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Resumen

En este trabajo se presentan como propuestas de proyecto de validacion para un
curso experimental universitario los métodos de determinacion de metanol en

bebidas alcohdlicas, abordadas desde los enfoques: cualitativo y cuantitativo.

Los resultados obtenidos durante la validacion de cada uno de ellos mostraron que,
las metodologias presentadas son viables para poder emplearlas en la ensefianza
de validacion de métodos analiticos de una forma que sea accesible, eficiente,
econOmica, que incluya la ensefianza de la documentacion y registros cientificos
propios del tema, contiene la experiencia de los calculos, de la integracion y
aplicaciéon de los conocimientos en un laboratorio donde se valida un método
analitico acuerdo con la normatividad o necesidades que cubran ampliamente las
necesidades de un laboratorio que cuente con certificacion (ISO 9001) o acreditacion
(IS0 17025).

Los protocolos propuestos se probaron frente a un grupo de alumnos en la materia
de Analitica Experimental Il que se imparte en la Facultad de Quimica-UNAM, en los
semestres 2019-2 y 2020-1. Estos protocolos permiten que los estudiantes adquieran
los conocimientos para validar un método a partir de la generacion de un protocolo
del método analitico a validar, la elaboracién de un plan de validacién, la elaboracion
de registros en bitdcora en medios electronicos u hojas de calculo validadas, y la

generacion de un informe de validacion, asi como la aplicacion a muestras.



Introduccion

Hoy por hoy, bajo la hegemonia de un mundo globalizado es imperativo el asegurar
la concordancia de los resultados de analisis dada la repercusion que tendran en la
toma de decisiones que pudieran impactar en aspectos como la calidad de un
producto, servicio o proyecto, la mayoria de las actividades industriales, cientificas y
académicas, demandan resultados de medicion confiables para la toma de

decisiones (Chauvel et al, 2002, L6pez-Santiago & Orta-Pérez, 2012).

En los laboratorios publicos o privados, las actividades de andlisis son llevadas a
cabo por profesionales de la quimica, es por esto que, en el campo laboral los
contratantes solicitan egresados cada vez mas competentes para afrontar proyectos
gue requieren llevar a cabo mediciones constantes, en particular, aquellas que
ostentan certificaciones y/o acreditaciones, tales como laboratorios farmacéuticos,
del sector alimentario, de andlisis clinicos, andlisis ambiental, etc. (Woodget, 2003;
Lépez-Santiago & Orta-Pérez, 2012). Bajo esta perspectiva, el reto de la ensefianza
universitaria en materia de validacion de métodos de analiticos (VMA) exige que las
metodologias docentes se ajusten a formar profesionales que puedan responder a

las demandas laborales (Lopez-Santiago & Orta-Pérez, 2012).

Este trabajo se presenta como propuesta de un proyecto de validaciéon en un curso
experimental universitario denominado “Determinacion de metanol en bebidas
alcohdlicas”, abordada desde dos enfoques el cualitativo y el cuantitativo. Dentro de
este proyecto se trabaja en metodologias docentes que permiten la formacion de
profesionales que puedan responder a los nuevos retos y demandas laborales. Uno
de sus objetivos es el montaje de metodologias analiticas vigentes que permitan
enseflar de forma eficiente los conceptos basicos de la validacion de métodos
analiticos aplicables a cualquier sector de la quimica, bajo escenarios de laboratorios
gue deben validar un método analitico y deben documentar con evidencia objetiva
toda la validacion de acuerdo con la normatividad o necesidades que se desean
satisfacer y que cubren ampliamente las necesidades de un laboratorio que cuente
con certificacion (ISO 9001) o acreditacion (ISO 17025).



Objetivos

Objetivo general

Establecer desde un enfoque docente la validacion de los protocolos de

determinacién cualitativa y cuantitativa de metanol en bebidas alcohdlicas.

Obijetivos particulares

1.

Identificar los métodos analiticos de determinacion cuantitativa y cualitativa

de metanol en bebidas alcohdlicas plausibles de validar un curso curricular.

Establecer los protocolos normalizados de trabajo de la determinacion
cuantitativa y cualitativa de metanol en bebidas alcoholicas plausibles de

validar un curso curricular.

Detallar y validar los protocolos de determinacion cualitativa y cuantitativa

de metanol en bebidas alcohdlicas.

Determinar los resultados tipo de la aplicacion de los protocolos validados

al analisis de muestras de bebidas alcohdlicas.

Evaluar proyectos de validacion cuantitativos y cualitativos en la materia de
Analitica Experimental 111 (1802) de la carrera de Quimica de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

Xi



l. Marco tedrico

1 La industria de bebidas alcohdlicas

La industria de las bebidas alcohdlicas es una de las de mas grandes con mayor
demanda y desarrollo a nivel mundial. Ademas, emplea a varios millones de
personas en todo el mundo (Ward, 1998), de tal manera que su estudio resulta de
gran importancia debido a que es considerada desde un punto de vista econémico
una de las industrias mas importantes debido al gran numero de fabricantes, métodos
de envasado, procesos de produccién, insumos, materias primas y productos finales

gue tiene.

1.1 Tipo de bebidas alcohdlicas
Las bebidas alcohdlicas pueden ser agrupadas de acuerdo con las materias primas

con las que se elaboran tal como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Clasificacion de las bebidas alcohdlicas
Tomado de: (Microlab Industrial, 2019)



Las bebidas alcohdlicas, se pueden dividir por un lado en bebidas fermentadas, como
el vino, que de acuerdo a su edad pueden ser jovenes, de crianza, de reserva, y de
gran reserva, la cerveza, que a su vez puede ser de fermentacién alta o baja, y por
otro lado; en bebidas destiladas, como el whisky, el brandy, el tequila etc...., que se
preparan basicamente mezclando mostos o extractos de frutas, frutos secos u otros

productos alimenticios (Ward, 1998).

1.2 Bebidas fermentadas

Las bebidas fermentadas son aquellas que se producen a través de un proceso de
fermentacion, ya sea de cereales, frutas y/o vegetales. De tal forma que, la
fermentacion es, entonces, el proceso quimico que se da al dejar reposar cualquiera
de estos ingredientes (cereales, frutas y/o vegetales) con un alto contenido de
glucosa durante periodos largos y a determinadas temperaturas dependiendo de la

bebida de que se trate. (Microlab Industrial, 2019; Quiroga-Fernandez, 2016).

En este sentido, la fermentacién alcohdlica es entonces, un proceso catabdlico de
oxidacion incompleta en el que una molécula organica (hidratos de carbono) es
transformada en moléculas méas simples (etanol + CO2), esto se debe gracias a la
accion de enzimas sintetizadas por microorganismos conocidos como catalizadores
bioquimicos o biocatalizadores, Este proceso ocurre sin necesidad de oxigeno por lo
gue se trata de un proceso anaerébico (Delgado-Vellosillo, 2020), este proceso se

muestra en la Figura 2.

CH,OH )
zo Glucosa O\\ 0
Glucolisis 2 PiruvatoC
OH |
on CH;
2 NAD+ 2NADH + 2H’
ZCO:
o]
1]
N
ch_CH.—OH H3C ‘H
2 Etanol 2 Acetaldehido

Figura 2. Metabolizacion de glucosa hasta la obtencién de alcohol por el proceso de fermentacion
alcohdlica
Tomada de: (Ruiz, 2019)



La fermentacion alcohdlica no produce metanol, este proviene de la hidrolisis de las
pectinas (pectinas solubles y propectinas), de las materias primas vegetales que se
fermentan. La pectina que es una cadena de nucleos galacturénicos (acido péctico),
se esterifica con el alcohol metilico, por esta razon, la fermentacion se acompafia de
la hidrolisis de este éster, donde se libera el metanol y el &cido péctico se insolubiliza.
Por lo tanto, el contenido de metanol esta en funcidn del contenido de pectinas de la

materia prima vegetal que se fermenta (Secretaria de salud, 1995).

Las pectinas son heteropolisacaridos que se presentan en la naturaleza como
elementos estructurales del sistema celular de las plantas. Su componente principal
es el &cido galacturénico, que existe parcialmente esterificado con metanol. Se
encuentran principalmente en las frutas y vegetales (Herbstreith & Fox, 2001).

of—— metanol ———p I

<> ﬁ <>

& &

Figura 3. Mecanismo de accion de las pectinasas
Tomada de: (AGROVIN, 2021)

1.3 Bebidas destiladas

Las bebidas alcohdlicas destiladas son aquellas que se obtienen a partir de la de
destilacién, el objetivo de esta técnica es separar a los componentes de los mostos
fermentados aprovechando los diferentes puntos de ebullicién estos pasan a la fase
de vapor y, a continuacion, enfriar el vapor para recuperar dichos componentes en

forma liquida por medio de la condensacion (Microlab Industrial, 2019).

La destilacion en su forma mas tradicional implica calentar el liquido fermentado
dentro de un recipiente cerrado hasta que el alcohol (con un punto de ebullicion
menor al del agua) se evapore. Las gotas de alcohol se concentraran al centro del

techo del recipiente y se condensaran escurriendo por un tubo hacia otro recipiente.



De esa forma, el nuevo recipiente contendra alcohol de mayor pureza, dejando atras
agua y otros compuestos. Conforme mas avance la destilacion, mas agua comenzara

a pasar, reduciendo el porcentaje de alcohol (Quiroga-Fernandez, 2016).

La destilacién azeotropica es una de las técnicas usadas para romper un azeotropo
en la destilacion. Una de las destilaciones mas comunes con un azeotropo es la de
la mezcla etanol-agua. Usando técnicas normales de destilacion, el etanol s6lo puede

ser purificado a aproximadamente el 95%.

Normalmente la fraccidén recolectada es demasiado rica en metanol, por lo que se
requiere una segunda o una tercera destilacion (conocida como rectificacion o
desmetilacion) para reducir el contenido de metanol dentro de las especificaciones
legales, de esta manera se asegura obtener alcoholes mas puros para una bebida

delicada con un porcentaje alcohdlico definido (Silva, 2000).

Si los puntos de ebullicibn de los componentes de una mezcla sélo difieren
ligeramente, no se puede conseguir la separacién total en una destilacion individual.
Si se hierve una mezcla de estos dos liquidos, el vapor que sale es mas rico en
alcohol y méas pobre en agua que el liquido del que procede, pero no es alcohol puro.
Cuando para obtener una determinada concentracidn se requiere efectuar una serie
de destilaciones sucesivas, se conoce la operacion como destilacion fraccionada

(Hermoso Dominguez, 2021).

s i

2"
i»

Figura 4. Alambiques para destilacion a escala casera e industrial
Tomada de: (Microlab Industrial, 2019)



1.4 Regulacion de las bebidas alcohdlicas

Las autoridades sanitarias analizan que las calidades de las bebidas alcohdlicas
cumplan con las especificaciones sefialadas en la NOM-142-SSA1/SCFI-2014
Bebidas Alcohdlicas. Especificaciones Sanitarias. Etiquetado Sanitario y Comercial,
asi como en el Articulo 206 de la Ley General de Salud, en el cual se considera

adulterado a cualquier producto cuando: “...su naturaleza y composicion no
correspondan a aquellas con que se etiquete, anuncie, expenda, suministre o cuando
no corresponda a las especificaciones de su autorizacion o haya sufrido tratamiento
gue disimule su alteracion, se encubran defectos en su proceso o en la calidad
sanitaria de las materias primas utilizadas...” (Pérez-Vega, Fernandez-Fernandez, &
Ramirez-Pefla, 2015; Lopez-Naranjo, Godinez-Garcia, Flores-Hernandez,

Altagracia-Martinez, & Cérdova-Moreno, 2013)

Las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) describen en sus distintos apartados, varios
aspectos, tales como las definiciones de las diversas bebidas alcohdlicas
comerciales, su afiejamiento y maduracion, si es una bebida alcohdlica destilada o
fermentada, los limites maximos permitidos de aditivos, microorganismos y metales

entre otros (Secretaria de salud, 1995).

Las bebidas alcohdlicas pueden ser producidas industrialmente en grandes
cantidades o en menores proporciones de manera clandestina e improvisada por
pequefios productores. Estas presentan mayor probabilidad de tener la presencia de
otros compuestos que no son etanol ni agua, sustancias que tienen su origen
fundamentalmente como coproductos de la fermentacién, o provenientes de la
materia prima, como acompafiantes o formados durante el proceso de destilacién
gue permitan la disminucion de los compuestos no deseados durante su elaboracion
(Marquina, 2018; Borroto-Mato, 2017).

Comunmente este tipo de bebidas representa un menor gasto para el consumidor,
no aseguran la calidad, ni la higiene en su elaboracion y, al no existir un control en
su proceso de produccién genera graves riesgos para la salud de los consumidores
(Pérez-Vega, Fernandez-Fernandez, & Ramirez-Pefa, 2015), gracias a los distintos

compuestos que se producen durante el proceso de una mala fermentacion o que

5



pudieron ser adicionados por el productor con diversos fines, las cuales tienen un
efecto toxico, estos compuestos integran la fraccion aromatica de las bebidas
alcohdlicas, son denominados congéneres. Los congéneres son compuestos
quimicos formados principalmente durante los procesos de fermentacién vy
afiejamiento, por la interaccién quimica entre algunos acidos organicos con el alcohol
etilico para formar ésteres, los aldehidos, acidos organicos, alcoholes superiores y
furfural. Los congéneres se designan también con el nombre de impurezas volétiles
y contribuyen a dar a la bebida alcohdlica el sabor y aroma propios de la materia
prima. Su concentracion puede ser lo suficientemente elevada como para rendir un

desagradable sabor y olor penetrante en el producto (Borroto-Mato, 2017).

Las dosis elevadas de estos compuestos provocan sintomas tales como: nausea,
vomito, cefalea, dolor abdominal y perturbacién visual, y pueden dejar como secuela
ceguera irreversible y en algunas ocasiones la muerte. Ademas, la mayoria de los
fabricantes tradicionales de alcohol desconocen la composicion quimica del producto
alcohdlico que elaboran y en consecuencia pueden estar comercializando productos
con compuestos dafiinos para la salud (Rehm, Kanteres, & Lachenmeir, 2010;
Borroto-Mato, 2017).

Por eso mediante una correcta rectificacion de la bebida alcohdlica se puede hablar
de una sustancia apta para el consumo humano, pero en dicha rectificacion se
pierden también algunos ésteres volatiles y aceites esenciales que confieren el

aroma respectivo a cada bebida. (Microlab Industrial, 2019).

