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Resumen

Se investiga la combinacion de la adicién estdndar de un solo punto y el uso de un
estandar interno natural, como una estrategia de calibracién simplificada para la
cuantificacion de terpenos en muestras de Pisco utilizando HS-SPME-GC-MS. Para
evaluar la calidad de los resultados obtenidos se estima la incertidumbre de las
mediciones y se calcula valores de zeta-score comparando 2 estrategias de calibracion
denominadas “estrategia de referencia” y “estrategia simplificada”. Las condiciones de
preparacion de la muestra se definieron en un trabajo previo de Gromova [1]. Todos los
datos de GC-MS se adquieren con un modo simultaneo SCAN/SIM (iones fragmento 43,
59 y/o 93). Se evalla primero la linealidad adicionando 3 niveles de concentraciéon de
oxido de linalol, linalol y a-terpineol a una muestra de Pisco no aromatico. La estrategia
simplificada consiste en adicién estandar multicomponente de los terpenos a muestras de
Pisco aromético utilizando un éster (acetato de isoamilo, hexanoato de etilo 6 decanoato
de etilo) como estandar interno natural candidato. La estrategia de referencia consiste en
la adicién estandar individual, y a muestras diferentes, de cada terpeno evaluado,
utilizando 2 terpenos (linalol, hotrienol, 6xido de nerol y/o a-terpineol) como estandares
internos naturales de referencia. Para la estrategia de referencia se obtienen
incertidumbres combinadas relativas entre 6,6 % y 10,0 %. Los resultados de la estrategia
simplificada muestran que el acetato de isoamilo ofrece las mejores caracteristicas para
ser utilizado como estandar interno natural en la determinacion de terpenos en Pisco. La
linealidad utilizando acetato de isoamilo se confirma con valores de R* mayores a 0,99.
Usando este estandar interno natural se obtienen incertidumbres combinadas relativas
entre 8,6 % y 22,8 %. Con estas incertidumbres se obtienen valores de zeta-score
inferiores a 2. La combinacién de la adicién estandar de un solo punto y el uso de un
estandar interno natural para mediciones con HS-SPME-GC-MS, aparece como un nuevo
enfoque interesante, practico y confiable que contribuiria a la estandarizacion de las
mediciones de contenido de terpenos en Pisco. Se espera que la estrategia de calibracion
planteada pueda ser también evaluada para otros campos de medicibn que aun se

encuentren en desarrollo.

Palabras claves HS-SPME, GC-MS, contenido de terpenos, Pisco, adicién estandar de

un solo punto, estandar interno natural.



Abstract

Combination of single-point standard addition and a natural internal standard is
investigated as a practical calibration strategy for the quantification of terpenes in Pisco
samples using HS-SPME-GC-MS. In order to evaluate the quality of the obtained results,
measurement uncertainties are estimated and zeta-score values are calculated comparing
2 calibration strategies identified as “reference strategy” and “simplified strategy”. The
sample preparation conditions were defined in a previous work by Gromova [1]. All GC-MS
data are acquired under simultaneous Full Scan and SIM modes (ion fragments 43, 59
and/or 93). Linearity is first assessed by adding 3 concentration levels of linalool oxide,
linalool and a-terpineol to a non-aromatic Pisco sample. The simplified strategy consists of
standard multicomponent addition of the terpenes to aromatic Pisco samples using one
ester (isoamyl acetate, ethyl hexanoate or ethyl decanoate) as the candidate natural
internal standard. The reference strategy consists in the addition of individual standard to
samples of each evaluated terpene, using 2 terpenes (linalool, hotrienol, nerol oxide
and/or a-terpineol) as reference natural internal standards. Relative combined
measurement uncertainties for the reference strategy are between 6,6 % and 10,0 %.
According to the results obtained from the simplified strategy, isoamyl acetate offers the
best characteristics for use as natural internal standard for terpene determinations in
Pisco. Linearity using isoamyl acetate is confirmed with R? values greater than 0,99. Using
this natural internal standard, relative combined measurement uncertainties are between
8,6 % and 22,8 %. Zeta-score values obtained with these uncertainties are smaller than 2.
The combination of single-point standard addition and a natural internal standard for HS-
SPME-GC-MS measurements appears to be a potentially useful new approach, practical
and reliable, which could contribute to the standardization of measurements for terpene
content in Pisco. It is expected that this proposed calibration strategy could be evaluated in

other measurements fields still in development.

