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GLOSARIO

Coeficiente de reparto: Relacion entre las concentraciones de un compuesto en dos fases
inmiscibles en equilibrio.

Compuestos volatiles: Sustancias quimicas que se evaporan facilmente a temperatura
ambiente y contribuyen al aroma y sabor de la cerveza.

Cromatografia de gases: Técnica analitica utilizada para separar y analizar compuestos
volatiles en una muestra.

Descarbonatacion: Proceso de eliminacion del dioxido de carbono disuelto en la cerveza.
Detector de captura de electrones (ECD): Detector utilizado en cromatografia de gases,
especialmente sensible a compuestos halogenados.

Detector de ionizacion de llama (FID): Tipo de detector utilizado en cromatografia de gases
para analizar compuestos organicos.

Espacio de cabeza: Area gaseosa sobre una muestra liquida en un contenedor cerrado.

Fase estacionaria: Material en una columna cromatografica que interactiia con los compuestos
de la muestra para separarlos.

Fase movil: Gas que transporta los compuestos a través de la columna cromatografica.

Limite de cuantificacion: Concentracion mas baja de un analito que puede ser cuantificada
con precision y exactitud aceptables.

Limite de deteccion: Concentracion mdas baja de un analito que puede ser detectada
confiablemente por un método analitico.

Maestro Cervecero: Es quien supervisa todas las etapas de la produccion de cerveza en
cervecerias y microcervecerias y para que todo salga a la perfeccion, desde la eleccion de la
malta hasta la etiqueta que se coloca en la botella, cumple una serie de funciones.
Microextraccion en fase solida (SPME): Técnica de preparacion de muestras que utiliza una
fibra recubierta para extraer compuestos volatiles del espacio de cabeza de una muestra.
Mosto: Liquido azucarado obtenido de la malta y otros cereales que se utiliza para hacer
cerveza.

Trub: Sedimento formado durante el proceso de elaboracion de la cerveza.

Validaciéon del método: Proceso de verificacion de la precision, exactitud y confiabilidad de

un método analitico.



RESUMEN

Este proyecto aborda la necesidad de desarrollar un método analitico eficiente para la
determinacion de compuestos volatiles en cerveza. El problema principal radica en la
complejidad de la matriz cervecera y la importancia de estos compuestos para la calidad sensorial
del producto.

El objetivo general de la metodologia fue establecer una marcha analitica basada en
cromatografia de gases para identificar y cuantificar los compuestos volatiles presentes en la
cerveza. Se partid6 de un método estandar y se buscd optimizar las condiciones de separacion,
temperatura, flujos, y seleccionar fases estacionarias adecuadas y validar el método para
garantizar resultados precisos y confiables.

Como resultado principal, se logré desarrollar un procedimiento analitico que utiliza la técnica de
micro extraccion fase solida en el espacio de cabeza (HS-SPME) con inyeccion con divisor de
flujo combinada con cromatografia de gases y uso de dos detectores (FID y ECD). Este método
permite la extraccion eficiente de los compuestos voldtiles y su analisis detallado,
proporcionando informacion valiosa sobre el perfil aromatico de la cerveza.

En conclusion, la marcha analitica desarrollada ofrece una herramienta adecuada para el control
de calidad y la optimizacion de procesos en la industria cervecera, permitiendo una
caracterizacion precisa de los compuestos volatiles, la cual contribuye a la mejora de la calidad
sensorial y la consistencia del producto.

Por otra parte, se recomienda implementar este método en laboratorios de control de calidad de
cervecerias y realizar estudios adicionales para correlacionar los perfiles de compuestos volatiles
con las caracteristicas sensoriales percibidas por los consumidores. Ademas, se sugiere explorar
la aplicacion de esta metodologia para la elaboracién de cerveza y la evaluacion de materias

primas.



CAPITULO I
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1.0 INTRODUCCION

La cerveza, una de las bebidas alcohdlicas mas antiguas y populares del mundo, cuyo impacto en
la sociedad abarca aspectos histéricos, econdmicos, culturales y sociales.

Su impacto se extiende desde la generacion de empleo y el impulso econdémico hasta su
influencia en el turismo y la cultura. Sin embargo, este impacto no estd exento de desafios,
particularmente en el &mbito de la salud publica, lo que subraya la importancia de un enfoque
equilibrado en su produccion, consumo y regulacion. En el contexto de la industria cervecera, la
calidad del producto final es de suma importancia, y uno de los aspectos clave que determina esta
calidad es su perfil aromatico. Los compuestos organicos volatiles presentes en la cerveza juegan
un papel crucial en la definicidén de su aroma y, por ende, en la percepcion general de su sabor.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo principal desarrollar una propuesta
metodoldgica para la determinacion de compuestos volatiles en cerveza mediante cromatografia
de gases. Esta propuesta busca ofrecer una herramienta analitica confiable para evaluar la calidad
de cervezas comerciales, al tiempo que pretende generar conciencia sobre la naturaleza de los
compuestos volatiles presentes en una de las bebidas mas consumidas en el siglo XXI.

En este sentido, la cromatografia de gases se utiliza para determinar los compuestos volatiles,
demostrando su eficacia y fiabilidad como herramienta analitica. Ademas, gracias a este método,
es posible controlar la calidad de los alimentos y garantizar que el aroma no ha sido afectado por

dichos compuestos haciendo que esta tenga un valor mayor de calidad garantizada.



CAPITULO 11
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2.0 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL
2.1.1. Elaborar una marcha analitica para la determinacién de compuestos volatiles

presentes en la cerveza.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. Investigar los efectos en la salud humana que conlleva la ingesta de concentraciones
elevadas de compuestos organicos volatiles presentes en la cerveza
2.2.2. Investigar los efectos de los compuestos organicos volatiles en la calidad de la
cerveza.
2.2.3. Proponer un procedimiento analitico basado en cromatografia de gases para la
determinacion y cuantificacion de compuestos organicos volatiles presentes en la

cerveza.



CAPITULO 111
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3.0. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de las cervezas

La cerveza es la bebida alcoholica mas consumida en el mundo. En su acepcion basica, la cerveza

es una bebida alcoholica producida por la fermentacion de azicares de levadura derivados de la

cebada malteada en alcohol y aromatizada con lapulo.

Se presenta a continuacion un listado de los principales ingredientes que componen las cervezas '

Agua: El1 95% de la cerveza es agua y debe estar libre de cualquier tipo de contaminacion
que pudiera dafiar el sabor o la apariencia de la cerveza de las personas que la van a beber.
Malta: La malta utilizada para la elaboracion de la cerveza proviene fundamentalmente de
la cebada, aunque es posible “maltear” otros cereales como el trigo, la avena, el maiz y el
arroz. La malta aporta los azucares que la levadura convierte en alcohol. También aporta
color, sabor y aroma al producto final.

Lupulos: El lupulo se afiade a la cerveza para darle un toque de amargor, estabilidad y
aroma. El lupulo es una planta que desarrolla resinas amargas llamadas alfa-acidos y
aceites que se disuelven cuando se afiade el lipulo en varias etapas del proceso de
elaboracion de la cerveza.

Levadura: Se debe afiadir levadura al mosto para que los azucares fermentan y se
conviertan en alcohol y didxido de carbono. La levadura es un microorganismo unicelular.
El nimero de células afiadidas es enorme, entre 7 y 20 millones de células de levadura por

mililitro de mosto. Esta disponible en forma seca en paquetes o como levadura liquida.

El mercado salvadorefio de bebidas alcoholicas consume principalmente cerveza. Este fendmeno

comenzo a mostrarse en la década de los 80, cuando una serie de factores (el conflicto armado,

impuestos, etc.) cambiaron los habitos de consumo de los salvadorefios. Existe en el mercado una

amplia oferta de cervezas, tanto nacionales como importadas y, durante los ultimos 5 afios, se

observa una marcada tendencia hacia el consumo de las cervezas artesanales. '
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Tabla N° 1 Principales proveedores de cerveza en América

SEPTIEMBRE | SEPTIEMBRE | CRECIMIENTO
US$ 2014 USS$ 2015 2014/2015
ESTADOS UNIDOS DE
, 846,556.38 1,084,768.88 28%
AMERICA
GUATEMALA 2,484,043.34 2,896,955.99 17%
MEXICO 2,946,122.42 3,503,323.75 19%

Fuente: Secretaria de integracion Centroamericana- Datos importacion cervezas industriales.

