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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) para separar identificar, y cuantificar los acidos
organicos mas comunmente presentes en las cervezas con el fin de inferir

sobre su calidad

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar las condiciones cromatograficas Optimas para la adecuada

separacion de los por HPLC.

Realizar curvas de calibracion para los analitos.

Establecer el procedimiento adecuado de tratamiento de las muestras que
permita la eliminacién de interferencias en al determinacion de acidos

organicos en cerveza.

Aplicar el método desarrollado para la cuantificacion de los acidos

organicos en muestras comerciales e inferir sobre su calidad.



INTRODUCCION

Los acidos orgénicos y el CO, son las sustancias responsables de la acidez
y del placentero sabor acido de la cerveza; ademas de tener efectos fisiologicos
positivos, como por ejemplo el de ser diuréticos y el de reducir el nivel de 4cido
urico entre otros [1-3]. Sin embargo, también tiene aspectos negativos como es el
de conferir a la cerveza, un sabor no deseado de vinagre, resultado de la
fermentacion del acido acético por la bacteria (Acetobacter spp., Gluconobacter
spp.)- Los acidos organicos existentes en la cerveza son esencialmente metabolitos
intermediarios o productos liberados por las levaduras de la fermentacion. Su
concentracion total no es grande; en cervezas clasicas existen en un intervalo de
220 a mas de 500 ppm [11]. Los acidos mas frecuentes se conocen por sus
nombres comunes, por ejemplo acido metanoico o férmico, HCOOH; é&cido

etanoico o acido acético que en estado diluido e impuro forma parte del vinagre.

Muchos 4cidos carboxilicos son esenciales en la quimica de los
organismos vivos, siendo algunos de gran importancia industrial; éstos acidos son

compuestos organicos que contienen uno, dos o mas grupos carboxilo (—COOH).

La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la
distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una
fija o estacionaria y otra mévil. En cromatografia liquida, la fase movil es un
liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija. La
cromatografia liquida de alta resolucion a menudo es utilizada para la
identificacion, determinacion y cuantificacion de analitos que estan presentes a
nivel traza en diferentes matrices complejas. En la industria alimenticia por lo
general se desarrollan numerosos métodos basados en este tipo de cromatografia,

pues el tratamiento de muestra es simple y a veces se inyecta de manera directa.

En el sector cervecero, se han desarrollado métodos cromatograficos
especificos para identificar y cuantificar un sélo acido organico o un fenol [4-6].
Asimismo, se han realizado analisis cuantitativo de estos acidos en una simple

corrida de separacion, en columnas empacadas con copolimero divinil benzen—
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estireno sulfonatado (DVB-S), con una resoluciéon pobre de algunos de estos
compuestos debido a la interferencia por parte de compuestos fenolicos. Para
evitar dicha interferencia, algunos autores [7] han propuesto un sistema de
columna-dual con detectores de UV y de indice de refraccion (RI) conectados en
serie. El uso del detector de RI parecia reducir interferencia de los compuestos
fenolicos al llevarse a cabo el andlisis de acidos organicos [8]. Para optimizar la
separacion, fue propuesta una limpieza de la muestra previa al analisis usando al
mismo tiempo extraccion en fase soélida y resinas de intercambio i6nico [9]. Sin

embargo, este procedimiento aumenta los costos y la duracion de analisis.

Cuando se desarrolla una técnica analitica por HPLC, normalmente se elige, en
primer lugar, una fase estacionaria adecuada. Luego se selecciona una fase movil,
tipo de solvente y composicion, de manera tal que disuelva los componentes a
analizar y que permita una buena separacion. Luego se optimizan las condiciones
de flujo de solvente, cantidad de muestra a inyectar y, en el caso de un detector

Espectrofotométrico como el que se empleara en este caso, se determinaran la/s

longitud/es de onda de deteccion.

El presente trabajo se plantea la separacion, identificacion y cuantificacion
satisfactoria de siete acidos orgénicos representativos (piravico, malico, lactico,
acético, citrico, succinico y fumarico) contenidos en la cerveza por HPLC
incluyendo el desarrollo de un método simple de tratamiento de la muestra, tal que
permita cuantificar los 4acidos organicos de una manera rdpida y practica en

diferentes tipos de cerveza.



I. GENERALIDADES

1. Cerveza

1.1.  Origen e historia

La cerveza es una bebida natural, alcoho6lica muy antigua, desarrollada por los
pueblos de los imperios mesopotamicos y por los egipcios, resultado de fermentar

los cereales germinados en agua, en presencia de levadura.

Las materias primas necesarias para la fabricacion de cerveza son solo cuatro -
malta de cebada, agua, levadura y lupulo - aunque la mayoria de las cervezas
comerciales utilizan ademds otra fuente de carbohidratos, (habitualmente un
cereal no malteado), un antioxidante y un estabilizante de la espuma. Durante el
proceso de elaboracion suelen afiadirse enzimas comerciales para favorecer la
hidrolisis de los respectivos polimeros aportados por las materias primas, y un

colorante, que permite intensificar y uniformizar el color del producto final.

No obstante cualquier cerveza contiene mas de 400 componentes. Muchos de
estos componentes proceden de las materias primas y no han sufrido
modificaciones en el proceso de elaboracion; otros constituyentes, entre los que se
encuentran el anhidrido carboénico y el alcohol etilico, son consecuencia de la
transformacion experimentada por las materias primas. Los componentes de
ambos grupos se encuentran siempre presentes en la cerveza y confieren las

propiedades nutritivas y funcionales de esta bebida.

Ocasionalmente se pueden encontrar en la cerveza algunas substancias, en
concentraciones muy minoritarias procedentes, por ejemplo, de la eventual
contaminacion de las materias primas (plaguicidas, metales pesados, micotoxinas,
etc.) o de la actividad de microorganismos contaminantes que puedan estar
presentes junto con la levadura cervecera en la fermentacion; este grupo de
substancias guarda estrecha relaciébn con las caracteristicas sanitarias de la

cerveza.



Aunque existen en el mercado cervezas de trigo, mijo y arroz, la mas habitual
es la obtenida a partir de la fermentacion de la cebada. Una vez embebida de agua,
la cebada se deja germinar a fin de que el almidén se convierta en azucar soluble.
Ya alcanzado este proceso, se seca y se tuesta mas o menos, segun se quiera
obtener una cerveza palida, dorada o negra. Para conseguir ese sabor amargo que
caracteriza a la cerveza, se le afiade lupulo o, més exactamente, su flor, un cono de
pétalos dorados que contiene resinas y aceites aromaticos. El lipulo se afiade
durante el proceso de ebullicion de la cerveza, en las tinas de cobre, al tiempo que
también se adiciona el azucar. Sin la presencia del lupulo, la masa en ebullicién o

Wort podria utilizarse para la destilacion de whisky.

Si la cerveza tiene mucho gas carbdnico, ya sea natural o afiadido, se
denomina "Lager". La cerveza tipo "Stout" es oscura y densa, algo dulzona,
caracteristica de Irlanda e Inglaterra. La tipo "Bock" es densa y guarda algo de
aroma de las levaduras. La cerveza clara es una clase inglesa, suave, endulzada y

con intenso sabor a lupulo.

Desde 1945 la industria cervecera ha logrado un gran desarrollo; entre 1945 y
1965 se duplicoé la produccion mundial. El aumento de la produccion y del

consumo ha sido notable en paises como Japon, URSS, México y Espana.



1.1.2. COMPONENTES BASICOS DE LA CERVEZA

La Tabla 1 muestra los componentes basicos que existen cominmente en las
cervezas

Tablal. Principales componentes en una cerveza tipica

INGREDIENTES NIVELES TIPICOS
(g/100 mL)
Agua 92-95
Alcohol 2.5-3.5
Carbohidratos totales™ <0.2
Proteinas totales, peptidos y aminoacidos 0.2-0.6
Lipidos Despreciable
Minerales 0.2-0.3
Vitaminas y otros micronutrientes 0.002
Fibra 0.3-1.0
Polifenoles y compuestos del lupulo 0.002-0.06

* a los cuales pertenecen los azucares libres

1.2. PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA.

El proceso de la elaboracion de la cerveza consta de varias etapas mostradas

en el diagrama 1.

