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RESUMEN

Concentraciones altas de metanol presente en bebidas alcohdlicas ha provocado
numerosas intoxicaciones a nivel mundial, con sintomas tales como: nauseas, vomitos,
cefaleas, dolores abdominales y perturbaciones visuales. Dejando como secuelas ceguera

irreversible y muerte.

El objetivo principal del presente trabajo es la determinacion de metanol por
cromatografia de gases con el método de estandarizacion externa, para luego hacer una
comparacion de los resultados con las normativas vigentes, con el proposito de verificar la

calidad de las bebidas alcohdlicas que se consumen en el pais.

Para asegurar que el método utilizado para la determinacion de metanol aporta
resultados confiables, se determinaron sus principales propiedades analiticas, tales como
linealidad, exactitud, repetibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Comprobando que el método cumple con éstas en las condiciones de trabajo empleadas.

En la parte experimental, se describe la metodologia empleada y las condiciones de

operacion para la cuantificacién de metanol en las muestras de bebidas alcohdlicas.

Sobre un total de 38 muestras de bebidas alcohélicas. Que comprenden 17 vodkas,
8 whiskies, 4 rones, 6 tequilas y 3 chaparros, se concluyé que los niveles de alcohol
metilico encontrados en un 21% de las muestras presentaron valores levemente superiores a

lo estipulado por las normativas.

De los resultados obtenidos se observo que las determinaciones muestran que un

79% por ciento de las muestras se encuentran dentro de los limites establecidos.



1. INTRODUCCION



En el trabajo realizado se hace un resumen de la historia de las bebidas alcohdlicas,

clasificandolas de acuerdo al tipo de bebida, su origen y caracteristicas.

El metanol es el principal componente del destilado en seco de la madera. Es uno de
los disolventes mas usados y encuentra aplicacion, tanto en el campo industrial como en
diversos productos de uso domestico. Dentro de los productos que contienen metanol se
puede mencionar el denominado “alcohol de quemar” constituido por los alcoholes metilico
y etilico, solvente en barnices, tintura de zapatos, limpiavidrios, liquido anticongelante y
solvente para lacas. Ademas, los combustibles sélidos envasados también contienen

metanol. @

El metanol se utiliza para degradar soluciones de alcohol etilico, practica que ha
dado lugar a numerosas intoxicaciones, dado el uso fraudulento de estas mezclas en bebidas

alcohdlicas.

Ademéas la fermentacion produce cantidades variables de metanol y otros
compuestos. Por lo que la intoxicacion por metanol ocurre frecuentemente por via
digestiva, en el caso de bebidas alcohdlicas adulteradas. Los individuos pueden sobrevivir,
con secuelas como la ceguera irreversible, pues la retina es el sitio que primero sufre la

manifestacion de la intoxicacion con metanol. ¥

Por lo que se plantea la necesidad de verificar la calidad de las bebidas alcohdlicas,

determinando el contenido de metanol.



2. FUNDAMENTO TEORICO



2.1 HISTORIA DE LAS BEBIDAS ALCOHOLICAS

La destilacion del alcohol era relativamente poco conocida hasta fines del siglo
XVI. Tanto los griegos como los romanos, conocian Gnicamente la elaboracion de vino, el
cual en ocasiones perfumaban con hierbas aromaticas. También elaboraban cierta clase de
bebidas con alta concentracion de azlcar y jugo de frutas, similares a los que hoy
conocemos con el nombre de jarabes. No hay indicios que permitan suponer que en aquel
entonces se poseyera el arte de la elaboracién de bebidas embriagantes. Es probable que
hayan sido los alquimistas &rabes, en el siglo X, los verdaderos descubridores de los
secretos de la destilacion del alcohol. Hasta hace aproximadamente un siglo, solo se extraia
el alcohol etilico del vino o del orujo. La creciente demanda y la diversidad de usos
obligaron a buscar esta sustancia en los mas diversos productos vegetales, y en la
actualidad ocupa el primer lugar la extraccion de alcohol etilico de cereales y de cafia o

melaza de aztcar. 4

Para poder separar el alcohol etilico de los productos que le acompafian, es
necesario recurrir a la destilacion, eliminando parte de los compuestos volatiles; el alcohol
etilico neutro se obtiene por la rectificacion, considerandose alcohol neutro o alcohol
rectificado, el obtenido por la destilorectificacion del mosto que han sufrido la
fermentacion alcoholica. Todos los alcoholes neutros se consideran aptos para elaborar

bebidas alcoholicas, vinagre y perfumes.

La obtencion de alcohol etilico en El Salvador, se realiza principalmente partiendo
de la melaza de cafia de azlcar, aunque como ya se mencion0 se puede obtener partiendo

de azUcar, granos, frutos y otros. )

Las bebidas alcoholicas se componen principalmente de agua y alcohol etilico, sin
embargo son los compuestos volatiles los que van a definir su calidad y caracteristicas
organolépticas y sanitarias, principalmente aquellos que se originan en la fermentacion
alcohdlica paralelamente al etanol, y debido a un deficiente estado de conservacion que

puede dar lugar a fermentaciones acéticas y tartaricas, con la formacion posterior de acidos



volatiles como acético, propidnico y butirico, que generan olores indeseables y la perdida

de calidad en el destilado.®®

La fermentacion alcoholica denominada también como fermentacion del etanol o
incluso fermentacion etilica) es un proceso biolégico de fermentacion en plena ausencia de
aire (oxigeno - Oy), originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan
los hidratos de carbono por lo general azlcares: como pueden ser por ejemplo la glucosa, la
fructosa, la sacarosa, el almidon, etc.) Para obtener como productos finales: etanol (cuya
férmula quimica es: CH3-CH,-OH), dioxido de carbono (CO,) en forma de gas y unas
moléculas de ATP gue consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular
energético anaerobico. El etanol resultante se emplea en la elaboracién de algunas bebidas
alcoholicas, tales como whisky, vodka, ron, etc. Aunque en la actualidad se empieza a
sintetizar también etanol mediante la fermentacion a nivel industrial a gran escala para ser
empleado como biocombustible. Las levaduras y bacterias causantes de este fendmeno son
microorganismos muy habituales en las frutas y cereales y contribuyen en gran medida al
sabor de los productos fermentados. Una de las principales caracteristicas de estos
microorganismos es que viven en ambientes completamente carentes de oxigeno (Oy),
méaxime durante la reaccion quimica, por esta razén se dice que la fermentacion alcohélica

€s un proceso anaerdbico.

Fermentaciones naturales: la fermentacion alcohdlica con la emision de ciertas
cantidades de etanol se produce de forma espontanea en la naturaleza siempre que se
encuentre un azlcar y una atmdsfera pobre de oxigeno, es por esta razén que ocurre
espontaneamente en el interior de algunas frutas que se puede decir sufren un proceso de
maduracion anaerdbica, tal y como puede ser el meldn curado que muestra olor a alcohol, o

los mismos coco.

Fermentaciones especificas: las fermentaciones especificas son manipuladas por el
hombre con el objeto de obtener el etanol en ciertas bebidas. Para ello se emplean
principalmente los azUcares de las frutas, los cereales y de la leche. La produccion de estas
bebidas es en la mayoria de los casos local debido a la disponibilidad de los substratos, por

ejemplo en los paises mediterraneos la uva es frecuente y por lo tanto la fermentacion del



vino también, el mismo patron puede hacerse con otros materiales como el arroz en Asia o
el maiz en Latinoamérica. De esta forma la tradicion de los procesos de fermentado se han

asociado a las diversas etnias o grupos sociales.

2.2 TIPOS DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

Las bebidas destiladas son las descritas generalmente como aguardientes y licores;
Entre ellas se encuentran bebidas de muy variadas caracteristicas y que van desde los

diferentes tipos de licor, hasta los whiskies, tequilas, rones y vodkas entre otras.

2.2.1 WHISKY:
El whisky es el aguardiente compuesto obtenido por mezcla de aguardientes de
malta y destilado de cereales, previamente envejecidos por separado en recipientes de roble

y bajo determinadas condiciones ambientales de temperatura y humedad.

Aguardientes de malta, es el obtenido por destilacion de caldos fermentados de
cebada malteada en su totalidad. Su graduacién alcohélica, como minimo, sera de 60°

centesimales en volumen (grados Gay-Laussac) sin alcanzar los 80°, 41

Destilado de cereales, es el alcohol obtenido por destilacion de caldos de cereales,
sacarificados y fermentados. Su graduacion alcohdlica sera de 80°, como minimo, sin
alcanzar los 96° centesimales en volumen.

