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RESUMEN

La Norma Técnica Colombiana NTC 4118 establece la presencia de 19 congéneres
en bebidas alcoholicas, donde se incluyen acidos, aldehidos, ésteres y alcoholes
superiores. La concentracion de estos compuestos debe ser < 80 mg.L-1, para
que el producto pueda ser distribuido comercialmente. El aumento en la concen-
tracion de éstos compuestos involucra cambios en el aroma, el gusto, y hasta

problemas en la salud del consumidor. Se presenta la estandarizacion y validacion

de una técnica analitica cromatogrdfica (GC/FID) para la determinacion de congé-

neres en alcohol extra neutro rectificado para la elaboracion de bebidas alcoholi-

cas, llevado a cabo en la Industria Licorera del Cauca (I.L.C.). La sensibilidad de

la técnica con limites de deteccion (entre 0,2 y 0,9 mg.L-1) y cuantificacion (0,7
y 2,8 mg.L-1), la repetibilidad y precision intermedia (Shapiro Wilk W(5gl) <0,986
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y W(12gl) <0,979 respectivamente), junto con la linealidad (correlacion
de Pearson 0,998N=40y 0,977N=_96) permitieron validar la metodologia
con alta exactitud y con ello obtener resultados con alta precision sobre
la ausencia de congéneres (concentracion< LOD) y en el caso particular
del sec-butil acetato (<80 mg.L-1) el control de calidad y la certeza de un
producto en excelentes condiciones.

ABSTRACT

The Colombian Technical Standard NTC 4118 establishes 19 congeners
presents in alcoholic beverages such as acids, aldehydes, esters and hig-
her alcohols are included. The compounds concentration must be <80
mag.L?, for the product can be commercially distributed. The increases of
compounds concentration involve aroma changes, taste, and human health
problems. Standardization and validation of an analytical chromatographic
technique (GC/FID) for congeners determination in extra neutral alcohol for
alcoholic beverages production, carry out in Industria Licorera del Cauca
(I.L.C.) is presented in this article. The validation methodology was perfor-
med by determining of sensitivity with detection limit (0,2 to 0,9 mg.L")
and quantification limit (0,7 and 2,8 mg.L’), the intermediate precision and
repeatability (Shapiro Wilk W(,g= 9 <0,986 and W(,g:,g <0,979 respectively),
in conjunction with linearity (Pearson correlation 0,977, _,, 0,998, _,) it
yielded results with high accuracy and determine congeners absence (con-
centration <LOD) and sec-butyl acetate case (<80 mg.L") ensuring quali-
ty control and product in excellent condition.

RESUMO

A Colombiana Norma Técnica NTC 4118 estabelece a presenca de 19 con-
géneres em bebidas alcodlicas, onde dcidos, aldeidos, ésteres e alcoois
superiores estao incluidos. A concentragdo destes compostos deve ser
<80 mg.L-1, de modo que o produto pode ser distribuido comercialmen-
te. O aumento da concentragdo desses compostos envolvem alteragoes
no aroma, sabor, e problemas com a satde dos consumidores. E apre-
sentadoe validagdo de uma técnica cromatografica analitica (GC/FID) para
a determinacdo de congéneres na moagem para a producdo de bebidas
alcoolicas alcool extra neutro, realizado no Industria Licorera del Cauca
(I.L.C.) é apresentada. Sensibilidade da técnica com limites de deteccao
(0,2a 0,9 mg.L-1) e de quantificagdo (0,7 e 2,8 mg.L-1), precisao e repe-
tibilidade intermediario (Shapiro Wilk W(5gl)<0,986, e W(12gl)<0,979,
respectivamente), com a linearidade (correlagcdo Pearson 0,977N=40 e
0,998N=96) permitiu metodologia de validacao e obtendo resultados com
alta precisdo sobre a auséncia de congéneres (concentragdo <LOD) eo
caso particular de acetato de sec-butil (<80 mg L-1) de controle de quali-
dade e garantia de um produto em excelente estado.
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INTRODUCCION como el acetaldehido [6], metanol y etilenglicol [7],

En Colombia se denomina “bebidas alcohdlicas” a
las sustancias que se obtienen por un proceso de
destilacion de productos fermentados y que pueden
contener sustancias aromaticas en alcohol rectifi-
cado neutro con edulcorantes o colorantes permi-
tidos. Para que las bebidas alcohdlicas puedan ser
distribuidas al consumo humano deben cumplir con
la Norma Técnica Colombiana [1], que considera la
concentracion final de sustancias volatiles o congé-
neres permitidos, presentes en las bebidas alcoho-
licas destiladas: aldehidos, furfural, ésteres y alco-
holes superiores excluyendo los alcoholes etilico y
metilico. En el Cuadro 1, se presentan los métodos
clasicos de la norma técnica colombiana para la de-
terminacion de congéneres [2].

