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RESUMEN

La cerveza, una bebida basada en la biotecnologia y principalmente de consumo mundial,
puede presentar algunos problemas en su calidad y uno de ellos radica en el contenido de

acetaldehido, compuesto que altera su sabor y aroma.

Por tal motivo, este trabajo de investigacion buscé desarrollar un método alternativo de
alta sensibilidad como la voltamperometria, para cuantificar el contenido de acetaldehido
en muestras de cerveza, con una previa validacion analitica. Se inicié con el tratamiento
previo de las muestras de cerveza con la finalidad de purificar nuestro analito y eliminar
interferentes, por medio de destilacion; continué con el establecimiento de pardmetros para
la validacion, segun normas internacionales de validacion de métodos. Todos los anélisis
se determinaron por voltamperometria de onda cuadrada. Los parametros y sus valores
promedio obtenidos fueron: linealidad (R=0.9998); repetibilidad (CV=2.22 %); precision
intermedia (CV=5.77 %), limite de deteccion (0.0110 mg/L), limite de cuantificacion
(0.0305 mg/L) y exactitud (porcentaje de recuperacion de 91.74 %); todos aceptables bajo
lanorma de la AOAC. Finalmente, se evaluo el contenido de acetaldehido en cervezas con
diferentes fechas de produccion (15/02/2018,20/08/2017,11/10/2016),0,173y 471 dias y
se concluyé que a medida que aumentan los dias de almacenamiento, se incrementa la

concentracion de acetaldehido de manera proporcional.

Palabras clave: acetaldehido, validacién, voltamperometria

\%
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ABSTRACT

Beer, a beverage based on biotechnology and mainly for global consumption, may present
some problems in its quality and one of them lies in the content of acetaldehyde, a
compound that alters its flavor and aroma.

For this reason, this research paper sought to develop an alternative method of high
sensitivity such as voltammetry, to quantify acetaldehyde content in beer samples, with
prior analytical validation. It began with the treatment of the beer samples in order to
purify our analyte and eliminate interfere, by means of distillation; continued with the
establishment of parameters for validation, according to international standards for
validation of methods. All analysis were determined by square wave voltammetry. The
parameters and their average values obtained were: linearity (R?=0.9998), repeatability
(CV=2.22 %), intermediate precision (CV=5.77 %), limit of detection (0.0110 mg/L), limit
of quantification (0.0305 mg/L) and accuracy (recovery percentage of 91.74 %); all
acceptable under the AOAC standards. Finally, the acetaldehyde content was evaluated in
beers with different production dates (15/02/2018, 20/08/2017, 11/10/2016), 0, 173 and
471 days and it was concluded that as storage days increase, the concentration of

acetaldehyde increases proportionally.

Key words: acetaldehyde, validation, voltammetry.
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INTRODUCCION

La Biotecnologia ha sido definida como la aplicacién de procesos, sistemas y
organismos bioldgicos a la industria manufacturera y de servicios. Basada en un arte
que ha ido refindndose a lo largo de miles de afios, la Biotecnologia tradicional, se
encuentrarepresentada por las industrias del malteado y la elaboracion de cerveza®. La
informacion mas antigua que se tiene sobre el consumo de cervezaen el Per( data de
1866, sin embargo, la primera fabrica de cerveza fue fundada en Lima por el alemén
Federico Bindels, quien nunca imagind que su producto seria el impulso para una de
las industrias mas importantes de nuestro pais.” Afinales del siglo XIX, en el interior
del pais también estaba surgiendo el mercado cervecero. En Cusco, se encontraban las
cervecerias de Ernesto Gunther, la alemana de Gustavo Mangelsdorff y la francesa de
Leoncio Vignes y Julio Ariansen; éstas dos Ultimas se aliaron en 1898 y fundaron

Cervesur, la primera fabrica cervecera en Arequipa.®

En el ranking latinoamericano, el Pert ocupa el quinto lugar, consumiendo 45.4 litros

de cerveza por persona al afio, segtin un estudio de Euromonitor.*

Al ser tan importante esta industria, las empresas cerveceras tienen una gran
preocupacion por lacalidad de la cerveza, éstadebe cumplir todas las especificaciones
establecidas, referidas acontenido de alcohol, espuma, aroma, apariencia, sabor; dichas
cualidades se deben mantener durante el tiempo de almacenamiento y hasta la llegada a

las manos del cliente.’

Existen muchos compuestos formados durante el proceso de elaboracion de la cerveza
que influyen decisivamente en el sabor del producto, Ilamados off-flavors, como por
ejemplo: acetaldehido, diacetilo, sulfuro de dimetilo, entre otros.

En las plantas de produccion de cerveza, se cuenta con una capacidad bastante amplia
de equipos y técnicas analiticas para poder medir todos los subproductos, debido a que
es informacidn necesariapara el control de calidad de los procesos. Al mismo tiempo,
la cerveza envasada es testeada por un panel de degustadores entrenados conocedores
del comportamiento de los olores y sabores del producto a través del tiempo. Esta
degustacion sirve para detectar las diferencias de sabor con respecto al tiempo

transcurrido, ya que, al ser un producto perecedero, el sabor de la cerveza no es estable

Vil
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y con el tiempo suele perder su perfil de frescura, incluso habiendo cumplido todas las

especificaciones de elaboracion y envasado.

Recientemente, se demostré que un grupo particular de aldehidos derivados de la
degradacién de los aminoéacidos, conocidos como aldehidos de Strecker, aumentan su
concentracion significativamente durante el tiempo de almacenamiento de la cervezay
probablemente sean responsables de algunos sabores como notas a pan,

caramelo/quemado, dulce y vino/sherry en la cerveza. °

El sabor de la cervezay por ende los subproductos formados durante su proceso, se
evallan convencionalmente mediante la combinacion de herramientas analiticas
comunes y paneles de perfil organoléptico conocidos como paneles sensoriales

humanos.’

En el presente trabajo de investigacion, se realizara la determinacion de acetaldehidos
en muestras de cerveza aplicando un meétodo alternativo basado en la
voltamperometria. Es una medicion indirecta de la calidad de la cerveza, ya que los
valores de acetaldehido nos indican el fin del proceso de maduracion, revelando si una

cerveza estd madura o no.

VI
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HIPOTESIS

Debido a que existe gran cantidad de técnicas electroquimicas para la determinacion de
diferentes compuestos es probable desarrollar y validar un método voltamperomeétrico
capaz de cuantificar la presencia de acetaldehido en muestras de cerveza.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

- Desarrollar y validar un método voltamperométrico para la determinacion de
acetaldehido en cerveza.

Objetivos especificos

1. Validar un método basado en woltamperometria para la determinacion de
acetaldehido en muestras de cerveza.

2. Evaluar el contenido de acetaldehido en cervezas con diferentes tiempos de

almacenamiento.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Cerveza

La cerveza es una bebida alcoholica bastante popular, y probablemente una de las més
antiguas fabricadas por el hombre.? Es una bebida fermentada y espumosa; en su
elaboracién se utiliza agua, materias primas ricas en hidratos de carbono, como por
ejemplo: cebada, trigo, maiz, etc.; se fermenta con levadura y se le da sabor con Ipulo,

planta que le brinda amargor y aroma.’

Desde el punto de vista quimico, la cerveza puede ser considerada una solucion de
agua-etanol que presenta un pH acido (alrededor de 4.2) la cual contiene diversas
moléculas disueltas. Desde la perspectiva de la termodinamicamente, se puede inferir
que una botella de cerveza se comporta como un sistema cerrado con un alto nivel de

entropia a la vez que intenta mantener un estado de minima energia.

Por consiguiente, el periodo de almacenamiento de la cerveza favorece la
transformacion quimicade la sustancia, es decir, las moléculas cambian su composicion

quimica experimentando distintas reacciones.

Asi mismo, el sabor inicial de la cerveza fresca puede verse afectado debido a la
degradacion de las moléculas por debajo del umbral del sabor.*°

1.1.1. Historiade la Cerveza

La mencion méas antigua de la cerveza se halla en una escritura cuneiforme del afio
2800 a.C. enla Mesopotamia, donde se describe ladistribucidn de una racién diaria de
cervezay pan a los trabajadores. Los egipcios también prepararon cerveza. El proceso

de fabricacion de la cerveza se encuentra representado en una pintura muy antigua de

1
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la pared de un santuario egipcio de hace 4400 afios. Estas cervezas eran
principalmente oscuras, se preparaban a partir de panes (cereales germinados) de
cerveza tostados. Algunas de ellas tenian un grado de alcohol del 12 a 15 %. Los
egipcios, descubrieron ademas labotella de cerveza: en la edificacidn de una piramide

se repartfa en jarras, esto en el mismo lugar de construccion.'!

Por otra parte, la bebida preferida por los celtas y germanicos fue el aguamiel, una
cerveza acida, que se guardaba en recipientes de hasta 500 litros a unos 10°C bajo

tierray se mezclaba con miel.**

Muy tempranamente se supo que la cerveza estaba libre de gérmenes peligrosos y que
también el agua, que a menudo no se encontraba en perfecto estado, podia ser tratada
por medio de la fermentaciény los &cidos naturales generados durante la misma. Por
ello, durante muchos siglos no era el agua, sino la cerveza —y en algunas zonas el
vino- el liquido utilizado contra la sed, tanto del soberano como del hombre comudn.*?
Es mas, en Europa, la cerveza ya era una bebida muy popular para los pueblos
alemanes, los escitas y los celtas. Era fabricada por las mujeres como alimento diario
en los hogares, debido a que tanto la fabricacion de la cerveza como la panificacion
eran trabajos femeninos en todas las culturas primitivas.

Los monjes también han jugado un papel fundamental en todo lo relacionado con la
técnica cervecera; ellos desarrollaron la fabricacion de cerveza como un arte,
asumiendo este tema en el siglo VI.** Ellos producian cerveza en los monasterios. En
las cervecerias de los monasterios se realizo la transferencia a la industria cervecera,
debido a que ya no se fabricaba la cerveza solo para el consumo humano, sino que se
la entregaba como una formade pago. Asi mismo, se produjo un cambio, los hombres
empezaron a fabricar la cerveza, lo cual se mantuvo a través de los tiempos hasta el
presente. El hecho de que la fabricacion de la cerveza haya pasado a un nivel
industrial, hizo que se imponga, mayormente en las ciudades, una toma de influencia
gubernamental en el desarrollo de la industria cervecera. Dicha influencia se presentd
en la forma de que el derecho a fabricar cerveza era concedido como privilegio
soberano. Esto es de particular importancia, dado que la fabricacién de cerveza se
convierte en la temprana Edad Media en una industria muy extendida en el sur
aleman.
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En cuanto alacalidad y a la proteccion del consumidor, una de las primeras leyes fue
la Ley de Pureza Bévara, el ‘Reinheitsgebot”, firmada el 23 de abril de 1516 en el
congreso de Estados Provinciales en Ingolstadt, la cual establecia que los Unicos
insumos en la fabricacion de la cerveza podian ser cebada, agua y lUpulo. Asi mismo,
era una disposicidn legal que tenia como finalidad abastecer a los consumidores con
una cantidad suficiente de productos aun precio justo. Se reglamentaron los intereses
de proteccion al consumidor, la fabricacion del producto y se fijo un precio justo de
acuerdo a la calidad de la cerveza. Debido a ello, esta ley también es considerada la

primera ley mundial de proteccion al consumidor.

1.1.2. Elaboracién de la Cerveza
1.1.2.1. Materias primas

La cerveza esta elaborada principalmente a base de cuatro sustancias: cebada
malteada, levadura, lUpulo y agua. No obstante, se le puede afadir muchos otros
componentes como maltas especiales, carbohidratos y cereales no maltedos como
maiz, sorgo, centeno, avena, trigo, entre otros; convirtiéndola en una mezcla con

macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos y lipidos.*
Cebada

Es el insumo mas importante para la elaboracion de cerveza. Contiene un alto
contenido de almidén y su céascara (gluma) sigue adherida al grano adn
después de la trilla'y de haber sido procesada para ser transformada en malta,

es por todo ello larazén de su uso.