Se muestran las especificaciones para las distintas bebidas alcohdlicas en las Tablas
1,2y 3.



Tabla 1. Limites maximos permitidos de productos secundarios en etanol para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas

LIMITE MAXIMO
ESPECIFICACIONES

Valores expresados en mg - 100 mL de alcohol anhidro

Metanol 100.0
Aldehidos 30.0
Furfural 5.0

Alcoholes superiores 200.0

Fuente: (Secretaria de salud, 2014)

Tabla 2. Especificaciones de las bebidas alcohdlicas (a excepcidn de las fermentadas)

LIMITE MAXIMO
ESPECIFICACIONES Valores expresados en mg - 100 mL* de alcohol

anhidro
Metanol 300.0
Aldehidos 40.0
Furfural 5.0
Alcoholes superiores 500.0*

* El limite maximo de alcoholes superiores para el Whisky y el Cognac no debe
exceder de 1000 mg/100 mL de alcohol anhidro.
Fuente: (Secretaria de salud, 2014)

Tabla 3. Especificaciones de las bebidas alcohdlicas fermentadas

LIMITE MAXIMO
ESPECIFICACIONES Valores expresados en mg - 100 mL* de

alcohol anhidro
Metanol 300.0

Fuente: (Secretaria de salud, 2014)

2 Analisis de las bebidas alcohodlicas

2.1 Analisis generales de las bebidas alcohdlicas

La composicion de las bebidas alcohodlicas es muy compleja. Las investigaciones han
mostrado que un vasto nimero de compuestos son responsables de su olor y sabor
caracteristico, ya que durante el proceso de fermentacion la levadura sintetiza un
gran numero de compuestos participantes en el aroma y el sabor siendo los mas

importantes los ésteres, alcoholes superiores, compuestos azufrados y compuestos



carbonilicos como los aldehidos. La levadura empleada y las condiciones de
operacion, tales como la temperatura, la concentracion de oxigeno en el mosto,
factores de contaminacion, entre otros, influyen directamente en la produccion de
estos compuestos aroméaticos, asi como en la formacion de otros compuestos como

los fenoles y derivados azufrados (EcuRed, 2020).

Es de gran importancia de monitorear las sustancias presentes en las bebidas
alcohdlicas, para determinar su calidad, y asi garantizar la confiabilidad para su venta

y consumo del producto (Microlab Industrial, 2019).

El analisis de monitoreo brinda elementos importantes al productor como:

e Saber si la fermentacion tuvo su rendimiento Optimo y si no, determinar los
posibles factores que afectaron su proceso; si fue una contaminacién cruzada, o
si la temperatura de fermentacion no es la adecuada.

e Conocer el perfil de aromas que caracteriza a la bebida, y garantizar la
homogeneidad entre los productos finales.

e Realizar tramites para su venta al publico en general y para su exportacion.

e Garantizar la calidad de tu producto y que no ha sido adulterado.

Como distribuidor, punto de venta o consumidor el andlisis puede ayudar a:
e Tener la garantia de compra/venta de un producto de calidad.
e Fundamentar en instancias legales, la causa de algun problema de salud causado

por la ingesta del producto.

Los métodos analiticos que se apliquen para producir datos de composicién quimica
de alimentos deben ser apropiados, utilizar técnicas analiticas exactas y ser

realizados por analistas entrenados.



Tabla 4. Andlisis generales de las bebidas alcohdlicas

PRUEBA ‘ TECNICA/METODO ‘ REFERENCIA

Contenido Alcohdlico a 20 °C 5 o
Densimetro digital NMX-V-013-NORMEX-2013
(% Alc. Vol.)
Determinacidon de extracto
Gravimétrico NMX-V-017-NORMEX-2014
seco
Determinacion de aldehidos,
metanol, ésteres y alcoholes Cromatografia de gases NMX-V-005-NORMEX-2013
superiores
Determinacién de furfural Cromatografia de liquidos NMX-V-004-NORMEX-2013

Volumétrico de Lane-Eynon
o cromatografia de liquidos NMX-V-006-NORMEX-2013

de alta resolucién

Determinacién de azlicares

reductores totales o azucares

Determinacién de métales ] )
Absorcion atémica NOM-117-SSA1-1994
pesados

Fuente: (Consejo regulador del tequila, 2019).

2.2 Analisis de metanol

En las bebidas alcohdlicas el etanol y el metanol estdn presentes después de la
destilacidon y prevalece significativamente el etanol, el cual se metaboliza
principalmente por el cuerpo humano, sin embargo la presencia de metanol como
subproducto es inherente dadas sus propiedad fisico-quimicas, y en este sentido, se
estima que ocurren varios miles de intoxicaciones por metanol cada afio en todo el
mundo y muchas de ellas terminan en la muerte (Rehm, Kanteres, & Lachenmeir,
2010).

Por lo anterior, son necesarios métodos ad hoc que ayuden a determinar la cantidad
de metanol presente en cada tipo de bebida alcohdlica. Existen varias técnicas y
métodos analiticos para hacerlo, las técnicas mas comunes para determinar el
contenido de metanol en el laboratorio son: cromatografia de gases-espectrometria
de masas (GC-MS), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), vy la
colorimetria, de hecho el método colorimétrico de acido cromotrépico es el método

mas utilizado para la determinacion de metanol (recomendado como métodos



oficiales de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists (Wang, 2004;
Vaskova, 2014),

La determinacién de metanol por HPLC requiere un pretratamiento de la muestra con
destilacion, filtracibn por membrana y derivatizacion, que es un protocolo que
requiere mucho tiempo. La espectroscopia de infrarrojo cercano es un método
desarrollado recientemente para medir el contenido de metanol en muestras
alcohdlicas; sin embargo, establecer la curva de calibracion lleva mucho tiempo y el

meétodo puede interferir con el etanol que lo acompafia (Wang, 2004).

En el método colorimétrico para determinar metanol reacciona con el permanganato
de potasio para oxidarse a formaldehido. El tiempo de reaccién entre el metanol y el
permanganato de potasio puede afectar los resultados experimentales. Después de
que el metanol se oxida a formaldehido, y dependiendo del tiempo que se deje la
reaccion permanganato de potasio oxida el formaldehido hasta &cido férmico. Se
debe agregar bisulfito de sodio para reaccione con el permanganato de potasio, para
evitar que el formaldehido sea oxidado, por lo que debe determinarse el mejor
momento para agregar bisulfito de sodio (Fu et al, 2019), esta oxidacién se muestra

en la Figura 4.

OH O
L xwmo, L'
@"" H"/ \\H
H,0
H

Figura 5. Oxidacion de metanol a formaldehido

Elaboracion propia

La quimica de la reaccion de color entre el formaldehido y el &cido cromotrépico, en
medios fuertemente acidos implica un proceso de dos pasos, como se muestra en la
Figura 5 (Fagnani, 2003)
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El formaldehido reacciona con el acido cromotropico para producir un compuesto
colorido violeta en condiciones acidas. La absorbancia del compuesto alcanza su
pico a 575 nm. La concentracion de metanol se calcula a partir de la absorbancia

utilizando una curva de calibracién.

SOy SO;H HO;S

HO HO C OH
CH,0 -H,0 Ha
2 T Formaldehido »
(FA) )
HO HO OH

SOy so,HHOsS

Acido cromotrépico
(AC) +0, -H,0| (2)

SO;H HO;S

HO C 0
H
HO OH
S

50,HHO3

Figura 6. Propuesta de mecanismo entre el formaldehido (FA) y el &cido cromotrdpico (AC)
Tomada de: (Fagnani, 2003)

La metodologia seguida para la determinacion cualitativa y cuantitativa de metanol

es presentada en las Figuras 7 y 8.
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Método cualitativo

7

\

En un tubo de ensayo poner 2
gotas de muestra

OO=

Adicionar 1 gota de disolucion
de H3PO, 1:20 mol/L

Adicionar 1 gota de disolucion
de KMnO, 1:20mol/L

o .Y

O =D
¥

4’[ (S Mezclar y dejar reposar 1 min - (S ]47
¥

desaparezca

Agregar NaHSO; al 5% hasta que la coloracion violeta

%i‘:»%

[Adicionar 5 mL de acido cromotrépico al 5%

]

g =
¥

1 Calentar a bafio maria (60°C) durante 10 minutos Ct ]

N,

J

Figura 7. Diagrama de la metodologia del método cualitativo para la determinacion de metanol en

Método cuantitativo

bebidas alcohdlicas

Elaboracion propia

/
T

0

Adicionar 200 puL
de KMnO,/ H;PO,

i Adicionar
i1.5 mL de HZSO%

] ( Adicionar
100 puL de muestra
J | L
En matraz de 10
[ mL por 30 min %]
N "-I-\-r- """"" ™\ e R i
| | EgFegarin ! Adicionar e % |
| Pasode / I 100 pL A.C. 5%0 !
) | NaHSO; J | e
4 i i i it

Bafno Maria entre
60y 75 °C por 15 min

Lt

(e

(ele18]

J

[& Llevar al aforo y dejar @3]

reposar por 5 min

Figura 8. Diagrama de la metodologia del método cuantitativo para la determinacion de metanol en

bebidas alcohdlicas

Elaboracion propia
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No se encuentra reportada la existencia de alguna interferencia para este método,

incluso si el acetaldehido se encuentra presente en un gran exceso (Jendral,
Monakhova, & Lachenmeier, 2011)

0.4
| /" \ FA2mg/L
0.3 /
u 1
g |
= 0241
E - II /'/'_'\‘\\___/;"':l — -\(/II.—-F_& ]-n]g.l'r]_.-
A I' "/ // vy FAO4mg/L
oy / \ FA 0.2 mg/L
\ U i
o < |
;— — = —_ff‘“":-:—:j—EM 10—60 mg/L
T - : : | =
500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros VIS de productos de reaccion de formaldehido (FA) y acetaldehido (AA) con
acido cromotrépico (AC)

Tomado de: (Jendral, Monakhova, & Lachenmeier, 2011)

3 La validacion de métodos analiticos
3.1 Importancia de la validacién de métodos analiticos

Millones de pruebas, mediciones y examenes se hacen cada dia en miles de
laboratorios de todo el mundo, sin embargo, los costos de llevar a cabo estas
mediciones son elevados y pueden surgir costos adicionales con base en las
decisiones tomadas a partir de los resultados, por ello, es importante hacer una

correcta medicion y ser capaz de demostrar que el resultado es correcto (Morillas,
2016).
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En el trabajo cientifico, los resultados poco confiables pueden conducir a una
sobreestimacion o subestimacion de los efectos, a interpretaciones falsas y a
conclusiones injustificadas (Peters, 2007).

Si tales errores no son obvios, pueden pasar desapercibidos durante un estudio
cientifico o investigacion de caso. A menos que sea impugnado oficialmente por otros
expertos en el campo, pueden multiplicarse dentro de la comunidad cientifica o
convertirse en parte del conocimiento general aceptado en un &rea determinada de

investigacion y, por lo tanto, causar mas interpretaciones erroneas.

Debido a la importancia de la validacion de métodos en todo el campo de la quimica
analitica, varias organizaciones y conferencias internacionales han publicado una
serie de documentos de orientacion sobre este tema, por ejemplo, la guia
EURACHEM,; guia de VMA del CNQFBM, por mencionar algunos.

De tal manera que, todos estos documentos son importantes y potencialmente Gtiles
para cualquier validacion de métodos (Peters, 2007), por esta razon, la validacion es
el proceso estable, mediante ciertos estudios de laboratorio, que las caracteristicas
de desempeiio del método a desarrollar, para asegurar que un objeto satisfaga los
requisitos necesarios para un cierto uso para su aplicacion analitica (CCAYAC,
Criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos, 2011).

El resultado de una validacién debe ser expresada como que la herramienta cumple
los requisitos para la funcién prevista, con una mencion explicita a los requisitos y a

la funcion, uso o aplicacion, prevista ( Lazos-Martinez & Hernandez-Gutiérrez, 2004).

3.1.1 Nivel industrial
La validacion de métodos analiticos es un elemento béasico en los sistemas de calidad

de los laboratorios de ensayo (clinicos, alimentos, microbiolégicos, centros de
investigacion, etcétera), ya que al confirmar por medio de evidencias cumplen con
los requisitos necesarios para un uso especifico, donde se garantiza la calidad, la
confianza y la seguridad de los resultados analiticos. (Lépez, M:D:C, Lopez Vidal , &
Ramos Mayo, 2014)

La informacién analitica se puede utilizar para una variedad de propdésitos: tomar

decisiones que involucren el control del proceso de fabricacion de un producto,
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evaluar si un producto cumple con los limites reglamentarios, decisiones totales
sobre asuntos legales, comercio internacional, problemas de salud o medio
ambiente. En consecuencia, el productor de resultados analiticos no solo debe
asegurarse de que sean confiables, sino también de que cuenten con todos los

elementos que dan confianza al usuario. (Boqué, Maroto, Riu, & Xavier Rius, 2002)

3.2 Enseflanza de la validacion de métodos analiticos

La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) considera que por
“‘validacion de un método analitico" se debe entender al sistema analitico en su
conjunto, bajo esta perspectiva la IUPAC indica que la validacién se aplica a un
protocolo definido, para la determinacién de un analito especificado y en un intervalo
de concentraciones en un tipo determinado de material de ensayo (matriz), y que se

aplica para un propdésito especifico (Thompson, Ellison, & Wood, 2002).

Dentro del aula o el laboratorio es donde se ponen en practica tanto las ideas como
las estrategias educativas; la evaluacion, el trabajo reflexivo y recomendaciones, y
es ahi donde la repercusion de toda forma eslabén por eslabén la cadena educativa

gue la ensefianza (Rius de la Pola, 2011).

En la mancuerna de ensefianza—aprendizaje de la quimica analitica siempre se
presentan oportunidades de mejora y retos, de diferentes tipos pueden ser
pedagdgicos, didacticos entre otros, no obstante, es necesario enfrentarlos y
atenderlos, lo que implica un despliegue de diferentes habilidades docentes més
alla de los preceptos tedricos (Rios, Jaramillo, Gbmez & Mesa, 2005).