Keywords HS-SPME, GC-MS, terpene content, Pisco, single-point standard addition,

natural internal standard
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1. INTRODUCCION

De acuerdo al Reglamento de la Denominacion de Origen Pisco [2], este producto
debe ser producido utilizando métodos que mantengan los principios tradicionales de
calidad. Ademas, debe cumplir con requisitos fisico-quimicos que incluyen limites
permisibles para las concentraciones de componentes volatiles y congéneres. De acuerdo
al reglamento, estas sustancias son medidas por cromatografia de gases GC-FID con
inyeccion directa y son principalmente componentes mayoritarios (alcoholes, ésteres,
furfural, aldehidos y acidez volatil). Por otro lado, el producto Pisco debe cumplir
requisitos organolépticos de aspecto, color, olor y sabor que han sido establecidos para
diferenciar los Piscos puro de tipo aromatico, puro de tipo no aromatico, Acholado y Mosto
Verde. Sin embargo, en el reglamento no se hace referencia a terpenos o a componentes
minoritarios presentes en el Pisco y que permitirian diferenciar entre Piscos provenientes

de distintas variedades de uva.

Desde 1988, el Pisco es reconocido por el Estado peruano como "Patrimonio Cultural
de la Naciéon", debido a su importancia para la cultura nacional y su contribucién al
desarrollo econémico del pais. Asimismo, en 2005, el Pisco fue declarado como un
producto de bandera en el Perl, en el marco de la estrategia nacional para la
identificacion de productos que caracterizan la calidad de nuestras exportaciones y
preservan nuestra tradicion e identidad. De esta manera, el Pisco se posiciona
actualmente en los mercados internacionales como un producto de calidad que contribuye
a la identidad de la gastronomia peruana y al fomento del turismo receptivo [3]. Hoy en
dia es ampliamente aceptada la contribucion del contenido de terpenos al aroma y calidad
de las bebidas alcohdlicas destiladas (como el Pisco). Debido a ello, el perfil de contenido
terpénico se ha estudiado en estas bebidas con diferentes enfoques analiticos,
cualitativos y cuantitativos, dependiendo del objetivo del estudio. La preparacion previa de
muestras utilizadas para fines analiticos cuenta con diferentes opciones como extraccion
liguido-liquido (LLE), extraccion en fase solida (SPE), microextraccion en fase sélida
(SPME), entre otras. Desde su primer desarrollo por Pawliszyn y colaboradores a partir de
1990 [4, 5], la microextraccion en fase sélida ha demostrado ser una excelente opcion
para la preparacién de muestras en diferentes matrices. Después de numerosos articulos

técnicos publicados, algunos de los cuales cuestionaban su uso en aplicaciones
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cuantitativas, la maduracion de esta técnica ha alcanzado un hito importante en relaciéon a
las determinaciones cuantitativas en matrices acuosas ambientales con la reciente
emision de la norma ISO 17943:2016 Water quality -- Determination of volatile organic
compounds in water -- Method using headspace solid-phase micro-extraction (HS-SPME)
followed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) [6]. Esta norma formaliza
finalmente el uso de la microextraccion en fase sélida para medicion de componentes
organicos volatiles en agua, constituyéndose esto en un paso importante para la medicion
cuantitativa en matrices ambientales. Sin embargo, en lo que se refiere al Pisco, aun no
se cuenta con normas aceptadas nacional o internacionalmente para la medicion de

terpenos en matrices de interés.

La teoria indica que cuando se trata de matrices complejas, los métodos de
cuantificacién precisos exigen la eleccién de una técnica de calibracion adecuada. Los
efectos de la matriz deben tenerse en cuenta, especialmente si ésta contiene disolventes
organicos, como en las bebidas alcohdlicas y la cuantificacibn generalmente requiere
estandares de matriz coincidente (matrix matching) o el método de adicion estandar [7].
Estas formas de cuantificacibn son laboriosas y no son utilizadas cominmente en
mediciones de rutina realizadas por laboratorios de ensayo. Otra alternativa es la
medicion por dilucién is6topica, que debido al costo de estandares isotopicos no es una
alternativa practica. Es importante indicar que la aplicacion de una calibracion externa
para la cuantificacién o el uso del estandar interno, como se ha desarrollado en la norma
ISO 17943 para matrices acuosas, podrian verse limitados debido al efecto de matriz

