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1. INTRODUCCION

La elaboracion de la cerveza muy a menudo es considerada como uno de los procesos
biotecnoldgicos mas antiguos en la historia del hombre. Con el paso del tiempo la quimica y la
bioquimica han explicado y detallado los cambios que suceden durante el proceso de elaboracion,
de ahi la amplia gama en cuanto a variedad de productos existen y que en calidad se diferencian.

El gusto, aspecto y calidad nutricional, son algunos de los factores que caracteriza la
preferencia de la cerveza sobre los consumidores convirtiéndola en una bebida muy popular.

Para cualquier alimento o bebida, las caracteristicas sensoriales son un pardmetro vital
mediante el cual el consumidor valora un producto y el caso de la cerveza no es una excepcion
motivo por el cual en base a su origen, clasificacion, gusto, aroma y sensacion bucal se ha
introducido una unidad denominada “flavor” mediante la cual se puede determinar la calidad de
una cerveza.

El dulzor, la acidez, la saladez y el amargor que una cerveza presenta estd en funcion a la
estabilidad del flavor, de ahi que sea de suma importancia el estudio de los componentes que
denominan este complejo parametro. (2)

La acidez de una cerveza se debe a la presencia de acidos en el producto final,
procedentes del material con el que fue elaborada, del proceso, de la levadura, y de las
condiciones de la fermentacion.

Los acidos orgéanicos son constituyentes muy importantes de la cerveza por que tienen
efecto sobre el sabor y vida de anaquel, como patron de una fermentacion llevada a cabo
normalmente y porque significa la distincion entre diferentes tipos de cerveza, dan indicaciones
respecto a las diferencias en la composicion de los materiales empleados y en las variaciones de
la bebida. (2,4)

La importancia de estudio de los acidos orgéanicos en diversos productos radica en la
influencia que presentan sobre el control y estabilidad microbioldgica. (11). Cuantificarlos es
importante para monitorear el crecimiento y actividad bacteriana esto por razones nutrimentales.

(12).



Hasta hace algunos afios se habia estado analizando a los dcidos organicos por medio de
técnicas de separacion como la cromatografia ionica (IC), cromatografia por exclusion (IEC),
cromatografia de gases (GC) y por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAR) (8), sin
embargo, la preparacion de las muestras de diversas matrices, el tiempo de andlisis, el elevado
precio de las columnas, el tiempo de vida corto de las mismas, el limitado nimero de muestras
analizadas y el alto consumo de solventes, han hecho de estas técnicas ser poco rentables, sobre
todo en la industria donde los parametros de calidad son exigentes en cuanto a rapidez, eficiencia
y eficacia se refiere.

Es por ello que recientemente la electroforesis capilar ha sido una herramienta de
separacion poderosa (7) que ha complementado a las técnicas cromatograficas ya que parte de
presentar diversas areas de aplicacion, presenta grandes ventajas por ser un método analitico
sensible, eficiente, de bajo costo, rapido y por generar un minimo de residuos toxicos.

El propdsito de este trabajo radica en el de desarrollar un método electroforético (EC), que

permita cuantificar los dcidos organicos presentes en diversas muestras de cervezasmexicanas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar un método analitico por electroforesis capilar para separar, identificar y

cuantificar 4cidos organicos en cervezas mexicanas de mayor consumo.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

»  Determinar las condiciones electroforéticas dptimas para la identificacion y separacion de
acidos organicos en cerveza por Electroforesis Capilar.

»  Realizar las curvas de calibracion para cuantificar los acidos orgédnicos presentes en
cervezas mexicanas de mayor consumo.

»  Establecer el procedimiento del tratamiento de una muestra de cerveza que permita la
cuantificacion de acidos orgénicos.

»  Aplicar el método analitico desarrollado para la cuantificacion de los acidos orgéanicos en
muestras de cervezas de mayor consumo en nuestro pais, con el fin de establecer

condiciones de analisis a bajo costo y en menor tiempo.
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3. HIPOTESIS

Si conocemos las propiedades fisicas y quimicas de los &cidos organicos como lo son: acido
oxalico, fumadrico, malico, tartarico, succinico, piravico, acético y benzoico, se podra desarrollar
un método analitico por electroforesis capilar de zona para la cuantificacion de estos acidos

organicos presentes en muestras de cervezas mexicanas de mayor consumo.
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4. GENERALIDADES

4.1. ACIDOS CARBOXILICOS

Los acidos carboxilicos también denominados acidos organicos son aquellas sustancias
que poseen al menos un grupo carboxilo. Su nombre de 4cido se debe a sus propiedades
esenciales, el &tomo de hidrogeno del grupo funcional es labil hasta el punto de ser sustituible ().
Puesto que un atomo de oxigeno necesita solo dos enlaces covalentes para satisfacer sus
requisitos de valencia no participa ordinariamente en enlaces triples sin embargo, un atomo de

carbono se puede unir a dos atomos de oxigeno. La sustitucion del hidrégeno de un aldehido por

0
un grupo -OH produce al acido carboxilico, compuesto por un grupo carboxilo —EOH que se
abrevia —CO,H o —COOH y que es uno de los grupos funcionales base de una gran familia de

compuestos relacionados. Todos estos derivados de los 4cidos carboxilicos contienen al grupo

acilo Rt—, Numerosos acidos carboxilicos se encuentran en la naturaleza por ejemplo acido

acético, acido butanoico, acido hexanoico, acido coélico etc.

4.1.1 NOMENCLATURA

Las reglas de la ITUPAC permiten dos sistemas de nomenclatura dependiendo de la
complejidad de la molécula del acido. Los acidos carboxilicos que derivan de alcanos de cadena
abierta se nombran en forma sistematica reemplazando la —o terminal del alcano correspondiente
con —oico y anteponiendo la palabra dcido.En este sistema el atomo de carbono del carboxilo se
considera como el C1 al numerar los carbonos de la cadena. Una alternativa se refiere a los
compuestos que tienen un grupo —COOH enlazado a un anillo los cuales se nombran usando el
sufijo —carboxilico y anteponiendo la palabra acido. El carbono del -COOH esté unido al C1 y no

se numera en este sistema.



4.1.2 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DE LOS ACIDOS CARBOXILICOS

4.1.2.1.- PUNTOS DE EBULLICION
Los acidos carboxilicos hierven a temperaturas muy superiores que los alcoholes, cetonas
o aldehidos de pesos moleculares debido a la formacién de dimeros ciclicos que hace que

aumente el punto de ebullicion.

4.1.2.2 PUNTOS DE FUSION

Los écidos carboxilicos que contienen mas de ocho 4tomos de carbono, por lo general son
solidos, los puntos de fusion bajos se deben a la presencia de dobles enlaces (cis) en una cadena
larga, la cual impide la formacion de una red cristalina estable. A diferencia de los acidos
dicarboxilicos, los puntos de fusion, son elevados ya que teniendo dos carboxilos por molécula,
las fuerzas de los puentes de hidrogeno son fuertes, por lo cual se necesitan de altas temperaturas

para romper la red de puentes de hidrogeno en el cristal y fundir el diacido.

4.1.2.3 SOLUBILIDAD

Debido a la formaciéon de puentes de hidrogeno con el agua, los acidos carboxilicos de
peso molecular mas bajo son miscibles, a medida de que aumenta la longitud de la cadena
disminuye la solubilidad. La solubilidad de los 4cidos carboxilicos se ve favorecida con solventes
de polaridad baja como alcoholes o cloroformo, debido a que el 4cido contintia existiendo en la

forma dimérica.

4.1.2.4 ACIDEZ
Un acido carboxilico se puede disociar en agua para dar un protén y un ion carboxilato.
Normalmente los valores de la constante de acidez (K,) de los 4cidos carboxilicos simples son de

alrededor de 107. Por ejemplo la constante de acidez del 4cido acético (CH;COOH) es de 10™*7.

Aunque los acidos carboxilicos nos son tan acidos como los acidos minerales, son mucho

, ;. . . ;. y e 11 , ;o
mas acidos que otros grupos funcionales. Por ejemplo el acido acético es 10" veces mas acido
que los alcoholes mas &cidos. De hecho, el &4cido acético concentrado puede provocar

quemaduras graves en contacto con la piel.
10



La disociacion de un &cido 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 ion
carboxilato con la carga repartida por igual sobre dos atomos 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 ion carboxilato
hace que éste sea mucho mas estable que un ion alcoxido por tanto, la disociacién de un acido es
menos endotérmica que la de un alcohol.Los acidos carboxilicos son considerados como acidos

débiles, por lo cual los aniones carboxilato resultan ser bases débiles.

Un sustituyente que estabilice al ion carboxilato aumenta la disociacion produce un acido
mas fuerte. Los atomos electronegativos aumentan la fuerza de un acido porque su efecto
inductivo puede ser muy grande si estdn presentes uno o mds grupos electron-atrayente
contribuye a deslocalizar la carga negativa del ion carboxilato. Este efecto inductivo puede ser

muy grande si estan presentes uno o mas grupos electro-atrayentes en el &tomo de carbono.

