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Capitulo 1 | Introduccion

1. INTRODUCCION

Los compuestos polifendlicos, son un grupo complejo de compuestos de origen
vegetal principalmente, su principal caracteristica es la presencia de uno o0 mas
anillos bencénicos con grupos hidroxilo. Los dos grupos principales de polifenoles
son los acidos fendlicos y los flavonoides; los acidos fendlicos pueden ser
clasificados en acido benzdico y sus derivados y acido cinamico y sus derivados,
mientras que los flavonoides se dividen en subclases como los flavonoles,

flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas entre otras.

Hasta ahora se conocen aproximadamente 5000 estructuras diferentes de
flavonoides, lo cual habla de la complejidad quimica de estos compuestos. Esto
hace que no sea posible hacer una identificacion completa de todo el grupo de
polifenoles ya que, ademas de que no todos estan disponibles comercialmente

como estandares, seria un analisis excesivamente extenso y costoso.

Sin embargo, el interés en los compuestos que forman el grupo de los polifenoles,
esta en continuo incremento, debido a sus propiedades antioxidantes. En este
sentido, la obtencion del indice de polifenoles totales, es una primera
aproximacion para estimar un “indice de antioxidantes totales”, por lo que es
importante contar con un método que permita hacer esta cuantificacién de

polifenoles totales.

Hay que remarcar que debido a la complejidad quimica, las dificultades de
extraccion de los compuestos de la matriz y la presencia de interferentes
inherentes a las muestras de alimentos, la determinacién de polifenoles totales

debe interpretarse s6lo como un indice del contenido total de estos compuestos.

La importancia de estudiar la forma de extraer polifenoles del bagazo de uva,
radica en que en la industria del vino se producen grandes cantidades de residuos
de uva los cuales pueden ser aprovechados para la obtencion de extractos que
puedan ser procesados por la industria farmacéutica, para la obtencién de

suplementos alimenticios o para ser anadidos en cosméticos, por ejemplo.
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En el capitulo dos se exponen los objetivos generales y especificos de esta tesis,
mientras que en el capitulo tres, que corresponde a los antecedentes, se tratan
con mayor detalle los fundamentos de la extraccion asistida por ultrasonido, asi

como del sistema de analisis por inyeccion en flujo.

En este trabajo se propone un método para determinar el indice de polifenoles
totales en bagazo y diferentes partes de la uva (piel, pulpa y semillas), mediante
un sistema de andlisis por inyeccion en flujo (FIA), el cual permite realizar hasta 32
determinaciones por hora. La determinacién en la reaccidon colorimétrica de Folin —
Ciocalteau usa un reactivo del mismo nombre, cuyos componentes metalicos
estan inicialmente en un estado de oxidaciéon 6+ y en presencia de fenoles se
reducen al estado 5+, dando como resultado un complejo de azul de molibdeno
cuya absorbancia es proporcional a la concentracién de polifenoles en la muestra.
Ademas, el método propuesto permite extraer estos compuestos de la uva,
empleando energia ultrasénica, con una mayor eficiencia en comparacién con el
método tradicional de extraccion mediante agitacion magnética. Las metodologias
utilizadas para llevar a cabo las extracciones y la cuantificacion se explican a

detalle en el capitulo cuatro.

Los resultados obtenidos de los procesos de extraccidn y deteccion, se analizan y
se discuten en el capitulo cinco. Los resultados mas destacados de este analisis

se resumen a manera de conclusiones en el capitulo seis.

Finalmente, en el capitulo titulado “expectativas” se describe el trabajo a futuro
para complementar la extraccidén en fase solida de polifenoles acoplada al andlisis

por inyeccion en flujo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un método que permita realizar la extraccién de polifenoles en bagazo
de uva mediante la irradiacibn con ondas de ultrasonido y cuantificarlos

espectrofotométricamente con un sistema de andlisis por inyeccion en flujo.

Objetivos especificos

= Utilizar un disefio factorial para la optimizacion de las condiciones de
extraccion de polifenoles en wuva utilizando ultrasonido (tiempo de

irradiacion y tiempo de no irradiacion).

= Determinar la precision del método de extraccidn asistido por ultrasonido.

» Comparar los resultados de la extraccion asistida por ultrasonido con el
método tradicional de extraccion por agitacidén y calentamiento.

» Evaluar la configuracion de analisis por inyeccion en flujo para la
cuantificacion de polifenoles en uva (intervalo lineal, limite de deteccién y

precision).

= Acoplar una minicolumna de extraccion en fase sélida al sistema de analisis
por inyeccion en flujo y evaluar la retencidén de acido tanico y acido galico

en linea.
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3.1 ORIGEN, CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DE LA UVA

La vid es un arbusto caducifolio que pertenece al género de las vitaceas
(Vitaceae) y su nombre cientifico es Vitis Vinifera. Es una planta lefiosa con el
tronco retorcido y la corteza rugosa. Las hojas tienen lébulos muy dentados. En
los tallos, frente a la base de las hojas, aparecen unas estructuras alargadas, los
zarcillos, que se enroscan alrededor de los obstaculos que encuentran. Las flores
son pequenas y de color verde, y cuelgan en racimos. Los frutos son las uvas que
crecen agrupadas en racimos de entre 6 y 300 uvas (Jackson, 2008).

Existen signos de que, durante la edad de bronce, la uva se cultivaba en las
costas del mar Mediterraneo al sur de Turquia. También se conoce que las uvas
rojas fueron cultivadas por civilizaciones antiguas como los egipcios, griegos,
fenicios y romanos. La propagacion de los grupos humanos alrededor del mundo,
permitié que el cultivo de la uva llegara a todos los continentes.

o o Elbrus
E642 m
B ALCANES Monte Shjara 5200 m

Hay, L CAUCASO
M ar N e g r o azar
/E%

4090 m

A MMarde

ergari

ggrin?p?n E g Araks  monte Ararat
Monte K3z KUZEYA ADOLU DAGLAR‘/ﬁw\i

.Monte Delfos r

YICE DR s ATS T A

AK'thE!'m”t aros m.\jﬁ

Himeto
A TURQUIA
fﬂr—f""' MENGOR
[SLAS DEL § ”{
EGEO o
Mar Egeo

CRETA

CHIPRE

- /
Mar Mediterrdineo Tal‘at Misa

Figura 1. Mapa de la zona donde se cree que comenzo el cultivo de la uva.
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La uva y sus productos como las pasas, jaleas, mermeladas y el vino, son los
productos de horticultura mas importantes a nivel mundial y consecuentemente
son los de mayor interés comercial. Aproximadamente el 65% de los cultivos de
uva a nivel mundial son destinados a la produccion de vino, el 20% se consume
como fruta fresca y el 15% se usa en la produccion de pasas (Martin — Belloso &
Marsellés — Fontanet, 2006).