causado por la matriz alcohdlica.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, los métodos capaces de lidiar con el
efecto de matriz en la cuantificacion de terpenos en Pisco serian muy costosos y/o
laboriosos como para ser aplicados en mediciones de rutina. De esta manera, es
deseable simplificar alguno de estos métodos de tal manera que sea eficaz y suficiente
para ser aplicado en la practica coman. En el presente trabajo se propone simplificar el
conocido método de adicion estandar. Para ello se propone y evalla el uso de la
calibracion de un solo punto. Esta estrategia se combina con el uso de un estandar
interno natural para cuantificacion de terpenos en Pisco mediante HS-SPME-GC-MS. En
los siguientes parrafos se describe el raciocinio utilizado para fundamentar esta propuesta

de estrategia combinada de calibracion.
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La adicion estdndar multipunto, utilizada comUnmente para la cuantificacion en
mediciones de referencia, resulta limitada debido a la tediosa preparacion de muestras
para la medicién. Es decir, se debe preparar una curva de calibracién para cada muestra
medida (y en algunos casos podria ser necesaria una curva para cada componente en
cada muestra medida). Sin embargo, cuando la linealidad ya se ha demostrado en un
rango particular de concentracion y para una matriz especifica, la adicion estandar de un
solo punto representa un enfoque confiable y mas réapido para la medicion de muestras
[8]. Los Institutos Nacionales de Metrologia (INM), que generalmente realizan mediciones
de referencia de alta precision, ya han mostrado su confianza en la adicién estandar de un
solo punto para la certificacion de materiales de referencia [9]. La Direccion de Metrologia
- INACAL (Instituto Nacional de Metrologia del Perd) ha implementado este enfoque de
cuantificacién para mediciones de referencia de plomo en vino y lo ha utilizado para
demostrar su competencia técnica comparando sus resultados con métodos de la mas

alta exactitud disponible a nivel mundial [10].

Una de las dificultades en desarrollos anteriores de metodologias de medicion
cuantitativa para compuestos volatiles en bebidas alcohdlicas utilizando HS-SPME-GC-
MS fue la seleccion del estandar interno agregado. En primer lugar, se debe asegurar la
ausencia de dicho estandar interno en las muestras a medir. Para cumplir este requisito
se ha utilizado diferentes sustancias (como el 3-octanol), que no se encontrarian de
manera natural en las bebidas alcohdlicas [11]. Sin embargo, no se tiene hasta ahora un
consenso en la eleccién del estandar interno y se han utilizado otras sustancias como 2-
octanol y 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona [12]. Como se indicé anteriormente, se debe
asegurar ausencia (en las muestras a medir) de la sustancia elegida como estandar
interno, lo que podria requerir de una medicion preliminar de dichas muestras antes de
agregar el estandar interno. Esta medicién preliminar también es necesaria para verificar
gue no coeluya ninguna sustancia en el tiempo de retencion del estandar interno elegido.
Sin embargo, cuando se usa la calibracion de adicién estandar para la cuantificacion (de
acuerdo a lo propuesto en la presente tesis), se puede elegir un estandar interno natural
de uno de los componentes ya presentes en la muestra que se va a medir. Esto es debido
a que, para la adicion estandar, la muestra se mide al menos 2 veces, una con adicion de
solvente y otra con adicion de estandar. En ambas mediciones existen compuestos en la

matriz con posibilidad de utilizarse como estandares internos (si sus caracteristicas
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quimicas lo permiten). Esto significa que no seria necesario agregar un estandar interno,
siempre que se pueda seleccionar un compuesto conveniente, natural en la muestra de
Pisco. En este caso, ya no seria necesario verificar la ausencia del estandar interno en las
muestras a medir. De manera razonable seria necesario elegir estandar interno natural
que no coeluya con alguna otra sustancia presente en la muestra. El uso de un estandar
interno natural ha demostrado ser Util para la determinacion de metales en agua de mar
costera [13]. A nuestro entender, este enfoque rara vez se ha probado para
cuantificaciones por cromatografia de gases.

