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Resumen

El sabor de la cerveza es consecuencia de una gran cantidad de compuestos, entre los mas
importantes en cuanto al aroma y sabor se encuentran los: alcoholes, ésteres, terpenos y
carbonilos. Por esta razén el objetivo de éste trabajo fue la identificacion de compuestos
organicos volatiles y semivolatiles asi como la cuantificacion de terpenos y ésteres etilicos
mayoritarios presentes en cervezas mexicanas tipo Lager y Ale por microextraccién en
fase soélida (SPME, por sus siglas en inglés) seguido de cromatografia de gases—
espectrometria de (CG-MS, por sus siglas en inglés). Con la metodologia desarrollada y
optimizada se identificaron 25 compuestos organicos volatiles y semivolatiles. Las
cervezas estudiadas fueron seleccionadas debido a su alto consumo y fueron: Minerva
Pale Ale, Minerva Stout Imperial, Tecate, Corona, Negra Modelo y Victoria. Los ésteres
etilicos cuantificados fueron: heptanoato de etilo (EE7), Octanoato de etilo (EE8),
nonanoato de etilo (EE9), decanoato de etilo (EE10), dodecanoato de etilo (EE12) y 2-fenil
acetato de etilo. El éster etilico de mayor concentracidn en las cervezas tipo Lager y en las
tipo Ale fue el EES8, la mayor concentracidn se determind en la cerveza Tecate (615 ug/L)
gue le confiere una nota sensorial a pera y pifia siendo el umbral de percepcién olfativo de
5 pug L . Por otro lado, el EE9 identificado en la cerveza Tecate, Minerva Pale Ale y
Minerva Stout Imperial con una concentracién de 0.5 pg L™, fue el éster etilico de menor
concentracién su umbral de percepcién es de 13 ug L' *. Se observé que la concentracidn
de los ésteres etilicos es muy variable independientemente del tipo de cerveza. El linalol,
citronelol y geraniol fueron los terpenos mayoritarios cuantificados. La concentracién de
estos en las cervezas tipo Ale fue mayor que en las tipo Lager, sin embargo el linalol fue el
terpeno de mayor concentracion en ambos tipos de cerveza. La mayor concentraciéon de
linalol cuantificado fue en la cerveza Minerva Pale Ale (38 pg L™) el cual confiere notas
florales y herbales su umbral de percepcion es de 100 ng L™ %. El geraniol Unicamente se
determind en las cervezas tipo Ale, la mayor concentracion fue en la cerveza Minerva Pale
con 28 pg L' que otorga un aroma a rosas sabiendo que el umbral de percepcidn es de

130 ng L2




Justificacion

Las caracteristicas organolépticas de la cerveza son debidas a la diversidad de compuestos
organicos volatiles presentes. Por lo que es importante su identificacion y cuantificacion.
Entre los compuestos mayoritarios se encuentran los terpenos y ésteres etilicos los cuales
dependiendo de su concentracién dan diversas notas sensoriales que permiten una

diferenciacidn entre las cervezas tipo Lager y Ale.




Objetivos

Objetivo general

Identificar compuestos organicos volatiles y semivolatiles y cuantificar los terpenos vy
ésteres etilicos mayoritarios presentes en cervezas mexicanas tipo Lager y Ale por
microextraccion en fase sdélida seguida de cromatografia de gases-espectrometria de

masas.

Objetivos particulares

e |dentificar los compuestos volatiles y semivolatiles presentes en algunas cervezas

mexicanas.

® Realizar la cuantificaciéon de los principales terpenos y ésteres etilicos en las

muestras de cerveza tipo Lager y Ale.

e Determinar las diferencias en el perfil aromatico entre las cervezas tipo Lager y

Ale.




1. Introduccion

La industria cervecera es una de las actividades econdmicas mas importantes a nivel
mundial. En México ha llegado a representar el 33% de la produccién total anual de la
rama industrial de alimentos y bebidas y poco mas del 50% del ingreso por ventas que se
. 3-5 , . , . . .
generan en dicha rama™. De aqui el interés de diversos paises por estudiar su

composicién quimica.

Desde el punto de vista de la composicidn, la cerveza es una matriz muy compleja. La
cantidad de componentes conocidos excede los 800 compuestos, muchos de los cuales
contribuyen al sabor. Los primeros estudios sobre la composicidon quimica y su relacion

con el sabor fueron realizados por Meilgaard en 1982°.

La presencia de diversos compuestos en cervezas internacionales se ha determinado por
diferentes técnicas de preconcentracion, técnicas de destilacidn, extraccién liquido-

379 Con la miniaturizacién de las técnicas analiticas el

liquido, extraccién en fase soélida
desarrollo de la microextraccién en fase sélida y la extraccidn por sorcidn con barra
magnética® (SBSE, por sus siglas en inglés), permitieron el desarrollo y trajeron diversas

ventajas ante las técnicas tradicionales’.

En un trabajo previamente reportado12 se identificaron los compuestos volatiles de la
cerveza siendo los principales: alcoholes superiores, ésteres etilicos y terpenos. Con
respecto a la cuantificacién de terpenos y ésteres etilicos en cervezas mexicanas no se

conocen trabajos reportados.

Los ésteres etilicos y terpenos desempefian un importante papel dentro de las
caracteristicas organolépticas de la cerveza, confiriéndole en general caracteristicas
florales y frutales. Su produccién estd ligada a diversos factores como: las condiciones de
fermentacion, la composicidn del mosto, la composicién del lUpulo y los microorganismos

empleados para su elaboracion®.




Introduccion

Casi todos los olores de la cerveza nos remiten al lipulo, al cereal y a los procesos
fermentativos. Los aromas especiados, herbales, florales, resinoso, frutales, etc. son
debidos (la mayoria de las veces) a las diferentes variedades de lUpulo y sus diferentes
aceites esenciales generalmente terpénicos. Los olores a pan, caramelo, café, chocolate,
tostado, frutas, pasas, entre otros, son debidos al cereal y los diferentes grados de
malteado. De los procesos fermentativos la variedad de aromas que surgen es amplisima,
pero podemos destacar los alcoholes y los ésteres etilicos. Los cuales confieren los aromas

frutales (cereza, manzana, fresa, platano, etc.) a la cerveza™.

En el presente trabajo se desarrollé una metodologia para la identificacion de compuestos
organicos volatiles y semivolatiles asi como la cuantificacion de terpenos y ésteres etilicos
mayoritarios presentes en cervezas mexicanas tipo Lager y Ale por microextracciéon en

fase sélida seguida de cromatografia de gases-espectrometria de masas.




2. Antecedentes

2.1Bebidas alcohdlicas

Una bebida alcohdlica es aquella obtenida por fermentacién, principalmente alcohdlica de
la materia prima vegetal que sirve como base utilizando levaduras del género
Saccharomyces, sometida o no a destilacidn, rectificacion, redestilacion, infusién,
maceracidn o coccién en presencia de productos naturales, susceptibles de ser afiejadas,
gue pueden presentarse en mezclas de bebidas alcohdlicas y pueden estar adicionadas de
ingredientes y aditivos, con una graduacién alcohdlica de 2% a 55% en volumen a 20°C

(293K)™. En general se clasifican en destiladas y no destiladas.

2.1.1 Bebidas alcoholicas destiladas

Son un producto obtenido por destilacién de liquidos fermentados que se hayan
elaborados a partir de materias primas vegetales en las que la totalidad o una parte de sus
azucares fermentables, hayan sufrido como principal fermentacién, la alcohélica, siempre
y cuando el destilado no haya sido rectificado totalmente, por lo que el producto debera
contener las sustancias secundarias formadas durante la fermentacion y que son
caracteristicas de cada bebida, con excepcién del vodka, susceptibles de ser abocadas y en
su caso afiejadas o maduradas, pueden estar adicionadas de ingredientes y aditivos

permitidosl6.
2.1.2 Bebidas alcohdlicas fermentadas no destiladas
Son el producto resultante de la fermentacion principalmente alcohdlica de materias

primas de origen vegetal, pueden adicionarse de ingredientes y aditivos™.Dentro de esta

clasificacion encontramos a la cerveza.
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Antecedentes

2.2 Cerveza

Bebida fermentada elaborada con malta, ldpulo y agua potable, o con infusiones de
cualquier semilla farindcea procedente de gramineas o leguminosas, raices o frutos. Los
porcentajes de las materias primas empleadas para la elaboracion de éste producto,
obedecerdn a lo que senale la norma en cuanto a feculentos o azliicares como adjuntos de
la malta, con adicién de lGpulos o suceddneos en éstos'’. El proceso general de

elaboracién de la cerveza se ilustra en la Fig.1.

La cerveza puede ser clara, semiobscura y negra, con especificaciones fisicas y quimicas

como:
+ Peso especifico a 20°C: min. 0.998 max. 1.018
+ Extracto real %: min. 0.95 max. 6.5

# Alcohol por volumen °GL:  min. 2.00 max. 6.00
+ pH: min. 5.00 max. 6.0

Separacién del
lupulo
Envasadoy
pasteurizacién

Coccién de
adjuntos
Adicién de la
levaduray
fermentacion

C
C
_N——
C
C
C
C
C
C

Sacarificacién de la
malta y adjuntos
Ebullicion y adicién

del ldpulo

Enfriamientoy
aireacion

Maduracion

Fig.1. Proceso de elaboracion de la cerveza.
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Antecedentes

2.2.1 Clasificacion

La fermentacidn alcohdlica para la produccion de cerveza se efectia en el mosto lupulado
utilizando un cultivo puro de levadura cervecera. De acuerdo con la levadura utilizada
existen dos tipos de cervezas: Lager y Ale, con caracteristicas diferentes en el aroma y

sabor del producto final.® (Tabla 1)

Tabla 1. Principales caracteristicas y diferencias entre las cervezas tipo Lager y tipo Ale.