Caracteristicas del Whisky elaborado:

El whisky contendrd un minimo del 25% del alcohol absoluto procedente del

aguardiente de malta.

La graduacion alcohdlica del whisky sera de 35°, como minimo, y 58° centesimales

en volumen como maximo, segun su productor.


http://www.zonadiet.com/bebidas/a-licor.htm
http://www.zonadiet.com/bebidas/a-vodka.htm

Las impurezas volatiles del whisky estaran comprendidas entre los limites siguientes,

expresados en mg/100 mL de alcohol absoluto:

Acidos (expresado como &cido acético): 25-70.
Esteres (expresado como acetato de etilo): 35-95.
Aldehidos: 8-40.

Furfural: Exento-4.

Alcoholes superiores: 150-370.

Metanol: Exento-30.

El extracto seco no excedera del 3% en el peso del producto.

La materia mineral total no excedera del 0.25%, en la que el cobre y el cinc no pasaran
del 0,04% vy el arsénico y el plomo del 0.01%, expresados en peso del producto. Coloreado

con caramelo natural o no. *®

2.2.2 TEQUILA:

Es un licor destilado originario de México, pudiéndose encontrar variedades
ambarinas e incoloras. Al igual que el mezcal, se elabora a base del jugo extraido del agave,
en particular el llamado agave azul [Agave tequilana (Caducifolia.ssp.tequilana.cv.azul)].
Para llamarse tequila, la bebida debe de contener al menos un 51% de agave, aunque los
tequilas mas puros contienen 100% agave. El agave se mezcla con jarabe de maiz o de cafia
de azlcar. También existe jarabe de agave que contiene caramelo para agregarle sabor al

cual se le llama mixto. 4%

De acuerdo a las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la destilacion y
rectificacion, el tequila se clasifica en cuatro tipos: "
. Tequila blanco
. Tequila joven u oro
. Tequila reposado

. Tequila afiejo


http://es.wikipedia.org/wiki/Destilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Mezcal
http://es.wikipedia.org/wiki/Agave_%28planta%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Agave_tequilana

2.2.3 RON:

Bebida alcoholica obtenida exclusivamente a partir de aguardientes o destilados
para ron o sus mezclas, provenientes de mostos fermentados de jugos, melazas u otros
derivados similares, provenientes de la cafia de azlcar y afiejados en recipientes de roble
durante un tiempo determinado, Afiejamiento (envejecimiento, maduracion): Es el proceso
de transformacion lenta del aguardiente o destilado para ron o de sus mezclas, que le
permite adquirir las caracteristicas organolépticas tipicas del ron, mediante procesos
fisicoquimicos que en forma natural tienen lugar durante su permanencia en recipientes de
madera de roble. De manera que al final posea el gusto, el aroma, la madurez y el sabor que
le son caracteristicos. Alcanza 80° de contenido alcohdlico pero se rebaja afiadiendo agua

destilada. ®®

Requisitos organolépticos para el ron
Aspecto: liquido brillante, transparente, sin particulas en suspensién, ni sedimentos.
Aroma y sabor: caracteristico del tipo de ron, libre de olores y sabores extrafios.

Color: caracteristico del tipo de ron. ®

2.2.4 VODKA:

Es la bebida alcoholica nacional de Rusia y Polonia, su significado es el de
“agiiita”, una forma delicada y diminutiva de llamar al agua. Originalmente la produccion
de esta bebida es a partir de los productos de agricultura locales méas baratos y abundantes

como el trigo, maiz, papas, cafia de azlcar o la combinacion de cualquiera de estos.

Es la bebida obtenida de alcoholes de materias amilaceas. Esta compuesta de agua y
etanol. Contiene un rango de alcohol entre 35 y 70% en volumen. El clasico vodka ruso
tiene unos 40 grados centesimales en volumen. En paises como El Salvador, el vodka es la
bebida alcohdlica de mayor consumo; esta representa mas del 87% de la demanda global

de licores formando parte asi de su cultura popular. %


http://www.zonadiet.com/nutricion/alcohol.htm

2.25 LICOR:

Un licor es una bebida alcoholica dulce, a menudo con sabor a frutas, hierbas, o
especias.

Algunos licores son preparados por infusion de ciertas maderas, frutas, o flores, en
agua o alcohol, y afadiendo azlcar, etc. Otras se hacen por destilacion de agentes
aromaticos. La distincion entre licor y bebida alcohdlica no es simple, especialmente
porque en la actualidad muchas bebidas alcohdlicas estan disponibles con sabores dulces.
Sin embargo las bebidas alcoholicas con sabor no son preparadas por infusion. El contenido
de alcohol no es una caracteristica distintiva, la mayoria de los licores tienen menos grados

alcohdlicos que las bebidas alcoholicas, pero algunos licores pueden tener hasta 55 grados.
(20)

2.3 METANOL

Es conocido que algunas bebidas alcohélicas poseen altos niveles de metanol,
compuesto que por su elevada toxicidad es necesario disminuir en el destilado, este
compuesto ingerido, en pequefias cantidades puede producir: nausea, cefaleas, dolores
abdominales, vémito y perturbaciones visuales (vision borrosa y sensibilidad a la luz).?V
La dosis toxica es de 10-30 mL (100 mg/Kg.), aunque ingesta de menor cantidad pueden
provocar sintomas; presenta una dosis letal media de 340 mg/Kg. (60-240 mL), ®® y seglin
la tabla 1.1 que presentan las normativas para el metanol y muestra la norma Salvadorefia
NSO 71.09.01:98 para alcohol etilico potable donde se ve que el contenido de metanol

permisible es de 39.50 mg de metanol en 100mL de etanol anhidro segtn la norma. ©¢®

Dosis elevadas de este compuesto puede producir ceguera y hasta la muerte. De ahi
el interés por conocer si las bebidas alcohdlicas que se consumen en el pais contienen
metanol y de ser asi cuantificarlo y compararlo con las normativas vigentes, en la tabla 1 se
hace referencia a dichas normas incluyendo los valores permitidos de metanol en bebidas

como whiskies, tequilas y rones.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierba
http://es.wikipedia.org/wiki/Especias
http://es.wikipedia.org/wiki/Infusi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Madera
http://es.wikipedia.org/wiki/Flores
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Destilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Aroma
http://es.wikipedia.org/wiki/Bebida_alcoh%C3%B3lica
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol

Metanol permitido

Nombre Referencia Bebida (Mg/100)
Norma salvadorefia ] Para alcohol etilico
(CONACYT) NSO 71.09.01:98 potable 395
Norma
guatemalteca
obligatoria 2003 NGO 33011 Ron 280
(COGUANOR)
Norma técnica NTON .
nicaragiiense 2001 03036-01 Aguardiente 30
Norma oficial NOM-142-SSA1- . -
mexicana 1995 1995 Bebidas alcoholicas 300
Norma técnica NTP .
peruana 2002 211.001 Pisco 100
Norma oficial NOM-142-SSA1- Teauila 300
mexicana 1995 1995 g
Norma técnica NTP Ron 20
peruana 2002 210.022
Comision Nacional
de Alimentos, . .
CONAL, CAPITULO XIV | Bebidas alcohdlicas 200
Estados Unidos 25.
Comision Nacional
de Alimentos, CAPITULO XIV Para alcohol etilico 50
CONAL, potable
Estados Unidos 25.
Decreto 365 DE Diario Oficial No.
1994 41.220, del 11 de Whisky 33
(Colombia) febrero de 1994

Tabla 1. Normativas para el metanol

10
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2.3.1 METABOLISMO DEL METANOL

El alcohol metilico puede ser absorbido por la piel, alvéolos pulmonares y mucosa
gastrica; una vez absorbido, se distribuye rapidamente a todos los érganos.