11



Tabla 1. Algunas propiedades de los acidos organicos contenidos en la cerveza

Peso

Ofc{iﬁ;)co Molecular Pu(;eza Solubilidad Estructura Quimica | pKa
g g/mol ¢
(0]
Acido Altamente o
oxalico 90.04 98 soluble en OH 1.25,4.29
agua
[e)
(@)
fumarico 116.07 99 agua "N, 3.2,4.39
O
Acido Altamente i T
mailico 134.09 98 soluble en o o 3.45,5.9
agua I
OH (o]
Acido Altamente o
tartarico 150.09 99.5 soluble en o 3.04,4.37
agua
o OH
(0]
Ac!d? 118.09 99 Soluble en HO\H/\)I\OH 42.5.63
succinico metanol
(0]
Acid Altamente P
Aclco 88.06 99 soluble en 2.49
piruvico
agua 3 OH
Acido Altamente Y
acético 60.05 99 soluble en )J\ 4.76
agua OH
(0]
o Soluble en
Ac1(,1.0 122.12 98 agua caliente OH 4.2
benzédico

y en metanol

12




4.2 CERVEZA

Nombre de una bebida alcohélica elaborada por la fermentacion de soluciones obtenidas
de cereales y otros granos que contienen almidén. Se presume que su nombre proviene del latin
cléasico cervisia o cerevisia, por referencia a Ceres, diosa de la agricultura.

La cerveza es una mezcla compleja de diferentes compuestos en medio 4cido, todos ellos
contribuyen a su gusto y caracteristicas organolépticas (2). Un gran niimero de acidos organicos
estan presentes en la cerveza de cuya concentracion depende de los materiales crudos, el
procedimiento de fermentacion, la levadura y las condiciones de fermentacion. Una amplia
variedad de acidos organicos son producidos durante la fermentacion, algunos de los cuales
hacen importante contribucion al sabor (3).Los acidos organicos (ademds del CO,) afectan la

acidez/pH, sabor y tienen efectos positivos fisiologicos (diurético, reduccion del acido urico) (4).

4.2.1 HISTORIA DE LA CERVEZA

La historia de la cerveza estd intimamente ligada a los primeros pasos dados por el
hombre, su origen se remonta a la prehistoria, relacionando con la aparicién de grupos sociales
sedentarios, en la agricultura y la consiguiente necesidad de almacenamiento de los granos el
cultivo de cereales y la elaboracion de pan.

Los agricultores observaron que esta combinaciéon de granos molidos, puestos en un
recipiente y expuestos al medio ambiente normal fermentaba (por la accion de microorganismos
existentes en el ambiente). El resultado de lo obtenido les agradd y probaron agregar agua a la
pasta resultante del fermento.

Por el siglo XIII, se incorpord el lupulo a la mezcla, que estaba encargado de darle sabor y
aroma debido a sus conocidas cualidades antisépticas, que otorgan estabilidad a la bebida. (15).

La cerveza se elabora a partir de extractos acuosos de los granos de cebada germinada.
Las enzimas producidos durante la germinacion digieren el almidon del cereal para formar
azucares, que son transformados posteriormente en alcohol por levaduras. Se afiade lupulo para

conferir los aromas y “flavores” caracteristicos. (2)

13



4.2.2 COMPONENTES PRINCIPALES DE LA CERVEZA

Cereal

La elaboracion de la cerveza se puede hacer con cualquier cereal, los cuales son
preparados para que sus azucares sean fermentables. Para elaborar la cerveza se utilizan varios
cereales en su estado crudo o malteado, siendo la cebada el Unico que necesariamente debe
maltearse y el mas utilizado en la cerveceria.

Basicamente las maltas se distinguen en cuatro categorias:

I.- Malta basica: Maltas claras, poco horneadas con gran poder enzimatico, que suelen
formar la parte mas grande o la totalidad de la mezcla. En concreto estas maltas son llamadas
lager, pale o pils, seglin el fabricante.

II.-Maltas aditivas: Son maltas de color que va de ambar a negro, muy horneado y con
poco o nada de poder enzimatico. Suelen ser usados en pequefias cantidades para incidir sobre el
color o el gusto de la cerveza o por algin motivo técnico propio de las elaboraciones conocidas
como maltas negras, maltas chocolate o maltas tostadas.

IIL.- Maltas mixtas: Estas maltas estan mas tostadas que las maltas base pero conservan
propiedades enzimaticas suficientes al menos para sus propios aztcares, de manera que pueden
ser usados como base o como aditivos. En esta categoria encontramos las maltas de color &mbar y
caramelo. En esta drea, existen dos maltas caramelo particulares llamadas Munich y Viena muy
importantes en la cerveceria de esos paises.

IV.- Cereales crudos, tostados o gelatinizados: Se suelen utilizar en pequenas
cantidades. La calidad de los cereales, sus variedades, y la calidad del proceso de malteo definen
en gran medida la calidad de la cerveza.

Lupulo

En la elaboracion occidental de la cerveza, el lupus es el aditivo principal que se utiliza
comoequilibrante del dulzor. De esta planta se utiliza la flor hembra sin fecundar. En la base de
sus bracteolas, hay unas glandulas que contienen la lupulina, que es el ingrediente que aportara a
la cerveza su sabor amargo y los aromas propios. Existen numerosas variedades botanicas del
lupulo que son objeto de investigaciones intensas. Para su comprension, también se clasifican en

categorias:

14



Lipulos amargos: Son los que aportan mas acidos amargos que aromas. Los
representantes mas conocidos de esta categoria son el brewer'sgold y el northernbrewer o
nordbrauer.

Lupulos aromaticos: Estos aportan mas elementos aromaticos que amargos. En este
apartado se conocen especialmente el saaz/zatec que definen el estilo pilsner de cerveza, el spalt
y el tettnang en el area alemana, y los golding y fuggler en el area angléfona.

Lupulos mixtos: Aportan ambas caracteristicas juntas aunque menos acentuadas. En esta
clasificacion esta el hallertau y sobre todo sus derivados botanicos, asi como el hersbrucker y sus
derivados.

El lupulo es muy delicado, solamente se puede utilizar fresco durante las pocos meses de
su cosecha, que coincide con la de la vifia: finales de agosto a octubre seglin las variedades y el
sitio. Fuera de este intervalo temporal se tiene que condicionar, de manera que el mercado
presenta diversas formas que van desde el lupulo deshidratado hasta extracto de lipulo. La

variedad y el frescor del lupulo influyen muy sensiblemente en la calidad final de la cerveza.

Otros aditivos

Frutas

Actualmente se describen cervezas que en una operacion ulterior a la fermentacion se le
anade fruta, zumo de fruta o jarabe, procediendo asi una adicion de azicares que provocan una
segunda fermentacion. Los tipos historicos son la cerveza de cereza (kriek) y la de frambuesa
(frambozen). Existen otras de creacion mucho mas recientes, de kiwi, de albaricoque o de

platano.

Plantas

Hay cervezas aromatizadas con cafiamo, romero, castafia y con especias como el
jengibre, coriandro, peladura de naranja de curagao, pimienta, nuez moscada, etcétera.

Otros

La cerveza puede funcionar como excipiente o soporte de muchas cosas, actualmente en
algunas micro-cervecerias francesas a la cerveza se le adiciona miel o vino esto para inferir en su

aroma.

15



Agua

Entre el 85 y 92% de la cerveza es agua. Cada tipo o estilo de cerveza requerird una
calidad diferente de agua. Algunas requieren agua de baja mineralizacion, otras necesitan aguas
duras con mucha cal. Actualmente casi todas las cervecerias tratan las aguas de manera que
siempre tenga las mismas caracteristicas para una misma receta de cerveza.

Entre los minerales del agua que mas interesan a los cerveceros estan el calcio, los
sulfatos y los cloruros. El calcio aumenta la extraccion tanto de la malta como del lupulo en la
maceracion y en la coccion y rebaja el color y la opacidad (o lo turbia que es) de la cerveza. Los
sulfatos refuerzan el amargor y la sequedad del lapulo. Los cloruros dan una textura mas llena y
refuerzan la dulzura.

Levadura

Existen dos tipos basicos diferentes de levadura que definen los dos grandes grupos
estilisticos de cervezas:

I.- La levadura de alta fermentacion

Se encuentra en los tallos de los cereales y en la boca de los mamiferos. Fue descubierta
por Louis Pasteur en 1852 en sus investigaciones sobre la cerveza. Esta variedad actia a
temperaturas de entre 12 y 24 °C y se situa en la superficie del mosto. A las cervezas que se
consiguen con este tipo de fermentacion se les llama de alta fermentacion o Ales.

I1.- La levadura de baja fermentacion

Es una variedad descubierta involuntariamente por los cerveceros del sur de Alemania que
sometian sus cervezas a una maduracion a bajas temperaturas en las cuevas de los Alpes. Estos
hongos, se suelen situar en el fondo del fermentador. Las cervezas que se elaboran con esta
variedad son las llamadas de baja fermentacion o Lager.

I1L.- La levadura de fermentacion espontanea

En estas cervezas el elaborador no selecciona ninguna levadura sino que permite que
todas las levaduras en suspension en el aire se introduzcan en el mosto. Asi se instalan, a parte
del Saccharomyces, mas de 50 fermentadores diferentes entre los cuales hay que citar el
Lactobacillus (es una bacteria), que produce el acido lactico, y el Brettanomyces, que produce el
acido acético. Estas cervezas son pues acidas por definicion, y su elaboracion requiere

procedimientos especiales destinados a rebajar la acidez.
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Tabla 2.- Componentes principales de la cerveza (2)

Malta

Esta constituida por granos de cebada germinados durante un periodo
limitado de tiempo, y luego desecados.

