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FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER PARA LA DEJTECCION DE BEBIDAS

ALCOHOLICAS ADULTERADAS
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CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

5 La presente invencion esta relacionada con el area de la erﬁé‘h’fé‘”
en la clasificacion e identificacion de bebidas alcohdlicas auténticas, falsas o
aduiteradas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La maduracion de bebidas alcohdlicas se realiza en barricas de roble blanco o encino
10 blanco, maderas que confieren al producto final aromas, colores y sabores muy
peculiares, los cuales dependen de diversos factores como la edad, grosor de la
duela, graduacion alcohdélica y condiciones de reposo o afiejamiento. La maduracion
se caracteriza por cambios en el color y sabor de bebidas alcohélicas como el ron,
tequila, mezcal y whisky. Estos cambios en general involucran:
15 o Extraccion de compuestos muy complejos de la madera.
. Reacciones entre los constituyentes de la madera y los compuestos de las
bebidas alcoholicas.
. Reacciones de oxidacion que involucran solamente los compuestos extraidos
de la madera.
20 o Reacciones de oxidacion que involucran solamente los compuestos originales
de las bebidas alcoholicas.
. Evaporacion de compuestos volatiles.
Como consecuencia de estos cambios, la concentracion de acidos, esteres y

aldehidos se incrementa, a la vez que la concentracion de alcoholes superiores
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decrece (Cedefo, 1995; Mosedale y col., 1999). Por ultim® T gifesxde:
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necesario eliminar algunos sélidos conferidos por la madera, esto se realiza a través
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de filtracion con celulosa o carbdén activado (Poncelis, 2000).

Una vez que ya estan embotelladas las bebidas alcohdlicas, estan listas para su
distribucion en el mercado nacional e internacional. Es aqui donde la deteccién de
alguna adulteracion en estas bebidas cobra importancia, ya que obviamente el
consumidor quiere adquirir un producto que sea auténtico y también las fabricas de
tequila, ron mezcal o whisky quieren proteger sus marcas.

Tomando en cuenta que el ingreso monetario que aporta la elaboracion de las
diferentes bebidas alcohdlicas a los gobiernos de las distintas regiones del mundo es
tan grande, la produccién de estas bebidas es una de las industrias y actividades
mas supervisadas y reguladas en todo el mundo, y en muchos de los casos, esta
supervision es efectuada directamente por dependencias de gobierno mediante el
uso de diversas tecnicas analiticas.

Para poder llevar a cabo una vigilancia de manera efectiva sobre la produccion de
bebidas alcohdlicas es necesario contar con técnicas analiticas que ayuden a
caracterizar las materias primas utilizadas para la elaboraciéon de estas bebidas, asi
como el producto final. Todo esto con el propésito de asegurar que el producto
resultante es elaborado de acuerdo a su descripcion, es decir que es autentico, y
ademas cuente con ciertos parametros de calidad. Para lograr este objetivo, se han
desarrollado muchas técnicas analiticas para caracterizar y autentificar bebidas
alcohdlicas. De esta forma, para la autentificacion de materias primas se han
utilizado técnicas de analisis molecular del ADN para la identificacion de cultivares en

mostos de uvas utilizadas en la elaboracion de vinos (Garcia-Beneytes y col., 2002),



10

15

20

3 [ F
L4
l e S "
y i ‘I-‘!'F. T. i‘l‘
s
- ! b
) sl

asi como para evaluar la diversidad genética de Agave tequi

(Gil-Vega y col., 2006), el unico agave permitido parataretaberacian de. tequila de

¥

acuerdo a su norma oficial mexicana (Secofi, 2006).
En cuanto a la caracterizacién del producto final, la medicién de abundancia de
Isotopos de carbono por la técnica de resonancia magnética nuclear se ha aplicado

para la autentificacion de vinos (Guillou y col., 1992). También, la autentificacion de

diferentes tipos de bebidas espirituosas usando la tecnica de GC IRMS, se ha
realizado en base a la relacion de isétopos que se encuentran presentes de manera
natural en estas bebidas (Bauer-Christoph y col.', 2003). Asi mismo, la cromatografia
de gases se ha utilizado para la caracterizacion y autentificacion de whiskeys
irlandeses (Gonzalez-Arjona y col., 1999) (Fitzgerald y col., 2000).

Ademas, se han utilizado técnicas de cromatografia de gases con diferentes
detectores para la identificacion de mas de 175 compuestos presentes en tequila
(Benn y Peppard, 1996); el cociente de isétopos y la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, se utilizdo para discriminar tequilas de otras
bebidas espirituosas (Aguilar-Cisneros y col.,, 2002) y para autentificar el tequila
100% y mixto (Bauer-Christoph y col., 2003).