3.2 Compuestos Volatiles (COV)?
Los compuestos organicos volatiles son todos aquellos hidrocarburos que se presentan en estado
gaseoso a la temperatura ambiente normal o que son muy volatiles a dicha temperatura. Se puede
considerar como COV, aquel compuesto organico que a 20 °C tiene una presion de vapor de 0.01
kPa o més, o una volatilidad equivalente en las condiciones particulares de uso.
Los COV suelen presentar una cadena con un numero de carbonos inferior a doce y contienen
otros elementos como oxigeno, flior, cloro, bromo, azufre o nitrégeno. Su numero supera el
millar, pero los mas abundantes en el aire son metano, tolueno, n-butano, i-pentano, etano,
benceno, n-pentano, propano y etileno. Tienen un origen tanto natural (COV biogénicos) como
antropogénico (debido a la evaporacion de disolventes organicos, a la quema de combustibles, al
transporte, etc.).
La presencia de COV estd fundamentalmente influenciada por actividades en las que se empleen
disolventes organicos, algunas de las actividades donde es posible que se den emisiones son:

- Pinturas y barnices (e industrias donde se usen €stos)

- Industria siderargica

- Industria de la madera

- Industria cosmética

- Industria farmacéutica
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Los COV afectan tanto de manera medioambiental como directamente sobre la salud del ser
humano. En primer lugar, algunos COV son destructores del ozono, como el tetracloruro de
carbono, por tanto son compuestos que afectan al fendmeno de disminucion de la capa de ozono.
Ademéas, los COV en conjunto con los 6xidos de nitrogeno y la luz solar, son precursores del
ozono a nivel de suelo (ozono troposferico) que es perjudicial para la salud provocando dafios
respiratorios. Por otra parte, se puede producir el llamado smog fotoquimico que es una niebla de
color marrdén-rojizo.

Con respecto a dafios directos sobre la salud, estos se producen principalmente por via
respiratoria aunque también pueden entrar a través de la piel. Ademds estos compuestos son
liposolubles por lo que se bioacumulan en las grasas de los organismos vivos. Como efectos que
pueden producir estdn problemas respiratorios, irritacion de ojos y garganta, mareos, entre otros.
También se pueden dar efectos psiquidtricos (irritabilidad, dificultad de concentracion, etc.).
Ademés, a largo plazo pueden causar dafios renales, al higado o al sistema nervioso central y,

algunos COV tienen efecto cancerigeno, como por ejemplo el benceno.

3.2.1 Clasificacion de los Compuestos Organicos Volatiles

Con respecto a su peligrosidad, los COV pueden clasificarse en 3 grupos:

- Compuestos extremadamente peligrosos para la salud: Benceno, cloruro de vinilo y 1,2
dicloroetano.

- Compuestos clase A: los que pueden causar dafios significativos al medio ambiente, como por
ejemplo: acetaldehido, anilina, tricloroetileno, etc.

- Compuestos clase B: tienen menor impacto en el medio ambiente. Pertenecen a este grupo,
entre otros, acetona y etanol.

Los COV se producen por la quema de combustibles, como gasolina, madera, carbon o gas

natural, asi como el uso de disolventes, pinturas, pegamentos y otros productos empleados y

almacenados en casa y en el lugar de trabajo. Los COV mas frecuentes son el metano, etano,

propano, acetileno, alcanos, bencenos, tolueno y butano. El principal problema medioambiental

de los COV es que al mezclarse con otros contaminantes atmosféricos (NOX) y reaccionar con la

luz solar, pueden formar ozono al nivel del suelo, el cual contribuye al smog fotoquimico y son

también precursores del ozono. Por otra parte, todo compuesto orgénico volatil que se utilice solo
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0 en combinacidn con otros agentes, sin sufrir ningiin cambio quimico, para disolver materias
primas, productos o materiales residuales, o se utilice como agente de limpieza para disolver la
suciedad, o como disolvente, o como medio de dispersién, o como modificador de la viscosidad,
0 como agente tensoactivo, plastificante o protector. Siendo asi que, los disolventes organicos se

pueden clasificar por su estructura quimica en los siguientes grupos principales:

Tabla N° 2 Clasificacion de los compuestos volatiles.

TIPOS DE DISOLVENTES EJEMPLOS DE USOS
ALCOHOLES ISOPROPANOL: Componente de tintas
CETONAS ACETONA: Limpieza de superficies
OXIGENADOS . ACETATO DE ETILO: Disolvente de
ESTERES
pinturas

ETERES DE GLICOL BUTILGLICOL: Disolvente de pinturas
HEXANO: Disolvente en la extraccion de

ALIFATICOS
HIDROCARBUROS los aceites vegetales de cosechas
AROMATICOS TOLUENO: Limpieza de superficies
HALOGENOS (CLORADOS) PERCLOROETILENO: Limpieza en seco

Fuente: Elaboracion propia con base en’

3.2.2 Funciones de los compuestos volatiles en la industria alimentaria*

En la industria alimentaria, los compuestos volatiles son responsables de los aromas y sabores
que determinan la aceptacion y preferencia de los consumidores por ciertos productos; algunos
ejemplos habituales, son los terpenos en los citricos y los aldehidos en frutas frescas. El sabor es
una cualidad importante de cualquier cerveza y la composicion quimica de la cerveza es,
obviamente, la responsable de ese sabor. El aroma es una parte muy importante del sabor y existe
un gran interés en el conocimiento de los compuestos orgéanicos volatiles en la cerveza, que
afectan su aroma, para poner en valor una mayor calidad diferenciada.

Los compuestos voldtiles pueden causar diversos problemas en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética, principalmente relacionados con la estabilidad, la calidad y la

seguridad de los productos. Adicionalmente, el contenido de humedad y la actividad de agua (aw)


https://aqualab.com/en/moisture-content
https://blog.actividaddeagua.com/que-es-la-actividad-de-agua-aw/
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de los productos son dos parametros cruciales para controlar estos problemas; pero a su vez, los
compuestos volatiles generan diversos problemas en las técnicas analiticas utilizadas para
determinar tanto el contenido de humedad y como la aw en estos productos.

Uno de los problemas més significativos es la volatilizacién no deseada ya que los compuestos
volatiles responsables del aroma y el sabor pueden evaporarse durante el procesamiento,
almacenamiento y manipulacion de los alimentos. Esto lleva a una pérdida significativa de
calidad sensorial, afectando la aceptacion del producto por los consumidores.

Por otra parte, puede presentarse también una interaccion con la matriz alimentaria debido a que
la volatilizacion puede ser influenciada por la matriz del alimento, la presencia de otros

ingredientes y las condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad, luz).

3.2.3 Efectos de los Compuestos Organicos Volatiles®

Los COV afectan tanto de manera medioambiental como directamente sobre la salud del ser
humano. Con respecto a dafios directos sobre la salud, estos se producen principalmente por via
respiratoria aunque también pueden entrar a través de la piel. Asimismo, estos compuestos son
liposolubles por lo que se bioacumulan en las grasas de los organismos vivos.

Entre otros efectos que pueden producir estan los problemas respiratorios, la irritaciéon de ojos y
garganta, mareos, etc. También se pueden dar efectos psiquidtricos (irritabilidad, dificultad de
concentracion, etc.). Ademads, a largo plazo pueden causar dafos renales, al higado o al sistema

nervioso central o algunos COV tienen efecto cancerigeno como por ejemplo el benceno.
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Los VOCs Yy sus efectos
en la salud

Irritacidn de ojos, nariz, garganta
Dolores de cabeza

Mareos

Fatiga

Afectaciones al sistema
nervioso

Enfermedades cardiovasculares
Enfermedades respiratorias
Cancer

Dafios al higado

Reacciones alérgicas...

Figura 1. Efectos de los compuestos organicos volatiles en la salud.

Fuente: Secretaria de integracion Centroamericana- Datos importacion cervezas industriales.
En el caso de los efectos medioambiental, algunos COV son destructores del ozono, como el
tetracloruro de carbono; por tanto, son compuestos que afectan al fendmeno de disminucién de la
capa de ozono. Ademas, los COV en conjunto con los 6xidos de nitrogeno y la luz solar, son
precursores del ozono a nivel de suelo (ozono troposferico) que es perjudicial para la salud,
provocando dafios respiratorios. Por otra parte, también se puede producir el llamado smog

fotoquimico que es una niebla de color marron-rojizo.

3.3 Métodos instrumentales®

3.3.1 Cromatografia de Gases en el Analisis de Compuestos Volatiles
La cromatografia de gases en el andlisis de compuestos volatiles es un punto de partida
imprescindible para comprender las técnicas analiticas utilizadas en la determinacion de
compuestos volatiles en la cerveza. Ademads, la cromatografia de gases es un método
ampliamente utilizado para separar y analizar compuestos volatiles, lo que la hace
especialmente adecuada para el andlisis de cerveza que contiene una amplia gama de
compuestos volatiles que contribuyen a su aroma y sabor. (Wampler, 2020)
La cromatografia de gases funciona segun el principio de separar mezclas de compuestos

en componentes individuales segun su afinidad relativa por una fase estacionaria y una fase
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moévil. En el contexto del andlisis de la cerveza, la cromatografia de gases permite la
identificacion y cuantificacion de compuestos voldtiles como alcoholes, ésteres y
compuestos derivados del lipulo en una matriz compleja. Comprender los principios y
aplicaciones de la cromatografia de gases es crucial para el desarrollo de un método
analitico para la determinacion de compuestos volatiles en la cerveza, ya que sienta las
bases para las secciones posteriores de este trabajo. (Blumberg, 2021)

Los compuestos volatiles en la cerveza son aquellos que tienen la capacidad de pasar del
estado liquido al estado gaseoso a temperatura ambiente, lo que les confiere caracteristicas
especificas de aroma y sabor. Estos compuestos se generan durante el proceso de
elaboracion de la cerveza, principalmente a partir de la fermentacion de los ingredientes,
como la malta y el lupulo. La clasificacion de los compuestos volatiles en la cerveza se
puede realizar en funcion de su origen, dividiéndolos en compuestos procedentes de la
malta, el lupulo, la levadura o de reacciones de Maillard, entre otros.