En los dltimos afios el desarrollo de técnicas croma-
tograficas para el control de calidad de diferentes be-
bidas alcohalicas [3], han permitido realizar estudios
por varias técnicas [4] encontrando por ejemplo que
la Cromatografia de Gases acoplada a Masas (GC/
MS) utilizando marcadores isotdpicos (**C/'?C) se
presenta como un excelente método de referencia
para el seguimiento de la adicion de alcohol neutro
como una forma de control de calidad [5,6].

Otros estudios desarrollados de han enfocado sobre
analisis puntuales de algunos de los congéneres,

Cuadro 1. Métodos para determinacion de congéneres en alcohol.

Sustancia Método Fundamento
] Yodometria emplean-
Aidehidos | 0L do bisulfto de sodio
(Na,S0,)
] Saponificacion con
Esteres |y ore  hidrexido de sodio
(NaOR)
L Tratamiento con
Alcoholes Egcgift?ofoto- dimetilamino-benzalde-
superiores méﬁrica hidoaldehido en medio
sulfarico (538-543 nm)
Técnica Tratamiento con anilina
Furfural Espectrofoto- | incolora en medio &cido
métrica 15°C

objeto de estudio debido a sus propiedades canceri-
genas y de intoxicacion para los seres humanos, res-
pectivamente. De otra parte se ha demostrado que
los métodos cuantitativos, para la determinacion de
2-furfural en bebidas alcoholicas, empleando HPLC
en fase reversa, GC-FID y GG-MS presentan una con-
siderable precision y sensibilidad [8].

Con respecto a los métodos volumétricos, algunos
presentan problemas de contaminacion de solventes
y alta imprecision, ademas de claramente requerir el
empleo de reactivos es alto y debido a la posibilidad
de inclusion de mayores fuentes de error como las
humanas Ia repercusion principal es en la precision.

Por lo tanto es necesario generar métodos instru-
mentales donde los niveles de respuesta sean al-
tamente confiables, reproducibles y robustos. La
necesidad de disminuir los niveles de cuantificacion
de estos compuestos con el fin de lograr niveles se-
guridad de la presencia de éstos compuestos, hace
indispensable implementar nuevas técnicas analiti-
cas para hacer mas practico y amigable ambiental-
mente el analisis.

Ademas, La necesidad de la Industria licorera del
Cauca comprometida con la calidad de sus produc-
tos requiere generar confiabilidad y certeza en sus
metodologias de analisis para garantizar la calidad de
sus productos. Para ello, se estandarizo y validé una
metodologia para identificar y cuantificar los congé-
neres presentes en bebidas alcoholicas utilizando la
cromatografia de gases aprovechando su gran repro-
ducibilidad y sensibilidad, permitiendo obtener limi-
tes de deteccion y cuantificacion que permiten con
certeza el cumplimiento de la norma de calidad.

En el método se desarrollo sobre la base de la iden-
tificacion y cuantificacion de los diecinueve congeé-
neres reportados en la NTC 4118. La evaluacion de
la metodologia estandarizada, se realizd tomando
muestras reales de alcohol extra neutro rectificado
proveniente de Ecuador debido a que empleado por
la empresa licorera del Cauca gracias a que posee
buenas caracteristicas tanto fisicoquimicas como or-
ganolépticas. Finalmente El analisis de los datos se
efectud empleando el paquete estadistico SPSS [9]
utilizando pruebas de distribucion normal, igualdad
de varianzas, analisis de varianza, pruebas paramé-
tricas de comparacion de medias entre otros.
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METODO Cuadro 2. Lista de congéneres estudiados en alcohol rectificado.