Una estrategia similar de describe en el documento de patente CN103792300 B, en
el que se refiere un metodo para detectar si una bebida alcohdlica ha sido
adulterada, se emplean técnicas de cromatografia de gases y espectrometria de
masas, y se hace uso de isotopos estables de carbono como trazadores. Se describe
como parte del método el establecimiento de una base de datos de la proporcion de
los 1sO6topos de carbono en una bebida auténtica que se tomara como parametro de

comparacion para determinar la autenticidad de las bebidas analizadas. La base del
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bebidas destiladas originales tendran una relacién de isétopos estables d& carbono

determinada e invariable, y que se ve alterada cuando a las bebidas se adicionan

aromatizantes, edulcorantes o colorantes exdgenos; siendo asi posible la deteccién
de esta adulteracion por medio de técnicas de cromatografia de gases vy
espectroscopia de masas de Jacuerdo con el método que se describe en este
documento. Sin embargo; la solucion propuesta en este documento no seria efectiva
en el caso de aduiteraciones en las cuales no se incluyan sustancias exogenas en
las bebidas.

Otras sistemas de deteccion se han propuesto, como es el caso del documento de
patente US 8,071,386 B2, en el que se describe un método para realizar un marcaje
invisible en productos de consumo humano, por ejemplo las bebidas alcohdlicas, y se
proporciona un método para la identificacion de tal marcaje invisible permitiendo
determinar la autenticidad de productos entre los que se incluyen ademas de las
bebidas alcohdélicas, perfumes, preparaciones médicas y cosmeéticas. ElI metodo
propuesto consiste en la incorporacion de al menos un ion como un marcador dentro
del producto a ser marcado. El ion (o iones) marcador es un anion o cation, no
isotopo, proveniente de sales marinas, no toxico, y que se incorpora en una cantidad
de 3 a 8 veces la concentracion en la que inicialmente se encuentra presente el ion
en el producto de marcaje. Y para determinar |la autenticidad de la bebida se propone
un metodo para la deteccion del ion de marcaje por medio de sensores
electroquimicos y por analisis de espectroscopia de absorcion de masas,

cromatografia y combinacion de estas técnicas. Sin embargo, como se menciona

también en este documento, la incorporacion de estos iones en los productos de
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bebidas puede modificar de algin modo sus propiedades fisico-guitifcas  u

organolepticas; y mas aun si la modificacion en los procesos de manufactura
Implicaria aumento en costos de produccién por ejemplo.

Por otra parte, en adicion a las adulteraciones que se hacen sobre las materias
primas y el producto final, el reposado en barricas de roble blanco para la produccion
de cierto tipo de bebidas alcohodlicas es también susceptible de sufrir algunos tipos
de falsificaciones.

Este proceso tiene la finalidad de suavizar los aromas y sabores de las bebidas
originales y la generacién de nuevos compuestos que contribuyen al bouquet final.
Sin embargo, esta etapa es una de las mas costosas para la industria de bebidas
alcohodlicas, por lo que la adiciéon de extractos de madera de roble blanco o color

caramelo para simular el reposado en barricas de roble blanco es una practica

comun entre algunos productores de estas bebidas.

Una de las medidas que se ha tomado para evitar la adulteracion de este proceso, es
la colocacion de sellos en los accesos al interior de las barricas por parte de
organismos reguladores. No obstante, este tipo de disposiciones no es suficiente
para asegurar que una bebida alcohélica ha sido reposada en barricas de roble
blanco, ya que pueden existir algunos productos a los que se les ha anhadido alguna
sustancia quimica con el proposito de que estas bebidas adulteradas, tengan la
misma apariencia visual que aquéllas que si han pasado por este proceso.

Por lo tanto, para poder verificar de una manera efectiva si este proceso se llevo a

cabo de acuerdo a la reglamentacién correspondiente, se requiere hacer uso de
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que se adquieren durante el reposado de bebidas algghdlicas en barricas.

L O T TP

Haclendo uso de la técnica de HPLC-DAD, los compuestos fenélicos mas comuhes
que se han identificado como compuestos que aparecen o se incrementan con el
reposado de bebidas alcohdlicas en barricas de roble blanco son los siguientes: 5-
hidroximetil furfural, furfural, 5-metil furfural, acido galico, acido protocatecuico, acido
vainillinico, acido siringico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido ferulico, acido cafeico,
p-hidroxibenzaldehido, vainillina, siringaldehido, coniferaldehido, sinapinaldehido,
escopoletina, esculetina, umbeliferona y metilumbeliferona (Salagoity-Auguste y col.,
1987, Quesada Granados y col., 1996; Mangas y col., 1997; Mangas y col., 1996 ;
Garcia-Moreno y Garcia-Barroso, 2002). Asi, la presencia de estos compuestos en
bebidas alcohdlicas se ha tomado como una prueba de su permanencia en barricas

de roble blanco durante un tiempo especifico (de Aquino y col., 2006).