Lupulo

Flor indispensable para la elaboracion de la cerveza debido a su
sabor amargo agradable y su aroma suave caracteristico ademas de
dar permanencia a la espuma.

Levadura

Hongos microscopicos unicelulares que transforman los glicidos y
los aminoacidos en alcohol y COs.

Agua

Las caracteristicas del agua de fabricacion influyen sobremanera en
la calidad de la cerveza. En la fabricacion de cerveza se utiliza agua
potable cuyas caracteristicas organolépticas deben ser completamente
normales.

Adjuntos

Debido a la alta fuerza diastatica (fermento) de la malta es necesario
agregar cereales no malteados a la cerveza para que su estabilidad
sea buena. El uso de adjuntos produce cervezas de un color mas claro
con un sabor mas agradable con mayor luminosidad y mejores
cualidades de aceptacion de enfriamiento.

Carbohidratos

Provenientes de la cebada malteada, su contenido en la cerveza oscila
entre los 2 o 3 g/100 mL. Son la principal fuente de azucares
fermentables.

Proteinas

Contiene de 0,2 a 0,6 g/100mL. de material proteico teniendo su
origen en la cebada malteada la cual presenta del 10-12 % de
proteina. La mayoria de las cervezas contienen todos los aminoécidos
esenciales.

Minerales

Debido a su contenido de agua mayor al 90% la cerveza contiene
diversos iones minerales. El contenido mineral difiere entre un pais y
otro por la composicion del agua. Se les atribuye un efecto sobre el
flavor significativo.

Vitaminas

Presenta vitaminas hidrosolubles, especialmente las del grupo B. Un
consumo moderado de la cerveza hace relevante el aprovechamiento
de las mismas.

Fibra

Contiene entre 0,3 y 1 g/100 mL. de fibra, resultante de las paredes
celulares de la cebada la cudles estan constituidas por B- glucano,
polisacaridos no amiléceos.
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4.2.3.- PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA

Germinacion de la malta

El grano de cebada, seleccionado, limpiado y humedecido, se extiende en una gran sala
llamada camara de germinacion, la cual esta acondicionada a 18-20°C. Enseguida con ayuda del
Galland, (aparato formado por dos cilindros, uno metélico exterior y otro interior giratorio de tela
metalica) en donde caen las semillas desde una tolva; por un eje interior sale una corriente de aire
himedo. El proceso dura de ocho a nueve dias y se interrumpe con una corriente de aire a 25°C
que deseca los granos (malta verde. Enseguida se tuestan en hornos especiales entre 100 y 200°C

y se muelen hasta reducirlos a harina.

Maceracion

Transformacion del almidon en azlicar fermentable, que se realiza entre 60 y 70°C
mediante la diastasa y dura unas 3 horas. El agua caliente se anade a las cubas que tienen
agitadores en las que esté la harina de malta. Hirviendo el liquido se detiene la accion enzimaética,
y las proteinas indeseables coagulan y precipitan. Se filtra en una cuba decantadora (lauter),
provista de doble fondo agujereado, o bien en filtros prensa. El filtrado, llamado mosto, se hierve
en grandes depdsitos, en donde se adiciona la cantidad precisa de lupulo. Se filtra, se enfria y

airea.

Fermentacion
Se introducen levaduras que se clasifican en:

Altas, formadas por cultivos de Saccharomy cescerevisiae, que suben a la parte posterior
del tanque de fermentacion (cervezas "ale"). El proceso empieza alrededor de los 9°C; la
temperatura asciende unos pocos grados en la fermentacion tumultuosa, y finalmente desciende
alrededor de 5°C en el enfriamiento. Al cabo de unos dias comienza la fermentacion lenta, que
dura de quince a veinte dias, segun la fabrica y el tipo de cerveza.

Bajas, formadas por cultivos de Saccaromy cescarlsbergensis, que se depositan en la

parte inferior, con temperaturas entre 15 y 20°C (cervezas "Lager").
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Maduracion

Este proceso consiste en dejar reposar el liquido en tanques especiales durante algunos
meses. Se adicionan agentes antioxidantes, acido sulfuroso o 4cido ascorbico, para evitar el
cambio de gusto. A veces se filtra con ayuda de agentes clarificantes.
Envasado

El contenido de anhidrido carbonico se regula en el tanque embotellador. El envasado de
la cerveza se realiza en botellas, botes, cubas o barriles, generalmente se pasteuriza. La cantidad
de alcohol oscila del 2 al 6%. Gracias al envasado la cerveza llega a su hogar con las mayores

garantias de conservacion, sabor y cuerpo.

Elaboracion de la Cerveza

MACERADO
{4 CEBADA

MALTA
e

.*‘Gh*i C A \N?

LUTPL LD DECANTACION

[AAAAEANES
(L

CENTRIFUGADD
¥ FILTRADD

_] CONSUMO

FERMENTACION

Figura 1.Proceso de fabricacion de la cerveza|21]
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4.2.4.- EL FLAVOR

La evaluacion sensorial en la cerveza se basa en la rueda del flavor que incorpora aspectos
de textura y percepcion bucal. La unidad del flavor (UF) es un numero adimensional, util, que
proporciona un indicadorque involucra gusto, aroma y sensacion bucal (2).

La complejidad de la composicién y produccion de cerveza ofrece numerosas opciones
para su alteracion con el tiempo sobre todo por el diverso grupo de componentes presentes en

medio acido.
4.2.5 ACIDEZ DE LA CERVEZA

Se debe a la presencia de acidos orgéanicos en el producto final, que proceden de la
levadura. Los niveles finales de estos 4cidos organicos estdn en funcion del vigor de la

fermentacion.

4.2.6 ACIDOS ORGANICOS EN LA CERVEZA

Tabla 3.Concentraciones Tipicas de Acidos Organicos en Cervezas

‘ Cervezas Cervezas Cervezas TIPO

Acido . . LAGERKIampfl

. Americanas [9] Mexicanas [17]
organico (ppm) (ppm) [14]
(ppm)

Acético 50-200 - 105+1.1
Benzoico - 200-1000 -

Citrico 50-600 5000-10000 178+1.1
Fumarico 0-8 3000 -
Glutarico - - -

Lactico 50-500 2000 556+1.1

Malico 20-150 - 68+1.4

Oxalico - - 31+1.3
Pirtvico 20-100 - 108+1.3
Succinico 40-200 - -
Tartarico - 150 -
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4.3 ELECTROFORESIS CAPILAR
4.3.1 ANTECEDENTES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

Las primeras experiencias separativas utilizando los principios electroforéticos fueron
realizadas en los afos 30 por Tiselius usando un tubo en U que contenia disoluciones libres o no
soportadas, posteriormente se utilizaron columnas y soportes planos como silice, papel, almidon
o poliacrilato humedecidos con disoluciones acuosas.

Aunque su uso y aplicacion para identificacion y cuantificacion de proteinas y otras
macromoléculas dio resultados favorables, estas técnicas presentaron inconvenientes porque eran
lentas, laboriosas, ademas de presentar poca reproducibilidad y no permitir la automatizacion.

Fue entonces hasta finales de los afios 60 cuando surge la electroforesis capilar, resultando
novedoso el uso de capilares en vez de superficies planas haciendo viable la técnica al eliminar el

calentamiento por efecto Joule (6).

4.3.2 PROCESO ELECTROFORETICO

Es el movimiento diferencial o migracion de iones en disolucion por atraccidon o repulsion
en un campo eléctrico. Teniendo un electrodo positivo y uno negativo colocados en una
disolucion conteniendo iones de diferente carga, aniones con carga negativa y cationes con carga

positiva, se mueven a través de la disolucion hacia el electrodo de carga opuesta. (6)

4.3.3 ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar es una técnica de separacion basada en la migraciéon de un
compuesto cargado bajo la influencia de un campo eléctrico. El flujo electroosmoético (FEO)
generado por los grupos silanol de la superficie interna del capilar da como resultado una
corriente plana del frente del liquido que contrasta con el frente parabolico de la cromatografia

liquida de alta resolucion (Fig. 3).
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Figura 2 (a) EC Electroosmosis produce un flujo uniforme en mas del 99.9% de la
seleccion transversal del capilar. La velocidad disminuye en las inmediaciones de la pared
capilar. (b) CLAR Perfil parabdlico de velocidad de un flujo hidrodinamico con velocidad
maxima en el centro del tubo y velocidad 0 en las paredes.(8)

Las separaciones dependen de la movilidad de los analitos, segun su forma, tamafio y
carga. Se emplea un sistema amortiguador para mantener el pH, controlando a su vez el flujo
electroosmotico.

La ventaja de esta técnica es que el capilar de silice fundida que generalmente se cubre
con una capa de poliimina para darle mayor rigidez y resistencia, tiene una ventaja a través de
ella que permite el pasaje de la luz UV. Con esta técnica descrita es posible separar cationes,

aniones, proteinas, macromoléculas y sustancias no cargadas en forma simultanea.