En la asignatura Analitica experimental Il la interpretacion del programa de la misma
es parte de la libertad de céatedra, para adquirir y fortalecer los conocimientos donde
se introduce al desarrollo de métodos de analisis validados, empleando tanto las
técnicas instrumentales de analisis fortalecen el propdsito de un método analitico de
la entrega de un resultado cualitativo y / o cuantitativo con un nivel de incertidumbre
aceptable y se reconoce que la validacion es necesaria en los laboratorios analiticos.
De esta manera, el uso de métodos validados es importante para que un laboratorio

analitico muestre su calificacion y competencia (Taverniers, 2004).
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3.3 Validacion de métodos analiticos

Los datos de validacion deben generarse bajo un protocolo aprobado por el
patrocinador siguiendo las buenas préacticas de fabricacion actuales con la
descripcion de la metodologia de cada caracteristica de validacion y criterios de
aceptacion predeterminados y justificados, utilizando instrumentacién calificada
(Procedures, 2015).

El plan de validacion debe cubrir todos los aspectos de la validacion del método,
desde la seleccion de las caracteristicas de desempefio a evaluar hasta el andlisis

estadistico y la evaluacion de los datos (Barwick, 2017).
3.3.1 Validacion de métodos cualitativos

En los laboratorios de rutina, por ejemplo, es bastante habitual que la primera etapa
determine si uno 0 mas analitos estan presentes / ausentes en una muestra y, de ser
asi, para el segundo paso estimar su nivel de concentracion (Trullols, Ruisanchez, &
Ruis, 2004).

Los métodos cualitativos proporcionan una respuesta binaria  (si/no,
positivo/negativo, reactivo/no reactivo) para una concentracion de corte dada de un
analito, la respuesta positiva ocurre cuando se considera que esta presente en la
matriz de estudio una cantidad minima detectable del analito de interés y por ello ha
ocurrido una respuesta analitica y, una respuesta negativa ocurre cuando se
considera que no esta presente en la matriz de estudio el analito de interés o se
encuentra en una cantidad inferior a la minima detectable y por ello no ha ocurrido

una respuesta analitica (Sanchez, 2010).

La validaciébn supone la identificacion de la concentracion de corte para
clasificar/diagnosticar una condicién (Morillas, 2016). De esta manera, en lugar de

tratar de cuantificar los contaminantes en la muestra como el primer objetivo, esto

podria ser suficiente para asegurar si estan presentes por encima o por debajo del

nivel de concentracion permitido.
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Los métodos cualitativos se usan comunmente como técnicas de deteccion antes de
la cuantificacion con el método de rutina, y eso permite reducir tanto el tiempo como

el costo del analisis (Trullols, Ruisdnchez, & Ruis, 2004).

La calidad de los resultados proporcionados por estos métodos cualitativos es de
suma importancia. Los usuarios de estos métodos analiticos deben asegurarse de
que los resultados obtenidos en su laboratorio sean adecuados para su proposito. La
validacion de un método cualitativo debe seguir el mismo rigor que la de un método

cuantitativo (LOpez-Santiago, Gavilan-Garcia, & Flores-Avila, 2019).

La validacion de un método no depende de que éste sea cuantitativo o cualitativo, ya
gue validar consiste en verificar y documentar su validez, su adecuacion a unos
requisitos previamente establecidos (Trullols, Ruisanchez, & Ruis, 2004).

Como consecuencia, hoy en dia existen muchas pautas de validacion que son
aceptadas por organismos reguladores o por comunidades de profesionales en
campos especificos, sin embargo, no hay una guia de validacion general disponible
para los métodos analiticos cualitativos. Esta revision discute el estado del arte de la
validacion en métodos cualitativos.

Para los métodos cualitativos, el LDD se define como la "concentracion umbral a la
cual la prueba no es confiable". Cada serie de muestras en blanco, enriquecidas con
diferentes concentraciones del analito, se analiza al menos 10 veces (Taverniers,
2004).

3.3.2 Validacién de métodos cuantitativos

Un laboratorio acreditado o en proceso de acreditacion debe demostrar que tiene la
competencia técnica para desarrollar las actividades de validacion y verificacion de
los procedimientos de examen cuantitativo establecidos en su alcance de
acreditacion, y por otro, al interés de los profesionales en garantizar la calidad de sus
procesos y resultados (CENAM & EMA, 2008).

Los laboratorios que realizan estos ensayos trabajan en un entorno de creciente
exigencia y responsabilidad, tanto legal como social, que reclama un nivel de calidad

y de confianza extraordinarios. Por ello, tanto los métodos de ensayo como los
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laboratorios que realizan los analisis deben asegurar, al maximo nivel permitido por
el desarrollo cientifico y técnico, la fiabilidad de los resultados. Esto implica que,
ademas de reunir los criterios técnicos que aseguren su validez, deben ser realizados
con una serie de garantias, que permitan obtener resultados comparables, con
independencia del laboratorio que los ejecute. En este sentido, el empleo de métodos
de referencia, reconocidos y aceptados, es la herramienta mas eficaz para obtener
estas garantias (Camaré-Sala, Catala-Cuenca, Gimeno-Cardona, Olmos-Martinez,
& Martinez-Garcia, 2013).
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. Marco metodoldgico

4 Estrategia de trabajo

La estrategia planteada para el logro de los objetivos se muestra siguiente esquema:

/

\

Revision en la literatura de las pruebas mas comunes

Etapal:
Investigacion

documental Seleccion de métodos los métodos de determinacion

de metanol en bebidas alcohdlicas paraensefianza

Protocolo (PNT)

Etapa l: Validacion de Flande valigacion

las metodologias
seleccionadas

Metodologia
Manejo de resultados experimentales

Informe de Validacion

Herramientas docentes

Etapalll: Aplicacion

Pruebapiloto en grupo

Figura 10. Contenido general de la metodologia

4.1 Etapal. Investigacion documental

El trabajo de revision bibliografica constituye una etapa fundamental de todo proyecto
de investigacion y debe garantizar la obtencién de la informacién mas relevante en
el campo de estudio, de un universo de documentos que puede ser muy extenso
(Aleixandre-Benavent, Gonzéalez Mufioz, Alonso-Arroyo, & Gonzélez de Dios, 2011).
Dado que en la actualidad se dispone multiples formatos y fuentes de informacién
cientifica, el problema radica en planificar el método de busqueda de informacién de
forma eficaz, estructurada y sistematica para localizar la bibliografia adecuada sobre
el tema de estudio (Vilanova, 2012). Detalles en el apartado 5.
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4.2  Etapall. Validacion de las metodologias seleccionadas

Para cada una de las metodologias seleccionadas se llevaron a cabo los siguientes
pasos del proceso de validacion:

Escritura de los protocolos (PNT) de la metodologia cualitativa y cuantitativa

Un punto esencial para la poder llevar a cabo la validacion de un método analitico es
contar con un protocolo de trabajo establecido con claridad y que cumpla con los
puntos requeridos, donde los estudiantes moldean el protocolo normalizado del

meétodo que van a validar (LOpez-Santiago, Gavilan-Garcia, & Flores-Avila, 2019).
Plan de validacién

Otro punto esencial es contar con un plan de validacion, para apoyar la adquisicion
de conocimiento en cuanto a los parametros que deben obtener, donde los
estudiantes colocan de forma sucinta los parametros a obtener, la experimentacion,
los calculos estadisticos a efectuar y los criterios de aceptacién (Lépez-Santiago,
Gavilan-Garcia, & Flores-Avila, 2019).

Manejo de resultados experimentales

Se solicita que los estudiantes elaboren su hoja de calculo y la validen (tal como lo
solicitan los criterios de las entidades acreditadoras en México), con la que
manejaran sus resultados (L6pez-Santiago, Gavilan-Garcia, & Flores-Avila, 2019).

Informe de validacion

Al final de semestre los estudiantes han completado su proyecto y el resultado es un
meétodo validado. Los resultados de la validacion se plasman en el Informe de
validacion, el cual incluye apartados que permiten dejar claro el alcance, los
parametros evaluados y la conclusion, esto de acuerdo con la normatividad o
necesidades, previamente fijas, que se desean satisfacer (LOpez-Santiago, Gavilan-
Garcia, & Flores-Avila, 2019).
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4.3 Etapalll. Aplicacion

Para darle el enfoque docente se abordaron las:

Herramientas docentes

Los protocolos normalizados de trabajo son documentos donde se muestra la calidad
o0 nivel alcanzado en su profesion a travées de la integracion de una coleccién de sus
trabajos mas representativos o sobresalientes, fungen como un portafolios de
evidencias son una seleccion o coleccion de trabajos académicos que los alumnos
han realizado en el transcurso de un ciclo o curso escolar o con base en alguna
dimension temporal o ajustdndose a un proyecto de trabajo dado. No es una
coleccién al azar o de trabajos sin relacion, por el contrario, muestra el crecimiento
gradual y los aprendizajes logrados por los autores (Diaz-Barriga, Romero-Martinez,
& Heredia-Sanchez, 2012).

Como a su vez proporcionar notas de apoyo para el docente, como los cuidados o
puntos clave de cada método, estos pueden ser observados en el Anexo lll.

Prueba piloto en grupo

Los protocolos propuestos se probaron frente a un grupo de alumnos en la materia
de Analitica Experimental Il que se imparte en la Facultad de Quimica-UNAM, en los
semestres 2019-2 y 2020-1 y permiten que los estudiantes adquieran los
conocimientos para validar un método a partir de: generar la generacién de un
protocolo del método analitico a validar, poder realizar la elaboracion de un plan de
validacion, la elaboracion de registros en bitacora en y medios electrénicos u hojas
de célculo validadas, y la generacion de un informe de validacion, y poco mas al

efectuar la aplicacién a muestras, dando una aplicacion al aprendizaje obtenido.

21



lll. Resultados y discusidn

5 Etapa I. Investigacion documental

Para llevar a cabo la seleccion de un procedimiento experimental 6ptimo para la
resolucién de un problema especifico, el quimico analitico debe estar especialmente
calificado. Lo anterior ya que, éste sera el que regira el tiempo, el costo y la exactitud
de los datos obtenidos, ademas, de que la seleccion del método y el disefio
experimental deben basarse en la experiencia previa, el conocimiento general de las

reacciones quimicas involucradas (Seymour, 1984).

De esta manera, durante el proceso de ensefianza-aprendizaje la funcién de los
docentes es guiar y fungir como facilitador a los estudiantes para verificar las etapas
involucradas durante el trabajo experimental, asi como para identificar los posibles
interferentes y concentracién de analito que se puede determinar con confianza.
Ademas, durante este proceso, el apoyo docente resulta de gran importancia para la
formacion de un quimico analitico, en virtud de obtener la mayor cantidad de
informacion posible sobre el problema a resolver, como manejar e interpretar los

datos quimicos que se obtengan (Quintar, 2007).

En este sentido, una vez definida la informacion analitica requerida para solventar
el problema, hay que disefiar la metodologia analitica especifica para obtener los
resultados confiables para el propdésito particular, esto implica tener en consideracion
varios factores: (i) caracteristicas de la informacion requerida; (ii) caracteristicas de
la muestra; (iii) medios materiales, instrumentales y humanos disponibles; vy, (iv)

costo del proceso (Mora , Gras, Maestre, & Todoli-Torro, 2005).

Asi una vez recopilada toda la informacion necesaria, al realizar una seleccion
rigurosa del método analitico a emplear, la consulta de bibliografia cientifica es
esencial, puesto que con frecuencia el problema puede resolverse aplicando algin
meétodo previamente establecido. (Mora , Gras, Maestre, & Todoli-Torré, 2005). De
tal forma que, se tomo la eleccion del método colorimétrico del acido cromotropico
pues la informacion referida al analito a determinar ayuda a la estrategia analitica a
seguir como el objeto, el plan de muestreo, asi como las ventajas y desventajas del

tipo de analisis a realizar como se discute en el apartado 2.2., de tal forma que,
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resulta muy importante en esta etapa establecer un compromiso entre parametros

analiticos como precision, sensibilidad, selectividad, etc., y otros parametros que

pueden ser optimizados por un andlisis FODA (fortalezas, oportunidades,

debilidades, amenazas) para elegir el método a validar, como se muestra en la Tabla
5 (Mora, Gras, Maestre, & Todoli-Torro, 2005).

FORTALEZAS

Los materiales y reactivos
gue se emplean son de facil
acceso en un laboratorio de

ensefanza.

El costo de la validacién es
muy bajo.

Se generan pocos residuos
que son de facil tratamiento,
y que atienden a las
directrices de la Quimica
verde.

Manejo y técnica que se
emplea en el quipo UV-VIS.

DEBILIDADES

Se pueden desarrollar
habilidades instrumentales
con otros equipos.

OPORTUNIDADES

La experimentacion puede
realizarse en un aproximado
de 8 semanas con clases
de 3 horas por semana.

AMENAZAS

Los métodos de cromatografia
son los mas utilizados en la
industria por su gran
resolucién

Tabla 5. Analisis FODA el método colorimétrico del acido cromotrépico para la determinacion de
metanol

Adecuada de: (Wang, 2004; Vaskova, 2014).

Pese a que los métodos cromatograficos son mayormente utilizados en la industria

por su gran resolucion, para los objetivos planteados en este proyecto el método del

acido cromotropico seleccionado es optimo, ya que en los laboratorios de quimica
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analitica experimental Il no se cuentan con los equipos necesarios para poder

implementarlos en este curso.

Los residuos que se general son pocos, ya que se utilizan 150 mL por sesion, para
la gestion de residuos; estos no deben verterse directamente al desagle ya que el
producto es toxico para los organismos acuaticos, deben tener una neutralizacion
antes de poder desecharlos, esto confiere a los protocolos un atributo de
sustentabilidad atendiendo a las directrices de la Quimica verde.

Contar con un listado de muestras que se pueden emplear para la parte aplicada.

De esta manera los estudiantes, asumen un rol protagonico en la busqueda de la
informacion necesaria para resolver el problema dado. Ademas, es una experiencia
gue permite que se recuperen y reafirmen conocimientos de un modo integral lo que
ayuda al estudiante a aprender como definir un problema y desarrollar un enfoque
sistematico para obtener los datos necesarios y generar una base soélida de
fundamentos en los que basar las decisiones y una confianza en la capacidad de uno

para recopilar datos precisos y reproducibles (Quintar, 2007; Seymour, 1984).

6 Etapa ll. Validacion de las metodologias seleccionadas de
validacion

Un punto esencial para la poder llevar a cabo la validacién de un método analitico es
contar con un protocolo de trabajo establecido con claridad y que cumpla con los
apartados que se establecen en la tabla 6.