Asi mismo, utilizando esta misma técnica para medir este tipo de compuestos, se ha
reportado que es posible diferenciar vinos que han sido almacenados en barricas de
roble de aquéllos que se han sometido a un tipo de afiejamiento artificial con trozos
de madera de roble blanco (del Alamo Sanza y col., 2004).

De la misma forma, también se ha reportado que es posible diferenciar el tipo de
matriz (en este caso vinos avinagrados) que se someten a afiejamiento en barricas
de roble blanco, midiendo la evolucion de los compuestos que estas bebidas
adquieren durante este periodo (Tesfaye y col., 2002).

En el documento CN 1025990373 se describe un método para !a determinacion
simultanea de 10 tipos de compuestos fenolicos volatiles en bebidas alcohdlicas por

técnicas de microextraccion de liquidos en dispersion y deteccion por HPLC-FLD, en
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extraccion se utiliza cloruro de metileno o cloroformo. El método es de alta
sensibilidad, se requieren pocas cantidades de muestra para los analisis de las
bebidas y los resuitados de los analisis de las pruebas se obtienen en tiempos
cortos; sin embargo, se trata de métodos de deteccion en los cuales las bebidas que
van a ser analizadas deben ser sometidas a procesos quimicos destructivos, y no se
hace referencia en este documento de que la deteccidén de los compuestos fendlicos
se pueda llevar a cabo de manera directa sobre los productos listos para su
consumo, como seria el caso de una botella cerrada de alguna bebida destilada.

Como una opcion mas, se ha propuesto que los resultados de las técnicas analiticas
pueden combinarse con métodos matematicos como es el analisis estadistico
multivariado, logrando asi una poderosa herramienta para la clasificacion vy
autentificacion de los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas. Asi, un analisis de
componentes principales, de analisis discriminante y el analisis del vecino mas
cercano sobre las cantidades de polifenoles en sidras, sirvio para clasificar y
confirmar la autenticidad de estas bebidas (Alonso-Salces y col.,, 2004; Alonso-

Saices y col., 2006).

El analisis de componentes principales, analisis discriminante y analisis de regresion
lineal, son solo algunos de los ejemplos de los métodos de analisis estadistico que
se han aplicado para la clasificacion de varios tipos de vinos y vinos avinagrados
(Arvanitoyannis y col., 1999; Sperkova y Suchanek, 2005). En el caso del tequila, el
analisis de componentes principales se ha aplicado para la clasificacion vy

autentificacion de los diferentes tipos de tequila (Lachenmeier y col., 20095).
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se realizan los procesos de verificacion de la autenticidad de las bebidas alcohdlicas

destiladas y no destiladas, y que permita asimismo evitar el riesgo a la salud humana
que representa el consumo de bebidas adulteradas en las cuales pueden existir

cantidades importantes de metanol y/o de otros contaminantes toxicos.

La consecucion de los propésitos antes mencionados se hace posible de acuerdo
con la presente invencion, mediante el uso de una técnica como la Fluorescencia
Inducida por Laser (LIF). Sadecka y col. (2009) utilizaron espectroscopia de
fluorescencia para diferenciar brandis de vinos destilados. Esta técnica tambien ha
sido usada para distinguir entre brandis afiejados en barricas y aguardiente con color
caramelo (Sadecka, & Tothova, 2010), en el caso del tequila, Contreras y col. (2010)
reportaron que tequilas adulterados y falsos pueden distinguirse de los
correspondientes de marcas genuinas, basados en espectroscopia UV-VIS vy
tecnicas quimiometricas.

Sin embargo, aun no existe un estudio que presente una tecnica espectroscopica
para la determinacién simultanea de compuestos marcadores de afejamiento en
bebidas alcoholicas. Por lo que, el objetivo de esta invencion es proporcionar un
meétodo espectroscopico no destructivo y no invasivo para la identificacion en tiempo
real de bebidas alcohélicas adulteradas y no adulteradas, utilizando la fluorescencia
iInducida por laser.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Sistema para la obtencion de espectros de fluorescencia inducida por laser

(LIF) de bebidas alcohodlicas.
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Figura 2. Promedios de espectros de emision deiﬁgﬁ

comerciales en celdas de cuarzo, PA tequila 100% afejo, PR100 tequila 100%

puamm—— R SR N e A L

reposado, PMR tequila mixto reposado, PB100 tequila 100% blanco y PMB tequila

mixto blanco.

Figura 3. Espectros de fluorescencia de tres muestras comerciales de tequila
anejo100% (A100)

Figura 4. Espectros de fluorescencia de tres muestras comerciales de tequila
reposado 100% (R100) y tres de tequila mixto reposado (RM)

Figura 5. Espectros de fluorescencia de muestras comerciales de tequila blanco
100% (B100) y Mixto (BM)

Figura 6. Espectros de fluorescencia de diferentes tipos de bebidas alcohalicas.
Figura 7. Espectros de fluorescencia de tequila blanco, 100% reposado, refresco de
cola y tequila blanco adulterado.