Asimismo, también se pueden clasificar en funcion de su estructura quimica, lo que permite
una mejor comprension de su comportamiento durante el proceso de cromatografia de

gases y su posterior identificacion y cuantificacion.

3.3.2. Importancia del analisis de Compuestos Organicos Volatiles en cerveza®

El analisis de compuestos volatiles en la cerveza es crucial para comprender su aroma,
sabor y calidad general. Estos compuestos contribuyen a la experiencia sensorial de la
cerveza y son responsables de su aroma y sabor caracteristicos. Al analizar los compuestos
volatiles presentes en la cerveza, podemos obtener informacion valiosa sobre su
composicion, identificar posibles defectos y mejorar el proceso de elaboracion.

Ademas, los compuestos volatiles de la cerveza son indicadores de las materias primas
utilizadas, el proceso de fermentacion y cualquier posible contaminacion. Comprender y
controlar los niveles de estos compuestos es esencial para garantizar la consistencia y la
calidad en la produccion de cerveza. Ademas, el andlisis de compuestos volatiles en la
cerveza es importante para cumplir las expectativas de los consumidores, ya que ciertos

compuestos pueden tener limites legales o afectar la experiencia general del consumidor.
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Al desarrollar un método analitico para la determinacion de compuestos volatiles en la
cerveza, podemos proporcionar a los maestros cerveceros una poderosa herramienta para el
control de calidad, la optimizacion de procesos y el desarrollo de productos.
Adicionalmente, este método contribuye al avance de la produccién de cerveza y ayuda a
satisfacer la creciente demanda de opciones de cerveza diversas y de alta calidad. Es asi
que, no se puede subestimar la importancia de analizar los compuestos volatiles en la
cerveza, ya que afecta directamente la experiencia sensorial, la calidad y el éxito en el

mercado de esta popular bebida.

3.3.3 Aplicaciones de la marcha analitica en la Industria Cervecera’

La marcha analitica desarrollada para la determinaciéon de compuestos organicos volatiles
en cerveza mediante cromatografia de gases tiene una amplia gama de aplicaciones dentro
de la industria cervecera. Una de las aplicaciones mas importantes es el control de calidad
del proceso de produccién de cerveza.

Este método analitico permite la identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles
como alcoholes, ésteres y otros compuestos aromatizantes, que son cruciales para
determinar las caracteristicas sensoriales de la cerveza. Al monitorear los niveles de estos
compuestos, los maestros cerveceros pueden garantizar la consistencia y calidad de sus
productos y, en tltima instancia, mejorar la satisfaccion del consumidor.

Asimismo, la marcha analitica también puede ser utilizada para el desarrollo de nuevas
recetas de cerveza y la optimizacion de los procesos de elaboracion de esta. Por tanto,
comprender los perfiles de compuestos volatiles de diferentes muestras de cerveza permite
a los maestros cerveceros, experimentar con combinaciones de sabores, ajustar los
parametros de procesamiento y, en Ultima instancia, crear productos Unicos y atractivos.
Ademas, este método se puede emplear para investigar el impacto de las materias primas,
las condiciones de fermentacion y los procesos de envejecimiento en el producto final,
proporcionando informacion valiosa para la optimizacién de procesos y el desarrollo de

productos.
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Es asi que, en general, la marcha analitica para la determinacion de compuestos volatiles en
la cerveza juega un papel crucial para garantizar la calidad, la consistencia y la innovacion

dentro de la industria cervecera.



CAPITULO IV
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4.0 PRODUCTO FINAL

El producto final estd enfocado en la elaboracion de una marca analitica para la determinacion de

Compuestos Organicos Volatiles (COV) en cerveza, conteniendo las siguientes partes:

Titulo

Introduccion

Objetivos

Tipo de Método de Analisis y Fundamento
Informacién general de la muestra
Reactivos

Materiales y Equipos

Procedimiento de Practica de Determinacion

Calculos involucrados

S S mommU 0w

Normativas nacionales e internacionales a utilizar para la interpretacion de resultados

1. TITULO

Determinacion de Compuestos Organicos Volatiles en cerveza.

2. INTRODUCCION

El Salvador es el pais donde se consume mas cerveza que el promedio del continente
americano, donde la proporciéon de consumidores de cerveza es de 56.3%, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

De un total de 2.1 millones de personas censadas por la Superintendencia de Competencia de
El Salvador en 2014, el 69.2% consume cerveza y el 30.8% prefiere otras bebidas
alcohdlicas.

El 51.6% de la poblacion mayor de 18 afios declara ser consumidora de alcohol; este
porcentaje, representa los 2.1 millones mencionados, de los cuales, el 34.9% son
consumidores actuales, es decir, mas de medio millon de personas que compran al menos una

bebida alcohdlica mensual.
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La cerveza es una mezcla compleja, no sélo por los compuestos que aportan las materias
primas utilizadas para su elaboracion (agua, malta, lupulo y levadura), sino porque durante las
diferentes etapas del proceso se producen entre ellos numerosas reacciones e interacciones
que definen las caracteristicas organolépticas (o el «flavor») de la cerveza.

Durante la fermentacion, una serie de productos de metabolismo es pasada, por la levadura, a
la cerveza. Algunos de estos productos reaccionan entre si o se modifican en cantidad y
composicion. Estos productos secundarios de fermentacidon tienen una influencia decisiva
sobre la calidad de la cerveza en formacion. Por esto, el metabolismo de la levadura y la
formacion y degradacion de los productos secundarios de fermentacion deben de ser
considerados de forma conjunta. Si aun los productos secundarios de fermentacion son
tratados separadamente, ello debe ser visto especialmente bajo el aspecto de que el maestro
cervecero debe tratar de mantener su contenido dentro de un limite Optimo, a través de
medidas tecnologicas apropiadas.

Para ello, se consideran de forma separada la formacion y la degradacion de los siguientes
subproductos de fermentacion: diacetilo, alcoholes superiores, ésteres, aldehidos y
compuestos de azufre.

Los compuestos volatiles en la cerveza son responsables de los aromas y sabores de la
cerveza, y se encuentran en concentraciones muy variables. Por tanto, la medicion de la
composicion de compuestos volatiles en la cerveza es importante para el maestro cervecero
pues, es esencial su medicion para garantizar la calidad y consistencia del producto final.
Ademéds, la medicion de los compuestos volatiles puede ayudar al maestro cervecero a
identificar problemas en el proceso de elaboracion de la cerveza, como la contaminacion o la
oxidacion.

La medicion de estos compuestos volatiles se realiza por medio de la técnica de
cromatografia de gases. Esta técnica permite identificar y cuantificar los diferentes
compuestos volatiles presentes en la cerveza.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que es una técnica costosa y requiere de una
preparacion adecuada de la muestra para obtener resultados precisos y confiables. Es por ello
que, con la presente investigacion, se pretende desarrollar una técnica que permita medir

todos los compuestos de manera eficiente y econdmica, lo cual reducird los costos,
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garantizara resultados mas precisos y dard informacion 1til al maestro cervecero para mejorar

la calidad de la cerveza.

OBJETIVOS

- Describir el fundamento y los componentes basicos de un cromatdgrafo de gases.

- Establecer las ventajas y desventajas de la cromatografia de gases.

- Investigar qué causa la ausencia de compuestos organicos volatiles en la cerveza y
verificar el etiquetado de la matriz de estudio.

- Recopilar normas nacionales e internacionales que regulen este tipo de compuestos

orgénicos volatiles.