Las variedades de cerveza ademas dependen de:
La cantidad y tipo de materia

Tipo y naturaleza de agua cervecera

Tipo y naturaleza de levadura cervecera
Tiempos y temperaturas en cocimiento

Tiempos y temperaturas en fermentacion

*® & & o oo o

Procesos de elaboracion
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Diagrama 1. Etapas del proceso de la elaboracién de la cerveza



Como se menciono anteriormente la cerveza es una mezcla compleja,
donde se han caracterizado en ella méas de 400 componentes diferentes. Algunos
de los constituyentes de la cerveza son derivados de las materias primas y
permanecen sin cambiar durante el proceso de fabricacion. Otros son el resultado
de transformaciones quimicas y bioquimicas de las materias primas durante la
elaboracion. Juntamente todos esos constituyentes le dan el caricter a la cerveza
pero, en general, diferentes cervezas contienen proporciones diferentes de los
mismos componentes mds algunos constituyentes nuevos. No obstante,
contaminacion accidental o deliberada de la cerveza con microorganismos, aparte

de la levadura, bien podria producir nuevos metabolitos [10].

Los constituyentes de la cerveza pueden ser divididos en componentes
volatiles y no volatiles. Los constituyentes volatiles tienen una alta presion de
vapor y son los responsables del aroma de la cerveza. Ellos estan concentrados en
el espacio de cabeza de los envases de cerveza [9]. Los componentes volatiles
incluyen alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, acidos organicos, compuestos
azufrados, aminas, compuestos fenolicos volatiles, algunos hidrocarburos y
lactosas [10]. Los constituyentes no volatiles incluyen sales inorganicas, azicares,
aminoacidos, nucledtidos, polifenoles y la resina de lapulo, junto con

macromoléculas tales como polisacaridos, proteinas y 4acidos nucleicos [9].

El proceso general de elaboracion de cerveza en su forma elemental se

puede resumir en los siguientes pasos:

o La cebada malteada se tritura para obtener una harina muy gruesa. A
continuacioén se le afade agua para formar una masa o papilla y estimular los

enzimas de la malta a solubilizar el endospermo degradado de la malta molida.

El extracto acuoso, denominado mosto, se separa de los solidos mediante
filtracion y la aspersion de mas agua caliente sobre la masa. Una vez extraido el
mosto se afiade el lupulo, el cual aportara a la cerveza sus caracteristicas
aromaticas propias. A continuacion se realiza la coccidon con lo que se detiene la

accion enzimatica, se esteriliza el mosto y se coagulan las proteinas.



o En la siguiente etapa, el mosto se clarifica, enfria y airea, para conseguir
las condiciones ideales de crecimiento de las levaduras y el comienzo de la
fermentacion. Durante la fermentacion, gran parte de los hidratos de carbono se
convierten en alcohol y didéxido de carbono, mientras que otros metabolitos de las

levaduras confieren aroma y sabor.

La cerveza de fermentacion o cerveza verde se deja madurar en los
depositos de guarda, donde se mantiene a baja temperatura para que tenga lugar la
fermentacion secundaria con la levadura arrastrada y precipiten las sustancias que

de otro modo enturbiarian la cerveza.

. Por tultimo, se realiza las operaciones de carbonatacion, pasterizacion y

envasado, cuyo orden dentro del proceso depende del tipo de envase utilizado

[11].

El arte de fabricar cerveza ha sido parte hereditaria del hombre por miles
de afios. Por mucho tiempo, la cerveza se ha producido y consumido sin el
beneficio de la estabilizacion biologica practicada hoy. Todavia al final del siglo
XIX, la cerveceria era predominantemente una empresa local y, desde entonces la
cerveza no era distribuida a largas distancias o almacenada por un periodo de
tiempo apreciable. Por ello la pérdida por estabilidad no era un problema. En los
ultimos 100 afios la tecnologia y la necesidad han fomentado que la industria
produzca un producto que permanezca estable a temperatura ambiente alin

después de un almacenamiento extenso [12].

El comienzo de los procesos de estabilizacion microbiolégica moderna
puede ser descrito por los trabajos hechos por Louis Pasteur. Los experimentos de
Pasteur demostraron que el calentamiento del producto final a temperaturas
suficientemente altas destruiria los microorganismos indeseables y evitaria el
subsiguiente dafio a la calidad [12]. El proceso térmico aplicado a la cerveza por
Luis Pasteur en 1870, estableci6 que temperaturas de 50 a 55 °C son suficientes

para preservar la cerveza, pero no se especificé el tiempo de exposicion [13].



Pasteurizacioén de la Cerveza

La pasteurizacion podria definirse como un proceso térmico en el que
temperaturas crecientes son usadas durante un periodo de tiempo preestablecido
para destruir microorganismos indeseables en un producto [13]. El proceso no
deberia alterar perjudicialmente la calidad del producto a un nivel que resulte en
una preservacion del gusto y “flavor” incluso durante su almacenamiento [14],
pero el objetivo primordial es asegurar la estabilidad biologica del mismo

prolongando su tiempo de vida [13].

1.3. Flavor

El “flavor” (termino técnico utilizado por cerveceros) ha sido descrito
como una compleja sensacién que comprende el gusto, olor, aspereza o suavidad,
caliente o frio, acritud o desabrido [10]. Para propdsitos de analisis sensorial. Si se
considera a la cerveza dentro de este contexto el gusto y el olor son

indudablemente las propiedades mas importantes [10].

La calidad de la cerveza se halla en los ojos, nariz, boca y mente del
consumidor. Sin embargo, aquello que se ve, huele, saborea y piensa es a veces
imposible de descubrir. La investigacion del consumidor puede dar cierta
informacion, pero a menudo descansa en la responsabilidad del personal técnico
de interpretar los deseos del segmento del mercado al cual se dirige el producto

[15].

Comparado con otras bebidas alcohdlicas la cerveza muestra una pobre
estabilidad del “flavor”. La aplicacion de sistemas mas rapidos, equipo de escala
sobredimensionado, largas distancias de distribucion, almacenamiento extendido
bajo condiciones indeseables, y la tendencia a cerveza de baja gravedad estan
incrementando este problema. Ciertas tipos de cervezas son mas 0 menos
susceptibles a cambios en aroma y “flavor” durante la fermentacion,
almacenamiento y envejecimiento. El contenido de oxigeno durante el empacado
y la temperatura durante la distribucion y almacenamiento son parametros

importantes que afectan la estabilidad del “flavor” en la cerveza [17]. Dentro de
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los defectos de “flavor” en la cerveza se pueden citar los siguientes: granoso,

cascaroso, astringente, diacetilo, mohocidad, medicinal, azorrillada, sulfuro de

dimetilo, éster, vinoso, caracter de casa y oxidacion [16].
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Figura 2: Rueda de “Flavor” de Cerveza
Fuente: Rueda de “flavor” desarrollada por la Sociedad Americana de Quimicos
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Cerveceros de las Américas



1.4. ACIDOS CARBOXILICOS

A los compuestos que contienen el grupo carboxilo (abreviado -COOH o
CO,H) se les denomina 4cidos carboxilicos. El grupo carboxilo es el origen de
una serie de compuestos organicos entre los que se encuentran los haluros de
acido (RCOCI), los anhidridos de 4&cido (RCOOCOR), los ésteres (RCOOR") y las
amidas (RCONH,).

1.4.1. Estructura y nomenclatura.

El grupo carboxilo, -COOH, es formalmente una combinacion de un grupo
carbonilo y de un hidroxilo. Algunos acidos organicos se conocen desde hace
cientos de afios y sus nombres comunes reflejan sus origenes histéricos. El 4cido
carboxilico mas simple, el acido férmico, es el causante de la irritacion causada
por la picadura de las hormigas (del latin formica, hormiga). El acido acético se
aislo del vinagre, cuyo nombre en latin es acetum (agrio). El acido propionico se
consider6é como el primer acido graso, y su nombre deriva del griego protos pion
(primera grasa). El acido butirico se obtiene por oxidacion del butiraldehido, que
se encuentra en la mantequilla (en latin butyrum). Los acidos caproico, caprilico y

caprico se encuentran en las secreciones cutaneas de las cabras (capri en latin).