Su biotransformacién se realiza principalmente en el higado, obteniéndose como
producto final dos metabolitos activos: formaldehido y acido férmico, cuya reaccion es
catalizada por las enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, su
eliminacién se hace en mayor parte por la orina como acido formico 6 formaldehido;

también se elimina en menor porcentaje por via entero-hepatica. ¥

5,10 - metilén - H4 folato

MTX
Ry 5
1- Alcohel
deshidrogenasa

2 - Folmaldehido
deshidrogenasa

5 - metil - H4 folato \ 3 - Formil H4 - Folato
Sintetasa

510 - metenil -H4
4 - Formil H4- Folato
Deshidrogenasa

5 - Metilen H4 - Folato
reductasa

H4 folato

10 - FORMIL
FORMALDEHIDO —» FORMATO —» =0 ™ o €O 2 + Hé folato

: T 2 3 ‘

METANOL

Figura 1. Metabolismo del metanol
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Los metabolitos activos (formaldehido y acido férmico), son los responsables de las
alteraciones clinicas que se producen; tienen la propiedad de precipitar las proteinas de los
nervios, desnaturalizando los mismos. A nivel del nervio Optico, se ha demostrado que en
primer lugar produce degeneracion de las células ganglionares de la retina, seguido de una
desmielinizacion del nervio Optico, generando ceguera total, que generalmente es de

caracter irreversible. ¥

2.3.2 METODOS PARA LA DETERMINACION DE METANOL
La mayor parte de los métodos usados en la determinacion de metanol se basan en
su oxidacion a formaldehido y una posterior determinacién de este Gltimo. Algunos de los
métodos usados son: el del reactivo de Schiff,  del acido cromotrépico, ® refractometria
@7 y cromatografia de gases. ¢
Para cuantificar el metanol contenido en las bebidas alcohdlicas se usara la
cromatografia, ya que ésta técnica presenta las siguientes ventajas con respecto a los otros
métodos: es eficiente, permite alta resolucién, requiere cantidades pequefias de muestras
(uL), alta sensibilidad, alta velocidad de analisis y buena exactitud. De hecho esta técnica,
es posiblemente la que méas se ha desarrollado en los Gltimos afios en cuanto a analisis
quimicos, y se basa en la separacion de una mezcla de dos 0 méas compuestos diferentes (o

iones) por la distribucion entre dos fases, una de ellas estacionaria y la otra mévil. ¢

La fase estacionaria puede ser un solido o un liquido dispuesto sobre un sélido que
actla como soporte, de gran area superficial, la funcién bésica del soporte es la de
"mantener"” (sostener, retener) la fase estacionaria. ldealmente deberia ser un material inerte
que "mantiene™ la fase estacionaria sobre su superficie como una pelicula delgada. La

mayoria de los soportes cromatograficos estan hechos de diatomita.

La fase movil es un fluido (puede ser gas o un liquido) que se usa como portador de
la mezcla. El proceso cromatografico, aparentemente simple en la practica, es en realidad
una compleja union de fendmenos tales como hidrodindmica, cinética, termodinamica,

quimica de superficie y difusion. 32
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24 PRINCIPIOS GENERALES DE CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica en la que se volatiliza la muestra y se
inyecta en una columna cromatogréafica. A diferencia de los otros tipos de cromatografia, la
fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcion es la de

transportar el analito a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-sélido
(GSC) y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta Ultima la que se utiliza méas
ampliamente y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). ¢®

2.4.1 INSTRUMENTACION

La GC se lleva a cabo en un cromatografo; la figura 1.2 nos muestra la imagen de
un cromatografo de gases Shimadzu (GC-14A), Este consta de diversos componentes
como el gas portador, el sistema de inyeccion de muestra, la columna (generalmente dentro
de un horno), sistema de procesamiento de datos y el detector. En la figura 1.1 se pueden

observar estos componentes en forma de diagrama. ®

Microjeringa
Divisor de flup ’m!:’i Electrometrol
Septum o puents
ulador
Regulad S

de flujs = |

Requlador ’_‘ DAC
de presicn
o
AN J Crdenador

Rotametro

Columna
Gas portador

Horno termostatizado

Figura 2. Diagrama de un cromatégrafo de gases. @


http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatograf%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Analito
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Figura 3. Cromatdgrafo de gases
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Gas Portador
El gas portador cumple basicamente dos propositos: transportar los componentes de
la muestra y crear una matriz adecuada para el detector.
Un gas portador debe reunir ciertas condiciones:
o Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la fase
estacionaria)
o Debe ser capaz de minimizar la difusion gaseosa
o Fécilmente disponible y puro
o Econdmico

o Adecuado al detector a utilizar

El mejor gas a usar en la columna cromatografica como portador de los analitos es
el hidrégeno, sin embargo dada su peligrosidad, es mas usado como gas de encendido en el

detector FID, junto con el aire. ®

Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico; ya que se debe inyectar una cantidad
previamente establecida, adecuada al método y debe introducirse de forma rapida para
evitar el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se produce con cantidades
elevadas de analito. EI método maés utilizado emplea una microjeringa (de capacidad de
varios microlitros) para introducir el analito en una cdmara de vaporizacion instantanea,
que esta sellada por una junta de goma de silicona llamada septa o septum, que puede

observarse claramente en la figura 1.3. %%

Si la columna empleada es empaquetada, el volumen a inyectar serd de unos 20 ulL, y
en el caso de las columnas capilares dicha cantidad suele ser de 1 ulL. Para obtener estas
cantidades, se utiliza un divisor de flujo a la entrada de la columna que desecha parte del
analito introducido.

En caso de muestras solidas, simplemente se introducen en forma de disolucién, ya
que en la camara de vaporizacion instantanea el disolvente se pierde en la corriente de

purga y no interfiere en la elusion. . ®®


http://es.wikipedia.org/wiki/Prefijos_del_SI
http://es.wikipedia.org/wiki/Prefijos_del_SI
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Figura 4. Inyector de muestra para un cromatografo de gases

Columnas y sistemas de control de temperatura

La columna es el lugar donde ocurre la separacion; en GC se emplean dos tipos de
columnas: las empaquetadas o de relleno y las columnas capilares (columnas tubulares
abiertas) Estas Gltimas son mas comunes en la actualidad debido a que presentan mejor
resolucion, tiempos de analisis mas cortos, puesto que hay mas platos tedricos por unidad
de éarea, y los picos cromatograficos son mas estrechos. La longitud de estas columnas es
variable, de 2 a 50 metros, y estan construidas en acero inoxidable, vidrio, silice fundida o
teflon. Como lo muestra la figura 1.4, debido a su longitud y a la necesidad de ser
introducidas en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma helicoidal con

diametros de 10 a 30 cm., dependiendo del tamafio del horno. %


http://es.wikipedia.org/wiki/Acero_inoxidable
http://es.wikipedia.org/wiki/Vidrio
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADlice
http://es.wikipedia.org/wiki/Tefl%C3%B3n
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Figura 5. Columna capilar

La temperatura es una variable importante, ya que de ella va a depender el grado de
separacion de los diferentes analitos. Para ello, debe ajustarse con una precision de décimas
de grado. Dicha temperatura depende del punto de ebullicién del analito o analitos y por lo
general se ajusta a un valor igual o ligeramente superior a él. Para estos valores, el tiempo
de elusion va a oscilar entre 2 y 30-40 minutos. Si tenemos varios componentes con
diferentes puntos de ebullicion, utiliza un programa de temperatura con lo cual ésta va
aumentando ya sea de forma continua o por etapas. En muchas ocasiones, el elegir
correctamente el programa de temperatura puede significar separar bien o no los diferentes
analitos. ©”

Factores que afectan la eficiencia de una columna
Entre los factores que afectan la eficiencia de una columna estan: longitud, diametro
interno, tamafio de las particulas del relleno, naturaleza de las fases, cantidad de fase

estacionaria, temperatura, velocidad del gas portador y cantidad de muestra inyectada. %
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El detector:

El detector es un dispositivo capaz de convertir una propiedad fisica, no medible
directamente, en una sefial y ofrecernos informacién sobre la naturaleza y magnitud de la
propiedad fisica. En cromatografia, un detector funciona comparando una propiedad fisica
entre el gas portador puro y el mismo gas portador llevando cada uno de los componentes
que previamente se han separado en la columna, esta accion se traduce en una sefial tipo
eléctrica, que posteriormente se amplificara mediante un registrador gréafico, integrador u

ordenador permitiendo observar los componentes que salen de la columna. ¢°=

Clasificacion de los detectores

Universales: responde a la mayoria de los solutos que pasan por él.

Especificos 6 selectivos: exhibe una gran respuesta a un grupo particular de substancias con

un minimo de respuesta a otras.