3.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA UVA

La uva esta formada por un 70 — 80% de agua, el porcentaje restante corresponde
a solidos disueltos que incluyen numerosos compuestos organicos e inorganicos.

Los grupos de compuestos mas destacados son (Blouin & Guimberteau, 2002):

e Azucares: corresponden a una gran porcidon de los soélidos disueltos,
principalmente glucosa y fructosa.

e Acidos organicos: son componentes muy importantes del jugo de uva y el
vino ya que son responsables del sabor agrio y tienen una marcada
influencia en la estabilidad, color y pH del vino. Los acidos malico y tartarico
representan el 90% del total de acidos organicos presentes.

e Compuestos fendlicos: son el tercer grupo de compuestos mas abundantes
en la uva. Tienen una funcion determinante en el color y sabor de los vinos
asi como en su proceso de maduracion. Se encuentran principalmente en
las semillas y la piel de la uva.

e Compuestos nitrogenados: incluyen sales de amonio y compuestos
organicos como aminodacidos, péptidos y proteinas. El contenido total de
nitrégeno en la uva depende de la variedad, el clima y la fertilizacion, entre
otros factores y se incrementa durante el periodo de maduracion.

e Minerales: son parte de los nutrientes tomados del suelo por la planta,
entre los mas importantes estan: potasio, sodio, hierro, fosfatos, sulfatos y
cloruros siendo el potasio el mas abundante (50 — 70% de los cationes
presentes).
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e Sustancias pécticas: las sustancias pécticas son los componentes
principales de las paredes de todas las células vegetales. En la uva estan
presentes en las paredes celulares de la pulpa principalmente.

3.2.1 Polifenoles

El término polifenoles engloba a todas aquellas sustancias con varios grupos

hidroxilo, que es el nombre comun del hidroxibenceno.

Los fenoles se encuentran en muchos alimentos de origen vegetal como por
ejemplo el cacao, la cebolla, el té, el vino tinto, etc. Estas sustancias influyen en la
calidad, estabilidad y propiedades organolépticas de los alimentos ya que actuan
como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor como se ejemplifica en la
tabla 1.

Tabla 1. Algunas propiedades organolépticas atribuidas a compuestos fenolicos.

Propiedad Compuesto

Color Como las antocianinas, responsables de los tonos rojos, azules y
violaceos de muchas frutas, hortalizas y derivados: fresas,
ciruelas, uvas, berenjena, rabano, vino tinto, etc.

Sabor amargo Como las flavanonas de los citricos: la neohesperidina de la
naranja o la oleuropeina en las aceitunas.

Astringencia Como las proantocianidinas (taninos condensados) y los taninos
hidrolizables como el &cido tanico, por ejemplo, en el vino.

Aroma Fenoles simples como el eugenol en los platanos.

La clasificacién mas comun de estos compuestos esta basada en su estructura

quimica y los divide en los siguientes grupos:
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Figura 2. Clasificacién de los compuestos fendlicos en base a su estructura.

Los compuestos fendlicos que se encuentran en los distintos alimentos
constituyen una fraccibn muy compleja formada por un nimero muy grande de
compuestos, algunos de los cuales no han sido identificados aun. La
concentracion de polifenoles de cualquier alimento también es muy variable ya
que depende de varios factores como la especie y el grado de maduracion del
vegetal o fruto.

En los vinos, por ejemplo, se ha encontrado que los mayores constituyentes

fenodlicos son:

Tabla 2. Polifenoles mayoritarios en vino tinto y vino blanco (Frankel et al, 1995).

Fenol Concentracion en Concentracion en
vino tinto (mg L™) | vino blanco (mg L")

Catequina 191 35

Epicatequina 82 21

Acido galico 95 7
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Cianidina 3 0
Malvidin-3-glucosido 24 1
Rutina 0
Quercetina 8 0
Miricetina 0
Resveratrol 1.5 0

De la tabla anterior, todos los compuestos pertenecen a la clasificacién de

flavonoides, con excepcion del acido galico.

El acido tanico o acido galotanico, cuya estructura se muestra en la figura 3, es

también un compuesto importante en el vino. Pertenece al grupo de los taninos

hidrolizables y estd formado por moléculas de &cido galico y glucosa; es

responsable en gran medida del sabor astringente de los vinos tintos (Jackson,

2009).
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Se conoce que los flavonoides son el grupo simple de compuestos fendlicos mas
grande en los alimentos vegetales; estos son compuestos de bajo peso molecular
que generalmente existen enlazados a moléculas de azlcares. Los compuestos
incluidos en este grupo son los que contribuyen en mayor medida a las
propiedades medicinales que se les han atribuido a los polifenoles.

Su estructura general se muestra en la figura 2.

3.2.2 Determinacion de polifenoles

El método mas usado y sencillo para la determinacién del contenido total de
polifenoles en alimentos es el ensayo de Folin — Ciocalteau para el cual se utiliza
un reactivo del mismo nombre, que consiste en una disolucién de iones complejos
provenientes de los heteropoliacidos fosfotungstico (HsPW12040) y fosfomolibdico
(HsPMo12040) en los cuales el molibdeno y el tungsteno se encuentran con estado
de oxidacion 6" (Ikawa et al, 2003)

Los constituyentes metalicos de estos iones complejos son reducidos por el grupo
hidroxilo de los polifenoles formando un producto de color azul, que es una mezcla
de azul de molibdeno y azul de tungsteno en donde los atomos metalicos tienen
valencias mixtas que varian entre 57 y 6" (la composicién no esta aln bien
conocida). La absorbancia de este producto se mide a 730nm y, mediante la ley
de Lambert — Beer (Skoog, 2001), es posible relacionarla con la concentracion de
polifenoles totales frecuentemente referida como equivalentes de acido gélico o
acido tanico.

3.2.3 Rol de los polifenoles en la salud humana

Los radicales libres son especies quimicas que contienen un numero impar de
electrones y por lo tanto tienen un electron no apareado en sus orbitales, lo que
los hace altamente reactivos. Estos se encuentran en el humo del tabaco, las
emisiones de los coches, los humos industriales y se generan en el cuerpo,

cuando esta expuesto a la luz ultravioleta procedente del sol y otras formas de

9
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radiaciéon. Producidos en exceso y sin control, el efecto destructivo de los radicales
libres sobre las células del cuerpo, y, por lo tanto, sobre numerosos tejidos y
organos, puede ser muy grave.

Un gran numero de investigaciones han demostrado que el dafio causado por los
radicales libres esta implicado en una amplia gama de enfermedades y

desordenes que incluyen:

e Trombosis coronaria. e Enfermedades renales.

e Angina de pecho. e (Cancer.

e Fallo cardiaco. e Desdrdenes inflamatorios.
e Apoplejia. e (ataratas.

e Danos cerebrales. e [ntoxicacion.

e Envejecimiento.