Figura 8. Espectros de fluorescencia de tequila afiejo y sus efectos al adicionarle
alcohol de cafa.

Figura 9. Espectros de fluorescencia de dos marcas diferentes de tequila 100%
afiejo, obtenidos a través de la botella y espectros de fluorescencia del vidrio de las

botellas.

Figura 10.Espectros de fluorescencia de dos marcas diferentes de tequila afejo
obtenidos a través de la botellay en celdas de cuarzo.

Figura 11. Espectros de fluorescencia de muestras comerciales de Whisky.

Figura 12. Espectros de fluorescencia de muestras comerciales de Whisky y tequilas.
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DESCRIPCION DE LA INVENCIONI M PI

INSTITUTO MEXICAN
DE La nommg

La invencion se refiere a un sistema y un método de fluorescencid Hiida

que permite verificar la autenticidad de las bebidas alcoholcas destitadas—y—he— .

destiladas, asi como detectar cuando dichas bebidas alcohdlicas destiladas y no

destiladas estan adulteradas. El sistema y el método que se proporcionan en la
Invencion permite la realizacion de un analisis directamente sobre un producto
embotellado, y listo para su liberacion al sector usuario, sin que posterior al analisis
sufra cambio alguno.

La invencion se sustenta en utilizar propiedades fisicas de algunos compuestos
fendlicos que pueden estar 0 no estar presentes en una bebida alcohdlica, ya sea
destilada o0 no destilada; particularmente en relacién al fenomeno fisico denominado
fluorescencia. Estos compuestos fendlicos absorben energia en forma de radiacion
electromagnetica y la emiten en una longitud de onda mayor en un periodo de tiempo
muy corto. La energia electromagnética es suministrada por una fuente de luz
externa y cuando la luz es absorbida por el compuesto fenolico, se produce una
transicion electronica en estas moléculas produciéndose una emision de luz de
menor energia que la que se absorbe, proceso al que se le conoce como

fluorescencia. La emision de la fluorescencia emitida por los compuesto fendlicos,
llamados tambien fluoréforos, se recoge mediante un detector adecuado como un
espectrofotometro y en funcion de la intensidad de emisiéon de fluorescencia y
construccion de los correspondientes espectros de fluorescencia es posible construir
bases de datos para distinguir a cada tipo de bebida alcohdlica, ya sea destilada o no

destilada, y tambien que permita identificar y detectar las bebidas que han sido

adulteradas.



10

15

20

1

M

"',"‘-‘_\.ﬁ"_‘—

un medio de entrada (2) en el cual se encuentran las bebidas a analizar: el medio de

entrada es irradiado por una fuente de energia de excitacion (3) a través de un medio
de conduccion de la irradiacion (4) que consiste en fibra 6ptica bifurcada; un detector
de la intensidad de fluorescencia (5) conectado al medio de conduccion de la
irradiacion (4) y, acoplado ademas a un procesador (6) para el analisis y
procesamiento de los datos de fluorescencia para |la generacidon de los espectros de
fluorescencia de las diferentes bebidas alcohdlicas. (Figura 1)

En una modalidad preferida de la invencion el medio de entrada es una celda de
cuarzo que contiene la bebida que se va a analizar, y dicha celda de cuarzo es
irradiada a través de una fibra optica bifurcada que esta conectada con la fuente de
energia de excitacion gue consiste en un laser de nitrogeno.

En otra modalidad de la invencion el medio de entrada es la bebida embotellada sin
abrir, y la botella cerrada es directamente irradiada a traves de una fibra optica
bifurcada que esta conectada con la fuente de energia de excitacion que consiste en
un laser de nitrogeno.

Para las mediciones de Fluorescencia Inducida por laser de muestras de bebidas
alcohoélicas seleccionadas, se utiliza un laser de nitrogeno con longitud de onda de
325 a 345 nm y potencia de salida de 5 - 15 mW, como fuente de excitacion. La
fluorescencia emitida por la regién irradiada es colectada por medio de al menos una
fibra optica bifurcada con un didmetro del nucleo de 200 a 400 um, la cual se acopla
al laser y al menos a un espectrofotdmetro portatil, con un arreglo de diodos CCD

con 2048 elementos. La apertura de entrada de la fibra es colocada a un angulo de
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superficie de una celda de cuarzo conteniendo muestras de beBEI¥N4 alC5h&licas o de

una botella que contiene la bebida.