Detectores destructivos y no destructivos: esta clasificacion, obviamente, es en referencia a

si la muestra es destruida o no.

Detectores segun su modo de respuesta: dependientes del flujo méasico. Producen una sefial
que es proporcional a la cantidad de soluto que pasa a través de él en la unidad de tiempo

pero es independiente del volumen de gas portador requerido para la elusion.

Dependiente de la concentracion. Dan una sefial proporcional a la cantidad de soluto por

unidad de volumen de gas portador que pasa a través de él.

Detectores segun el proceso de deteccion ionizacion, Optico-espectroscopico,

electroguimico, etc. GV
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Caracteristicas de un detector ideal

Sensibilidad, respuesta lineal al analito con un rango de varios érdenes de magnitud,
tiempo de respuesta corto independiente del caudal de salida, intervalo de temperatura de
trabajo amplio, por ejemplo desde temperatura ambiente hasta unos 350-400°C,
temperaturas tipicas trabajo, estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales
de analito debe dar salidas de sefial iguales, alta fiabilidad, no destructivo, manejo sencillo
y respuesta semejante para todos los analitos, o respuesta selectiva y altamente predecible

para un reducido nimero de analitos. %0
Detectores mas usados en cromatografia de gases

Detector de ionizacion a la llama: basado en la medida de las variaciones de la
corriente de ionizacion en una llama oxigeno-hidrégeno debido a la presencia de

substancias eluidas.

Detector de conductividad térmica: se basa en los cambios en la conductividad
térmica de la corriente de gas portador debido a la presencia de moléculas del analito que
abandona la columna. Responde a la concentracion del soluto en el gas portador y no es

destructivo

Detector de captura electronico: Basado en la electronegatividad de las substancias
eluidas y su habilidad para formar iones negativos por captura de electrones.

Detector de espectrometria de masas. ®Y Determina la masa molecular de la
sustancia de interes y proporciona una valiosa informacion estructural de la misma.
Combinaciones como la GC/MS (Cromatografia de gases/Espectrometria de Masas)
permite ademas la determinacion cuantitativa de compuestos volatiles en muestras Detector
de Fotometria a la LIama: basado en la medida de la intensidad de la emision molecular de

la fluorescencia de heteroatomos complejas previa separacién cromatografica. %3
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Figura 6. Detector de ionizacion a la llama. ©?

2.4.2 Aplicaciones
La GC tiene dos importantes campos de aplicacion. Por una parte permite separar

mezclas organicas complejas, compuestos organometalicos y sistemas bioquimicos.

Su otra aplicacion es como método para determinar cuantitativa y cualitativamente
los componentes de la muestra. Para el andlisis cualitativo se suele emplear el tiempo de
retencion, que es Unico para cada compuesto dadas unas determinadas condiciones (mismo
gas portador, rampa de temperatura y flujo) o el volumen de retencion. En aplicaciones
cuantitativas, integrando las areas de cada compuesto o midiendo su altura y recurriendo a

una curva de calibracién se obtiene la concentracion o cantidad presente de cada analito.
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25  VALIDACION DEL METODO

Existen numerosas definiciones de validacion analitica; asi ha sido definida como
un proceso mediante el cual se demuestra la aplicabilidad de un método analitico y
consiste en el establecimiento de una evidencia documentada que demuestre con alto grado
de probabilidad, que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado

previsto dentro de los intervalos definidos

Para realizar una validacion efectiva se necesita tener en cuenta una serie de pardmetros
importantes para llegar a conclusiones significativas sobre el comportamiento del método.
Dentro de estos tenemos: Linealidad, exactitud, limite de deteccion y limite de

cuantificacion. 3%

2.5.1 LINEALIDAD
Es la capacidad de este para asegurar que los resultados analiticos obtenidos
directamente o mediante una transformacion matematica bien definida, son proporcionales

a la concentracion del analito dentro de un intervalo definido.

Este parametro se expresa mediante la construccion de una curva de calibracion en la que
una cantidad medida “y” se relaciona en proporcion directa con la concentracion conocida

- 33,34,35
“x” de una serie de patrones. ( )

El procedimiento consiste en que el analista toma una serie de estandares los cuales
se miden en el instrumento de acuerdo al método, en las mismas condiciones en que seran
medidas las muestras problema. Una vez establecida la grafica de calibracion, se puede
obtener la concentracion del analito de cualquier muestra por interpolacion. Como es
comun, el grafico tiende a una linea recta. Sin embargo no todos los datos caeran en la linea
recta, lo cual se debe a errores aleatorios en el proceso de medicién. Por lo tanto se debe
trazar la mejor linea recta a través de los puntos. Esto se logra utilizando una técnica
estadistica conocida como analisis de regresion lineal por minimos cuadrados en el cual se

consideran dos suposiciones:
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1 — Que existe una relacion lineal entre la variable medida “y” y la concentracion del
analito “x”. Esta es una suposicion matematica denominada modelo de regresion, que se

representa por la ecuacion:
y=a+bx Ecuacion (1)

Donde:

y = la respuesta del equipo, en este caso el rea.
a = intercepto

b = pendiente de la recta

X = concentracion

2 - Cualquier desviacion de los puntos individuales respecto de la recta, es consecuencia

del error en la medicién.

Para simplificar los célculos en la aplicacion del método de minimos cuadrados se definen

tres cantidades Sxx, Syy y Sxy.
Las dos primeras son la suma de los cuadrados de las desviaciones de la media para los

valores individuales x y y, mientras que la tercera es la suma de los productos de las

desviaciones de la media para los valores individuales x y y; las cuales se definen como:

Sxx =X (xi- x)? =T xi%— (Zxi)?/n Ecuacion (2)

Syy =3 (yi- y)> =2 vi*— (Zyi)¥n Ecuacion (3)

Sxy =3 (xi- x) (yi- y) = Exiyi — ZxiZyi/n  Ecuacion (4)

El calculo de Sxx, Syy y Sxy permite la evaluacion de parametros de interés tales como:

La pendiente de la linea:
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b = Sxy/ Sxx Ecuacion (5)

La ordenada en el origen (intercepto) :

a= y-bx Ecuacion (6)

La desviacion estandar de la regresion:
Sr =V (Syy- b*Sxx)/n-2 Ecuacién (7)

Y el coeficiente de correlacion:

r = Sxy/ V Sxx. Syy Ecuacién (8)

El coeficiente de correlacion debe ser igual o mayor de 0.99, mientras que la potencia de

correlacion, r> mayor o igual a 0.98 % 3439)

25.2 EXACTITUD

La ISO 5725-2,6 (1994) define este término como la estrecha relacion que existe
entre la media aritmética obtenida de varios resultados analiticos en el procedimiento en
estudio y el valor real o valor de referencia aceptado; la cual estd influenciada por errores
sistematicos como la utilizacién de equipos de medicion no adecuados, una calidad de

reactivos incorrecta o no utilizar el método analitico apropiado.

Para poder realizar un célculo de la exactitud del método a validar, es necesario disponer de
un valor de referencia. Mediante pruebas estadisticas se determina si entre el valor medio
obtenido a partir de los resultados experimentales y el valor de referencia no existe
diferencia significativa que conduzca al rechazo del resultado. Si esta diferencia existiera,
se redefinira el procedimiento (por ejemplo incluyendo la realizacién de correcciones) de

manera que los resultados obtenidos sean coherentes.

Dentro de este contexto se indican a continuacion tres posibles vias de obtencion del valor

de referencia. Estas posibles son:
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Mediante una referencia externa. La referencia externa puede consistir en: un material de
referencia certificado (M.R.C.), un material de referencia (M.R.)/Patrén quimico 6 una

muestra obtenida a partir de un programa inter laboratorio.

Mediante comparacion de métodos. Comparaciéon interna, mediante el estudio del
comportamiento de un analito en una muestra analizada por diferentes métodos en el propio

laboratorio 0 comparacion externa, mediante la participacion en un programa inter

laboratorio.

Mediante el método de adiciones. Este consiste en afiadir una cantidad conocida de patrén a
la muestra y comparar la diferencia entre los resultados que se obtienen de la muestra sin
adicionar y la muestra adicionada, con el valor tedrico de la adicion que se toma como

valor de referencia.