La nomenclatura [TUPAC para los éacidos carboxilicos emplea el nombre
del alcano que corresponde a la cadena mas larga de atomos de carbono, que
incluye al acido carboxilico. La o final de alcanos se sustituye por el sufijo oico, y

se antepone la palabra acido.
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Tabla 2. Nombres comunes y los nombres IUPAC de los acidos carboxilicos

simples.
Nombre Nombre
Estructura IUPAC comun Fuente natural
HCOOH Amdg ’A01c.10 Des‘qlacmn degtructwa c’ie
metanoico férmico hormigas (formica en latin)
CH;COOH Ac@o A?l.do Fermentacion del vino
etanoico acético
CH,CH,COOH Ac1dq Ac'1’d0' Fermentacion dp lacteos (pion
propanoico  propiénico en griego)
CH,CH,CH,COOH Amdg Acrlc'lo Mantequilla gbutyrum, en
butanoico butirico latin)
CHj3(CH,);COOH A01dq Ac,lc.lo Raiz de la valeriana officinalis
pentanoico valérico
CHy(CH),COOH Acido Acido Pelo de cabra
exanoico caproico

1.4.2. PROPIEDADES FISICAS

Los acidos de masa molar baja (hasta diez &tomos de carbono) son liquidos
incoloros, de olor muy desagradable. El olor del vinagre se debe al 4cido acético;
el de la mantequilla rancia al 4acido butirico. El acido caproico se encuentra en el
pelo y secreciones del ganado caprino. Los acidos C5 a C10 poseen olores a
“cabra”. El resto solidos cerosos e inodoros a temperatura ambiente. Sus puntos

de fusion y ebullicion crecen al aumentar la masa molar.

Los acidos inferiores son solubles en agua; su solubilidad decrece a partir
del 4acido butirico con el aumento del caracter hidrocarbonado de la molécula.

Todos los acidos son solubles en solventes organicos

La formula electronica de un acido carboxilico se representa de la forma

siguiente:
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La densidad electronica del enlace — C = O, estd desplazada hacia el
atomo de oxigeno mas electronegativo adquiriendo este una carga parcial
negativa. A la vez en el enlace oxigeno-hidrogeno hay un desplazamiento
electronico hacia el atomo de oxigeno, lo que permite la salida del hidrogeno

como proton:

Cuando se ioniza un acido carboxilico, el anidén carboxilato que se produce
tiene una carga negativa deslocalizada y compartida entre los dos atomos de
oxigeno. Los 4cidos carboxilicos en general tienen una Ka del0” a 107, y son
més 4cidos que los alcoholes y el agua (Ka del orden de 10® y 10-"

respectivamente)

El grupo hidroxilo permite la formacién de asociaciones moleculares por

puente de hidrogeno.

La asociacion de dos moléculas (dimero) mediante un puente de hidrégeno
hace que la temperatura de ebullicion sea mayor que la de compuestos heterdlogos
(sustancias que presentan el mismo numero de carbonos y pertenecen a funciones
diferentes). La presencia en estos compuestos del grupo funcional carboxilo, asi
como la caracteristica de la cadena carbonada, son factores determinantes de las

propiedades fisicas.
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La irregularidad de las temperaturas de fusion esta relacionada con el
modo en que se disponen las moléculas cuando el compuesto adquiere el estado
solido. En las moléculas con nimero par de atomos de carbono, los grupos
carboxilo y metilo terminales, estan situados en lados opuestos de la cadena
carbonada dispuesta en zigzag, lo que permite, que las moléculas se dispongan
mas juntas en el reticulo, razén por la cual aumentan las fuerzas de atraccion

intermoleculares y la temperatura de fusion.

Los &cidos que tienen hasta cuatro atomos de carbono son solubles en
agua, esta propiedad disminuye con el aumento de la cadena y, por tanto la masa
molar, ya que predomina en la molécula la porciéon de hidrocarburo con respecto
al grupo carboxilo. Por ello, el acido de cinco atomos de carbono ya es poco

soluble en agua y los demads son practicamente insolubles en ella.
1.4.3. PROPIEDADES QUIMICAS
Reacciones acido-base.

Un acido carboxilico se puede disociar en agua para dar un protéon y un ién
carboxilato. Normalmente, los valores de la constante de acidez (Ka) de los acidos
carboxilicos simples son de alrededor de 10™. Por ejemplo, la constante de acidez

del 4cido acético (CH;COOH) es de 10"

Aunque los acidos carboxilicos no son tan acidos como los &cidos
minerales, son mucho mas 4cidos que otros grupos funcionales que se han
estudiado. Por ejemplo, el 4cido acético es 10" veces mas acido que los alcoholes
mas acidos. De hecho, el acido acético concentrado puede provocar quemaduras

graves en contacto con la piel.

La disociacion de un 4cido o un alcohol implica, en ambos casos, la
ruptura heterolitica de un enlace O-H, pero cuando la disociacion se produce sobre
el acido carboxilico se genera un i6n carboxilato con la carga negativa repartida
por igual sobre dos 4&tomos de oxigeno, mientras que la ionizacion de un alcohol
genera un i6n alcoxido, en el que la carga negativa se encuentra casi en su

totalidad sobre un solo atomo de oxigeno. La deslocalizacion de la carga en el i6n
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carboxilato hace que éste sea mucho mas estable que un 16n alcdxido y por tanto,

la disociacion de un 4cido carboxilico es menos endotérmica que la de un alcohol.

. .0 ®
R=0-H + HO «—>— R-0: + HO pKg= 16
alcohol alcoxido
:d TN
] «© '

10
I 5 | pc—
R-C—0—H + HOo<«—= | RC

"~ T“.
): «—» R—C=0: | + HSC; PKa=5

acido carboxilico ion carboxilato

/N RO+ HO'
energia / \
RE}H+HEO/ - oM
7
R_CQ\ + HO
RCOOH + H,0 0 1m

Fig. 3. Efecto inductivo y fuerza acida.

Un sustituyente que estabilice al i6n carboxilato aumenta la disociacion y
produce un 4cido mas fuerte. Los atomos electronegativos aumentan la fuerza de
un acido porque su efecto inductivo electron-atrayente contribuye a deslocalizar la
carga negativa del i6n carboxilato. Este efecto inductivo puede ser muy grande si

estan presentes uno o mas grupos electron-atrayentes en el atomo de carbono.

Por ejemplo, el acido cloroacético (CICH,COOH) tiene un pKa de 2.86,
lo que indica que es un acido mas fuerte que el acético (pKa =4.74). El écido
dicloroacético (Cl,CHCOOH) es todavia mas fuerte, con un pKa de 1.26. El 4cido
tricloroacético (ClI3CCOOH) tiene un pKa de 0.64, comparable en fuerza a

algunos de los 4cidos minerales.

16



1.5. CROMATOGRAFIA

1.5.1. GENERALIDADES

La cromatografia se define como una técnica analitica que tiene como fin
separar una mezcla de compuestos. En todas las separaciones cromatograficas, la
muestra es desplazada por una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un
fluido supe critico. La fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria
con la que es inmiscible y que se fija a una columna o a una superficie solida. Las
dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen
de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes
que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con
el flujo de la fase movil, por el contrario, los componentes que se unen débilmente
a la fase estacionaria, se mueven con mayor rapidez. Como consecuencia de la
diferencia de movilidad, los componentes de la muestra, se separan en bandas o

zonas que pueden analizarse cualitativamente o cuantitativamente.

1.5.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La HPLC es una técnica cromatografica de reparto o posicion en la que
la muestra se fracciona entre una fase moévil que es liquida y una fase
estacionaria. Utiliza una presion muy elevada para forzar el paso del disolvente
por una columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi
separaciones de gran resolucion. Debido a estas presiones el equipo para HPLC

es elaborado y costoso.
Deriva de una evolucion de la cromatografia en columna, cuyos resultados,

en términos de selectividad y de resolucion han mejorado mucho por la

miniaturizacion y la utilizacion de fases estacionarias muy elaboradas.
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Es la técnica mas utilizada de todos los tipos de cromatografia de elucion,
conociéndose como tal al desplazamiento de un soluto de la fase estacionaria por

un disolvente.
Eleccién del Solvente:
Caracteristicas:

¢ Disponible comercialmente.

e Precio.

e Pureza y estabilidad.’

e Miscible con otros solventes para formar mezclas utiles.
e No Degradar o disolver la fase estacionaria.

e Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion.
e Ser compatible con el detector utilizado.

e Transparencia optica (cuando se usan detectores UV).
Filtracion y Desgasificacion de solventes

En la actualidad HPLC ha llegado a ser una de las Técnicas del
Laboratorio Moderno mas importantes como herramienta analitica para separar y
detectar compuestos quimicos. Como en todas las técnicas analiticas, los
pequefios problemas a la larga pueden llegar a tener un mayor impacto en la
exactitud y durabilidad del sistema. Aun con la evoluciéon de los cromatografos
liquidos en la era de la computadora, hay aun problemas que ésta no puede

resolver.