Otra caracteristica de la cascara es que posee la propiedad de formar una capa
filtrante, necesaria en una posterior etapa de fabricacion. Previo a su

procesamiento, la cebada debe ser convertida en malta.*®
Levadura

Las levaduras, por definicién, son hongos unicelulares capaces de

descomponer una gran cantidad de sustratos, principalmente carbohidratos.
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Algunas especies de levadura utilizadas en la industria cervecera, son las

siguientes:
a)  Saccharomyces cerevisiae:

Se utiliza ampliamente en la fermentacién de vino y cerveza desde
practicamente el inicio de la civilizacion. Este tipo de levadura posee
caracteristicas que le permiten fermentar a altas temperaturas, tienden a
flotar en la superficie, lo que se conoce como fermentacion tipo Ale
(Figura 1.1); por lo general son cervezas mas complejas en cuanto a
sabor y aroma.**

b)  Saccharomyces pastorianus:

Es un hibrido de la levadura S. cerevisiae y de la S. eubayanus. Fue
descubierta por Emil Christian Hansen en la cerveceria Carlsberg en
Dinamarca, por tal motivo también se la conoce como Saccharomyces
carlsbergensis.

Es una levadura de fondo que no suele formar esporas *°, esto quiere
decir que no tienden a flotar en la superficie, sino que son de baja
fermentacidn, aesto se le conoce como fermentacion tipo Lager (Figura
1.1).

Se adaptan bien a la fermentacion lenta a temperaturas muy bajas,
temperaturas en las que una levadura Ale entraria en estado de latencia.
Las cervezas tipo lager tienen las caracteristicas de ser més refinadas y
faciles de tomar, de sabores limpios y con frecuencia descritas como

refrescantes.

Lapulo

Su nombre cientifico es Humulus Lupulus, pertenece a la familia del canabis,
sin embargo, no presenta su accion alucindégena. Por el enorme impacto que
produce en las cervezas, es calificado como un ingrediente esencial, ya que

aporta amargor, influencia claramente el sabor y aroma.
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Tiene propiedades antibacterianas y estabiliza la formacion de espuma.
Incluso, los ultimos afios se han realizado estudios que han determinado que el
IUpulo tiene efectos benévolos sobre la salud.

En gran medida, todas las propiedades que aporta a las cervezas dependen de
las variedades utilizadas, los protocolos de adicion de las mismas durante el
hervor del mosto en la caldera de ebullicion y las formas utilizadas, que
pueden ser flores, pellets y extractos que contienen fracciones enriquecidas o

modificadas para otorgarle un beneficio extra.'®

Levadura cervecera

Figura 1.1. Diferencia gréafica entre las levaduras Ale y Lager. *’

Agua

Este componente como tal es el mas importante y el que se encuentra en mayor
porcentaje (92 g/100 g).
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El poder refrescante de la cerveza se debe tanto a su alto contenido en agua
como a los minerales que contiene (més de 30).

Un litro de cerveza satisface casi la mitad de las necesidades diarias de
magnesio de un adulto; y un 40 y 20 % respectivamente, de las necesidades
diarias de fésforo y potasio. Asi al ser rica en potasio y baja en sodio, se debe

su caracteristica de bebida diurética.'®

1.1.2.2. Proceso de elaboracién

La elaboracion de la cerveza se basa en una sucesion de tres procesos bioquimicos:
la formacion de enzimas en el grano de cereal germinante; la coccion, que es la
degradacion de almidon a azlcar justamente por parte de esas enzimas Y,
seguidamente, la fermentacion del azdcar a alcohol y CO, (fermentacion alcohdlica).
Tales procesos y su resultado (la cerveza) son bastante conocidos desde hace miles
de afios; la Unica diferencia es que, antiguamente no se reconocia su control y como

estaban relacionados.

Cada maestro cervecero apunta a un sabor de cerveza agradable y consistente
mediante la seleccion de materias primas de alta calidad y la aplicacion de un

proceso de produccion controlado.*®

Una cerveza de calidad evidentemente es reconocida por la ausencia de aspectos
indeseables y por lo tanto se evaltan ciertos parametros, tales como la calidad del
sabor, presenciay permanencia de espuma, color, aroma, contenido de sélidos, entre

otros.?

Una mezcla compleja de compuestos volatiles que varian en estructuras quimicas y
niveles de concentracion, genera el aroma de la cerveza cuyo rol es muy importante

en la calidad.

La composicion de la cerveza es bastante compleja, por lo tanto, no es raro que el
producto terminado contenga componentes que reaccionen entre si. ES muy
importante reconocer que lo que se espera en el mercado cervecero es mantener una
6ptima calidad en el envase por un periodo de tiempo determinado.?
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Ahora, gracias al uso de estabilizantes adecuados, la cerveza se puede conservar por
mucho tiempo, y de esta manera, se la puede producir independientemente del
consumo. Asimismo, se han desarrollado lineas embotelladoras de alta capacidad,
que permiten excluir el ingreso de aire a la cerveza, lo cual posibilita hoy en dia el
mantenimiento de la calidad por mucho mas tiempo. En afios recientes se han
adquirido importantes conocimientos sobre el tema de la estabilidad del sabor, ya
gue hasta hace pocos afnos representaba un gran problema para la industria cervecera.

1.12.21. Fermentacion alcohodlica

La cerveza es una bebida que atraviesa un proceso de transformacion, enel cual la
glucosay otros azucares presentes en el mosto son descompuestos en moléculas
de alcohol, di6xido de carbono y energia; este proceso es conocido como
fermentacion alcohdlica y es producto de la accion de levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, entre otros.?’ La
fermentacidn alcoholicaes una reaccidn que permite degradar azucares en alcohol
y diéxido de carbono.?® La ruta que siguen las levaduras para convertir los
azucares enalcohol es regulado por la glicolisis o rutade Embden- Meyerhof para
conseguir acido piravico el cual serd convertido en alcohol por accidn de enzimas
en un medio anaerobico.

La conwversion que se logra en la fermentacion alcohdlica se representa mediante
las siguientes ecuaciones:

C¢H,,0, > 2C,H;0H + 2CO0, Ecuacion 1.1
CH,OH
H o OH
4 O§C/OH oH
OH H |
HO H + Levadura — ?zo —_— C|:H2 + 2CO,
CH, CHa
H OH
Ecuacién1.2
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La ruta Embden-Meyerhof, explicael proceso de fermentacion mediante una serie
de secuencias metabdlicas en la que se oxida la glucosa; durante la fermentacion,
la reaccion de los é&cidos gliceroaldehidofosforico y dioxiacetonfosforico
producen de manera simultanea acido fosfoglicérico y acido a-glicerofosférico,
que seguidamente por hidratacion es transformado en &cido piravico. El &cido
piravico, por accion de la enzima carboxilasa se descompone en dioxido de
carbono y acetaldehido, que por reduccion da etanol (Figura 1.2).

r H O GLUCOLISIS i
C 2+ 2@ 2 2HO O
H-C-OH ¢
HO-C-H E C=0
HG-OH & Acido piravico
CH,OH ' ‘

FERMENTACION
ALCOHOLICA

H-(I)—OH
CH, c
Etanol CH,
L Acetaldehido

Figura 1.2. Fermentacién alcohdlica.?!

En el proceso de fermentacién se forman diversos productos por accién de la
levadura sobre los azucares, que finalmente pasan a la cerveza. Algunos de estos
productos reaccionan entre si o varian en cantidad y composicién. Estos
subproductos de fermentacion tienen una repercusion decisiva sobre la calidad de
la cerveza en formacidn. Por esto, los productos secundarios formados durante la
fermentacion pueden ser considerados de forma conjunta o tratados
separadamente. En ambos casos, es necesario mantener su contenido dentro de un

limite 6ptimo, mediante medidas tecnoldgicas apropiadas.*?
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Se consideran de forma separada la formacion y la degradacion de los siguientes

subproductos de fermentacion:
a) diacetilo,
b) alcoholes superiores,
c)  ésteres,
d) aldehidos,
e) compuestos de azufre.

La generacion de aldehidos insaturados de cadenas méas largas mediante la
condensacion aldélica de aldehidos, son los que contribuyen a la rancidez de la
cerveza. Cabe la posibilidad de que en condiciones suaves o “ideales” durante el
proceso de almacenamiento de la cerveza se produzca la condensacion alddlica de
compuestos carbonilicos de cadena corta que se forman en la etapa de cocimiento

(elaboracion del mosto).

Un ejemplo de este proceso es laformacidn de 2-alquenales tales como el trans-2-
nonenal mediante la condensacién de heptanal con acetaldehido en presencia de

prolina.’?

1.1.3. Estabilidad de la cerveza

La quimica de la cerveza durante la fase de almacenamiento es una gran
preocupacion, debido a que se busca controlar y mantener la estabilidad quimica y
organoléptica del producto. La velocidad a las que ocurren las reacciones quimicas
durante el almacenamiento de la cerveza estdn determinadas tanto por factores
externos (envasado, temperatura, y luz) y factores internos (contenido de oxigeno, pH,
antioxidantes y contenido de precursores aromaticos).?

La vida de una cerveza depende de una serie de factores, siendo el tiempo que

transcurre desde su envasado hasta el momento de ser consumida, el mas importante;
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ya que durante ese tiempo estdn comprometidos: la estabilidad del sabor, la turbidez y

la microbiologia.?®

a.  Sabor: representa el mayor problema debido a que en la cerveza se
produce la oxidacion de compuestos como por ejemplo alcoholes, iso-
acidos y acidos grasos, por lo tanto experimenta un deterioro desde el
proceso de envasado. Gracias al oxigeno se producen compuestos
carbonilicos tales como el 2-heptenal, 2-octenal y trans-2-nonenal gque
pueden ser detectados facilmente por el consumidor (umbrales de sabor
muy bajos). Es por eso, que lo que se busca en la cerveza envasada es
tener un contenido de oxigeno bajo para obtener una mayor estabilidad
del sabor.*

b.  Turbidez: una cerveza turbia visiblemente se reconoce por la pérdida de
brillo, el descenso de la transparencia, el grado de enturbiamiento,
inclusive la floculacién, precipitacion y sedimentacion, son las sucesivas
manifestaciones de la falta de estabilidad o inestabilidad de la cerveza.
Las siguientes causas puede ser clave en la turbidez u opacidad de la
cerveza: bioldgica, coloidal y quimica, ésta ultima debido a diversos

agentes como el oxalato de calcio.?’

c.  Microbiolégica: La contaminacion por microorganismos normalmente
esta sujeta a levaduras cerveceras y levaduras “salvajes”, ya que la
mayoria de las bacterias no tienen la capacidad de crecer en la cerveza,
debido a que no pueden tolerar el pH bajo, alcohol y/o la faltade oxigeno

para su respiracion normal.?’

1.1.4. Lacervezaylasalud

Una de las mayores preocupaciones de los profesionales de la salud en torno a la
inclusion de bebidas alcoholicas en la dieta es el posible riesgo que puede tener un
aporte excesivo de calorias, o que tal vez pueda desplazar de la dieta a otros alimentos

de gran poder nutricional .?®
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Es més, la primera impresion sobre la cerveza es que es una bebida que engorda, y no
es cierto, con un aporte calérico de 45 Kcal/100 mL, y de 17 Kcal/100 mL en la
cerveza sin alcohol, su contenido caldrico es relativamente bajo.

Estudios cientificos realizados por investigadores del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) han constatado que, tras la ingesta de forma
moderada —una medida en caso de las mujeres y dos en el caso de los varones—, no

se producia ninguna alteracién en el peso.'®

La cerveza posee muchas propiedas beneficiosas brindadas por sus materias primas..
Es una bebida diurética, rica en potasio y baja en sodio. Ademas contiene

antioxidantes naturales .
1.14.1. Propiedades funcionales

Muchos de los componentes presentes en la cerveza resultan ser beneficiosos para la

salud, siempre y cuando el consumo de la misma sea moderado.

Los folatos participan en la sintesis de proteinas, formacién de la sangre y la
transmisién de las caracteristicas hereditarias. Por tal motivo, son de gran
importancia para el mantenimiento de la vida celular y para el crecimiento y
formacion de nuevos tejidos; y su deficiencia puede originar diversas patologias.
Ademas, previenen gran parte de los defectos del tubo neural en el nacimiento y
reducen el nivel homocisteina, nuevo factor de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. La anemia es el trastorno mas frecuente ocasionado por la carencia
del 4cido félico.”®

Los flavonoides como el xantumol ideal para la luchay la prevencion del cancer, el
cual inhibe la activacion metab6lica de procarcindgenos, induce la activacion de
enzimas anticancerigenas e inhibe el crecimiento del tumor en fases tempranas.
Ademés, este flavonoide puede ser un efectivo agente antiinflamatorio,

antiarteriosclerético y antitrombético.*®

Por otraparte, contiene fibra soluble que evita el estrefiimiento, disminuyendo asi el
cancer de colon, la diverticulosis y la absorcion de algun elemento. El contenido de

fibra varia segun el tipo de cerveza.
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También, se encuentran maltodextrinas que proceden de la despolimerizacion del
almidon por las amilasas del grano de cebada. Estas tienen sus propiedades
funcionales enel aporte de energialo que ha promovido suaplicacionen férmulas de
bebidas para deportistas. Las maltodextrinas pasan rdpidamente a la sangre y
producen una subida de concentracion de glucosa rapida que inducen a la secrecién
de las hormonas que metabolizan ésta. Su efecto beneficioso radica en que éstas
evitan hipoglucemias mientras se esta realizando ejercicio fisico.