TIPO DE METODO DE ANALISIS Y FUNDAMENTO: Desarrollo de una marcha

analitica para la Determinacion de Compuestos Organicos Volatiles en cerveza

1) Seleccion de Fases Estacionarias para el Analisis de Compuestos Organicos Volatiles®
En la seleccion de fases estacionarias para el analisis de compuestos organicos volatiles,
se deben tener en cuenta varios factores para garantizar una separacion e identificacion
Optimas de los compuestos objetivos. La eleccion de la fase estacionaria es crucial en la
cromatografia de gases, ya que afecta directamente la retencion y separacion de
compuestos organicos volatiles. Las diferentes fases estacionarias, como la polar, la no
polar y la polaridad intermedia, ofrecen diferentes caracteristicas de selectividad y
retencion para compuestos volatiles.
Al seleccionar una fase estacionaria, se deben evaluar cuidadosamente factores como la
volatilidad del compuesto, la polaridad y las propiedades quimicas para lograr la
separacion y resolucion deseadas de los compuestos objetivos.
Ademas, en el proceso de seleccion se deben considerar las interacciones especificas entre
el analito y la fase estacionaria. Por ejemplo, las fases estacionarias polares son adecuadas
para compuestos polares, mientras que las fases no polares son ideales para compuestos
no polares.
En el andlisis de compuestos orgdnicos volatiles en la cerveza, es esencial una fase
estacionaria que sea capaz de proporcionar buena resolucion y forma de pico para una

amplia gama de compuestos volatiles. Por tanto, la seleccion de una fase estacionaria
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adecuada influird en gran medida en el éxito del método analitico para la determinacion
de compuestos volatiles en cerveza mediante cromatografia de gases.

Asimismo, es imperativo evaluar minuciosamente las propiedades y caracteristicas de las
diferentes fases estacionarias para identificar la mas adecuada para el andlisis preciso y

eficiente de compuestos volatiles en la cerveza.

Técnicas de preparacion de muestras en el analisis de Compuestos Organicos Volatiles’

En el andlisis de compuestos organicos volatiles en la cerveza, las técnicas de preparacion
de muestras desempenan un papel crucial para garantizar la precision y fiabilidad de los
resultados. Una técnica comun es la microextraccion en fase solida en el espacio de
cabeza (HS-SPME), que implica extraer compuestos volatiles del espacio de cabeza de
una muestra en un recubrimiento absorbente en fase solida sobre una fibra. Esta técnica es
ventajosa debido a su simplicidad, alta sensibilidad y capacidad para minimizar la
interferencia de la matriz. Otra técnica ampliamente utilizada es la extraccion dinamica
del espacio de cabeza, que implica purgar la muestra con un gas inerte para eliminar los
compuestos volatiles antes de atraparlos en un adsorbente. Este método es adecuado para
muestras con compuestos de mayor volatilidad y puede combinarse con diferentes
técnicas analiticas, como la cromatografia de gases.

Ademas, la extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion en fase solida (SPE) son
técnicas convencionales de preparacion de muestras que se pueden utilizar para extraer
compuestos volatiles de la cerveza. LLE implica la particion de compuestos volatiles
entre dos fases liquidas inmiscibles, mientras que SPE utiliza un sorbente sélido para
retener y eluir selectivamente los compuestos objetivo. Ademads, el uso de técnicas de
derivatizaciéon puede resultar beneficioso para mejorar la detectabilidad de ciertos
compuestos volatiles en la cerveza, especialmente aquellos con baja volatilidad y mal
comportamiento cromatografico. En general, la seleccion de una técnica de preparacion
de muestras adecuada es esencial en el desarrollo de un método analitico para la
determinacion de compuestos volatiles en la cerveza, ya que influye directamente en la
sensibilidad, selectividad y precision del analisis. En el desarrollo de un método analitico

para la determinacion de compuestos volatiles en la cerveza, es necesario considerar
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varios factores clave. Un paso crucial es la seleccion de una técnica de extraccion
adecuada para capturar los compuestos volatiles presentes en la muestra de cerveza.

La microextraccion en fase solida (SPME) se ha utilizado ampliamente para este fin
debido a su simplicidad y eficiencia. Esta técnica implica el uso de una fibra recubierta
para extraer los compuestos volatiles del espacio de cabeza de la muestra, lo que da como
resultado un analito concentrado que puede introducirse directamente en el cromatografo
de gases para su analisis.

Otro aspecto importante en el desarrollo del método analitico es la eleccion de las
condiciones de la cromatografia de gases, incluida la seleccion de la columna adecuada y
la optimizacion de los parametros de temperatura y flujo. Ademas, el uso de
espectrometria de masas como detector puede mejorar la especificidad y sensibilidad del
analisis, permitiendo la identificacion de compuestos volatiles individuales presentes en la
cerveza.

Por tanto, el desarrollo de un método analitico para la determinaciéon de compuestos
organicos volatiles en la cerveza requiere una cuidadosa consideracion de varios factores,
incluida la técnica de extraccion, las condiciones de cromatografia y los métodos de
deteccion.

Al abordar estos aspectos clave, es posible establecer un procedimiento analitico
confiable y robusto para la caracterizacion de compuestos volatiles en la cerveza,
contribuyendo al control de calidad y la evaluacion sensorial de esta popular bebida. Este
método analitico se puede utilizar para evaluar el perfil de aroma y sabor de diferentes
muestras de cerveza, proporcionando informacién valiosa tanto para la industria cervecera

como para los consumidores.

Optimizacién de condiciones de separacion en Cromatografia de Gases’

En la optimizacion de las condiciones de separacion en cromatografia de gases, varios
parametros clave desempefian un papel crucial para lograr una separacion de compuestos
eficiente y precisa. Estos parametros incluyen la eleccion de la fase estacionaria, la
longitud y el didmetro de la columna, la temperatura y el caudal del gas portador. La

seleccion de la fase estacionaria adecuada es esencial para lograr una separacion Optima,
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ya que afecta directamente las interacciones entre los compuestos y la fase estacionaria.
Ademas, la longitud y el didmetro de la columna afectan la resolucion y el tiempo de
retencion de los compuestos.

La temperatura es otro factor critico en la cromatografia de gases, ya que influye en la
volatilidad y las interacciones de los compuestos con la fase estacionaria. Ademas, el
caudal del gas portador afecta la eficiencia de la separacion y el tiempo de retencion de
los compuestos. La optimizacion de estas condiciones implica ajustar sistematicamente
cada parametro para lograr la mejor separacion y resolucion de los compuestos objetivo.
Este proceso a menudo implica el uso de técnicas de disefio experimental, como el disefio
factorial o la metodologia de superficie de respuesta, para evaluar sistematicamente los
efectos de los diferentes parametros y sus interacciones en el rendimiento de la
separacion. Al optimizar estas condiciones de separacion, el método de cromatografia de
gases puede determinar eficazmente los compuestos organicos volatiles en la cerveza,
proporcionando resultados confiables y precisos para fines de andlisis y control de

calidad.

Validacion de la marcha analitica para la Determinacion de Compuestos Volatiles en
cerveza’

En el proceso de desarrollo de un método analitico para la determinacién de compuestos
organicos volatiles en la cerveza, es crucial validar el método para garantizar su exactitud,
precision y confiabilidad. La validacion del método analitico involucra varios pardmetros
como especificidad, linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion y limite de
cuantificacion.

La especificidad es esencial para demostrar que el método puede identificar y cuantificar
con precision los compuestos organicos volatiles objetivo en presencia de otros
componentes de la matriz. La linealidad confirma la relacion entre la concentracion del
analito y la respuesta del detector, mientras que la exactitud y la precision evalian la
cercania del valor medido al wvalor real y la repetibilidad de los resultados,

respectivamente. El limite de deteccion y el limite de cuantificacion indican la
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concentracion mas baja a la que el analito puede detectarse y cuantificarse de forma

fiable.

Ademas, el proceso de validacion incluye la evaluacion de la robustez, que evalia la

capacidad del método para no verse afectado por pequeias variaciones en los parametros

analiticos. Ademas, se debe evaluar la estabilidad de la solucion analitica y la matriz de la
muestra para garantizar que el método sea adecuado para la aplicacion practica.

Al validar sistematicamente el método analitico para la determinacion de compuestos

volatiles en la cerveza, es posible establecer su idoneidad para el proposito y garantizar la

generacion de resultados confiables y precisos para fines de investigacion y control de

calidad. Este proceso de validacion es esencial para garantizar la credibilidad y

reproducibilidad del método analitico y, en ultima instancia, contribuye a la integridad

general del andlisis de compuestos volatiles en la cerveza.

La medicion se realiza mediante técnicas de cromatografia de gases por Headspace. La

muestra se sella en un vial de CG y se calienta para volatilizar los analitos en el espacio

de cabeza desde el cual se inyecta una porcidén en una columna de cromatografia que
separa los compuestos que se miden con dos detectores (FID y ECD) en paralelo. La
metodologia de estandar interno se utiliza para compensar los efectos de la matriz.

Headspace (HS) Estatico:

- En este caso la muestra se mantiene sellada en un vial hermético (de 20 mL) cerrado
mediante cépsula o tapoén y una membrana adecuada que, generalmente, es de silicona
con una lamina de PTFE. El vial y la muestra se mantienen en condiciones de
temperatura controlada para permitir que los compuestos volatiles pasen de la fase
liquida a la fase gas del vial. La zona gas del vial que, obviamente, no se llena del
todo con la muestra, es lo que se denomina espacio de cabeza. Una vez que una parte
de la fraccion volatil pasa a la fase gas, se transfiere una parte de esta a la columna
cromatografica.