Hasta los Solventes para HPLC, todos filtrados cuidadosamente en la
fabrica, pueden acumular particulas en suspension que pueden ser perjudicial a los

componentes del sistema HPLC. Estas particulas en suspension pueden venir de

! En la actualidad contamos con productos de calidad de pureza cromatografica. Bajo

contenido de impurezas.
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varias fuentes, incluso de la exposicion al polvo en el aire durante el trasegado de
solvente en el depdsito para solvente, la exposicion a particulas del aire durante el
almacenamiento del solvente en el depdsito del solvente, la degradacion lenta del
recipiente solvente, o de condensacion y polimerizacion del solvente. Las
particulas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba HPLC, al guarda
columnas, y en general causar desgaste del sistema de HPLC. Los fabricantes de
los instrumentos tienen en cuenta este problema y recomiendan que se filtre y

desgasifique los solventes HPLC antes de usarlos.

En el instante que se abre una nueva botella de solvente para HPLC se
expone el interior del solvente a la atmoésfera y empieza a acumular gases
disueltos que se encuentran en la atmosfera. El trasegado del solvente en el
deposito solvente y su almacenamiento en estos depositos mas este fenomeno. El
Oxigeno Disuelto que constituye el 21% de la atmoésfera puede producir mayor
interferencia en los detectores de fluorescencia y electroquimicos. El Nitrogeno
Disuelto es el otro componente de la atmdsfera que puede producir burbujas en la
columna de HPLC y cuando el solvente entra al detector produce picos falsos y
desviaciones de la linea base. El Dioxido de Carbono disuelto algunas veces

puede ser la causa de los cambios de pH en el sistema de solvente.

Métodos de Filtracion de Solventes en HPLC

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracion previa de los
Solventes en HPLC:

e Filtro a la Entrada del Solvente

¢ Filtracion al Vacio

e Filtracion en Linea

Métodos de Desgasificacion de Solventes en HPLC

Existen cuatro métodos comunes usados para desgasificar solventes en HPLC
previos a su uso:
¢ Sonificacion

e Burbujear Helio
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e Desgasificacion Electronica en la Linea del Flujo

e Desgasificacion al Vacio en Linea

Bombas

Requisitos o aspectos mas importantes que debe reunir una bomba o sistema
de bombeo:

e Debe producir presiones estables hasta 6000 psi.

e Mantener el flujo libre de pulsaciones

¢ Generar intervalos de caudales de flujo (0,1 a 10 ml/min)

e Control y reproducibilidad del flujo de solvente

e Componentes de la bomba resistentes a la corrosion

Las bombas que se usan en HPLC se pueden clasificar segun su
funcionamiento y disefio en:

e Mecanicas

e Reciprocantes

¢ De desplazamiento continuo

e Neumaticas

Programacion del Solvente

Existen dos métodos de programaciéon de Solvente en HPLC:

e [socratico

Gradiente de elucion. Es un término que se utiliza para describir el proceso
mediante el cual se cambia la composicion de la fase movil. Pueden

efectuarse de dos maneras:

A baja presion

A alta presion

Cuando se desarrolla un analisis usando el método de gradiente se debe tener

presente dos objetivos:
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Obtener la mejor resolucion de los componentes de la muestra en el menor

tiempo posible.

e Asegurar alta precision y exactitud.
e Para obtener buenos resultados con el método de gradiente debemos seguir
5 pasos fundamentales:
e Determinar la composicion inicial y final del solvente
e Ajustar el tiempo del gradiente
e Determinar la forma del gradiente (lineal, concava o convexa)
e Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resolucion

e Regresar a las condiciones iniciales la columna.

Sistemas de Inyeccion de muestra

Estos sistemas han variados durante la historia del sistema de HPLC, en un
principio de utilizaba la inyecciéon de la muestra con jeringas de alta presion

cuales ya estan de desuso. Hoy se utiliza el sistema de Valvulas inyectoras.

Deteccién

La eficiencia de un detector cromatografico depende de la relacion entre la
cantidad fisica medida y la composicion del efluente, asi como también de las

caracteristicas de las sefial de transferida.

Los tipos de detectores en HPLC se clasifican en:

e Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo: Detector
de indice de Refraccion

e Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo:
Detector de Fluorescencia, Detector Ultravioleta

e [os detectores mas utilizados en HPLC son:

e Detector UV. Hay basicamente tres tipos:

e Detector de Longitud de Onda Fija

e Detector de Longitud de Onda Variable
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Detector de Arreglo de Diodos
Detector de Indice de Refraccion.
» Tipo Deflexion
» Tipo Fresnel
Detector de Fluorescencia.
Detector de Fluorescencia Inducida por Léser
Detectores Electroquimicos.
» Detector Amperométrico
» Detector Conductimétrico

» Detector Potenciométrico

22



2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. EQUIPO Y MATERIAL

Equipo HPLC marca PERKIN-ELMER modelo 250, compuesto por una
bomba binaria modelo Spectra System P2000, una véalvula inyectora
Rheodyne provista de un loop de inyeciéon de 20 pUL un detector de
absorcion UV-visible de longitud de onda variable modelo LC 290 de la
misma marca y un integrador registrador modelo 3396 HEWLETT
PACKARD.

Balanza analitica Mettler H72.

Sistema purificador de agua Millipore. (10 M Q Cm)

Ultrasonido Branson Mod. 2210.

Jeringa Halminton con capacidad de 20 pL.

pH metro Mettler Mod. MP 230

Filtro poro 0.44 pm. Sartorius

1 parrilla con agitador. Corning Mod, PC-353 3

vasos de precipitados de 200 mL. Kimax

1 probeta de 100 mL. P.K. México

Embudo de vidrio. Kimax

Matraz aforado de 100 mL. Pyrex

Matraces aforados de 10, 25 y 50 mL. Pyrex

Pipetas volumétricas de 1,2,3,4,5, 6, 7, 10 mL. Pyrex
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2.2. MUESTRAS.

Las muestras son presentadas en la tabla 3 fueron elegidas de un solo

fabricante (grupo Modelo) con el fin de inferir sobre su calidad, de acuerdo al

estudio del método desarrollado en esta tesis; ya que en el mercado comercial

estos tipos de cerveza el sabor y el precio difieren notablemente.

Tabla 3. Muestras a analizar.

CERVEZA PRESENTACION Vol (mL) MUESTRA
NEGRA MODELO BOTELLA DE VIDRIO 325
VICTORIA
BOTELLA DE VIDRIO 355
TRADICIONAL
MEDELO ESPECIAL BOTELLA VIDRIO 325
BOTELLA DE LATA DE
MODELO ESPECIAL 355
ALUMINIO
BOTELLA DE VIDRIO
CORONA EXTRA 325
BARRIL
E R
CORONA EXTRA BOTELLA DE VIDRIO 355 '“*%FL' @
=
CORONA EXTRA LATA DE ALUMINIO 355
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2.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Preparar fase movil
(H,SO, / MeOH)
(98:2,pH 2.7)

Preparar Soluciones
Stock de estandares

Determinar la
Longitud de onda
adecuada

Desgasificar, filtrar
con membrana 0.45
pm

Curva de
calibracion

2.3.1. DIAGRAMA DE FLUJO

N
Tratamiento de la
muestra
J
ﬂ N\
Desgasificar 30 min
J
N
Neutralizar pH = 7.8
[NaOH]=0.1 N
u J
Filtrar lentamente
por la columna
intercambio i6nico
(DOWEX SBR C CI')
~
Agregar H,0O 25 mL
(Recuperacion de
azucares)
ll J
~
Agregar HC1 25 mL
+ 25 mL de H,O
(Recuperacion de
acidos organicos)
)

J

Filtrar en Acrodisco
de 0.45 pm

& l[: Cuantificacion
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2.3.2. DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO

El plan de trabajo se dividio en tres etapas:

1. Establecer las condiciones cromatograficas Optimas para la separacion y

cuantificacion de los acidos orgénicos en cerveza mediante HPLC

2. Establecer el tratamiento de la muestra més adecuado para la eliminacion de

interferencias

3. Aplicacion del método analitico para la identificacion y cuantificacion de los

acidos organicos en muestras de cerveza.

Cabe mencionar que al final de cada actividad realizada se presenta el

resultado en forma de tabla con su correspondiente figura.
CONDICIONES OPTIMAS CROMATOGRAFICAS.