Asimismo, los acidos amargos procedentes del lpulo, ademas de conferirle aroma a
la cerveza, le otorga una accién sedante. Una de las propiedades del lapulo (Humus
lupulus L.) es que, tradicionalmente, funciona como planta tranquilizante, su
actividad sedante esta especialmente en sus acidos amargos, en particular su
componente acido alfa: 2-Metil-3-buten-2-ol. EI mecanismo de accion de laresina
del lGpulo consiste en elevar los valores del neurotransmisor gamma-amino butirico
(GABA), inhibidor del sistema nervioso central. Cabe indicar que entre estos acidos
amargos solo los acidos alfa son los que tienen mayor actividad sedante; aunque su
proporcion es més baja frente a los &cidos beta.*®

1.2. Aldehidos

Los aldehidos son compuestos orgéanicos que pertenecen al grupo de compuestos
carbonilo; se caracterizan conun gran potencial de determinacién del sabor e influencia
en la estabilidad del sabor de la cerveza. Mas de 200 compuestos carbonilos han sido
establecidos en cerveza, de los cuales el acetaldehido tiene la mayor concentracion. El
contenido de acetaldehido varia significativamente y es aproximadamente el 60 % del
contenido total de aldehidos. Los rangos normales para acetaldehido estan entre 1 a 30
mg/L.* El acetaldehido es un potente compuesto volatil y saborizante que se encuentra
en muchas bebidas y comidas. A niveles bajos, el acetaldehido brinda un agradable

aroma afrutado, pero a concentraciones altas posee un fuerte olor irritante.*

Segun el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, existe suficiente
evidencia en animales para demostrar la capacidad carcindgena del acetaldehido y por

lo tanto es posiblemente cancerigeno para el ser humano también (Grupo 2B).*?
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Se ha determinado que durante el tiempo de almacenamiento de la cerveza se
incrementa la concentracion de diversas clases de compuestos volatiles: compuestos
carbonilicos, compuestos heterociclicos, ésteres y compuestos azufrados.®

1.2.1. Informacion fisicay quimica del acetaldehido:

Nomenclatura
Nombre sistematico IUPAC: Acetaldehido
Sinénimos: Aldehido acético, etanal

Formula molecular y peso molecular:

C,H.0 P.M.: 44.05

@
oy
H

Figura 1.3. Férmula quimica del acetaldehido

Tabla 1.1. Propiedades fisicoquimicas del acetaldehido

Propiedades del acetaldehido

Descripcion Liquido incoloro o gas con un fuerte olor caracteristico.

Punto de
ebulliciéon  20.2°C
Punto de
fusion -123°C

Solubilidad Miscible con agua, benceno, éter etilico y etanol.

Inflamable, polimeriza violentamente en la presencia de
cantidades traza de metales o 4&cidos; puede reaccionar

Reactividad violentamente con anhidridos de acido, alcoholes, cetonas,
fenoles, amoniaco, &cido cianhidrico, sulfuro de hidrogeno,
haldgenos, fosforo, bases fuertes y aminas.

13
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1.2.2. Produccidény uso:

La capacidad de produccion del acetaldehido en Estados Unidos en 1989 fue de
443000 toneladas. La informacién disponible en 1995 indicé que fue producido en 16

paises.

El acetaldehido es usado como un intermediario en la produccion de acido acético,
anhidrido acético, acetato de celulosa, resinas de acetato de vinilo, ésteres de acetato,
pentaeritritol, derivados de piridina sintéticos, acido tereftélico y &cido per acético.
Los derivados de piridina sintéticos, el acido per acético, los ésteres de acetato y el
pentaeritritol representan el 40% de la demanda de acetaldehido.

Otros usos del acetaldehido incluyen: plateado de espejos, curtido del cuero, como
desnaturalizante para el alcohol, en mezclas de combustible, como endurecedor para
fibras de gelatina, también es usado en productos de cola y caseina, como conservante
para pescado y fruta, en la industria papelera, como un agente aromatizante sintético,

y en la fabricacion de cosméticos, tintes de anilina, plésticos y caucho sintético.*®

1.2.3. Incidencia
1.23.1. Exposiciénocupacional:

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Exposicion Ocupacional (NOES, 1997),
aproximadamente 220000 trabajadores en Estados Unidos estuvieron potencialmente
expuestos a acetaldehido. La exposicion ocupacional al acetaldehido puede darse en
su produccidn, en la produccion de acido acético, esteres acetato y otros quimicos.

1.2.3.2. Incidenciaambiental:

Los aldehidos son importantes contaminantes de agua; son producidos durante el
metabolismo del etanol y representan subproductos estables en la atmdsfera.
También estan presentes como contaminantes en bebidas y etanol combustible.>* El
acetaldehido es un producto natural de combustién y fotoxidacion de hidrocarburos

comunmente encontrados en la atmosfera.
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Es un quimico industrial importante y puede ser liberado en el aire 0 en aguas
residuales durante su produccién y uso. Ha sido detectado en pequefios niveles en
agua potable, aguas superficiales, agua de lluvia, efluentes, gases de escape y

ambiente, asi como en muestras de aire interior.

El acetaldehido es un producto intermedio en el metabolismo del etanol y azucares, y
por lo tanto se encuentra en cantidades traza en la sangre humana. Esta presente en
pequefias cantidades en bebidas alcoholicas, como cerveza, vino, bebidas
espirituosas, jugos de plantas y aceites esenciales, café tostado y humo de tabaco .*®

1.2.4. Reacciones con Aldehidos

Generalmente, los aldehidos se preparan en laboratorio por la oxidacion de alcoholes

primarios o por la reduccion parcial de ésteres.*®

A continuacion, se mencionara algunas de las reacciones méas importantes de los
aldehidos:

- Oxidacién: La reaccion de un aldehido con un agente oxidante genera un &cido
carboxilico. Se utilizan normalmente KMnO,4, HNOs caliente y CrO3 en &cido
acuoso.*®

- Formacion de alcoholes: Los aldehidos son reducidos por LiAlH,4 para formar
alcoholes primarios. Y al reaccionar los reactivos de Grignard con los
aldehidos se forman alcoholes secundarios.*®

- Los aldehidos y las aminas primarias reaccionan y producen iminas; mientras

que al adicionar aminas secundarias a los aldehidos se produce enaminas.*®

- Al reaccionar el aldehido con hidrazina en medio &cido se forma el compuesto
hidrazona.

- Los aldehidos y el agua forman hidratos o también Ilamados gem-dioles.
- Losalcoholes sonadicionados alos aldehidos para generar acetales, que sirven

como grupos protectores de grupos funcionales aldehido.
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1.3. Voltamperometria

Esta técnicaelectroquimicatuvo su origen con la polarografia, esta tltima fue inventada
por J. Heyrowsky in Czechoslovakia in 1922.%

Ademas, es considerada como una subclase de la voltamperometria que emplea un
electrodo de gota de mercurio con una superficie renovable y gran rango de potencial

catddico, principalmente utilizado para la determinacién de especies reducibles.®®

Asimismo, se basa en curvas de voltaje-corriente como resultado de la electrolizacion
de sustancias electrooxidables o electroreduciblesen una celda, el electrodo consiste en
la caida de mercurio en pequefias gotas a través de un tubo capilar fino. Este método
esta adaptado para usar muy poca cantidad de solucién y muy bajas concentraciones de
los elementos a medir.>® En general, estos métodos polarograficos muestran varios
inconvenientes, entre los que se encuentran la alta toxicidad del mercurio tanto para el
usuario como para el medio ambiente. A pesar de su mayor sensibilidad, el analisis de
un gran numero de muestras produce grandes cantidades de desechos, que en laera de
la "guimica verde" se acepta cada vez menos y, por lo tanto, es mas importante

considerarlo de forma critica.*°

Los métodos voltamperométricos ganaron un renovado interés en la década de 1980 con
la llegada de la aplicacién de la voltamperometria anddica de stripping en el analisis de

iones de metales traza.

Recientemente, con laaparicion de instrumentos nuevos y mas versétiles en el mercado,
la voltamperometria ha ido recuperando parte de su popularidad perdida, y se ha citado

la posibilidad de su aplicacién en el anélisis de algunos componentes de la cerveza.**

Esto se debe a que es considerado un método de anélisis electroquimico de importancia
por su alta sensibilidad, simplicidad, buena estabilidad, con instrumentacién de bajo
costo y portatil, ademas de una baja interferencia por parte de sustancias no

electroactivas.

Existen 3 tipos de voltamperometriaempleadas como excelentes herramientas analiticas
para caracterizar e investigar el comportamiento electroquimico de una gran diversidad

de compuestos.*?
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En woltamperometria, un potencial dependiente del tiempo es aplicado a una celda
electroquimica, y el flujo de corriente a través de la celda es medido como una funcion

de ese potencial.

Un grafico de la corriente en funcion del potencial aplicado se denomina voltamograma
y es el equivalente electroquimico a un espectro en Espectroscopia, proporcionando
informacidn cuantitativa y cualitativa sobre las especies involucradas en la reaccion de

oxidacion o reduccion.®

1.3.1. Instrumentacidn de la voltamperometria

La voltamperometria, como técnica analitica, cuenta con una serie de elementos para
su desarrollo. El equipo de voltamperometria, llamado voltdametro, esta compuesto por:

a.  Celda de trabajo: La celda presenta cinco orificios, tres de ellos para
colocar los electrodos, uno por donde se puede introducir gas inerte, de
requerirse, y el otro por donde se colocael electrolito y la muestra que se
va a analizar. La mayoria de los equipos usan una celda con tres
electrodos: el de trabajo, el electrodo de referenciay el contraelectrodo o
electrodo auxiliar; éste sistema permite minimizar errores de voltaje

debido a caidas 6hmicas a través de la solucion.**

b.  Electrodos: Como se menciono en la celda de trabajo, se utilizan tres
electrodos:

- Electrodo de trabajo: que es donde tiene lugar las reacciones de interés y
esta construido con mercurio, oro, platino o carbdn vitrificado de ser el

caso

- Electrodo de referencia: que tiene un potencial conocido, los més usados
son el de calomel saturado (SCE) o de Ag/AgCl.

- Electrodo auxiliar o contraelectrodo: que generalmente es de platino,
carbon vitreo u otro material inerte.
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El potencial del electrodo de trabajo es medido versus el electrodo de
referencia. La corriente fluye entre el electrodo de trabajo y el electrodo
auxiliar.**

c. Potenciostato: Los terminales de los tres electrodos utilizados son
conectados a un potenciostato, el cual es un instrumento que controla el
potencial del electrodo de trabajo y mide la corriente resultante. El
potenciostato aplicauna rampa lineal de potencial al electrodo de trabajo
gradualmente y luego invierte el sentido retornando a su posicion
inicial.**

d. Electrolito: Es una soluciéon que se afiade para evitar corrientes de
migracion debido al movimiento de las particulas cargadas en el campo
eléctrico, y asegurar la conductividad.

Los electrolitos méas usados en electroguimica son las sales de
tetraalquilamonios debido a su conwveniente solubilidad en solventes
organicos, para soluciones acuosas hay mayor variedad de soluciones
usadas, por ejemplo soluciones tampon obtenidas a partir de un acido
débil y su base conjugada (fosfato, borato, acetato) que nos permitan
tener un pH fijo.**

1.3.2. Tipos de Voltamperometria

Se pueden distinguir las diversas técnicas voltamperométricas por la diferente forma
de variacién del potencial aplicado. Asimismo, se ha realizado investigaciones
constantes referentes al tipo de modulacion de la forma del potencial, para poder

alcanzar limites de deteccion cada vez menores.*®

A continuacion, se describen tres de las técnicas de pulsos mas importantes: la
polarografia de pulso diferencial, polarografia de onda cuadrada y voltamperometria
ciclica.