4.3.4 ASPECTOS TEORICOS DEL FENOMENO ELECTROFORETICO

La fuerza que actiia como motor de separacion en la electroforesis es el voltaje aplicado.
Las especies cargadas eléctricamente (iones) disueltos o suspendidos en un electrolito y sujetos a
un voltaje son obligados a migrar al electrodo con carga opuesta. Las separaciones ocurren
cuando los cationes se mueven en una direccion y los aniones en otra, o cuando las velocidades
de migracion de especies cargadas son diferentes.
La velocidad de migracion se expresa como:

v=u.E

dondev es la velocidad de migracion de cada ion (m s™), pees la movilidad electroforética (m?* V-
's) v E es el campo eléctrico aplicado dividido por la longitud total del capilar. La movilidad
electroforética es el factor que indica la rapidez con la que se mueve un ion o soluto a través de la

disolucion de separacion y esta descrita por la siguiente ecuacion:
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H== smnr
Dondegq es la carga del ion, M es la viscosidad de la disolucion y r es el radio de la particula o ion
en disolucion. Para medir la velocidad y la movilidad electroforética es necesario conocer el
tiempo (tiempo de migracion) que tarda un soluto en migrar desde el punto de inyeccion hasta el

detector y se expresa de la siguiente manera:

Ly L?
Ve 'LETV

t.l'.ﬂl _

donde Lt es la longitud total del capilar (m) y V es el voltaje aplicado (V), conociendo este
tiempo se podra calcular la velocidad y movilidad electroforética de cualquier analito mediante

las expresiones:

_ Lp
He = (L V)

donde Lp representa la longitud del capilar hasta la ventana de deteccion. Estas expresiones
determinan la velocidad y la movilidad electroforética aparente, los valores reales se obtienen

considerando el fendmeno de electroosmosis.
4.3.5 ELECTROOSMOSIS

Es el fenomeno provocado por la carga negativa que se produce entre las moléculas del
agua del bufer y de la superficie del medio de soporte, la ionizacidn el agua produce iones oxonio

(H;0"), estos estan cargados positivamente, por lo que al aplicar el voltaje se origina un flujo de

disolvente debido al desplazamiento de los contraiones.
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4.3.6 FLUJO ELECTROOSMOTICO

El uso de capilares de silice provoca un flujo electroosmotico(FEO) que hace mover a
iones y moléculas presentes en el medio electroforético hacia el catodo. A pH superiores a 6, en
la superficie interna de los capilares de silice, que contiene grupos hidroxilo, se formara una capa
de protones (H") cerca de la pared cargada negativamente Fig. 3. Estas cargas positivas
incluyendo las moléculas de solvatacioén de agua son atraidas hacia el catodo provocando el FEO,
que mueve igualmente a las especies neutras que se encuentran en el medio electroforético. La

velocidad de este FEO, Vego en cm/s es:

WD = <E"—£E) £
dmn

Dondeg,es la constante dieléctrica del vacio, € es la constante dieléctrica de la disolucion de la
separacion, § es el potencial zeta, 1| es la viscosidad de la disolucién de la separacion y E es el

campo eléctrico aplicado.
4.3.6.1 FACTORES QUE AFECTAN LA MOVILIDAD DEL FEO

Los principales factores que afectan a la movilidad electroosmotica son la constante
dieléctrica, la viscosidad de la disolucion de separacion y el valor del potencial zeta. El uso de
aditivos y modificadores de la disolucion de trabajo pueden influir en la constante dieléctrica y la
viscosidad de separacion, la cual a su vez depende de la temperatura a la cual se lleva a cabo la

separacion electroforética.
4.3.6.2 MODIFICADOR DE FLUJO

Comunmente se utilizan aminas cuaternarias como modificadores de flujo, como se
muestra en la figura X estas sustancias poseen una parte hidrofilica y otra parte hidrofobica donde
la parte hidrofilica con carga positiva establece interacciones de tipo ionico con los grupos silanol
a lo largo de toda la pared del capilar, mientras que la parte hidrofobica establece interacciones

con la parte hidrofobica de moléculas similares de amina cuaternaria dejando expuesta la parte
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hidrofilica de las moléculas que no estan adheridas a la pared el capilar estas ultimas quedan en

contacto con los aniones contenidos en el buffer

pared del capilar

b b4

ANIONES —p e

FLLJO ELECTROOSMOTICO b

Figura 3. Representacion de un modificador de flujo en EC (3)

De manera particular en este trabajo se utilizo el bromuro de
tetradeciltrimetilamonio (TTAB) este modificador se utilizo en concentraciones menores a su

concentracion micelar critica (CMC) (3)

4.3.7 POTENCIAL ZETA

El potencial zeta () es proporcional a la densidad de carga en la pared del capilar, la cual
a su vez es dependiente del pH, la movilidad variara acorde con el pH de la disolucion de
separacion, de tal forma que a elevados valores de pH, la movilidad del FEO sera
significativamente mas importante que a pH<4, esto debido a la baja ionizacién de los grupos
silanol. A pH >7, la movilidad del FEO es suficiente para asegurar la completa migracion de la
mayoria de los iones hacia el catodo independientemente de su carga. El potencial zeta también
depende de la fuerza i6nica, si esta se eleva, la doble capa se comprime y reduce la movilidad del
FEO. La movilidad electroforética de un soluto (u,) se calcula utilizando su velocidad de
migracion observada, que corresponde al vector suma de la movilidad electroforética real o
efectiva(u.) y la movilidad de flujo electroosmético (urzo).

Ha =Mt UFEO
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Figura 4. Doble capa eléctrica creada por la superficie de silice cargada negativamente y los
cationes proximos. Predominio de cationes en la parte difusa de la doble capa produce el
flujo electroosmodtico hacia el catodo cuando se aplica un campo externo (ANDREA
WESTON)

4.3.8 MODALIDADES DE SEPARACION DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR.

Tabla 3.Modalidades de la separacion de la EC

Modos de separacion SIMBOLO PRINCIPIO DE SEPARACION
Electroforesis capilar de zona ECZ Carga/tamafo
Cromatografia capilar CCEM Interaccion hidrofébica con micelas
electrocinética micelar del surfactante
Electroforesis capilar quiral ECQ Formacion de complejos
estereoespecificos
Electroforesis capilar por ECA Interacciones moleculares entre
afinidad ligando y analito.
Cromatografia capilar CCEMM Mecanismos electroforéticos y
electrocinética micelar con reparto cromatografico
microemulsiones
Electroforesis capilar en gel ECG Tamafio molecular
Isoelectroenfoque capilar IEEC Punto isoeléctrico
Isotacoforesis capilar ITFC Capacidad de migracion entre
tampones de distinta naturaleza
Electrocromatografia capilar ECC Movilidad en una solucién libre y
retencion cromatografica.
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4.3.9 SEMEJANZAS ENTRE EC Y CLAR

Tanto la EC y CLAR se consideran como técnicas separativas complementarias que al

trabajar con muestras en estado liquido presentan ciertas semejanzas como las siguientes:

Operan con deteccion on-line y utilizan sistemas de deteccion que recogen la sefial

respuesta frente al tiempo.

Capacidad de hacer andlisis cualitativos y cuantitativos.

Los resultados

cromatogramas)muestran los analitos separados y son caracterizados por su tiempo

de migracion.

de la

EC vy

de CLAR

Pueden ser acopladas a mas de un sistema de deteccion.

Pueden utilizarse empleando diversos modos.

Los sistemas de EC y CLAR pueden ser automaticos.

4.3.10 DIFERENCIAS ENTRE EC Y CLAR

Tabla 4. Comparacion entre la ECy CLAR.

CROMATOGRAFIA
CAPACIDADES ELECCFI;E,(I)EXII: ESIS LiQUIDA DE ALTA
RESOLUCION
Separacion de
macrqmolegl}las v x
en disolucion
Lograr eficacias
cercanas a los
millones de platos v x
tedricos.
. . Flujo laminar o
Perfil de flujo perfil de flujo plano parabolico
Longitud del paso
de luz en la celda o, .,
., Milimetros Micrometros
de deteccion
Volumen de uL NI
muestra
Costo de analisis Alto Bajo
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4.3.11 Componentes de un equipo de EC

Capilar

Fuente de poder

Par de electrodos

Depositos (viales)

Sistema de enfriamiento
Detector (Arreglo de diodos)