- Enel HS Estatico hay que permitir una combinacién de tiempo de incubacién y
temperatura para que la concentracion de los analitos volatiles se mantenga estable y

alcance un equilibrio antes de la extraccion y transferencia.
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Figura N° 1. Vial en el que se crea un equilibrio estatico.
Fuente: Elaboracion propia con base en®

La Figura N° 1 muestra un sistema tipico con sus caracteristicas fisicoquimicas mas
importantes como el Volumen de la Fase Liquida VS y de la fase gaseosa VG.

Concentracion de los analitos tanto en Fase Liquida CS como en Fase GAS CG, y la
migracion de las moléculas de soluto entre las dos fases. La concentracion en la fase
gas de cada analito es la cantidad medida en el analisis por GC, no sus
concentraciones en la fase liquida. Para determinar las concentraciones originales del
analito CO, hay que considerar el coeficiente de reparto K en condiciones de
equilibrio. K es la relacion de las concentraciones de un compuesto en la fase liquida

y en la gaseosa:

K=
G

El coeficiente de distribucion depende de la temperatura y de la naturaleza quimica de
la fase liquida en relacidon con los solutos. Normalmente K disminuye al aumentar la
temperatura, es decir un aumento de las concentraciones en la fase de gas, y aumenta

con composiciones de la fase liquida en la que los analitos son més solubles.®

5. INFORMACION GENERAL DE LA MUESTRA

Este método es aplicable para mosto frio, cerveza en proceso (cerveza en fermentacion,

cerveza madura) y producto terminado.

Equipo para toma de muestras

Botellas con tapa
Espiral o Serpentin (para las cervezas en proceso)

Refrigeradora 0 — 5 °C + 0.5 °C
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Gas inerte comprimido (nitrogeno)

Viales (20 mL)

Un sifén de metal con dos tubos, uno largo y otro corto. El més corto de los tubos esta
conectado a un gas inerte (es decir, nitrogeno gas portador). El tubo mas largo esta
equipado con una manguera que esta conectada a un contenedor de desechos o fregadero.
El tubo largo se sumerge en la cerveza hasta una cierta profundidad para que el exceso de
cerveza sea expulsado por el gas que entra por el tubo corto y el volumen deseado de 5

mL permanezca en el vial.

Figura N° 2. Sifén de metal con dos tubos, uno largo y otro corto.

Fuente: Elaboracion propia con base en®

Muestreo

a)

b)

El muestreo debe realizarse lo mas frio posible evitando cualquier contacto con el aire.
Para muestras en proceso se debe usar espiral o serpentin.
Las botellas de muestreo se llenan completamente para evitar la oxidacion.

Las muestras se deben enfriar hasta maximo 5°C.

Muestras de Mosto Frio para DMS. Muestrear el mosto frio a la mitad del enfriamiento
utilizando un serpentin y depositar la muestra en un frasco de vidrio con tapa con cierre
hermético e inmediatamente después del muestreo colocar la muestra en un bafio con
hielo. Dejar la muestra en el bafio con hielo durante 12 horas antes de analizarse con el
objetivo de que sedimente el trub; una vez sedimentado tomar 5 mL de la parte superior
de la muestra y proceder a preparar los viales para su analisis.

Muestras de cerveza en proceso. Todas las cervezas en proceso se deben centrifugar,
preferiblemente en una centrifuga refrigerada. Centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm,

en tubos de 50 mL se deben llenar completamente y cerrar.
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Después de la centrifugacion, preparar inmediatamente los viales y guardar en frio hasta
la inyeccion. ®

Muestras de cerveza terminada. Enfriar la cerveza en un bafio de hielo por 15 minutos.
Colocar 100 mL de la muestra en un vaso de precipitados de 400 mL y sonicar por 2
minutos (es importante mantener fria el agua del bafio ultrasénico para evitar que la

muestra se caliente) ®

Preparacion de los viales para analisis®

Llene los viales frios de headspace completamente con muestra de cerveza, luego vacie
los viales hasta que queden 5 mL, utilizando un gas inerte y la herramienta de sifon
(consulte la descripcion en la seccidon de muestras anterior).

En caso de no contar con el sifén, mida 5 mL de cerveza descarbonatada con una pipeta
volumétrica de vidrio de 5 mL.

Coloque una tapa en el vial, pero evite cerrar.

Afada 100 pL de la solucion de trabajo del estandar interno que se describe en la seccion
sobre preparacion de las soluciones de calibracion.

Inmediatamente selle los viales con la tapa de aluminio y la septa usando la
engargoladora. Luego coldcalos en la bandeja del automuestreador. Es necesaria una
operacion rapida para evitar la presencia de aire en los viales.

El tiempo entre la preparacion de la muestra y los anélisis no puede exceder las 20 horas.

. REACTIVOS

Alcohol Etilico p.a. (ejemplo Merck 100983 producto recomendado ya que no contiene
acetaldehido.

Acetaldehido p.a. (Por ejemplo Acros 149510100)

Dimetil Sulfuro (DMS) (Por ejemplo Sigma Aldrich 471577-25)

Acetato de Etilo p.a. (Por ejemplo Sigma Aldrich 45767-1L-F)

n-Propanol p.a. (Por ejemplo Sigma Aldrich 34871-100 mL)

Isobutanol p.a. (Por ejemplo Sigma Aldrich 270466-1L)

Acetato de Isoamilo p.a. (Por ejemplo Acros 150662500)

Alcohol Isoamilico p.a. (Por ejemplo Sigma Aldrich 59090-250 mL)
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Diacetilo (2,3-Butanodiona) p.a. (Por ejemplo Acros 107650050)

2,3-Pentanediona p.a. (Por ejemplo Merck 8.18555.0025)

2,3 Hexanedione (Merck 818732) o 3,4-Hexanediona (Por ejemplo Alfa Aesar L06655)
p.a. (ISTD)®

Etil metil sulfuro (EMS) p.a. (ISTD) (Por ejemplo Alfa Aesar L02859.14)

1-Butanol p.a. (ISTD) (Por ejemplo Acros 423495000)

1-Propil propionato p.a. (ISTD) (Por ejemplo Alfa Aesar 8.21048.0250)

Cerveza control analitico: puede ser aquella que se utiliza como referencia para evaluar
otras cervezas. Esto puede incluir cervezas que son representativas de un estilo especifico,
como una lager, una IPA o una stout, que establecen un estandar en términos de sabor,

aroma y caracteristicas generales.

. MATERIALES Y EQUIPOS

CG + Automuestreador headspace: Equipo y proveedor recomendados: Perkin-Elmer
Autosystem XL / Clarus con un muestreador automatico turbomatrix 40 o un CG
comparable y un muestreador automatico con soporte técnico aceptable del fabricante
local.

Columna: columna cromatografica capilar y / o empacada configurada en el CG como dos
columnas en paralelo (una columna dedicada al FID y una columna dedicada al ECD) o
una columna con efluente dividido para los detectores FID y ECD.

Columna capilar Chrompack 7773 (o comparable)

Longitud - 50 m

Diametro interno: 0,32 mm

Diametro externo - 0,45 mm

Fase liquida - CP WAX 52 C.B. (o similar)

Espesor de la pelicula: 1,28 um

Columna empaquetada (o comparable): 10% carbowax, 20M Chromosorb W, 10 "x 1/8"
Detectores: FID y ECD configurados para operacion en paralelo.

Software: el software recomendado para el instrumento PE es Turbochrom o Totalchrom.
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Gases: Todos los gases deben tener una pureza minima del 99,995%. Los cilindros de gas

deben ubicarse fuera del laboratorio siempre que sea posible y deben almacenarse y

operar en posicion vertical. Se recomienda utilizar tubos de cobre sin grasa, aceite ni

material organico para todos los gases enviados al CG. ®

Tabla N° 1. Gases para utilizar en el andlisis cromatografico de alcoholes superiores.

Se puede utilizar un cilindro de gas o un generador
Carrier (gas de | Nitrogeno o | para el nitrogeno. Filtrar el gas a través de un filtro
acarreo) Helio de humedad y / o un filtro de hidrocarburos y
de-oxo.
Se puede utilizar un cilindro de gas o un generador.
Hidrogeno | Todo el hidrogeno debe filtrarse a través de un filtro
FID - de humedad.
combustion A Se puede utilizar un cilindro de gas o un generador.
ire
o Todo el aire debe filtrarse a través de un filtro de
comprimido . ‘
humedad. No use "aire respirable".
_ Filtrar el gas a través de un filtro de humedad y / o
ECD - make up | Nitrégeno )
un filtro de hidrocarburos y de-oxo.

Fuente: Elaboracion propia con base en®

Viales con capacidad de 20 mL, apropiados para usar en el automuestreador headspace,

preferiblemente de marca Perkin Elmer. Almacenar los viales en refrigeracion.