Caracteristicas Lager Ale
Hongo Saccharomyces Hongo Saccharomyces
Levadura
pastorianus cerevisiae
T. inicial de
7-11°C 10-15°C
fermentacion
Caracteristicas
Menor gravedad Mayor gravedad
del mosto
Duracion del
8- 10 dias 72 horas
proceso
2211 Cervezas tipo Lager

Son el tipo de cerveza mas consumida en el mundo; se estima que 9 de cada 10 cervezas
consumidas son de éste tipo. La mayoria de las cervezas industriales son Lager y se
distinguen por tener un color amarillo claro, con sabores ligeros en donde se pueden
percibir sabores a lupulo, aromas de flores y que tiene una tendencia a saber un poco seco

al final®

. El problema de estas cervezas creadas en masa, es que sus sabores son muy
claros. No todas las cervezas Lager cumplen con éstas caracteristicas, existen muchas
Lager que no son claras, pueden ser oscuras, con sabores fuertes y sabores ahumados. En

la Tabla 2 se muestra su clasificacion.

12




Antecedentes

Tabla 2. Clasificacién de cervezas tipo Lager

Subtipo Caracteristicas Marcas en México
Clara (dorado dmbar), alto nivel de Bohemia, Superior,
Pilsener, Hell, ’
Pal lipulo (amarga), dulces o secas, buena Modelo especial,
ale
carbonatacion. Coronel
Similar pero con menos lapulo y mas Tecate, Corona, Sol,
Dortmunder
ligera, seca. XX Lager especial
Munich, Obscura, sabor a malta, dulce, aromatica,
Negra modelo, Le6n
Dunkel, Dark amargo moderado, mucho cuerpo
Clara, semiobscura u obscura, muchisimo
Bock, Marzen, cuerpo, contenido alcohdlico alto, alto
Noche buena
Marzenbier nivel de lapulo (amarga), madurada 3 a 4
meses (muy aromatica).
Con mas cuerpo y mas alcohol, muy
Doppelbock No hay
aromadtica.
Destilada por congelamiento: muchisimo
Eisbock cuerpo y muy alto contenido alcohélico No hay
(hasta 18%)
Vi Semiobscura, ligera (poco cuerpo), sabor | Indio, Victoria, Santa
iena
a malta y ligeramente dulce. Fe, Minerva

La levadura utilizada en las cervezas Lager es Saccharomyces pastorianus considerada una
levadura baja o de fermentacién baja debido a que al final de la fermentacidn floculan y
los floculos se hunden en el mosto, éstos se separan por decantacion. Para las Lager la
fermentacion inicia entre 7-11°C, se incrementa entre 10-15°C a los 3-5 dias y desciende a

« e . .7 ’ 1
los valores iniciales. Su fermentacién dura 8-10 dias™®.

2.2.1.2 Cervezas tipo Ale

Son el grupo de cervezas que utilizan levaduras de fermentacién alta. El término Ale se
refiere al tipo de fermentacién y nada tiene que ver con el color, estilo o cuerpo de la

cerveza. Las cervezas Ale pueden ser claras u obscuras, tener mucho o poco cuerpo, alta o

13




Antecedentes

baja graduacion alcohdlica y ser mas o menos amargas. Todo depende, entre otras cosas,
de la cantidad y tipo de malta que se utilice, del ldpulo y la maduracién que

experimentezo.

La levadura de las cervezas tipo Ale es Saccharomyces cerevisiae levadura de fermentacién
alta, debido a que al final de la fermentacién flocula y los fléculos suben a la superficie,
estos se separan como nata o por succion, su clasificacidon se observa en la Tabla 3 . La
fermentacion de las cervezas Ale inicia entre 15-16°C, posteriormente se incrementa entre
21-22°C a las 36 horas y desciende a los valores iniciales. Su fermentacion dura

aproximadamente 72 h'°.

Tabla 3. Clasificacién de cervezas tipo Ale

Subtipo Caracteristicas Mar’ca.s en
México
Cerveza clara (cobre), mucho cuerpo,
Coyote,
Pale Ale fuertemente lupulada (muy amarga), poco dulce,
Minerva
afrutada.

De barril, mas amarga, color cobrizo, fuertemente
Bitter No hay
lupulada (muy amarga), seca, afrutada.

Obscura, menos alcohol, poco ltipulo, dulce,
Brown Ale No hay
afrutada.

Semiobscura, dulce, ligera, moderadamente
Mild Ale No hay
amarga, bajo contenido alcohdlico, afrutada.

Mayor contenido alcohélico y fuertemente
Indian Pale Ale No hay
lupulada,

Muy obscura (negra), mucho cuerpo y lipulo, Luna Llena,
Stout, Porter
sabores tostados, afrutada, espuma consistente. Minerva

i Producidas por cervecerias comerciales bajo la
Abadia : : ’ . No hay
licencia de una abadia con receta tradicional.

Muy alcohélica (hasta 12.5%), mucho sabor y
Trappist cuerpo, color cobrizo obscuro, ligeramente No hay

turbia, muy amarga, acida, afrutada

Kolsch, Clara a semiobscura, cuerpo y contenido de
Minerva
Colonial alcohol moderados, amargo moderado, afrutada.

14



Antecedentes

2.2.2 Composicion de la cerveza

El sabor de la cerveza es consecuencia de una mezcla muy compleja de gran cantidad de
compuestos. Los compuestos mas importantes se encuentran en diferentes proporciones
agrupados en: alcoholes, ésteres etilicos, terpenos vy carbonilos®’. En general a éstos

compuestos se les Ilama congéneres o congénericos.

2.2.21 Congenéricos

Los congenéricos son sustancias producidas por la levadura en pequefias concentraciones
que contribuyen al sabor de las bebidas alcohdlicas®®. El origen de los congenéricos se
encuentra principalmente en la cepa de levadura y otros microorganismos presentes
durante la fermentacion. También la materia prima contribuye en la aportacion de
congenéricos algunos de los cuales permanecen inalterados durante la fermentacion®. En
general los factores que afectan la formacién de congenéricos son: la cepa de levadura, la

temperatura de fermentacion, el tipo y concentracién de azucares fermentables, etc®®.

Los compuestos congenéricos son esenciales en el aroma y sabor de la cerveza
dependiendo de su concentracién pueden otorgarle caracteristicas organolépticas desde

muy agradables hasta desagradables.

2.2.2.1.1 Terpenos

Son una familia de compuestos diversos que tienen esqueletos formados por unidades de
isopentilo (isopreno). Los terpenos en la cerveza se suelen aislar de los aceites esenciales
pertenecientes al lUpulo, conos maduros de la flor femenina de la planta Humulus lupulus,
la cual ademads confiere el sabor amargo a la cerveza. Las notas de llipulo de la espuma

son descritas como citricas, florales, frutales, aromaticas o amargas. Los terpenos también

15




Antecedentes

se pueden obtener durante el proceso de fermentacién que se lleva a cabo en la

cerveza™®?, sus principales notas sensoriales se observan en la Tabla 4.

Tabla 4. Principales notas sensoriales de los terpenos’.

Monoterpenoles Descri_p tor Um'.’fal s i
olfativo percepcion (ng L-1)
Linalol Herbal, floral 100
Nerol Rosas 400
Geraniol Rosas, cera 130
Citronelol Rosas, citricos 100
o-Terpineol Coniferas, pino 450

2.2.2.1.2 Esteres etilicos

Los ésteres etilicos son los derivados de acido mds frecuentes. Se encuentran en los
aceites esenciales del lipulo, dando lugar a los aromas afrutados que se asocian a sus
flores y frutos maduros, éstos también se forman durante la etapa de fermentacién
mediante la esterificacidn de un acido con el etanol, alcohol mas abundante en el proceso

. 1 .. .
de elaboracion de la cerveza®®. En la Tabla 5 se observan sus principales notas sensoriales.

Los ésteres etilicos pueden participar en los puentes de hidrégeno como aceptores de
hidrégeno, pero no pueden participar como donadores, esta falta de capacidad de actuar
como donador de hidrégeno ocasiona que no se puedan formar puentes de hidrégeno
entre moléculas de ésteres, lo que los hace mas volatiles que un acido o alcohol de similar

peso molecular'®, sus principales notas sensoriales se observan en la Tabla 5.

En la actualidad el principal método para la identificacion de compuestos relacionados al
sabor en alimentos y bebidas es la cromatografia de gases y la cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.

16
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Tabla 5. Principales notas sensoriales de los ésteres etilicos’.

Esteres etilicos Descriptor olfativo U“".’,ral de
percepcion (ng L-1)
2-fenil acetato de etilo Miel, rosa, violetas 14,00
EE7 Manzana, platano 5,000
EE8 Pera, pifia, manzana 25,000
EE9 Afrutado, rosado 13,00
EE10 Fruta madura, platano 20,000
EE12 Floral, afrutado 8,000

2.3 Cromatografia

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) la
define como un método fisico de separacion en el cual los componentes (analitos de una

muestra) al ser separados se distribuyen en dos fases: la fase estacionaria y la fase mavil

24

Generalmente los procesos cromatograficos son nombrados de acuerdo al estado fisico de

su fase movil. Asi en cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) la fase movil es

2
un gas”.

2.3.1 Cromatografia de gases

Técnica de separacién donde los componentes de una muestra vaporizada son
transportados hacia el sistema de separacién (columna) mediante un gas acarreador. Los
componentes se separan con base en su presidn de vapor relativa y su afinidad por la fase
estacionaria. Los componentes separados salen del sistema de separacién y llegan a un

detector, a éste proceso se le denomina elucién

24,26
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Las principales ventajas y limitaciones de la cromatografia de gases se presentan en la

Tabla 6.

Tabla 6. Ventajas y limitaciones de GC.

Ventajas Limitaciones
Alta resolucion Sélo para muestras volatiles
Velocidad (analisis rapidos) Necesario eliminar interferencias
Sensibilidad Deficiente para anélisis cualitativos
Sencillez Deficiente en analisis preparativos
Resultados cuantitativos
Poca cantidad de muestra

2411 Instrumentacion

En la Fig. 2 se muestra el esquema general de un cromatdgrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas.

Fig.2. Esquema de un cromatdgrafo de gases.

En general un cromatdgrafo de gases se divide en siete partes

I.  Sistema o fuente de fase movil

Il.  Sistema neumatico
lll.  Sistema de introduccién de muestra o inyeccidn
IV. Sistema de separacién

V. Sistema de deteccidn
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VI.  Sistema de registro

El gas acarreador (fase mdvil), debe ser un gas inerte y puro (99.999%) que no reaccione
con la muestra ni la fase estacionaria, normalmente He, N,, H,, almacenados en tanques
con una presién entre 1000 y 3000 psi. La eleccién del gas acarreador depende del

detector, la eficacia y la rapidez de separacién deseadas?’.