Sistema de adquisicion de datos

Compartimento
para el capilar

. !
Capilar—— |
1
|
l
T
|
|
| r—- !
! I | I|
ANODO aia
pu EI BUFFER | 1 +
arigen : vial de la muestra
|

computadora

Integradaor o

DETECTOR
|

BUFFER |E|

SUMINISTRO
DE VOLTAGE

desting

&_
CATODO

Figura 5. Componentes de un equipo de Electroforesis Capilar.(3)
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5. EXPERIMENTACION
5.1 Equipo
e PACE MDQ sistema de electroforesis capilar BeckmanCoulter, (Fullerton, CA, USA) con
detector de arreglo de diodos y UV visible, utilizando como sistema de adquisicion de
datos el software 32 KARAT 5.0 o PACE System MDQ, Instrument
e C(apilar de silice fundida de 75um de didmetro interno, 60 cm de longitud total (LT),
52.5cm de longitud efectiva (LE).
e Balanza Analitica BoecoGermany.
e Agitador magnético ThermolyneCimarec® 2
e Ultrasonido Transsonic 570
e Sistema purificador de agua Millipore
e PotencidémetroHanna Instruments
5.2 Material
e Vasos de precipitados 50, 100 y 250 mL.
¢ 4 matraces volumétricos de 10 mL.
¢ 1 Pipeta volumétrica 25 mL
e 2 pipetas volumétricas de 0.5 mL.
5.3 REACTIVOS
e NaH,PO4® H,O (J.T. Baker)Na,HPO4® 12 H,O (J.T. Baker)
¢ HClconcentrado (J.T. Baker)
e NaOH hojuelas (J.T. Baker)
e TTAB (bromuro de tetradeciltrimetilamonio) (Sigma-Aldrich)
e (CTAB (Bromuro de cetiltrimetrilamonio) (Sigma-Aldrich)
e Resina de intercambio anionico (cloruros)Dowex® 1x2, CI” (Sigma- Aldrich).
e Acido clorhidrico (JT Baker)
Estandares
Todos los estandares acético, benzoico, citrico, fumarico, glutarico, lactico, malico, oxalico,
piravico, succinico, tartarico respectivamente son de grado analitico y son obtenidos de la marca
Sigma-Aldrich exceptuando al acido citrico monohidratado, el cual es distribuido por Baker

Analyzed.
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Muestras

Las muestras a analizar (Tabla 5) son de la cerveceria Grupo Modelo de la variedad de
productos se eligen inicamente siete, (Negra modelo vidrio, Victoria Tradicional vidrio, Modelo
Especial vidrio, Modelo Especial lata, Corona Extra barril, Corona Extra vidrio, Corona Extra

lata) siendo estos los de mayor consumo en nuestro pais.

Tabla. 5. Presentacion de las muestras analizadas.

CERVEZA PRESENTACION VOL(mL) MUESTRA
NEGRA MODELO BOTELLA DE VIDRIO 325 ]
VICTORIA BOTELLA DE VIDRIO 355
TRADICIONAL
MODELO ESPECIAL BOTELLA DE VIDRIO 325 ‘
MODELO ESPECIAL LATA DE ALUMINIO 355
CORONA EXTRA BOTELLA DE VIDRIO
BARRIL 325
CORONA EXTRA BOTELLA DE VIDRIO 355
CORONA EXTRA
LIGHT LATA DE ALUMINIO 355
O’DOUL’S LATA DE ALUMINIO 355
XX LAGER BOTELLA DE VIDRIO 325
CORONA FAMILIAR BOTELLA DE VIDRIO
1200
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5.4 Preparacion de soluciones

Bufer de fosfatos 7.5 mM NaH,PO4 ¢ H,Oy 2.5 mM Na;HPO,® 12 H;O 0.5 mM TTAB pH
6.40, 50 mL.
Pesar 0.0517 g de fosfato de sodio monobésico y 0.0417 g de fosfato de sodio decahidratado,
mezclar y disolver en agua desionizada, si es necesario ajustar con unas gotas de NaOH 0.1 N a
pH 6.40, adicionar esta mezcla a 0.0084 g de TTAB, agitar hasta completa homogenizacion y
posteriormente llevar a volumen de aforo. La preparacion es diaria.

Estandares
Los estandares de los acidos oxalico, tartarico, malico, succinico, pirGvico, y acético, se prepararon
por disolucion en agua desionizada (10g/l) y se almacenaron en refrigeracion durante un mes
exceptuando el acido fumadrico y 4acido benzoico los cuales se disolvieron en etanol
manteniéndose a temperatura ambiente durante 15 dias.

Preparacion de la mezcla de estandares
Se analizaron de manera individual los estdndares de los acidos organicos oxalico, fumarico,
tartarico, malico, succinico, piravico, acético y benzoico, con las condiciones de trabajo

anteriormente descritas, a concentraciones iniciales de 50 ppm.

32



5.5 Plan de trabajo
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Figura 6. Diagrama de flujo de las actividades a desarrollar.

5.6 Desarrollo del método electroforético
Etapas del desarrollo del método

ETAPA L.- Establecer las condiciones electroforéticas 6ptimas para la separacion y cuantificacion
de los acidos orgéanicos mediante EC.

ETAPA II.- Establecer el tratamiento de la muestra mas adecuado para la eliminacion de
interferencias.

ETAPA IIL- Aplicar el método el método analitico para la identificacion y cuantificacion de los
acidos organicos en muestras comerciales de cerveza.

5.7 Tratamiento de la muestra.

Una vez establecidas las condiciones Optimas para la separacion electroforética se evalud
el tratamiento de la muestra.

Debido a la complejidad de la matriz se propone llevar a cabo diferentes tratamientos con

el fin de eliminar la cantidad méaxima de interferencias.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Optimizacion del método

Tomando como base la metodologia de Matd Inés y cols. [11] quienes, proponen que, para
determinar acidos orgéanicos (oxalico, férmico, tartdrico, mélico, succinico, maleico, glutérico,
piravico, acético, lactico, citrico, butirico, benzoico, soérbico, ascorbico, y gluconico) en
bebidas,reporta tiempos de analisis menores a los 4 min., empleando un buffer de fosfatos (7.5
mM NaH,POy4 + 2.5 mM Na,HPO, ) a un pH 6.40y 2.5 mM TTAOH y 0.24 mM CaCl, como
modificador selectivo para el caso de acido citrico,ocupando un capilar de longitud total de 60 cm
con una longitud efectiva de 52.5 cm y una longitud de onda de 185 nm y utilizando polaridad

inversa a —25 kV.

En este trabajo se identificaron y cuantificaron los 4cidos oxalico, fumarico, malico, tartérico,
succinico, piruvico, acético y benzoico en mezcla, para cervezas, sustituyendo el modificador de
flujo hidroxido de tetradeciltrimetilamonio (TTAOH) por bromuro de tetradeciltrimetilamonio
(TTAB), (14) el cual es un reactivo de uso comun y omitiendo el uso CaCl, debido a que para

este estudio no se incluyé al acido citrico.

Tabla 6.- Condiciones electroforéticas de trabajo

CONDICIONES DE TRABAJO CONDICIONES DE TRABAJO
INICIALES FINALES
CAPILAR 75 wm de didmetro interno, 60 cm de | 75 um de didmetro interno, 77 cm de
longitud total, 52.5c¢cm de longitud longitud total, 66.5 cm de longitud
efectiva. efectiva
BUFER 7.5 mM NaH,PO4 Y 2.5 mM 7.5 mM NaH,PO4 Y 2.5 mM
Na,HPOy4, 2.5 mM TTAB y pH 6.40 | Na,HPO4, 0.5 mM TTAB y pH 6.40
INYECCION 1.5psi 10s 1.0psi 10s
VOLTAJE -25 Kv -25 Kv
TEMPERATURA 25°C 20°C
DETECCION 191 nm 205 nm

La tabla 6 muestra como se llego a las condiciones de trabajo realizando ligeros cambios, entre

los mas notorios la utilizacion de un capilar de mayor longitud.
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Figura 7. Escalas de pKa para acidos organicos en cervezas mexicanas y el valor de buffer
de fosfatos pH = 6.4
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En la figura 7 se aprecian las condiciones de pH impuestas por el buffer de

fosfatos el cual fue de 6.4 y las especies presentes en solucion de cada acido orgénico analizado a

este valor de pH.

6.2 Mezcla de estandares

Con el fin de observar sefales definidas y con resoluciones mayores o iguales a 1.5, se

obtienen las siguientes concentraciones cada estandar tabla 6.

Tabla 7. Concentracion de los acidos organicos (ppm) en la mezcla de estandares

AU

0005

0.ma

0M3

.00

0025

0050

0055

-0.H0

1.H5

1.ED

0ES

ACIDO ORGANICO | CONC (ppm)
1 Oxalico 1
2 Fumarico 0.5
3 Malico 10
4 Tartarico 10
5 Succinico 5
6 Piravico 5
7 Acético 10
8 Benzoico 0.5
S
7
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Figura 8. Electroferogramas de los acidos organicos contenidos en la Tabla 7 por separado

y en mezcla
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6.3 Longitud de onda

El equipo utilizado para este estudio, consta de un detector de arreglo de diodos, que
permite llevar a cabo un andlisis a diferentes longitudes de onda, (191 a 309 nm). Para elegir la
mejor longitud de onda se realiz6 un barrido de la mezcla de estandares y se observo que a 205
nm se obtieneuna linea base satisfactoria esto debido a que los componentes del buffer no
absorben significativamente, ademas de llevar el analisis a tres longitudes de onda 200 nm, 205
nm y 210 nm. Puede observarse que en el maximo de absorcion (200nm) la respuesta analitica es
mas alta, pero la linea base no es adecuada debido al ruido que presenta, a 210 nm se observa que
tanto la linea base como la respuesta analitica ya no son confiables debido al ruido y al
decremento de la absorbancia para cada sefial por eso se considera como Optima la longitud de

onda de 205 nm.