En términos generales, el dafo hecho por los radicales libres caracteriza la
reaccidén quimica conocida como oxidacion, y los ataques de los radicales libres a
los tejidos se conocen como estrés oxidativo.

La principal accion de los antioxidantes consiste en retrasar o prevenir el deterioro,
dafo o destruccion en las células inhibiendo las reacciones en cadena provocadas
por los radicales libres. El cuerpo humano cuenta con un sistema de defensa
antioxidante que involucra enzimas y proteinas para prevenir el dafio a estructuras
biolégicas como pueden ser los lipidos y el ADN; sin embargo, bajo ciertas
circunstancias estas defensas pueden ser sobrepasadas y es necesario ingerir
sustancias antioxidantes que puedan reforzar el sistema de defensa (Fernandez —
Pachon et al, 2004).

Debido a que algunos antioxidantes sintéticos pueden tener efectos téxicos, se
han hecho intensas investigaciones sobre la capacidad antioxidante de las
sustancias contenidas en diversos productos naturales, como los polifenoles, que
se encuentran en las uvas y el vino. El consumo de alimentos ricos en polifenoles
se ha asociado a la prevencién de enfermedades cardiovasculares (Leifert &
Abeywardena, 2008) algunos tipos de cancer (Galati & O’Brien, 2004) y el

10
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envejecimiento prematuro entre otros padecimientos, gracias a sus propiedades

antioxidantes.

El vino tinto, en especial, es considerado una excelente fuente de polifenoles;
posee la ventaja de que estan presentes en su forma soluble lo cual aumenta su
biodisponibilidad y facilita su absorcion en el organismos, en contraste con las
frutas que los contienen en sus formas poliméricas e insolubles, firmemente
unidas a la matriz. Ain cuando durante la elaboracion del vino se transfiere una
parte de los compuestos polifendlicos de la uva, una gran proporcion de ellos
queda en los residuos que genera este proceso, por lo que la industria
farmacéutica los ha aprovechado para extraer los polifenoles remanentes vy,
mediante un tratamiento adecuado, poderlos transformar en suplementos

alimenticios (Rozek et al, 2010).

3.3 METODOS DE EXTRACCION

En el andlisis de productos naturales o alimentos, la extraccion es un paso
importante en el proceso de preparacién de la muestra ya que permite aislar y
purificar el componente quimico que se desea cuantificar. Ademas, no solo
permite separar el compuesto de interés de la matriz, también se eliminan

sustancias que puedan interferir en pasos posteriores.
3.3.1 Extraccién tradicional

Las técnicas de extraccion tradicionales con disolventes estan basadas en
la eleccion correcta de los disolventes y el uso de calor y/o agitacién para
aumentar la solubilidad de los compuestos y la velocidad de transferencia de

masa.

Se ha reportado (Wu et al, 2001) que estas técnicas presentan varios

inconvenientes como son:

e Tiempos de extraccion prolongados.

e Baja eficiencia.

11
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e Muchos compuestos extraidos de productos naturales pueden degradarse
durante el proceso de extraccion con calor dada su inestabilidad térmica.

3.3.2 Extraccion asistida por ultrasonido

El ultrasonido comprende la regién de frecuencias acusticas que va de 18kHz a
100MHz, fuera del intervalo normal del oido humano.

Las ondas de sonido son transmitidas a través de cualquier sustancia, liquida,
sblida o gaseosa, que posea propiedades elasticas induciendo movimientos
vibracionales en las moléculas que forman parte de ésta. La transmision de ondas
de ultrasonido de alta frecuencia produce ciclos de expansién y compresion; las
moléculas del medio se juntan durante la compresion mientras que en la
expansion son separadas. Cuando esto ocurre en un medio liquido y la intensidad
del ultrasonido es suficientemente alta, los ciclos de expansion producen una
presidn negativa que excede el limite de elasticidad local del liquido produciendo
burbujas de aire o cavidades.

El proceso en el que las burbujas se forman, crecen y posteriormente colapsan
se conoce como cavitacion acustica (Luque de Castro & Priego Capote, 2007) y
los pasos principales del proceso se ilustran en la figura 4. La importancia del
proceso de cavitacion no radica tanto en cémo se forman las burbujas, sino en lo
que sucede cuando colapsan. En algun punto, la burbuja llega a un tamano critico
en el que ya no puede absorber eficientemente la energia del ultrasonido por lo
que implosionan violentamente generando temperaturas y presiones
extremadamente altas en puntos definidos dentro del liquido; se ha estimado que
la temperatura puede alcanzar los 5000°C, la presion 2000 atm y que la velocidad
de enfriamiento posterior al colapso es de aproximadamente 10' K/s (Suslick,
2010).
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Formac!on de , Qremmuentq en Tamarfo Implosién
la cavidad ciclos sucesivos inestable

Figura 4. Representacion del proceso de cavitacion.

El tamafo de las burbujas es muy pequeno en relaciéon al volumen del
liquido (del orden de micras) lo que provoca que el calor producido se disipe

rapidamente sin producir cambios subitos en el medio.

Cuando la cavitacion ocurre en un liquido cercano a la superficie de un sélido,
la dinamica de este proceso cambia de manera considerable. En un medio
homogéneo (sélo liquido), la cavidad retiene su forma esférica durante el colapso;
sin embargo, al estar cerca de un sélido, la cavidad colapsa de forma asimétrica
haciendo que particulas del liquido salgan proyectadas hacia la superficie del
sélido, esto provoca alteraciones sobre la superficie que tienen como
consecuencia un incremento en el area de contacto del sélido con el liquido
(Suslick, 1998)

La extraccidon de compuestos organicos contenidos en tejidos vegetales y/o
semillas puede mejorarse significativamente mediante el uso de la energia del
ultrasonido. Los efectos mecénicos del ultrasonido proveen una mayor penetracidén
del disolvente en la matriz y mejoran la transferencia de masa haciendo que la
extraccion sea mas efectiva y en un tiempo menor en comparacion con los

métodos tradicionales (Mason et al, 1996).

El funcionamiento de un equipo sonicador esta basado en un transductor
electroacustico' cuyo material debe poseer propiedades piezoeléctricas. Al aplicar

una polarizacion variable en un material piezoeléctrico, éste responde

! Dispositivo capaz de convertir la energia eléctrica en ondas de sonido de alta frecuencia.
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comprimiéndose y expandiéndose de acuerdo a las oscilaciones de la senal
eléctrica; de este modo se aprovecha la vibracion ultrasénica del material para
transmitirla a cualquier medio con el que esté en contacto (Bendicho & Lavilla,
2000).

