presentar comparaciones de la

actividad antioxidante entre mezcales de diferente origen botanico. Algunos reportes
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sobre la actividad antioxidante de otras bebidas destiladas como brandis (Canas y col.,
2008), cognac, grapa, ron y whiski (Pellegrini y col., 2003); y de vinos (Minussi y col.,
2003) mencionan que todas esas bebidas tienen propiedades antioxidantes; sin
embargo, sus niveles de capacidad antioxidante no son comparables a nuestros
resultados porque fueron estimados con diferentes métodos o indices, de este modo,
hacer comparaciones llevaria a resultados inconsistentes como ha sido reportado por

algunos autores (Frankel y Meyer, 2000).

Tabla 16. Resultados del analisis de varianza de dos factores de la actividad antioxidante
(CEsg) de las muestras de mezcal almacenadas en diferentes barricas durante intervalos
variables de tiempo

Fuente de variacion SC GL CM F P
Barrica 55.6654 2 27.8327 108.0452  ***
Tiempo de reposo 145.6703 6 24.2783 94.2474 e
Barrica x Tiempo de reposo 46.7109 12 3.8925 15.1107 o
Error 10.8193 42 0.2576
Total 258.8660 62

*kk

Considerar que *** representa el valor de p=0.0001

Tabla 17. Datos de la prueba de Duncan de discriminacién entre medias para los valores de
actividad antioxidante (CEsp) de las muestras de mezcal almacenados en diferentes barricas.

Barrica n Media
7 21 55434 a
4 21  3.7278b
1 21 3.4093c

Las evaluaciones de la capacidad antioxidante del mezcal elaborado de Agave
durangensis, usando el mismo método de HPPH*, permiten comparar las capacidades
bloqueadoras de radicales libres de este mezcal con las de otros alimentos cuya
actividad fue calculada con el mismo método y con el mismo indice, como el polen de
abeja proveniente de diferentes especies de plantas (Almaraz-Abarca y col., 2004),
siendo la capacidad del mezcal elaborado a partir de A. durangensis mayor a la de
cualquiera de las siete clases de polen analizada por esos autores.

La capacidad antioxidante encontrada para el mezcal de Durango permite sugerir que
el consumo moderado de este tipo de bebida alcohdlica podria resultar en algun grado
de proteccion a la salud, no solo contra los efectos oxidativos sino también contra el
riesgo de trombosis y desordenes cardiacos, ya que se ha demostrado que existen
propiedades cardioprotectoras, debido a un efecto sinérgico entre el etanol y los

fenoles, en otras bebidas alcohdlicas (Grenett y col., 2004). La busqueda de
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propiedades, como la capacidad antioxidante evaluada en este estudio para el mezcal
de Durango, que caractericen, distingan y hagan atractiva y novedosa a esa bebida
alcohdlica, destacando cualidades que algunos autores llaman estéticas (Luna, 2007),
es necesario para que este producto pueda competir con el tequila como producto

comercial.

5.6 Tipificacion quimica del mezcal de Durango

El mezcal de Durango podria ser distinguido de otros mezcales producidos en
diferentes estados de México, por la combinacion de todos los atributos quimicos,
incluidos los determinados en este estudio, y por propiedades como el potencial
antioxidante, que quedaran resaltados en una etiqueta. Todas las caracteristicas
quimicas analizadas en este estudio representan un papel importante en la
determinacion del aroma y del sabor caracteristico de ese mezcal, y el conocimiento
sobre la composicion cualitativa y cuantitativa de cada una de ellas permite establecer
nuevos criterios para el control de su calidad. Las caracteristicas quimicas de esa
bebida, con las cuales el mezcal de Durango elaborado en la planta destiladora de

Nombre de Dios puede ser tipificado, se resumen en la Tabla 18.
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Tabla 18. Tipificacion quimica del mezcal elaborado en el Estado de Durango

Caracteristica Valor y/o descripcion

Pico de maxima

absorcion

Perfil de
aldehidos y
cetonas

Compuesto
organico
predominante

Metal mas
abundante

Contenido de
fenoles totales

Perfil fendlico

Actividad
antioxidante

277 nm

10 principales compuestos, de los cuales fueron identificados seis: 5-
hidroximetilfurfuraldehido (entre 26.18 y 37.79 mg/L), 2-furaldehido (entre
0.65 y 2.79 mg/L), 5-metilfurfuraldehido (entre 0.33 y 2.20 mg/L),
valeraldehido (entre 1.16 y 3.89 mg/L), acetona (entre 36.30 y 52.90 mg/L),
y ciclopentanona (entre 0.42 y 2.04 mg/L), a cualquier tiempo de reposo
entre 47 y 207 dias

Acetona, a cualquier tiempo de reposo entre 47 y 207 dias

Fe (entre 39.078 y 87.906 ug/L)

Tipico de cada periodo de reposo (alcanza entre 779.90 y 938.62 mg/L a
los 207 dias)

Los perfiles se hacen mas complejos conforme aumenta el tiempo de
reposo: dos compuestos (acido fendlico y derivado de acido
hidroxicinamico) entre 47 y 110 dias, seis compuestos (acido siringico,
acido fendlico, derivado de acido hidroxicinamico, flavona glicésido,
derivado de acido benzoico, y dihidroflavonoide) entre 131 y 191 dias; 11
compuestos (acido siringico, acido fendlico, derivado de &cido
hidroxicinamico, flavona glicésido, acido benzoico, acido sinapico, luteolina
glicosido, derivado de acido benzoico, dihidroflavonoide, derivado de &cido
hidroxicinamico, y derivado de acido benzoico) a los 206 dias.