0.0

445 a0 5.5 G0 6.5 7.0 E] g0 55 a0 =ki]

Minutos

Figura 9. Mezcla de estandares utilizando capilar longitud total de 60 cm, bufer de fosfatos
pH= 6.4, 0.5 mM de TTAB, -25 kV, 20°C, a) 200 nm, b) 205nm, ¢) 210nm
Identificacion de picos: (1) oxalico,(2) fumarico, (3) tartarico, (4) malico, (5) succinico,
(6) piravico, (7) acético, (8) benzoico
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6.4 Electrolito soporte

El electrolito de fosfatos presenta una movilidad similar a la de los &cidos organicos ademas de
que la adicion del TTAB, favorece la direccion del flujo electroosmético en la determinacion de
los aniones(11).

Se utilizo el buffer descrito en la tabla 6, sin embargo no dié buenos resultados sino hasta que se
disminuy6 la concentracion del modificador del flujo a 0.5 mM del TTABbasandose en la
concentracion micelarcritica de este surfactante.

Una vez cambiada la concentracion del modificador se obtuvo que los mejores resultados para
la determinacion de los analitos en estudio, fue utilizado un buffer a partir de una mezcla de
fosfatos (7.5 mM NaH,PO4 + 2.5 mM Na,HPO,) y 0.5 mM TTAB a un pH constante de 6.4.

A pesar de que se observan las sefiales en un tiempo de andlisis menor a los 6 minutos, la
separacion de los analitos en mezcla no es adecuada y se puede observar en la figura 1, inciso b,
por lo cual se decide cambiar el pH del electrolito soporte y probar la separacion a pH de 5.0 y
7.0 (Fig.1, inciso a y ¢ respectivamente). También se intento variar la concentracion de TTAB sin

resultados positivos.

Time: 7.556 Minutes
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Figura 10.Mezcla de estandares utilizando capilar longitud total de 60 cm, biifer de fosfatos
con 0.5 mM de TTAB, -25 kV, 25° C, 200 nm. a) pH =5.0, b) pH = 6.40,c)pH =7.0
Identificacion de picos: (1) oxdlico,(2) fumarico, (3) tartdarico, (4) malico, (5) succinico, (6)
piruvico, (7) acético, (8) benzoico.
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6.5 Longitud del capilar

Debido a que el primer capilar de silice fundida que se utilizé en el desarrollo de este trabajo de

las siguientes caracteristicas: 65 cm LT y 56 cm LE y75 pum de didmetro interno de, no permitio

una adecuada separacion como se observa en la figura 1, se cambio por uno de mayor longitud

77cm longitud total(LT), 66.5 cm longitud efectiva (LE), 75 umd.i. demanteniendo las

condiciones anteriormente descritas observandose una separacion mas adecuada, fig.2 (d)

Tidme: 11.213 Minstcs
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100

Figura 11. Mezcla de estandares. Capilar de longitud total de 77 cm. d) pH= 6.40, ¢) pH=
6.70, ) pH = 7.0.Identificacion de picos: (1) oxdlico, (2) fumarico, (3) tartarico, (4) madlico, (5)

succinico, (6) piruvico, (7) acético, (8) benzoico.

Se estudio también la influencia del pH cambiando los valores ligeramente a 6.7 y 7 para

encontrar la mejor separacion en base al parametro de resolucion (Tabla 8). Se selecciond trabajar

a pH de 6.4 debido a que los valores de resolucion son en general iguales o mayores a 1.5 y los

picos presentan un area mayor.
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Tabla 8. Tabla comparativa de Rs en funcion del pH de trabajo.

Par de picos RESOLUCION
evaluados 6.4 6.4" 6.7" 7.0"
1-2 6,10 11,95 5,93 9,36
2-3 0,79 1,45 1,93 1,13
3-4 1,01 2,06 1,07 1,04
4-5 0,87 2,44 1,04 0,82
5-6 4,76 9,88 2,78 3,94
6—7 3.70 1,46 5,83 5,39
7-38 - 6,57 11,36 8,53

*capilar longitud total de 60 cm, longitud efectiva de 52.5cm
# capilar longitud total de 77 cm, longitud efectiva de 66.5cm
El tiempo de andlisis aumento a5 minutos més de lo ya reportado, donde se considera el

incremento de la longitud del capilar asi como el modificador de flujo (TTAB) empleado.

6.6 Lavado entre corridas

Se observd que durante el desarrollo de este método, los tiempos de migraciéon no eran
reproducibles ya que el tiempo de retencion para cada analito disminuia a demas de que la
resolucion entre cada una de las sefales se veia afectada, por lo cual se realizaron una serie de
lavados al capilarvariando el tiempo, la presion y la temperatura con el fin de encontrar una

estabilidad en cuanto a las areas y tiempos de migracion para cada acido organico.

Tabla 9. Coeficientes de variacion (C.V.) en funcion del area de pico en las diferentes
condiciones de lavado

% C.V. Areas
30psi 1 min 20 psi 3 min 25psi 5 min 20 psi 5 min

Ac. Organico 25°C 25°C 25°C 20 °C
Oxalico 27,99 11,10 1,62 1,04
Fumarico 5,69 3,16 1,53 1,23
Tartarico 5,09 7,66 9,55 1,21
Malico 3,98 3,82 3,56 2,08
Succinico 7,22 12,94 23,84 0,44
Pirdvico 54,74 9,08 4,62 0,39
Acético 20,59 8,08 0,21 0,60
Benzoico 11,45 3,78 141,13 1,50
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Tabla 10. % Coeficientes de variacion en funcion de los tiempos migracion de las diferentes
condiciones de lavado

C.V.% Tiempos
30psi 1 min 20 psi 3 min 25psi 5 min 20 psi 5 min

Ac. Organico 25°C 25°C 25°C 20 °C
Oxalico 10,15 0,82 0,05 1,23
Fumaérico 10,80 0,93 0,05 1,34
Tartarico 10,92 0,97 0,09 1,37
Malico 11,12 1,00 0,09 1,39
Succinico 11,21 1,02 0,10 1,42
Pirdvico 12,69 0,93 0,11 1,44
Acético 12,84 0,90 0,12 1,37
Benzoico 13,95 1,01 0,16 1,71

En la tabla 10 seobserva queel C.V. para 20 psi por 5 min a 20°C es menor que para cualquiera de
las condiciones trabajadas, por el contrario para los tiempos la menor variacion se encuentra a 25

psi durante 5 min a 25°C.

Debido a que las areas hacen referencia a la concentracion de cada analito se considera como el
mejor lavado entre corridas el que se realizo a 20psi Smin a 20°C, ademaés de que el C.V. para los

tiempos bajo estas condiciones no sobrepasa el 2% de variacion.(gardufio)

Las inyecciones se realizaron por cuadruplicado observando que los tiempos de migracion no
presentaran variacion, asi como tampoco las areas, esto de acuerdo al célculo del C.V. se tiene
que el lavado 6ptimo para el capilar entre corridas es de 20 psi durante 5 min.a una temperatura

de 20 ° C ( Ver tablas 9 y 10 respectivamente)

6.7Temperatura

En los primeros andlisis se trabajé con una temperatura de 25 °C, sin embargo surgieron
inconvenientes para mantener estables los tiempos de retencion de los analitos, la longitud del
capilar tuvo mucho que ver, siendo este 12 cm mas largo que el propuesto por Mat6 (11), el calor
que se genera dentro de este influye directamente en la viscosidad del buffer haciendo que los
picos de los analitos salgan antes provocando una union entre si viéndose afectada el area y por

ende la resolucion entre estos, de esta manera se eligid la temperatura a 20 °C tanto en los
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lavados de capilar asi como en cada uno de los andlisis los resultados de acuerdo al C.V. también

se observan en la figura 7 inciso b).

6.8. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
Antes de introducir la muestra al equipo, fue necesario llevar a cabo un tratamiento adecuado con

el fin de medir la sefal para cada analito, eliminado la mayor parte de las interferencias.

Se estudiaron cuatro tratamientos para la cerveza y se describen a continuacion:

Tratamiento 1

Tomar una alicuota de 25 mL

Desgasificacion manual durante 10 min.

Sonicacién durante 20 min

Decoloracion con 1g de carbon activado agitindose durante 1 min hasta completa
homogenizacién seguida de una filtracion por gravedad utilizando papel WhatmanNo. 40 de 125
mm de didmetro

Neutralizar con NaOH 0.1 N a pH =7.8 utilizando potencidémetro.

Colocar en una columna cromatografica de vidrio de 10 cm de longitud y 1 cm de didmetro 5g de
resina anionicaDowex SB2C previamente tratada bajo la forma de cloruros.

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

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

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

Filtrar lentamente por esta columna 2 mL de la muestra ya sonicada decolorada y neutralizada.
Agregar 25 mL de agua desionizada.

Separar el eluyente.

Colocar un matraz aforado de 50 mL bajo la columna.

Adicionar a la columna 25 mL deHC1 0.1 N.

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

Filtrar con un ayuda de un Acrodisco de 0.45 um.