Como ofro objeto primordial de la invencion se proporciona un método de
fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas alcohdlicas adulteradas
y sin adulterar. La ejecucion de este metodo se hace posible mediante el sistema
provisto de acuerdo con la invencion, e incluye las fases y pasos siguientes:

Fase |. Determinacion de la contribucidn espectral de cada compuesto fendlico al

espectro caracteristico de cada tipo de bebida:

a) preparar soluciones modelo de compuestos fenolicos que incluyen: 5-hidroximetil
furfural, furfural, 5-metil furfural, acido galico, acido protocatecuico, acido
vainillinico, acido siringico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido ferulico, acido
cafeico, p-hidroxibenzaldehido, vainillina, siringaldehido, coniferaldehido,
sinapinaldehido, y escopoletina;

b) generar una matriz de excitacién-emision de las soluciones modelo preparadas
de acuerdo al inciso a), mediante la irradiacion de las soluciones en una longitud
de onda de entre 325 a 345 nm;

c) cuantificar simultdneamente las concentraciones de los compuestos fenolicos en
las soluciones modelo del inciso a), mediante tecnicas de cromatografia de
liquidos de alta resolucién con detector de diodos (HPLC-DAD);

d) realizar un ajuste de los valores de fluorescencia por métodos de optimizacion no

lineales y funciones gausianas para reproducir el espectro de fluorescencia,;
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correlacionar los valores obtenidos de la matriz de ,ﬁof.ij.-:-‘a_"*ﬂ ingi

con los valores obtenidos de las soluciones estandaraxowchbs | '

HPLC- DAD del inciso c); e

determinar la presencia y cantidad de los compuestos fendlicos del inciso a) en
bebidas alcoholicas destiladas y no destiladas incluyendo: bebidas afiejas,
reposadas, jovenes; y

realizar la suma espectrél de los estandares individuales para generar el espectro

de fluorescencia correspondiente a un tipo de bebida;

Fase Il. Obtencidn del espectro de fluorescencia de una bebida objetivo:

a)

Y

d)

generar energia de fluorescencia desde |la bebida objetivo en el medio de entrada
(2) por su irradiacion con la energia de excitacion provista por una fibra optica (4)
conectada a una fuente de energia de excitacion (3);

detectar la energia de fluorescencia de la muestra mediante un detector de
intensidad de fluorescencia (5) conectado a un medio de conduccion de l|a
irradiacion (4);

analizar y procesar los datos de fluorescencia obtenidos mediante un procesador
(6) adaptado al detector de intensidad de fluorescencia (5);

realizar un ajuste de los valores del inciso ¢) por métodos de optimizacion no
lineales y funciones gausianas para reproducir el espectro de fluorescencia; y
comparar el espectro de la muestra objetivo con el espectro reconstruido de la

Fase |, correspondiente a una bebida no adulterada.

Se utilizan soluciones modelo, preparadas con estandares comerciales de

compuestos fendlicos. Las concentraciones de estas soluciones estandar se

obtienen de muestras de tequila cuantificadas por cromatografia de liquidos de alta
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emision caracteristica de cada tipo de tequila.
En una modalidad preferida del método de la invencidn, la deteccién y analisis de las
bebidas se llevara a cabo sobre bebidas alcohdlicas maduradas en barrica. Siendo

que, en este caso previo a la ejecucion de la Fase ||, se lleva a cabo un paso previo
de:

identificar la matriz de excitacion-emision de mayor respuesta en bebidas

auténticas maduradas en barrica.
En otra modalidad preferida del método de la invencion, la deteccion y analisis de las
bebidas se llevara a cabo sobre bebidas alcoholicas embotelladas, estando las
botellas completamente cerradas. Para la realizacion de la Fase |l de esta modalidad
del método, se llevan a cabo los pasos adicionales de:

i. obtener los espectros de diferentes botellas vacias;

ii. obtener los espectros de las bebidas alcohdlicas auténticas en botellas sin
abrir;

iii. Determinar la diferencia correspondiente a los espectros de las botellas
vacias y los espectros de las botellas sin abrir, y multiplicar la diferencia
obtenida por un factor de ajuste.

El registro de los espectros de fluorescencia y el procesamiento de datos, son
conducidos en tiempo real en un procesador, por ejemplo en una computadora

personal, y son analizados mediante un software en el que se incluyen algoritmos

para optimizaciones no lineales y métodos de ajuste de curvas con funciones

gausianas.



10

15

20

15

_ o _ . INSTITUTO MEXICANO V& o &
para identificar bebidas alcohdlicas adulteradas y no adbitefisme palr-Riedii:

fluorescencia inducida por laser, se ilustran mediante los_g; limitativos que

se describen a continuacion.

EJEMPLOS

Origen de las muestras

Se obtuvieron bebidas, directamente de las tres compafias productoras de tequila
mas importantes del estado de Jalisco, bebidas alcohoélicas afiejadas en barricas,
clasificadas por 100 % agave y mixto (51 % al menos de agave) y por tiempo de
afiejamiento (blanco, reposado y afejo), asi como de distribuidores formales de
estas. También se obtuvieron otras bebidas alcohoélicas (whiskies, brandis y rones).
EJEMPLO 1: FLUORESCENCIA INDUCIDA POR LASER DE TEQUILAS
Dependiendo del tipo de tequila, los espectros de emision de afnejos y reposados
cuando se comparan con los blancos difieren mayormente en las intensidades de
fluorescencia como se observa en la Figura 2. Aqui también se puede observar que
hay claras diferencias en los patrones espectrales de tequilas madurados en barricas
y tequilas blancos, los primeros estan asociados con emisiones multiples y
relativamente fuertes, y los segundos con una emision ancha y debil.