Antes de establecer las condiciones cromatograficas, se realizO una
busqueda del material bibliografico, a partir del cual se exploraron algunas
condiciones cromatograficas ya reportadas para iniciar el desarrollo de la

metodologia [18-21].

El paso siguiente fue la eleccion de estandares para su identificacion y
cuantificacion en muestras de cerveza. Se seleccionaron acido acético, citrico,
fumarico, lactico, malico, pirtivico y succinico pues son los que se encuentran en

mayor concentracion e influyen en el sabor de las cervezas [25].
Seleccion de las condiciones cromatograficas dptimas.

La bibliografia [19, 23, 25] sugiere el uso de un detector UV-VIS, pues

todos los acidos organicos a analizar dan respuesta para este detector.

Para elegir la columna, la bibliografia nos indica un andlisis en fase
reversa [18-23] con una fase estacionaria C;g De este modo, se us6 una columna

con las siguientes especificaciones:
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Tabla 4. Caracteristicas de la columna utilizada en el trabajo.

Cat 50334 Hibar®

Lichrosorb ®100 Fertgsaule RT

RP- 18 (10pm) Pre-Packed colum RT 250-4
No 329941 E. Merk Darmastad
7015033490/01-178108 FR Germany

250*4.6 mm id

Acondicionamiento de la columna.

Se prepard una mezcla de acetonitrilo/ HyO (50%/50%) se sonifico por 30
min. y se filtr6 con una membrana de 0.45um. La columna se lavo con una esta
mezcla por 30 minutos y se monitorio la linea a 215 nm (21), hasta que la linea
base llegara a ser estable. Posteriormente se realizo una mezcla de H,O/MeOH

(50% /50%) y se realizo el mismo tratamiento.

Preparacion de las soluciones estandar

Con el objeto de optimizar la composicion de la fase movil, se prepararon

las soluciones de los acidos organicos con la mejor resolucion posible.

Toda el agua usada para los aforos fue desionizada, sonificada y filtrada

con una membrana de 0.45um millipore.

ACIDO PIRUVICO [65 ppm]
Pesar 13 mg. y aforar a 100 mL. Tomar de este Gltima 12 mL. y aforar a

100 mL con agua

ACIDO. MALICO [225 ppm]
Pesar 22.50 mg y aforar a 100 mL con agua.
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ACIDO LACTICO [250 ppm]

Pesar 25 mg y aforar a 100 mL con agua.

ACIDO ACETICO [250 ppm]

Pesar 25 mg y aforar a 100 mL con agua.

ACIDO CITRICO: [225 ppm]

Pesar a 22.5 mg y aforar a 50 mL con agua.

ACIDO SUCCINICO: [250 ppm]

Pesar 25 mg y aforar a 100 mL con agua.

ACIDO FURAMICO: [112.5 ppm]

Pesar 11.25 mg y aforar a 100 mL con agua.

Eleccion de la fase movil

Ya que la composicion de la fase movil interviene de manera directa en los
tiempos de retencion de cada analito y por ende en la separacion y selectividad de
éstos, se realizé un ensayo minucioso sobre su composicion. Por lo general, en
fase reversa se utiliza una fase movil que contiene mayoritariamente H,O, o
mejor dicho, una solucidon amortiguadora y uno o dos solventes organicos con

diferentes proporciones.

En principio, se partiéo de una fase movil compuesta por HO 1la cual se le
ajusto el pH = 2.5 con H,SO4 con una proporcion (95%), MeOH (5%) [21], con
un flujo de 0.5 ml/min. Se inyectd cada estandar por separado para establecer su
tiempo de retencion y verificar la pureza del mismo. Posteriormente, se inyecto la

mezcla de los acidos (Figura 1).
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| Aido Piica
7 kido Mo
3 Jeid écto

4§ Aeido Acético

5. Aido Ciricg

B Aido Succiico

T Acido Fumrica

Fig. 4. Separacion para la mezcla de estdndares bajo las condiciones: Fase
mévil: H,SO4 pH = 2.5 (95%), MeOH (5%). FLUJO: 0.5 mL/min. Longitud
de onda: 215 nm. VOLUMEN DE [INYECCION: 20 pL
COLUMNA:Lichrosorb ®100 250*4.6 mm id

Tabla 5. Resultados obtenidos para el andlisis de acidos organicos (pH 2.5).

Analito | Acido | Acido | Acido | Acido | Acido Acido Acido
piravico | Malico | Lactico | Acético | Citrico | Succinico | fumadrico

Tr(min.) | 5.62 6.05 7.27 7.83 9.71 11.0 12.47

Como se puede observar, esta composicion permite lograr una separacion
satisfactoria. Sin embargo, con el objeto de afinar estas condiciones, se decide

ensayar pequenas variaciones del pH, sin cambiar la naturaleza de la solucion
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amortiguadora. Para este fin, se prepar6 la fase movil H,SO4 pH = 3.0 (95%),
MeOH (5%). La figura 2 muestra el resultado obtenido.

. | Acido pirinico
| 2 hcido Malico
B E.Jguzidu Lactico
4 Acido Acética
5. Acido Citrico

B.Acido Succinico

7 Acido Fumérico

Fig. 5. Andlisis de la mezcla de estandares Fase movil H,SO, pH = 3.0 (95%),
MeOH (5%o). Las demas condiciones se mantuvieron.

Tabla 6. Resultados obtenidos para el andlisis de acidos orgénicos (pH 3.0).

Analito | Acido | Acido | Acido | Acido | Acido Acido Acido
piravico | Malico | Lactico | Acético | Citrico | Succinico | fumadrico

Tr(min.) | 5.24 6.64 8.35 9.31 12.37 13.95 15.78

De esta forma, la resolucion entre los picos 1 y 2 y los picos 3 y 4, mejoro

sensiblemente. Sin embargo, como se puede notar los picos se ensancharon,
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Asi que se procedio a disminuir un poco la composicién de metanol en la
fase movil, se us6 una compuesta de la siguiente manera: H,SO4 pH = 2.5 (98%),

MeOH (2%). (Figura 3).

1. cido Pirisica
2 keido Malico
3 Keido Lactico
4 hcido Acstico
9 kcido Cirica
B. Acido Succinico

q
[

. Acido Fumirico

-

Fig. 6. Separacion de la mezcla de estandares. Fase movil H,SO4 pH = 2.5
(98%), MeOH (2%0)

Tabla 7. Resultados obtenidos para el andlisis de &cidos organicos (2%
MeOH).

Analito | Acido | Acido | Acido | Acido | Acido Acido Acido
piravico | Malico | Lactico | Acético | Citrico | Succinico | fumadrico

Tr(min.) | 5.19 6.29 7.65 8.42 10.81 13.05 14.88

Como tultimo cambio se mantiene el 2% de metanol en la fase movil y
unicamente se modifica el pH ajustandolo de manera casi exacta a un pH = 2.75

(Figura 4).
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|, Ac. pirivico
1 ke malico
3 Ac. actico
4 Ae. acatico
a.Ac. citrico
b Ac.succinco
T Ac, fumarico

L

Fig.7. Separacion de la mezcla de estandares. Fase movil H,SO, pH = 2.75

(98%), MeOH (2%)

Tabla 8. Resultados obtenidos para el andlisis de acidos organicos (pH 2.75).

Analito | Acido | Acido | Acido | Acido | Acido Acido Acido
piravico | Malico | Lactico | Acético | Citrico | Succinico | fumarico
Tr(min.) 5.8 6.5 7.6 8.4 11.8 13.3 14.3

Como se puede constatar la composicion de esta fase fue la que mostro

una resolucion Optima de los picos con una simetria muy aceptable. Cabe

mencionar que la concentracion de los acidos se fue variando para obtener una

sefial mas prominente.
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A través del continuo trazo de espectros UV-Vis en funcion del tiempo, se
pudo verificar que la fase movil permanecia estable al menos durante tres dias.

Después de ese tiempo, la fase movil, empieza a manifestar sefiales en el UV.

