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RESUMEN

Este trabajo se presenta como propuesta de proyecto de validacién en un curso
experimental universitario la “Determinacion de metanol en bebidas alcohélicas”,
abordada desde dos enfoques el cualitativo y el cuantitativo. Los resultados
obtenidos mostraron que las metodologias presentadas son viables para poder
emplearla en la ensefianza de validacién de métodos analiticos, de una forma que sea
accesible, eficiente, econémica, donde se muestra la informacién necesaria para la
generacion de documentos y registros cientificos, asi como documentar
estrictamente los registros experimentales y de calculos e integrar y aplicar sus
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 acreditaciéon (IS0 17025).

ABSTRACT

This work is presented as a project proposal for validation in an experimental
university course, the "Determination of methanol in alcoholic beverages", addressed
from two approaches to qualitative and quantitative. The results showed that the
methodologies presented are feasible to be able to use it in the teaching of validation
of analytical methods, in a way that is accessible, efficient, economical, where the
information necessary for the generation of scientific documents and records, as well
as strictly documenting experimental and calculation records and integrating and
applying their knowledge in a laboratory where an analytical method is validated
according to the regulations or needs that broadly meet the needs of a laboratory that
is certified (ISO 9001) or accredited (IS0 17025).
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Introduccion

La mayoria de las actividades industriales, cientificas y
académicas, demandan resultados de medicién
confiables para la toma de decisiones. Hoy por hoy bajo
la hegemonia de un mundo globalizado es imperativo el
asegurar la concordancia de los resultados de analisis,
dadalarepercusion que tendran en la toma de decisiones
que pudieran impactaren la calidad de un producto,
servicio o proyecto (Chauvel y Melton, 2002; Christian,
2002; Lopez y Orta, 2012).

En los laboratorio publicos o privados las actividades de
analisis son llevadas a cabo por profesionistas de la
quimica, es por esto que en el campo laboral los
contratantes solicitan egresados cada vez mas
competentes para afrontar proyectos que requieren de
llevar a cabo mediciones constantes, en particular
aquellas que ostentan certificaciones y/o acreditaciones,
tales como laboratorios farmacéutico, del sector
alimenticio, de analisis clinicos, analisis ambiental, etc...
(Woodget, 2003; Lépez y Orta-, 2012).

Bajo esta perspectiva el reto de la ensefanza
universitaria en materia de validacion de métodos
analiticos (VMA) exige que las metodologias docentes se
ajusten a formar profesionales que puedan responder a
las demandas laborales (Lépez y Orta, 2012).

Este trabajo se presenta como propuesta de proyecto de
validacién en un curso experimental universitario: “La
determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas”,
abordada desde dos enfoques el cualitativo y el
cuantitativo.

Las bebidas alcohdlicas

La industria de las bebidas alcohoélicas (BA), es una de las
de mas grandes y con mayor demanda a nivel mundial.
De esta manera, resulta de gran importancia el estudio de
este sector debido al gran nimero de fabricantes, de
métodos de envasado, de procesos de produccién y de
productos finales(Ward, 1998). En ocasiones estas
bebidas presentan una baja calidad en su produccién no
supervisada; asi como el control de calidad durante su
produccién, y aumentan el riesgo de contaminaciéon y
pueden presentar como componente no deseado
metanol, el cual es un alcohol estructuralmente muy
parecido al etanol sin embargo sus caracteristicas
toxicoldgicas son mayores: no se eliminafacilmente del
organismo y puede provocar desde una embriaguez
similar a la causada por el etanol, hasta ceguera o la
muerte, segun sea la cantidad ingerida (Pérez, et al,
2015; Ohimain, 2016;).

Las autoridades sanitarias analizan la calidad de las BA
para asegurar que se encuentren dentro de los

pardmetros establecidos por las normas oficiales. En el
caso de México se emplea laNOM-142-SSA1/SCFI-2014,
Bebidas alcohdlicas. Especificaciones sanitarias.
Etiquetado sanitario y comercial. Estd NOM en su
numeral 5.4 establece ellimite permisible de metanol en
300 mg/100 mL, tanto para bebidas alcohdlicas
fermentadas y no fermentadas (Lopez et al, 2013;
Direccién General de Normas, 2014).