Septa PTFE/Silicon Nota: No utilice septas de goma, ya que las pequefias particulas de

caucho podrian desmoronarse y obstruir la aguja o contaminar la muestra, provocando

picos de interferencia en el cromatografo.



1)

37

Tapas de Aluminio — Si es posible, se recomienda usar tapas y sellos pre-ensamblados.
Esto reduce la contaminacidon cuando se toca la septa por el lado del vial cuando se esta
ensamblando.

Engargoladora - manual o automatica (No. de parte Agilent 5190-3189 o No. de parte PE
9302594).

Herramienta para quitar la tapa (desengargoladora)

Balanza Analitica (con escala 0.0001 g)

Micropipetas (5 a 100 uL - 5a 300 uL - 1000 pL a 5000 pL)

Puntas (volumenes apropiados)

Pipetas Volumétricas (varios tamafios)

Matraz Volumétrico de 100 mL

. PROCEDIMIENTO DE PRACTICA DE DETERMINACION

Inicio del Analisis

Todos los ajustes del instrumento se pueden optimizar de acuerdo con los requisitos del
equipo local, EXCEPTO LA TEMPERATURA DE LA MUESTRA Y EL TIEMPO DE
INCUBACION.

Configuracion del Automuestreador Headspace

- Presion del gas acarreador (gas carrier) — 32 psi
- Temperatura de la muestra — 62 °C

- Temperatura de la aguja — 80 °C

- Tiempo de incubacion — 30 min

- Tiempo de presurizacion — 0.5 min

- Tiempo de espera (Withdrawal time) — 0.5 min

- Tiempo de inyeccion — 0.1 min

Configuracion del Cromatégrafo

- Presion del gas acarreador (gas carrier) — 27 psi
- Temperatura del horno — 75 °C

- Isoterma inicial a 75 °C — 9 min
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- Rampa de temperatura (velocidad de incremento de temperatura) — 25.0 °C/min

- Temperatura maxima del horno — 110 °C

- Temperatura del detector — FID 200 °C, ECD 150 °C

- Temperatura del inyector — 130 °C

- Flujo de gas de combustion del FID — hidrégeno@40 mL/min, aire@400 mL/min

- Flujo de make up del ECD — 20 mL/min (si es necesario se puede ajustar para mejorar

el cromatograma, es decir la resolucion del pico y la estabilidad de la linea base)

Calibracion
Preparacion de las soluciones de calibracion: Utilizar micropipetas calibradas y puntas
nuevas para evitar el arrastre y la contaminacion de los otros compuestos.

SOLUCION A

Alcoholes, ésteres y acetaldehido (orden de magnitud ppm)

Nota: Se sugiere adicionar los compuestos en el orden contrario de volatilidad, es decir

agregar primero los menos volatiles y al final los mas volatiles.

a. Por medio de la micropipeta, introduzca los siguientes compuestos en un matraz
aforado de 100 mL que contenga 10 mL de agua y + 10 mL de etanol a temperatura
ambiente:

- 30 mg de acetato de isoamilo

- 100 mg de acetaldehido: es volatil y debe introducirse frio. Coloque el
acetaldehido en el refrigerador y las puntas en el congelador.

- 200 mg de isobutanol

- 200 mg de propanol

- 400 mg de acetato de etilo

- 1000 mg de alcohol isoamilico

b. Afore a 100 mL con etanol.

SOLUCION B

Diacetilo, pentanodiona y dimetilsulfuro (orden de magnitud ppb)
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a. Por medio de la micropipeta, introduzca los siguientes productos quimicos en un
matraz aforado de 100 mL que contenga 10 mL de agua y = 10 mL de etanol a
temperatura ambiente:

- 50 mg de diacetilo

- 50 mg de pentanediona

- 50 mg de DMS - debe introducirse frio. Coloque DMS en el refrigerador y las
puntas en el congelador.

b. Aforar a 100 mL con etanol.

SOLUCION DE TRABAJO 1 - todos los compuestos

Pipetear 50 mL de la solucion A y 1 mL de la solucién B en un matraz aforado de 100

mL. Completar hasta 100 mL con etanol.

SOLUCION DE TRABAJO 2 - todos los compuestos

Pipetear 25 mL de la Solucion de trabajo 1 en un matraz aforado de 100 mL. Completar

hasta 100 mL con etanol.

SOLUCION DE STOCK 1 - estdndar interno

a. Con una balanza analitica y una micropipeta (utilizando puntas nuevas cada vez para
evitar el arrastre y la contaminacion), introduzca los siguientes compuestos (peso) en
un matraz aforado de 100 mL que contenga 10 mL de etanol + 10 mL de agua a
temperatura ambiente: 125 mg de Propil propionato y 600 mg de 1-butanol.

b. Completar hasta 100 mL con etanol; esta es la solucion madre (stock) del estandar

interno, serd estable durante 3 semanas a la temperatura del refrigerador (2 - 4 °C).

SOLUCION DE STOCK 2 - estandar interno

a. Con una balanza analitica y una micropipeta (utilizando puntas nuevas cada vez para
evitar el arrastre y la contaminacion), introduzca los siguientes compuestos (peso) en
un matraz aforado de 100 mL que contenga 10 mL de etanol + 10 mL de agua a

temperatura ambiente:



- 100 mg de Etil metil Sulfuro

- 30 mg de 3,4-hexanodiona
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b. Completar hasta 100 mL con etanol; esta es la solucion madre (stock) del estandar

interno, serd estable durante 3 semanas a la temperatura del refrigerador (2 - 4 °C).

SOLUCION DE TRABAJO DE ESTANDAR INTERNO

a. Pipetear 20 mL de la Solucion Stock 1 y 1 mL de la Solucion Stock 2 en un matraz

aforado de 100 mL.

b. Completar hasta 100 mL con etanol. Esta es la solucion de trabajo de estandar interno

y sera estable durante 1 semana a la temperatura del refrigerador (2 - 4 °C).

c. Agregar 100 puL de esta solucion de trabajo estandar interno a todas las muestras de

calibracion y medicion, dando las siguientes concentraciones en la muestra:

Tabla N° 2. Ejemplo de resultados obtenidos para las concentraciones de estandares

internos, considerando su pureza y peso.

Concentracion final

Estandar Pureza Peso Usado como estandar
en la muestrade S | Unidades
Interno (%) (mg) interno para:
Ml
Propanol, Isobutanol,
1-Butanol 99.5 596.2 23.73 ppm
Alcohol de Isoamilo
Acetato de Isoamilo,
Propionato de
99.0 1194 4.73 ppm Acetaldehido, Acetato
propilo )
Etilo
Etil metil
97.0 92.7 179.84 ppb DMS
sulfuro
Hexanodiona 95.0 27.2 51.68 ppb Diacetilo, Pentanodiona

Fuente: Elaboracion propia con base en’

PREPARACION DE PUNTOS DE CALIBRACION

a. Preparar 28 viales del headspace (4 viales por cada concentracion y para 7 diferentes

concentraciones) cada vial contiene 5 mL de cerveza. La cerveza se puede llenar en

los viales usando el procedimiento de muestreo que se detalla en la seccion E.
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INFORMACION GENERAL DE LA MUESTRA, correspondiente a la “Preparacion

de los viales para analisis”.

b. Adicionar para cada diferente punto las siguientes cantidades:

Tabla N° 3. Preparacion de viales en soluciones para curva de calibracion.

VIAL # 0 (blanco) 1 2 3 4 5

Solucién de trabajo de
100 uL 100 pL | 100 uL | 100 pL | 100 nL | 100 pL
Estandar Interno

100 pL

Solucidén de trabajo 1 — todos
50ul | 100 uL
los compuestos

150 pL

Solucién de trabajo 2 — todos
50 uL | 100 pL | 150 pL
los compuestos

Etanol Absoluto 150 uL 100 uL | 50 uLb 100 uL | 50 uL

Fuente: Elaboracion propia con base en’

Tabla N° 4. Concentraciones calculadas de los compuestos en cada punto de calibracion.