El caudal del gas portador se controla cuidadosamente para obtener tiempos de retencién
reproducibles, disminuir al minimo la deriva y los ruidos del detector asi como para la
eficiencia de la columna. El sistema de flujo es un regulador de dos etapas conectado al

cilindro con el gas portador. Se recomienda utilizar un caudal minimo de 20 psi®®.

Los dispositivos de inyeccion de muestras para cromatografia de gases tienen la misién de
vaporizar la muestra a analizar e incorporarla a la corriente de gas portador que se dirige
hacia la columna. La vaporizacion e introduccién de las muestras en el sistema, debe

realizarse cumpliendo una serie de requisitos:

4 La vaporizacion de la muestra debe ser lo mas rapida posible.
4+ La vaporizacion debe realizarse sin discriminar ningin componente de la muestra.
4+ La muestra debe llegar a la columna como una banda lo més fina posible, que

. ;. . 2
contenga un intervalo minimo entre el “frente” y “cola” de la banda (pico)®®.

Casi todos los cromatdgrafos de gases tienen una entrada metalica que se calienta. En las
camaras de inyeccidon el gas portador debe precalentarse para asegurar una rapida
vaporizacion, el diafragma debe mantenerse frio para evitar la degradacién térmica, el
flujo debe ser suave y uniforme para evitar la transferencia exponencial de la muestra en
la columna, la temperatura del horno debe mantenerse uniforme para que no haya

. , . 2
descomposmon termica 5.

Existen distintos modos de inyeccidn para diferentes tipos de muestras. Si los analitos de

interés constituyen mas del 0.1% de la muestra es preferible una inyeccién con divisién
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(inyeccidn split) para introducir la muestra a la columna, de este modo sélo se introducira

entre el 0.2 y 2% de muestra en la columna.

Por medio de un inyector “split” el flujo de gas portador junto con la muestra vaporizada
se divide en dos, una parte es introducida a la columna y la otra se escapa fuera del
sistema a través de una valvula de aguja que permite regular la proporcién de gas
introducido a la columna (Fig.3). La valvula de “split” dispone de un sistema de aperturay
cierre automaticos para que Unicamente permita la salida del gas durante el proceso de
inyeccién. Algunas de sus desventajas son: la division de la muestra provoca que las
cantidades de analito que llegan al detector sean muy pequefias, por lo que los limites de

deteccién aumentan por tanto no es ideal para un analisis de trazas®®.

En la técnica de inyeccidn “splitless” o inyeccidn sin division la totalidad de la muestra es
inyectada y dirigida hacia la columna, ésta se mantiene durante la inyecciéon a una
temperatura inferior al punto de ebullicién del componente mas volatil de la muestra. La
totalidad de la muestra inyectada se condensa en la cabeza de la columna, actuando en
éste caso el disolvente condensado en la columna a modo de trampa donde se concentran
los componentes a analizar (Fig.3). Transcurrido un tiempo adecuado, se abre la valvula de
purga con el fin de barrer a la atmdsfera el disolvente vaporizado que pudiera quedar en
el inyector. Dado que no existe division de muestra esta técnica adecuada para analisis de

trazas®™?%.

3 ml/min

—_—

Pursa de senta
R

_ —

Purga de septa Gas portador

e

Gas porfador/ 100 ml/min

Regulador de presion

2 ml/min
98
ml/min

50 ml/min

' :i: — “Splitless”
ml/min] [ 97 ml/min Vilwila de

MSpIitll

Vilvila
solenoide

Fig.3. Esquema de un inyector con divisién (split) y sin divisidn (splitless).
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Los sistemas de inyeccién en frio en columna (normalmente conocidos por su nombre
inglés “cold on-column”), han sido disefiados para posibilitar la introduccién de muestras
directamente en el interior de columnas capilares. Es evidente que la introduccién de una
muestra por medio de una jeringa directamente en el interior de una columna capilar (de
0,23 mm de didmetro interno), requiere la utilizacién de agujas extremadamente finas
(suelen utilizarse agujas de silice fundida de 0,15 mm de diametro) que, en consecuencia,
son incapaces de perforar un septum; la caracteristica basica de un inyector “ cold on-
column” (Fig.4), es la utilizacion de un sistema de valvulas y tubos de guia que permitan la

introduccidn en el sistema de una aguja extremadamente fina.

En la inyeccion “cold on-column” la muestra es introducida directamente en la columna,
manteniéndose ésta a una temperatura inferior al punto de ebullicién del componente
mas volatil de la muestra. La gran ventaja que ofrece este sistema de inyeccion es que

reduce la discriminacién entre los componentes de la muestra practicamente a cero®.

Soporte

metalico

Discos con agujeros de
guia

A3
Gas - Pared del horno

acarreador Septum

Columna
capilar de gran
calibre

Fig.4. Esquema de un inyector “on-column”.

El inyector de vaporizacién con temperatura programada (PTV por sus siglas en inglés) que

se observa en la Fig.5 generalmente tiene cinco modos operativos:

+ El modo con divisién (split)
+ El modo con divisién a pulsos (pulsed split) se aplica un pulso de presién al inyector
durante la introduccion de la muestra para acelerar el transporte de materia a la

columna.
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+ El modo sin division (splitless)

+ El modo sin division con pulsos (pulsed splitless) permite un pulso de presidn
durante la introduccion de la muestra

+ El modo de salida de disolvente (solvent vent) se utiliza para inyecciones de gran
volumen. Se pueden realizar inyecciones individuales o multiples para cada
analisis.

Trampa adsorbente

Placas Peltier
Tanques de respaldo

Adauisicion de etilenglicol

pre—

Analisis

Acarreador Colector

Restrictor

Fig.5. Esquema de un inyector PTV.

Debido a los diversos modos de inyeccién y a la ventaja de inyecciones liquidas de gran
volumen, en un intervalo de 5 a 25ul, el PTV se ha convertido en uno de los inyectores

/ ™ 2
mas utilizados?.

El sistema de separacidn esta constituido principalmente por la columna dentro de un
horno con termostato para que la separaciéon pueda efectuarse a una temperatura

reproducible y mantener la columna dentro de un amplio intervalo de temperaturaszs.

La temperatura de la columna debera ser suficientemente alta para que el andlisis se
efectde en un plazo razonable y suficientemente baja para lograr la separacidn deseada.
La temperatura programada se refiere a un aumento lineal de la temperatura de la
columna con el tiempo. La programacion de la temperatura es muy Util para muestras de

. e . . 2
mezclas con puntos de ebullicién muy distintos?®.

En cromatografia de gases las columnas utilizadas son empacadas y capilares (Fig.6). La

mayoria de los andlisis utilizan columnas capilares debido a su eficiencia, las columnas
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capilares son de silice fundida (SiO;), largas y estrechas, constan de dos partes principales:
capilar y fase estacionaria. Una fina pelicula (de 0,1 a 10,0 um) de un polimero
térmicamente estable y con un elevado peso molecular recubre la pared interna del
capilar de diametro pequefio (entre 0,05 y 0,53 mm de didmetro interno). Esta capa
polimérica es a la que se le denomina fase estacionaria, de acuerdo con la composicion de
fase estacionaria que presentan existen 3 tipos de columnas capilares: con fase
estacionaria liquida (WCOT), con fase estacionaria liquida sobre un soporte sélido (SCOT) y

con particulas de fase estacionaria sélida (PLOT) (Fig.6)*.

Este tipo de columnas ofrecen mayor resolucién, eficiencia, sensibilidad y rapidez de

andlisis que las columnas empacadas®.

Columna tubular Columna tubular Columna tubular
Fase estacionaria abierta de pared abierta recubierta de abierta decapa
Soporte liquida recubierta (WCOT) un soporte (SCOT) porosa (PLOT)
sélido = 7
Liae® 0
e @08
II (@ 9909@ L
0g® 000 )
ey @8 8/
N, eﬂ @ s/
-8 8
Columna empacada Columnas capilares

Fig.6. Esquema de columnas para GC.

El detector cromatografico es un dispositivo que mide la concentracion de cada uno de los
componentes de la muestra y genera una sefial eléctrica proporcional a dicha
concentracion. Algunas de las caracteristicas deseables para un detector son: sensibilidad
(el detector genera una sefial eléctrica grande para un determinado tamano de muestra),

amplio intervalo lineal, una respuesta selectiva o universal, bajo nivel de ruido y deriva®.

Existe una gran variedad de detectores: FID (detector por ionizacién de llama), TCD
(detector por conductividad térmica), CCD (detector por combustion catalitica), ECD
(detector por captura de electrones), entre otros. Elegidos dependiendo de la aplicacién

analitica, los limites de deteccidn, la matriz y las normas regulatorias requeridos.
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Uno de los detectores mas utilizados es el detector de ionizaciéon de flama (FID) que se
observa en la Fig.7 En este detector la muestra se mezcla con una corriente de hidrégeno
que llega a una llama de oxigeno e hidrégeno, donde se quema y produce iones que son
conducidos a un colector de iones gracias a un campo magnético de entre 200 y 300V, la

corriente colectada es amplificada por un circuito de alta impedancia.

Este tipo de detectores se operan a mas de 250°C para evitar la condensacién de agua y
de muestras volatiles. Es un detector casi universal ya que responde a los compuestos que
tengan carbonos sin importar su estructura, son robustos, sensibles, con amplio rango

lineal y se adaptan a diversas columnas™.

Escape

= Colector [T
y Encendido *

E’ | 2 200-300 V

Salida

Difusor de Aire

3 Entradade Aire
Entradade Hidrogeno
. Entrada de Gas

de Enmascaramiento

|
v Columna Capilar

Fig. 7. Esquema de un detector de ionizacién de llama.