Comunmente en los laboratorios existe una primera
etapa de un andlisis cualitativo donde se define si el
analito a determinar se encuentra presente o ausente en
las muestras; si el andlisis cualitativo es positivo, se
procede a la segunda etapa de andlisis cuantitativo
(Lépez et al.,, 2019).

Para efectuar el andlisis de metanol en bebidas
alcoholicas, existen publicadas diferentes opciones tanto
de técnica analitica como de método, por ejemplo: el
método colorimétrico con 4acido cromotrépico, la
cromatografia liquida de alto rendimiento y Ila
cromatografia de gases. Sin embargo, la aplicacion de las
técnicas cromatograficas en docencia requiere
dispositivos e insumos caros y un alto conocimiento
técnico que los hace un tanto inaplicables en laboratorios
comunes de ensefianza (Hassanian et al., 2018). En este
sentido la determinacién colorimétrica demetanol
usando acido cromotrépico resulta una buena opcién
para docencia.

En el método colorimétrico el metanol reacciona con
permanganato de potasio para oxidarse a formaldehido,
Figura 1(Fu et al,, 2019), y se debe detener la reaccién
con un reductor como el bisulfito para evitar la reaccién
subsiguiente de oxidacion del formaldehido a acido
férmicoya que es el formaldehido quien debe reaccionar
con el acido cromotrépico para forma el compuesto
colorido que permitira efectuar la determinacién de
metanol en bebidas alcohdlicas.
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Figura 1. Oxidacién de metanol a formaldehido
(Fagnani etal., 2003)

La quimica de la reaccidn de color entre el formaldehido
y el acido cromotrépico, se lleva a cabo en medios
fuertemente acidos en un proceso de dos pasos, como se
muestra en la Figura 2 (Fagnani et al., 2003)

El formaldehido reacciona con el acido cromotrépico
para producir un complejo en condiciones &cidas. La
absorbancia del compuesto alcanza su absorcién maxima
en 575 nm. La concentracién de metanol se calcula a
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partir de la absorbancia utilizando una curva de
calibracién. No se encuentra reportada la existencia de
alguna interferencia para este método, incluso si el
acetaldehido se encuentra presente en un gran exceso
(Jendral et al., 2011)
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Figura 2. Propuesta de mecanismo entre el formaldehido y el
acido cromotrépico(Fagnani, 2003)

Metodologia
Reactivos

Se utilizé bisulfito de sodio (NaHSO3) de Merck, acido
cromotréopico de Meyer, permanganato de potasio
(KMnO4) de Meyer con ensayo = 99.9 %, acido fosférico
(HsPO4) de ].T. Bakercon una pureza del 85-87%, acido
sulfurico concentrado (H2S04) de ].T. Baker con una
pureza del 95-98 %, metanol (CH3OH) y etanol (C;HsOH)
de ]J.T. Bakercon una pureza = 99.9 %.

Instrumentos

Se usé un espectrofotémetro Vernier SpectraVis Plus
GDX-SVISPL con un intervalo de longitud de onda:
380nm-950nm, celdas de plastico de 1 cm para todas las
mediciones de absorbancia, micropipetas Transferpette®
Brand de 20-100 uL, 100-1000 uL y una balanza analitica
Ohaus con sensibilidad de 0.0001g.

Se empelaron las siguientes disoluciones:

e Método cualitativo. Disolucién acuosa de acido
fosférico 1:20 mol/L, disoluciéon acuosa de
permanganato de potasio 1:20 mol/L, disolucién
acuosa de bisulfito de sodio 1:20 mol/L,
disolucién de 4cido la cual se preparé con 50 mg
de 4cido cromotrépico 100 mL de acido sulftrico
al 75%.

e Método cuantitativo. Disolucion de alcohol
etilico al 55% (v/v), disolucién de
permanganato de potasio en Aacidofosférico
concentrado (Esta disolucién se debe preparar
por lo menos cada mes), disolucion acuosa al 5%
de acido cromotroépico, disoluciéon patréon de
metanol al 0.025% v/v en disolucion alcohélica
al 5.5% de etanol.

Método cualitativo

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 disolucién de
permanganato de potasio (1:20) mol/L, se mezcla
cuidadosamente y se deja reposar la mezcla durante un
minuto. Se agreg6 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 coloraciéon café, se deben
agregar gotas de disolucién acuosa de acido fosférico
(1:20) mol/L hasta la desaparicién el color, a la
disolucidn incolora resultante, se le agregan 5 mL de la
disolucion de acido cromotrdpico recientemente
preparado, y se calienta la mezcla en bafio maria
aproximadamente a 60°C durante diez minutos. En
presencia de metanol se observa una coloracién
violeta/café.