Pureza | Peso
1 2 3 4 5 6 Unidades
(%) | (mg)
Acetaldehido 99.0 97.9 1.21 2.42 3.63 4.85 9.69 14.54 ppm
DMS 98.0 50.0 | 12.25 | 24.50 | 36.75 | 49.00 | 98.00 | 147.00 ppb
Acetato de
) 99.8 3984 | 4.97 994 | 1491 | 19.88 | 39.76 | 59.64 ppm
Etilo
Diacetilo 95.0 51.7 12.28 | 24.56 | 36.84 | 49.12 | 98.23 | 147.35 ppb
Propanol 99.5 2152 | 2.68 5.35 8.03 10.71 | 21.41 | 32.12 ppm
Pentanodiona 97.0 504 | 1222 | 24.44 | 36.67 | 48.89 | 97.78 | 146.66 ppb
Isobutanol 98.0 2153 | 2.64 5.27 7.91 10.55 | 21.10 | 31.65 ppm
Acetato de
] 98.0 353 0.43 0.86 1.30 1.73 3.46 5.19 ppm
Isoamilo
Alcohol de
) 99.0 1002.4 | 12.40 | 24.81 | 37.21 | 49.62 | 99.24 | 148.86 ppm
Isoamilo

Fuente: Elaboracion propia con base en’
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Esta tabla presenta los resultados del calculo de las concentraciones para cada
compuesto y punto de calibracion, utilizando los valores corregidos de pureza y peso.
Los datos reflejan una mayor precision al incorporar los ajustes necesarios en los
parametros de pureza y peso de los compuestos analizados.

c. Colocar aproximadamente 4 muestras en viales con agua desionizada en el
automuestreador para acondicionar seguidos de los viales de calibracion en el
siguiente orden: 0, 0, 1, 1, 2,2, 3,3,4,4,5,5,6,6,0,0,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6

(+ Cerveza referencia).

9. CALCULOS INVOLUCRADOS
1) Medicion

Analizar las muestras de calibracion en la misma corrida de las muestras de operacion.

2) Calculos
Determinar los factores de respuesta mediante el calculo de regresion lineal.
La siguiente tabla presenta la determinacion precisa de los factores de respuesta utilizando el
método de regresion lineal. El andlisis estadistico proporciona una evaluacion cuantitativa de
la relacidon entre las variables estudiadas, permitiendo una interpretacion mas robusta de los

resultados experimentales.

Tabla N° 5. Analisis de factores de respuesta por regresion lineal.

Limite Limite
Desviacion Minimo de Minimo de Rango de
Compuesto R? Unidad
Estandar Deteccion Cuantificacion | Linealidad
(LMD) (LMC)
Acetaldehido 0.999304518 0.035 0.11 0.17 0.1-14.0 ppm
DMS 0.997638933 0.786 2.60 3.93 2-160 ppb
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Acetato de Etilo | 0.998878027 0.199 0.66 0.99 0.9 -60.0 ppm
Diacetilo 0.996016063 0.945 3.12 4.72 2-150 ppb
n-Propanol 0.99634388 0.190 0.63 0.95 0.8-30.0 ppm
Pentanodiona | 0.996832305 0.790 2.61 3.95 2140 ppb
Isobutanol 0.998503287 0.115 0.38 0.57 0.2-30.0 ppm
Acetato de
0.999584604 0.012 0.04 0.06 0.05-6.0 ppm
Isoamilo
Alcohol de
0.99504368 1.037 342 4.93 2.0-140.0 ppm
Isoamilo

Fuente: Elaboracién propia con base en®

Tabla N° 6. Factores de respuesta y tiempos de retencion para analitos de interés, los valores

presentados son ejemplos y pueden variar segin la calibracion del instrumento y el equipo

utilizado.
Factor de Tiempos de
Compuesto Estandar interno Detector
respuesta retencion
Propionato de
Acetaldehido 0.248 3.01 ) FID
propilo
Sulfuro de
DMS 0.924 3.28 FID
etilmetilo
Propionato de
Acetato de Etilo 0.435 4.33 ] FID
propilo
Diacetilo 0.606 4.78 3,4-Hexanedione ECD
n-Propanol 0.686 7.02 1-Butanol FID
Pentanediona 0.900 7.84 3,4-Hexanedione ECD
Isobutanol 1.547 8.65 1-Butanol FID
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Propionato de
Acetato de Isoamilo 1.169 9.40 ) FID
propilo
Alcohol de Isoamilo 1.477 11.14 1-Butanol FID

Fuente: Elaboracion propia con base en®

Tabla N° 7. Tiempos de retencion para estandares internos, los valores presentados son

ejemplos y pueden variar segun la calibracion del instrumento y el equipo utilizado.

Tiempo de
Estandar Interno Unidad | Detector
Retencion
Propionato de propilo 7.34 ppm FID
Etil metil sulfuro 3.85 ppb FID
1-Butanol 9.75 ppm FID
3,4-Hexanodiona 9.75 ppb ECD

Fuente: Elaboracion propia con base en®

3) Cromatogramas
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Figura N° 3. Cromatograma generado mediante cromatografia de gases con detector de
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Fuente: Industrias LLa Constancia.
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Figura N° 4. Cromatograma generado mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-ECD).

Fuente: Industrias La Constancia.
Analisis

Cerveza control o de referencia.

Preparacion de la cerveza control

Preparar la cerveza control como se indica para una muestra de cerveza en PT. La cerveza se
debe almacenar a méaximo 4°C.

Preparar una muestra fresca todos los dias, es decir una muestra control o de referencia debe
usarse dentro de las 24 horas siguientes al ser destapada, o de lo contrario, se debe usar una
nueva muestra.

Carga en el Automuestreador

- 2-4 muestras para acondicionar con agua desionizada

1 muestra control o referencia

- 10 muestras desconocidas

- 1 muestra control o referencia
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- 10 muestras desconocidas

6) Expresion de resultados
Analizar las soluciones estdndar y la muestra por cromatografia, obteniendo las areas de los

picos del analito y del estandar interno.

7) Calculo de la relacion de areas para cada solucion estandar

Area del analito

Relacion de areas = Area del estandar interno

8) Calculo de la relacion de concentraciones para cada solucion estandar

Concentraciéon del analito
Concentracion del estandar interno

Relacion de concentraciones =

a. Construir una curva de calibracion graficando “Relacion de areas vs. Relacion de
concentraciones”.
b. Obtener la ecuacion de la recta de calibracion: y =mx + b
Donde:
y = Relacion de areas
x = Relacion de concentraciones
m = Pendiente
b = Intercepto

c. Parala muestra desconocida, calcular la relacion de areas:

Area del analito en muestra

Relacion de areas muestra = — - .
Area del estandar interno en muestra

d. Usar la ecuacion de la recta para calcular la relacion de concentraciones en la muestra:

(Relacion de areas muestra—b)
m

Relacion de concentraciones muestra =
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Finalmente, calcular la concentracion del analito en la muestra:

Concentracién del analito = Relacion de concentraciones muestra X Concentracion del
estandar interno

Los resultados de los diferentes compuestos se deducen de la relacion del area de los
picos con el estandar interno correspondiente. El diacetilo y la pentanodiona se expresan
en ppb (ug/L) sin ningin decimal; todos los demds compuestos se expresan en ppm

(mg/L) con un solo decimal.

10. NORMATIVAS NACIONALES E INTERNACIONALES A UTILIZAR PARA LA
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Estos compuestos no son regulados especificamente en muchas normativas nacionales o

internacionales debido a varios factores, los cuales pueden entenderse al considerar la

complejidad y la variabilidad inherente en la produccion de cerveza:

Variedad en las concentraciones segun estilo de cerveza.

La cerveza es una bebida extremadamente diversa en términos de estilos, sabores y
métodos de produccion.

Los compuestos volatiles como el diacetilo (butanodiona), acetaldehido, acetato de
isoamilo, y los alcoholes isoamilicos tienen un impacto sensorial que depende en gran
medida del estilo de cerveza.

Por ejemplo, en las cervezas lager, el diacetilo se considera un defecto cuando esta
presente en concentraciones elevadas, pero en cervezas de estilo ale o stouts, una pequefia
cantidad de estos compuestos puede ser aceptable o incluso deseada.

La flexibilidad en cuanto a la presencia de estos compuestos en distintos estilos de
cerveza hace que sea dificil establecer limites universales que se apliquen a todos los tipos
de cerveza.

Impacto sensorial y preferencias del consumidor.

Muchos de estos compuestos son responsables de aromas y sabores que son percibidos
subjetivamente por los consumidores.

Por ejemplo, el acetato de etilo aporta una nota frutal agradable a muchas cervezas,

mientras que el DMS genera un aroma a maiz o vegetales cocidos que en algunas
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cervezas puede ser considerado un defecto, pero en otras (como en cervezas tipo Pilsener)
es tolerado.

Esto indica que la percepcion de estos compuestos varia segun las preferencias del
consumidor y el contexto cultural, lo que complica la posibilidad de establecer umbrales
de concentracidon que sean universales y aceptables para todos.

Naturaleza de la produccion de cerveza.

Los compuestos como los alcoholes, esteres y cetonas en la cerveza son subproductos
naturales de la fermentacion. Como resultado, su presencia en la cerveza no es
necesariamente el resultado de una contaminacién o de un proceso de elaboracion
defectuoso, sino que son caracteristicas inherentes a la actividad de la levadura durante la
fermentacion.

Aunque ciertas concentraciones elevadas pueden ser indeseables y percibidas
negativamente, en general, no se consideran peligrosos para la salud en las
concentraciones encontradas en las cervezas comerciales. Esto reduce la necesidad de una
regulacion estricta en muchas jurisdicciones, ya que no representan un riesgo inmediato

para la seguridad del consumidor.