Un espectrometro de masas es un potente detector para andlisis cualitativo y cuantitativo
de analitos en cromatografia de gases. La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en
inglés) es una técnica de analisis basada en la separacidon de acuerdo a las razones
masa/carga de las especies cargadas formadas a partir de la ionizacion de una muestra. Se

trata de una técnica extremadamente sensible, de gran versatilidad.
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La MS suministra informacién muy valiosa sobre los compuestos quimicos: la masa
molecular, la féormula global y, a partir del patrén de fragmentaciones, la estructura
molecular asi como la composicidon isotdpica en sustancias naturales o marcadas. Para ello
es necesario ionizar las moléculas, utilizando una separacién cromatografica previa, y
obtener los iones formados en fase gaseosa. Este proceso tiene lugar en la fuente de

ionizacion®.

Los iones generados son acelerados hacia un analizador y separados en funcién de su
relacion masa/carga (m/z) mediante la aplicacién de campos eléctricos, magnéticos 6
simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector. Los iones que llegan al
detector producen una sefial eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un
ordenador. El registro obtenido se denomina espectro de masas y representa las
abundancias idnicas obtenidas en funcién de la relacion masa/carga de los iones

detectados®.

Los fundamentos de la espectrometria de masas pueden ejemplificarse mediante la
técnica de ionizacion electrénica donde electrones acelerados a través de un campo
eléctrico adquieren energia cinética considerable y pueden interactuar con moléculas (M)

para originar especies cargadas:

M + e > M" + 2e

En este caso M" es un cation-radical molecular. Normalmente M se forma en un estado

excitado y puede sufrir fragmentacion, que puede ser de diferentes formas:

B+ R (radical)

+ N (molécula)
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Los iones E* y P" a su vez pueden fragmentarse y asi sucesivamente. La forma de
fragmentacidon dependera en cada caso de la estructura molecular. La mayoria de los
iones producidos tiene una carga correspondiente a la pérdida de un solo electrén (e = 1.6

10"°C), aunque también se pueden obtener iones multicargados.

La masa se expresa en unidades de masa atdmica. Los iones separados son detectados
como corrientes idnicas cuyas intensidades son proporcionales a sus abundancias

respectivas. Procesando esta informacidn se obtiene el espectro de masas®.

Separador
cuadrupolo

de masas _,-a-""r-]
" ﬂ

Filamento o

Fl
A
- |
caliente fuente |
Y g
)4
i

Detector de

de electronec

Rejilla (0 V) ) ~ iones

Salida de la __:: o

columna del Voltaje constante

cromatdégrafo
g y alterno de

il e radiofrecuencia

Anodo (+70V) \\_,-"):-'f 7

Camara de
ionizacion

Fig.8 Esquema de un espectrémetro de masas cuadrupolar®®.

El sistema de registro es un dispositivo electréonico que convierte la seiial eléctrica
procedente del detector en un cromatograma idnico el cual es un grafico que representa
la respuesta del espectrometro de masas en funcidon del tiempo de elucién, éste
proporciona la informaciéon necesaria para el andlisis principalmente cuantitativo de los

. 2
analitos de una muestra®’.
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2.5 Analisis cualitativo

El andlisis cualitativo tiene como objetivo identificar los componentes presentes en una
muestra, es bien sabido que la GC por si sola no es una buena técnica para el analisis
cualitativo, pero su acoplamiento con un espectrometro de masas crea una potente
herramienta para el analisis cualitativo. Debido a que cada pico del cromatograma se
1

identifica registrando su espectro de masas el cual se compara con una base de datos®

mediante el perfil de fragmentacién que presenta el compuesto y su ion molecular.

2.6 Analisis cuantitativo

Con el objetivo de determinar la concentracidon de los componentes presentes en una
muestra. Se prepara una curva de calibraciéon (grafica que muestra la respuesta del
espectrometro de masas en funcién de cantidades conocidas del analito). La mayoria de
las veces se trabaja en una regién en la que la curva de calibrado es lineal mediante el

, ;. 2
método de minimos cuadrados®.

Algunos de los principales métodos de cuantificacion son: estandarizacién interna,

estandarizacion externa, adiciones patron, factor de respuesta, entre otros.

2.6.1 Curvas de calibracion

La medida de la concentracién mediante un método instrumental se basa en la existencia
de una relacion proporcional entre dicha concentracion y la sefial analitica o respuesta
gue genera un instrumento. Generalmente esta relaciéon es lineal, de modo que puede

expresarse como:

y=a+bCy
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Donde C, es la concentracion del analito, y la sefal medida, a la ordenada en el origeny b

la pendiente de la recta®®.

La ecuacidn de la recta se obtiene mediante calibracion con disoluciones de concentracién
conocida (disoluciones patrén) a partir de la medida de la sefial analitica proporcionada
por éstas. Los pares de valores concentracién-sefial se ajustan a una recta, a partir de la

cual puede obtenerse la concentracién del analito en muestras desconocidas.

Para construir la curva de calibracién primero se preparan patrones del analito que cubran
un intervalo adecuado de concentraciones, y se mide la sefial analitica proporcionada por
los mismos. Posteriormente se traza un grafico del area frente a la concentracion de
analito y se calcula la recta que mejor se ajusta a los datos mediante un ajuste por
minimos cuadrados. De esta forma se obtiene la pendiente (b) y la ordenada al origen(a)
qgue definen la recta. Después se mide la sefial analitica para las muestras desconocidas y
se interpola en la recta de calibrado para obtener valores de concentracion del analito.
Para obtener la concentracidn de analito en la muestra hay que tener en cuenta las

. . . 227
diluciones a las que se sometié”’.

2.7 Preparacion de muestra

Es el proceso de transformacién de una muestra en una forma adecuada para su analisis.
Este proceso puede incluir la extraccion de un analito de una matriz compleja, la
preconcentracion de analitos muy diluidos para obtener una concentracién suficiente para
ser medida, la eliminacion o enmascaramiento de especies interferentes, o Ia

transformacién del analito en una forma que sea mas facilmente detectable?®32.
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2.7.1 Microextraccion en fase solida

La microextraccion en fase sdélida (SPME, por sus siglas en inglés) es un método simple y
eficiente, sin el empleo de disolventes, desarrollado por Janusz Pawliszyn en 1989. SPME
es ideal para la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas. Todos los
pasos de la extraccion liquido-liquido convencional, tales como extraccién, concentraciéon
y derivatizacidon estdn integrados en un solo paso y un dispositivo, simplificando el

procedimiento de preparacién de la muestra®*®,

Combinando adsorbentes a base de silice fundida y un recubrimiento polimérico, SPME es
una técnica de enriquecimiento basada en la sorcion de los analitos en dicho

recubrimiento, seleccionado con base en la polaridad de los analitos (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de algunas fibras SPME disponibles comercialmente.

Grosor de Max. temp.
Recubrimiento - - de Compuestos que
. la pelicula | Polaridad ~a -
de la fibra operacion | pueden analizarse
(nm) oC
(°Q)
Volatiles, no
PDMS 100 No polar 280
polares
No polares,
PDMS 30 No polar 280
semivolatiles
No polaresy de
PDMS 7 No polar 340 media polaridad,
semivolatiles
PDMS- Polaridad
65 270 Polares, volatiles
Divinilbenceno media
Polaridad Cualquier propdsito
PDMS-DVB 60 270
media en general
Polares,
Poliacrilato 85 Polar 320 semivolatiles
(fenoles)
Carboxen-
75 Polar 320 Gases, volatiles
PDMS
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En un estudio realizado en el 2009 donde se evaluan distintos tipos de fibras para la
extraccidon de compuestos volatiles en cerveza mayoritariamente ésteres etilicos, se
observa que una de los recubrimientos con los que se extrae mayor cantidad de analitos

es PDMS-DVB?%34,

Durante la adsorcién de la muestra, el principio de extraccion se basa en las normas
generales de diferentes equilibrios, debido a las propiedades fisicoquimicas del
polidimetilsiloxano (PDMS) éstas fibras son mas utilizadas para los equilibrios gas-liquido o

liquido-liquido y las Carboxen para equilibrios gas-sélido®.

La cinética de extraccidn estd fuertemente influenciada por diferentes factores (cantidad
de muestra, tiempo de equilibrio, tiempo de extraccién, recubrimiento y grosor de
pelicula de la fibra, entre otros). Se sabe que el tiempo de equilibrio puede disminuirse
con el uso de cualquier tipo de método de agitacién (agitacidon con barra magnética,
ultrasonidos, etc.), si se consigue una agitacion ideal el tiempo de extraccidon depende sélo
de la geometria de la fibra y los coeficientes de difusion del analito en la fibra. Una de las
caracteristicas mas importante que determina el funcionamiento analitico de SPME es el

tipo y el grosor del material de recubrimiento®2.

En la Fig. 9 se muestra un esquema del dispositivo utilizado para SPME.

Embolo

F_ Tambor de la jeringa
Tornillo de retencién
l.— Ranuraenformadez

Ventana del eje

Cuerpo central
Muelle

tensor
Aguja
Septum

Soporte metalico

Fibra de silice

Fig.9. Esquema del dispositivo para SPME.
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Para obtener resultados repetibles y reproducibles dentro de la técnica SPME-GC-MS es
importante se determinen y controlen factores como la eleccién de la fibra con la que se
extraeran los analitos, los tiempos de retencién de los analitos mediante estandares, las
condiciones ideales para realizar SPME como: cantidad de muestra, tiempo de equilibrio,

tiempo de sorcién, tiempo de desorcidn, agitacion y calentamiento>32,

Para SPME existen tres modos de muestreo: inmersidon directa, headspace (HS), e
inmersiéon con membrana (Fig.10), el modo de trabajo deberd ser elegido de acuerdo con
el tipo de matriz que se posea y las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos de interés.
Para una buena cuantificacién es importante la eleccidn correcta del modo de muestreo

para SPME>? (Tabla 8).

Tabla 8. Modos de muestreo para SPME.

Modo Propiedades del analito Muestras
Directo Media o baja volatilidad Gaseosas o liquidas
Headspace Alta o media volatilidad Liquidas y Liquidas complejas
Con membrana Baja volatilidad Complejas

o N e R e B

- “
& &

Fig.10 Esquema de los modos de muestreo con SPME.