Método cuantitativo

Poner 200 pL de la disolucién de permanganato en acido
fosforico en distintos matraces volumétricos de 10 mlL,
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. Decolorar con un poco de bisulfito de sodio sélido
y agregar 100 pL de disolucién 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 y 75°C durante 15 minutos. Enfriar y
adicionar con agitacién agua hasta un volumen préximo
al aforo, enfriar a temperatura ambiente y llevar al aforo
con agua, homogeneizar y reposar durante 5 minutos.
(Direccion General de Normas, 1986). Las mediciones se
hacen a una longitud de onda de 575 nm.

Validacion del método

Para llevar a cabo la validacién de cada uno de los
métodos se siguieron los planes de validacién que se
muestran en las Tabla 1y 2.
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Tabla 2. Plan de validacién método cuantitativo
Parametro Analizar Obtener Criterio
R Preparar disoluciones pararealizarla
Tabla 1. Plan de validacién métods cualitative E -E curvade calibracién a partir dela Coeficiente de
g disolucién estindar, incluyendo el correlacién (r) al 122098
Eh blancoy con 5-6 niveles de cuadrador?
Parametro Ecnaciones de calculo concentracién
Realizar el ensayo por triplicado. Leer
Sensibilidad E g el blanco. Leerlas disoluciones
diagnastica D= nam. muestras verdaderos positivos _'E k= esté.nfi.%r. Realizar el ajuste dela curva Pendiente: m m=0
T, total de muestras con condicion 7 E por minimos cuadrados delarespuesta
(SD) E del equipo enfuncién dela
Especificidad concentracién del analito
diagnostica _ nim. de muestras verdaderos negativas ° 5 :g' Peali 6 medid . I[‘E f 25, LC<ala
" nim. total de muestras sin condicion T= E | e L o concentracién mas
(ED) 8 .g 2Ee5 dela concentracién masbaja conla 5 esladesviacion bajadel intervalo
— é B =E 2 | quetrabajoenlacurvade calibracién | estindar delamedicién lineal
Concentracitn de Probabilidad de respuestas positivas, P(x) y probabilidad de 32 g (Ci) 0 del blanco instrumental de Cio del LE’: LG
corte respuestas positivas mas no concluyentes versus los niveles de = B blanco
(€ concentracién probados =
E e E Se prepararon & disoluciones
. E E E diferentes ala concentracién BR=—TUTESE g 97-103%
Total de falsos positivos Beg intermediadel intervalolineal conarstrie
nim.de muestras positivas por debajo de la CC
TR = = o totalde muestras por debajo de la CC E
L E Seprepararon 6 disoluciones Desviacién estindar
Precision = diferentes ala concentracién . DER <5%
'E N . . . relativa
Total de falsos negativos :u: intermediadelintervalolineal
TEN nim. de muestras negativas por encima de la CC
T nim.total de muestras por encimade la CC E
= Se prepararon 6 dizoluciones
E diferentes ala concentracién Desviacion estandar DER <5%
-g intermediadelintervalolineal en relativa
% pericdes de tiempo diferentes
o

Aplicacién a muestras

Se colocan 200 pL de la disolucidon de permanganato de
potasio en acido fosférico en distintos matraces
volumétricos de 10 mL, colocados en un bafo de hielo,
adicionar 100 pL 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 disolucién
de acido cromotrépico al 5%. Agregar lentamente, gota a
gota, 1.5 mL de acido sulfirico 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 agitacién
agua hasta un volumen préximo al aforo, enfriar a
temperatura ambiente y llevar al aforo con agua,
homogeneizar y reposar durante 5 minutos.

Resultados y discusion
Resultados de la validaciéon del método cualitativo

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(L6pez et al., 2019).

Sin perder de vista que para un método cualitativo se
debe definir la respuesta o cualidad buscada para
asociarla con un resultado “positivo” de la prueba, asi
mismo, la ausencia de esta cualidad se asocia con un
resultado “negativo”; la relaciéon entre estas respuestas
permitira calcular los parametros de desempeiio de cada
método, en nuestro caso la respuesta positiva es la
aparicion del color violeta.

Determinar la concentracién de corte (Cc) para un
método cualitativo, es el equivalente la determinacién
del limite de deteccién en un método cualitativo.