El Laboratorio de Bioanalitica de la PUCP (Pontificia Universidad Catélica del Peru) ha
venido utilizando HS-SPME-GC-MS durante varios afios para realizar determinaciones
cualitativas y cuantitativas de compuestos volatiles en diferentes matrices ambientales y
alimentarias. Las condiciones de preparacion de la muestra de Pisco utilizando
microextraccién en fase soélida en el espacio de cabeza (HS-SPME) se definieron en una
tesis de maestria desarrollada por Gromova [1]. De esta manera, el trabajo que se expone
a continuacién complementa otros previamente realizados, con el fin de desarrollar

metodologias practicas de cuantificacion de terpenos en Pisco.

Demostrar la viabilidad para la cuantificacion practica de terpenos en muestras de
Pisco utilizando HS-SPME-GC-MS y la calibracién de adicién estandar de un solo punto
combinada con un estandar interno natural abriria una oportunidad para formalizar este
enfoque de medicibn como una herramienta que permita evaluar la calidad y diferenciar
Piscos producidos a partir de diferentes variedades de uvas. Estandarizar el método de
cuantificacion para componentes volatiles minoritarios (como los terpenos) es una meta
ambiciosa, tanto para el Pisco como para cualquier otra bebida destilada, sin embargo,
ésta es una meta que no se debe perder de vista y se espera que este trabajo contribuya

significativamente a lograr dicho objetivo.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En comparacién con otras formas de extraccion utilizadas en la preparacion previa de
muestras para fines analiticos, la microextraccién en fase sélida ha demostrado ser una
forma mas rapida, mas econémica y mas amigable con el medio ambiente. Sin embargo
la aplicacion de esta forma de extraccion se ha visto limitada debido a la falta de
estandarizacién en relacion a la eleccion del método de calibracion mas adecuado para
los analisis cuantitativos. En los Ultimos afios esta dificultad se viene superando para
algunas matrices de interés. Aqui cabe mencionar, por ejemplo, la reciente publicacion de
la norma 1SO 17943:2016 que formaliza finalmente el uso de la microextraccion en fase
sélida para medicion de componentes organicos volatiles en agua, constituyéndose esto
en un paso importante para la medicion cuantitativa en matrices ambientales. Sin
embargo, para esta forma de extraccion alin no se cuenta con normas aceptadas nacional
o internacionalmente que aborden la medicion de terpenos u otros compuestos de interés
relacionados con el aroma y calidad de las bebidas alcohdlicas. Se reconoce que para
obtener resultados validos en este tipo de matrices se deben utilizar métodos laboriosos
como calibracién por adiciéon estandar o incluso es necesario realizar mediciones por

dilucién isotépica.

Con el fin de atender la problematica descrita en el parrafo anterior, el presente trabajo
plantea una estrategia simplificada y confiable para analisis cuantitativo de terpenos por
HS-SPME-GC-MS que pueda ser utilizada para mediciones rutinarias en Pisco. Ademas
se plantea una estrategia de referencia que permita evaluar la confiabilidad de la
estrategia simplificada propuesta. La comparacién de los resultados de ambas estrategias

planteadas se basa en requisitos de comparabilidad previamente establecidos.
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3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1 Objetivo general

El objetivo del presente trabajo es desarrollar una estrategia practica y confiable
(estrategia simplificada) para analisis cuantitativo de terpenos por HS-SPME-GC-MS que
pueda ser utilizada para mediciones rutinarias en Pisco. La difusion de este trabajo
contribuiria a la estandarizacion de las mediciones de estos componentes minoritarios en

nuestra bebida de bandera.

3.2 Objetivos especificos

- Evaluar la linealidad de las mediciones realizadas utilizando la estrategia
simplificada para cada uno de los terpenos en estudio.

- Plantear un estrategia practica de calibracion (estrategia simplificada)

- Plantear y justificar una estrategia de calibracién de referencia técnicamente valida
(estrategia de referencia) contra la cual se pueda evaluar la confiabilidad de la
estrategia simplificada.

- Estimar la incertidumbre de mediciébn para los resultados utilizando ambas
estrategias.