6.1 Escritura de los protocolos (PNT) a validar de la metodologia cualitativa
y cuantitativa

Un protocolo de investigacion es un documento formal en el cual se plasman un
conjunto de elementos que nos permiten conocer datos, como el presupuesto de
tiempo y recursos para la ejecucion de la investigacion y los alcances que tendra. El
protocolo delimita las secciones que debe tener una investigacion para que se

considere que ha sido correctamente realizada. Estos protocolos son investigaciones
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previas al informe final de una investigacion y tienen como caracteristica la definicion
de variables y procedimientos verificables de manera cientifica. Un protocolo de
investigacion incluye una descripcion del propdésito y la metodologia o disefio de la
investigacion. El protocolo debe describir el quién, qué, cuando, dénde, como y por

gué de la investigacion.

Ademas, los protocolos se encuentran estructurados con los contenidos mas
comunes de métodos normalizados como Norma Oficiales Mexicanas, Métodos EPA,

etc. Se describen en la Tabla 6.

El protocolo debe estar actualizado, exento de ambigliedades y emplear un lenguaje
claro. Una vez confeccionado y aprobado el protocolo quedara terminantemente
prohibida la violacion y/o alteracion del mismo sin previa estudio y/o consulta con las
instancias correspondientes (Rosales, Poutou, & Arias, 1998) . Estos protocolos se
pueden ver con mayor detalle en el Anexo | y Il en donde se especifica cada uno de
los apartados antes mencionados.

6.2 Plan de validacion

El objetivo de una validacion es garantizar que los métodos utilizados cumplan
determinados criterios en términos de precision, exactitud, etc. El plan experimental
disefiado para que al ser ejecutado se convierta en evidencia de que el sistema
cumple con los requisitos de una validacion. Dicho plan debe incluir una definicién
del sistema a validar e identificar cada parametro a estudiar, la forma de medirlos, la
forma de monitorearlos, asi como los criterios de aceptacion. El protocolo de
validacion es especifico para cada método a y/o elemento a determinar o identificar,
debiendo estar fechado y firmado por las personas responsables de la validacion y
de su aprobacion (Rampazzo, 1989) (Rosales, Poutou, & Arias, 1998)

La validacion analitica comprende una herramienta formal, sistematica vy
documentada que mide la capacidad de un método analitico para proporcionar
resultados fiables, precisos y reproducibles.
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Tabla 6. Descripcién de los componentes del protocolo

Apartado del protocolo

Descripcion
Se trata de especificar el conjunto de propiedades, caracteristicas

Alcance y rasgos del fendmeno analizado, segln se considere su
importancia
Principio Describa las etapas esenciales del método, el principio en el que

se basan las técnicas analiticas empleadas

Referencias normativas

Este apartado proporcionara una lista de aquellos documentos
gue son necesarios para la aplicacion del método

Proporciona cualquier definicién de los términos usados en el

Definiciones texto, que pueda ser necesaria para la comprension completa del
mismo
. Es el error sistematico de medicién causado por un componente
Interferencias P P

de muestra que no produce una sefal en el sistema de medicion

Medidas de seguridad

Debe prestarse atencion a cualquier riesgo y describir las
precauciones detalladas para evitarlo. Si bien se deben detallar
las precauciones en las secciones relevantes, la existencia de
riesgos y su prevencion deben mencionarse aqui

Materiales y equipos

Se describen los materiales y equipos empleados, con suficiente
detalle

Reactivos, estdndares y materiales de
referencia

Se detallan todos los reactivos y materiales requeridos para el
proceso analitico

Recoleccibn, preservacion y
almacenamiento de Muestras

Se debe proporcionar toda la informacién necesaria para la
preparacion de la muestra de ensayo a partir de la muestra de
laboratorio, se deben incluir los detalles sobre el almacenamiento,
acondicionamiento/pretratamiento y eliminacion de residuos

Control de calidad

Se explica que tipo de control de calidad se aplica, la frecuencia
de las comprobaciones del control de calidad durante el andlisis
de lotes, los criterios de aceptacion y rechazo, las acciones a
tomar en el proceso en el caso de fallo

Calibracion

Conjunto de operaciones que determinan la relacion entre los
valores indicados por un instrumento de medicién y los valores
conocidos correspondientes a un patrén de referencia

Procedimiento

Se describe toda la secuencia de operaciones realizadas

Se describen los célculos realizados para obtener los resultados.
Se incluye informacién sobre las unidades en

Celizlos las que se deben expresar los resultados y otras cantidades; la
ecuacion utilizada para el célculo
En este apartado se especifica la informacion final donde se
Informe Evallen los apartados del protocolo junto con una conclusion,

esto de acuerdo con la normatividad o necesidades, previamente
fijas, que se desean satisfacer

Anexo 1. Identificacion de cambios

Son los instrumentos de recoleccion de la informacion e
instructivos, asi como informacion complementaria del trabajo

Fuente consultada: (Morillas, 2016)

Para validar un método analitico es necesario considerar los requisitos para cada
meétodo, ya que no existe un proceso general de validacion que cumpla con los
requisitos particulares y fines previstos de cada método a validar; los cuales deben
de ser planteados antes de dar comienzo al proceso de validacion (Boqué, Maroto,
Riu, & Xavier Rius, 2002).
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El proceso de validacion es variable en funcion de diferentes criterios, como si se
trata de un método normalizado o no y el tipo de método segin sea un método
cualitativo o cuantitativo (Camaro-Sala & et al, 2015). De esta manera los métodos
cualitativos son aquellos en los que se pretende detectar la existencia o ausencia de
un analito determinado en una muestra y los métodos cuantitativos es en el que se
desea indicar la cuantificacién del analito en una muestra. Los planes de validacion

pueden ser consultados en los Anexos 1y Il

6.3 Resultados del trabajo experimental de validacion

6.3.1 Desarrollo, adecuaciéon y optimizacion de la determinacién cualitativa de
metanol

Bajo la perspectiva de que los resultados que se obtengan de un método cualitativo

sentaran la base para la toma de decisiones como efectuar pruebas confirmatorias,

su validacién debe efectuarse con la misma firmeza que la de un método cuantitativo.

En un analisis cualitativo la concentracién de corte (Cc) es la concentracion del analito
en la cual tras determinaciones sucesivas de la misma muestra dan como resultado
un test positivo en el 50 % de las veces y negativo en el otro 50 % y es el parametro
equivalente a la determinacion del limite de deteccién en un método cualitativo. Para
la definicion de la Cc se trazaron la curva % Taza de respuesta positiva =
log[f (C de Metanol)], como se muestra en la Figura 8. La concentracion de corte
para el método cualitativo fue de 10°°> mol - L'* (20 mg MetOH - 100 mL?), justo donde
la taza de respuestas positivas es del 100%.

En la Tabla 7 se muestra con detalle las tasas de falsos positivos y de falsos
negativos, en referencia a la concentracion de corte. Por encima de la concentracion
de corte el 100% de las respuestas es positivo. Asi se puede decir que la prueba
cualitativa es efectiva para muestras que contengan metanol en una concentracion

igual o mayor 20 mg MetOH - 100 mL.
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Concentracion de corte de la
prueba cualitativa
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Figura 11. Concentracion de corte de la prueba cualitativa de identificacién de metanol

Tabla 7. Tasas de falsos positivos y de falsos negativos

Muestras por Muestras por
encimade la Cc debajo de la C.

Prueba Total de
positiva 100% 30% pruebas
positiva
Prueba Total de
negativa 0% 60% pruebas
negativa

Total de muestras Total de muestras

por encimadelaC; por debajo de la Cc

Tabla 8. Valores de los parametros de validacion

Parametro Pruebas Porcentaje

TFP 3/10 30%
SD 10/10 100.0%

TEN 0/10 0.0%
ED 6/10 60%
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A partir de los resultados obtenidos de la validacidon, se aprecia que el método
cualitativo para la determinacion de metanol en bebidas alcohdlicas es preciso y
permite efectuar la determinacién cualitativa efectiva para muestras que contengan
metanol en una concentracion igual o mayor 500 mg MetOH - 100 mL%, sin embargo
a partir de bebidas que contengan un 90 mg - 100 mL* de metanol, la prueba empieza
dar alrededor del 30% de tasa positiva y para concentraciones de 223 mg - 100 mL™*
el porcentaje de tasa de respuesta positiva ya es del 60% de tasa positivas, evidencia
suficiente para definir la necesidad de una prueba confirmatoria a partir de la
coloracion obtenida. Lo anterior, da prueba de que lo hace completamente adecuado
paralos fines de la NOM-142-SSA1/SCFI-2014, donde se requiere identificar bebidas

alcohdlicas que presenten metanol.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 12. Aplicacién a muestras método cualitativo

Elaboracion propia

En este sentido, dado que para el método cualitativo se debe definir la respuesta o
cualidad buscada para asociarla con un resultado “positivo” de la prueba, la ausencia
de esta cualidad se asocia con un resultado “negativo”; de tal forma que la relacién
entre estas respuestas permitird calcular los parametros de validacion dependiendo
del propdésito analitico, como selectividad, efectos de matriz, linealidad, precisién,
exactitud, rango, deteccién y cuantificacion, y robustez. Por lo tanto, se deben
evaluar mas parametros de rendimiento analitico para que la validacion analitica sea

apropiada para el propoésito previsto para cada método a validar, en este caso la
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respuesta positiva es la aparicion del color violeta (Marson, Concentino, & Junkert,

2020).

Desarrollo, adecuacion y optimizacién de la determinacidon cuantitativa de metanol

Se trabajé en un intervalo de trabajo lineal de 8 niveles de concentracion en el

intervalo de 150-600 mg - 100 mL* en donde se tazé el grafico correspondiente de la

concentracion versus la absorbancia leida en por el espectrofotometro, donde se

obtuvieron linealidad y sensibilidad.

La Figura 13 muestra el comportamiento lineal de la respuesta analitica en funcion

de la concentracion.

0.20
0.18
0.16
0.14
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

Absorbancia

Curva de calibracion  , -0.0003x +0.0082
R2=0.9944

100 200 300 400 500 600 700
MetOH (mg - 100 mL™?)

Figura 13. Curva de calibracion general Absorbancia vs Concentracion
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Figura 14. Elaboracién de la curva de calibracion para ensefianza en el grupo de Analitica
Experimental 1l

A partir de la informacién obtenida en la curva de calibracion se puede dar paso a la
obtencioén de los demas parametros como lo son los limites de deteccion (LDD) y el
limite de cuantificacién (LDC), el LDD es la concentracibn minima del analito que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada y el LDC es la
concentracion minima del analito que se puede determinar con precision y exactitud
aceptables.

Como se establece en el plan de validacién el LDC es menor a la concentracion mas
baja del intervalo lineal de trabajo, y el LDD es menor al limite de cuantificacién. Estos
dos parametros se obtuvieron a la concentracion mas baja de la curva de calibracion
(150 mg - 100 mL1), asi como la desviacién estandar de las lecturas de la

absorbancia a esa concentracion, estos resultados se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacién (LDC)

Experimento  Concentracion Abs
1 150 mg - 100 mL* | 0.058
2 150 mg - 100 mL* | 0.059
3 150 mg - 100 mL* | 0.061
4 150 mg - 100 mL* | 0.061
5 150 mg - 100 mL* | 0.062
Media 0.0602
Desviacion 0.0016
LDC 329 | 104
LDD 16.4 5.2

El célculo de recobro se determin6 con la medicion de disoluciones a la concentracion
de 300 mg - 100 mL1, donde se obtiene la desviacion estandar relativa y el porcentaje
de recobro que indica la cantidad del analito que se recupera para evaluar la
eficiencia del método.

La repetibilidad y la reproducibilidad se realizaron con la medicién de la absorbancia
de siete disoluciones a la minima concentracion, esto con el objetivo de encontrar la
variacion que se tiene cuando se realizan a las mismas condiciones de trabajo como

se muestran en las Tablas 10y 11.

Tabla 10. Repetibilidad

Experimento | Concentracion Conc. Real
1 150 mg - 100 mL! 0.06 0.0154
2 150 mg - 100 mL? 0.06 0.0154
3 150 mg - 100 mL* 0.061 0.0157
4 150 mg - 100 mL? 0.061 0.0157
5 150 mg - 100 mL! 0.061 0.0157
6 150 mg - 100 mL? 0.062 0.0159
7 150 mg - 100 mL! 0.066 0.0170

Media 0.0158
Desviacion 0.0006
DER 35
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Tabla 11. Reproducibilidad

Experimento | Concentracion Abs Conc. Real
1 150 mg - 100 mL* 0.06 0.0154
2 150 mg - 100 mL-? 0.061 0.0157
3 150 mg - 100 mL? 0.061 0.0157
4 150 mg - 100 mL-! 0.062 0.0159
5 150 mg - 100 mL* 0.062 0.0159
6 150 mg - 100 mL? 0.064 0.0165
7 150 mg - 100 mL-? 0.065 0.0167

Media 0.0160
Desviacion 0.0005
DER 2.97

A partir de los pardmetros de validacion obtenidos y mostrados en la Tabla 12 se
puede observar que el método cuantitativo para determinacion de metanol en
bebidas alcohdlicas se cuenta con los resultados pertinentes para cumplir con el
objetivo de mostrar como se realiza una validacion para para los fines de la NOM-
142-SSA1/SCFI-2014, donde se requiere cuantificar metanol en concentraciones
mayores a 300 mg - 100 mL, presente en bebidas alcohdlicas.

Tabla 12. Parametros de desempefio de la determinacion cuantitativa de metanol

Parametro Valor obtenido

Intervalo de concentraciones | 150-600 mg - 100 mL?
Sensibilidad analitica 0.003
r2 0.9944
LDD (mg - 100 mL?) 10.4
LDC (mg - 100 mL™?) 5.2
DER 2.7
% Recobro 98.4
(300 mg - 100 mL™?)
Rep. DER (%) 3.50
Reprod. DER (%
(300pmg -100 n(iL')l) 291
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6.4 Informe de validacioén

Para dar constancia de los registros del proceso de validacion, generalmente en los
propios registros de analisis del laboratorio, asi como también de las conclusiones
de la validacién, contrastando si se cumplen los criterios de aceptacion/rechazos
definidos a priori; estas conclusiones pueden registrarse en el informe de validacion
(Organismo Argentino de Acreditacion, 2003).