Para la definicion de la Ccse trazaron la curva
% Tasa de respuesta positiva = log[f (C de Metanol)] ,
como se muestra en la Figura 3.

La concentracidn de corte para el método cualitativo fue
de500mgMetOH/100 mL), justo donde la tasa de
respuestas positivas es del 100%. Por encima de la
concentracion de corte el 100% de las respuestas es
positivo, sin embargo, cuando el contenido de metanol
presente en una bebida es de alrededor de 90 mgMetOH/
100 mL, la prueba generara alrededor del 30% de tasa
positiva y para concentraciones de 223 mgMetOH/100
mL el porcentaje de tasa de respuesta positiva sera del
60% de tasa positivas.
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Tabla 5. Aplicacién a muestras del método cualitativo
100
= Muestra Positivos Negativos
E-} 80
E Ginebra London N°1 0 10
g 60
?3; Sidra de Manzana 7 3
CRET
] Tequila José Cuervo Tradicional 6 4
; 20
Mezcal Oro de Oaxaca 10 0
0 .
o 100 200 200 100 00 600 700 Tequila Jarana Reposado 9 1
Metot (ma/100mi} Agua Ardiente Artesanal 10 0
Figura 3. Concentracién de corte de la prueba cualitativa de Ron Bacardi Superior Blanco 0 10
identificacién de metanol Mezcal de Oaxaca Artesanal 10 0
En la Tabla 3 se muestran con detalle los valores de la Licor de cafia Tonayan 10 0
tasa de falsos positivos y.l,a tasa de falsos negativos, en Whisky Johnnie Walker Red 6 4
referencia a la concentracion de corte. Label

Tabla 3. Tasa de falsos positivos y tasa de falsos negativos

Muestras por Muestras por

encima de la C. debajo de la C.
Prueba Total de
L. 100% 30% pruebas
positiva positiva
Total de

Prueba
0, 0,
negativa 0% 60% prueb-as
negativa
Total de Total de
muestras por muestras por
encima de la C. debajo de la C.

Tabla 4. Valores de los parametros de validaciéon

Parametro Pruebas Porcentaje
TFP 3/10 30%
SD 10/10 100%
TFN 0/10 0%
ED 6/10 60%

A partir de los resultados obtenidos de la validaciéon se
puede decir que el método cualitativo para la
identificacién de metanol en bebidas alcohdlicas es
preciso y permite efectuar la identificacién de metanolde
forma confiable cuando se encuentre presente en una
muestra en una concentracién igual o mayor 500 mg
MetOH/100 mL bebida, evidencias suficiente para
definir la necesidad de una prueba confirmatoria ya de
caracter cuantitativo para conocer la cantidad de
metanol presente en la bebida. Asi el método validado es
completamente adecuado para los fines de la NOM-142-
SSA1/SCFI-2014, donde se requiere identificar bebidas
alcohodlicasque presenten metanol. Una vez que el
método fue validado, se realizé una aplicacién a
diferentes muestras comerciales para la identificacién
del analito metanol contenido en ellas, esta aplicacién se
muestra en la Tabla 5.

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, 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.

Método cuantitativo

Para la validacién del método cuantitativo se obtuvieron
los siguientes parametros de desempefio, intervalo de
concentraciones, coeficiente de correlacion r, coeficiente
de determinacién r?, sensibilidad analitica, limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC), exactitud
(como recobro) precision (a dos niveles repetibilidad y
reproducibilidad). En la Figura 4 se presenta un ejemplo
de la representacion grafica de la curva de calibracion.

020
0.18
016
014 R
0.12 *

010
0.08

Abosorbacia
oo
L J

0.06
0.04
0.02

0.00
0 200 400 600 800
MetOH (mg/100 mL)

Figura 4. Curva de calibracién general Absorbancia vs
Concentracion.

En la Tabla 6 se presenta el resumen de los parametros
de validaciéon obtenidos. De acuerdo a los parametros
establecidos en el plan de validacidn, los valores que se
obtuvieron aseguran que el método es confiable ya que
cumplen con los criterios de aceptacion
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Tabla 6. Pardmetros 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
LC (mg/100 mL) 10.4
LD (mg/100 mL) 5.2
% Recobro 92.19
EXACTITUD (300 mg/100 mL)
Rep. DER (%) 3.50
PRECISION Reprod. DER (%) 2.97
(300 mg/100 mL)

A partir de los parametros de validaciéon obtenidos y
mostrados en la Tabla 6 se puede expresar que el método
cuantitativo para determinacién de metanol en bebidas
alcoholicas se encuentra validado y es adecuado para
para los fines de la NOM-142-SSA1/SCFI-2014, donde se
requiere cuantificar metanol en
concentracionesmayores a 300 mg/100 mL, presente en
bebidas alcohdlicas.