Estas se han aplicado con electrodos que no son de gotas de mercurio necesariamente,
en cuyo caso los procedimientos se Illaman voltamperometria diferencial y de onda

cuadrada, respectivamente.*®
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1.3.2.1. Voltamperometria de pulso diferencial

Esta técnica electroquimica alcanz6 gran importancia y popularidad a partir de los
70°s.%

Es muy empleada para medir o determinar niveles traza de especies organicas e
inorganicas, con gran sensibilidad y resolucién, capaz de proveer informacidn sobre
las formas quimicas en las que puede aparecer el analito, ya sea estados de

oxidacion, complejacion, etc.*®

Este tipo de voltamperometria también puede basarse en electrodos de grafito o
carbon.*?

Consiste en una serie de impulsos que simulan una escalera formando asi la onda en
la sefial de excitacion; en este punto el potencial de base comienza a aumentar

gradualmente en intervalos pequefios entre 10 y 100 mV (ancho de pulso = AEs).

La amplitud de pulso (AEp) se mantiene constante con respecto al potencial de base
(Figura 1.4).

La corriente resultante de todo el proceso se mide justo antes de la aplicacion del
primer pulso y al final de la aplicacién del mismo, asi al graficar la diferencia de
corrientes (1-2) en funcion del potencial aplicado, se generan respuestas en forma de
picos (voltamogramas), donde la intensidad méxima de corriente (altura del pico) es
directamente proporcional a la concentracion de especies reactantes.®’

1.3.2.2. Voltamperometria de onda cuadrada

Esta es una técnica de gran amplitud diferencial compuesta de una onda cuadrada
simétrica, superpuesta en un potencial de base en forma de escalera que es aplicado

al electrodo de trabajo.

Se empleapara electrodeposicionen laboratorio y para desglosar procesos durante la
deposicion.

Fundamentalmente, es usada como técnicade Quimica Electroanalitica y consiste en
un avance de potencial-tiempo mediante escalones. Los escalones son de un cierto

ancho enmV'y alto enmV.
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Cada punto se mide con una determinada frecuencia en s™.*” En otras palabras, se
fundamenta en la medicion de la corriente durante intervalos de tiempo muy cortos
en la parte final de la onda positiva, al tiempo ti; y en la parte final de la onda

negativa, al tiempo tj, de cada onda cuadrada (Figura 1.5).

La diferencia entre las intensidades de corriente (i;—i>) se muestra en funcion del
potencial enescaldn, y el voltamograma que se obtiene es un pico simétrico idéntico

al obtenido en la voltamperometria de pulso diferencial.

e »
£
s
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ﬁF!)
2 tp -
1 AFs
d T
Tienpo

Figura 1.4. Sefial de excitacion aplicada en voltamperometria de pulso diferencial.*’

: : B . >
- C tiempo
T tin t;

Figura 1.5. Sefial de excitacion de la voltampe rometria de onda cuadrada.*®

Una de las grandes ventajas de la voltamperometria de onda cuadrada es su rapidez y
alta sensibilidad; ya que es capaz de obtener un voltamograma completo en menos
de 10 ms. Trabajando con un electrodo de gota de mercurio, el barrido se efectla
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durante los tltimos milisegundos de la vida de una gota, cuando la corriente de carga

es practicamente constante.

Este método voltamperométrico emplea electrodos de mercurio, carbén y de
diamante.*? La woltamperometria de onda cuadrada también se ha usado con

electrodos de gota colgante de mercurio y en detectores para cromatografia liquida.*
1.3.2.3. Voltamperometriaciclica

Es considerado un método electroquimico versatil para el estudio de especies
electroacticas en &reas como la quimica inorganica, organica, bioquimica, entre
otros. También, es conocido como ‘“espectroscopia electroquimica” debido a sus
voltamogramas caracteristicos que dan informacion inequivoca de los sistemas
redox.*!

La voltamperometria ciclica consiste en explorar linealmente el potencial de un
electrodo de trabajo estacionario (en una solucion no agitada), utilizando un
potencial triangular en forma de onda (Figura 1.6). Dependiendo de la informacién
buscada, los ciclos utilizados pueden ser individuales 0 multiples. Durante el barrido
potencial, el potenciostato mide la corriente resultante del potencial aplicado. El
gréfico resultante de potencial actual se denomina woltamograma ciclico. El
voltamograma ciclico es una funcion complicada y dependiente del tiempo de una
gran cantidad de parametros fisicos y quimicos.*® Este método puede utilizar
electrodos de oro o carb6n.*?

Vv =AEJAt

= emm
H

-t
b2

t(s)

Figura 1.6. Sefial de excitacion en voltampe rometria ciclica.*’
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1.4. Validacion de métodos analiticos

En el proceso de validacion se defines requisitos analiticos, que aseguran que el método
de ensayo bajo ciertas consideraciones ha desarrollado capacidades consistentes con la
aplicacion requerida. Es un proceso de comprobacion que indica si el método es
adecuado para su uso. La validacion establece, mediante estudios sistematicos de
laboratorio, que las caracteristicas técnicas de dicho método cumplen las
especificaciones relativas al uso previsto de los resultados analiticos.*® Segun la FAO,
validacion es el proceso para establecer las caracteristicas de funcionamiento y
limitaciones del método y la identificaciéon de influencias que pueden cambiar estas
caracteristicas y hasta qué punto; cuando el método se desarrolla sin un problema
particular previsto. Ademas, indica que es el proceso para \erificar que un método es
apto para ese propdésito, es decir, para usarlo para resolver un problema analitico
particular; cuando el método se desarrolla con un fin especifico. El fin de la validacion
es probar la aptitud de los métodos, asi como la capacidad del personal y el

laboratorio.>®

Otros, especifican la validacion como un paso fundamental para asegurar que los
resultados entregados por dicho méetodo son confiables. Cuando se realiza la validacion
de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder determinar con

fundamento estadistico que el método es adecuado para los fines previstos.

La validacion puede ser de tres tipos: validacion retrospectiva, validacion prospectivay
verificacion (validacion menor). Una Validacion Retrospectiva, se puede realizar
cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté
normalizado, es decir, en base a los datos experimentales que el laboratorio dispone,
para la cual se realizara la recopilacion de la mayor cantidad de datos histéricos
disponibles, para luego realizar un proceso de ordenamiento y seleccion de los datos
recopilados, los cuales pueden ser: curvas de calibracion, resultados de ensayos, cartas
de control, ensayos de aptitud, etc. A través de estos, se deberén determinar los
pardmetros de validacion, y evaluar si los resultados obtenidos para los fines de la
misma son aceptables. En caso de ser un método nuevo (o uno antiguo del que no se

dispongan de datos suficientes) se debe realizar una Validacién Prospectiva,
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generando datos experimentales a traves de un analisis. En algunos casos se puede
realizar una verificacion cuando se trate de: métodos normalizados, métodos
normalizados usados fuera de su alcance propuesto (uso en otra matriz), ampliaciones y
modificaciones menores de métodos normalizados (uso en otros analitos), cuando se
trate de métodos previamente validados, que haya sufrido alguna alteracion
significativa por lo cual deben volver a evaluarse. Estas variaciones pueden ser; cambio
de equipo, cambio de componentes de equipo como columnas, detectores, cambio
analista, cambio de la matriz que contiene la muestra o de nivel de concentracion del
analito de interés, entre otros.>

Por su parte la OAA, puntualiza que la validacion es una confirmacion, mediante el
examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos
particulares para un uso especifico previsto.’? Asimismo, J. M. Jurado,>® menciona que
un metodo analitico es un procedimiento que obtiene unos resultados a partir del
analisis quimico de muestras. Antes de ser usado, es necesario comprobar que dicho
método cumple unos determinados requisitos que dependeran de la aplicacion que se le
quiere dar. Este proceso de erificacion se conoce como validacion y debe establecer
las caracteristicas de funcionamiento y las limitaciones del método, asi como la

identificar las influencias que pueden cambiar dichas caracteristicas.

1.4.1. Parametros de evaluacion.

Segun INACAL (Instituto Nacional de Calidad), encargado de la acreditacion en el
Perd, los estudios de validacion deben contener la determinacion de los siguientes
parametros (dependiendo de la naturaleza del método a validar): veracidad, exactitud,
precision, rango, linealidad, limite de deteccién y cuantificacidn, incertidumbre,
sensibilidad y robustez.

a.  Veracidad: Indica el grado de concordancia entre el valor medio
obtenido de una serie de mediciones y el valor de referencia. Esta
expresado como sesgo. Parala evaluacion de este pardmetro se realiza el
analisis de un material de referencia certificado, de preferencia con una
matriz semejante a la de la muestra. Solamente en el caso de que no

existaun material adecuado se puede realizar un ensayo de recuperacion.
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Cuando sea posible, se realizan un minimo de diez repeticiones del
ensayo tres dias consecutivos. Se compara el promedio de los valores
obtenidos (X) con el valor de referencia certificado (MRC), teniendo en

cuenta la incertidumbre asociada a ese material.*>®

La weracidad, en términos sencillos, puede ser determinada por
recuperacion que va a permitir ver el rendimiento de un método analitico
en cuanto al proceso de extraccion y la cantidad del analito existente en
la muestra original. Por lo cual, la recuperacion esta intrinsecamente
relacionada a las caracteristicas de la matriz de la muestra. Se
recomiendarealizar por 1o menos 6 mediciones de cadauno en lo posible

en tres niveles.

El rango de la curva de calibracion del método, el LOD y el LMP
establecido deben ser considerados al elegir estos niveles. De tal manera
que los niveles seleccionados permitan entregar la mejor informacion
posible respecto a la capacidad de recuperacion del método, en cuanto a

estos valores criticos.

b.  Exactitud: Indica la relacion entre el resultado de ensayo y el valor de
referencia. Se obtiene determinando la veracidad y la precision.>® Como
se trata de un parametro cualitativo (un método sera muy o poco exacto)
para describir el error asociado a un resultado, hace falta un pardmetro
que permita medir la exactitud cuantitativamente. Generalmente se
expresaen términos de error o bias, definido como la diferencia entre el
resultado de medida y el valor real.>® De igual manera, este término, esta
aplicado a un conjunto de resultados de un ensayo, y supone una
combinacién de componentes aleatorios y un componente comin de

error sistemético o sesgo.>*

c.  Precision (repetibilidad y reproducibilidad): Es la proximidad entre
resultados de andlisis independientes obtenidos bajo condiciones ya
concertadas. La repetibilidad se determina de manera interna de modo
que deben existir suficientes resultados y todos los pasos del método se

realicen n-veces. Es conocida, asi mismo, como la precision obtenida
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aplicando un mismo procedimiento, sobre una misma muestra, con el
mismo analista, en intervalos cortos de tiempo, utilizando el mismo
equipo, dentro de un mismo laboratorio.>® La reproducibilidad se define
como la desviacion estandar obtenida al analizar varias veces la muestra
en dias distintos, pudiendo variar condiciones tales como el equipo,
reactivos o analistas.>® La reproducibilidad es posible por
intercomparacién o cuando se cuenta con distintos analistas, distintos

equipos, distintos laboratorios, etc.”®

d. Rango (intervalo de trabajo): es el intervalo de concentraciones del
analito dentro del cual se puede considerar al método validado.>

e. Linealidad: es la capacidad de un método de analisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales
que sean proporcionales a la cantidad del analito que se habra de
determinar en la muestra de laboratorio. Con el fin de determinar el
rango lineal se puede realizar mediante un gréafico de concentracion
Versus respuesta, que se conoce como Funcion Respuesta (normalmente
Ilamada recta de calibrado).

La linealidad se establece cada dia con una cierta cantidad de valores
formados por un blanco y los patrones de trabajos limpios de valor
tedrico conocido, que cubran el intervalo de trabajo. En este sentido se
recomiendaabarcar valores desde cercano al cero y valores superiores al
LMP o al valor de interés.

El nimero de puntos a analizar debera ser establecido por el analista (en
general, se utiliza un minimo de 4 valores).>* A veces se examina a partir
del coeficiente de determinacién, considerando lineal el calibrado si
R?>0.999.% Otrosindican que este coeficiente, preferentemente, debe ser
mayor o igual que 0.995 (aunque puede encontrarse entre 0.980 y 0.990

segln el método analitico).>

f. Limite de deteccion (LOD): es laconcentracion més baja de analito que
se puede detectar y distinguir confiablemente de cero (o el nivel de ruido

del sistema), pero no necesariamente puede ser cuantificada; la
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concentracion a la que un valor medido es mayor que la incertidumbre

asociada con él.%*

g. Limitede cuantificacion (LOQ): es lamenor concentracion de analito
que puede ser cuantificada con un aceptable nivel de incertidumbre. Se
determina como la concentracion de analito para la cual la desviacion
estandar relativa del método (RSD%) es del 10 %. Si se utilizan blancos,
el Limite de Cuantificacion se calcula de la siguiente forma: Log=10.Sy,

donde S, es la desviacion estandar de un blanco.>?

h.  Incertidumbre: Es un pardmetro de identificacion central e
imprescindible para preparar una acreditacion segun la Norma 1SO

17025. Incluye los errores sistematicos y aleatorios.*

i. Sensibilidad: La sensibilidad es el cociente entre el cambio en la
indicacion de un sistema de mediciony el cambio correspondiente en el
valor de la cantidad objeto de la medicién. En una regresion lineal la
sensibilidad corresponde a la pendiente (m) de la recta de calibracién.”