Tabla 9. Relacion de la estructura y pKa de los acidos organicos con su orden

de elucion (figura 4)

Analito Estructura pKa Tr (Min.)
Tiempo muerto (t) - 40
Acido Pirtvico Hflf?\wa 5 49 5.8
Acido Malico 0:0\"_:)20 3.45 6.5

oH 5.09

Acido Lactico 7.6
\é;ion 3.85
Acido Acético % 4.75 8.4
O
H

H
~o
. H"Ok“ AL ’O\‘H 312
Acido Citrico T Il : 11.8
0 07 ° 4.7
| 6.3

Acido Succinico H o 42 13.3
5.63
Acido Fumérico _ /o 3.1 14.3
o 4.6
9y

Los tiempos de retencién mostrados obtenidos nos indican que el andlisis
se lleva a cabo en poco tiempo, ademas que el orden de elucion de estos acidos se
relaciona con el pKa de cada uno de ellos, lo cual tiene que ver con la polaridad

de las moléculas.
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Adicion de un modificador

Con el fin de abreviar atin mas el tiempo del analisis cromatografico, se
ensayo la adicion a la fase movil de n-butanol y n-hexanol como modificadores
organicos [19] en una fase movil compuesta de H,SO4 pH=2.75 (98%) / MeOH
(2%).

Preparacion de la fase movil con n-butanol como modificador: a un
matraz aforado de 100 mL agregar 2 mL de n-butanol filtrado y desgasificado.
Aforar con la fase movil de H,SO4 pH=2.75 (98%)/MeOH (2%) previamente

preparada.

Fig. 9. Separacion de la mezcla de estdndares, fase mévil H,SO, pH = 2.75
(98%), MeOH (2%) y 2% de n-butanol.

Como se puede observar, si bien es cierto que el tiempo del analisis
disminuye, también la resolucion de los picos disminuye drasticamente. En
particular, se pierde la separacion entre el acido lactico y acido acético: por lo que

se decide eliminar la parte del modificador orgéanico.
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2.3.3. DETERMINACION DE ACIDOS ORGANICOS EN CERVEZAS.

El tratamiento de la muestra comercial es de suma importancia para el
analisis de cerveza, ya que esta constituida de una matriz muy compleja. Por
consiguiente, el tratamiento de la muestra deberd de ser el méas Optimo posible,

para eliminar la cantidad maxima de interferencias.

TRATAMIENTO 1

e Desgasificar la muestra de cerveza victoria tradicional 10 min., en
ultrasonido

e Filtrar en una membrana de 45um

e DiluirI:5

e Inyectar la muestra.

Empleando el procedimiento antes descrito se obtiene el siguiente

cromatograma.

Lhc. pirivico
2.Ac. malico
3Ac. lactico
4 Ac. acktico
S.Ac. citricn

- B. Ac. succirico

a I A | I Lo
1] | I

Y A I |
o s .I |"I' f .i { AV I". | I; |I I'-.
Vi I'\_j W -\‘. | \ | J"'.II\—/" \'\I ."\Ji.'l "'.\\

Fig. 10. Analisis de la cerveza victoria tradicional, fase mévil H,SO4 pH =
2.75 (98%), MeOH (2%) tratamiento: Desgasificar y diluir la muestra

El resultado obtenido presenta un exceso de picos no suficientemente

resueltos como para llevar la identificacion de los acidos organicos. Por lo que se
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plantea el llevar un tratamiento mas extenso de la muestra para eliminar algunos

compuestos interferentes con el analisis.

TRATAMIENTO 2

Con el objeto de disminuir los componentes coloridos de la matriz, se adiciona
al tratamiento carbon activado, para lo cual se planteo el siguiente procedimiento
(Tratamiento 2):

e Tomar una alicuota de 50 mL de cerveza victoria tradicional

e Desgasificar por 10 min. en un sonificador

e Agregar carbon activado 1g de carbon activado

e Filtrar por gravedad

e Diluir I:5

e Filtrar con un Acrodisco

|.4cido pirivico
2.4cido mdlico
3.dcido ldctico
4 dcido acético

5.4cido citrico
B.4cido succinico

(
Fig. 11. Separacion obtenida para la cerveza victoria tradicional despues del

tratamiento con carbén activado, desgasificacion y filtracion.
El niimero de interferencias disminuye significativamente, pero se estima

que no lo suficiente. Para tratar de disminuir el nimero de interferencias ain mas,

se ensayo el tratamiento descrito por Montanari [20] para la eliminacion de los
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azucares. Este autor propone una columna de filtracion empleando una resina
anidnica para la adsorcion de los azucares de la cerveza. A continuacidon se

describe detalladamente este procedimiento.

TRATAMIENTO 3

Preparacion de la columna: 5 g de resina Dowex 2-X8 en forma de cloruros
(fuertemente aniodnica), se suspenden en 40 ml de agua y se agitan durante 10

minutos para que la resina se hinche.

Por otra parte, se coloca en la parte inferior de una columna de vidrio (sobre
la llave), un pedazo de algodon, previamente humedecido, y se eliminan las
burbujas de aire por presion con una varilla de vidrio. Se abre un poco la llave y al
mismo tiempo se le agrega la mezcla resina-agua agitando y golpeando
ligeramente con el fin de lograr un empaque uniforme. No permitir nunca que el
nivel del agua sea mas bajo que el de la resina, agregar el agua necesaria

oportunamente.

Cuando se ha agregado toda la resina se coloca un trozo de algodon en la
parte superior de la columna para evitar el movimiento de la resina a cada adicion
y se eliminan las burbujas de aire presionando ligeramente con ayuda de la varilla

de vidrio. Se cierra la llave.

Trabajo de la resina: cuando la columna ha quedado empacada, deben
efectuarse varios intercambios antes de la separacion deseada para lograr la
maxima eficiencia de la columna. Con este fin se hacen pasar sucesivamente 40

ml de [NaOH] = 4M, 15 ml de agua desionizada y 50 ml de [HCI] = 6M.
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TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

El procedimiento para el tratamiento de la muestra, tomando en cuenta los

ensayos anteriores, quedo de la siguiente manera.

e Desgasificar 50 mL. de cerveza en el sonificador. por 30 min.

e Decolorar con 1g de carbdn activado agitandose durante aproximadamente 15
seg. (Filtrar a gravedad (Whatman)

e Neutralizar con NaOH 0.1N a pH= 7.8 utilizando pH metro.

e Colocar en una columna cromatografica de vidrio (lem diametro x 25cm
largo) 5g de resina anionica previamente tratada DOWEX SBR C, bajo forma
de cloruros.

e Humedecer la resina con 20 mL de solucion NaOH 0.1 N.

e Lavar con agua desionizada la resina ajustada previamente a pH = 7.

e Colocar un vaso de precipitados de 50 mL bajo la columna.

e Filtrar lentamente por esta columna una alicuota de 10 mL. De la muestra ya
sonificada decolorada y neutralizada.

e Agregar 25 mL de agua desionizada.

e Este eluyente, separarlo.

e Colocar un matraz aforado de 50 mL bajo la columna.

e Adicionar a la columna 25 mL. de HC1 0.1 N

e Lavar con agua desionizada hasta recuperar un volumen de aforo 50 mL.

e Filtrar en un Acrodisco de 0.45 um

e Inyectar 20 pL al HPLC.
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[.Ac. pirdvico
2 Ac. malico
8.Ac. lactico
4 Ac. acktico
0.Ac. citrico
b.Ac. succinico

T

Fig. 12. Separacion obtenida para la cerveza victoria tradicional, fase movil
H,SO,4 pH = 2.75 (98%), MeOH (2%), tratamiento con resina de
intercambio idnico.

Se puede constatar la eliminacion de las interferencias principales
(colorantes y azucares) permite simplificar la identificacion y cuantificacion de

los acidos organicos en la cerveza.

Con esta metodologia analitica ya optimizada se procedio a realizar los
estudios de recuperacion y linealidad de todos los acidos.

Ensayo de recuperacion
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Para verificar si durante el tratamiento seleccionado (Tratamiento 3) hay
una pérdida significativa de los acidos orgénicos, se sometid a una mezcla de
estos acidos de concentracidon conocida al procedimiento descrito anteriormente.
Cabe mencionar que este ensayo se llevo a cabo por triplicado. Los resultados

obtenidos se presentan en la tabla 14 y la figura 12.

|, Ac. pirvico

Lhe. mélico

$Ac.factico

{Ae. aciticn

3 Ac. cirico

b Ac. succinico
ﬂ Thc. fumrico

— T

WA

.
Fig. 13. Separacion de una mezcla estandar de acidos organicos sometidos al

tratamiento que llevara la muestra de cerveza para cuantificar &cidos
organicos.
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3. RESULTADOS Y ANALIS DE RESULTADOS
3.1. DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO.

CONDICIONES OPTIMAS ESTABLECIDAS

Se presentan a continuaciéon las condiciones cromatograficas Optimas
seleccionadas de los ensayos de la fase movil ademas de el flujo y la longitud de
onda sobre las cuales se trabajaran para la determinacion de los acidos organicos

€n cerveza.