Entre los diversos tipos de sonicadores que hay comercialmente disponibles,
los dispositivos utilizados con mayor frecuencia como fuentes de ultrasonido para

fines analiticos son (Luque de Castro & Priego Capote, 2007):

a) Banos de ultrasonido que constan de un recipiente de acero inoxidable con
un transductor unido a la base que opera a una frecuencia de 40KHz
normalmente. Aunque estos equipos son relativamente econdémicos,
presentan varias desventajas: 1) es dificil mantener un control sobre la
temperatura porque se calientan con determinado tiempo de operacion, 2)
el nivel de potencia del ultrasonido no es lo suficientemente alto para hacer
extracciones efectivas de analitos, 3) la disminucion en la potencia con el
tiempo y la falta de uniformidad en la transmisién del ultrasonido conducen
a resultados no reproducibles. Por esta razén los bafios de ultrasonido se
utilizan principalmente para operaciones de limpieza y desgasificacion de
disolventes.

Figura 5. Bafo de ultrasonido marca Branson.

b) Sondas de ultrasonido que tienen la capacidad de irradiar las muestras con
una potencia hasta cien veces mayor que la de un bafo de ultrasonido.
Ademas, a diferencia de los bafos de ultrasonido en los que la energia de
ultrasonido es transmitida a través de un medio liquido al recipiente donde
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se lleva a cabo la extraccion, la irradiacion emitida por la sonda esta
focalizada sobre la muestra por lo que practicamente se eliminan las
pérdidas de energia y el fendmeno de cavitacion se amplifica notablemente.
Otra ventaja que ofrecen estos dispositivos es que mediante la fuente de
poder se puede modular la potencia segun lo requiera el problema.

Figura 6. Sonda de ultrasonido marca Branson.

Los estudios realizados en el campo de la sonoquimica han permitido el
desarrollo de una gran variedad de aplicaciones de la energia ultrasénica que los
quimicos analitcos han podido explotar para disminuir el tiempo o los pasos

involucrados en la preparacion de muestras.

3.4 ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO

Los métodos de inyeccion en flujo son una consecuencia de los métodos de flujo
segmentado, muy utilizados en los laboratorios clinicos en los afios sesenta y
setenta, para la determinacién rutinaria y automatica de distintas especies en

sangre y orina, para diagndstico médico.

Desde su introduccién en 1975 (Ruzicka y Hansen, 1975) el analisis por inyeccién
en flujo (FIA por sus siglas en inglés, Flow Injection Analysis) ha adquirido una
gran importancia académica y practica ya que permite automatizar una gran
cantidad de procedimientos analiticos por via hiumeda. Esta técnica se caracteriza
por tener un fundamento y manejo sencillo, bajo costo y una gran capacidad para
lograr resultados con exactitud y precision de forma rapida.
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Posee la ventaja de que se pueden realizar determinaciones en continuo ya sea
s6lo inyectando la muestra o acoplando dispositivos que permitan llevar a cabo
ciertos procesos en linea, segun lo requiera la metodologia. Entre estos procesos
se pueden mencionar: difusién (Decnoop & Kraak, 1997), dialisis (Mataix & Luque
de Castro, 2001), preconcentracién de analitos mediante resinas (Hali Shabani et
al, 2003), extraccion liquido — liquido (Ruiz-Jiménez & Luque de Castro, 2003) y
reacciones enzimaticas inmovilizando la enzima en diferentes soportes (Angeles —

Canas & Canizares — Macias, 2004).
3.4.1 Fundamentos

El fundamento fisico del andlisis por inyeccion en flujo esta basado en la
dispersion controlada de una zona de muestra inyectada en una corriente continua
de un fluido portador. En estudios anteriores (Vanderslice et al, 1981) se ha
comprobado que el transporte del portador y la muestra a través de la tuberia se
da bajo un régimen de flujo laminar, lo que permite que la zona de muestra se
encuentre bien definida y evita que haya contaminacidén entre muestras inyectadas

sucesivamente.

Al desplazarse por el tubo, la muestra comienza a dispersarse formando un
gradiente de concentracion con perfil parabdlico que se explica por dos fendbmenos
(Canizares, 2002) como se puede observar en la figura 6: 1) el transporte por
conveccidon asociado al flujo laminar que hace que las moléculas que se
encuentran en el interior del tubo avancen mas rapidamente que las que se
encuentran en las paredes del mismo y 2) el transporte por difusion, originado por
el gradiente de concentracidn, que puede ser axial (paralelo a la direccion del flujo)
o radial (perpendicular a la direccidn del flujo). La contribucion de la difusion radial
es mayoritaria porque tiende a igualar la concentracion en todos los puntos de la
muestra desplazando las moléculas de las paredes del tubo al centro y las del
centro en direccion opuesta; este mecanismo retrasa la dilucion longitudinal

manteniendo asi la identidad de la muestra inyectada.

16



Capitulo 3 | Antecedentes

Transporte difusional
Transporte conveccional

=

Flujo laminar

Radial

Figura 6. Fendmenos que influyen en el perfil de la zona de muestra en el sistema de flujo.

Al llegar la muestra a la celda de flujo, se obtiene una sefial analitica en forma de
pico cuya altura se relaciona con la concentracion del analito a determinar. Los
parametros geomeétricos e hidrodindmicos del sistema FIA como son: caudal,
volumen de inyeccion, longitud del reactor, etc., influyen en la forma del pico ya
gue mientras mas tiempo permanezca la muestra dentro del sistema, mayor sera

la dilucién de la misma lo que hara que se obtengan picos mas anchos.

La figura 7 muestra una representacién esquematica de los registros obtenidos en
FIA. A esta representacion se le denomina fiagrama y se define por los siguientes
parametros: a) la altura del pico, h, que corresponde a la parte mas concentrada
de la muestra, b) el tiempo de aparicidn, t;, que pasa desde que se inyecta la
muestra hasta que la linea base presenta un aumento de 1-2%, c) el tiempo de
residencia, T, que es el tiempo que transcurre desde que se inyecta la muestra
hasta que la sefal llega a un maximo, d) el tiempo de retorno, T, definido como el
tiempo que transcurre desde el punto maximo de la senal hasta que esta vuelve a
la linea base y e) At que se refiere al intervalo de tiempo en que aparece la senal y

vuelve a la linea base.
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Gradiente de concentracion
_— _—
Portador Portador

Inyeccion

Sefial analitica

Tiempo

Figura 7. Representacion de un fiagrama indicando los parametros que lo definen.

Dado que en el momento de la deteccidbn la muestra no se encuentra en
condiciones de equilibrio, es de suma importancia que el tiempo de operacién del
sistema sea muy reproducible ya que pequenas variaciones en el mismo pueden
dar lugar a graves alteraciones en los resultados (Valcarcel & Luque de Castro,
1988).