] Robustez: es la capacidad de un método para mantenerse sin cambios
ante pequefias pero deliberadas variaciones en los parametros del
método, que provee una indicacion de su confiabilidad durante el uso

normal.>?

Es la inercia que presenta un método analitico a modificar su sefial
cuando tienen lugar pequefios cambios en las condiciones ambientales u
operativas, que se consideran las variables que gobiernan el experimento
de medida. Para el estudio de robustez, estas condiciones se modifican
ligeramente, siguiendo un determinado disefio experimental, y se
compruebasu influenciaen la sefial analitica. Con ello, se puede concluir
qué variables son més significativas a la hora de realizar las medidas y

por tanto, deben ser mejor controladas.>®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —&  DE SANTA MARIA

CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestra

Se utiliz6 una marca de cerveza Lager comercial de envase vidrio ambar, producida a
escala industrial. Las muestras de cerveza se emplearon para \erificar el método
voltamperométrico establecido, asi se usaron cervezas con diferentes fechas de
produccién: cerveza fresca (cerveza 1) (LAR 02 05:50 V14AGO18); cerveza de 6
meses (cerveza2) (LAR 02 09:14 V16FEB18) y cerveza de 16 meses (cerveza 3) (LAR
02 08:33 VO9ABRL17).

2.2. Lugar de Experimentacion

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo durante los meses de setiembre a
febrero del 2018, en las instalaciones de la Universidad Cat6lica de Santa Maria,

Laboratorio de Investigacion “Proyecto Mercurio”, pabellon H 202.

2.3. Materiales, reactivos y equipos
2.3.1. Materiales
e Fiolasde 5, 10, 1000 mL
e Vaso de precipitado
e Micropipetas
e Tips descartables para micropipetas
e Gradilla
e Termdémetro

e Pipetas volumétricas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




) »¢ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE R~ CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

e Balon, matraz y equipo esmerilado para destilacion
2.3.2. Reactivos

Sulfato de Hidrazina, GR for analysis ACS Reag., Merck.

Acetaldehido, ReagentPlus, > 99.0 % GC, Fluka Analytical.

Hidroxido de Sodio en lentejas, puro, Merck.

Acido acético glacial 99.8 %, Merck.

e Estandar de Pb(Il) 1000 mg/L CertiPUR, Merck.
2.3.3. Electrodos
e Electrodo de trabajo HMDE
e Electrodo de referencia Ag/AgCI (KCI 3.0 mol/ L)
e Electrodo auxiliar de platino
2.3.4. Soluciones
e Agua ultrapura
e Electrolito de soporte, Buffer acetato de sédio pH 5
e Solucion de KCI 3.0 mol/L
2.3.5. Equipos
e Purificador de agua Millipore, Simplicity UV
e pHmetro 827 pH lab, MetrOhm
e Stirring Hot plate, Thermo Scientific
e Balanza analitica, Sartorius

e Estacion Voltamperométrica MetrOhm VA 797 Computrace
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2.3.6. Programas
e Statgraphics Centurién XVII
e Microsoft Excel 2010

e ChemSketch 11.0

2.4. Metodologia: Técnicas e Instrumentos

La metodologia del presente trabajo consté de distintas etapas a realizar, tal y como se
muestraen la Figura 2.1.

Los métodos principales son la validacion y el anélisis voltamperométrico.

El analisis estadistico no se muestra como un método sélo, ya que se realiza para la
validacion voltamperomeétrica y el analisis voltamperométrico, por lo tanto se realizo

analisis estadistico para todos los procesos.
2.4.1. Validacion Voltamperométrica
2.4.1.1. Validacion Electronica

Previo al método de cuantificacion, se realizé una verificacion electrdnica del

equipo, la cual sirve para su verificacion y correcta operatividad.
2.4.1.1.1. Test de Linealidad

Este test se hizo uniendo la celda electroquimica a la estacion
Voltamperométrica 797 VA, para lo cual se realizaron los siguientes pasos:
se conectd el cable del electrodo auxiliar AE con el conector AE,
seguidamente se uni¢ el cable del electrodo de referencia RE con el conector
RE vy luego el cable del electrodo de trabajo WE con el conector WE-L.
Finalmente se cargd e inicid el método “Test 797 L”, quedando como

registro de esta validacion, una linea diagonal.
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VALIDACION VOLTAMPEROMETRICA

{

Validacién Electrénica

v

Validacion Quimica

V

Validacion Analitica

!

Linealidad

Precision

Limite de Deteccidn

Limite de Cuantificacion

Exactitud

{

Andlisis Estadistico

v

ANALISIS VOLTAMPEROMETRICO

{

Pretratamiento de Muestras

v

Preparacién de Soluciones

v

Medicién de Muestras

v

Analisis Estadistico

Figura 2.1. Esquema de la metodologia de trabajo.
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2.4.1.1.2. Test de Desempefio de Pico

Este test se hizo uniendo la celda electroquimica a la estacion
Voltamperométrica 797 VA, para lo cual se realizaron los siguientes pasos:
se conectd el cable del electrodo auxiliar AE con el conector AE,
seguidamente se unié el cable del electrodo de referencia RE con el conector
RE vy luego el cable del electrodo de trabajo WE con el conector WE-D.
Finalmente se cargd e inicidé el método “Test 797 D”, quedando como

registro de esta validacion, la formacion de una curva de Gauss.
2.4.1.2. Validacién Quimica

Para la validacion quimica se utiliz6 Estandar l6nico de Plomo. En la celda
electroquimica se coloco 10 mL de agua ultrapura, 500 uL de KCI 3 mol/L, 100
uL de estandar iénico Pb (1) 1000 mg/L.

Se cargo e inicid el método “Test Pb in standard solution”, en modo DME. Se
registraron la curva de Pby las curvas de adicion estandar.

2.4.1.2.1. Validacion Analitica

En el presente trabajo se validd un método woltamperométrico para la
determinacion de Acetaldehidos en muestras de cerveza en la region Arequipa.
Para el método se utilizO estandares de Acetaldehido y la unidad
voltamperométrica 797 VA Computrace (Figura 2.2).

En la celdaelectroquimicase colocd 10 mL de buffer Acetato 0.1 M pH 5y 500
uL de una solucion acuosa de Sulfato de Hidrazina preparada fresca cada dia.
Después de los 5 minutos de tiempo de purga, se adicioné 100 pL de solucion
acuosa recién preparada de acetaldehido. Se esperd 8 minutos y se corri6 el

estandar.

Seguidamente se afiadié la primera adicion estandar, se presiono “Hold” en el
equipo y se esperd 8 minutos. Se volvié a hacer lo mismo para las siguientes
adiciones estandar. Los voltamogramas de onda cuadrada fueron registrados

después de 8 minutos de reaccion.
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Figura 2.2. Estacion voltamperométrica 797 VA Computrace

La validacion se hizo segun la AOAC, la cual presenta parametros idoneos para
el proceso de validacion analitica. Para la misma, se evaluaron los siguientes

pardmetros:
a) Linealidad:

Representa la capacidad del método para aportar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra,
dentro de un rango establecido.>

Por lo tanto, se construyd una grafica de concentracién—respuesta, para la
evaluacion de la linealidad; siendo la concentracidn dependiente del método.
La relacién matematica que existe entre ambas variables fue representada por

la recta de regresion lineal:*®
y=a+ bx Ecuacion 2.1

Se trabajé con las siguientes concentraciones de acetaldehido: 0.472, 0.935,
1.389, 1.835, 2.273, 2.703, 3.125 mg/L y se analizaron por triplicado.
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b)  Precision:

La precision de un método analitico es obtenida por analisis multiples de una
muestra homogénea.”” Indica la variabilidad existente entre los diferentes

resultados, sin considerar su proximidad al valor real.

e Precision de Repetibilidad: La repetibilidad es el grado de
concordancia de los resultados, cuando las condiciones se mantienen lo

mas constantes posibles.*®

El ensayo de repetibilidad consistio en realizar mediciones repetidas a
una misma muestraen las mismas condiciones operativas, un mismo dia,

un mismo laboratorio.

e Precision Intermedia: Laprecision determinada a partir de ensayos
repetidos realizados enun solo laboratorio, no simultdneamente, es decir,
en dias diferentes, con diferentes instrumentos, por diferentes analistas,
etc., se denomina precision intermedia.>® Para la validacion se hicieron

ensayos variando factores como dia de ensayo, reactivo y analista.

Los coeficientes de variacion se determinaron a partir de las desviaciones
estandar y los promedios de las lecturas obtenidas en las curvas de
calibracion del acetaldehido.

Se realizaron 4 lecturas trabajando con una concentracion de solucion
estandar de Acetaldehido 0.472 mg/L, con 6 adiciones de estandar.
Generalmente, laprecision de un método se expresa como el coeficiente
de variacion (CV) de una serie de medidas. Se calcul6 utilizando la

siguiente formula:

CV (%) = f—( 100 Ecuacion 2.2

Donde:
s: Desviacion estandar

X: Promedio
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c) Limite de Deteccidn:

Se entiende por limite de deteccion a la minima cantidad de analito en la
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cumple con
precision y exactitud. El limite de deteccidn confirma que la cantidad de

analito se encuentra por encima o por debajo de un cierto nivel.

Los graficos de calibracion fueron utilizados para determinar el limite de
deteccion, sustituyendo los valores en la siguiente formula:

Ypi+ 3Sp;

LOD = —— X Ecuacion 2.3

=|"‘

d) Limite de Cuantificacion:

El limite de cuantificacidn representa la minima cantidad de analito presente
en la muestra, que se puede cuantificar con una adecuada precision y
exactitud. Al igual que para el limite de deteccion, el limite de cuantificacién
se determind a partir de los graficos de calibracidn, utilizando los valores
correspondientes a la grafica, se calculd con la siguiente ecuacion:

Ypi+ 1051,1 1
L0Q = 22

Ecuacion 2.4
Donde:
Y, Intercepto de larecta de calibracion
S Intercepto de la recta de concentracion vs desviacion estandar
b: Pendiente de larecta de calibracion

n: Nimero de muestras o repeticiones
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e) Exactitud:

La exactitud de un método evalta la proximidad del resultado experimental
encontrado al valor que es aceptado como verdadero. Para su desarrollo, se
determinod el porcentaje de recuperacion en la valoracion de una cantidad

conocida de analito anadida sobre la muestra.

Para hallar el porcentaje de recuperacion se tomaron tres grupos y se
realizaron tres andlisis por cada grupo, los cuales contenian:

1° grupo: 10 mL de muestra de cerveza + 10 mL de agua ultrapura.

2° grupo: 20 mL agua ultrapura + 0.017 mL de solucion patron de
Acetaldehido 50 mg/L + 0.5 mL alcohol puro.

3° grupo: 10 mL de agua ultrapura + 10 mL de cerveza + 0.017 mL de
solucion patron de Acetaldehido 50 mg/L.

Cada grupo fue previamente destilado para luego realizar las lecturas en el
voltamperometro. Para el célculo se utilizo la formula de porcentaje de
recuperacion:

_ (M+Std)-M

%R x 100 Ecuacion 2.5

Donde:

M: concentracion del analito en la muestra

Std: cantidad de estandar adicionado a la muestra

2.4.2. Analisis voltamperométrico

Para el analisis voltamperométrico se utilizé la unidad voltamperométrica 797 VA,
en el modo HMDE (este método nos permite eliminar interferentes que pudieran
permanecer en el electrodo; la gota de mercurio usada se renueva en cada

medicidén), controlado por una PC equipada con el software Computrace para
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Windows. El sistema potenciostatico de tres electrodos se completé con un
electrodo auxiliar de Platino y un electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3 mol/L).

2.42.1.Pretratamiento de Muestras

Las muestras de cerveza comercial tipo Lager se conservaron a temperatura
entre 18 a 20 °C en diferentes tiempos: (A) cerveza fresca, (B) cerveza con 6

meses desde su producciony (C) cerveza con 16 meses de almacenamiento.