Tabla 10. Condiciones cromatograficas, establecidas como 6ptimas.

COLUMNA Licrhrospher 100
Cat 50377
RP- 18 (5um)
No. 818337
SISTEMA ISOCRATICO E ISOTERMICO

FASEMOVIL | H,0, H,SO4, pH =2.75 (98 %) MeOH (2%)

LONGITUD DE 215 nm
ONDA
FLUJO 0.5 mL/min.
VOLUMEN DE 20 uL
INYECCION
% A =100
PARAMETROS ZERO =0
DEL ATT =3
INTEGRADOR AR REJ = 100000
CHT SP =1
TEMPERATURA AMBIENTE
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TRATAMIENTO DE ESTANDARES Y DE LA MUESTRA

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS
ORGANICOS EN CERVEZA.

p
Tratamiento de la
muestra

Resina DOWEX

[ Preparacion columna ]
SBRC, CI~-

!

Colocar en la parte de la llave i
de la columna fibra de vidrio s
Desgasificar 50 mL de
¢ cerveza
Colocar en la columna v
lgod6n humedecid (
aigodon Aumedeeldo Agregar 1g de carbon y
v agitar 15 min
A 4 \
Eliminar burbujas con 5 g resina, suspender agua , ¢
varilla de vidrio agitar (10 min) Filtrar a gravedad

y

Agregar NaOH | 0.1 N | hasta }

pH=7.8

Agregar resina a la columna
evitando burbujas

y
[ Agregar 20 mL NaOH | 0.1 N |

v
[ Agregar Agua desionizada pH =7
| )
* N\
Colocar vaso de pp 50 mL bajo —I—
la columna
A

[ Filtrar Alicuota (10 mL) ]

v

[ Agregar 25 mL H,0 ]

N

[ Separar eluyente ]

Colocar matraz aforado de 50 ]
mL bajo la columna

[ Adicionar 25 mL HCI |0.1N | ]
v

Agregar H,O hasta aforo

v

Filtrar en Acrodisco 0.45 um

v

[ Inyectar en HPLC ]
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El diagrama de flujo anterior nos indica el tratamiento optimizado que
llevara la muestra. Lo que sucede dentro de la columna de filtracién es lo

siguiente:

0] 0]
R OH | R O
pH =5 pKa de 4cidos ‘

7.0

pH

v

Al agregar NaOH | 0.1 N | a la muestra de cerveza los acidos contenidos

dentro de ella pasan a su forma ionizada.
Cuando se agrega NaOH | 0.1N | a la columna los CI se liberan y cuando
se filtra la muestra los 4cidos ionizados contenidos dentro de esta se fijan a la

columna los demés componentes son eluidos por el agua agregada.

Al agregar el HCI |0.1 N| los 4cidos son sustituidos por los Cl” a la

resina, y los acidos son eluidos hacia el matraz de aforo.

45



La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos de la inyeccion por

triplicado de una mezcla de estandares la cual se sometio al tratamiento descrito

como tres y el cual se resume en el diagrama de flujo 3. Se puede notar que los

tiempos de retencidon varian un poco con respecto a los tiempos de retencion

mostrados antes de ser sometidos a este tratamiento.

También es de observar la recuperacion de estos acidos, se encuentra por

encima del 85%.

Tabla 11. Resultados obtenidos del ensayo de recuperacion.

Analito T; (min) | AREA % recuperacion
Acido piravico 58 337832 90.44
Acido Mélico 6.5 379898 96.89
Acido Lactico 76 268276 94.11
Acido Acético 36 278778 94.41
Acido Citrico 12.0 310293 88.81
Acido fumarico 14.9 666359 91.19
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A continuacion, se presentan los parametros Cromatograficos asociados a

la separacion de los estandares con las condiciones seleccionadas.

Tabla 12. Parametros cromatograficos de la separacion optima de estandares
de acidos organicos.

Factor de Factor de Wpg Wos N(plat H
Parametro | capacidad | selectividad | Rs | (min.) | (min.) 0s
(k) (o) tedric
0S)
Acido 0.40 1.4 0.8 0.3 1932.1 | 0.0129
Piravico
Acido 0.6 1.6 2.54 0.6 0.2 5678 | 0.0044
Malico
Acido 0.92 1.1 1.27 0.6 0.2 8219 | 0.0030
Lactico
Acido 1.10 1.6 1.27 0.5 0.2 9781.3 | 0.0025
Acético
Acido 1.82 1.2 4.46 0.8 0.3 7867.1 | 0.0031
Citrico
Acido 2.27 1.1 2.26 0.7 0.3 10573 | 0.0023
Succinico
Acido 2.4 2.44 0.9 0.4 12228 | 0.0020
Fumarico

Los parametros cromatograficos obtenidos indican que el método
optimizado presenta una adecuada separacidon, pues respecto al factor de
capacidad se nota que K no es alta y existe una buena migracion de los analitos a
través de la columna. En todos las analitos a> 1 lo que nos esta indicando que
existe una buena separacion entre ellos. Rs > 1.5 en 5 de los siete acidos
analizados la excepcion se encuentra en los acidos lactico y acético mas sin
embargo; Rs esta por encima de 0.75 de estos analitos y se considera fiable
para llevar a cabo el andlisis de 4cidos orgénicos en cerveza y que la columna

elegida para este andlisis llevara a cabo una buena separacién de analitos en la

muestra problema.
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Toda vez que se resolvido las condiciones cromatograficas para la
identificacion y separacion de acidos orgéanicos y, ademas ya implantados el
procedimiento que se llevara a cabo para el tratamiento de las muestras, a

continuacion se procedio a la cuantificacion de dcidos organicos en cerveza.

Curvas de calibracion para los acidos organicos

Para realizar la cuantificacion de cada uno de los analitos a estudiar se
realizo una curva de calibracion por estandar externo a fin de establecer un
intervalo lineal. A continuacion se muestran los resultados obtenidos de cada

acido.

Tabla 13. Muestra los resultados de las curvas de calibracion.

Acido T; (min) | Ecuacion lineal R’
Piruvico 5.6 y = 22440x+16946 0.993
Malico 6.4 y =11700x-4915 0.996
Lactico 7.7 y = 11855x+2315 0.999
Acético 8.4 y=21119x+2315 0.999
Citrico 11.8 | y=21119x-11367 0.999
Succinico 13.3 | y=9124x + 8945 0.996
Fumarico 143 | y=23x10%+25566 0998

La tabla 13 nos muestra las ecuaciones para las curvas de calibracion, es
2 . . .
de notar las el valor R” en todos esta por encima de 0.99 lo que indica una buena

linealidad.

A continuacion se presenta la curva de calibracion obtenida para el acido

acético. Similares curvas se obtuvieron para los demas acidos.
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CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO ACETICO

Con (ppm) |AREA
5 60839
10 128342
25 287001
35 419651
54 644975

Fig. 14. Curva de calibracion para acido acético
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3.2 ANALISIS DE MUESTRAS COMERCIALES DE CERVEZAS

A continuacion se presentan en la tabla 14 los resultados de la

cuantificacion de acidos organicos en las muestras,

Tabla 14. Cuantificacion de acidos organicos en muestras comerciales.

© L O
0 \00 ot \Vy\ Q"& A4 3
& & & & & & &
o < S S <& <& <& &
N \a 0 0 NS N3 \3 QD
& & > > > > > <
& ¢ & & & St St ™
oS AN N Q Q < < C C
pH 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7
piravico 28,6 37,38 43,43 43,43 36,83 32,35 35,23 20-100
malico 64,97 192.9 152,25 153,61 233,79 233,44 1525 20-150
lactico 46,68 304,8 60,01 59,78 203,91 184,66 133,49 50-500
acético 62,44 187,79 162,65 172,69 29,48 207,75 195,82 50-200
citrico ND 84,4 186,01 156,01 ND 83,81 50,87 50-600
succinico 415,74 476,2 ND ND 119 481,49 450,49 40-200
fumarico ND ND 0,38 1,121 ND ND ND 0-8
TOTAL 618,43 1283,47 604,73 586,641' 623,01 1223,5 1018,4

* Concentracion tipica encontrada en cervezas americanas.