3.4.2 Instrumentacion

Hay cuatro unidades basicas que componen un sistema FIA a los cuales se les
pueden hacer modificaciones para adaptar el sistema al problema que se quiera

resolver:

a) Unidad de propulsion: tienen la funcion de impulsar una o varias
disoluciones a través del sistema a un flujo de caudal lo mas constante
posible y a baja presién (menor a 10 psi) a diferencia de las bombas que
se usan en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion. Los
requerimientos para el funcionamiento ideal de la unidad de propulsion
(Prados — Rosales et al, 2002) son: 1) tener una tasa de flujo reproducible
ya sea en tiempos cortos o largos para poder predecir el tiempo de
residencia del analito en el sistema y una dispersion constante y controlada,
2) contar de preferencia con varios canales (al menos cuatro), esto provee
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mayor versatilidad, 3) mantener un flujo libre de pulsaciones, 4) tasas de
flujo ajustables segun se requiera, 5) presentar resistencia a reactivos y
solventes agresivos y 6) no implicar un alto costo de inversién inicial.

Las unidades de propulsion que se usan normalmente son bombas de
pistdn, peristalticas, de jeringa o sistemas de presion ejercida por un gas o
por gravedad. Las mas comunes son las bombas peristalticas, que son
dispositivos que mediante unos rodillos giratorios comprimen un fluido que
se encuentra dentro de una tuberia flexible; el continuo movimiento
peristaltico de los tubos es lo que impulsa a los fluidos. Se tienen
normalmente entre ocho y diez rodillos dispuestos en configuracién circular
como se observa en la figura 8. El caudal se controla mediante el diametro

interno del tubo y la velocidad del rotor.

Figura 8. Diagrama de un canal en una bomba peristéltica.

Sistema de inyeccion: permite insertar de forma reproducible un volumen de
muestra (de 25 a 100 pL normalmente) medido con precision en el fluido
portador. La muestra debe ser insertada de golpe de tal forma que no
provoque alguna perturbacién en el flujo del portador, ademas, se busca
que este proceso sea de facil y rapida operacion para aumentar la tasa de
muestreo.

El sistema de inyeccién utilizado con mayor frecuencia actualmente es una
valvula rotatoria de seis puertos ya que es muy reproducible al inyectar el
volumen de la muestra, lo hace de manera rapida y es facilmente
automatizable.

Ademas, estas valvulas son altamente versatiles porque se pueden acoplar
entre ellas de diferentes maneras, permitiendo armar una gran variedad de
configuraciones de acuerdo a las necesidades del método que se requiera

adaptar al sistema de analisis por inyeccion en flujo.
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c)

Sistema de transporte y reaccion: las disoluciones son transportadas a
través de la configuracion de analisis por inyeccion en flujo mediante
tuberias flexibles que adicionalmente fungen como conexiones entre las
unidades que componen el sistema. Los tubos tienen un diametro interno
que va de 0.1 a 1.0 mm y estdn hechos con diversos materiales
dependiendo de las disoluciones que se vayan a usar; por ejemplo, los
tubos de Tygon® se utilizan para disoluciones acuosas y disoluciones
alcohdlicas que no excedan el 5% de contenido de alcohol, para
disoluciones alcohdlicas y algunos alcanos se utilizan tubos de Solvaflex®.
Los conectores que permiten unir los tubos estan hechos normalmente de
politetrafluoroetileno o polimetilmetacrilato y pueden ser de diversas formas,
T,Y, W, entre otros.

El reactor es normalmente un tubo de politetrafluoroetileno enrollado en
forma de serpentin en un cilindro de aproximadamente 1 cm de didmetro, el
objetivo de esto es aumentar la dispersion axial e incrementar el mezclado

radial entre la muestra y el reactivo y obtener sefiales mas simétricas.

Sistema de deteccion: el andlisis por inyeccion en flujo puede utilizar una
gran variedad de técnicas analiticas de deteccion que pueden ser Opticas
(espectrofotometria UV-visible (Yeniceli et al,2004), quimioluminiscencia
(Mervartova et al, 2007), espectroscopia infrarroja (Bouhsain,1999),
espectrometria de absorcién atémica (Attiyat & Christian, 1984) y de
fluorescencia atémica (Wang, 2003) o electroquimicas (amperometria
(Fernandez — Abedul & Costa - Garcia, 1996), voltametria (Carnete et al,
1988)) e incluso se han adaptado biosensores (Chen & Karube, 1992).

Comercialmente se encuentran disponibles varios tipos de celdas de flujo
como son las celdas en U, en Z o de 6valo. Tipicamente tienen una longitud
de paso dptico de 10 mm aunque también es posible encontrar algunas con

longitud mayor.
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< -
~. | -~~~ Paso optico

Figura 9. Celda de flujo en U para deteccion espectrofotométrica.

3.4.3 Aplicaciones

Como consecuencia de su gran versatilidad, es posible aplicar el andlisis por
inyeccidon en flujo en diversas areas de la quimica que requieran realizar analisis
que sean rapidos y econémicos. Ademas, ofrece la ventaja de que se reduce la
intervencion humana a diferencia de los métodos por lote lo cual favorece la

precision de los resultados.

Se han reportado trabajos en los que se ha aplicado la metodologia FIA para
analisis clinicos de rutina (Sakai et al, 1995), en la determinacion de ingredientes
activos en farmacos (Tzanavaras & Themelis, 2007), analisis de alimentos y
bebidas (Ruiz — Capillas & Jiménez Colmenero, 2009) e incluso en estudios
ambientales in situ (Laés et al, 2005) por mencionar algunas areas.

3.5 EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La preparacién de la muestra es frecuentemente el paso que consume mas tiempo
durante todo el proceso de analisis de alimentos, suelos, medicamentos, etc., pero
a la vez es fundamental ya que el resultado del analisis depende en gran medida
de que la muestra esté libre de sustancias que puedan ser interferencias.

La extraccion en fase sélida se utilizé por primera vez en 1970 como una
alternativa a la extraccién liquido-liquido (Thurman, 2000). Permite aislar y/o

preconcentrar analitos de un gas o liquido mediante su retencién en una sustancia
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adsorbente y su posterior recuperacion con un eluyente apropiado. Esta técnica

tiene muchas ventajas sobre la extraccidn liquido — liquido (Simpson, 2000):

Es una herramienta sencilla y segura para la preparacion de muestras
previa al analisis.

Se obtienen altos porcentajes de recobro de los analitos.

Se puede automatizar.

Es compatible con el andlisis por cromatografia.