El analisis de los espectros de emision total permite inmediatamente la localizacion
de los maximos de emisién e indican la presencia de multiples fluoroforos y la
dependencia de la emisidn de tequilas reposados, afnejos y blancos. Los espectros

de tequilas 100% afejos y reposados tienen un maximo de intensidad de
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reposados y blancos.

Al comparar entre si los espectros LIF de tres marcas diferentes de tequila afiejo
(Figura 3), se puede observar que los espectros de fluorescencia tienen una forma
similar entre ellos e intensidades de 3578 u.a. para la muestra 1A100, 2600 u.a.
para 2A100 y 2906 u.a. para 3A100, mostrando todos un maximo de fluorescencia a
494 nm. La diferencia de estas intensidades puede ser debido a los diferentes
procesos de elaboracion y tiempo de ahejamiento de cada marca comercial. La
muestra con mayor intensidad de fluorescencia era de un color mas oscuro que las
otras dos muestras, por lo que se puede inferir que estuvo un mayor tiempo de
afejamiento que las otras dos ya que la intensidad de color aumenta conforme

transcurre tiempo de anejamiento en barricas.

EJEMPLO 2.- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE MUESTRAS

COMERCIALES DE TEQUILAS REPOSADOS 100% (R100) Y MIXTOS (RM)

En la figura 4 se muestran los espectros de fluorescencia de muestras comerciales
de tequilas reposados 100% (R100) y Mixtos (RM). Aqui se puede observar que la
intensidad y la forma de los espectros de fluorescencia para tequilas reposados
100% y mixtos es muy variable. Este fendmeno puede deberse a que el tiempo de
almacenamiento en barricas de roble puede variar de una marca a otra. Otro factor

que podria influir en este fenomeno es el estado de la barrica, es decir, el numero de
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En esta misma figura 4 se puede observar la | ncia.de la
muestra 2R100 de tequila 100% reposado (2758 u.a) es similar a las intensidades de

las muestras 2A100 (2600 u.a) y 3A100 (2906 u.a) de tequila 100% afiejo.

EJEMPLO 3.- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE MUESTRAS
COMERCIALES DE TEQUILAS BLANCOS 100% (B100) Y MIXTOS (BM)

En la figura 5 se muestran los resultados de la comparacién de los espectros de
fluorescencia que tienen las diferentes muestras comerciales de tequilas blancos
100% (B100) y mixtos (BM). En esta figura se puede observar que con excepcion de
una muestra de tequila blanco 100%, los espectros de fluorescencia de las otras
muestras tienen una intensidad de fluorescencia casi nula. La muestra de tequila
blanco 100% que presenté mayor intensidad de fluorescencia fue donada por una
empresa tequilera, la cual para esta marca en especiai, la almacena por un periodo
de tiempo de hasta 1 semana en barricas de roble blanco y antes de envasarla la
filtra. De aqui que en esta muestra aunque el color sea claro y transparente, se
presente una mayor intensidad de fluorescencia comparada con las otras muestras

comerciales de tequilas blancos.

EJEMPLO 4.- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE DIFERENTES BEBIDAS
ALCOHOLICAS.
En base al conocimiento de la forma espectral de los diferentes tipos de tequila, se

obtuvieron y compararon espectros de fluorescencia de diferentes bebidas
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para simular un tequila reposado. El espectro del tequila blanco con extractc de roble

muestra un ancho de banda mayor a las otras bebidas, diferente pendiénte entre 360
y 430 nm, y dos maximos, uno a 449 y otro a 496 nm, el espectro del mezcal muestra
maximos a 448 y 500 nm. Analizando la forma, los maximos de intensidad de

fluorescencia y los anchos de banda de los espectros, claramente se distinguen entre

si estas bebidas (Figura 6).

EJEMPLO 5.- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE TEQUILA BLANCO
ADULTERADO

La figura 7 muestra los espectros de tequila blanco adulterado con refresco de cola
para simular tequila 100% reposado, de tequila 100% reposado y de refresco de
cola. En esta figura se ve claramente la diferencia entre un tequila original y un
adulterado, asi como la contribucion del refresco de cola a este espectro, ya que el

refresco contiene compuestos fluorescentes.