La técnica HS-SPME mediante GC-MS es una herramienta que otorga una buena

sensibilidad, permite la cuantificacion de analitos presentes en muestras con

1 35-36

concentraciones del orden de mg L y en algunos casos hasta de pg L . Se considera

de las mejores opciones para andlisis relacionados con el sabor de diversas muestras
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alimenticias y su perfil volatil debido a que permite el andlisis sélo de la fraccion volatil y

no requiere de ningtin proceso de limpieza de la muestra previo al analisis por GC*2374°,

La extraccidon por HS-SPME se considera completa cuando la concentracion de analito ha
alcanzado el equilibrio de distribucién entre el espacio de cabeza del vial que contiene la
matriz de la muestra y el recubrimiento de la fibra, por lo cual las condiciones de equilibrio

son determinantes en el proceso>~.

Los factores que influyen dentro de la técnica de acuerdo con un estudio realizado para la
cuantificacion de alcoholes superiores en cervezas mexicanas®? son: la velocidad de
agitacion, el tiempo de extraccidn, tiempo de desorcidn, temperatura de extraccidon y la
adicion de sal. Las condiciones éptimas obtenidas fueron: 1200 rpm, 30 min de extraccién,
10 min de desorcién térmica en el inyector del cromatdgrafo y 50% de sal*2.

En un estudio realizado en cervezas internacionales, se plantea la optimizacién del
método de extraccién de la fraccion voldtil de la cerveza por SPME, aqui evaluaron
factores como la cantidad de muestra, la capacidad del vial, la adicion de sal, el tiempo de
equilibrio y el tiempo de extraccidn, llegando a condiciones similares de trabajo a las

desarrolladas en el presente trabajoss.
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Desarrollo experimental

3.1

3.2

¥+

e

- F F

Materiales, reactivos y estandares

Balanza analitica Sartorius modelo CP124S.

Vortex, Thermolyne; Barra magnética (1 cm), Spinbar.

Fibra de silice fundida (PDMS-DVB) con un espesor de pelicula de 65um y soporte
de fibras para SPME (Supelco, USA).

Material de vidrio Pyrex y Kimax: matraces volumétricos de 1, 2, 5, 10 y 25 mL,
pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5y 10 mL.

Viales de vidrio con capacidad para 8 mL, tapones con septas.

Jeringas Hamilton de 10, 50 y 250 pL.

Agua desionizada, Metanol, NaCl (J.T.Baker,USA)

Estdndares: linalol, citronelol y geraniol, pureza >97% (Fluka Chemika, Suiza),
heptanoato de etilo, octanoato de etilo, nonanoato de etilo, decanoato de etilo,

dodecanoato de etilo y 2-fenil etil acetato, pureza >99% (Nu-Chek Prep., USA).

Muestras

Las cervezas fueron adquiridas en supermercados. Las caracteristicas de las muestras se

enlistan en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas generales de las muestras analizadas

Muestra Tipo Subtipo % Etanol (v/v)
Minerva Pale Ale Ale Pale Ale 6.0
Minerva Stout Imperial Ale Stout 6.0
Tecate Lager Dortmunder 5.6
Negra Modelo Lager Munich 53
Corona Larger Pilsener 4.6
Victoria Lager Viena 5.4
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3.3 Condiciones cromatograficas

3.3.1 Cromatdgrafo de gases

Cromatografo de gases (HP 5890) con detector FID, inyector split-splitless y columna
capilar ZB-5 (5% fenil-95% PDMS ) de 30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno x
0.25 um de grosor de pelicula (Zebron Phenomenex, USA). Gas acarreador hidrégeno,
flujo 1 mL min™. Temperatura del puerto de inyeccién 250 °C, en modo splitless (1 min).
Temperatura del detector 300 °C. Programa de temperatura: 40 °C (1 min), incremento de

10°C/min hasta 140 °C, aumento de 7 °C/min hasta 300 °C/ 5min.

3.3.2 Cromatografo de gases- especrometro de masas

Cromatdgrafo de gases (HP 5890) inyector split-splitless y columna capilar ZB-5 (5% fenil-
95% PDMS ) de 30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno x 0.25 um de grosor de
pelicula (Zebron Phenomenex, USA) acoplado a un detector selectivo de masas (HP 5972)
en modo barrido idnico total (SCAN, por sus siglas en inglés). Gas acarreador helio, flujo 1
mL min'l.Temperatura del puerto de inyeccion 250°C, en modo splitless (1 min).
Temperatura de la linea de transferencia 280°C. Analizador cuadrupolar 150°C. Fuente de
ionizacion 230°C. Programa de temperatura: 40 °C (1 min), incremento de 10°C/min hasta

140 °C, aumento de 7 °C/min hasta 250°C.
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3.4 Optimizacion

3.4.1 Terpenos

Se evaluaron algunas de las condiciones utilizadas en un trabajo previos. Temperatura (40
y 50 °C), capacidad del vial (8 y 11 mL) y adicién de sal (50%) con el fin de determinar las
mejores condiciones de trabajo para ésteres etilicos y terpenos. El estudio se realizé en los

terpenos esperando que los ésteres etilicos presentaran un comportamiento similar.

Se prepararon disoluciones stock en metanol a una concentracion aproximada de 1000 ug
mL™ para cada compuesto: linalol, citronelol y geraniol. A partir de estas se prepard una
disolucién estandar en agua con los 3 analitos a una concentracion de 0.1 pg mL™. De esta
se tomaron 5 mL para cada analisis, evaluandose la extraccién de los analitos en viales de
8 y 11mL a 40 y 50°C con y sin adicion de sal, con una agitacidon de 1200rpm durante 30

min, cada determinacién se realizd por triplicado.

Evaluadas estas condiciones se decidié que las condiciones de trabajo para los terpenos
serian: vial de 8 mL a una temperatura de 40 °C con 50% de NaCl y una agitacion de

1200rpm con un tiempo de extraccién de 30 min.

3.4.2 Esteres etilicos

Se realizaron disoluciones stock en metanol a una concentracién aproximada de 1000 pg
mL™* para cada compuesto: EE7, EE8, EE9, EE10, EE12 y 2-fenil acetato de etilo. A partir de
estas se preparé una disolucion estandar en agua con los 6 analitos a una concentracidn
de 0.1 ug mL", se tomaron 5 mLy se procedié a su andlisis por HS-SPME seguido de GC-

MS con las condiciones establecidas para terpenos.
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Se queria realizar la extraccion de ésteres etilicos y terpenos simultaneamente pero se
observé que el tiempo de extraccion de 30 minutos no era éptimo para ésteres etilicos
debido a que su concentracidon era mayor que la de terpenos. Por lo tanto se realizdé un
analisis del perfil de tiempo de extraccidn a 10, 15 y 30 minutos analizando las cervezas de
mayor y menor concentracidon de ésteres etilicos con el fin de optimizar su tiempo de

extraccidn, cada determinacion se realizo por triplicado.

Evaluado el tiempo de extraccion se decidid que las condiciones de trabajo para los
ésteres etilicos serian: vial de 8 mL a una temperatura de 40 °C con 50% de NaCl y una

agitacién de 1200 rpm con un tiempo de extraccion de 15 min.

3.5 Metodologia

Una vez obtenidas las condiciones déptimas para la extraccion de terpenos y ésteres
etilicos, el procedimiento para la identificacién de los compuestos volatiles y semivolatiles
en cerveza y la realizacién de las curvas de calibracién para la cuantificacion de ésteres

etilicos y terpenos fue el siguiente:

En un vial de 8 mL se colocaron 0.9 g de NaCl y 5mL de la disolucidén estandar a analizar
(disolucidon de terpenos o de ésteres etilicos). Los viales se sellaron con cinta teflén y un
tapdn con septa. Posteriormente, se puso el vial en bafio maria a 40°C por 5 min a 1200

rpm con el fin de alcanzar un equilibrio entre la fase liquida y el espacio de cabeza del vial.

Alcanzado el equilibrio se colocé la fibra en el espacio de cabeza y se expuso por 30 min
para los terpenos y por 15 min para los ésteres etilicos. Es importante que se mantenga
controlada la temperatura y se observe que la agitacién sea homogénea (es decir que la

barra magnética gire de forma rotacional dentro del vial).

Después del tiempo de extraccidn la fibra se retrajo y se retird del vial para introducirse en

el puerto de inyeccion del cromatdgrafo en el cual se realizé la desorcidon térmica por 10
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min. Es importante que todo el material utilizado este perfectamente limpio y seco, cada

analisis se realizo por triplicado.

Se requiere que la cerveza no se abra con mucho tiempo de antelacién debido a que los

compuestos de interés pueden volatilizarse con facilidad conforme transcurre el tiempo.

En la Fig.12 se observa el esquema analitico del procedimiento para el analisis de terpenos
y ésteres etilicos en cerveza por HS-SPME seguido de GC-MS. La Unica diferencia entre el

procedimiento para terpenos y ésteres etilicos fue el tiempo de extraccion.

Espacio de {
cabeza 3
} Fase liquida
| 40°c | l 1200rpm |

Vial 8 mL ° °

+
5 mL cerveza Bafio maria: 40°C

* Agitacién: 1200 rpm/5 min
0.9 g NaCl

([
1 &

S—
Tiempo de extraccién:

30 min terpenos
15 min ésteres.

Se retrae la fibra

J

Desorcion térmica en el
inyector 250 °C/10 min. Analisis

Fig. 12 Esquema analitico para el analisis de terpenos y ésteres etilicos

en cerveza por HS-SPME-GC-MS.
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3.5.1 Caracterizacion de terpenos y ésteres etilicos

Se prepararon disoluciones stock a una concentracién aproximada de 1000 ug mL™ para el
linalol, citronelol y geraniol. A partir de estas se preparé una disolucién con los 3 terpenos
a una concentracion de 1 ug mL™ para cada analito, se realizd el analisis mediante

inyeccion directa con el procedimiento descrito para HS-SPME seguido de GC-MS.

De la misma manera para los ésteres etilicos a partir de las disoluciones stock del EE7, EES,
EE9, EE10, EE12 y 2-fenil acetato de etilo a una concentracién aproximada de 1000 pg mL™
se prepar6 una disolucion con los 6 ésteres etilicos a una concentracion de 1 pug mL* para
cada analito y se procedié a su andlisis con el procedimiento descrito para HS-SPME

seguido de GC-MS.