. . . » Nombre Nombre Nombre Nombre
Condlcul)r(ljes c(rjomatograflcas y calibracion de IUPAC comin IUPAC comin
material de vidrio ;

Aldehido ;
, . ) Etanal Acetalde- tA,II.COhm Is0bu- | < oputanol
En el marco de control de medios de analisis segtn hido fico
ISO IEC/17025 (estandar utilizado por los laboratorios Meti .

. L . - Alcohol 2-Metilpropa Metilisob
de ensayo y calibracion). Para la calibracion de los ba- cono Metanol noato de 1-metil | Veulisobu-
lones aforados se utilizé un protocolo de estandariza- metilico etilo tirato
cion certificado por la ISO 9001-14001 para un total Alcohol Alcohol 2-bu-
de 25 balones aforados. Se verificé que el equipo (Cro- isopropiico | 'S°POPaN0! | tiieq n-Butanol
matografo de Gases Shimadzu 17 A con auto inyector E

. o sterme- | Acetato de .
AQC - 20i) con columna cromatografica ATM — 624 tilico metilo Valeraldehido | Pentanal
con fase estacionaria 6% de Cianopropilfenil - 94% Isobutiralde- | 2-Mefilpro- .. Sec-butilace-
Metilpolisiloxano y deteccion de ionizacion por llama, hido panal Metil-t-butil eter |,
con el que cuenta el laboratorio de Control de Calidad, Alcohol - Alcohol
funciona en las condiciones adecuadas para obtener la propilico n-Propanol | Alcohol amilico | i
correcta lectura de los estandares y muestras [1,10].
Etanoato Acetato de n-Pentanol Alcohol n-

Preparacion de soluciones estandar etfico etlo amilico

p 2-butanol Sec-Butanol | Hexanaldehido | Hexanal
Se prepararon 3 soluciones stock de 100 mg L de g\gé‘tjl‘éo 3 Amilace.
congeéneres en alcohol rectificado al 30%. A partir de 3-metil-butil- | tato Heptanaldehido | Heptanal
cada una de éstas, se prepararon 9 estandares en un ester
rango de 2 a 50 mg L correspondientes a los niveles Furan-2-car-
de concentracion de la curva de calibracion contenien- boxialdehido | FUrfural

do la totalidad de los congéneres estudiados y que se
presentan en el cuadro 2.

Estandarizacion y validacion de los métodos
analiticos

Se implementaron y estandarizaron dos métodos para
la cuantificacion de 16 congéneres (método 1) y Me-
tanol, Isopropanol (IPA), Acetato de Metilo (AM) (mé-
todo 2), para los dos métodos se realizo la determi-
nacion el flujo optimo a través de la Curva de Golay y
se establecieron los parametros optimos, Se determi-
naron los LOD, LOQ repetibilidad, precision intermedia
robustez y exactitud como criterios de confianza del
método analitico. Finalmente, se evaluaron muestras
como proceso de control de calidad de los insumos
adquiridos por la I.L.C.

Parametros estadisticos

Con el fin de analizar el grado de concordancia entre
los datos individuales obtenidos cuando los métodos
se aplican repetidamente a maultiples inyecciones de
una muestra homogénea y la precision intermedia,
cada muestra y estandar se midio cinco veces, deter-
minandose la desviacion estandar (s) y la desviacion

estandar relativa (% RSD). Se aplico la comparacion
de dos medias experimentales. También se utilizo el
contraste de dos colas y el contraste F para la com-
paracion de las desviaciones estandar. Se aplico el
paquete estadistico SPSS y la hoja de célculo de Excel
para evaluar la Normalidad de los datos, pruebas pa-
ramétricas y linealidad.

RESULTADOS

Determinacion del flujo éptimo
para la metodologia de CG

La elaboracion de la curva de Golay se realizd em-
pleando la metodologia reportada en [8] con una co-
lumna ATM - 624 con fase estacionaria 6% de Cia-
nopropilfenil - 94% Metilpolisiloxano marca Alltech de
este modo se encontré el minimo en la curva, corres-
pondiente al flujo dptimo de la columna el cual fue de
7,2 mL.min-1 (velocidad lineal de 2,77 cm.min-1) de
nitrégeno como gas de arrastre, como Se muestra en
la figura 1. El establecimiento del rango de velocidad
lineal a analizar se establecio de acuerdo a las condi-
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ciones de la columna cromatografica (nivel maximo de
presion corresponde a 9,0 psi y el minimo a 5,8 psi).