Aplicaciéon a muestras

El método fue aplicado a diez muestrascomerciales, vale
la pena mencionar que algunas son de marcas formales y
reconocidas, y otrasde elaboracidn artesanal. En la Tabla
7, se presentan los resultados obtenidos de los analisis.

Tabla 7. Resultados del analisis cuantitativo.

Muestra Concentracion
mg/100 mL
Ginebra London N°1 <LD
Sidra de Manzana 93.5
Tequila José Cuervo Tradicional 222.8
Mezcal Oro de Oaxaca 508.8
Tequila Jarana Reposado 396.4
Agua Ardiente Artesanal 613.1
Ron Bacardi Superior Blanco 20.9
Mezcal de Oaxaca Artesanal 2839.6
Licor de cafia Tonayan 3225.4
Whisky Johnnie Walker Red Label 98.7

Como se puede observar la concentracién de metanol
que se encuentra presente en las bebidas alcohélicas que
son elaboradas de una manera no tan controlada como lo
son las bebidas artesanales (Mezcal Oro de Oaxaca, Agua
Ardiente, Mezcal de Oaxaca sin marca), son las que tienen
una mayor concentraciéon de metanol en comparacién 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.

Por otra parte, la prueba cuantitativa confirmo los
resultados preliminares de la prueba cualitativa.

Aplicacion docente

Una vez que validaron de forma independiente los
protocolos cualitativos se comprob6é que ambos eran
viables para su empleo como proyecto de validacién en
un curso universitario dado que:

eLos materiales y reactivos que se emplean son de fAcil
acceso en un laboratorio de ensefianza.

*E] costo de la validacién es muy bajo, ya que requieren
de muy poca cantidad de reactivos y de equipo usual de
laboratorio.

eLos residuos que se generan son pocos, ya que se
utilizan 150 mililitros por sesiéon y son de fAcil
tratamiento, esto lesconfiere a los protocolos un atributo
de sustentabilidad, atendiendo a las directrices de la
Quimica verde (Anastas y Warner, 1988).

«Se pueden llevar a cabo en un semestre de 16 semanas
con una clase de 3 hrs/semana.

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

Los protocolos propuestos se probaron conel grupo 06
de Analitica experimental III que se imparte en la
Facultad de Quimica-UNAM, en los semestres 2019-2 y
2020-1, y permitieron que los estudiantes adquirieran
los conocimientos para validar un método: generar un
protocolo del método analitico a validar, poder elaborar
un plan de validacién, elaborar registros en bitacora y
electronicos, hojas de cdalculo validadas, y generar un
informe de validacion, y poco mas al efectuar los métodos
planteados a la aplicaciéon a muestras.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo proporcionan
informacion util para hacer las siguientes conclusiones:

Los parametros de desempefio que se obtuvieron en la
validacién del método cumplen con los criterios de
aceptacion establecidos y demuestran que cada uno de
los métodos (cualitativo y cuantitativo) son adecuados
para el alcance de cada uno de ellos: la determinacion de
metanol en diferentes muestras de bebidas alcohélicas.

En las muestras analizadas se encontrd que las bebidas
alcohdlicas que se elaboran de manera artesanal o de
dudosa elaboracién contienen mayor concentracién de
metanol a la reportada en la norma, la cual es de 300 mg/
100 mL.
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De esta manera se puede concluir que el desarrollo de
los métodos presentados son viables para poderlos
emplear en una ensefianza de validacion de métodos
analiticos, ya que permite mostrar la informacién
necesaria para la generacion de documentos y registros
cientificos , asi como documentar estrictamente los
registros experimentales y de calculos e integrar y
aplicar sus conocimientos en un laboratorio donde se
valida un método analitico de acuerdo con la
normatividad o las necesidades que cubran ampliamente
los requisitos de un laboratorio que cuente con
certificaciéon (ISO 9001) o acreditacién (IS0 17025).
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