Como se muestra en la tabla 14 las concentraciones totales de &cidos
orgadnicos en algunos analitos estudiados rebasan a las reportadas en cervezas

americanas se hace la suposicion de que la concentracion aumenta por que:

1. Las cervezas analizadas son mexicanas, y la concentracion total de 4acidos
organicos en cerveza depende en parte de la cepa de levadura utilizada en

la elaboracion de la cerveza.
2. Las areas de los picos cromatograficos se desplazaron hacia arriba de la

linea base y posiblemente el integrador tomo dicha area como total y por

consiguiente esta area es muy elevada.
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De la misma manera se presenta el cromatograma obtenido para la cerveza
NEGRA MODELO. Similares cromatogramas fueron obtenidos de las demas

cuantificaciones.

|. Ac. piruvico
2 Ac. malico
T 3.Ac. lactico
4 Ac. acetico
2.Ac. succinico

94

A

g. 14. Separacion obtenida para la CERVEZA NEGRA MODELO.

Fi
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La Tabla 15 da una descripcion de los sabores que proporcionan los
diferentes acidos al sabor de la cerveza, asi como un intervalo de concentracion
para cada acido. Aunque los valores estan referidos a cervezas americanas, los

datos son muy similares a cualquier tipo de cerveza producido a nivel mundial.

Tabla 15. Sabor caracteristico que brindan los diferentes acidos a la cerveza.

Acido organico Descripcion del sabor Concentracion t_|'pica en
cervezas americanas

(ppm)

piravico acido, placentero, salado 20-100

malico acido y placentero 20-150

lactico acido y agradablemente suave 50-500

acético Agrio, avinagrado y picante 50-200

citrico acido poco agradable 50-600

succinico astringente acido y jabonoso 40-200
fumarico | 00 - 0-8

Referencias de la tabla [2,10,25-30]

Los factores que regulan la produccion de acidos organicos en cerveza son
aun desconocidos. Las proporciones de estos acidos dependen de las diferentes
cepas de levaduras. Las deficiencias de alguna vitamina en particular como la
tiamina favorece la formacion de acido piravico. Muchos oxiacidos son el
resultado del metabolismo de aminoécidos, de ahi que el contenido de éstos sea
importante. Los 4cidos volatiles tales como el acido acético se presume que es el
resultado de la hidrolisis de la acetil CoA, asi como otros acidos son el resultado

de la biosintesis de lipidos.

Las mediciones cromatograficas realizadas permitieron evidenciar
variaciones entre la concentracion y tipo de acidos organicos presentes en cada
cerveza de la misma marca. Estas diferencias encontradas especialmente respecto
a la concentracion de acidos organicos entre las muestras de cerveza parecen estar

relacionadas con las cepas de levadura utilizadas para la fermentacion.
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No obstante, la variacién cuantitativa de acidos orgéanicos en las diversas
muestras estudiadas, en general mostraron los mismos tipos de 4cidos organicos;
es decir los perfiles cromatograficos en todas las cervezas analizadas tuvieron el

mismo estereotipo.

De los acidos organicos identificados el acido piravico, malico, lactico y
acético se presentaron en todas las cervezas analizadas, a diferencia de los otros
tres que son acido citrico, succinico y el fumarico solo se encontrados en dos de

las siete muestras analizadas.

La excepcion a lo mencionado recientemente fue la cerveza modelo
especial presentacion botella de vidrio y la cerveza modelo especial presentacion

botella de lata.

Asi de esta forma se encontrd6 que cada cerveza tiene un sabor
caracteristico [25, 26], los 4cidos organicos como tal no representan ningun valor
cualitativo de acuerdo su concentracidon, es decir, de manera individual o en
conjunto solo brindan ese sabor placentero caracteristico de cada cerveza de
acuerdo a su concentracion que aun en el momento de la fermentacion los factores
que regulan su produccion son desconocidos. Sin embargo, es muy importante
cuidar su concentracion total pues si no brindaria sabores no deseados en una

cerveza.
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CONCLUSIONES

Aunque los acidos orgéanicos no estan actualmente considerados como
factores esenciales para la calidad de la cerveza, esta situacion puede modificarse,
dado el mayor conocimiento actual de sus actividades respecto al sabor que

brindan en conjunto.

El método optimizado cumplié todas las expectativas deseadas al principio
de este trabajo, pues se logro determinar las condiciones Optimas para la

separacion de los estandares acidos organicos por HPLC.

Se estableci6 el procedimiento adecuado para el tratamiento de las
muestras que garantice que los acidos organicos se mantengan integros en la

muestra final.

Se aplico el método desarrollado para la cuantificacion de los acidos
organicos en muestras comerciales. Sin embargo, al escudriiar la bibliografia solo
podemos concluir que los 4cidos organicos en la cerveza le brindan sabor
placentero y en ocasiones sabor desagradable como el caso del acido écido citrico,

pero respecto a su calidad no intervienen.
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ANEXOS

Al. CURVAS DE CALIBRACION DE LOS ANALITOS ESTUDIADOS.

CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO PIRUVICO CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO MALICO
Con (ppm) [AREA Con(ppm) |AREA
0,62 157279,00 CURVADE CALIBRACION PARA ACIDO PIRUVICO 4,52 55039,00 CURVADE CALIBRACION PARA A
1,56 343890,00) 00000 y= 22440x + 16946 13,56 225472,00,
218 53300 : R=0993 3164 540675,00f| 60000000 ;11073321
312 70929500 | 60000000 3616 86001 o000 -
500000,00
40000000 1
40000000
30000000
30000000
20000000 20000000 1
10000000 100000,00 1
¢
000 : . : . 000 : .
000 100 200 300 400 000 1000 2000
CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO LACTICO CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO ACETICO
Con (ppm] [AREA Con (ppm) |AREA
5 3% CURVADE CABRACON PARAACDO LACTCO 5608 CURVADECALBRACON PAA
100 14785
700000 1 180 700000
R ——
| 35is) S00000 P 00000
R*=099 B 41951
54| 620403 500000 sl 6A4975|| 500000
400000 00
300000
300000
200000
200000
100000
100000
0 T T L L L 1
00 N N 50 I
0 0 2 3
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CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO CITRICO
Con ppm) - [AREA

CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO SUCCINICO

Con ppm) |AREA

540 71970
1808 27765700

2] s | S0
o s | © <13

70000000 R=09%9
45,20 83974800 )
50000000
10000000
3000000
20000000
10000000
R S ————

000 1000 2000 3000 4000 5000

(URVADE CALIBRACION PARA ACIDO CITRICO

S 5560

100 %0 (URVADE CALIBRACION PARA

150 163365,00] | E0000000

016 18800 | sppp0000

MU S04

CURVA DE CALIBRACION PARA ACIDO FUMARICO
Con (ppm) - [AREA

00 el (URVADE CALIBRACION PARA ACIDO FUMARICO

0088 308503

0176 589069 H

0308 10036 1200000 = 3E+06x+ 25266

R=09%8
0382 115L100) 2000000
800000
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[] T T T 1

400000,00
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100000,00
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A2. CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DE LA CUANTIFICACION DE

ACIDOS ORGANICOS EN CERVEZAS.

I

|. Ac. pirtivico
2 .Ac. malico
3.Ac. lactico

4 Ac. acetico
a.Ac. citrico
B.Ac. succinico

Separacion obtenida para la cerveza VICTORIA TRADICIONAL.

|. Ac.
. malico
. lactico
4 Ac.
9. Ac.

B.Ac

M~ |

pirtvico

acetico
citrico

. fumarico

Separacion obtenida para la cerveza MODELO ESPECIAL PRESENTACION

BOTELLA DE VIDRO.
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|. Ac.
| 2. Ac.
. lactico
4 Ac.
a.Ac.
. fumarico

B.Ac

S~

piruvico
malico

acetico
citrico

Resultado obtenido de la cerveza MODELO ESPECIAL PRESENTACION

BOTELLA DE LATA DE ALUMINO.

. N

1 I. Ac
ﬂ 2 Ac. malico
a.Ac. lactico
4 Ac. acetico
. succinico

a.Ac

. piruvico

Separacion obtenida para la cerveza CORONA EXTRA BOTELLA DE VIDRIO
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|. Ac. piruvico
Z.Ac. malico
3.Ac. lactico
4 Ac. acetico
a.Ac. fumarico

S 4

|

Resultado de cerveza CORONA EXTRA BOTELLA DE VIDRIO BARRIL.

. Ac. piruvico
?7.Ac. malico
1 3.Ac. lactico
4 Ac. acetico
2.Ac. citrico
B.Ac. succinico

Resultados obtenidos para la cerveza CORONA EXTRA BOTELLA DE LATA
DE ALUMINO,
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