Figura 1. Determinacion del flujo 6ptimo empleando curva de Golay.
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figura 1 Velocidad Lineal (Fc)

Implementacion de los métodos para la
determinacion de congéneres

Se establecio la programacion de temperatura del hor-
no teniendo en cuenta la mejor resolucion que presen-
taron los diecinueve congéneres. Sin embargo dentro
de la implementacion inicial no se logro la separacion
de isopropanol (IPA) y Acetato de metilo (AM) como
Se presenta en la figura 2.

Debido a esto, se decidio implementar un segundo
método para la separacion de estos compuestos inclu-
yendo el metanol. Asi que se asignaron dos métodos:
el primer método fue disefiado para 16 congéneres y
el segundo para la cuantificacion de IPA, AM y metanol
(figura 3). La resolucion obtenida en los dos métodos
oscila entre 1,2 y 2,1, indicando esto la separacion
apropiada de los congéneres. Las condiciones cro-
matograficas para cada método son presentadas en
el Cuadro 3.

Figura 2. Cromatograma de congéneres método 1

minutos

Figura 3. Cromatograma de congéneres con IPA, AM y metanol
obtenido por el método 2.

METANOL

Acetaldehido (1), Metanol (2) Isopropanol (3) Acetato de Metilo (3)

2-Metil Propanal (4) N propanol (5) Acetato de etilo (6) Sec butanol
(7) Iso butanol (8) Metil Isobutirato (9) N butanol (10) Pentanal (11)
Sec Butil acetato (12) Alcohol Iso — amilico (13) Alcohol n —amilico
(14) Hexanal (15) 3-Amil acetato (16) Furfural (17) Heptanal (18)

Estandarizacion y Validacion
de los métodos

Se realizo la determinacion de los parametros de calidad
correspondientes, tal como se analiza a continuacion.

Limite de deteccion (ecuacion 1) y limite de cuanti-
ficacion (ecuacion 2). Se calculd la minima cantidad
detectable utilizando los resultados de la curva de cali-
bracion de acuerdo con el procedimiento sugerido por

la [UPAC [11] v utilizando las ecuaciones:
Ec. 1
LOD = 3 * Sintercepto ( ¢ )
Mceurva
LOQ — 10 * Sintercepto
curva (EC 2)

Cuadro 3 .Condiciones cromatograficas para los dos métodos
implementados en el andlisis de congéneres.

Método1 |
Inyeccion directa 150°C
35°C (5 min) @ 3°C | 35°C (6 min) @
Horno min-' 100°C (5 min) | 3°C/min 150°C (3
@ 5°C min"' 120°C | min)

FID 200°C

2:10

Método 2

Inyector

Detector
Relacion
Split
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Para la determinacion del LOD se realizaron 5 inyec-
ciones de cada uno de los niveles de concentracion
de la curva de calibracion de cada congénere. Los
Limites de Deteccion obtenidos para los métodos es-
tuvieron en un rango de concentracion de 0,1 a 0,9
mg.L", lo que indica que la minima cantidad detectable
encontrada esta por debajo (LOD< 1,0 mg.L") de los
valores de concentracion minimos permitidos que exi-
ge laNTC 620 [12] entre (2 y 80 mg.L").

Paralelamente se determino el LOD por medio del cal-
culo de la relacion senal/ruido inyectando 20 veces el
blanco y determinando la sefial del LOD (3,0) como
Siop =35¢Ml0.100 Y @ partir de la solucion stock se pre-
pararon diluciones hasta alcanzar la sefial del LOD.
Para los 19 congéneres se determino que la varia-
cion de los métodos establecida como %RSD fue
menor a 3%.

Para calcular el Limite de Cuantificacion (LOQ), se
determind de forma similar Swe =10%¢%z,4, €nCON-
trandose que la minima senal cuantificable (30) co-
rrespondia a concentraciones que oscilan entre 0,3
y 2 mg.L". EI LOQ también se determind a través del
procedimiento sugerido por la I[UPAC utilizando los
resultados de los interceptos y las pendientes obte-
nidas por las ecuaciones de las curvas de calibra-
cion resultaron en rangos de concentraciones entre
0,3y 1,9 mg.L". Comparando los resultados de las
concentraciones obtenidas se encontraron %RSD
menores al 2%.