Los procesos validacion de métodos deben ser documentados para facilitar su
evaluacion durante el proceso de acreditacion. El laboratorio debe registrar los
resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacion y una declaracion
sobre la aptitud del método para el uso previsto. Para los laboratorios el informe de
validacion debe incluir la firma del personal responsable que realizo el ensayo, el
muestreo cuando, asi como nombre y cargo (EMA, 2021), en este caso, se debe
demostrar mediante la rastreabilidad de los resultados que los muestreos, ensayos
y calibraciones fueron avalados por un signatario autorizado del laboratorio.

El laboratorio debe de conservar los informes de resultados en buenas condiciones.
Los informes para tramites ante la autoridad deberan ser impresos y los que estén
en medio electrénicos deberdn ser almacenados por los menos 4 afios (CCAYAC,
2021), en dichos informes deberan incluirse los siguientes puntos, cuando

corresponda:

e Objetivo y alcance del método

e Objetos a ensayar

e Veracidad Trazabilidad de equipos

e Detalle de insumos, reactivos, materiales de referencia y acondicionamiento
de las muestras

e Lista de equipos, instrumentos y dispositivos

e Parédmetros de validacion evaluados

e Registro de las condiciones de los ensayos y graficos representativos (curvas
de calibracion, graficos de residuos, cromatogramas, etc.)

e Resultados obtenidos. Incertidumbre de medicion
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e Personas que participaron en la validacion del método

e Conclusiones, criterios de aceptacion o rechazo, criterios de revalidacion

El informe final debe presentar los datos analiticos de tal manera que se pueda
comprender facilmente y obtener las conclusiones pertinentes, este incluira las
referencias de la calibracion y verificacion de los equipos utilizados, los resultados
primarios y estadisticos de cada parametro, la discusion de los resultados y las
conclusiones de la validacién (Castillo-Aguilar & Gonzéalez-Hernandez, 1996). En los

Anexos | y Il, se muestran los informes de validacién por método.

7 Etapa lll. Aplicacidén de ensefianza

En la aplicacion de la ensefianza, Se aproximara a los alumnos al inicio de cada

semestre, a los diferentes métodos analiticos y sus respectivas validaciones.

Para el desarrollo del proyecto, se debera considerar un semestre completo, en el

cual los alumnos deben generar la documentacion del proceso de la validacion.

Dentro de las actividades en clase se incluyen sesiones donde se revisaran con los
estudiantes los aspectos tedricos fundamentales, la validacion de métodos analiticos
cualitativos y cuantitativos, asi como la elaboracién de un taller de manejo de datos
experimentales generados en una validacion.

7.1 Herramientas docentes

Dentro de las herramientas docentes, se plantea un portafolio de aprendizaje, el cual
funge como una herramienta pedagogica en donde los alumnos deben desarrollan
las habilidades para resolver un problema analitico plausible, de esta forma no se les
proporcionan los protocolos como tal, sino que solo se daran a conocer los
documentos normativos, o bien, la literatura pertinente aplicable a su proyecto, para
orientarlos a comprender de mejor manera el tema de investigacion.

De esta manera, un portafolio de aprendizaje no es Unicamente un nuevo instrumento
de evaluacion del desempefio, también puede considerarse en si mismo, un nuevo

género de “texto” académico o un tipo distinto de produccion o trabajo escolar que
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reune (o debe reunir) los requisitos de un enfoque situado del proceso ensefianza-
aprendizaje-evaluacion (Diaz-Barriga F. , 2006) y, a su vez es una invitacion a la
diversidad, a recuperar la historia individual del conocimiento construido por el autor
del mismo y, por ende, debiese privilegiar una mirada cualitativa y una perspectiva

Unica respecto a un estudiante, su trayecto, identidad y producciones.

El portafolio, fisico o electronico, sélo tiene sentido si permite fomentar la creatividad,
el juicio y el pensamiento reflexivo en el estudiante, pero al mismo tiempo, requiere
del establecimiento de estandares o criterios de valoracion apropiados. Los
estandares de hecho guian la conformacion del portafolio mismo y ofrecen al
estudiante criterios claros y precisos del nivel de desempefio esperado, evitando la
ambiguedad y los sesgos en la evaluacion (Diaz-Barriga, Romero-Martinez, &
Heredia-Sanchez, 2012).

En trabajo presentado, como primer paso, se delimito y definié el objeto de la
investigacion o problema. En este caso se enfoc6 desde un punto de vista docente
en la validacion de la determinacion cualitativa y cuantitativa de metanol en bebidas,

asi como determinar claramente los objetivos del experimento.

Se tomo en cuenta la bibliografia existente, asi como los reactivos, el material y el
equipo disponible, ademas de que se evalud el tiempo en que es posible realizar
cada uno de los métodos, estos no fueron mayores a las tres horas, puesto que es

el tiempo en que se tiene disponible para realizarlos en una clase de un curso.

Una vez realizada la busqueda bibliogréafica, se elaboré un disefio experimental,
donde sea conocida la naturaleza del problema, gracias a la literatura consultada se
evaluaron dos métodos para la determinacion de metanol y se adecuaron los

volumenes y cantidades de reactivos que se utilizaron.

Al finalizar, se procedio al tratamiento de los datos obtenidos llenando las tablas con
la informacion obtenida de las lecturas de las mediciones realizadas con la finalidad
de detectar cualquier anomalia que se presente durante el desarrollo del
experimento, asi como trazar las graficas pertinentes y calcular los valores para su

andlisis.
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Las secuencias utilizadas en ambos métodos, cumplieron con el objetivo de

determinar la presencia de metanol en las bebidas alcohdlicas y se detallan junto con

sus resultados en los anexos | y Il. Ademas, los cuidados o puntos clave de cada

método son mostrados en las notas de apoyo para el docente (Ver seccion VI del

Anexo |y Anexo Il). El método fue aplicado a diez muestras, seleccionadas de forma

en que unas tengan los sellos de las entidades que permiten la venta de estos

mismos, y otras que son elaboradas sin sellos de garantia, estas se muestran en la

Tabla 13. Caracteristicas de las muestras

Tabla 13.
No. Muestra
1 Ginebra London N°1

Descripcidn de la muestra

Bebida alcohdlica destilada que contiene extractos de 12 plantas de
color turquesa tenue a la vista

Walker Red Label

2 Sidra de Manzana Destilado de sidra de manzana incoloro a la vista
3 Tequila José Cuervo | Bebida alcohdlica destilada proveniente del agave weber azul con
Tradicional coloracion amarillo pélido
4 Mezcal Oro de Bebida alcohdlica destilada proveniente del agave con coloracion
Oaxaca amarillo palido
5 Tequila Jarana Bebida alcohdlica destilada proveniente del agave weber azul con
Reposado coloracion amarillo palido
6 Agua Ardiente Bebida alcohdlica destilada proveniente de la agave traslucida a la
Artesanal vista
7 Ron Bag?;g::gupenor Bebida alcohdlica destilada de cafia de azucar traslucida a la vista
8 Mezcal de Oaxaca Bebida alcohdlica destilada proveniente del agave con coloracion
Artesanal amarillo palido
9 Licor de cafia Bebida alcohdlica con agua desmineralizada aguardiente de cafia 'y
Tonayan agave con colorante caramelo oscuro a la vista
10 Whisky Johnnie Bebida alcohdélica obtenida por la destilacion de la malta fermentada

de cereales de color oro claro a la vista

En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos en los analisis cualitativo y

cuantitativo, y en la Figura 15 se muestra una imagen de las coloraciones obtenidas.
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Tabla 14. Resultados de la aplicacion a muestras
Ana allta 0 Ana a a 0

Po 0 ega 0 0 e acio 0 00

Ginebra London N°1 0 10 <LDD
2 Sidra de Manzana 7 3 93.5
3 Tequila J(')S'é Cuervo 6 4 2928

Tradicional
4 Mezcal Oro de Oaxaca 10 0 508.8
5 Tequila Jarana Reposado 9 1 396.4
6 Agua Ardiente Artesanal 10 0 613.1
7 | Ron Bacardi Superior Blanco 0 10 20.9
8 Mezcal de Oaxaca Artesanal 10 0 2839.6
9 Licor de cafia Tonayan 10 0 3225.4
10 Whisky Johnnie Walker Red 6 4 98.7
Label

Figura 15. Aplicacién a muestras método cuantitativo (ordenadas conforme a la tabla 14)

Elaboracién propia
Se puede observar que en ocho muestras de las que se analizaron se tiene la
presencia de metanol gracias a la observacion de la coloracion violeta como se
aprecia en las muestras 2,3,4,5,6,8 y 9, esto quiere decir que la prueba fue positiva
como se plantea en el procedimiento, asi que se procedié a cuantificar el metanol

con el método cuantitativo.
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Como se puede observar la concentracion de metanol que se encuentra presente en
las bebidas alcohdlicas que son elaboradas con un método artesanal no controlado
como lo son las bebidas artesanales Mezcal Oro de Oaxaca, Agua Ardiente, Mezcal
de Oaxaca sin marca, estas bebidas son las que tienen una mayor concentracion de
metanol en comparacion de las que son elaboradas conforme a la norma oficial
mexicana NOM-142-SSA1/SCFI-2014 la cual establece que el limite permisible de
metanol presente es de 300 mg - 100 mL y las que se elaboran industrialmente;
como lo son Tequila Jarana Reposado y Licor de cafia Tonayan, las cuales superan
limite permisible para el contenido de metanol en destilados de tequila y sus derivado,
y se sabe que el metanol es un constituyente inevitable y que se encuentra presente
en todas las bebidas alcohdlicas en mayor o menor proporcion incluso en trazas, este
se determin6 de acuerdo con los parametros de desempefio evaluados en ambos
métodos analiticos aplicados, en el caso del método cualitativo los pardmetros
fueron la sensibilidad diagnostica, especificidad diagnostica, precision (tasa de falsos
positivos, tasa de falsos negativos), concentracion de corte; Por otra parte, para el
método cuantitativo los parametros evaluados fueron el intervalo lineal, sensibilidad
analitica, limite de deteccién (LDD) y limite de cuantificacion (LDC), exactitud como
recobro, repetibilidad y reproducibilidad, estos parametros se presentan a detalle en

los Anexos | y II; asi como los intervalos que se establecieron para cada uno de ellos.

7.2  Prueba piloto en grupo

Fueron probados los protocolos propuestos frente a un grupo de alumnos en la
materia de ANALITICA EXPERIMENTAL Il durante los semestres 2019-2 y 2020-1.
Durante este periodo, se presentdé un método, ya sea cualitativo o cuantitativo, a
distintos grupos, con el objeto de que los estudiantes adquirieran los conocimientos
para validar un método a partir de la generacion de un protocolo, para lo que se utilizo
un plan de validacién, el manejo de una bitacora (ya sea fisica o0 en medios
electronicos como lo son las hojas de célculo validadas), y la generacién de un

informe de validacion.
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Al finalizar cada uno de los semestres los alumnos fueron capaces de implementar
estos conocimientos, al elaborar y presentar un informe final donde se muestran los
resultados obtenidos de acuerdo con los protocolos propuestos. Ademas, se
muestra/comprueba que las metodologia cualitativa y cuantitativa para la
determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas son viables para cumplir con los

objetivos planteados.

De forma adicional, los alumnos presentaron los diferentes problemas al momento
de aplicar dichas metodologias, en donde resaltan algunas dificultades en los
célculos para la preparacion de las disoluciones utilizadas y el orden de los pasos a

seguir en dichas metodologias.

Dentro de las observaciones generales para cada una de las metodologias aplicadas,
se anexan notas de apoyo docente para optimizar cada una de las metodologias.

Anexos l y Il.
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IV. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo general de este trabajo, se logré establecer desde un
enfoque docente la validacion de los protocolos para la determinacion cualitativa y

cuantitativa de metanol en bebidas alcohdlicas.

De la misma manera, derivado de la revision bibliografica que se plantea dentro del
protocolo, se logré identificar la metodologia 6ptima para la determinacion
cuantitativa y cualitativa de metanol en bebidas alcohdlicas y establecer los
protocolos normalizados de trabajo, los cuales recopilan y evaltan las evidencias de

desempeiio que se validaron en el curso.

Asi mismo en cada uno de los protocolos, se detallé cada una de las metodologias
gue se seleccionaron con la finalidad de demostrar que cumplen con el propdsito
docente, apoyandose de los planes de validacion para cada uno de los métodos y
evaluando los pardmetros de desempefio, asi como sus criterios de aceptacion con

el objetivo de demostrar que el método es adecuado.

Ademas, la propuesta de ensefianza que se plantea, se presentd con éxito durante
los semestres 2019-2 y 2020-1, donde se observd que los protocolos pueden ser
reproducidos con la infraestructura que se cuenta en una laboratorio de ensefianza
docente donde los materiales, reactivos y equipos son de facil acceso, ademas, el
costo de realizar la validacion de estos métodos es muy bajo, y el proceso de validar
estas metodologias es de tres horas por sesion lo cual resulta éptimo para realizarlo
en su totalidad durante un curso impartido en un semestre de 16 semanas. De esta
forma que, los estudiantes al término de curso cuentan con un aprendizaje

significativo sobre la validacion de métodos analiticos.
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Anexo |. Portafolio de evidencias. Método cualitativo

VALIDACION DE LA DETERMINACION CUALITATIVA DE METANOL EN
BEBIDAS ALCOHOLICAS: UN ENFOQUE DOCENTE

Cuadro de aprobacion

Elaboracion: Luis Enrique Alcantara Manjarrez
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. Protocolo normalizado de trabajo

1. Alcance
Método quimico colorimétrico aplicado a bebidas alcohdlicas para de la
determinacion de metanol, por medio de la reaccion con el &cido cromotrépico.

2. Principio

El método se basa en la oxidacidén del metanol a formaldehido por accion del
permanganato de potasio en medio acido. El formaldehido reacciona con el
acido cromotrépico para producir un complejo en condiciones &cidas. La
absorbancia del compuesto alcanza su pico a 575 nm. El metanol es un alcohol
gue se encuentra presente en todas las bebidas en mayor o menor proporcién
inclusive en trazas. Proviene de la hidrolisis de las pectinas, de las materias
primas vegetales que se fermentan, de importancia ya que presenta una alta
toxicidad cara.

OH 0
.y _C|:_H KMnO, ﬂ
| H3O@ H PN H

Figura 1. Oxidacién de metanol a formaldehido
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Figura 2. Propuesta de mecanismo entre el formaldehido y el &cido cromotrépico
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3. Referencias normativas

e NORMA Oficial Mexicana NOM-142-SSA1/SCFI-2014, Bebidas
alcohdlicas. Especificaciones sanitarias. Etiquetado sanitario y
comercial.

e NMX-V-021-1986. Bebidas alcohdlicas destiladas. Determinacién de
metanol. Distillated alcoholic beverages. Determination of methanol. Normas
mexicanas. Direccion general de normas.