Falta de evidencia toxicoldgica clara.

Aunque algunos de estos compuestos pueden tener efectos adversos en la salud si se
consumen en cantidades excesivas, no existe una base solida de evidencia cientifica que
sugiera que los niveles tipicos de estos compuestos en las cervezas comerciales sean
peligrosos para la salud publica. Por ejemplo, el acetaldehido y los alcoholes superiores
como el 1-propanol pueden ser toxicos a niveles muy elevados, pero en las
concentraciones encontradas en la mayoria de las cervezas, los efectos negativos para la
salud son minimos o nulos.

Dado que la cerveza es una bebida consumida mundialmente, y estos compuestos estan
presentes en concentraciones que generalmente no superan los umbrales de seguridad
establecidos para alimentos y bebidas, las agencias reguladoras no consideran necesario
establecer limites estrictos para su presencia en la bebida.

Autorregulacion por la industria.
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La industria cervecera en muchos paises tiene sistemas de control de calidad internos muy
estrictos para garantizar que los niveles de estos compuestos estén dentro de los limites
deseados para la calidad sensorial de la cerveza.

Por ejemplo, los cerveceros ajustan las condiciones de fermentacion y el manejo de la
levadura para minimizar la producciéon de compuestos indeseados como el diacetilo. Esto
hace que la regulacion externa no sea tan necesaria, ya que la industria es capaz de auto
controlarse en cuanto a la produccion de cerveza de calidad.

Enfoque regulatorio centrado en la seguridad alimentaria general.

Las normativas internacionales, como las de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA), tienden a enfocarse en aspectos mas generales de la seguridad
alimentaria, como la higiene y la inocuidad de los ingredientes.

Las concentraciones de compuestos volatiles que afectan la calidad sensorial de la cerveza
rara vez se consideran un problema de salud publica en los niveles tipicos encontrados en
las cervezas comerciales. En cambio, las regulaciones tienden a enfocarse en peligros mas
inmediatos, como la presencia de contaminantes microbiologicos, metales pesados, o
aditivos no permitidos. '

Tabla N° 8. Concentraciones de compuestos organicos volatiles que afectan la calidad

sensorial de la cerveza.

Concentracion | Concentracion | Concentraciéon | Concentracion
Componente Descripcién Sensorial Tipica en Tipica en Minima
Detectable Cervezas Lager | Cervezas Ales | Efectiva Téxica
Producto
secundario de
la
) No se reporta
Butanodiona | fermentacion,
>0.1 mg/L 0.01-0.1 mg/L | 0.2-0.5mg/L generalmente
(Diacetilo) | responsable de ) )
toxicoldgico
sabor a
mantequilla o
caramelo.
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Pentanodiona

(VDK)

Similar a la
butanodiona,
contribuye a
sabores
indeseados de

mantequilla.

>0.1 mg/L

0.005 - 0.1 mg/L

0.1 -0.3 mg/L

No se reporta
generalmente

toxicologico

Acetaldehido

Intermediario
dela
fermentacion
con sabor a
manzana verde

o0 astringente.

> 10 mg/L

3-15mg/L

15 -30 mg/L

> 300 mg/L

Dimetilsulfuro

(DMS)

Aroma a maiz
o0 vegetales
cocidos,
relacionado
con el proceso

de coccidn.

> 50 pg/L

20 - 50 pg/L

50 - 100 pg/L

No se reporta
generalmente

toxicologico

Tabla N° 8. Concentraciones de compuestos organicos volatiles que afectan la calidad

sensorial de la cerveza. (Continuacion)

puede impartir

un aroma a

Concentracién | Concentracion | Concentracién | Concentracion
Componente | Descripcién Sensorial Tipica en Tipica en Minima
Detectable Cervezas Lager | Cervezas Ales | Efectiva Toxica
Ester que
Acetato de | contribuye a
> 100 mg/L 25 -50 mg/L 40 - 80 mg/L > 500 mg/L
etilo aromas frutales
y florales.
Alcohol
superior que
1-Propanol > 100 mg/L 20 - 50 mg/L 30 - 70 mg/L > 500 mg/L
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solvente o

astringente.

2-Metil-1-prop

anol

Alcohol
superior con
aroma a
solvente o

astringente.

> 100 mg/L

5-20 mg/L

10 - 25 mg/L

> 500 mg/L

Acetato de

isoamilo

Ester con
aroma frutal,
especialmente

a platano.

> 100 mg/L

5-20 mg/L

10 - 30 mg/L

No se reporta
generalmente

toxicologico

Alcoholes

isoamilicos

Grupo de
alcoholes
superiores que
pueden
impartir un
aroma a
solvente o

astringente.

> 100 mg/L

20 - 50 mg/L

30 - 60 mg/L

> 500 mg/L

Fuente: Elaboracion propia con base en'!
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5.0 CONCLUSIONES

El desarrollo de un método analitico para la determinacion de compuestos volatiles en
cerveza mediante cromatografia de gases, ha demostrado ser una herramienta valiosa para el
analisis de la calidad y el sabor de la cerveza. El método ha identificado y cuantificado con
éxito compuestos volatiles clave, como alcoholes, ésteres y aldehidos, proporcionando
informacion valiosa sobre el perfil de sabor de diferentes muestras de cerveza.

El método ha demostrado buena sensibilidad, precision y reproducibilidad, lo que lo convierte
en una herramienta confiable para el control de calidad y con fines de investigacion en la
industria cervecera.

De cara al futuro, existen varias vias potenciales para el desarrollo futuro en el campo de los
métodos analiticos para el andlisis de compuestos volatiles en la cerveza. Una posible
direccion es la optimizacion del método para aumentar la cantidad de compuestos que se
pueden analizar simultaneamente, proporcionando asi una evaluacion mas completa del sabor
de la cerveza.

El uso de técnicas analiticas avanzadas, como la cromatografia de gases con espectrometria
de masas, podria mejorar ain mas las capacidades y la sensibilidad del andlisis de compuestos
volatiles en la cerveza.

Las investigaciones futuras podrian centrarse en perfeccionar el método para capturar y
analizar mejor compuestos volatiles especificos que se sabe que tienen un impacto
significativo en el sabor de la cerveza, proporcionando una visiéon ain mayor de las
caracteristicas sensoriales de los diferentes estilos de cerveza.

Los compuestos que afectan la calidad sensorial de la cerveza, como los alcoholes y ésteres
mencionados, no estdn regulados de manera estricta en la mayoria de las normativas
nacionales o internacionales debido a la variabilidad en las concentraciones, la percepcion
subjetiva de su impacto sensorial, la falta de evidencia de toxicidad a niveles tipicos y el
hecho de que la industria cervecera cuenta con un control de calidad eficaz. Sin embargo, esto
no significa que los cerveceros no deban controlar estos compuestos; por el contrario, una

produccion de cerveza de calidad sigue siendo clave para la satisfaccion del consumidor.
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6.0 RECOMENDACIONES

A la Industria Alimenticia, hacer conciencia de todos los riesgos que conlleva ingerir una
desmedida proporcion de bebidas alcohodlicas en el cuerpo humano, ya que esto puede
provocar muchas afecciones en las personas que consumen dichos productos, es necesario
llevar un estricto control de calidad tanto al producto terminado como las materias primas que
daran origen a dicho producto. Para asi garantizar la calidad de los productos, pero sobre todo
la calidad de la salud de las personas.

A los consumidores y poblacion en general hacer conciencia en reducir el consumo excesivo
de bebidas con altos niveles de alcohol, y que pueda tomarse como alternativas otros tipos de
bebidas, siendo estos mas saludables y que a su vez protejan nuestro cuerpo de diferentes
enfermedades relacionadas con el consumo de dichas bebidas alcohdlicas.

Basarse siempre en metodologias oficiales que nos puedan brindar resultados veridicos y
claros a la hora de determinar compuestos volatiles en una matriz alimentaria, en este caso el
método de cromatografia de gases el cual nos permite identificar la presencia de compuestos
volatiles en alimentos.

A las autoridades competentes siempre estar monitoreando y siempre verificar el debido
cumplimiento del etiquetado de los alimentos, asegurando que la informaciéon declarada
refleje con precision la composicion real de la bebida. Esto es clave para mantener la
transparencia con los consumidores y garantizar la calidad del producto final.

Contar con todos los insumos necesarios minimos para un adecuado desarrollo de la cerveza
y con base en todo lo investigado en este documento, para poder ejecutar de manera efectiva
el desarrollo de la parte experimental, desde un muestreo realizado adecuadamente y asi
poder determinar compuestos volatiles en la muestra de nuestro interés.

Utilizar siempre métodos oficiales adecuandose de la mejor manera posible a las condiciones
que mas se apeguen a la realidad en el desarrollo experimental como tal, en un laboratorio de
investigacion. Cuidado siempre de todos los detalles para poder obtener resultados certeros

los cuales sustentan nuestra investigacion.
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