EJEMPLO 6.- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE TEQUILA ANEJO
ADULTERADO

La figura 8 muestra los espectros de fluorescencia de tequila 100% afejo y tequila
afiejo adulterado con alcohol de cafa, mostrando claramente las diferencias
espectrales entre ellos, siendo la mas notable, la disminucion de la intensidad de
fluorescencia debida al efecto del alcohol, ya que este no emite fluorescencia pero

influye como un factor de amortiguamiento (quenching) de la fluorescencia.
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Las mediciones de fluorescencia anteriores, se realizaron dentro de una celda de
cuarzo, para evitar sefiales de ruido, ya que el cuarzo no muestra fluorescencia a
esta longitud de onda (337 nm), a diferencia del vidrio que si contiene compuestos
fluorescentes. En la figura 9 se muestran los espectros de fluorescencia de tequila a
traves de la botella sin abrir, y los espectros del vidrio de dichas botellas. Como era
de esperarse la emision de fluorescencia fue menor, ya que parte de la energia del
haz laser primeramente es absorbida por el vidrio y por lo tanto la cantidad de
energia que incide sobre la muestra de tequila es menor que la que incide sobre las

muestras que se midieron en celdas de cuarzo.

Al realizar la sustraccion del espectro de fluorescencia del vidrio al espectro del
tequila obtenido a traves de la botelia, y multiplicar el espectro resultante por un
factor de ajuste determinado en funcion del fabricante de la botella, se obtuvo un
espectro muy similar al espectro obtenido midiendo la misma muestra de tequila a

traves de una celda de cuarzo, como se muestra en la figura 10.

EJEMPLO 8: Fluorescencia Inducida por laser de otras bebidas alcohdlicas

Al comparar entre si los espectros LIF de tres marcas diferentes de whisky (Figura
11), se puede observar que los espectros de fluorescencia tienen una forma similar
entre ellos e intensidades de 2199 u.a. a 498 nm para la muestra W1, 1835 u.a. a
498 nm para W2, 1669 u.a. a 502 nm para W3 y 1889 u.a.' a 499 nm para W3. La

diferencia de estas iIntensidades como en el tequila, puede ser debido a los
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Los espectros de emision de whisky, cuando se comparan con tequila afejo y
reposado difieren principalmente de la longitud de onda de los maximos de

fluorescencia y en las intensidades como se observa en la Figura 12.

En base a los resultados mostrados, este método se propone como una alternativa a
las técnicas analiticas tradicionales para detectar algunos tipos de adulteraciones en
cierto grupo de bebidas alcohdlicas aun sin abrir la botella (en este caso bebidas
alcohodlicas maduradas en barricas), organismos como el Consejo Regulador del
Tequila (CRT), PROFECO y la Secretaria de Hacienda (Aduanas) contaran con una
herramienta no destructiva y en tiempo real para la deteccion de algunos tipos de
adulteraciones de bebidas alcohdlicas. Ademas, con esta técnica no destructiva las

industrias tequileras tendran las siguientes ventajas:
o Control de calidad en tiempo real.

e Reduccion de los costos analiticos y tiempo.
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alcohdlicas adulteradas y no adulteradas caracterizede-pergue-comprende:;. (1)

un soporte para colocar un medio de entrada (2) de las bebidas alcohdlicas a
analizar, un laser como fuente de energia de excitacic’)_n (3) que emite en una
longitud de onda de 325 a 345 nm a traves de un medio de conduccion de la
irradiacion (4) que consiste en fibra 6ptica bifurcada; un detector de |a intensidad
de fluorescehcia (5) conectado al medio de conduccion de la irradiacion (4) v,
acoplado ademas a un procesador (6) para el analisis y procesamiento de los

datos de fluorescencia para la generacion de los espectros de fluorescencia de

las diferentes bebidas alcohodlicas.

. E! sistema de fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas

alcohdlicas de acuerdo a la reivindicacion 1, caracterizado porque el detector de

la intensidad de fluorescencia (5) es un espectrofotbmetro portatil, con un arreglo

de diodos CCD con 2048 elementos.

. El sistema de fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas

alcohodlicas de acuerdo a la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio de

entrada (2) es una celda de cuarzo.

. El sistema de fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas

alcohodlicas de acuerdo a la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio de

entrada (2) es una botella cerrada que contiene la bebida.

. El sistema de fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas

alcoholicas de acuerdo a la reivindicacidon 1, caracterizado porque el laser es un

laser de nitrdgeno con una potencia de salida de 5 - 15 mW.
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6. El sistema de fluorescencia inducida por laser MME\%

El sistema de fluorescencia inducida por laser para la deteccion de bebidas

alcohdlicas de acuerdo a la reivindicacion 6, caracterizado porque la fibra dptica
bifurcada (4) esta colocada en un angulo de entre 10 y 50 grados y dispuesta a

una distancia de entre 0.5 y 1.5 cm de la superficie del medio de entrada.