Todos los resultados se deben obtener de la aplicacion completa del método, es decir sin
omitir ninguna de las etapas que lo integran. La exactitud se puede evaluar: comparando el
método analizado con uno de referencia; utilizando materiales de referencia de valores

conocidos o realizando estudios de recobro. %3339

En el presente trabajo para la determinacion de la exactitud se preparan diversas
muestras a las que se les adiciona una cantidad conocida de metanol, para obtener una
concentracion especifica.

La exactitud del método se expresa como porcentaje de recobro 6 porcentaje error.

9% de recobro - concentrauo_n calc_ul_ada X100 Ecuacioén (9)
concentracion original

concentracion calculada .
% de error = 1— X 100 Ecuacion (10)

concentracion original

El grado de exactitud se determina restandole a 100% el porcentaje de error.
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Criterios de aceptacion
Muestra enriquecida

Los porcentajes de recuperacion obtenidos, deben encontrarse dentro del 100% +
4S, donde S es la mayor desviacion estandar obtenida en la determinacion de la precision
del método o del sistema. Al graficar la respuesta del ensayo (cantidad total encontrada),

contra la cantidad de analito adicionada, la pendiente debe ser mayor o igual a 0.95. ¢

2.5.3 REPETIBILIDAD

Es la medida de la precision de un método llevada a cabo sobre la base de un
numero suficiente de determinaciones de una muestra homogénea, en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio con
los mismos equipos y reactivos; generalmente en un corto intervalo de tiempo, por lo cual
evalua la variabilidad intrinseca del proceso. También se nombra precision intra-ensayo.

El pardmetro estadistico que caracteriza a este estudio es la desviacion estandar "
o preferiblemente el coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa).

El tratamiento estadistico consiste en el andlisis de varianza (ANOVA) para
establecer si existen o no diferencias significativas entre las curvas de calibracién hechas
por el mismo analista en diferentes dias. Para lo cual recurrimos a la prueba F de Snedecor
Si no existe diferencia significativa segin la prueba F con un nivel de significancia del 5%

se puede establecer que el método es repetible en el intervalo de concentracion establecido.

2.5.4 LIMITE DE DETECCION
El limite de deteccidn, se define como la cantidad é concentracién mas pequefia de
un analito que puede ser detectada con suficiente precision, a partir del ruido 6 sefial del

blanco, pero no necesariamente cuantificada con exactitud expresion (11).

Cuando las medidas se realizan sobre el limite de cuantificacion expresion (12), y se
requiere tener una referencia del limite de deteccion, éste puede ser estimado multiplicando

por tres la desviacion estandar de la concentracion de un blanco ¢ un fortificado con analito
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cercano al nivel mas bajo del rango de trabajo, tomando un nimero de lecturas no menor de

10. De esta forma, el limite de deteccion se calcula mediante la expresion (11):
LD=3Sbl/b (11)

Donde Sbl es la desviacion estandar de las lecturas obtenidas con el blanco y b es la

pendiente de la curva de calibracion. Se divide entre el valor de la pendiente para tener

expresado el limite de deteccion en unidades de concentraciones. 132 3339)

2.5.5 LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico, es la concentracion méas
baja de analito en una muestra que puede ser determinada cuantitativamente con un nivel
aceptable de precision y exactitud expresion (12). Este se establece cuando es necesario
especificar el limite mas bajo de las medidas en el rango de trabajo del método, que permite

obtener un nivel aceptable de exactitud expresion (12).

El limite de cuantificacion se estima sobre la base de 10 veces la desviacion estandar de la
concentracion de un blanco, tomando un numero de lecturas no mayor de 20. De esta
forma, el limite de cuantificacion se calcula mediante la expresion (12):

LC=10Sbl/b (12)

El significado de los términos de la expresion (12) es el mismo que en el caso del limite de
deteccion. El valor 10 esta relacionado con el error aleatorio relativo inherente a la

determinacién de la concentracion del analito.

Ambos limites pueden determinarse mediante la relacion sefial/ruido. Este
procedimiento sera de aplicacion en el caso de metodos instrumentales. Otros autores
sefialan la variante de analisis repetidos con o sin correccion de lectura frente a un blanco

en el caso de métodos espectroscdpicos y cromatograficos, respectivamente.



3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 METODOLOGIA

El método utilizado para determinar metanol en bebidas alcohdlicas fue el de
cuantificacion de metanol por estandarizacién externa, usando cromatografia de gases
(“Official Methods of Analysis of the A.O.A.C”,14* edicion, 1984. 5.008-5.011).

Todas las determinaciones de metanol se realizaron en un cromatografo de gases
Shimadzu (GC-14A), el cual posee un detector de ionizacion de llama y un sistema de
inyeccién manual tipo split/splitless. EI horno estaba equipado con una columna capilar de
50 m. de longitud, con un espesor de la pelicula de la fase estacionaria de 0.33 um de

polietilenglicol y didmetro interno de 0.2 mm. La fase mdvil utilizada fue nitrégeno.

El método consiste en la inyeccion de una pequefia cantidad de muestra en el
inyector de un cromatografo de gases, en el que los componentes de la muestra son
vaporizados y transportados por un gas inerte a través de una columna capilar con un
liquido de particion que presenta solubilidad selectiva con los componentes de la muestra,
ocasionando su separacion. Los componentes que eluyen de la columna pasan por el
detector, el cual genera una sefial eléctrica proporcional a su concentracion, la que es
transformada en wuna grafica llamada cromatograma, en donde idealmente, cada
componente va a estar representado por una banda o pico de forma gaussiana; esta serie de

picos sirven como base para los andlisis cualitativo y cuantitativo.

La identificacion de cada componente, registrado como un pico en el cromatograma,
se realiza por inyeccion del o los componentes en forma pura, los cuales se sospecha
contiene la muestra, midiendo el tiempo de retencion en esas condiciones. También se
puede comprobar por adicién del componente a la muestra e inyectandola nuevamente para

apreciar el incremento de altura o area del pico correspondiente.

La cuantificacion se puede efectuar por cualquiera de los tres métodos siguientes;

normalizacion, estandarizacion interna y estandarizacion externa, siendo este Gltimo el

utilizado en este trabajo. ©¢”



29

El trabajo experimental consta de las siguientes etapas:
» Establecimiento de las condiciones de operacion en el cromatdgrafo de gases
Shimadzu (GC-14A)
+ Validacion del método.
* Recoleccion de muestras.

» Cuantificacion del metanol contenido en muestras.

3.2 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE OPERACION.

Las condiciones de operacion se deben establecer en cada caso de acuerdo a la
situacion geografica y al aparato. En este trabajo las condiciones a utilizar se establecieron
en base a pruebas realizadas en el cromatografo Shimadzu (GC-14A) y utilizando
soluciones de metanol y etanol, determinando lo siguiente:

- Temperatura del inyector 200°C

Temperatura del detector 225°C

Cantidad de muestra inyectada 1uL

Flujo del gas portador 10 mL/min.

Temperatura de la columna, en este caso se procede a programarla de la siguiente
forma: comenzamos con una temperatura inicial de 60°C manteniéndola en este valor por
2 minutos, proseguimos con un aumento lineal de 10°C por minuto hasta llegar a una

temperatura final de 200°C

3.3  VALIDACION DEL METODO
Los parametros estudiados se seleccionaron en funcién de las caracteristicas y objetivos
del método analitico utilizado. En este trabajo se considera la linealidad, exactitud,

repetibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Linealidad.

Este parametro se determino analizando ocho soluciones patrén con concentraciones de
19.8, 39.6, 79.2, 158.4, 237.6, 316.8, 475.2 y 600 mg de metanol / 100 mL, utilizando
como disolvente una disolucion acuosa de etanol al 40% (v/v). El calculo de la linea de

regresion y del coeficiente de correlacion se efectué por minimos cuadrados, a partir de las
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areas promedio de tres replicas para cada caso y de los valores de concentracion

respectivos.

Exactitud.

Se prepararon tres muestras a las concentraciones de 100, 350 y 600 mg / 100mL y
se procedio a determinar el contenido de metanol de las soluciones por triplicado,
determinando el porcentaje de recobro, porcentaje de error y la desviacion estandar relativa
(DER).

Repetibilidad

Para la determinacion de la repetibilidad se elaboraron por el mismo analista y
durante tres dias de la misma semana, tres curvas de calibracion de las cuales el resumen se
muestra en la tabla 3.5. Estas curvas que presentan el area promedio contra la
concentracion, se ajustaron por el método de minimos cuadrados demostrando la relacion
lineal existente se aplico el tratamiento estadistico (ANOVA) el cual consiste en el analisis
de varianza, para establecer si existen o no diferencias significativas entre las curvas de

calibracién hechas.