Colocar en un vial y realizar la corrida en equipo de electroforesis capilar.
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Minutes

Figural2.Evaluacion del Tratamiento 1 de la muestra: a) directa; b) con dilucion 1:5

Los resultados para este tratamiento no muestran resultados satisfactorios debido a que al
analizarlo en el equipo muestra sefiales sin definicion aun con dilucion 1:5, a demas de que el
tiempo que se invierte para llevar a cabo este intercambio anionico es de aproximadamente 2

horas y media.

Tratamiento 2

Tomar una alicuota de 25 mL

Desgasificacion manual durante 10 min.

Sonicacion durante 20 min

Decoloracion con 1 g de carbon activado agitandose durante 1 min hasta completa
homogenizacion seguida de una filtracion por gravedad utilizando papel WhatmanNo. 40 de 125
mm de didmetro

Ajustar con NaOH 0.1 N a pH = 4.56 utilizando potenciémetro.

Filtrar con ayuda de un Acrodisco de 0.45 um.

Colocar en un vial y realizar la corrida en equipo de electroforesis capilar.

Se observan sefales indefinidas por lo cual se realiza una dilucion de 1/10
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Tratamiento 3 (sin decoloracion)

Tomar una alicuota de 25 mL

Desgasificacion manual durante 10 min.

Sonicacion durante 20 min

Ajustar con NaOH 0.1 N a pH = 4.56 utilizando potenciometro.

Filtrar con un ayuda de un Acrodisco de 0.45 um de poro.

Colocar en un vial y realizar la corrida en equipo de electroforesis capilar.

Se observan sefiales indefinidas por lo cual se realiza una dilucién de 1:10

Tratamiento 4

Tomar una alicuota de 25 mL

Desgasificacion manual durante 10 min.

Sonicacion durante 20 min

Filtrar con un ayuda de un Acrodisco de 0.45 um de poro.

Realizar una dilucion de 1:5

Colocar en un vial y realizar la corrida en equipo de electroforesis capilar.

Entre los tltimos dos tratamientos se llevd a cabo una comparacién para saber si el ajuste de pH
interfiere en el analisis y como se observa en la figura 11 las sefales son mas definidas omitiendo

dicho ajuste con NaOH.

0.06

4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
Minutes

Figura 13. Evaluacion de a) Tratamiento 3 y b) tratamiento 4
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De los cuatro tratamientos estudiados, el tratamiento 4 fue el que generé mejores resultados, y fue

el que se empled para la identificacion de los analitos en todas las muestras.

6.91dentificacion de acidos organicos mediante EC

Se llevo a cabo la identificacion de los &cidos organicos en una muestra comercial de cerveza

Negra Modelo, debido a que esta es la de mayor interés ya que esta presentaba mas sefiales

(posibles acidos orgadnicos) a comparacion de otro tipo de cervezas de la misma cervecera (Fig.

12).
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Figural4. Muestras de cerveza del grupo modelo.

(1) Modelo Lata, (2) Corona extra clara, (3) Negra Modelo y (4) Corona Extra. Todas con

una dilucion 1:10.

A fin de identificar con certeza la presencia de cada acido orgénico, se procedio a la fortificacion

simple de la muestra adicionando una concentracion conocida de cada analito previo al

tratamiento realizado

(Figura 15).

a la muestra Negra Modelo, obteniendo los siguientes electroferogramas
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-0.00E
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-0.018

-0.024
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Figura 15. Identificacion de acidos organicos en una muestra de cerveza Negra modelo,
dilucion 1:10. (1) Muestra de cerveza sin fortificacion, (2) adicion de dcido oxdlico 6 ppm, (3)
adicion de dacido fumadarico 3ppm, (4) adicion de acido malico 30 ppm, (5) ddicion de dcido

piruvico 30 ppm, (6) adicion de acido acético 72 ppm

Una vez identificados los &4cidos organicos en las diferentes muestras, se procedera a la
cuantificacion de los mismos mediante una curva de calibracion, bajo las mismas condiciones de

analisis.
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6.10.- Cuantificacion de acidos organicos mediante EC
Se realizaron las curvas de calibracion mediante mezclas de los estandares, variando la

concentracion de los sistemas de acuerdo a las referencias, obteniendo los resultados siguientes.

Tabla 11. Datos de la curva de 10000
calibracion de, acido oxalico 9000 - y = 689,85x - 62,422
Area | [ppm] | A/ [ppm] 8000 - R?=0,9991
1375 2,05 670,732 7000 A
1402 2,05 683,902 — 6000 1
S1] 1399 2,05 682,439 << 5000 -
2796 4,1 681,951 4000 -
2731 4,1 666,098 3000 -
s2 | 2691 4,1 656,341 2000 4
4195 | 6,15 682,114 1000 +
4220 | 6,15 686,179 0 ' ' !
0 5 10 15
S3 | 4117 6,15 669,431 ppm
2642 8,2 688,049 Figura 16. Curva de calibracién para acido oxilico en
2397 8,2 682,561 buffer de fosfatos pH=6.4
S4 | 5551 8,2 676,951
6960 10,25 679,024
6853 10,25 668,585
S5 | 6941 10,25 677,171
8389 12,3 682,033
8564 12,3 696,260
S6 | 8548 12,3 694,959
PROM | 679,1545
DS 10,0515
Ccv 1,48%
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Tabla 12. Datos de la curva de
calibracion de acido malico

Area [ppm] | A/ [ppm]
1677 20,4 82,206
1703 20,4 83,480

S1] 1632 20,4 80,000
3412 40,8 83,627
3529 40,8 86,495

S2 | 3390 40,8 83,088
5082 61,23 82,999
5004 61,23 81,725

S3 ] 5016 61,23 81,921
6751 81,6 82,733
6789 81,6 83,199

S4 ] 6783 81,6 83,125
8390 102,06 82,207
8423 102,06 82,530

S5 | 8351 102,06 81,824
10325 120 84,355
10257 120 83,799
S6 | 10164 120 83,039
PROM 82,9084

DS 1,3274

CV 1,60%

12000

y =84,627x - 83,206
R?=0,9984

10000 4

000 -

AU
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l:l T T 1

0 50 100 150
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Figura 17. Curva de calibracion para acido malico

en buffer de fosfatos pH = 6.4.
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Tabla 13. Datos de la curva de
calibracion de acido fumarico

Area [ppm] A/|lppm]
252885 121,29 2084,962
253124 121,29 2086,932
S1 ] 252448 121,29 2081, 359
211748 101,08 2094,856
207268 101,08 2050,534

S2 1210833 101,08 2085,803
170265 80,86 2105,676
167258 80,86 2068,489

S3 | 168248 80,86 2080,732
126125 60,64 2079,898
130589 60,64 2153,513

S4 | 128345 60,64 2116,507
84044 40,43 2078,753
83995 40,43 2077,541

S5 85106 40,43 2105,021
43265 20,21 2140,772
44325 20,21 2193,221

S6 | 42142 20,21 2085,205
PROM 2098,3208

DS 34,1774

CV 1,63%

300000 -
250000 -
200000 -

-]

<L 150000 -
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I:I 1 I
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PPmM

Figura 18. Curva de calibracion de acido fumarico
en buffer de fosfatos pH=6.4
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Tabla 14. Datos de la curva de

calibracion
de acido tartarico
Area [ppm] A/[ppm]
245 3,03 80,858
248 3,03 81,848
S1| 248 3,03 81,848
495 6,06 81,683
489 6,06 80,693
S2 1 491 6,06 81,023
741 9,09 81,518
750 9,09 82,508
S3 ) 742 9,09 81,628
897 10,605 84,583
889 10,605 83,828
S41 879 10,605 82,885
961 12,12 79,290
988 12,12 81,518
S5 975 12,12 80,446
PROM 81.7439
DS 1.3241
Cv 1.62%

1200

1000 4 Y =81,767x +0,2672
R?=0,9974

200 -
=2
= 800 -
400 ~

200 -

l:l T T 1
0 5 10 15
ppm

Figura 19. Curva de calibracion para acido tartarico

en buffer de fosfatos pH=6.4
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Tabla 15. Datos de la curva de

calibracion
de acido piruvico

Area [ppm] A/[ppm]
2305 5,5394 416,110
2298 5,5394 414,846
S1] 2291 5,5394 413,583
4489 11,0787 405,192
4510 11,0787 407,087
S2 | 4453 11,0787 401,942
6838 16,6181 411,479
6788 16,6181 408,470
S3 | 6877 16,6181 413,826
8441 19,3878 435,377
8365 19,3878 431,457
S4 | 8392 19,3878 432,850
9693 22,1575 437,459
9594 22,1575 432,991
S5 ] 9404 22,1575 424,416
PROM 419.1391
DS 12.1108
Cv 2.88%

12000

10000 - y =440,64x - 274,52
R?=0,9966

8000 -
-]
= 5000 -
4000 -

2000 ~

ppm

Figura 20. Curva de calibracién para acido pirtvico

en buffer de fosfatos pH=6.4
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Tabla 16. Datos de la curva de
calibracion
de acido succinico

Area [ppm] | A/[ppm]
203 3,032 67,667
199 3,032 66,333
S1 206 3,032 68,667
402 6,065 67,000
397 6,065 66,167
S2 407 6,065 67,833
608 9,097 67,556
614 9,097 68,222
S3 586 9,097 65,111
796 12,130 66,333
811 12,130 67,583
784 12,130 65,333
S4 782 12,130 65,167
986 15,162 65,733
961 15,162 64,067
S5 | 1002 15,162 66,800
1164 18,194 64,667
1185 18,194 65,833
S6 | 1179 18,194 64,801
PROM 66,362
DS 1,323
CV 1,99%