Un metodo para la deteccion de bebidas alcoholicas adulteradas y no
adulteradas mediante un sistema de fluorescencia inducida por laser como el
que se describe en la reivindicacion 1, que comprende las fases y pasos

siguientes:

Fase |. Determinar la contribucion espectral de cada compuesto fenélico al

espectro caracteristico de cada tipo de bebida mediante los pasos de:

a. preparar soluciones modelo de cbmpuestos fendlicos que incluyen: 5-
hidroximetil furfural, furfural, 5-metil furfural, acido galico, acido
protocatecuico, acido vainillinico, acido siringico, acido 3,4-
dihidroxibenzoico, acido ferulico, acido cafeico, p-hidroxibenzaldehido,

vainillina, siringaldehido, coniferaldehido, sinapinaldehido, y escopoletina;

b. generar una matriz de excitacién-emisién de las soluciones modelo
preparadas de acuerdo al inciso a), mediante la Irradiacion de las
soluciones con un laser como fuente de energia de excitacion (3), que

emite en una longitud de onda de entre 325 a 345 nm;

c. cuantificar simultaneamente las concentraciones de los compuestos
fendlicos en las soluciones modelo del inciso a), mediante tecnicas de

cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de diodos (HPLC-
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d. realizar un ajuste de los valores de fluorescencia por métodos de

optimizacion no lineales y funciones gaussianas para reproagucir el gspectro

de fluorescencia:

5 e. correlacionar los valores obtenidos de la matriz de excitacion-emision del
INnciso b) con los valores de concentracion de compuestos fenodlicos
obtenidos mediante las tecnicas de HPLC- DAD del inciso ¢) para las

soluciones modelo:;

f. determinar la presencia y cantidad de los compuestos fendlicos del inciso
10 a) en bebidas alcoholicas destiladas y no destiladas incluyendo: bebidas

afnejas, reposadas, jovenes; y

g. realizar la suma espectral de los compuestos fenolicos determinados en el
inciso f) para generar el espectro de fluorescencia correspondiente a un

tipo de bebida no adulterada;

15 Fase lI. Obtener el espectro de fluorescencia de una bebida objetivo mediante

los pasos de:

a) generar energia de fluorescencia desde |la bebida objetivo en el medio de
entrada (2) por su irradiacion con la energia de excitacion provista por una
fibra optica (4) conectada a un laser como fuente de energia de excitacion

20 (3) que emite en una longitud de onda de entre 325 a 345 nm;

b) detectar la energia de fluorescencia de la muestra mediante un detector de

intensidad de fluorescencia (5) conectado a un medio de conduccion de |a

irradiacion (4);

c) analizar y procesar los datos de fluorescencia obtenidos mediante un

25 procesador (6) adaptado al detector de intensidad de fluorescencia (5);
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e) comparar el espectro de la muestra objetivo con el espectro reconstruido

de la Fase |, correspondiente a una bebida no adulterada.

9. El metodo de acuerdo a la reivindicacion 8, caracterizado porque el laser es un

laser de nitrogeno con una potencia de salida de 5 — 15 mW.

10. El meétodo de acuerdo a alguna de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la bebida objetivo de la Fase Il es una bebida alcohdlica madurada en

barrica.

11.El método de acuerdo a la reivindicacion 10, caracterizado porque para la

realizacion de la Fase |l se lleva a cabo un paso previo de:

f} identificar la matriz de excitacidon-emisioOn de mayor respuesta en bebidas

auténticas maduradas en barrica.

12. El metodo de acuerdo a alguna de las reivindicaciones 8 y 9, caracterizado
porque la bebida objetivo de la Fase |l es una bebida alcohdlica contenida dentro

de una botella cerrada.

13. El método de acuerdo a la reivindicacion 12, caracterizado porque para la

realizacion de |la Fase |l se llevan a cabo los pasos adicionales de:
g) obtener los espectros de diferentes botellas vacias;

h) obtener los espectros de las bebidas alcohodlicas auténticas en botellas sin
abrir;
) determinar la diferencia correspondiente a los espectros de las botellas

vacias y los espectros de las botellas sin abrir, y multiplicar la diferencia

obtenida por un factor de ajuste.
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La presente invencion tiene como finalidad proporcionar un sistema y un método
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que permita llevar a cabo una vigilancia de manera efectiva sobre la autenticidad y

5 calidad de las bebidas alcohdlicas; se hace uso de técnicas analiticas basadas en
la emision de fluorescencia inducida para la caracterizacion de las materias primas
utilizadas para la elaboracion de estas bebidas, asi como del producto final. El
sistema y el método de la invencion hacen posible la realizacion del analisis de las
bebidas alcohdlicas aun sin abrir la botella por lo que se cuenta asi con una

10 poderosa herramienta no destructiva y en tiempo real para verificar la autenticidad
de las bebidas alcoholicas destiladas y no destiladas, asi como detectar cuando

dichas bebidas alcohdlicas destiladas y no destiladas estan adulteradas.
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