Limite de deteccidon y limite de cuantificacion.

Se realizd posteriormente a la determinacion de los parametros linealidad y
exactitud, para lo cual se emple6 una aproximacién basada en la comparacion de las sefiales
medidas de muestras que contienen pequefias cantidades conocidas de metanol y se
determind la relacion sefial ruido.

Una relacién sefial — ruido de 3:1 se considera generalmente aceptable para el limite

de deteccion y una relacion sefial — ruido de 10:1 para estimar el limite de cuantificacion.

LD=3Shl/b (12)
LC=10Shl/b (12)
Donde:

Sbl = Desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = Pendiente de la recta de calibracion.
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3.4 RECOLECCION DE MUESTRAS.

Las muestras se obtuvieron aleatoriamente agrupandolas segun su tipo en vodka,
whisky, tequila, ron y chaparro. Se colectaron en los diferentes establecimientos que las
comercializan, tales como supermercados y expendios; se tomd en cuenta la informacion
siguiente: nombre del producto, graduacion alcohdlica, fecha de produccion e identificacion

de lote produccidn, a excepcion del chaparro que es una bebida de fabricacion casera.

Se analizaron un total de 38 muestras entre las que tenemos 17 vodkas, 8 whiskies,

6 tequilas, 4 rones y 3 chaparros.

3.5 ELABORACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION.
Para cuantificar el metanol presente en las muestras de bebidas alcohdlicas

utilizando una curva de calibracion con patrones externos se procedio asi:

En un balén volumétrico de 100 mL. se prepar6é una solucién llevandolo
aproximadamente a la mitad con etanol al 40% V/V Se midi6 0.75 mL de metanol y fue
transferido al bal6n, luego se aford con la solucion de etanol al 40% V/V. Se homogenizo,

obteniendo una solucién de concentracién de 600 mg/100mL.

Posteriormente se prepararon siete soluciones por dilucion de la anterior, a las
concentraciones de 475.2, 316.8, 237.6, 158.4, 79.2, 39.6 y 19.8 mg/100 mL.

Se procedio a inyectar 1uL de cada una de las soluciones por triplicado en el cromatografo
de gases, para obtener las areas que nos permiten elaborar la curva de calibracion
correspondiente, que es util para la cuantificacién de metanol en las muestras de bebidas

alcohdlicas.



4. DISCUSION Y ANALISIS DE
LOS RESULTADOS
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En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en la validacion del método
utilizado, asi como, los resultados de la determinaciéon de metanol en las muestras de

bebidas alcohdlicas.

4.1 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se determind preparando ocho soluciones patron con
concentraciones de metanol de 19.8, 39.6, 79.2, 158.4, 237.6, 316.8, 475.2 y 60
mg / 100mL, preparadas segun se explico en la parte experimental, se inyectd por triplicado
cada una de estas soluciones durante un dia de trabajo. En la tabla 3 se muestran los

resultados del area medida en cada caso y su respectivo promedio

C (mg/100mL) A Ay Az A (promedio)
19.8 6?7 3684 3679 3680
39.6 7011 7003 7016 7010
79.2 14481 14512 14537 14510
158.4 30028 29900 30192 30040
237.6 42475 42491 42510 42492
316.8 56424 56415 56418 56419
475.2 86140 86125 86137 86134
600.0 133949 113953 113975 113959

Tabla 2. Resultados obtenidos al elaborar la curva de calibracion 01 para la
cuantificacion de metanol en bebidas alcoholicas por estandarizacion externa.
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Aplicando el método de minimos cuadrados se procede a la determinacion de los
términos de la ecuacion correspondiente a la curva de calibracion mostrada en la figura
(7)), partiendo de las lecturas del area promedio correspondiente a tres replicas versus la

concentracion en mg /100mL.
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0 100 200 300 400 500 600
C(mg/100 mL)

Figura 7. Curva de calibracion (01)
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El coeficiente de correlacion se calcul6 a través de la ecuacién (8), obteniendo un
valor de 0.999, lo cual indica que existe relacion lineal entre la concentracion del analito (X)
y el area medida (y), en el rango de 19.8 a 600 mg/100mL. Los valores de pendiente (b) e
intercepto (a) son los reportados en los resultados de regresion lineal en la tabla 4.1. De
acuerdo a las ecuaciones (5) y (6); también se calculd la desviacion estandar de la regresion

(Sr) utilizando la ecuacion (7).

Regresion lineal:

Parametro Valor Sd
a -543.48 807.37
b 186.22 2.59

Tabla 3. Resultados obtenidos de regresion lineal curva 01
y =a+bx

r=0.999
Sr=144799 n=8

4.2  DETERMINACION DE LA REPETIBILIDAD

Para la determinacién de este parametro un analista elabor6 durante tres dias de la
misma semana, tres curvas de calibracion manteniendo las condiciones de linealidad ya
mencionadas. En las tablas 4 y 5 se presentan los resultados obtenidos y los promedios de
las areas correspondientes a las curvas de calibracion (02) y (03); los resultados de la curva

(01) se presentaron en latabla 2 y 3.
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C ( mg/100mL) A A, As A (promedio)
19.8 3590 3584 3679 3618
39.6 7018 7074 7016 7036
79.2 14407 14328 14537 14424
158.4 30268 30219 30192 30226
237.6 42542 42514 42510 42522
316.8 56741 56725 56418 56628
475.2 86559 86560 86137 86418
600.0 113264 113272 113975 113503

Tabla 4. Resultados obtenidos al elaborar la curva de calibracion 02 para la cuantificacion
de metanol en bebidas alcohdlicas por estandarizacion externa.

C (mg/100mL) Ay A, As A (promedio)
19.8 3555 3442 3675 3557
39.6 7102 7185 7151 7146
79.2 14284 14263 14368 14305
158.4 30630 29561 31735 30642
237.6 42364 41189 42492 42015
316.8 56419 55407 56567 56131
475.2 85326 85134 86337 85599
600.0 112040 113537 113162 112913

Tabla 5. Resultados obtenidos al elaborar la curva de calibracion 03 para la cuantificacion
de metanol en bebidas alcohdlicas por estandarizacion externa.
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En las figuras 8 y 9 se presentan graficados los resultados del &rea promedio contra
la concentracién de las curvas (02) y (03), el ajuste de la linea se realizé con el método de
minimos cuadrados siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.1 de este trabajo.
Los resultados se presentan en las tablas 4.4 y 4.5. El coeficiente de correlacion lineal r se
calculd a través de la ecuacion (8), obteniendo los valores de 0.999 y 0.999 respectivamente
lo que indica que existe relacion lineal entre la concentracion del analito (x) y el area
medida (y), en el rango de 19.8 a 600 mg/100mL.
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Figura 8. Curva de calibracion (02)



Regresion lineal:

Paradmetro Valor Sd
A -489.81 985.65
B 184.89 3.16

Tabla 6. Resultados obtenidos de regresion lineal curva 02
y =a+ bx

r =0.999
Sr=1767.72 n=8
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Figura 9. Curva de calibracion (03)
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Regresion lineal:

Pardmetro Valor Sd
a

-663.18 968.41
b

186.62 3.10

Tabla 7. Resultados obtenidos de regresion lineal curva 03
y =a+ bx

r=20.999
Sr=1736.80 n=8

El tratamiento estadistico para determinar la repetibilidad, consiste en el anélisis de
varianza (ANOVA) para establecer si existen o no diferencias significativas entre las curvas
de calibracion hechas por el mismo analista en diferentes dias. Si no existe diferencia
significativa segun la prueba F con un nivel de significancia del 5% se puede establecer que
el método es repetible en el intervalo de concentracion establecido.

Para ello se determina el valor F experimental, el cual se calcula de acuerdo a:

Fexp = (Sr1)?/ (Sro)®  (15)

Donde Sr; y Sr, corresponden a las desviaciones de la regresion de las dos curvas de
calibracién que se comparan, de tal forma que el numerador (Sri)? sea mayor que el
denominador (Sr,)*> El valor de F experimental se compara con el valor de F de tabla,
considerando n;-2 grados de libertad en el numerador y n,-2 grados de libertad en el
denominador, para un nivel de significancia del 5%. La prueba F establece una hipdtesis
nula, la cual se confirma o rechaza de acuerdo al resultado de la comparacién planteando
dos situaciones:

1) si Fexp<Frapia S€ confirma la hipotesis nula establecida, que en este caso es que no
existe diferencia significativa entre las curvas de calibracion que se estan
comparando, por lo que el método cumple con la condicion de repetibilidad en las
condiciones de trabajo establecidas.