En la extraccion liquido — liquido normalmente se consumen grandes
volumenes de disolventes de alta pureza que implican un costo adicional
por el tratamiento de residuos ademas de riesgos a la salud.

Se eliminan algunos problemas practicos como la formacién de emulsiones
de la extraccion liquido — liquido.

Se evita la pérdida de muestra ya que el analista no esta en contacto con

ella al momento de hacer la extraccidén y posteriormente la deteccién.

Los sorbentes utilizados en los cartuchos de extraccion en fase soélida, pueden

clasificarse de acuerdo al mecanismo de retencién del analito en los siguientes

grupos:

a)

Fase normal: la fase estacionaria es mas polar que el disolvente o la matriz
en la que se encuentra el analito. Se utilizan estos sorbentes cuando el
analito esta contenido en un disolvente orgénico; los principales
mecanismos de retencidn involucrados son interacciones tipo puentes de
hidrégeno o dipolo — dipolo.

Fase reversa: el sorbente es mas hidrofébico que la muestra y se usa
normalmente cuando el analito esta en un disolvente acuoso. El mecanismo
de interaccién entre el analito y el sorbente es mediante fuerzas de Van der
Waals.

Intercambio i6nico: se usa para compuestos que tienen carga al estar en
disolucion. ElI mecanismo de retencién estd basado principalmente en

atracciones electrostaticas del grupo funcional cargado en el compuesto y

22



Capitulo 3 | Antecedentes

el grupo funcional con carga opuesta que esta unido en la superficie de la
silice. El eluyente debe tener un pH tal que neutralice alguna de las dos
cargas rompiendo la interaccidn entre el compuesto y el sorbente.

d) Exclusién molecular: el mecanismo de separacion estqd basado en el
tamano molecular del analito y el tamafo de poro del sorbente.

Las diferentes interacciones posibles que influyen en la retencién del analito y la
extensa variedad de sorbentes comercialmente disponibles proveen a la
extraccion en fase sélida de una poderosa caracteristica: la selectividad.

El proceso de extraccion en fase sélida consiste en cuatro pasos generales:

1. Acondicionamiento de la fase adsorbente: esto permite eliminar el aire
alojado en los poros del adsorbente y activar la fase para que el mecanismo
de retencién funcione de forma apropiada.

2. Retencion: el analito y posiblemente algunos componentes de la matriz se
retienen en la fase adsorbente mediante interacciones que pueden ser de
tipo Van der Waals, puentes de hidrégeno, fuerzas dipolo — dipolo o
intercambio anionico o catidnico. La interaccidon depende del tipo de analito
y el adsorbente utilizado.

3. Limpieza: los componentes de la matriz que fueron retenidos en el paso
anterior se retiran del adsorbente sin que esto afecte al analito.

4. Elucion: mediante un disolvente apropiado se interrumpe la interaccion
analito — adsorbente permitiendo asi que el analito sea retirado para su

cuantificacion.
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Interferencias

Analito

Figura 10. Representacién de los cuatro pasos béasicos de la extraccidn en fase solida.

En varios trabajos se ha reportado el acoplamiento de un paso de
preconcentracion de analitos en linea con un sistema de analisis por inyeccién en
flujo (El — Shahat et al, 2010; Meireles et al, 2003; Satinsky et al, 2002). Entre las
ventajas que ofrece esta posibilidad se pueden mencionar: 1) permite la aplicacion
de muestras bioldgicas en estado liquido al sistema de analisis por inyeccion en
flujo sin ningun tratamiento previo, 2) se miniaturiza el proceso haciendo el andlisis
mas econOmico ya que se disminuye considerablemente la cantidad de muestra,
reactivos y cartuchos necesarios para preconcentrar cada muestra y 3) es posible
automatizar el proceso totalmente contando con el equipo adecuado
(automuestreador, valvulas controladas por computadora, etc.) mejorando asi la

precision del método ya que se reduce la intervencion humana.

24



Capitulo 4 | Metodologia

4. METODOLOGIA

4.1 Equipo e instrumentacion

e Espectrofotémetro UV — Visible: Varian modelo Cary 3 (Sydney, Australia)

e Celda de flujo de cuarzo: Hellman con volumen interno de 18 pLy 1 cm de
paso optico (USA)

e Bomba peristaltica: Gilson Minipuls 3 con 4 canales (Francia)

e Bomba peristaltica: Ismatec

e Valvulas de inyeccién de seis canales: Rheodyne (USA)

e Tuberia de politetrafluoroetiieno y Tygon 'y conectores de
politetrafluoroetileno

e Balanza analitica: Explorer E12140 Ohaus con precisién de + 0.1mg (Suiza)

e Parrilla de calentamiento: Thermolyne Cimarec 2 (USA)

e Potenciometro: Oakton pH 500 series Modelo 00702-75

e Sonda de ultrasonido Branson modelo 250 con punta cilindrica de titanio de
13 mm de diametro, 20 kHz y 400W de potencia total

e Bano de ultrasonido Branson 2510
e (Centrifuga: Hettich modelo EBA 20
® |icuadora: Osterizer

e (Cartuchos para extraccion en fase sélida: Strata con las siguientes

caracteristicas:

Fase NH>
Area superficial (m? g™') 513
Tamario de poro (A) 70

Volumen de poro (mL g™) 0.84

Tamaro de particula promedio (um) 55
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4.2 Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. Las disoluciones se

sonicaron en el bafio de ultrasonido antes de usarlas para desgasificarlas y evitar

la formacién de burbujas dentro del sistema de inyeccién de flujo; se almacenaron

en frascos de plastico previamente etiquetados excepto la disolucion del reactivo

de Folin Ciocalteau que se almacené en un frasco de vidrio color ambar a 4 °C.

Acido tanico, C76Hs2046 (Sigma Aldrich)

Acido galico, C¢Hz(OH)sCOOH (Sigma Aldrich)
Hidroxido de sodio en perlas, NaOH (J.T. Baker)
Fosfato de potasio monobasico, KH.PO, (Mallinckrodt)
Carbonato de sodio, Na,COs (J.T. Baker)

Bicarbonato de sodio, NaHCO; (J.T. Baker)

Reactivo de Folin — Ciocalteau (Merck) se utilizé con una dilucion 1:10.

Disolucion de hidroxido de sodio 0.5 M: se pesaron 4.5 g de perlas de
hidréxido de sodio en un vidrio de reloj y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 250 mL. Se disolvié y se afor6 con agua destilada. Se

almacené en un frasco de plastico previamente etiquetado.

Disolucion de bicarbonato de sodio 0.1 M: se pesaron 0.84 g de bicarbonato
de sodio en un vidrio de reloj y después se transfirieron a un matraz

volumétrico de 100 mL. Se disolvié y se aforé con agua destilada.