4. Definiciones

Aditivos alimenticios: sustancias que se adicionan directamente a los
alimentos y bebidas, durante su elaboracibn para proporcionar o
intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o su
conservacion.

Alcohol etilico: producto obtenido por fermentacion, principalmente
alcohdlica de los mostos de las materias primas de origen vegetal que
contienen azucares o de aquellas que contienen almidones
sacarificables y que dichos mostos fermentados son sometidos a
destilacion y rectificacién. Su férmula es CH3-CH2-OH.

Bebida alcohdlica: aquella obtenida por fermentacion, principalmente
alcoholica de la materia prima vegetal que sirve como base utilizando
levaduras del género Sccharomyces, sometida o no a la destilacion,
rectificacion, redestilacion, infusién, maceracion o coccion en presencia
de productos naturales, susceptibles de ser afejadas, que pueden
presentarse en mezclas de bebidas alcohdlicas y pueden estar
adicionadas de ingredientes y aditivos permitidos por la secretaria, con
una graduacion alcohdlica de 2% a 55% en volumen a 20°C.

Bebida alcoholica destilada: producto obtenido por destilacion de
liquidos fermentados que se hayan elaborado a partir de materias primas
vegetales en las que la totalidad o una parte de sus azlcares
fermentables, hayan sufrido como principal fermentacion, la alcohdlica,
siempre y cuando el destilado no haya sido rectificado totalmente, por lo
qgue el producto debera contener las sustancias secundarias formadas
durante la fermentacién y que son caracteristicas de cada bebida, con
excepcion del vodka, susceptibles de ser abocadas y en su caso
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afiejadas o maduradas, pueden estar adicionadas de ingredientes y
aditivos permitidos por la Secretaria.

Bebida alcohdlica fermentada: producto resultante de la fermentacion
principalmente alcohodlica de materias primas de origen vegetal, pueden
adicionarse de ingredientes y aditivos permitidos por la Secretaria.
Bebidas alcoholicas preparadas y coOcteles: productos elabora dos a
base de bebidas alcohdlicas destiladas, fermentadas, licores genuinos o
mezclas de ellos, pueden adicionarse de otros ingredientes y aditivos
permitidos por la Secretaria.

Bebidas alcohdlicas preparadas y cécteles: productos elabora dos a
base de bebidas alcohdlicas destiladas, fermentadas, licores genuinos o
mezclas de ellos, pueden adicionarse de otros ingredientes y aditivos
permitidos por la Secretaria.

Buenas préacticas de fabricacion: conjunto de normas y actividades
relacionadas entre si, destinadas a garantizar que los productos tengan
y mantengan las especificaciones requeridas para su consumo.
Coadyuvante de elaboracién: sustancia o materia que no se consume
como ingrediente alimenticio por si misma, y se emplea intencionalmente
en la elaboracién de materias primas, alimentos o sus ingredientes, para
lograr alguna finalidad tecnologica durante el tratamiento o la
elaboracioén, pudiendo dar lugar a la presencia no intencionada, pero
inevitable, de residuos o derivados en el producto final.

Ingrediente: cualquier sustancia o producto, incluidos los aditivos, que
se empleen en la fabricacién o preparacion de un alimento o bebida no
alcohdlica y esté presente en el producto final, transformado o no.
Licores: productos elaborados a base de bebidas alcohélicas destiladas,
espiritu neutro, alcohol de calidad o comin o mezcla de ellos y agua,
aromatizados y saborizados con procedimientos especificos y a los
cuales pueden agregarse ingredientes y aditivos permitidos por la
Secretaria.

Limite maximo: cantidad establecida de aditivos, microorganismos,
parasitos, materia extrafia, plaguicidas, radionuclidos, biotoxinas,
residuos de medicamentos, metales pesados y metaloides que no se
deben exceder en un alimento, bebida o materia prima.

Lote: Cantidad de un producto elaborado en un mismo lapso para
garantizar su homogeneidad.
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Métodos de prueba: procedimientos analiticos utilizados en el
laboratorio para comprobar que un producto satisface las
especificaciones que establece la norma.

5. Interferencias
No se encuentra reportada la existencia de alguna interferencia para este
método, incluso si el acetaldehido se encuentra presente en un gran exceso.

6. Medidas de seguridad
En todo momento se debe de utilizar anteojos y guates de seguridad, bata de
algodon. Para la manipulaciéon de reactivos peligrosos se deberan manipular en
la campana de extraccion.

7. Materiales y equipos

Matraz volumétrico de 10 mL y 25 mL
Espatula

Gradilla

Agitador de vidrio

Parrilla de calentamiento y agitacion

Vasos de precipitados de diferente volumen
Tubos de ensaye

Pipetas Pasteur

8. Reactivos, estandares y materiales de referencia

Acido fosforico diluido (HsPO4) 1:20 mol/L.

Disolucién de permanganato de potasio (KMnOa4) 1:20 mol/L.
Disolucion de bisulfito de sodio (NaHSO3) 1:20 mol/L.
Disoluciéon de acido cromotropico.

9. Recoleccion, preservacion y almacenamiento de Muestras

Las muestras que se manipulen deben de encontrarse previamente
destiladas.
Las muestras utilizadas deberan ser envasadas y almacenadas en un
lugar seco.

10.Control de calidad
e Elaboracion de pruebas a la matriz sin la presencia del analito (blanco).
e Preparacion del acido cromotropico cada dos semanas.
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e Preparacion del permanganato de potasio cada mes.

11.Procedimiento

Preparacion de reactivos

Acido fosforico diluido (H3PO4) 1:20 mol/L: Se miden 0.66 mL de
H3PO4 concentrado y se llevd lleva a un aforo de 25 mL con agua
destilada.

Disolucion de permanganato de potasio (KMnO4) 1:20 mol/L: Se
pesan 0.51 g de KMnO4 y se llevan a un aforo de 10 mL con agua
destilada.

Disolucion de bisulfito de sodio (NaHSO3) 1:20 mol/L: Se pesan 1.25
g de NaHSO3 y se llevan a un aforo de 25 mL con agua destilada.
Disolucion de &cido cromotropico: Se pesan y se disuelven 50 mg de
acido cromotropico en 100 mL de &cido sulftrico diluido al 75%.

Experimental

En un tubo de ensayo se colocan dos gotas de la muestra,
posteriormente se agrega una gota de disolucion de acido fosférico (1:20)
mol/L y una o dos de disolucion de permanganato de potasio (1:20)
mol/L. Posteriormente se mezcla cuidadosamente y se deja reposar la
mezcla durante un minuto.

Se agrega la disolucién acuosa de bisulfito de sodio (1:20) mol/L, gota a
gota y agitando, hasta que el color violeta del permanganato de potasio
desaparezca.

Si la mezcla presenta una coloracion café, se agregan gotas de
disolucién acuosa de acido fosforico (1:20) mol/L hasta la desaparicion
del color.

A la disolucién incolora resultante, se le agregan 5 mL de la disolucion
de acido cromotropico, y se calienta la mezcla en bafio maria
aproximadamente a 60°C durante diez minutos. En presencia de metanol
se observa una coloracion violeta/café.

12.Informe
Indicar si la presencia de metanol fue positiva o negativa en la muestra
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Muestra Presencia de metanol

Indicar el nombre de la muestra | Indicar negativo o positivo

Anexo 1. Identificacién de cambios

Punto
NA

| Pagina Cambio(s)
NA NA
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II. Plan de validacion

LA DETERMINACION CUALITATIVA DE METANOL EN BEBIDAS ALCOHOLICAS

Referencia:

NMX-V-021-1986

Especificacion
de los
requisitos de

validacién:

bebidas alcohdlicas

Obtener los pardmetros de desempefio de la determinacidn cualitativa de metanol en

Parametro

Experimentacion

realizada

Ecuaciones de calculo

Cualidad

observable

Sensibilidad
diagnostica

(D)

Se considero el
numero total de
verdaderos
positivos, a partir
de latasa de
falsos negativos

numero de muestras verdaderos positivos

SD = ~ —
numero total de muestras con condicion

Especificidad
diagnostica

(ED)

Se consideré el
nUmero total de
verdaderos
negativos, a partir
de la tasa de
falsos positivos

. namero de muestras verdaderos negativas

numero total de muestras sin condiciéon

Concentracion

de corte (CC)

Se prepararon
disoluciones de
metanol de
distintas
concentraciones a
partir de un
reactivo de grado
analitico. Se
realizé la prueba
10 veces

Probabilidad de respuestas positivas, P(x) y
probabilidad de respuestas positivas mas no
concluyentes versus los niveles de concentracion
probados

Precision

Se midieron
muestras de
blanco con una
concentracion
menor a la
concentracion de
corte. Se realizo la
prueba 30 veces.

TFP

nimero de muestras positivas por debajo de la CC

numero total de muestras por debajo de la CC

numero de muestras negativas por encima de la CC
nimero total de muestras por encima de la CC

TFN =

Pruebas
positivas
presencia
de
coloracién
violeta.
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Ill. Hoja de calculo de la validacion

ja de calculoMétodo cualitatitvo - Excel

Archivo Inicio Insertar Disposicion de pagina Farmulas Datos Revisar Vista Ayuda Q@  ;Qué desea hacer? 1% Compartir
o [==1 131 -
D & Calibr =11 - A A == El ’5? = éE Ajustar texto General - I:.:-'—l D D i EEX El z GfESITIE )%Y p
P B ~ F. D Fp to E: t'\p o IEEIrt EIEE' F. t g Ord B
egar €0 00 ormato ar formato  Estilos de nsertar Eliminar Formato rdenar uscar
>~ N K5~ O A Cmbrmyest = | O = % @8 @ | Tt et alive - - - Borrar ~ fitrar ~ seleccionar <
Portapapeles = Fuente = Alineacidn ] MNamero = Estilos Celdas Edicidn ~
GA5 ~ fe -
A B C D E F G H | J K L M M o Py
1 Estandar 1 z 3 4 S 5 120
2 Concentracion (moliL) a1 e-3 &5 a6 21107 2107
3 *Pasitivos 100 100 100 an 0 0 F
4 .
5 Muestra M _positivold _Negativdhd % Tasa de respuesta positividl Concentracién mg - 100 mifd fentracion me - 1Rdlla de respuest{hdl g
3 Ginebra London N*1 o 10 (1] 29 1 o §F =0
T Sidra de Manzana 7 3 Jo 935 3 o E
& | Tequila losé Cuervo Tradicional 6 4 60 2228 10 0 1:; 0
9 Mezcal Oro de Oaxaca 10 o 100 508.8 21 o g 20
10 Tequila Jarana Reposado 9 1 90 396.4 90 30
11 Agua Ardiente Artesanal 10 0 100 613.1 223 60 a
12 Ron Bacardi Superior Blanco [ 10 0 209 396 90 o 100 200 300 400 500 600 700
13 | Mezcal de Oaxaca Artesanal 10 o 100 28396 509 100 MetOH (mg - 100 mL-)
14 Licor de cafia Tonayan 10 0 100 32254 550 100
15 Whisky Johnnie Walker Red Label & 4 60 987 a2 613 100
16 2840 100
7 3225 100 .
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31 -
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Informe de validacion

Informe de validacion

Fecha de Actualizacidn:

Clave y nombre del procedimiento validado: AEN-FTO-IWY

AENI-I¥Y
Revizion: 00
Fecha: 2018-11-05
Pagina 1de 1

2020-05-12

Walidacion de la determinacion de metanol en bebidas alcohdlicas: métoda cualitativa

Referencias normativas: NOM-1d2-35AWSCR-2014 NOM-142-55A1-1335

MM=-\-021-1336

Realizado por: Aleintara Manjarrez Luis Enrique

Especificacion de los requisitos

Métada quimico colorimétriza aplicada abebidas aleohdlicas para de la determinacion de metanal, por medio de la reaccion can el acido cromotrapico
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Clave §y nombre del procedimiento validado:

Referencias normativas:

MOM-142-55A1HECFI-2014

Informe de ralidacion

AEN-IYY
Revision: 0D
Fecha: 2018-11-05
Pigina 1de 2

Fecha de Actualizacidn: 2020-05-12

LEN-FTO-I'Y

Y alidacion de la determinacion de metanol en bebidas alcohdlicas: método cualitativa

MOM-142-5501-1595

R -021-1926

Realizado por: Alzantara Manjarrez Luis Enrique
Periodo de realizacion: 2013-1
Equipo: MA
Materiales de referencia
MRBLC [*5( Clawve Lote Marca Uso MRBLC [*%5] Clave | Lote |[Marca Uso
Ia, P [, [2, Calibracicn [, [, P [, rRC
A ha [y & Calibracidn i i ha i MEC
A, P&, MlA, MA, Calibracion M5, M5, P&, L Confirmacion en matriz
Ma M, M Ma Calibracion M, M, M, M, Confirmacion en matriz
2 A [l [ Fa) Calibracicn
Farametros de validacidn
FParametro Yalor obtenido Eriteriu_ée
Aceptacion |
Sensibilidad diagnostica [S0) 0o AES
Especificidad diagnostica [ED) B M,
N TFP 0 [y
TFN 0 [N
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AENI-IYY
Informe de validacion Revision: 00

Fecha: 2018-11-0%
Pagina 1 de 2

Fecha de Actualizacian: 2020-05-12

Clave y nombre del procedimiento validado:
Yalidacion de la determinacidn de metanol en bebidas alcohdlicas: métoda cualitativa

Referencias normativas: MOM-142-358WSCF-2014 MOM-142-35A1-1335 M-\-021-1336

Realizado por: Alcantara Manjarrez Luis Enrique

Declaracion de la validacion

El método ez adecuado para el usa previsto [deteccidn de metanall por medio de |2 prueba ala gata, las caracteristicas de desempefio evaluadas cumplen con o
especificado en la guia eurachem, la diferencia ala establecida en la MMX-V-021-1356 ez |a cantidad de gotas de la dizolouion de acide fosfarico, permanganato de
pataziowbizulfito de zodio.
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V. Ejemplo de analisis de muestras
Datos del Solicitante
Cliente: Campirifia
Direccion: | Laboratorio 3B, Facultad de Quimica UNAM
Contacto: | Ing. Luna
Teléfono: | 5555 55 55 55 Correg . campirina@yahoo.com
electronico:

Recepcion de las muestras:

afectada por la

luz

Fecha: 2019/02/01

Numero de 10

muestras:

Preservacién Cada una de las muestras fue almacenada en su envase de
adecuada: origen, a temperatura ambiente y en un lugar donde no fuera

Observaciones:

analisis

Algunas muestras no presentan etiquetas y provienen en
envases de venta a granel.
Las muestras ya fueron entregadas destiladas y listas para el

Métodos analiticos

No.