Se utilizaron tres cervezas de una misma marca para usar nuestro método
analitico. El tratamiento previo que recibieron éstas muestras para eliminar
interferentes, se basé en la metodologia de Guido, L et al.?® que empleaba la

destilacion.

De cada cerveza carbonatada, se tomaron 10 mL y junto con 10 mL de agua
ultrapura se destilo hasta recolectar 10 mL de muestra destilada, empleando un
equipo de destilacion como se muestra en la Figura 2.3. Finalmente, se
congelaron hasta su uso en los analisis posteriores.

Figura 2.3. Equipo de destilacion.
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2.4.2.2. Preparacion de Soluciones

Los reactivos utilizados fueron grado reactivo analitico; las soluciones, segun la
metodologia descrita, fueron preparadas todas con agua ultrapura del sistema
Millipore Simplicity UV, los materiales de laboratorio previamente lavados y
secos para evitar cualquier problema de contaminacion al momento de
emplearlos.

El agua ultrapura es la més idonea cuando se trabaja con el voltamperometro,
debido a su calidad y grado de pureza; la elevada sensibilidad del equipo en
mencion, amerita minimizar al maximo la presencia de contaminantes porque
pueden ser facilmente detectables y generar resultados erréneos. Se emple6
material de vidrio por su mayor exactitud en las mediciones de volumenes. Sin
embargo, el almacenamiento de las todas las soluciones se hizo en frascos de
plastico porque el material de vidrio, con el tiempo, tiende a desprender ciertas
sustancias que pueden actuar como interferentes en los analisis; también, los

mismos fueron debidamente rotulados.

e Buffer Acetato de Sodio 0.1 M pH5

Se pesd 1.32 g de NaOH y se colocO en un beaker de 1 L. Se agrego
aproximadamente 900 mL de agua ultrapura y 4.686 mL de acido acético.
En agitacion y medicion con el pHmetro constante se ajustd el pH a 5.
Finalmente se llevo a una fiola de 1 L y se enrasé con agua ultrapura. Se
empleo este buffer para todas las determinaciones.

e Hidrazina0.4 M

Se pes6 0.26 g de Sulfato de hidrazina y se disolvi6 en agua ultrapura. Se
enrasé en una fiolade 5 mL.

e Solucién Stock de Acetaldehido

Se tomaron 390 pL de Acetaldehido puro y se colocaron en una fiola que
contenia agua ultrapura fria. Se enras6 a 10 mL. Esta solucién madre se
mantuvo refrigerada, y diariamente se prepard patrones de 50 mg/L para

realizar las determinaciones.
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2.4.2.3.Medicidon de Muestras

En esta etapa las muestras de cerveza fueron leidas en el equipo

voltamperométrico, luego de haber sido tratadas previamente.

El método introducido en el software del equipo, fue configurado bajo las

condiciones que se observan en la Tabla N° 2.1.

En ésta, se muestra los valores éptimos utilizados para la obtencidn de la curva
de intensidad de sefial vs. Concentracion y determinaciones en general; el valor
de potencial de pico, corresponde a la méxima intensidad desarrollada; y el
potencial de inicio y final, delimitan al método a un rango de méxima

sensibilidad.

Tabla 2.1. Condiciones para las determinaciones voltampe rométricas

Parametros Condiciones
Electrodo de trabajo HDME
Velocidad de stirrer (rpm) 1000
Modo Sqw
Tiempo de Purga (s) 300
Potencial de deposicion (V) -0,3
Tiempo de deposicion (s) 0.0
Tiempo de equilibracion (s) 5.0
Potencial de inicio (V) -0,7
Potencial final (V) -1,3
Amplitud (V) 0.05
Frecuencia (Hz) 10
Velocidad de barrido (V/s) 0.0595
Potencial de pico -1,1

El procedimiento empleado para este anélisis fue el siguiente: se prepardé una
solucion acuosa de Sulfato de Hidrazina, la cual fue adicionada a una celda

electroquimica conteniendo 10 mL de buffer Acetato 0.1 M pH 5.

Después del burbujeo del gas nitrogeno durante 5 minutos, se adicion6 100 pL
de muestra destilada, se esperd 8 minutos y se corrié la muestra. Seguidamente
38
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se afadio la primera adicion estandar: 100 pL de solucién acuosa recién
preparada de acetaldehido, se presiond “Hold” en el equipo y se esperd 8

minutos.

Se wolvio a hacer lo mismo para la segunda adicion estandar. Los
voltamogramas de onda cuadrada fueron registrados después de 8 minutos de
reaccion.*

Fundamento: Al reaccionar el acetaldehido con la hidrazina en condiciones

ligeramente acidas, éste puede ser convertido en hidrazona.

o

0 /N 2
NH, + R~/< LW _BPh— + H
24
H H
Figura 2.4. Reaccién del acetalde hido con la hidrazina.

Una vez formado, este aducto electroactivo es estable. La reaccion de la
hidrazina con el acetaldehido no es inmediata. Se observd que un tiempo de

reaccion de por lo menos 5 minutos fue necesario.

La reduccion de la hidrazona es un proceso de ganancia de dos electrones, y la
corriente es proporcional a la concentracion de acetaldehido.

NH
P 2
N—NH, HN

+ -
R4</ + 2H + 22 —> R+H
H H

Figura 2.5. Reduccion de la hidrazona.
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2.42.4. Analisis estadistico

El analisis de resultados se realizd mediante el uso del programa estadistico
STATGRAPHICS.

Los datos obtenidos para los pardmetros de validacién de la técnica y la
determinacion de acetaldehido en cerveza, fueron analizados estadisticamente
empleando el andlisis de varianza (ANOVA), la prueba t-student, prueba de

Levene’s, entre otros.

Asimismo, para este analisis y su interpretacion de resultados se empled los
valores del promedio, desviacion estandar, coeficiente de desviaciony otros.

Andlisis de varianza: Conocido como ANOVA (Analysis of variance) es un
conjunto de técnicas estadisticas de gran utilidad y ductilidad.

Se empleacuando hay méas de dos grupos que necesitanser comparados, cuando
hay mediciones repetidas en mas de dos ocasiones, cuando los sujetos pueden
variar en una o mas caracteristicas que afectan el resultado y se necesita ajustar
su efecto o cuando se desea analizar simultaneamente el efecto de dos 0 més

tratamientos diferentes.5!

Pruebat-student: Se fundamenta en la distribucion de normalidad, y en que las
muestras sean independientes. Permite comparar muestras, N < 30 y/o establece
la diferencia entre las medias de las muestras.

Ademas, es una herramienta poderosa, en la que aungue una de las muestras no
tenga distribucién normal pero la otra si y la razon de la varianza més grande a
la pequeiia sea menor a 2, esta prueba resulta adecuada al comparar dos

medias.®?

Prueba de Levene’s: Se emplea ampliamente para evaluar la homogeneidad de
las varianzas en el caso de un factor (con k niveles) o la homogeneidad general;
es decir, se usa para probar si k muestras tienen varianzas iguales. Se utiliza
tipicamente enel contexto de decidir si una prueba especifica (por ejemplo, una
prueba F) es apropiada para un conjunto dado de datos. Estaprueba no identifica
qué varianzas son diferentes.®®
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Promedio: Representaunvalor central calculado entre un conjunto de nimeros.

Desviacion estandar: Es un valor que indica qué tan dispersos estan los datos

con respecto a la media.
Coeficiente de variacion: Valor que indica qué tan grande es la desviacion

estandar en relacién a la media. Se calcula dividiendo la desviacion estandar

entre el promedio y multiplicando por cien.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Validacion Voltamperométrica

3.1.1. Validacion electrénica

Esta validacion se baso en dos puntos, la linealidad y el desempefio de pico; ambos
necesarios para la determinacion de una correcta operatividad del equipo. El test de
linealidad como su propio nombre lo dice, debe registrar una linea diagonal o una
recta al relacionar el voltaje aplicado en woltios y la intensidad de corriente

generada (I en amperios).

Test 797 VA Computrace with dummy cell
Dummy Cell WE-L
2.00u]
1.00u]
T ]
- 0]
-1.U‘DL|£
-2.00u]
-EI.IZIJ -IJ.I'I o IZII I].'II o EI.IZIJ
u v

Figura 3.1. Validacion electronica

Como se aprecia en la Figura 3.1, se obtuvo una recta con pendiente positiva
originada a partir de un voltaje minimo de — 200 mV que generé — 2 pA de
intensidad de corriente, alcanzando un valor de 2 pA de esta ultima cuando se
emple6 un wltaje méximo de 200 mV. Segun la guia técnica del equipo

(Metrohm), los parametros conseguidos se encontraron dentro de los valores de
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aceptacion para determinar que la rampa de voltaje fue la adecuada para su uso,

segun su linealidad.

Asimismo, otro parametro que se tomo en cuenta para la validacion electronica fue
el desempefio de pico, el mismo que debe presentar una simetria para indicar el

correcto funcionamiento del equipo.

Tal y como se muestra en la Figura 3.2, se obtuvo un pico simétrico en el rango de
woltaje de — 200 mV a — 800 mV; sin embargo, el pico se generd con un woltaje
maximo de — 497 mV alcanzando una altura méxima, correspondiente a la maxima
intensidad de corriente, de — 1.27 pA. Estos valores son semejantes a los descritos

por Metrohm, lo que indica el buen funcionamiento y la confianza en sus

resultados.
Test 797 VA Computrace with dummy cell
Dummy Cell WE-D
=1.50u
. No.1
-1.25u]
-1 EH]LI_:
= 7500
—SEHJI'I_:
—25IJI'I_:
—I}.I.'ZD -I].ISI} —I}.I4I} —I].ISIJ —I}.IED -I].ITI} —I}.IBD
u(v)

Figura 3.2. Desempefio de picos.

3.1.2. Validacién quimica

Luego de la validacién electronica del equipo, se recomienda una validacion
quimica con el uso de estandares de calibracion; los resultados obtenidos de esta
validacién se observan en la Figura 3.3. Se graficaron picos correspondientes a la
muestra (el primer pico de color azul) y las adiciones estandar dibujadas por

encima de la muestra (picos de color negro), tanto la muestra como los estandares
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fueron de Pb (11) de 1000 mg/L; ubicados entre woltajes de — 250 y — 430 mV que
generaron intensidades de corriente de -0.275, - 0.760 y — 1.20 pA, cada pico
sobrepuesto del otro, lo que arrojo una concentracién final de 1.055 g/L de Pb (1I)

con una desviacion estandar de 0.003 g/L y un error relativo del 0.26 %.

Determination of Lead in lon Standard Solution Pb

c=  1.085 g/L
Ph standard +/- 0.003 g/L (0.26%)

-120u

-1.25u] Pb

7] =100
=1.00u]

-500n._|

-750n]

T

-E00n_|

1{A)

-500n]

-250n] /\
: 'y INNNN] |

Figura 3.3 .Validacion quimica del equipo.

Segun la guia de Metrohm donde describe los valores de determinados pardmetros
para la validacion del equipo, se dedujo y confirmé nuevamente el buen estado y

funcionamiento del equipo en la generacion de resultados.
3.1.3. Validacion Analitica: Analisis Estadistico

3.1.3.1. Linealidad

Para la determinacion de este parametro, se graficaron 6 puntos o
concentraciones que correspondieron a las adiciones estandar. Segun
bibliografia como ICH (Consejo Internacional de armonizacién) ®* recomienda
trabajar con 5 concentraciones o puntos como minimo y la AOAC (Asociacion
de quimicos analiticos oficiales) °® sugiere emplear de 6 a 8 puntos; todas éstas

para establecer adecuadamente la linealidad.
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En la Tabla N° 3.1 se muestran los datos obtenidos por triplicado con su
respectivo promedio y desviacion estandar. La diferencia entre cada
concentracion de acetaldehido fue de 0.5 mg/L, cuyo rango fue de 0.472 a 3.125
mg/L lo que generd intensidades de corriente que diferian aproximadamente
entre 8 nA. Con respecto a la desviacion estandar, el valor minimo fue de *
0.257 nAy el maximo de + 2.366 nA.