Disolucion amortiguadora de carbonatos pH 10 0.1 M: se pesaron 0.84 g de
bicarbonato de sodio y se disolvieron en aproximadamente 50 mL de agua
destilada, se introdujo el potenciometro en la disolucién y se ajusté el pH a
10 agregando gota a gota hidroxido de sodio 0.5 M con constante agitacién
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d)

magnética. La disolucion se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL y

se afnadi6 agua destilada suficiente para aforar.

Disolucion amortiguadora de fosfatos pH 8 0.1 M: se pesaron 1.36 g de
fosfato de potasio monobasico y se disolvié en la minima cantidad de agua
destilada, se introdujo el potencidmetro y se ajusté el pH a 8 agregando
hidréxido de sodio 0.5 M gota a gota con constante agitacién magnética. La
disolucion se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL y se afadi6é agua

destilada suficiente para aforar.

Disoluciones estandar de acido tanico y acido galico: en ambos casos se
prepard una disolucién madre pesando 25.0 mg de acido tanico é galico,
disolviéndolos en aproximadamente 80 mL de agua destilada y
completando el volumen hasta la marca de aforo en un matraz volumétrico
de 100 mL.

A partir de estas disoluciones, se prepararon estandares de diferentes
concentraciones tomando alicuotas del volumen adecuado y aforando con
agua destilada en matraces volumétricos de 10 mL.

4.3 Muestras de uva

Se analizaron muestras de uva roja de la variedad red globe provenientes

de Sonora, México.

Para todos los experimentos, las uvas se lavaron y se molieron en una

licuadora Osterizer. La pasta resultante se filtrd6 hasta que el bagazo estuviera lo
mas seco posible. Se pesaron muestras de 1 g aproximadamente y se colocaron
en vasos de precipitado para realizar las extracciones.

Una vez optimizado el método de extraccién por ultrasonido, se separaron

la piel, la pulpa y las semillas para analizarlas por separado. También se pesaron
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muestras de 1 g y en el caso de las semillas se trituraron en un mortero antes de

hacer la extraccion.

4.4 Procesos de extraccion

Para poder hacer una evaluacién del método de extraccidn de polifenoles

empleando energia ultrasénica, se llevd a cabo también la optimizacion de la

extraccion mediante agitacion magnética y calentamiento.

En ambos casos, en un vaso de precipitados se colocd un gramo de bagazo de

uvay se agregaron 20 mL de extractante.

a)

Meétodo de agitacion magnética y calentamiento: se evaluaron como
extractantes agua destilada (pH cercano a 7), una disolucién amortiguadora
de HCO3/COs* 0.1 My pH=10 y una disolucién de NaHCO3 (HCO3) 0.1 M
(pH cercano a 8.25). Para cada disolucion se realizaron las extracciones
agitando a temperatura ambiente y 50°C por una hora. Una vez optimizado
el extractante y la temperatura, se evaluaron diferentes tiempos de
extraccion: 15, 30, 45 y 60 minutos.

En el caso de las extracciones con calentamiento, se regul6 la temperatura
de la parrilla hasta observar que la temperatura del liquido se mantuviera
entre 45 y 50°C y en ese momento se empezd a tomar el tiempo de la

extraccion.

Meétodo de extraccion con ultrasonido: la irradiacion de las muestras se
realizé de forma indirecta utilizando un bafo de ultrasonido y de forma
directa con una sonda de ultrasonido.

En el caso del bano de ultrasonido, el vaso de precipitados con la muestra
y el extractante se coloc6 dentro del recipiente lleno con agua y se probaron
tiempos de extraccion de 10, 20 y 30 minutos.

Para la extraccién con sonda, se introdujo la punta 2 cm por debajo de la
superficie del extractante. Se estudié un intervalo de tiempos de extraccion
de 2 a 10 minutos de irradiacion total mediante ciclos de 40 segundos de
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irradiacion y 20 segundos de no irradiacion. Los experimentos se hicieron
con 30% y 50% de la potencia total de la sonda (125W y 200W
respectivamente) y, una vez optimizado el tiempo y la potencia de
irradiacién, se hizo un disefio de 7 experimentos con ayuda del software

Statgraphics para optimizar los ciclos de irradiacién — no irradiacién:

Tabla 3. Diseio factorial para la optimizacion de los ciclos de irradiacion.

Experimento irradiacion (s) No irradiacion (s)
1 20 40.0
2 40 22.5
3 40 22.5
4 40 22.5
5 20 5.0
6 60 40.0
7 60 5.0

En los dos métodos, los extractos obtenidos se filtraron a gravedad y después se
centrifugaron por 20 minutos a 4000 rpm y se llevaron a un volumen final de 25mL
para su cuantificacién. En algunos casos fue necesario hacer alguna dilucién para
que el valor de absorbancia medido estuviera dentro de los valores de la curva de

calibracion.

4.5 Configuracion del sistema de analisis por inyeccion en flujo para la
cuantificacion de polifenoles.

En la figura 11 se muestra la configuracién utilizada (Celeste, M. et al,
1992).

Para hacer el analisis la valvula se coloco primero en posicién de llenado
(ver figura 12) para llenar el bucle con la muestra. Se inyectaron 100 pL del
extracto en un fluido portador que fue agua destilada para confluir con el reactivo
de Folin Ciocalteau y después con una disolucion 0,5 M de NaOH para imponer
un pH basico en el medio de reaccién.
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Los tres fluidos se acarrearon hasta el reactor, que constaba de un tubo de
politetrafluoroetileno de 100 cm de longitud y 0.5 mm de diametro interno enrollado
a manera de serpentin, en donde el reactivo de Folin Ciocalteau reaccion6 con los
polifenoles dando como producto un complejo de azul de molibdeno cuya
absorbancia se midié en el espectrofotometro a una longitud de onda de 730nm.
La determinacién se hizo por triplicado.

Muestra Registro de

| : .
(oo -

Reactivo

F.C. al 10% Reactor uv - Vis

100cm

NaOH 0.5M
Desecho
Bomba peristaltica

Figura 11. Configuracién de analisis por inyeccién en flujo para determinar polifenoles totales en
uva. V.l.: Valvula de inyeccién; F.C.: Folin — Ciocalteau.

Bucle 100puL

Portador Portador

Muestra Muestra
Desecho Al detector Desecho Al etector
Posicién dellenado ﬂ Posicién de inyeccion

Figura 12. Diagrama del funcionamiento de la valvula de inyeccion.
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4.6 Acoplamiento de una minicolumna a la configuraciéon de inyeccién en
flujo para extraccion en fase sélida en linea.

Con la finalidad de incluir un paso de limpieza de la muestra en el sistema de
analisis por inyeccion en flujo que permita la separacion de los polifenoles del
resto de los componentes de la matriz, se acopldé una columna de extraccién en
fase sélida para retener los polifenoles, a la configuracién de inyeccion de flujo de
la figura 11. En la figura 13 se muestra la configuracién final utilizada para este

procedimiento.