Ensayo

Norma o método de referencia (cuando aplique)

1

Determinacién de metanol,
método cualitativo

NMX-V-021-1986

Informacién de las muestras

Matriz

Lom\l@mhwl\)l—‘g

=
o

Muestra
Ginebra London N°1

Sidra de Manzana

Tequila José Cuervo Tradicional

Mezcal Oro de Oaxaca

Tequila Jarana Reposado

Bebida

Agua Ardiente Artesanal

alcohdlica

Ron Bacardi Superior Blanco

destilada

Mezcal de Oaxaca Artesanal

Licor de cafia Tonayan

Whisky Johnnie Walker Red Label

Ensayos

Determinacion de metanol,
método cualitativo
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Resultados analiticos

Determinacion de Metanol en una muestra comercial de alcohol mediante el método

cualitativo
Analista (s): Luis Enrique Alcantara Manjarrez
Fechade
analisis: 2019/02/06

No. Muestra Presencia de metanol
1 Ginebra London N°1 Negativa
2 Sidra de Manzana Negativa
K Tequila José Cuervo Tradicional Positiva
4 Mezcal Oro de Oaxaca Positiva
5 Tequila Jarana Reposado Positiva
6 Agua Ardiente Artesanal Positiva
7 Ron Bacardi Superior Blanco Negativa
8 Mezcal de Oaxaca Artesanal Positiva
9 Licor de cafia Tonayan Positiva
Ol \Whisky Johnnie Walker Red Label Negativa

En caso de prueba positiva en el ensayo cualitativo es

Observaciones analiticas: : X 4 L
recomendable realizar la confirmatoria cuantitativa

Liberacién del informe

Los resultados de los ensayos informados se realizaron con los métodos y
procedimientos aqui asentados.

Luis Enrique Alcantara Manjarrez

Nombre y firma
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Anexo Il. Portafolio de evidencias. Método cuantitativo

VALIDACION DE LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE METANOL EN
BEBIDAS ALCOHOLICAS: UN ENFOQUE DOCENTE

Cuadro de aprobacion

Elaboracion: Luis Enrique Alcantara Manjarrez
Revision: Norma Ruth Lépez Santiago
Aprobacion: Norma Ruth Lépez Santiago
Semestre: 2020-2
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. Protocolo normalizado de trabajo

1. Alcance
Método quimico colorimétrico aplicado a bebidas alcohdlicas para de la
determinacion de metanol, por medio de la reaccion con el &cido cromotrépico.

2. Principio

El método se basa en la oxidacion del metanol a formaldehido por accion del
permanganato de potasio en medio acido. El formaldehido reacciona con el
acido cromotrépico para producir un complejo en condiciones &cidas. La
absorbancia del compuesto alcanza su pico a 575 nm. El metanol es un alcohol
que se encuentra presente en todas las bebidas en mayor o0 menor proporcion
inclusive en trazas. Proviene de la hidrolisis de las pectinas, de las materias
primas vegetales que se fermentan, de importancia ya que presenta una alta
toxicidad cara.

OH 0
.y _(|:_H KMnO, ﬂ
| HSO@ TN

Figura 1. Oxidacién de metanol a formaldehido

SO3” SO;H HO3S,

HO C OH
CH0 -H,0 Hy
" Formaldehido
: @)
(FA)
HO OH

0 s0,HMO:S

HO

HO

(S}
o l l

Acido cromotropico

+0, -Hzol @

SO,H HO5S

HO (o}
H

So,4HOsS

(e]

Figura 2. Propuesta de mecanismo entre el formaldehido y el &cido cromotrépico
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3. Referencias normativas

e NORMA Oficial Mexicana NOM-142-SSA1/SCFI-2014, Bebidas
alcoholicas. Especificaciones sanitarias. Etiquetado sanitario y
comercial.

e NMX-V-021-1986. Bebidas alcohdlicas destiladas. Determinacion de
metanol. Distillated alcoholic beverages. Determination of methanol.
Normas mexicanas. Direccion general de normas.

4. Definiciones

Aditivos alimenticios: sustancias que se adicionan directamente a los
alimentos y bebidas, durante su elaboracién para proporcionar o
intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o su
conservacion.

Alcohol etilico: producto obtenido por fermentaciéon, principalmente
alcoholica de los mostos de las materias primas de origen vegetal que
contienen azlucares 0 de aquellas que contienen almidones
sacarificables y que dichos mostos fermentados son sometidos a
destilacion y rectificacién. Su férmula es CH3-CH2-OH.

Bebida alcohdlica: aquella obtenida por fermentacién, principalmente
alcoholica de la materia prima vegetal que sirve como base utilizando
levaduras del género Sccharomyces, sometida o no a la destilacién,
rectificacion, redestilacion, infusién, maceracion o coccion en presencia
de productos naturales, susceptibles de ser afejadas, que pueden
presentarse en mezclas de bebidas alcohdlicas y pueden estar
adicionadas de ingredientes y aditivos permitidos por la secretaria, con
una graduacion alcoholica de 2% a 55% en volumen a 20°C.

Bebida alcohdlica destilada: producto obtenido por destilacion de
liquidos fermentados que se hayan elaborado a partir de materias primas
vegetales en las que la totalidad o una parte de sus azlcares
fermentables, hayan sufrido como principal fermentacion, la alcohdlica,
siempre y cuando el destilado no haya sido rectificado totalmente, por lo
qgue el producto debera contener las sustancias secundarias formadas
durante la fermentacién y que son caracteristicas de cada bebida, con
excepcion del vodka, susceptibles de ser abocadas y en su caso
afiejadas o maduradas, pueden estar adicionadas de ingredientes y
aditivos permitidos por la Secretaria.

64




AEIII-clave
Revisién: 00
Protocolo para la determinacion de metanol
en bebidas alcohoélicas usando el método
colorimétrico del acido cromotroépico

Fecha:2019/01/15

Bebida alcohdlica fermentada: producto resultante de la fermentacion
principalmente alcohodlica de materias primas de origen vegetal, pueden
adicionarse de ingredientes y aditivos permitidos por la Secretaria.
Bebidas alcohdlicas preparadas y cécteles: productos elabora dos a
base de bebidas alcohdlicas destiladas, fermentadas, licores genuinos o
mezclas de ellos, pueden adicionarse de otros ingredientes y aditivos
permitidos por la Secretaria.

Bebidas alcohdlicas preparadas y cécteles: productos elabora dos a
base de bebidas alcohdlicas destiladas, fermentadas, licores genuinos o
mezclas de ellos, pueden adicionarse de otros ingredientes y aditivos
permitidos por la Secretaria.

Buenas préacticas de fabricacion: conjunto de normas y actividades
relacionadas entre si, destinadas a garantizar que los productos tengan
y mantengan las especificaciones requeridas para su consumo.
Coadyuvante de elaboracién: sustancia o materia que no se consume
como ingrediente alimenticio por si misma, y se emplea intencionalmente
en la elaboracién de materias primas, alimentos o sus ingredientes, para
lograr alguna finalidad tecnolégica durante el tratamiento o la
elaboracioén, pudiendo dar lugar a la presencia no intencionada, pero
inevitable, de residuos o derivados en el producto final.

Ingrediente: cualquier sustancia o producto, incluidos los aditivos, que
se empleen en la fabricacion o preparacién de un alimento o bebida no
alcoholica y esté presente en el producto final, transformado o no.
Licores: productos elaborados a base de bebidas alcohélicas destiladas,
espiritu neutro, alcohol de calidad o comun o mezcla de ellos y agua,
aromatizados y saborizados con procedimientos especificos y a los
cuales pueden agregarse ingredientes y aditivos permitidos por la
Secretaria.

Limite maximo: cantidad establecida de aditivos, microorganismos,
parasitos, materia extrafia, plaguicidas, radiondclidos, biotoxinas,
residuos de medicamentos, metales pesados y metaloides que no se
deben exceder en un alimento, bebida o materia prima.

Lote: Cantidad de un producto elaborado en un mismo lapso para
garantizar su homogeneidad.
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e Métodos de prueba: procedimientos analiticos utilizados en el
laboratorio para comprobar que un producto satisface las
especificaciones que establece la norma.

e Repetibilidad: es la precision del sistema y es expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes de una
misma preparacion estandar bajo las mismas condiciones.

e Reproducibilidad: es la precision del método analitico y manifiesta la
concordancia entre determinaciones independientes de una muestra
homogénea del material que esté analizando bajo las mismas
condiciones experimentales e introduciendo factores de variacion;
tiempo, analistas y equipos.

e Calibracion: el conjunto de operaciones que establecen, en condiciones
especificadas, la relacion entre los valores de una magnitud indicados
por un instrumento de medida o un sistema de medida, o los valores
representados por una medida materializada o por un material de
referencia, y los valores correspondientes de esa magnitud realizados
por patrones.

Se puede hablar de dos tipos de calibracién, las cuales son:

CALIBRACION INSTRUMENTAL CALIBRACION ANALITICA

Comprobacion del funcionamiento correcto | Caracterizacion de la respuesta
del instrumento o equipo | instrumental en funcién de las propiedades
del analito
Su objetivo es corregir la respuesta | Su objetivo es establecer la relacién entre
instrumental de un equipo | la sefial y una propiedad del analito
Misma magnitud medida que la del patron | La magnitud medida es distinta que la
magnitud conocida del patrén
El patron no contiene el analito | El patrén contiene el analito

5. Interferencias
No se reporta la existencia de alguna interferencia para este método, incluso si
el acetaldehido esta presente en grandes proporciones.

6. Medidas de seguridad

En todo momento se debe de utilizar anteojos y guates de seguridad, asi como
una bata de algodon. Ademas, para la manipulacién de reactivos peligrosos se
debera utilizar la campana de extraccion.
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7.

Materiales y equipos

Materiales

e Matraces volumétricos de 10 mL

e Espatula

e Agitador de vidrio

e Parrilla de calentamiento y agitacion

e Probeta de 25mL

e Celdas de plastico de 1 cm para mediciones de absorbancia
e Vasos de precipitados de diferente volumen

e Pipetas volumétricas 5,10 y 15 mL

e Tubos de ensaye

e Pipetas Pasteur

Equipos

Espectrofotdmetro Vernier SpectraVis Plus GDX-SVISPL con un intervalo de
longitud de onda: 380 nm-950 nm.

Celdas de plastico de 1 cm para todas las mediciones de absorbancia.
Micropipetas Transferpette® Brand de 20-100 ul, 100-1000 uL.

Una balanza analitica Ohaus con sensibilidad de 0.0001g.

Reactivos, estandares y materiales de referencia

Bisulfito de Sodio (NaHSO3)

Acido cromotrépico de Meyer

Permanganato de potasio (KMnO4) de Meyer con ensayo 299.9%

Acido fosférico (HsPO4) de J.T. Bakercon una pureza del 85,0- 87,0 %
Acido sulfirico concentrado (H2S0a) de J.T. Bakercon una pureza del 95.0 -
98.0 %

Metanol (CH30OH) de J.T. Bakercon 299.9%

Etanol (C,HsOH) de J.T. Bakercon 299.9%

Disolucion de alcohol etilico al 5,5% Alc. Vol: Se midié 5.5 mL de etanol y se
llevo a un aforo de 100bmL con agua destilada.

Disolucion de permanganato de potasio (KMnOas) en acido fosforico (HzsPOa):
Se pesaron y se disolvieron 0.3 g de KMnO4 con 1.5 mL de H3POa4 en un
matraz volumétrico de 10 mL, se llevd al aforo con agua destilada (Esta
disolucién se debe preparar por lo menos cada mes).
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e Disolucién acuosa al 5% de acido cromotrépico: Se pesaron y se disolvieron
0.5 g de acido cromotrépico y se llevo al aforo con agua destilada (Debe
prepararse por lo menos cada semana Yy filtrarse si presenta turbiedad al
momento de utilizarse).

¢ Disolucién patron de metanol al 0,025% v/v en solucion alcohdlica al 5,5% de
etanol: Se midi6 0.025 mL (25 pL) con una micropipeta y se llevé a un aforo
de 100 mL de la disolucién de alcohol etilico al 5,5%.

9. Recoleccidn, preservacion y almacenamiento de Muestras

e Las muestras que se manipulen deben de estar previamente destiladas.
e Las muestras utilizadas deberan ser envasadas y almacenadas en un lugar
seco.

10.Control de calidad

e El blanco en la realizacién de cada curva se efectuard como un control de
calidad al tener una lectura de O

11.Calibracion
Poner 200 uL de la disolucién de permanganato en acido fosforico en distintos

matraces volumétricos de 10 mL, colocandolo en un bafio de hielo, adicionar las
alicuotas respectivas para preparar una curva patron de 150-600 mg - 100 mL"
! de calibracién volimenes de la disolucién patrén 300 mg - 100 mL™* fria, y
dejar reposar 30 minutos en el bafio de hielo. Decolorar con un poco de bisulfito
de sodio soélido y agregar 100 pL de disolucion de &cido cromotrépico al 5%.
Agregar lentamente, gota a gota, 1.5 mL de &cido sulfurico concentrado,
dejandolo escurrir por las paredes del matraz, agitando constantemente, y
colocar en bafio maria entre 60 y 75 °C durante 15 minutos. Enfriar y adicionar
con agitacién agua hasta un volumen proximo al aforo, enfriar a temperatura
ambiente y llevar al aforo con agua, homogeneizar y reposar durante 5 minutos.

Las mediciones se hacen a una longitud de onda de 575 nm.
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12.Procedimiento
Aplicacién a muestras: Se colocan 200 pL de la disolucién de permanganato

de potasio en &cido fosférico en distintos matraces volumétricos de 10 mL,
colocados en un bafio de hielo, adicionar 100 uL de la muestra fria, y dejar
reposar 30 minutos en el bafio de hielo. Decolorar con un poco de bisulfito de
sodio sélido y agregar 100 pL de disolucion de acido cromotrépico al 5%.
Agregar lentamente, gota a gota, 1.5 mL de &cido sulfurico concentrado,
dejandolo escurrir por las paredes del matraz, agitando constantemente, y
colocar en bafio maria entre 60-75°C durante 15 minutos. Enfriar y adicionar
con agitacion agua hasta un volumen proximo al aforo, enfriar a temperatura

ambiente y llevar al aforo con agua, homogeneizar y reposar durante 5 minutos.