Los valores de LOD y LOQ para los 19 congéneres
se resumen en el cuadro 4, apreciandose que los
métodos garantizan el cumplimiento de la norma
NTC 620

Intervalo lineal y sensibilidad analitica. De acuerdo
con los resultados para las curvas de calibracion en
el intervalo de concentraciones de 2 a 50 mg.L-1, los
coeficientes de correlacion se encuentran en un ran-
go de 0,993 hasta 0,999, comprobando con ello la
respuesta lineal del equipo en el rango de concentra-
ciones de los congéneres trabajados. La sensibilidad
analitica se midio teniendo en cuenta la capacidad de
discriminar pequenas diferencias de concentracion
en un analito, los valores de las pendientes mayores
obtenidas por repetibilidad y precision intermedia se
reportaron para los alcoholes superiores indicando
con ello una mayor sensibilidad del detector hacia
estos compuestos.

Repetibilidad y precision intermedia por SPSS

A continuacion en los cuadros 5, 6, 7 y 8 se presentan
los resultados para el estudio del congénere metanol
de las pruebas estadisticas realizadas utilizando el
programa de SPSS.

Cuadro 4. Concentraciones de LOD y LOQ determinados para los 19
congéneres.

Congénere LOD (mg L") | LOQ (mg L")
Acetaldehido 0,2 0,8
Metanol 0,2 0,8
IPA 0,4 1,4
AM 0,6 1,9
2-Metilpropanal 0,4 1,5
n-Propanol 0,6 1,8
Acetato de etilo 0,2 0,7
Sec-Butanol 0,3 09
Isobutanol 0,3 1,0
Metil isobutirato 0,3 1,0
n-Butanol 0,9 2,8
Pentanal 0,8 1,0
Sec-Butil acetato 0,7 1,8
Alcohol isoamilico | 0,3 1,1
Alcohol n-amilico 0,1 0,3
Hexanal 0,2 0,5
3-Amilacetato 04 1,0
Furfural 0,5 1,6
Heptanal 0,4 1,4

Cuadro 5. Analisis estadistico Shapiro-Wilk para el congénere Metanol.

Concentracion Estadistico de Shapiro Wilk (W)

metanol calculado

Nivel Repetibilidad | Precision Intermedia

5 0,860 0,933

10 0,801 0,860

20 0,916 0,839

23 0,728 0,810

30 0,920 0,786

35 0,807 0,938

40 0,719 0,929

50 0,902 0,822

Wiy =0,986 W, , = 0,979

De la aplicacion del estadistico W de Shapiro Wilk se
definio trabajar con la media de los datos ya que la
muestra proviene de una poblacion normal.
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Cuadro 6. Andlisis estadistico Levene para el congénere Metanol.

mediana

Estadistico
Metanol de Levene gl gl 2
(Wcalc)
Repetibilidad Wtab (10,50)=5,9
Basandose en la
media 2,467 7 38
Basqndose enla 1432 7 39
mediana
Precision intermedia Wtab(10,100)=5,0
Basandose en la
media 4,252 7 88
Basandose en la 3.342 7 88

Los datos obtenidos por la repetibilidad y la precision
intermedia provienen de la misma poblacion ya que las
varianzas son homogéneas

Cuadro 7. Andlisis estadistico Pearson para el congénere Metanol.

El coeficiente de Correlacion de Pearson (cuadro?)
mostro que las curvas de calibracion de los congé-
neres presenta una linealidad buena con un valor de R
por encima de 0,995 cuando se realizo el analisis esta-
distico mediante el contraste de regresion por ANOVA
tanto en la repetibilidad como en precision intermedia

Mediante el analisis de regresion para el modelo Y=
B,+ B,x de acuerdo con los resultados, mostrando la
existencia de una relacion lineal significativa entre la
concentracion y el area

El contraste de hipotesis ANOVA (Cuadro 8) para la
regresion, que separa la variabilidad explicada por
la regresion y la variabilidad no explicada o residual,
(Ho= la pendiente es significativamente igual a cero).
Se establece que tanto para la repetibilidad como la
precision intermedia, la HO se rechaza porque el F ex-
perimental es mayor que el F tabulado. F>F (a, 1, n-2)
donde o es 0,05, (por lo tanto se concluye que existe
asociacion entre las dos variables (area y concentra-