La identificacidn de terpenos y ésteres se realizé mediante la comparacion de los tiempos
de retencidn experimentales obtenidos de estdndares con los obtenidos en las muestras,
asi como la comparacion de los espectros de masas obtenidos con los de la base de datos
del Instituto Nacional de Estandarizacion y Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés) de

Estados Unidos.

3.5.2 Cuantificacion de terpenos y ésteres etilicos

3.5.2.1 Terpenos

Se prepararon disoluciones stock en agua a 1y 100 ng mL™ para linalol; 50 y 125 ng mL™
para citronelol y 100 ng mL " para geraniol, posteriormente se tomd la cantidad necesaria
de cada una de las disoluciones stock para obtener disoluciones con los 3 terpenos para

cada uno de los puntos de la curvas de calibracién.
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Las curvas de calibracidn se prepararon de la siguiente manera: para linalol el intervalo de
concentracion fue de 15 a 65 ng mL™ y de 0.06 a 0.6 ng mL™; para citronelol de 15 a 40 ng
mL™* yde2al6ng mL™ y para geraniol de 10 a 40 ng mL™; todas se realizaron en aguay
por triplicado (véase anexo l).Los intervalos se definieron analizando las muestras

previamente debido a que los terpenos se encontraban a diferentes concentraciones.

3.5.2.2 Esteres etilicos

Se prepararon disoluciones stock para cada uno de los ésteres etilicos: EE7 (5 ng mL™), EE8
(200 ng mLY), EE9 (2 ng mL™), EE10 (200 ng mL™), EE12 (100 ng mL™) y del 2-fenil acetato
de etilo (1000 ng mL'l). Se tomo el volumen necesario de cada una de las disoluciones
stock para obtener disoluciones con los 6 ésteres etilicos para cada uno de los puntos de

la curvas de calibracion.

Las curvas de calibracién se realizaron: para el EE7 en un intervalo de concentracién de 0.4
a0.7ng mL™; para el EE8 de 100 a 600 ng mL™; para el EE9 de 0.15a 0.75 ng mL™; para el
EE10 de 3 a 40 ng mLY; para el EE12 de 5 a 50 ng mL y para el 2-fenil acetato de etilo de
10 a 400 ng mL?, todas se realizaron en agua y por triplicado (véase anexo I). Los
intervalos se definieron analizando las muestras previamente debido a que los ésteres

etilicos se encontraban a diferentes concentraciones.
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4.1 Optimizacion de la metodologia

4.1.1 Terpenos

Mediante el analisis por HS-SPME seguido de GC-MS pudimos apreciar que la adicién de

sal mejora la extraccién de los compuestos volatiles y semivolatiles.

Se observo que en el vial de 8 mL (con un volumen menor del espacio de cabeza al vial de
11mL) a 40 °C se obtenia respuesta similar para los tres compuestos a diferencia de la
obtenida a 50 °C en donde la respuesta para linalol era muy grande en comparacion con la

obtenida para citronelol y geraniol. En el vial de 11 mL a 40°C se observa gran respuesta

del linalol pero baja del geraniol, lo mismo ocurre a 50°C.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 10) se determind que las condiciones
Optimas para la extraccion de terpenos eran: vial de 8 mL a 40 °C con 50% de NaCl y una

agitacién de 1200rpm por 30 min.

Tabla 10. Extraccion de terpenos a diferentes condiciones (n=3).

Vial *8mL 11mL
*c/NaCl s/NaCl c/NaCl s/NaCl
Compuesto | *40°C 50°C 40°C 50°C 40°C 50°C 40°C 50°C
Linalol 283,300 | 461,830 | 95,813 | 118,350 | 126,510 | 227,990 | 218,00 | 180,820
Citronelol | 279,080 | 62,910 | 41,370 | 21,780 | 179,820 | 223,830 | 25,010 | 30,829
Geraniol 92,200 5,280 4,399 1,2400 | 36,190 | 37,390 4,380 4,620

*Condiciones elegidas
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4.1.2 Esteres etilicos

Para los ésteres etilicos se realizé un analisis del perfil de tiempo de extraccién a 10, 15y
30 minutos analizando las cervezas de mayor y menor concentraciéon de ésteres etilicos

con el fin de optimizarlo.

En la Fig. 11 se observa que en general a mayor tiempo de extraccién mayor sorcion de los
ésteres etilicos, la concentracion del EE8 y del 2-fenil acetato de etilo es muy grande en
comparacion con los demas ésteres etilicos al contrario del EE7 y EE9 los cuales se
encuentran a una concentracion baja, el EE9 no se identificd en la cerveza Corona. Se
determind que con 15 min de extraccion todos los ésteres etilicos en estudio se extraian a
concentracién adecuada para su analisis por GC-MS decidiéndose este fuera el tiempo de

extraccién para los ésteres etilicos.

4 Tecate ,\ 4 Corona ) N
" 10 min 7,000,000 - @ H 10 min
X

H 15 min 6,000,000 - @ ® 15 min

10,000,000
9,000,000
8,000,000
7,000,000
6,000,000
5,000,000
4,000,000
3,000,000
2,000,000
1,000,000

0

30 min 5,000,000 1 & 30 min

4,000,000 -

Area
Area

3,000,000 -

2,000,000 -

1,000,000 -

o
EE7 ~ EE8 Feniletl EE9  EE10 EE12 EE7  EE8 Feniletl EE9  EE10  EE12

acetato acetato

- J - J

Fig. 11. Perfil de extraccion de los ésteres etilicos presentes a 10, 15 y 30 min.

4.2 Compuestos volatiles y semivolatiles en cervezas

La fibra PDMS-DVB considerada de polaridad intermedia permite la extraccion de analitos

12 .
36 se observo que con

de diversa polaridad. De acuerdo con estudios previos en cerveza
este tipo de fibra y las condiciones mencionadas en la seccién 3.5 se tiene una dptima

extraccién para compuestos organicos volatiles y semivolatiles.
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Se identificaron 24 compuestos entre ellos ésteres etilicos, alcoholes, acidos, compuestos

aromaticos, terpenos, etc. Cada cerveza se analizd por triplicado. En la Tabla 11 se

muestran los principales compuestos volatiles identificados.

Tabla 11. Compuestos organicos volatiles y semivolatiles en las cervezas por HS-SPME

seguido de CG-MS.

Compuesto

Hexil acetato

2-etil hexanol

*Heptanoato de etilo

*Linalol

2-fenil etanol

Acido octanoico

*Octanoato de etilo

Decanal

Acetato de octilo

*Citronelol

*Geraniol

*2-fenil acetato de etilo

*Nonanoato de etilo

Tridecano

2-metoxi-4-vinilfenol

3-fenilpropanoato de

etilo

Acido decanoico

Formiato de linalol

9-etildecenoato

*Decanoato de etilo

Tetradecano

1,2,3,4,4a,9,93,10

octahidroantraceno

Butilhidroxitlueno

*Dodecanoato de etilo

*Compuestos cuantificados

tr

(min)

8.41

9.64

10.9

11.3

11.7

12.2

12.8

13.7

14.2

14.4

15.2

17.6

Minerva
Pale Ale

Minerva Stout

Imperial

Tecate

Negra
Modelo

Corona

Victoria
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Los compuestos organicos volatiles y semivolatiles identificados, responsables del sabor
de la cerveza, se clasifican en compuestos de sabor derivados de ingredientes como la
cebada vy el ldpulo. Su sabor depende del tostado de la malta, la cocciéon del mosto, el
metabolismo de la levadura, la influencia del oxigeno y la luz del sol durante el
almacenamiento del producto“. En este trabajo, nos centramos en los terpenos y ésteres

etilicos que principalmente se consideran subproductos del metabolismo de la levadura.

Los terpenos determinados en las cervezas fueron: linalol, citronelol y geraniol (Fig.13).

HC OH 3 CH;
I A
2 OH
| | ;™
HC TcH, HC™ TCH, HE e
Linalol Citronelol Geraniol

Fig.13. Estructura de los terpenos mayoritarios en cervezas mexicanas.

Asi mismo se cuantificaron los ésteres etilicos: EE7, EE8, EE9, EE10, EE12 y2-fenil acetato

de etilo (Fig.14).

] 0
\/w)L I
HC o cH, Hﬁwo/\% H,(:MLOAN

Heptanoato de etilo Octanoato de etilo Nonanoato de etilo

3

0 o] o o
Hﬁwko/\cuz‘ H£MOACH3 H3CJ\O | =7

Decanoato de etilo Dodecanoato de etilo 2-fenil acetato de
etilo

Fig.14. Estructura de los ésteres etilicos mayoritarios en cervezas mexicanas.
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4.3 Analisis cualitativo de terpenos y ésteres etilicos

4.3.1 Identificacion de terpenos

Con el fin de determinar los tiempos de retencidn de los terpenos se realizd mediante
inyeccion directa el analisis de una disolucién estandar del linalol, citronelol y geraniol a
una concentracion de 1 pg mL™ en metanol. De igual manera se realizé el analisis de una
disolucién con la misma concentracion por HS-SPME, esperando observar una mayor
sensibilidad por HS-SPME debido a la preconcentracion de los analitos. Ambos analisis se
realizaron por GC con el fin de determinar los tiempos de retencién para cada terpeno. En

la Fig.15 se observan los cromatogramas obtenidos de ambos analisis.

= A B) e
s00—]
o3 3 sag—=
o 3
- =
400 2O
= O
= 2 = 1
— .
3 1 3 <ADD' 3
z00—]
E h l E
Oé — l [ E—— .~ _}r\ L
I['I['IIf'l['IIf'l['IIl'l['lll'l['ll['l['lI['I['II['I['II LALIRY L AL BN Y LIS LIS A LY LIS A UL AL LIS L LB B L
El =] a8 10 12 a.0 [-N_1 7.0 7.5 2.0 2.5 2.0 2.5 10.0
Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig.15. Cromatograma de la disolucién estandar de terpenos 1. Linalol, 2.Citronelol,
3. Geraniol a 1 pg mL™. A. Inyeccidn directa y B. HS-SPME ambos seguidos de GC.
Los picos extra observados en la figura B son compuestos que se desprenden de Ia

fibra.