Tabla 1. Volumenes utilizados para la elaboracién de la curva de calibracién

Estandar Vol. Stock agregado (pL) Conc. stock mg - 100 mL*
Blanco 0 0
1 50 150
2 75 225
3 100 300
4 120 360
5 140 420
6 160 480
7 180 540
8 200 600
13.Calculos

Para cambiar los valores de absorbancia a concentracién utilizando las curvas
de calibracién y se utilizan los pardmetros m y b de la curva mediante la
siguiente ecuacion.

Absorbancia—b

Concentracion = —
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14.Informe

La concentracion de metanol encontrada en las muestras se informa en mg -
100 mL?

Anexo 1. Identificacion de cambios
Punto | Pagina Cambio(s)
NA NA NA
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II. Plan de validacion

Método:

LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE METANOL EN BEBIDAS ALCOHOLICAS

Referencia:

NOM-142-SSA1-1995

Especificacion de los requisitos de

validacién:

Obtener los parametros de desempefio de la determinacion cuantitativa de metanol en
bebidas alcohdlicas

Parametro

Experimentacion realizada

Ecuaciones de calculo

Criterio de

aceptacion

Intervalo lineal

Preparar disoluciones para realizar la
curva de calibracién a partir de la
disolucion esténdar, incluyendo el

Coeficiente de correlacidn (r)

blanco y con 5-6 niveles de al cuadrado r? 7220.98
concentracion
Realizar el ensayo por triplicado. Leer
el blanco. Leer las disoluciones
estandar. Realizar el ajuste de la
Sensibilidad analitica curva por minimos cuadrados de la
respuesta del equipo en funcién de Pendiente: m m>0
la concentracién del analito
Realizar minimo 6 medidas LDD = 3% LC debe ser
replicadas de la concentracion mas LDC =65 menor a la
.. L. . baja con la que trabajo en la curva de | S es la desviacion estandar de concentracion
Limite de deteccidn (LD) y limite de . . AR . .
calibracién la medicidn instrumental del mas baja del

cuantificacion (LC)

analito intervalo lineal y
el LD mas bajo
que el LC
Se prepararon 6 disoluciones %R=—2CP_ 1100

Exactitud como Recobro diferentes a la concentracion Cone. tecrica 97-103%
intermedia del intervalo lineal
Se prepararon 6 disoluciones

Repetibilidad diferentes a la concentracion Desviacion estandar relativa DER<5%

P intermedia del intervalo lineal en
periodos de tiempo diferentes
Se prepararon 6 disoluciones
Reproducibilidad diferentes a la concentracion Desviacion estandar relativa
P intermedia del intervalo lineal en DER<5%

periodos de tiempo diferentes
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lll. Hoja de céalculo de la validacion

e calculo Método cuantitativo - Bxcel
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Informe de validaciéon

AEIN-I¥Y

Informe de validacion Revision: 00
Fecha: 2018-11-05

Pigina 1de 1

Fecha de Actualizacidn: 2020-05-12

Clave y nombre del procedimiento validado: AEN-FTO-1\MY

Yalidacidon de la determinacidn de metanol en bebidas alcohdlicas: método cuantitativa

Referencias normativas: NOM-142-35A41SCF1-2014 MOM-142-55341-1335 MIMx--021-1386

Realizado por: Alcantara Manjarrez Luis Enrique

Especificacion de los requisitos

Método quimica colorimétrico aplicado a bebidas alcohdlicas para de la determinacion de metanaol, por media de la reaccion con el acido cromotrapico
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Clave v nombre del procedimiento validada:

Referencias normativas:

Informe de validacion

MNOM-142-55ANSCF-2014

AEN-I¥Y
Revisidn: 00
Fecha: 2018-11-05
Pigina 1de 2

Fecha de Actualizacion:

AEN-FTO-IA

2020-05-12

Walidacién de la determinacidn de metanol en bebidas alcohdlicas: métada cuantitativo

MOM-142-3541-1335

MM -W-021-1356

Realizado por:

Aleantara Manjarez Luis Enrique

Periodo de realizacidn: 2013-1

Equipo: Eszpectrofotdmetre Vernier Spectralliz Plus GOX-SVISPL conrango de longitud de enda: 380 nm - 350 nm.

Mareriales de referencia

MRBC [>:5)] Clave Lote Marca Uso MRC (5] Clave Lote |Marca Uso
[ MA MA MA Calibracidn A MA M MA MRC
[k MA M MA Calibracidn A MA Ma MA MRC
A, MNA MA MNA Calibracidn A MA Ma MA Confirmacién en matriz
A, MA MA Calibracian A MA Ma MA Confirmacidn en matriz
Ty A MA A Calibracian
Parametros de validacidn
Parametro Valor obtenido Criterio de aceptacion
Intervalo de concentraciones 150-600 mg - 100 mL-1 150-600mg - 100 mL-1
Coeficiente de correlacion r 0.9971 =033
Coeficiente de determinacidn r® 0.9944 20,35
Sensibilidad analitica 0.0030 z0
Limite de deteccidn 0.4 LOD< Cone. Min.
Limite de cuantificacion 5.2 LOC < LODO
* Recobro [indicar al nivel de 9540 97103
Fr e« |Repetibilidad (DER) 350 DER< 55
iyl :‘:::'_“ Intermedia [DERPI) 237 OER: 5%

PAPIME PE20161S Ensefianza de la validucidn de mibados analitices
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AEIII-IVV

Informe de validacion Revision: 00
Fecha: 2018-11-05

Pagina 1 de 2

Fecha de Actualizacion 2020-05-12

Clave y nombre del procedimiento validado: validacidn de la determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas: métoda
cuantitativo

Referencias normativas: NOM-142-55A1/SCFI-2014 MNOM-142-55A1-1995 NMX-V-021-1986

Realizado por: Alcantara Manjarrez Luis Enrnique

Declaracion de la validacion

El método es adecuado para el uso previsto (deteccion de metanol), las caracteristicas de desemperio evaluadas cumplen con lo
especificado en la guia eurachem, el método cumple con tener un intervalo lineal de trabajo, al igual presenta una alta sensibilidad m=0. La
NOM-142-5541-1995 indica gue la diferencia entre resultados sucesivos obtenidos en las mismas condiciones para una sola muestra, no
debe exceder del 5% del promedio de las mismas. En el método se cumple con diferencias menores al 5%.
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V. Ejemplo de analisis de muestras

Datos del Solicitante

Cliente: Campirifia
Direccion: Laboratorio 3B, Facultad de Quimica UNAM
Contacto: Ing. Luna
Teléfono: 5555555555 Corlrep . campirina@yahoo.com
electronico:

Recepcion de las muestras:

Fecha: 2019/02/01
Numero de 10
muestras:
Preservacion Cada una de las muestras fue almacenada en su envase de
adecuada: origen, a temperatura ambiente y en un lugar donde no fuera
afectada por la luz
Observaciones: Algunas muestras no presentan etiquetas y provienen en
envases de venta a granel.
Las muestras ya fueron entregadas destiladas y listas para el
analisis

Métodos analiticos

Norma o método de referencia (cuando
No. Ensayo .
aplique)
DETERMINACION DE
1 METANOL, METODO NOM-142-SSA1/SCFI-2014
CUANTITATIVO
Informacién de las muestras

Z
o

Muestra Matriz Ensayos
Ginebra London N°1
Sidra de Manzana
Tequila José Cuervo Tradicional
Mezcal Oro de Oaxaca
Tequila Jarana Reposado Bebida
Agua Ardiente Artesanal alcohdlica
Ron Bacardi Superior Blanco destilada
Mezcal de Oaxaca Artesanal
Licor de cafia Tonayan
Whisky Johnnie Walker Red
Label

Determinacién de metanol,
método cuantitativo

N
1|
2]
3
4
5
6
7]
8
9

[N
o
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Resultados analiticos

Determinacion de Metanol en una muestra comercial de alcohol mediante la
técnica de UV-Vis

Analista (s): Luis Enrique Alcantara Manjarrez
Fecha de 2019/02/21
analisis:

| Muestra Concentracion mg - 100 mL™*?
1| Ginebra London N°1 <LDC
2 | Sidra de Manzana 93.5
BEB Tequila José Cuervo Tradicional 222.8
4 | Mezcal Oro de Oaxaca 508.8
5 | Tequila Jarana Reposado 396.4
6 | Agua Ardiente Artesanal 613.1
@ Ron Bacardi Superior Blanco 20.9
M  Mezcal de Oaxaca Artesanal 2839.6
9 | Licor de cafia Tonayan 3225.4
([0} Whisky Johnnie Walker Red Label 98.7
Observaciones analiticas: Ninguna

Liberacién del informe

Los resultados de los ensayos informados se realizaron con los métodos y
procedimientos aqui asentados.

Luis Enrique Alcantara Manjarrez

Nombre y firma
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Anexo lll. Notas de apoyo docente

En este anexo, se describen de forma general las notas de apoyo al docente. En el
primer apartado se presentan las recomendaciones generales tanto tedricas como
practicas para apoyo del docente, en el segundo, se describen a detalle las
metodologias considerando diferentes escenarios que puedan darse durante su
aplicacion. Por ultimo, se presentan las diferentes medidas de seguridad que el
docente debera aplicar para salvaguardar la integridad de los estudiantes.

1. Recomendaciones generales

Previo a la experimentacion se recomienda al docente realizar una guia basica a los
estudiantes de una revision bibliografica, la cual constituye una etapa fundamental
del proyecto de investigacion y debe garantizar la obtencion de la informacién mas
relevante.

Para realizar de manera éptima se recomienda que la seleccion de muestras sea
de muestras de bebidas alcohdlicas transparentes, o con muy poca coloracion, ya
gue estas requeriran un proceso de destilacion previo.

En la imagen 1c, se puede observar una guia que el docente puede seguir para
identificar la presencia de metanol en las bebidas alcohodlicas con forme a la
coloracion que presentan las muestras, conforme esta aumenta la presencia de

metanol también.

Imagen 1C. Aumento en la coloracién en presencia de metanol en las bebidas alcohélicas

2. Recomendaciones experimentales
Método cualitativo

Para poder realizar la determinacion cualitativa de metanol bebidas alcohdlicas se
debe de hacer una planeacion previa respecto a los volimenes de las disoluciones
que se prepararan, ya que al consultar en la normatividad proporcionada se utilizan
voliumenes demasiado grandes, y por ende se generaran demasiados residuos.
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De esta manera se da pie a la siguiente metodologia donde es de suma importancia
seguir los puntos firmemente:

Como primer paso, en un tubo de ensayo se colocan dos gotas de la muestra,
posteriormente se agrega una gota de disolucion de acido fosforico (1:20) mol/L y
una o dos de disolucibn de permanganato de potasio (1:20) mol/L, se mezcla
cuidadosamente y se deja reposar la mezcla durante un minuto. Se agregé la
disolucidn acuosa de bisulfito de sodio (1:20) mol/L, gota a gota y agitando, hasta
gue el color violeta del permanganato de potasio desaparezca (si la mezcla presenta
una coloracion café, se deben agregar gotas de disolucion acuosa de acido fosférico
(1:20) mol/L hasta la desaparicidn el color), a la disolucion incolora resultante, se le
agregan 5 mL de la disolucién de acido cromotropico, y se calienta la mezcla en
bafio maria aproximadamente a 60°C durante diez minutos. En presencia de
metanol se observa una coloracion violeta/café.

Método cuantitativo

Para poder realizar la determinacion cuantitativa de metanol bebidas alcohdlicas se
debe de hacer una planeacion previa respecto a los volimenes de las disoluciones
gue se prepararan, ya que al consultar en la normatividad proporcionada se utilizan
volimenes demasiado grandes, y por ende se generaran demasiados residuos.

De esta manera se da pie a la siguiente metodologia donde es de suma importancia
seguir los puntos firmemente:

Poner 200 pL de la disolucion de permanganato de potasio en acido fosforico en
distintos matraces volumétricos de 10 mL, colocandolo en un bafio de hielo,
adicionar las alicuotas respectivas para preparar una curva patrén de 150-600 mg/
100 mL™ de calibraciéon volimenes de la disolucién patrén fria, y dejar reposar 30
minutos en el bafio de hielo ( es muy importante que al colocar el permanganato de
potasio en acido fosférico junto con la disolucién stock o muestra problema, estas
se agiten previamente y se dejen los 30 minutos indicados, de esta manera se
estara seguro de que se realizé de manera idonea la oxidacion).

Una vez que paso el tiempo establecido se da pie a decolorar con un poco de
bisulfito de sodio solido y se agregaron 100 pL de disolucion de acido cromotrépico
al 5% agitando de manera que se mezclen bien, y a su vez se agregé lentamente,
gota a gota, 1.5 mL de acido sulfurico concentrado, dejandolo escurrir por las
paredes del matraz, agitando cada matraz constantemente, terminado el este paso
los matraces se colocaron en bafio maria entre 60y 75 °C durante 15 minutos (debe
tenerse precaucion en este paso, ya que se produce una reaccidén exotérmica al
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agregar el acido sulfurico, y al meterlos a bafio Maria la temperatura no debe de
pasar de los grados establecidos, ya que podria generarse un accidente).

Posteriormente los matraces se sacan del bafio Maria y se dejan enfriar, después
uno por uno se toma un matraz para adicionar con agitacion agua hasta el volumen
de aforo, se presentaran coloraciones en cada uno de ellos, pero esta se va
perdiendo conforme se deja enfriar, por lo que es necesario se realizar las
mediciones en el espectrofotometro a una longitud de onda de 575 nm
inmediatamente, una vez terminada la lectura se prosigue con el siguiente matraz
hasta finalizar todos.

Medidas de seguridad aplicadas

Las medidas de seguridad dentro del laboratorio, representan una parte
fundamental del proceso. En este sentido, los alumnos deben de conocer los
diferentes protocolos de seguridad para cada uno de los métodos, dentro de los
cuales podemos encontrar hojas de seguridad, los cuidados especificos para cada
compuesto quimico, las diferentes reacciones que se pueden producir durante el
proceso, asi como el tratamiento de los residuos producidos.
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