1400 -

vy =64,081x = 13,302
2=0,9988

1200

1000 +

800

AU

600 -

400 ~

200 ~

0 ; ; ; .
0 5 10 15 20
ppm

Figura 21. Curva de calibracion para acido succinico

en buffer de fosfatos pH=6.4
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Tabla 17. Datos de la curva de

calibracion
de acido acético
Area [ppm] A/|lppm]
748 9,642 77,577
741 9,642 76,851
S1 732 9,642 75,918
1467 19,284 76,073
1511 19,284 78,355
S2 1489 19,284 77,214
2198 28,926 75,987
2234 28,926 77,232
S3 2143 28,926 74,086
2922 38,568 75,762
2817 38,568 73,040
2846 38,568 73,792
S4 2904 38,568 75,296
3601 48,21 74,694
3592 48,21 74,507
S5 3586 48,21 74,383
4392 57,852 75,918
4412 57,852 76,264
S6 4512 57,852 77,992
PROM 75,839
DS 1,485
CV 1,96%

5000
4500
4000
3500
3000
<L 2500
2000
1500
1000
500

Figura 22. Curva de calibracion de acido acético

en buffer de fosfatos pH=6,4

1 y=75473x +4,7645

- RZ=0,9931

0 20 40 &0
ppm
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Tabla 18. Datos de la curva de

y=1641 x + 5326

100

calibracion 400000
de acido benzoico 350000 | g?=p999
Area | [ppm] | A/[ppm] 300000 -
333776 | 200.052 | 1668.446 5250000 -
333265 | 200052 | 1665892 | 2
s1 | 332988 | 200.052 | 1664.507 200000 -
276581 | 166.71 | 1659.055 150000 -
271574 | 166.71 | 1629.020 100000 -
s2 | 277498 | 166.71 | 1664.555
229296 | 13336 | 1719.376 >0000 -
227941 | 13336 | 1709.216 0 T
s3 | 226514 | 13336 | 1698515 0 50
170923 | 100.02 | 1708.888
172364 | 100.02 | 1723.295
s4 | 174171 | 100.02 | 1741362
114937 | 66.68 1723.710 | en buffer de fosfatos pH=6.4
115075 | 66.68 1725.780
ss | 114694 | 66.68 1720.066
58316 | 33.34 1749.130
57364 | 33.34 1720.576
se | 56742 | 3334 1701.920
PROM | 1699.6283
DS 33.1241
CcV 1.94%

150 200 250
ppm

Figura 23. Curva de calibracion para acido benzoico

Tabla 19.- Resumen de resultados de las curvas de calibracion.

Acido organico Ecuacion lineal R’ % C.V.
Oxalico y = 689.85x -62.422 0.9991 1.48
Fumarico y=2070.2x + 1419.1 0.9996 1.63
Tartarico y=81.767x + 0.2672 0.9974 1.62
Malico y =83.264x - 19.712 0.9994 1.60
Succinico y =64.081x + 13.298 0.9988 1.99
Piravico y =440.64x - 274.52 0.9966 2.88
Acético y=75473x +4.7645 0.9981 1.96
Benzoico y=1641.6x + 5326.7 0.999 1.94
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6.11.- Analisis de la cuantificacion de acidos organicos en cervezas.

Tabla 20.- Concentraciones (mg/l) de acidos organicos en cervezas del grupo modelo

determinadas por EC utilizando como modificador de flujo TTAB.

Acido Mode.lo Negra Mode.lo Corona Corona Victoria Corona , , XX Valores
. especial especial . extra . . Corona - O’doul’s
organico lata modelo vidrio light Barril tradicional Familiar lager | reportados
Oxilico 1.9 1.8 1.6 1.0 1.3 1.5 1.1 1.3 5.7 2.6 31*
Fumirico | 6.5 1.0 1.9 0.9 14 24 34 2.2 3.1 1.7 0-8**
Tartirico - 29.0 54.1 43.8 47.2 68.3 - 32.3 - - 150%**
Milico | 105.2 | 41.5 58.8 46.4 37.9 46.6 116.0 40.7 181.8 - 20-
150**
Succinico | 71.0 27.2 28.0 28.2 8.04 323 33.5 329 27.4 79.7 40-
200%*
Piravico | 52.4 45.7 51.3 36.8 44.5 27.7 46.9 45.5 37.6 - 20-
100**
Acético - 126.1 | 154.9 | 100.5 | 167.5 62.9 135.2 82.3 59.7 | 273.2 50-
200%*

Referencias *[14]**[9] *** [17]

Se observa que la cantidad de acidos organicos presentes en las muestras de cerveza

analizadas, no rebasan los valores reportados, a excepcion del acido malico de la cerveza

O’doul’s sin alcohol, que sobrepasa el limite de los valores reportados.

Se incluyd el estudio del 4acido benzoico en las muestras de cerveza analizadas,

utilizandose como marcador en el andlisis en cuanto a tiempo, ademas de considerar la posible
adicion de este dacido como conservador, sin embargo en las muestras analizadas no fue
detectado dicho acido, el método es capaz de cuantificar cantidades de hasta 0.5 ppm de acido

benzoico.
El método obtuvo resultados confiables en cuanto a la identificacion y cuantificacion de
los acidos orgéanicos en 10 diferentes tipos de cerveza bajo la optimizacion de las condiciones de

trabajo.

El conocimiento de la cantidad de 4acidos organicos en muestras comerciales nos indica

parte de sus propiedades y su forma de elaboracion.
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6.12 Electroferogramas obtenidos de la cuantificacion de acidos organicos en cervezas.

0.0675 __ PDA-203nm
EEEFR 15 JUNID
hdigration Time
Area
Height
0.0670 Wiidth
0.06645
0.0660
-
I
0.06545
0.0650
0.06445
44 4w as a0 &z a4 && &8 B0 b2
Minutes

Figura 24.Separacion obtenida para la muestra Negra Modelo.(1) Ac. Oxadlico, (2)Ac.
fumarico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Malico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.

0.071

___ PDA-205nm
BEER 15 JUNIO
Migration Time
Area
0.070 Height
Width
0.069
0.068
0.067
2
\ 6
0.066‘
3 4 \ 7
0.065 1
0.064
0.063
44 46 a8 50 52 54 | 56 58 60 62

Minutes
Figura 25.Separacion obtenida para la muestra Modelo Especial vidrio. (1) Ac. Oxdlico, (2)

Ac. fumadrico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Madlico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.
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Figura 26.Separacion obtenida para la muestra Corona Light. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac.
fumarico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Malico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.

PDA -205nm

0.0810 BEER
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0.0800

0.0795
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AU
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0.0775

0.0770

5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6
Minutes

Figura 27.Separacion obtenida para la muestra Corona Extra Barril. (1) Ac. Oxdlico, (2)
Ac. fumarico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Madlico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.
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Figura 28.Separacion obtenida para la muestra Victoria tradicional. (1) Ac. Oxadlico, (2) Ac.
fumarico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Malico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.
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Figura 29.Separacion obtenida para la muestra Corona Extra. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac.
Sfumarico, (3) Ac. Malico (4) Ac. Succinico (5) Ac. Acético,
(6) Ac. Piruvico.
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0.065

0.064

44 | 46 48 50 52 54 56 58 60 62
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Figura 30.Separacion obtenida para la muestra O’doul’s. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac. fumarico,
(3) Ac. Malico (4) Ac. Succinico (5) Ac. Acético,
(6) Ac. Piruvico.
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Figura 31.Separacion obtenida para la muestra Corona Familiar. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac.
fumarico, (3) Ac. Tartarico, (4) Ac. Malico (5) Ac. Succinico (6) Ac. Acético,
(7) Ac. Piruvico.
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Figura 32.Separacion obtenida para la muestra XX Lager. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac.
Sfumarico, (3) Ac. Succinico (4) Ac. Acético.

PDA -205nm
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Figura 33.Separacion obtenida para la muestra Modelo lata. (1) Ac. Oxdlico, (2) Ac.
fumarico, (3)Ac. Mdlico,(4)Ac. Succinico, (5) Ac. Piruvico.
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7. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico electroforético para separar, identificar y cuantificar acidos
organicos en cervezas del grupo Modelo determinandoselas condiciones electroforéticas Optimas

para la identificacion y separacion de los dcidos orgénicos por Electroforesis Capilar.

Se establecidé un procedimiento para el tratamiento de una muestra de cerveza que permitio la

eliminacion de interferencias en la determinacion de 4cidos orgénicos.

El método desarrollado para la cuantificacién de los acidos orgénicos, se aplico en muestras de
cerveza del grupo Modelo que permiti6 comprobar que cada tipo de cerveza muestra diferente

composicion en cuanto a estos analitos.
Se establece que el tiempo de analisis que incluye el tratamiento de la muestra y llega hasta el

resultado analitico (de ocho muestras de cerveza)que es la cuantificacion de los ocho &cidos

organicos, esde una hora treinta minutos.
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