- Identificar un estandar interno natural 6ptimo para la estrategia simplificada con
ayuda de la estrategia de referencia. El estandar 6ptimo brindara resultados con las
menores incertidumbres de medicion.

- Comparar resultados de la estrategia simplificada y la estrategia de referencia

calculando valores de zeta-score.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Regulacién peruana sobre el Pisco

De acuerdo al Reglamento de la Denominacién de Origen Pisco [2], el producto que
ostente esta denominacion debe cumplir requisitos organolépticos de aspecto (claro,
limpido y brillante) y color (incoloro). En relacién al olor y sabor, se establecen requisitos
diferenciados para el Pisco puro de uvas aromaticas, Pisco puro de uvas no aromaticas,
Pisco Acholado y Pisco Mosto Verde. Se debe mencionar que los Piscos puros provienen
de una sola variedad de uvas, a diferencia de los Piscos acholados que provienen de la
mezcla uvas aromaticas y no aromaticas. Los Piscos mosto verde son aquellos que se
obtienen a partir de uvas pisqueras con fermentacion interrumpida. Son no aromaticas las
uvas Quebranta, Negra Criolla, Mollar y Uvina; y son aromaticas las uvas ltalia, Moscatel,
Albilla y Torontel. Ademas, el Pisco no debe presentar olores y sabores o elementos
extrafios que recuerden a aromas y sabores de diferentes sustancias quimicas y

sintéticas que se enumeran en el reglamento de Denominacion de Origen Pisco [2].

En relacién a los requisitos fisico-quimicos, el reglamento establece valores maximos
(y algunos minimos) para el grado alcohdlico, extracto seco y los siguientes componentes
volatiles y congéneres: ésteres, furfural, aldehidos, alcoholes superiores, acidez volatil y
alcohol metilico. EI método de ensayo utilizado para el andlisis cromatografico de
componentes organicos es la Norma Técnica Peruana NTP 211.035 BEBIDAS
ALCOHOLICAS. Determinacion de metanol y de congéneres en bebidas alcohdlicas y en
alcohol etilico empleado en su elaboracién, mediante cromatografia de gases. De acuerdo

a esta norma las mediciones se realizan por cromatografia de gases con detector FID.

4.2 Diferenciacién de Piscos obtenidos de diferentes variedades de uvas

Los requisitos organolépticos indicados en el Reglamento de la Denominacién de
Origen Pisco establecen caracteristicas diferenciadas para el olor y sabor de los Piscos
puros de uvas aromaticas, Piscos puros de uvas no aromaticas, Piscos acholados y
Piscos mosto verdes. Estas caracteristicas son evaluadas por un catador (o panel de
catadores). El reglamento no presenta requisitos que permita diferenciar entre los Piscos

obtenidos de diferentes uvas no aromaticas, o de diferentes uvas aromaticas (por ejemplo



19

diferenciar un Pisco Italia de un Pisco Moscatel). Tampoco hace ninguna referencia al

contenido de terpenos presentes en el Pisco con fines de evaluar la calidad del producto.

Diversas publicaciones [14] [15] [16] han dado cuenta acerca del estudio de perfiles
terpénicos (y de otros compuestos minoritarios) en bebidas alcohdlicas con fines de
diferenciacion y autenticidad de los productos. El analisis cuantitativo de estos
compuestos ha sido tipicamente por GC-MS, utilizando, en muchos casos, técnicas
laboriosas de extraccion (como extraccion liquido-liquido o extraccion en fase sdlida) lo
cual ha limitado el uso préactico de los métodos de medicién desarrollados. Por otro lado,
en los ultimos afios se ha incrementado el uso de la microextraccion en fase solida
(SPME) como una forma de extraccion rapida, econémica y amigable con el ambiente
(libre de solventes). SPME utiliza una fibra que puede extraer los compuestos volatiles por
inmersién directa (DI-SPME) o por extraccién en el espacio de cabeza (HS-SPME). El uso
de HS-SPME combinado con GC-MS para el analisis de terpenos ha mostrado la rapidez
y eficiencia de esta técnica en mediciones con tequila, leche, frutas, entre otros [17] [18]
[19].