Precision Inter- cion) mediante una regresion lineal.
Metanol Repetibilidad media
= Finalmente en el cuadro 9 se resumen los resultados
Correlacion de 0,998 0,977 estadisticos para los demés congéneres
pearson
N - 40 96 Cuadro 9. Sinopsis de las pruebas estadisticas realizadas en la
Andlisis de evaluacion de los métodos para los 19 congéneres.
regresion para el |t calculado de la |Intervalo de
modelo Y=[]0+ | pendiente confianza Prueh Resultado
[1x rueba Repetibilidad Preclslo:_ Inter-
Repetibilidad 59,159 | 133,58 143,053 LA
isio Shapiro Wilk 0,620-0,935 0,378-0,968
s 50,780 |90,067 | 97,218 pro W
Levene 1,702-5,680 1,278-6,230
El analisis de regresion para el modelo Y= [J0+ []1x, Pearson 0,995-0,999 0,994-0,997
cont (0,05; 8) = 1,859 para repetibilidad y t (0,05;
107) = 1,600 para precision intermedia.
Cuadro 8. Resultados del célculo ANOVA para el congénere metanol.
Repetibilidad Suma Cuadrados gl | Media Cuadratica F cal
Regresion 152759224,80 1 152759224,802 3499,76
Residual 1658641,97 38 143648,473
TOTAL 154417866,77 39
Precision Intermedia Suma Cuadrados gl | Media Cuadratica Fcal
Regresion 169652655,876 1 |169652655,876 3573,646
Residual 4462487,530 94 |47473,272
TOTAL 174115143,406 95
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Como complemento del estudio se realizo empleando
el paquete estadistico del programa Excel de Microsoft
Office el analisis de Repetibilidad y Precision interme-
dia por medio de la prueba paramétricas t de student 'y
ANOVA obteniéndose los siguientes resultados:

Analisis de Repetibilidad y Precision Intermedia
por Excel

Para evaluar la repetibilidad mediante el paquete esta-
distico de Excel, se determino el valor promedio de las
cinco inyecciones, se calculd la desviacion estandar,
la varianza y el %RSD cuyos resultados indican que
el coeficiente de variacion dio por debajo de 3%. Este
valor indica que el método es repetible. Este parametro
se examind mediante las inyecciones repetidas para
patrones estandares en un rango de 2 a 50 mg.L-1
de congéneres, los cuales se analizaron el mismo dia;
con los valores de areas encontrados se hallé su res-
pectiva concentracion.

Comparacion de dos medias experimentales, prueba
t método 1y 2. Se realizd un paquete estadistico por
Excel aplicando el parametro t de medias entre los va-
lores obtenidos por repetibilidad y precision intermedia
para comparar si las dos medias difieren significativa-
mente 0 no, en el caso de la pruebat se tiene que para
la comparacion de las medias la Ho: “Las dos medias
no difieren significativamente” y la H1: “Las medias
difieren significativamente”.

En el caso en que la hipotesis nula se acepta, indi-
cando que no hay diferencia significativa entre las dos
medias. Esto significa que hay evidencia de errores
sistematicos y para ello se realizo una prueba F.

Para saber si las varianzas (la obtenida por repetibi-
lidad y la precision intermedia), difieren significativa-
mente se utilizé un contraste de dos colas, teniendo en
cuenta que si el valor obtenido experimentalmente, F
es menor que el F tabulado, la hipotesis nula se acep-
ta; “Las varianzas son iguales” y en caso contrario se
acepta la hipotesis alternativa (Las varianzas no son
iguales).