2) Si Fexp >Frania la hipoOtesis nula se rechaza es decir, que si existe diferencia

significativa entre las curvas de calibracidn que se comparan.
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En la tabla 8 se presentan los resultados obtenidos del analisis de varianza de las curvas
de calibracion 01, 02 y 03 resumidas en la tabla 4.6. Para las tres comparaciones se
tiene que Fexp< Frabia Y por lo tanto no existe diferencia estadistica significativa lo que
demuestra que el método de determinacion de metanol por estandarizacion externa
usando cromatografia de gases (“Official Methods of Analysis of the A.0.A.C”,14*
edicion, 1984. 5.008-5.011) cumple con la condicién de repetibilidad, en las

condiciones de trabajo empleadas.

Curva 01 Curva 02 Curva 03
C (mg/100mL) A A A
19.8 3680 3557 3618
39.6 7010 7146 7036
79.2 14510 14305 14424
158.4 30040 30642 30226
237.6 42492 42015 42522
316.8 56419 56131 56628
475.2 86134 85599 86418
600 113959 112913 113503
a=-543.48 a=-489.82 a=-663.18
b =186.22 b=184.89 b=186.62
Sr =1447.99 Sr=1767.72 Sr=1736.80
r =0.999 r =0.999 r =0.999
n=8 n=3 n==8

Tabla 8. Resumen de resultados obtenidos al elaborar las curvas de calibracion (01),
(02) y (03) para la cuantificacion de metanol en bebidas alcohdlicas por estandarizacion

externa.
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Curva | (Sr) | Datos (N) Fexp Conclusion
1 |1447,99 8 (Sr2)” 1(Sr1)* = 1.22 | Fyp < Fraia
2 1767,72 8

1 [1447,99 8 (Srs)* / (Sr1)*= 1.20 | Fexp < Frapia
3 |1736,80 8

2 1767,72 8 (Sr2)” /(Srs)*=1.02 | Fexp < Frabla
3 [1736,80 8

F Tabla: Fe, 6,500= 4.28

Tabla 9. Resultados obtenidos del andlisis de varianza de las curvas de calibracion

(0.1), (0.2) y (0.3) para la cuantificacion de metanol por estandarizacion externa.

43 EXACTITUD

Para la determinacion de este parametro se realizd un ensayo de porcentaje de
recobro, para conocer la exactitud a diferentes concentraciones. La curva de calibracion
utilizada para este ensayo es la curva 01 cuyo rango de concentracion es de 19.8 a 600 mg
/100mL. Los valores de intercepto, pendiente y coeficiente de correlacion para esta curva
son: a = -543.48, b = 186.22 y r =0.9994. Para este ensayo se prepararon tres muestras de
concentracion conocida se inyectaron por triplicado para determinar la concentracion final
de metanol. Y se procedi6 al calculo del porcentaje de recobro, los resultados del analisis

se muestran en la tabla 10.



C (mg/100mL) Area promedio Recobro (%)
20 3330 101.1
250 46637 101.7
500 92000 99.8

Tabla 10. Exactitud del método cromatografico

Promedio del %recobro =100.89
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Los resultados obtenidos y presentados en la tabla 10. Muestran que el promedio del

porcentaje de recobro es 100.89, lo que indica que la exactitud del método para la

determinacion de metanol en los niveles de concentracion especificados es aceptable.

4.4  LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

Para la determinacion del limite de cuantificacion y deteccion, se midi6 la relacién

sefial / ruido, por tratarse de un método instrumental, se programoé el equipo para trabajar al

area minima y poder tomar datos de areas antes y después de los picos cromatograficos

mas pequefios encontrados en estas condiciones; se tomé un total de 20 muestras con 10

valores de area para cada una, luego se sacé un promedio y la desviacion estandar del ruido

para aplicarlos en las ecuaciones (11) y (12).



Tiempo de )
retencion Area | Concentracion Desviacion.
Muestra (min.) (ua) | (mg/100 mL) Media Estandar.

1 10.896 8 2.96

2 10.941 11 2.98

3 10.941 11 2.98

4 10.958 8 2.96

5 10.968 8 2.96

6 10.906 8 2.96

7 10.941 11 2.98

8 10.951 10 2.97

9 10.916 10 2.97

10 10.941 11 2.98 2.97 S =0,22809
11 10.916 8 2.96

12 10.951 10 2.97

13 10.911 11 2.98

14 10.913 11 2.98

15 10.9137 8 2.96

16 10.917 10 2.97

17 10.941 10 2.97

18 10.939 8 2.96

19 10.916 11 2.98

20 10.927 8 2.96 LC =1.22X10

n =20 LD =3.67X10°
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Tabla 11. Resultados obtenidos del analisis de sensibilidad, Limite de deteccion y

cuantificacion.

El valor del limite de cuantificacién que se reporta en la tabla 4.9 es 1.22 X 107

mg/100mL calculado utilizando la ecuacién (11) con los valores de la tabla (4). Este valor

obtenido de limite de cuantificacion indica la concentracion mas baja de metanol en una

muestra que puede ser determinada cuantitativamente, con un nivel aceptable de exactitud,

utilizando el método en estudio.
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El valor del limite de deteccién que se reporta en la tabla 4.9. Es 3.67 X 10° mg /
100mL que se ha calculado utilizando la ecuacion (12) con los valores de la tabla (4). El
valor de limite de deteccion obtenido indica la concentracion mas baja de metanol en una
muestra que puede ser detectada mas no cuantificada , con un nivel aceptable de exactitud,
utilizando el método (“Official Methods of Analysis of the A.O.A.C”,142 edicion, 1984.

5.008-5.011)

4.5 CROMATOGRAMAS CORRESPONDIENTES A LA DETERMINACION
DE METANOL EN MUESTRAS DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

SELECCIONADAS
En este apartado se presentan los cromatégramas correspondientes a algunas de las
muestras analizadas, en algunos de los casos se ha hecho una ampliacion para observar los
detalles. En su mayoria presentan dos picos cromatograficos, el primero correspondiente
al metanol con un tiempo de retencion de
10.8 - 10.9 minutos y el segundo que corresponde al etanol con un tiempo de retencién de
11.3 - 11.4 minutos. De los cromatdgramas también se extrae los valores de las areas de los

picos, con estos datos y los de la curva de calibracion del metanol es posible obtener la

concentracion para dicho compuesto.
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Figura 10. Cromatdgrama correspondiente a la muestra de Whisky WR
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4.6 CUANTIFICACION DE METANOL EN MUESTRAS DE BEBIDAS
ALCOHOLICAS.

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de la determinacion de

metanol en las muestras de bebidas alcohdlicas.

51

Para calcular la concentracion promedio de metanol en una muestra de bebida

alcohdlica se procede como sigue: se inyecta la muestra, por ejemplo whisky WR en el

cromatografo de gases, resultando del analisis un cromatograma como el mostrado en la

figura 4.3 y 4.4 de donde obtenemos datos de tiempos de retencion y areas correspondientes

a los compuestos representados como picos en el cromatograma. En este estudio se utiliza

el area promedio de tres determinaciones de la misma muestra para poder calcular la

concentracion haciendo uso de la ecuacién correspondiente a la curva de calibracion 01

(Y=-543.48 + 186.22 X) en donde Y representa el area y X la concentracion.