Posteriormente se realizd la identificacion de los terpenos mayoritarios por HS-SPME
seguido GC-MS en cada cerveza con la metodologia descrita en la seccién 3.5.1. En la Fig.
16 se muestran los cromatogramas ionicos totales de una cerveza tipo Ale y una tipo Lager
y la identificacion de cada terpeno. En la cerveza Corona Unicamente se identificod el

linalol.
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Fig.16. Cromatograma idnico total de A. Minerva Pale Ale y B. Corona. 1. Linalol, 2.

Citronelol, 3. Geraniol.

4.3.2 Identificacion de ésteres etilicos

Mediante la metodologia descrita en la seccion 3.5.1 se realizd la identificacion de los
ésteres etilicos mayoritarios y del 2-fenil acetato de etilo en cada cerveza por HS-SPME

seguido de GC-MS. En la Fig. 17 se muestran los cromatogramas idnicos totales de las
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cervezas en las que se observd mayor y menor contenido de éstos. En la cerveza Victoria

no se identifico al EE9.
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Fig 17. Cromatograma idnico total de A. Tecate B. Victoria. 1. EE7, 2. EE8, 3. 2-fenil
acetato de etilo, 4. EE9, 5. EE10y 6. EE12.
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4.4 Cuantificacion de terpenos

La cuantificacion se realizé por medio de curvas de calibracion para cada terpeno como se
describe en la seccién 3.5.2.1, debido a la diferencia de concentraciones que presentaban
en las cervezas los intervalos de las curvas de calibracidn se definieron analizando cada
cerveza. Todas las curvas de calibracién se realizaron por triplicado (véase anexo |). En la
cerveza Victoria no se identificd ninguno de los terpenos en estudio por lo que no se

realizé cuantificacidn de terpenos en ésta cerveza.

El intervalo de las curvas de calibracion y sus coeficientes de determinacion calculados se
observan en la Tabla 12. Para el linalol y citronelol fue necesaria la realizacion de dos
curvas de calibracién una en un intervalo de concentracién mucho mads bajo que la otra
debido a que en las cervezas tipo Ale la concentracidon de terpenos era mayor a la
calculada en las cervezas tipo Lager. Se observé que la linealidad de las curvas de
calibracion del intervalo de concentracion mds bajo era menor debido una mayor
variaciéon en los datos, obteniendo coeficientes de variacidn mayores que nos indica una

disminucion en la presion y por consiguiente una pérdida de sensibilidad.

Tabla 12. Curvas de calibracion de los terpenos mayoritarios. (Véase anexo |)

Compuesto | Curva de calibracién
15-55 ng mL-!
R2=0.9995
0.06-0.6 ng mL-!
R2=0.9581
15-40 ng mL-!
R2=0.9925
2-16 ng mL-1
R2=0.9810
10-40 ng mL1
R2=0.9625

Linalol

Citronelol

Geraniol

En la Tabla 13 se muestran las concentraciones calculadas con base en las curvas de

calibracion para cada terpeno y el coeficiente de variacion en cada cerveza. La cerveza con
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mayor concentracién de terpenos fue la cerveza Minerva Pale Ale con una concentracion
total de terpenos de 84 ng mL™ de cerveza, la cerveza con menor concentracion de

terpenos fue la cerveza Corona con una concentracion total de terpenos de 0.302 ng mL™.

El terpeno mayoritario en todas las cervezas fue el Linalol y el minoritario el Geraniol. El
tener coeficientes de variacion menores al 15% nos indica buena repetibilidad del

procedimiento de andlisis.

Tabla 13. Cuantificacion (ng/mL) de terpenos, n=3.

Linalol Citronelol Geraniol Total
Cerveza (ng mL1de (ng mL-1de (ng mL-1de (ng mL-1de
L cerveza) cerveza) cerveza) cerveza)
. 0.907+0.021 9.119+1.164
A Tecate 3.8* 14.5% N.D. 10.026
G< Corona 0'30522'004 N.D. N.D. 0.302
E
Negra 0.353+0.004 6.200+0.031
R - Modelo 1.8* 1.2* N.D. 2258
(" Minerva 38.803+0.453 17.518+0.718 27.821+0.345 84.142
Pale Ale 1.5* 7.0* 2.1%* '
L4 Minerva
18.422+0.334 15.409+0.322 10.373£0.142
E Stout » " » 44.204
. 1.9 35 2.3
\ Imperial

N.D.= No determinado *=%C.V.

En el Grafico 1 se observa la concentracién calculada para el linalol, citronelol y geraniol

en las cervezas estudiadas.

(" 8000 X5 A
M Linalol
_ 7000
%) 6000 M Citronelol x5
S so00 M Geraniol
0 x5
2 x5
g 4000 X5
S
"s’ 3000 x4 X5
9 2000 x4
c
o
O 1000 I ‘ "
0 T T
Corona Negra Modelo Tecate Minerva Stout Minerva Pale

\_ Imperial Ale J
Grafico 1. Concentracion de terpenos en muestras de cervezas mexicanas.
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Posteriormente con la concentracién calculada para cada terpeno y sus principales notas
sensoriales se determind la influencia de éstos en el olor y sabor de cada cerveza en

estudio de acuerdo con el umbral de percepcidn reportado para cada terpeno (Tabla 14).

Las principales notas sensoriales de los terpenos son florales y a rosas’. De acuerdo con la
concentracion total calculada para los terpenos (Tabla 13) podemos decir que en las
cervezas tipo Ale se debe percibir una mayor gama de olores florales y a frutos citricos que

en las cervezas tipo Lager.

Tabla 14. Principales notas sensoriales de los terpenos.

Minerva .
Descriptor Lozl _‘!e Corona AL Tecate Stout L ORL
. percepcion Modelo . Pale Ale
olfativo (ng L) Imperial
g C (ng L-1) calculada
Linalol
(herbal, 100 302 353 907 18,422 38,803
floral)
Citronelol
(Rosas, 100 6,200 9,119 15,409 17,518
citricos)
Geraniol 130 10,373 27,821
(Rosas, cera)

4.5 Cuantificacion de ésteres etilicos

La cuantificacidn se realizé por medio de curvas de calibracidn para cada éster etilico y
para el 2-fenil acetato de etilo como se describe en la seccién 3.5.2.2, debido a la
diferencia de concentracidén a la que se encontraban en las cervezas los intervalos de las
curvas de calibracién se definieron analizando cada cerveza. Todas las curvas de
calibracion se realizaron por triplicado (véase anexo 1). Obteniéndose mayor

concentracion de éstos en las cervezas tipo Ale, exceptuando la cerveza Tecate.
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Resultados y discusion

El intervalo de las curvas de calibracién y sus coeficientes de determinacién calculados se
muestran en la Tabla 15. Debido a que los ésteres etilicos y el 2-fenil acetato de etilo
presentaban concentraciones similares en las cervezas estudiadas, se realizd una curva de
calibracion para cada analito en un intervalo adecuado para éstas concentraciones. Se
observd que en los ésteres etilicos con intervalos de concentracion mas bajo (EE7,EE9 y
EE10) la variacion era mayor lo que nos indica una disminucién en la precisiéon y por
consiguiente una pérdida de sensibilidad, lo cual se ve reflejado en sus coeficientes de

determinacion.

Tabla 15. Curvas de calibracion de los ésteres etilicos mayoritarios. (Véase anexo |)

Compuesto Compuestos identificados
o -1
oL
- -1
EE8 10(;{26 =000.9n‘9g615lL
o il
e
- -1
EE10 “Ris09691
o il
EE12 “Res05689
- -1
2-fenil acetato de etilo 15&28_3% ln(l)L

En la Tabla 16 se muestran las concentraciones calculadas con base en las curvas de
calibracion para cada éster etilico y el 2-fenil acetato de etilo asi como el coeficiente de

variacion.

La cerveza con mayor concentracién de ésteres etilicos fue la cerveza Tecate con una
concentracion total de 699 ng mL™, la cerveza con menor concentracién de ésteres etilicos
fue la cerveza Victoria con una concentracion total de 287 ng mL™. La cerveza con mayor
concentracion del 2- fenil acetato de etilo fue la Tecate con 259 ng mL” y la de menor

concentracion fue la cerveza Minerva Pale Ale con 40 ng mL™.
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Resultados y discusion

El éster etilico mayoritario en todas las cervezas fue el EE8 y los minoritarios fueron el EE7
y el EE9. El tener coeficientes de variacién menores al 15% nos indica buena repetibilidad

del procedimiento de analisis.

Se observé que en general las cervezas tipo Ale tienen una mayor concentracion de
ésteres etilicos (500 y 540 ng mL™) que las cervezas tipo Lager (287, 395 y 407 ng mL™)
exceptuando a la Tecate (699 ng mL™), no ocurre lo mismo con el 2-fenil acetato de etilo
el cual presenta mayor concentracién en las cervezas tipo Lager (218, 165, 203 y 259 ng

mL™) que en las Ale (40 y 65 ng mLY).
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(4}

Tabla 16. Cuantificacion (ng mL™) de ésteres etilicos en cerveza, n=3.

EE10
(ng mL-1de
cerveza)

27.800£0.279
8.1*

4.300+0.961
18.0*

51.000+0.779
16.6*

31.500£0.841
4.0*

7.800£0.753
10.2*

EE7 EE8
(ng mL-1de (ng mL-1de
cerveza) cerveza)
[ Corona 378.100+0.024
9.9*
L Victoria 275.91050;8.030
A .
E
Negra 336.500£0.037
Modelo 16.5%
615.800+0.050
K Tecate 12.9%
K
Minerva 483.700+0.037
A Pale Ale 11.9*
<
E .
Minerva 482.500£0.037
Stout
Imperial 121
~

27.800+0.983
5.1*

N.D = no determinado
*=%C.V

2-fenil acetato de

EE12 Total etilo
(ng mL-1de (ng mL-1de 1
cerveza) cerveza) (ng mL" de
cerveza)

407.100
286.700

698.900
499.600
540.800

p A sopplnsay

uoIsnasy,

b



Resultados y discusion

En el Grafico 2 se observa la concentracidn calculada para los ésteres etilicos y 2-fenil

acetato de etilo en cada una de las cervezas analizadas.