Linealidad. Se examind la linealidad de los datos obte-
nidos para los estandares en un intervalo de concen-
traciones desde 2 hasta 50 mg L' definiendo la fun-
cion que mejor explica la relacion entre las variables a
través del Coeficiente de Correlacion de Pearson (tanto
para el método 1 como para el método 2, en los pa-
rametros de repetibilidad y precision intermedia), en-

contrando una buena linealidad entre las dos variables
(R==1). La cuantificacion de los congéneres se hizo
independiente para cada método por curva de calibra-
cion. A continuacion se presenta un resumen general
de los resultados agrupados por familias:

Robustez del método. Para evaluar la robustez del mé-
todo, se prepararon 3 soluciones estandar de propanol
de concentraciones de 15y 30 mg.L" se refrigeraron
a una temperatura de 15°C y se realizaron inyecciones
por triplicado por tres dias consecutivos y luego se
volvieron a preparar a las mismas condiciones des-
pués de dos meses. Al realizar estas inyecciones por
el método ya calibrado en el equipo de cromatografia,
se obtuvieron las concentraciones esperadas indican-
do que el método esta calibrado y es robusto tal como
Se muestra en el cuadro 11.

Andlisis de muestras reales

Para el analisis de muestras reales, se recogieron mues-
tras provenientes de la seccion de preparacion donde se
almacena el alcohol y se les midio el grado alcohdlico
el cual estaba dentro de los limites permitidos, luego
se inyecto la muestra utilizando el método ya calibra-
do teniendo en cuenta que este método es aplicable en
el intervalo de concentraciones de 2 a 50 mg.L-1 de

Cuadro 10. Resultados de Regresion Lineal para Curvas de Calibracion
de 19 Congéneres.

Congém_al:es por | Rango C_qncen- Regresion Curvas
familias tracion

AldenidoAlde- |5 5o mgLt10,995-0,999

hidos

Esteres 2-50 mg.L" 0,995-0,999

Alcoholes Supe- ;

riores 2-50 mg.L" 0,998-0,999

Metanol 5-50 mg.L" 0,998

Isopropanol 5-50 mg.L" 0,993

Acetato Metilo 5-50 mg.L" 0,996

Cuadro 11. Resultados de Robustez del método 1.

15mg L' | ConcCalc | 30 mgL' | Conc Calc
1 15,364 1 30,621
2 14,949 2 31,047
3 15,484 3 32,001
Media 15,266 Media 31,223
Desv Estd 0,281 Desv Estd | 0,707
%RSD 1,839 %RSD 2,263
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solucion. En el Guadro 12 se presentan los resultados
obtenidos para algunas de las muestras analizadas.

Cuadro 12. Resultados obtenidos en el andlisis de muestras reales de
alcohol neutro rectificado.

Muestra

Congénere identi-
ficado

Concentracion

1

Secbutil acetato

Dentro del rango

Alcohol isoamilico | permitido
. Dentro del rango
2 Sechutil acetato permitido
. Dentro del rango
3 Sechutil acetato permitido
CONCLUSIONES

Se implemento y estandarizo un método analitico para
cuantificar e identificar congéneres en alcohol neutro
rectificado pasando muestras reales a través de los
métodos calibrados. Los datos de calibracion dan
Normalizados y los métodos tienen precision interme-
dia. Los resultados fueron analizados estadisticamente
através de (3) ANOVA y SPSS(4). Los parametros de
calidad como el LOD (< 0,9 mg L-1), LOQ, (< 2,0 mg
L-1) Intervalo Lineal, Selectividad, Sensibilidad; arroja-
ron resultados los cuales sirvieron para saber el grado
de certeza en la determinacion de congéneres meno-
res a 50 mg L-1 con el fin de identificar y cuantificar
este tipo de sustancias en bebidas alcoholicas.

La herramienta estadistica utilizada como el SPSS
en la cual vienen involucradas pruebas paramétricas
como Shapiro Wilk, Levene, Pearson, ANOVA (Anali-
sis de Varianza) entre otras; sirvieron para comprobar
la confiablidad en los resultados obtenidos mediante
el analisis de estas pruebas, concluyendo asi que los
datos arrojados con la utilizacion de este método son
repetibles y reproducibles cuando se realizo la estan-
darizacion del método. Esto indica un aumento en el
grado de certeza del resultado.

La estandarizacion del método analitico incidio en el
mejoramiento de la técnica porque permitio cuantificar
congéneres en concentraciones por debajo de las exi-
gidas por la norma ICONTEC. Debido a esto se aprecia
que la calidad del alcohol extra neutro rectificado em-
pleado en la elaboracion de las bebidas alcohdlicas en
lal.L.C. cumple con las normas que exige el ICONTEC
para la comercializacion de aguardiente.
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