) C (mg/100mL)
Whisky Area promedio
WQ 6422 37.40
WR 9407 53.43
WS 20781 11451
WT 16329 90.60
wu 32369 176.74
wvV No detectable -
WwW No detectable -
WX No detectable -




Tabla 12. Resultado de la determinacion de metanol en muestras de Whisky

Vodka Area promedio C (mg/100 mL)
VA 667 6.50
VB 930 7.91
VC 1030 8.44
VD 1099 8.82
VE 1769 12.41
VF 10518 59.40
VG No detectable -
VH No detectable -
VI No detectable -
VJ No detectable -
VK No detectable -
VL No detectable -
VM No detectable -
VN No detectable -
VN No detectable -
VO No detectable -
VP No detectable -

Tabla 13. Resultado de la determinacién de metanol en muestras de vodka



Ron Area promedio C (mg/100 mL )
RY 1487 10.90

RZ 13216 73.88

RA 56741 307.6172
RB No detectable -

Tabla 14. Resultado de la determinacion de metanol en muestras de Ron

Tequila Area promedio C (mg/100 mL)
TC 40864 222.36
TD 67017 362.79
TE 90235 487.48
TF 70804 383.13
TG 55354 300.17
TH 69858 378.05

Tabla 15. Resultado de la determinacion de metanol en muestras de Tequila.
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C (mg/100 mL)

Chaparro Area promedio
Cl 150223 809.61
CJ 14056 78.39
CK 41662 226.64

Tabla 16. Resultado de la determinacion de metanol en muestras de Chaparro



1)

2)

3)

4)

5)

6)
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CONCLUSIONES

Se demostr6 que el método utilizado para la determinacién de metanol en el rango
de concentraciones, 19.8 a 600 mg/100mL de etanol al 40% Alcohol. Cumple con

ser lineal en las condiciones de trabajo empleadas.

Para la determinacion de la precision, nos valimos de pardmetro repetibilidad
demostrando que el método cumple con esta condicion al ser aplicado por el mismo

analista en diferentes dias.

El ensayo de porcentaje de recobro, utilizando la curva de calibracién (01) se
realizo sobre tres concentraciones de 100, 350 y 600 mg/100 mL. Presentando un
promedio de 100.89 lo que indica que la exactitud del método para la
determinacion de metanol en los niveles de concentracion especificados es

aceptable.

Los limites de cuantificacion y deteccién del método son 1.22 X 10%mg/100mL y

3.67 X 10 mg / 100mL respectivamente, con una desviacion estandar de 0,228.

Sobre un total de 38 muestras de bebidas alcoholicas analizadas se concluye que el
21% de las muestras presentan un contenido de metanol levemente superior a lo

estipulado en la normativa vigente.

La cromatografia de gases es un método que permite monitorear de manera efectiva
la cantidad real de metanol presente en las bebidas alcohdlicas que se consumen en

el pais.
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GLOSARIO

Bebida alcohdlica: Producto alcohdlico apto para el consumo humano, obtenido por
procesos de fermentacion de materia prima de origen vegetal y que es sometido, o0 no, a
destilacion, rectificacion, infusién, maceracion o coccion de productos naturales, con un
contenido alcoholico mayor de | 0,5% en volumen; el producto puede o no ser afiejado estar
adicionado de diversos ingredientes y aditivos.

Bebida alcohdlica destilada: Bebida obtenida por fermentacion alcohdlica de productos de
origen vegetal y posterior destilacion, la que puede ser afiejada de acuerdo a las
caracteristicas de la bebida final que se quiere obtener.

Bebida alcohdlica mezclada: Es el producto elaborado a partir de bebidas alcohdlicas

destiladas, licores o0 mezclas de éstos, pudiendo ser adicionados otros ingredientes.

Bebida alcohdlica adulterada: tendra la consideracion de adulterada, toda bebida
alcohdlica en la que se haga concurrir alguna de las siguientes circunstancias:

a) Que contenga una o varias sustancias extrafias a su composicion reconocida autorizada.
b) A la que se le ha extraido parcial o totalmente cualesquiera de sus componentes.

¢) Que haya sido adicionada, coloreada o encubierta en forma de ocultar sus impurezas o
disimular su inferior calidad.

d) Que se le haya agregado un aditivo no autorizado por el Ministerio de Salud.

El alcohol potable es el alcohol etilico al que se le priva de sus impurezas por un proceso
de destilacion fraccionada, llamado rectificacion, o el alcohol que se obtiene directamente
por un proceso de separacién y purificacion a la vez. Es considerado apto para el consumo
humano, es aquel que puede utilizarse para la elaboracion de bebidas alcoholicas y
medicamentos propios por ingestion directa o para analisis de laboratorio utilizado para

reactivos quimicos y asepsia.
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Alcohol no potable es aquel alcohol que por su naturaleza no puede ser para consumo
humano. Se consideran no potables el alcohol etilico desnaturalizado, ademas los alcoholes

tales como el metilico, isopropilico y butilico.

Alcohol anhidro: es el alcohol etilico a 100% Vol.

Alcohol desnaturalizado: alcohol etilico al cual se le han adicionado sustancias que no
permiten el uso de este, en la fabricacion de bebidas alcohdlicas; pero si en la industria 'y en

medicina externa

Alcohol industrial: es el producto alcoholico obtenido mediante la destilacion y/o
rectificacion de mostos que han sufrido fermentacion alcoholica y que no es apto para el

consumo humano. También puede obtenerse por sintesis especifica.

Congeneéricos: son compuestos quimicos formados principalmente durante los procesos de
fermentacion y afiejamiento por la interaccion quimica entre algunos acidos orgénicos con
el alcohol etilico. Los principales son aldehidos, acidos organicos, furfural y alcoholes
superiores. Los congenéricos se designan también con el nombre de impurezas volatiles y
contribuyen a dar a la bebida alcohdlica el sabor y aroma propios de la materia prima con

que ésta elaborada.

Materia prima: sustancias naturales, procesadas 0 no que constituyen los componentes
principales para la produccion de alcohol, o la elaboracién de una bebida alcohdlica apta

para consumo humano.

Fermentacion alcoholica: proceso bioguimico anaerobio en el cual las enzimas de las
levaduras, catalizan la transformacion de los azlcares en alcohol etilico y dioxido de
carbono (CO2). En la fabricacién de cerveza esta puede ser alta o baja. (CR) 2.92
Fermentacion alcohdlica: es la transformacion de los azucares en alcohol y diéxido de
carbono; ésta es causada por las levaduras actlan sobre los azucares presentes segun la

ecuacion de Gay Lussac.
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Afiejamiento natural o envejecimiento: es el proceso de transformacion
lenta del producto recién destilado y diluido, que le permite adquirir las
caracteristicas sensoriales tipicas por procesos quimicos y fisicos que
tienen lugar en forma natural durante su permanencia en recipientes de
madera de roble blanco o encino. Durante el afiejamiento, el alcohol extrae
de la madera compuestos tales como taninos, fenol, eugenol, vainilla y

otros.

Tiempo de afiejamiento: tiempo transcurrido entre la fecha de llenado y de los barriles de
roble que contengas el producto en afiejamiento, y la fecha de ruptura de los sellos que los

certifican.

Titulo alcoholimétrico: es la cantidad de alcohol contenido en una mezcla hidroalcohdlica;
se expresa en partes de alcohol por cien partes de la mezcla.

Grado alcohdlico: porcentaje en volumen de alcohol etilico contenido en una bebida

alcoholica, referido a 20°C.

Contenido o volumen neto: Es la cantidad de liquido contenido en un envase especifico,

referido a 20°C y expresado en unidades del Sistema Internacional -(S1)1)

Ingredientes: Cualquier sustancia incluidos los aditivos alimentarios que se empleen en la
fabricacion, preparacion y conservacion de las bebidas y esté presente en el producto final,
aunque posiblemente en forma modificada.

Aguardiente: mezcla hidroalcoholica obtenida por la reduccion del alcohol proveniente del
proceso de destilacion de materias primas fermentadas, a un determinado grado de
consumo. La mayor parte de estas bebidas adquieren posteriormente ciertas caracteristicas
propias o tipicas segun sea la materia primar original del aguardiente y a los tratamientos o
procesos a que este se someta como son por ejemplo: afiejamiento, mezcla con otros
sabores, aromas, etc. En razon de tales caracteristicas, los aguardientes que pueden ser

simples, compuestos, afiejos o sin afiejar
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Nombre del producto: La designacion, tipo o clase, en lenguaje corriente, técnico o

cientifico, que en los usos comerciales sirva para identificar un producto determinado.

Marca: Cualquier signo o combinacion de signos que distinga o resulte apto para

distinguir en el mercado los productos.

Denominacion de origen o denominacién geogréafica: es la que se da a determinadas
bebidas alcohdlicas y que corresponde al nombre del lugar donde se producen. Tales
designaciones solo pueden utilizarse para describir bebidas que han sido elaboradas
integramente en el sitio nombrado de conformidad con sus leyes y reglamentaciones. Debe

estar contemplada en tratados internacionales.