Alta capacidad bloqueadora de radicales libres a cualquier tiempo de
reposo entre 47 y 207 dias (valores de CEsg entre 6.564 a 1.238 pg/mL)
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6. CONCLUSIONES

El comportamiento espectral, la composicién de cetonas y aldehidos, la composicion
de metales, los perfiles fendlicos, y los niveles de actividad antioxidante son
caracteristicas quimicas tipicas del mezcal elaborado en Durango a partir de Agave

durangensis que pueden ser usadas como criterios de autenticidad.

El comportamiento espectral en la regién UV, encontrado para el mezcal elaborado a
partir de A. durangensis en la planta destiladora de Nombre de Dios, Durango puede
considerarse como un elemento para la tipificacion de este producto. El
comportamiento semejante de los mas de 100 espectros UV obtenidos para muestras
de ese producto alcohdlico indica que la banda de maxima absorbancia al rededor de
277 nm y la ausencia de absorbancia después de 400 nm es caracteristica para esta
bebida. EI comportamiento espectral encontrado puede servir como referencia de

adulteraciones de este producto.

El mezcal de Durango presenta un perfil de aldehidos y cetonas formado por 10
principales compuestos, siendo el 5-hidroximetilfuraldehido y la acetona los mas
abundantes. Este perfil es diferente al reportado para tequila, por lo que la
composicion de estos compuestos pueden ser considerados como parametros de

autenticidad de mezcales.

La estabilidad cualitativa y cuantitativa de los perfiles de cetonas y aldehidos del
mezcal de Durango con relacioén al tiempo de reposo, hacen a éstos no adecuados en

el control de calidad relacionado a la edad del mezcal.

La concentracién de 5-hidroximetilfuraldehido y de acetona en el mezcal de Durango
se encuentra entre los valores 26 a 38 mg/L y 36 a 53 mg/L, respectivamente.

Cambios en esas concentraciones podrian indicar adulteraciones.

Las estimaciones de la concentracion de fenoles totales indican una tendencia hacia el
aumento con el tiempo de almacenamiento en barricas del mezcal analizado. De
acuerdo a los valores encontrados para las tres barricas estudiadas, el contenido de
fenoles puede aumentar de 14 a 17 veces la concentracion inicial en 200 dias de

almacenamiento.
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La presencia de concentraciones de fenoles arriba de los niveles detectados para cada

tiempo de reposo puede ser un indicativo de un impropio proceso de elaboracion y

almacenamiento o de adulteracion.

La complejidad y la concentracién de fenoles proporcionan informacion sobre el tiempo
de reposo del mezcal. Para el mezcal reposado durante tres meses, la concentracion
total de fenoles deberia oscilar entre 213 y 239 mg/L, y para el mezcal reposado

durante siete meses, entre 779 y 938 mg/L.

En las muestras de mezcal analizadas las concentraciones de metales pesados y
arsénico se encontraron, en lo general, a niveles mas bajos que los establecidos por
las normas oficiales mexicanas (NOM-142-SSA1-1995-Bebidas alcohdlicas y NOM
117-SSAI-1994-Agua potable).

En este estudio se proporcionaron datos para la tipificacion y se inicié la creacion de

una base de datos para facilitar la categorizacion del mezcal elaborado en Durango de

acuerdo a su edad de reposo.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Valores de absorbancia de 10 repeticiones a 10 longitudes de onda

elegidas, del mezcal joven de La Constancia, Durango.

Nm Absorbancia

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
220 0.602 0.608 0.631 0.684 0.600 0.705 0.622 0.611 0.614 0.599
240 0322 0.328 0.342 0.333 0.325 0.337 0.337 0.333 0.336 0.327
260 0.335 0.345 0.348 0.350 0.342 0.351 0.354 0.350 0.350 0.343
280 0471 0480 0497 0481 0476 0485 0491 0484 0.481 0.476
300 0.238 0.242 0.252 0.252 0.240 0.244 0.247 0.244 0.243 0.240
320 0.140 0.142 0.148 0.142 0.140 0.142 0.144 0.142 0.142 0.140
340 0.117 0.120 0.124 0.119 0.117 0.119 0.122 0.119 0.119 0.116
360 0.087 0.090 0.093 0.089 0.088 0.089 0.092 0.090 0.090 0.088
380 0.048 0.051 0.053 0.051 0.050 0.052 0.051 0.050 0.052 0.051
400 0.025 0.026 0.027 0.025 0.024 0.026 0.025 0.025 0.027 0.028
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ANEXO 2. Espectros UV/Vis de los estandares y de cada uno de los derivados
cetonicos y aldehidicos encontrados en las muestras del mezcal de Durango
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ANEXO 3. Cromatogramas de las muestras de mezcal analizadas por sus derivados
cetdnicos y aldehidicos a diferentes tiempos de reposo.
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ANEXO 4. Concentraciones de fenoles (mg/L) en el mezcal de Durango a diferentes

tiempos de reposo en barriles de madera de encino blanco.
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