/ M EE7 \

& EE8

60 -

E | M 2-fenil
< 0 acetato de
oo

< etilo
c J o EE9
S 40

(8]

® _

S 30 , H EE10
c

[

E 20 M EE12
]

o

10 -

© o © j @
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Grafico 2. Concentracion de ésteres etilicos en muestras de cervezas mexicanas.

Posteriormente con la concentracién calculada para cada éster etilico y el 2-fenil acetato
de etilo y sus principales notas sensoriales se determind la influencia de éstos en el olor y
sabor de cada cerveza en estudio de acuerdo con el umbral de percepcidn reportado para

cada compuesto (Tabla 17).

Las principales notas sensoriales de los ésteres etilicos y el 2-fenil acetato de etilo son
frutales®. De acuerdo con la concentracién total calculada para los ésteres etilicos y el 2-
fenil acetato de etilo (Tabla 16) podemos decir que en las cervezas Tecate (699 ng mL™),
Minerva Pale Ale (500 ng mL™) y Minerva Stout Imperial (540 ng mL") se espera una
mayor percepcion de aromas frutales (manzana, pifia, platano) que en las cervezas Corona

(407 ng mL™), Victoria (287 ng mL™) y Negra Modelo (395 ng mL%).
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Resultados y discusion

Tabla 17. Principales notas sensoriales de los ésteres etilicos.

Minerva
Stout Tecate
Imperial

Umbral de . . Negra | Minerva
percepcion Corona | Victoria Modelo | Pale Ale
(ng mL1)

Descriptor
olfativo

C (ng mL1) calculada

EE7
(Manzana, 14,000 200 300 300 300 400 400
pifia)

EE8

(Platano,
manzana,
pifia)

2-fenil
acetato de
etilo 25,000 217,300 | 165,200 | 203,800 | 40,400 64,700 | 259,200
(Rosas,
miel)
EE9
(Rosas, 13,000 --- 400 500 200
frutas)
EE10
(Platano,
fruta
madura)
EE12
(floral, 8,000 1,000 6,200 6,800 7,400 29,600 51,000
afrutado)

5,000 378,100 | 275,900 | 336,500 & 483,700 | 482,500 | 615,800

20,000 27,800 4,300 51,000 7,800 27,800 31,500

La produccién de un mayor contenido de ésteres etilicos y terpenos en las tipo Ale se debe

probablemente a la temperatura de fermentacion, la cual es aproximadamente 8°C mas

16-17

alta que en las tipo Lager™—"". El contenido de ésteres etilicos y terpenos dependera de

varios factores; la materia prima, el proceso y las condiciones de elaboracién, entre otros.
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Conclusiones

1. Se analizaron cervezas mexicanas tipo Lager y Ale por HS-SPME seguido de GC-MS,
identificando 24 compuestos volatiles y semivolatiles entre ellos ésteres etilicos,
alcoholes, acidos grasos, compuestos aromaticos, terpenos, entre otros.

2. La cuantificacion de terpenos, ésteres etilicos mayoritarios y el 2-fenil acetato de
etilo se realizé mediante curvas de calibracion.

3. Los terpenos mayoritarios fueron: linalol, citronelol y geraniol. La cerveza con
mayor concentracién de terpenos fue la Minerva Pale Ale (84 ng mL?, Ale) y la de
menor fue la Corona (0.3 ng mL™, Lager).

4. Los ésteres etilicos mayoritarios fueron: EE7, EE8, EE9, EE12 y 2-fenil acetato de
etilo. La cerveza con mayor concentracion fue la Tecate (699 ng mL™) y la de menor
concentracién fue la Victoria (287 ng mL ) ambas tipo Lager. La cerveza con mayor
concentracién del 2-fenil acetato de etilo fue la Tecate (259 ng mL™, Lager) y la de
menor fue la Minerva Pale Ale (40 ng mL™, Ale).

5. Las cervezas tipo Ale tuvieron mayor concentracion de terpenos con respecto a las
tipo Lager por lo que presentan un mayor sabor herbal y floral.

6. Las cervezas con mayor concentracién de ésteres etilicos fueron: Tecate (Lager),
Minerva Pale Ale y Stout Imperial (Ale) por lo que presentan notas afrutadas mas
evidentes.

7. En general las cervezas tipo Lager tienen menor concentracién de terpenos y
ésteres etilicos, lo que puede estar relacionado con el sabor mas plano y ligero que
caracteriza a este tipo de cervezas. Con respecto a las cervezas tipo Ale
generalmente se percibe una mayor gama de olores y sabores, lo cual se puede
asociar a una mayor concentracion de congenéricos, ésteres etilicos y terpenos.

8. Los resultados obtenidos en este trabajo presentan similitud con trabajos
realizados en cervezas extranjeras, presentando un perfil de compuestos volatiles y

semivolatiles muy parecido.
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Anexo |

Curvas de calibracion terpenos

Curva de calibracién para el linalol entre 15y 55 ng mL™.

20000000 - - -
[C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
18000000 -
16000000 - (ng mL-1) tomada | (ngmL1) 25ml
14000000 1 125 3ml 15 Disolucién 1
12000000 . —

g 10000000 125 5ml 25 Disolucién 2
3000000 125 7ml 35 Disolucién 3
6000000 1 y=260246x + 3E+06

R?=0.9995 125 9ml 45 Disolucién 4
4000000 |
2000000 | 125 11ml 55 Disolucion 5
0 : : : : : ‘
0 10 20 30 40 50 60
_ Concentracion J
Curva de calibracién para el citronelol entre 15 y 40 ng mL™.
7000000
[C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
0000000 (ng mL-1) tomada | (ng mL-1) 25ml
5000000
125 3ml 15 Disolucién 1
- 4000000
E 125 4ml 20 Disolucién 2
3000000
y=127022x + 501735 125 5ml 25 Disolucién 3
2000000 R*=0.9783
125 6ml 30 Disolucién 4
1000000
125 7ml 35 Disoluciéon 5
0
0 10 20 30 40 50 125 8ml 40 Disolucién 6
\_ Concentracion .
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Anexo |

Curva de calibracion para el geraniol entre 10 y 40 ng mL™.

(" 2500000 O | [C]dis.madre | Alicuota | [C]final Aforo a
(ng mL1) tomada | (ng mL1) 25ml
2000000
5 Q
1000000
500000 R?=0.9625
a 100 10ml 40 Disolucion 6
0 10 20 30 40 50
U Concentracion J

Curva de calibracién para el linalol entre 0.06 y 0.6 ng mL™.

(" 1100000 N [C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
1000000 (ng mL-1) tomada | (ngmL-1) 25ml
900000
800000 ) — .
< 600000
500000 - p v
y=980716x + 395156 7.5ml 0.3
400000 R?=0.9581 --
300000

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
\_ Concentracion Y,

Curva de calibracion para el citronelol entre 2 y 16 ng mL™,

(" 1200000 h
[C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
1000000 (ng mL-1) tomada | (ng mL-1) 25ml
800000

y=50726x+ 166205 ‘

]
¢ 600000
<

400000
200000
0 |
0 5 10 15 20
\_ Concentracidn /
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Curvas de calibracion ésteres etilicos

Anexo |

Curva de calibracién para el heptanoato de etilo entre 0.4y 0.7 ng mL™.

700000

600000

500000

400000

Area

300000

200000

100000

0

y = 1E+06x - 382364
R?=0.9642

0.3

.

0.4 0.5 0.6 0.7
Concentracion

08

Curva de calibracion para el octanoato de etilo entre 100 y 600 ng mL™.

35000000

30000000

25000000

20000000

Area

15000000

10000000

5000000

y = 4E+07x + 2E+06
R?=0.9962

0
]

0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
Concentracion

0.7
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[C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
(ng mL-1) tomada | (ngmL1) 25ml
5 2ml 0.4 Disolucién 1
5 2.25ml 0.45 Disolucién 2
5 2.5ml 0.5 Disolucion 3
5 3ml 0.6 Disolucién 4
5 3.5ml 0.7 Disolucién 5
[C] dis. madre | Alicuota [C] final Aforo a
(ng mL-1) tomada | (ngmL1) 25ml
2000 1.25ml 0.1 Disolucion 1
2000 2.5ml 0.2 Disolucién 2
2000 3.75ml 0.3 Disolucion 3
2000 5ml 0.4 Disolucién 4
2000 7.5ml 0.6 Disolucién 5




Curva de calibraciéon para el nonanoato de etilo entre 0.15y 0.75 ng mL™.

Anexo |

4 900000

800000
700000
600000

3 500000

< 400000

300000
200000
100000

y=905609x + 37219
R?=0.9708

0
0

0.2 0.4 0.6 0.8

Concentracion

7 [C] dis. madre
(ng mL-1)

Alicuota

tomada

[C] final
(ng mL-1)

Aforo a
25ml

Curva de calibracién para el decanoato de etilo entre 3y 40 ng mL™.

( 12000000 )
10000000
8000000
©
2 6000000
<
4000000 y=201271x+ 1E+06
R*=0.9691
2000000
0
0 10 20 30 40 50
_ Concentracion /

[C] dis. madre
(ng mL-1)

Alicuota

tomada

[C] final
(ng mL-1)

Aforo a
25ml

Curva de calibracién para el dodecanoato de etilo entre 5y 50 ng mL™.

(" 2500000 ~
2000000
1500000
[
g
<
1000000
500000 y=3E+07x + 228567
R?=0.9889
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
AN Concentracion y
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[C] dis. madre

(ng mL)

Alicuota

tomada

[C] final

Aforo a
25ml

(ng mL)




Anexo |

Curva de calibracién para el 2-fenil acetato de etilo entre 10 y 400 ng mL.

20000000
18000000
16000000
14000000
12000000
\g 10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

y=4E+07x + 1E+06
R?=0.991

0.1

0.2 0.3 0.4
Concentracion

0.5
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[C] dis. madre | Alicuota | [C] final
Aforo a 25ml
(ng mL-1) tomada | (ngmL1)
1000 0.25ml 10 Disolucién 1
1000 1.25ml 50 Disolucién 2
1000 2.5ml 100 Disolucién 3
1000 6.25ml 250 Disolucién 4
1000 10ml 400 Disoluciéon 5
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