4.3 Métodos de calibracion utilizados en cuantificacion por SPME

Para las mediciones cuantitativas rutinarias con diferentes técnicas analiticas se suele
utilizar la calibracibn con curva externa o con estandar interno. Estos métodos de
calibracion suelen ser suficientes para muchas aplicaciones. Sin embargo, para
mediciones de terpenos en bebidas alcohdlicas con HS-SPME-GC-MS no se ha
alcanzado consenso en relacion a la validez de resultados obtenidos con estos métodos
de calibracién y no se cuenta con métodos aceptados nacional o internacionalmente para
este fin. En estos casos se suele reconocer que para obtener resultados validos se deben
utilizar métodos laboriosos como calibracién por adicion estandar o incluso es necesario
realizar mediciones por dilucién isotépica [7]. En concordancia con lo indicado, la Tabla 1
muestra informacién extraida de una guia practica de cuantificaciéon por SPME que ha
sido publicada por SUPELCO [20] y que recomienda la cuantificacion por adicion estandar
(ultima columna de la tabla) cuando se trabaja con matrices liquidas complejas o matrices

solidas complejas.
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Tabla 1. Tabla guia de cuantificacion. Informacion extraida de [20].
Recommended Approach

Matrix Type Method External Internal Standard Addition
Gas Simple Headspace /
Complex Headspace / \/
Liquid Simple Headspace /
Immersion \/ /
Complex Headspace \/ \/
Immersion \/
Solid Simple Headspace \/ \/
Complex Headspace \/

A continuacion se detallan las caracteristicas de los métodos de calibracion
tradicionales de acuerdo a lo descrito por Ouyang y Pawliszyn [21] para mediciones por
SPME. También se enlistan al final otros métodos de calibracion que han sido descritos
por este mismo autor. Finalmente se dan detalles acerca de la calibracién por adicion

estandar de un punto con estandar interno natural que se utiliza en el presente trabajo.

4.3.1 Calibracién por curva externa

Esta calibracion consiste en la preparacion de varias soluciones estandar y se obtiene
la relacion (usualmente lineal) entre las respuestas instrumentales y las concentraciones
conocidas de las soluciones estandar. Las muestras son analizadas con las mismas
condiciones de extraccion. De esta manera, la concentracién del analito desconocido se

puede calcular con la ecuacién de la curva de calibracion previamente obtenida.

Este método de calibracion no requiere una extensa preparacion de muestra, pero
requiere que las condiciones instrumentales y de extraccion sean constantes durante todo

el proceso de medicion.

Es recomendable que los estandares preparados para la curva de este método de
calibracion cuenten con una matriz semejante a aquella de las muestras a medir (matrix

match calibration).
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4.3.2 Calibracién por adicién estandar

Esta calibracién implica la adicion de diferentes estdndares con concentraciones
conocidas del analito que son agregados a la muestra a analizar, la cual contiene la
concentracion desconocida de dicho analito. Las diferentes mezclas preparadas son
analizadas obteniéndose una curva de respuestas instrumentales versus concentraciones
adicionadas. La extrapolacion de esta curva hasta cero permite obtener la concentracion

desconocida de analito.

Este método de calibracion requiere extensa preparacion de muestra. Puede ser
extremadamente tedioso para el andlisis de un gran nimero de muestras. La ventaja de
este método es que los efectos de matriz pueden ser compensados. Es apropiado cuando
el niumero de muestras es pequefio y la composicion de la muestra es desconocida y

compleja.

4.3.3 Calibracién por estandar interno

Esta calibracion implica la adicion de un mismo compuesto (diferente al analito de
concentracion desconocida) a las soluciones de calibracion y las muestras a medir. El
compuesto afiadido debe resolverse adecuadamente en el cromatograma obtenido y debe
tener una respuesta instrumental similar al analito de concentracién desconocida. La
curva de calibracion se grafica con los valores de los cocientes de las areas
instrumentales de diferentes niveles de analito de concentracion desconocida entre las
areas instrumentales del compuesto afiadido (estandar interno) versus los cocientes de

concentraciones de analito entre la concentracion fija de estandar interno.

Un estandar interno se suele utilizar para compensar por el efecto matriz, las pérdidas
de analito durante la preparacion de muestra y la irreproducibilidad en parametros
instrumentales. Sin embargo, no es facil encontrar estdndares internos adecuados para
matrices complejas. La calibracién utilizando estdndares internos isotopicos puede
produc