La figura 3.4 muestra la curva de calibracion realizada para la evaluacion de la
linealidad del método voltamperometrico para la determinacion de acetaldehidos
empleando el software estadistico STATGRAPHICS; en el que se relaciona la
intensidad de corriente en nAy la concentracion de acetaldehido en mg/L. En
azul se observa la curva de ajuste para los datos sefialados en la Tabla N° 3.1;y

en rojo, los limites de confianza al 95 %.

a0l —r - -1 - 7 "~ T " °© © 1]
< |
2 eof 7z -
o | : i
o+
[ L | -
Q j
S
S p B
Q 40 .
v | o ]
T | i
A ‘
()
L =
E

G I.f'.’. M 1 M L | L i i i | i i i i | L L i i |

0 1 2 3 4
Concentracién, mg/L

Figura3.4. Curvade calibracion estadistica para linealidad.

La AOAC ® indica que un R? mayor a 0.99 demuestra la bondad de ajuste de los
datos. Bodoki et al,** en su validacién del analisis electroquimico para

determinar colchicina usando electrodo de carbdn vitreo, también encontraron
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un coeficiente de determinacion de 0.9998 aunque solo tomaron 5 puntos o

concentraciones.

Como se aprecia en la Tabla N° 3.2, los parametros calculados mediante el
método de minimos cuadrados generan la ecuacion 3.1, con un coeficiente de
determinacion (R?) de 99.75 % (0.9975).

De manera similar, en la validacién de un método para determinar silicio
asimilable en suelo mediante absorcion atémica, encontraron una linealidad de
0.995.%® Por su parte, Paredes A, en el ensayo de linealidad para validar un
método por espectrofotometria UV-Vis para cuantificar albendazol en
suspensiones, obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9989.

Magarelli etal,*?

enel desarrollo y validacion de un método voltamperométrico
para la determinacion de &cidos fendlicos totales en cultivos de algoddn,
obtuvieron un R? de 0.9985. Con respecto a otros métodos analiticos,

|,68

Ramaswamy et al,” al desarrollar y validar un método para cuantificar tres

medicamentos basado en HPLC, éste mostré ser linear con un R* mayor a 0.999.

1°° también encontraron un coeficiente de

Asimismo, Morschbacher et a
determinacion similar al anterior con un valor de 0.9991, al validar un método

para cuantificar selenio en biomasa bacterial por espectrofotometria UV-Vis.

Intensidad = -0.168163 + 18.9641*Concentracion Ecuacion 3.1

Donde, la intensidad se refiere a la intensidad de sefial en nAy la concentracion
es del acetaldehido en mg/L.

Los términos del modelo matematico (Ecuacién 3.1) fueron evaluados
estadisticamente mediante la prueba t con un nivel de confianza del 95 %,
identificando que para el intercepto el valor-p fue de 0.7061 (se acepta la
hipotesis nula) lo cual indica que el intercepto no es estadisticamente diferente

de cero, por lo tanto, la curva de linealidad inicia en el origen.

Por su parte el valor-p de la pendiente fue de 0.000 siendo ésta significativa y

distinta de cero, tal y como se muestra en la Tabla N° 3.2.
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Tabla 3.2. Prueba t-student para linealidad del método voltamperométrico

Parametro Estimado* Hipotesis nula Error Estandar  Estadistico t Valor-P

Intercepto -0.1682 Ho: Intercepto =0 0.4393 -0.3828 0.7061
Pendiente 18.9641 Ho: Pendiente =0 0.2172 87.3084 0

*Estimado por Minimos cuadrados

Para el siguiente analisis, ANOVA, se utilizaron los datos de concentracion e

intensidad, ya descritos en latabla 3.1.

En la Tabla N° 3.3, se presenta el andlisis de varianza 0 ANOVA, donde se
muestraun valor-p de 0.0000 indicando que en el modelo matematico propuesto
(Ecuacion 3.1) existid una relacion estadisticamente significativa entre

Intensidad de sefial y Concentracion con un nivel de confianza del 95.0 %.

Tabla 3.3. Analisis de varianza para linealidad del método voltamperométrico.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio  Razon-F  Valor-P
Cuadrados
Modelo 5906.1900 1 5906.1900 7622.7600 0.0000
Residuo 14.7214 19 0.7748
Carencia 1.0456 5 0.2091 0.2100 0.9508
de Ajuste
Error 13.6758 14 0.9768
Puro
Total
20.91 2
(Corr) 5920.9100 0

Asi mismo, la prueba de Falta de Ajuste realizada para determinar si el modelo
seleccionado era adecuado para describir los datos observados, o si se deberia
utilizar un modelo més complicado, arrojo un valor-P de 0.9508 indicando que

el modelo lineal fue adecuado con un 95 % de confianza.
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3.1.3.2. Precision

Se determind este pardmetro empleando la repetibilidad y la precision
intermedia como lo indican las normas para la validacion de métodos

analiticos.®*

Este procedimiento analitico es expresado generalmente en funcién de varianza,
desviacién estandar o coeficiente de variacion de una serie de medidas.** Por tal
motivo, los resultados de repetibilidad y precision intermedia se discuten més a
continuacion, en funcion de los mismos.

3.1.3.2.1. Repetibilidad

Este parametro que también expresa precision se realizo segun la metodologia
definida y sugerida por bibliografia, las mediciones se realizaron tres veces
para cada concentracion de acetaldehido.

Los datos y resultados obtenidos en los ensayos de medicion se observan en la
Tabla N° 3.4; ademas, se muestran los promedios de las mismas.

Tabla 3.4. Medidas de intensidad de sefial para diferentes concentraciones de estandar de
acetaldehido para el analisis de repetibilidad.

Concentracion, Intensidad de sefial, nA
mg/L R1 R2 R3 Promedio
C1 0.4717 8.820 8.500 8.275 8.532
C2 0.9346 18.060 18.070 17.030 17.720
C3 1.3889 26.750 25.800 26.165 26.238
C4 1.8349 34.565 35.285 35.270 35.040
C5 2.2727 42.750 43.195 42.750 42.898
C6 2.7027 50.315 50.925 51.140 50.793
C7 3.1250 57.870 61.870 57.680 59.140

La repetibilidad se realiz6 con los datos de concentracion y de intensidad
obtenidos de la Tabla N° 3.1 debido a que este procedimiento se realiza con
varias mediciones o repeticiones pero en un mismo dia. Los resultados se

analizaron con respecto a los coeficientes de variacion que son similares ala
49
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desviacion estandar relativa (Tabla N° 3.5). Estos valores fluctuaronentre 0.61

y 4 %, con un promedio de 2.22 %.

Tabla 3.5. Resultados estadisticos para el andlisis de repetibilidad.

Recuento Promedio Coeficiente de  Desviacion Pruebade Valor-P

Variacién Estandar Levene’s
C1 3 8.53 3.18% 0.2715
C2 3 17.72 3.37% 0.5976
C3 3 26.14 2.39% 0.6255
C4 3 35.04 1.17% 0.4100 0.6754 0.6719
C5 3 42.90 0.61% 0.2598
C6 3 50.80 0.84% 0.4259
C7 3 59.14 4.00% 2.3662

Por otro lado, la prueba de Levene’s realizada para comparar las desviaciones
estandar mostré un Valor-p>0.05 (valor-P de 0.6719) indicando que no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar,
con un 95% de confianza. Nos indica que estadisticamente las varianzas son

iguales, existe repetibilidad.

Segun las normas de validacion, los valores aceptables de coeficiente de
variacion para repetibilidad (Tabla 3.6) con la concentraciones de acetaldehido
empleadas en la validacion, no deben exceder el 4 % (Tabla N° 3.6); por lo que
podemos inferir que, nuestro método cumple con los valores establecidos.

Tabla 3.6. Valores aceptables de CV para repetibilidad, segun la AOAC.

Coeficiente de

Concentracién variacion (CV)

100 % 1%

10 % 15%

1% 2%
0.1% 3%
0.01 % 4 %

10 pg/g (ppm) 6 %
1 ng/g 8 %

10 pg/kg (ppb) 15 %

Fuente: AOAC Guidelines for Single Laboratory
50
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Asimismo, Garcia J.”° en su trabajo donde validd un método de
espectrofotometria UV-Vis para cuantificar e identificar riboflavina, obtuvo
coeficientes de variacion menores al 2 % para la repetibilidad.

Sin embargo, Araujo, P. y Quishpe, M.,®® cuando realizaron los ensayos de
repetibilidad para su método de determinacidn de silicio asimilable en suelo
por absorcion atomica, encontraron coeficientes de variacion mas elevados
(CV<5.99 %).

3.1.3.22. Precisiénintermedia

La evaluacion de la precision del método se realizo en dos dias distintos por
duplicados realizados a diferentes horas del dia para 7 concentraciones
distintas de una misma muestra homogénea,”* que fue el acetaldehido.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en cada determinacion del
compuesto (Tabla N° 3.7) con los promedios de la intensidad de sefial o
corriente, los cuales fueron utilizados para realizar el analisis estadistico, el
cual se muestra en la tabla 3.8.

Tabla 3.7. Medidas de intensidad de sefial para diferentes concentraciones de estandar de
acetaldehido para el analisis de precision intermedia

Concentracion, Intensidad de sefial, nA
mg/L Dia 1 Dia 2 Promedio
R1 R2 R1 R2
C1 0.4717 8.82 8.50 10.28 9.41 9.25
C2 0.9346 18.06 18.07 19.43 18.23 18.45
C3 1.3889 26.75 25.80 28.27  29.62 27.61
C4 1.8349 3457 3529 38.03 38.83 36.68
C5 2.2727 42,75 43.20 4720  48.38 45.38
C6 2.7027 50.32 50.93 55.56  57.06 53.47
C7 3.1250 57.87 61.87 62.27  63.89 61.47

La precisién intermedia se representa normalmente como desviacion estandar
relativay coeficiente de variacion, ambos se expresan en porcentaje (%).
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Al apreciar la Tabla N° 3.8 con los resultados del analisis estadistico, se
encontré que los valores de los coeficientes de variacion oscilaron entre 3.56 y
8.00 %. Para las concentraciones empleadas se consideran valores aceptables
de maximo 10 %; y los valores mostrados estan cercanos al mismo, siendo el

promedio de estos un 5.77 %.

En trabajos como el de Lépez A. et al,”* al analizar cocaina en diferentes
muestras por cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (CG-
FID), el método de extraccion soxhlet empleado, cumplié con los criterios
estadisticos de precision al obtener intervalos de coeficientes de variacion entre
29Yy6.9 %.

Ademés, Fu Quiang et al,”* cuando desarrollo y validé un método para
determinar “regorafenib” y sus metabolitos en el plasma de raton, encontrod

coeficientes de variacion para la precision entre 3.97 y 11.3 %.

Por otro lado, la prueba de Levene’s realizada para comparar las desviaciones
estandar muestra nuevamente un valor-P de 0.3923 (Valor-p>0.05) indicando
gue no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

desviaciones estandar, con un 95% de confianza.

Tabla 3.8. Resultados estadisticos para precisidn intermedia.

Coeficiente de Desviaciéon Prueba de

Recuento  Promedio — , gF48c Estandar Levene’s Valor-P
C1 4 9.25 8.00% 0.7819
C2 4 18.44 3.56% 0.6596
C3 4 27.61 6.09% 1.6824
C4 4 36.68 5.64% 2.0680 1.07573 0.392335
C5 4 45.38 6.23% 2.8274
C6 4 53.46 6.26% 3.3482
Cc7 4 61.48 4,16% 2.5571

Es decir, los ensayos y mediciones se desarrollaron de manera correctay sus

resultados fueron comparados entre si.
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3.1.3.3. Limite de deteccidony limite de cuantificacion

Ambos limites se calcularon mediante las ecuaciones 2.3 y 2.4, en las que se
emplearon los valores de las gréficas de Intensidad vs Concentracion y

Desviacion estandar vs Concentracion.

Se determind que el limite de deteccion (LOD) para este método de analisis
electroquimico fue 0.0110 mg/L (11.0129 pg/L);y 0.0305 mg/L (30.4705 pg/L)

fue el limite de cuantificacion (LOQ) del mismo.

Segun bibliografia, donde emplean la voltamperometria como método analitico

se han encontrado diversos valores para estos.

Para el caso del limite de deteccidn, en el analisis de colchicina usando un
electrodo de carbon vitreo se calcul6 un valor de 0.80 pg/mL que es igual a 800
ug/L para un rango de concentracién de 2.4 — 50 pg/mL,“? evidentemente

mucho mayor que el determinado en la presente tesis.

En la determinacion de acidos fenélicos en cultivos de algodén,** los limites de

deteccion y cuantificacion fueron 6.8x107® y 1.0x10”" M, respectivamente.

Por su parte, la validacion de otros métodos de analisis también toman en cuenta
estos parametros. Alquadeib, Bushra,”® determing diclofenaco en tabletas un
nuevo método de HPLC, el cual desarroll6 y validé encontrando valores de
limite de deteccion y cuantificacion de 2 pg/mL y 4 pg/mL de diclofenaco de
sodio, respectivamente.

Con el mismo método analitico de HPLC, en la cuantificacion de tres
formulaciones farmacéuticas (Emtricitabine, Tenofovir, Efavirenz) con previa
validacion del mismo, determinaron también valores para el limite de deteccion
de 0.38, 0.76, 0.94 pg/mL y limites de cuantificacion de 1.25, 2.5, 3.10 pg/mL

respectivamente.®®

3.1.3.4. Exactitud

Siguiendo la metodologia descritay detallada en el anterior capitulo, laexactitud
se determiné con el calculo del porcentaje de recuperacion porque segun

53
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bibliografia, la exactitud se debe reportar en funcion de porcentaje de

recuperacion.

Los datos obtenidos en los ensayos se aprecian en la tabla N° 3.9.

Tabla 3.9. Resultados de los ensayos para la determinacion de la exactitud

Concentracion de acetaldehido, mg/L

R1 R2 R3 Promedio
Muestra 23.8950 23.2500 22.6620 23.2690
Muestra+ Std  68.7750 67.8730 69.1710 68.6063
Std 49.5780 50.2970 48.3840 49.4197

Con estos resultados se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 91.74 %, el
mismo que se encuentradentro de los valores aceptables sugeridos por la AOAC
®® que son entre 85—110 % para la concentracién empleadaen los ensayos (Tabla
N° 3.10).

Tabla 3.10. Limites de porcentaje de recuperacién segin la AOAC.

Coeficiente de

Concentracion variacion (CV)
100 % 98-101 %
10 % 95-102 %
1% 92-105 %
0.1% 90-108 %
0.01% 85-110 %
10 pg/g (ppm) 80-115 %
1 ug/g 75-120 %
10 pg/kg (ppb) 70-125%

Fuente: AOAC Guidelines for Single Laboratory
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Asimismo, Furlanetto et al,” en la validacién y optimizacién de un método
voltamperométrico para la determinacion de “nimesulide” que es una droga con
eficacia antiinflamatoria, consiguieron un porcentaje de recuperacion de 101.3

%, el mismo que se encuentra en el rango indicado.

También, Vareli et al,”® encontrd porcentajes de recuperacion en el rango de 89-
96 % cuando optimizarony validaron un método para determinar ditiocarbamato
empleando cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas (GC-
MS).

159 en la determinacion de selenio en biomasa

Ademas, Morschbécher et a
bacterial mediante espectrofotometria UV-Vis, lograron un porcentaje de

recuperacion que excedio el 96 %.

No obstante, otros investigadores han encontrado valores para la misma por

fuera del rango mencionado.

Ryu et al,’® al validar un método para determinar etil carbamato en una matriz
alcanzo porcentajes de recuperacionenel rango de 80.75 a 121.82 % para intra-
dias y de 78.84 a 116.98 % para inter-dias; y Saint-Hilaire et al,”’" tuvieron
recuperaciones entre 70 y 120 % para orina y heces, respectivamente cuando
validaron un método para cuantificar clordecona y sus metabolitos en orina y
heces de oweja, utilizando cromatografia en fase liquida acoplada a un
espectrofotémetro de masas.

3.2. Analisis Voltamperométrico

3.2.1. Medicion de Muestras

Este analisis descrito en el capitulo Il, permitié realizar la cuantificacion de
acetaldehido en tres diferentes muestra de cerveza por triplicado; como ya se
menciond, éstas diferian entre ellas en el tiempo de almacenamiento:  cervezal
(0 dias), cerveza 2 (173 dias) y cerveza 3 (471 dias).
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Los resultados y el promedio de éstos de observan en la siguiente tabla.

Tabla 3.11. Medidas de concentraciones de acetaldehido en muestras de cervezas con
diferentes fechas de fabricaciéon

Muestras R1, mg/L R2, mg/L R3, mg/L
Cervezal 6.891 6.467 6.009
Cerveza?2 8.377 7.472 8.646
Cerveza 3 10.973 10.121 11.132

3.2.2. Andlisis Estadistico: Cuantificacioén de acetaldehido en muestras de cerveza

Los datos de concentracion obtenidos en el analisis voltamperométrico fueron
procesados estadisticamente y se obtuvo los resultados mostrados en la Tabla N°

3.12.
Los parametros tomados en cuenta fueron: promedio, desviacion estandar,

coeficiente de variacién, minimo, maximo y el rango.

Tabla 3.12. Estadistica descriptiva de las concentraciones de Acetaldehido en cervezas con
diferentes fechas de fabricacion

Muestras Cervezal Cerveza 2 Cerveza 3
Recuento 3 3 3
Promedio 6.46+/-1.10 8.17+/-1.52 10.74+/-1.35
Desviacion Estandar 0.4411 0.6150 0.5437
ii?;;for:e ;: 6.83% 7.53% 5.06%
Minimo 6.009 7.472 10.121
Méaximo 6.891 8.646 11.132
Rango 0.882 1.174 1.011

Se puede observar que el coeficiente de variacion maximo fue de 7.53 % indicando
que existe repetibilidad aceptable de los valores de concentracion de acetaldehido

en cerveza.
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Junto a los promedios de nuestras concentraciones, se observan los limites de
confianza, los cuales nos indican que existe un 95 % de probabilidad de que en
caso se wuelva a realizar las mediciones, los resultados obtenidos se encontraran
dentro de dichos limites.

En la Figura 3.5 se muestrael grafico de intervalos para los resultados obtenidos de
cada cerveza. La cerveza 1 con 0 dias de almacenamiento tuvo una media de 6.46
mg/L; la cerveza 2 con 173 dias de almacenamiento, 8.17 mg/L;y la cerveza 3 con
471 dias, 10.74 mg/L.
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Figura 3.5. Comparacién de medias entre las muestras de cerveza

Para el siguiente andlisis comparativo, ANOVA, se utilizaron los datos de las
concentraciones obtenidas de los ensayos realizados a las 3 muestras de cerveza,

los cuales se muestran en la tabla 3.11.

El anélisis de varianza de los datos obtenidos para los tres tipo de cervezas, tomé
en cuenta la fuente entre grupo e intra grupos y se observa en la Tabla N° 3.13.

Puesto que el valor-P de la prueba fue menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los promedios de las tres muestras de cerveza

analizadas con un nivel del 95.0% de confianza.
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Tabla 3.13. Andlisis de varianza para los tres tipos de cerveza

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razdn-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 27.9354 2 13.9677 48.25 0.0002
grupos
Intra 1.73681 6 0.289468
grupos
Total 29.6722 8
(Corr.)

El anélisis de varianza nos indica que si existe una diferencia significativa entre las

tres muestras, pero no nos indica cuales son diferentes entre si.

Por tal motivo, se utilizé la prueba LSD (Least significant difference) de Fisher
como una prueba comparativa, la cual nos brinda cuantitativamente los valores de
diferencia.

Como resultado, con la prueba de LSD Fisher se identifico que los valores de
acetaldehido medidos en las muestras de cerveza fueron todos estadisticamente
diferentes entre ellos, como se muestra en la tabla 3.14.

Tabla 3.14. Diferencias obtenidas de las comparaciones maltiples al utilizar la prueba de

Fisher.

Contrast Sig. Difference
Cerveza 1 - Cerveza 2 S -1.70933

Cerveza 1 - Cerveza 3 * -4.28633

Cerveza 2 - Cerveza 3 * -2.577

* denotes a statistically significant difference.

La Tabla 3.14 aplicaun procedimiento de comparaciones multiples para determinar
qué promedios son significativamente diferentes de los otros.
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Se muestra la diferencia estimada entre cada par de promedios descritos. Los
asteriscos han sido colocados para indicar que los pares contrastados muestran
diferencia estadisticamente significativa a un 95% de nivel de confianza.

Se considerd los superindices a, b, ¢ para indicar que son diferentes entre si.
Aquellos que tengan el mismo superindice tendréan igual concentracion de
acetaldehido y aguellos que indiquen diferente superindice tendran concentraciones

diferentes.

Por lo tanto el contenido de acetaldehido de la cerveza de 0 dias es diferente al
contenido de acetaldehido con respecto a la cerveza 2 y la cerveza 3, como se
muestra en la tabla 3.15.

Ademés, se realiz6 una comparacion de las cervezas con respecto a los dias de
almacenamiento que tuvo cada una de ellas (Tabla N° 3.15).

En ésta, también se muestran las fechas exactas de fabricacion y en las que se
realizaron las mediciones o lecturas voltamperométricas, que por diferencia se
calcularon los dias de almacenamiento; y con todas éstas, la concentracion de

acetaldehido en mg/L.

Tabla 3.15. Comparacién de la concentracion de acetaldehido en cervezas y su tiempo de
almace namiento

Fecha de Fecha de Dias Concentracion,
Muestra SR .
fabricacion lectura almace namiento mg/L
Cerveza 1 15/02/2018 15/02/2018 0 6.46+/-1.10°
Cerveza 2 20/08/2017 9/02/2018 173 8.17+/-1.52°
Cerveza 3 11/10/2016 25/01/2018 471 10.74+/-1.35°

Finalmente, para corroborar los resultados, se evaludé la variacion de la
concentracion de acetaldehido en mg/L conrespecto al tiempo transcurrido desde la
produccion de las cervezas hasta su analisis.
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Como se observa en la Figura 3.6, se obtuvo una recta con pendiente positiva; lo
que indica que a medida que se incremente el tiempo de almacenamiento, el
contenido de acetaldehido también aumenta.

T B S S AN S AL

10.4

Concentracién, mg/L

0 100 200 300 400 500
Dias

Figura 3.6. Evaluacion de la concentracién de acetaldehido en cerveza vs su tiempo de

almace namiento

Con respecto a la figura anterior, se generd una recta y con ella una ecuacion que
relaciona los factores o variables mencionadas, la que se muestra a continuacion:

Concentracion =6.51685+0.00903642*Dias de almacenamiento  Ecuacion 3.2

De igual manera, se obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) de 99.8665
(0.9986) que segun las guias de validacién es un valor admisible si superael 0.99
para considerarse como un modelo lineal. Con todo lo expuesto, se podria concluir
con que este modelo fue correcto al existir una relacion directa entre los dias de
almacenamiento de la cerveza y su respectivo contenido de acetaldehido; lo que
permitiria evaluar la estabilidad del sabor de la cerveza, ya que puede ser empleado
como un indicador quimico capaz de reflejar cambios sensoriales.®
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CONCLUSIONES

1. Se consiguid desarrollar y validar un método wvoltamperométrico para la
determinacion de acetaldehido en cerveza como uno alternativo a los empleados en

la industria cervecera; se empleo la voltamperometria de onda cuadrada.

2. Durante el proceso de estandarizacion del método en voltamperometria para la
determinacion de acetaldehido en muestras de cerveza, los parametros evaluados
fueron linealidad (R*=0.9998), repetibilidad (CV=2.22 %), precision intermedia
(CV=5.77 %), limite de deteccion (0.0110 mg/L), limite de cuantificacion (0.0305
mg/L) y exactitud (R=91.74 %); los mismos que mostraron valores aceptables

segun las normas internacionales de validacion de métodos analiticos.

3. Se evaluo el contenido de acetaldehido en cervezas con diferentes tiempos de
almacenamiento: cerveza 1 (0 dias), cerveza 2 (173 dias) y cerveza 3 (471 dias) y
se determino que la relacién de ambos es directamente proporcional; en otras
palabras, las cervezas con mayor tiempo de almacenamiento presentan mayores
concentraciones de acetaldehido (cerveza 1: 6.46 mg/L, cerveza 2: 8.17 mg/L,
cerveza 3: 10.74 mg/L).
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RECOMENDACIONES

e Evaluar diferentes temperaturas de almacenamiento que puedan influir en la

determinaciony contenido de acetaldehido en cervezas.

e Analizar la concentracion de acetaldehido en diversas marcas y presentaciones

(botella o lata) de cervezas consumidas en el pais.
e Determinar y comparar el contenido de acetaldehido en otras bebidas alcohdlicas.

e Comparar el método alternativo descrito en el presente trabajo con cromatografia

de gases (técnica utilizada actualmente en la industria cervecera).

e El estudio puede ser complementado a traves de una evaluacion sensorial por parte
de un panel experto de degustadores a fin de corroborar el efecto de la
concentracion de acetaldehido en el sabor de la cerveza.
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