MMimicohnrna
de extraccion
en faze solida

Bomba 2

Portador é ‘:::: 5 Eluyente
VIl VIz2
Reachvo de

Folin 10% \
.f"/

ov-VIS
NaCH 0,5 M 1

Feactor
Desecho

Bomba 1

Figura 13. Configuracién de analisis por inyeccién en flujo — extraccion en fase sélida utilizada para
acoplar un paso de pretratamiento de la muestra.

Para empacar la minicolumna se eligi6 como material adsorbente aminopropil —
silica con un tamafio de particula promedio de 55 pm y un tamafio de poro de 70A,
el cual se extrajo de un cartucho para extraccion en fase sélida, se coloc6é en un
vial con un poco de agua y se empacé en un segmento de 1 cm de tuberia de
Tygon con ayuda de una jeringa. Los extremos se cerraron con algodén y se
conectaron a los canales 1 y 4 de la valvula de inyeccién 2 (V.l. 2 en la figura 13)
en lugar del bucle.

Se utilizaron estandares de acido galico y acido tanico para hacer las pruebas de

optimizacion.
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Mediante el siguiente procedimiento general, se evalué la influencia de la longitud
de la columna, el pH del eluyente asi como el caudal del mismo:

Como portador se utilizé agua destilada a un caudal de 0.7 mL/min. El reactivo de
Folin — Ciocalteau al 10% y una disolucién de NaOH 0,5M tuvieron un caudal de
1mL/min.

A continuacién se describe la forma en que se conectaron las valvulas para cada

paso del proceso de extraccién en fase soélida.

ACONDICIONAMIENTO

Minicolumna Antes de comenzar el

1

1

1

1

1

1

1

! analisis, se acondicion6 la
i columna haciendo pasar
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Eluyente

Estédndar .
agua destilada (portador)

durante cinco minutos. Por

D h , ,
A Al detector el canal del estandar sélo
VI | posicion de V12 posicion entra aire en este paso.
inyeccion dellenade 000 b e e e o |
Minicolumna
0) d B8 eeememommmommooommmneee
Portador uyente
LLENADO
Estandar- i

Se llend el bucle de 100 L
con el estandar.

Al detector S

Desecho

VI | pesicién de W12 posicion
llenade de llenade
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Minicolumna

Eluyente

Portador

Desecho

Desecho
Al detector

VIl | posicion de
inyeccion

V12 posicion
de llenade

Minicolumna

Portador Eluyente

Desecho Desecho

Al detector

VI | posicionde
llenado

VI 2 posicion
de llenade

e)

Partadar Eluyente

Estandar— .
Minicolumna

Desecho Desecho Al detector

V1 | pesicionde
llenado

V12 posicién
de inyeccion

33

RETENCION

Con la VI 1 en posicién de
inyeccion, los 100puL de
muestra se transportaron
hacia la VI 2 (posicion de
llenado) para que pasaran a
través de la columna.

LIMPIEZA

Ambas valvulas se colocan
en posicion de llenado. En
la VI 1 se llena el bucle para
la siguiente determinacion y
por el canal 6 de la VI 2
entra agua destilada
(portador) hacia la columna
para quitar impurezas

ELUCION

Para eluir el analito la VI 2
se cambié a posicién de
inyeccion  permitiendo el
flujo del eluyente por la
columna, este sale por el
canal 3 para mezclarse
después en el reactor junto
con el reactivo de Folin —
Ciocalteau y la disolucién de
NaOH 0,5M.
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El producto de esta reaccidén pasé por la celda de flujo y su absorbancia se midié
a una longitud de onda de 730 nm.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacién del espectro de absorciéon del producto de reaccion entre
los analitos y el reactivo de Folin — Ciocalteau

Para saber a qué longitud de onda se debian hacer las mediciones de
absorbancia, se obtuvo el espectro de absorcién UV — Visible del producto de
reaccidn entre el acido galico y el acido tanico y el reactivo de Folin Ciocalteau en

medio basico (NaOH 0.5 M). El barrido se hizo desde 200 a 800 nm y se obtuvo
un maximo de absorbancia a 730 nm.

5.2 Elaboracion de las curvas de calibracion

Como en la literatura se reporta que los resultados obtenidos mediante el método
de Folin — Ciocalteau para la determinacion de polifenoles en uva o vino se
expresan usualmente como equivalentes de acido tanico o acido galico, se
prepararon disoluciones estandar a partir de disoluciones madre de &cido gélico y
4cido tanico de 250 mg L' y se inyectaron en el sistema de inyeccién en flujo,

descrito en la seccién 4.5. El registro de las absorbancias para cada estandar se
muestra en los siguientes fiagramas (figuras 15y 16).

- . v . AL (L e e LR Y
Curva de calibracios de fAcido LANAn

£ . BRGH iG8ppn
L A ior i
fea IhEBRHI § 0 ﬁ
| - oot
: £ « 188 ppe Felly o i }
o : 5; '
1.8888 5 ?ii
A ey i Yathaiy A ey
CAPED Ll 0 iRiRE
' i ;1§*53 t‘=L3
- ] Tivtiet v | l !
’fi 'g%@%"h ﬂJﬁM{!\ ﬁ‘ﬂx L’!' 1'\-.!; IJ gl"__.i 1\».! \_II !'--é ssé {"'4 L
s

Figura 15. Fiagrama de estandares de acido tanico.
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SR E L]
i Curva de calibracion ficido Galico
2. ppRa_ "y
1. BEBH ¥
! Ehppm
12 . 5ppn "
fi 1{"‘ f 'M"x j ‘Li \
2 —had ed e e f Ml =,
a.a668 | ;

i

a.68n

Figura 16. Fiagrama de estandares de &cido galico.

En la tabla 4 se presentan las concentraciones de los estandares utilizados y los
valores de absorbancia promedio obtenidos de la medicion de tres inyecciones

sucesivas para cada estandar. La representacion grafica de ambas curvas de
calibracion se muestra en las figuras 17 y 18.

Tabla 4. Absorbancia promedio medida para cada estandar de acido galico y acido tanico.

125 mgl? | 25 mgl” 50mgLl" | 75mgLl" | 100 mgL™ | 125 mgL™ | 150 mglL™”

Acido galico 0.1455 0.2888 0.5701 0.8822 1.1686 1.4653 1.7467

Acido tanico 0.0381 0.1816 0.6079 | 0.9340 1.2729 1.5390 1.8478
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Acido tanico
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Figura 17. Curva de calibracion de 4cido tanico.
Acido galico
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Figura 18. Curva de calibracion de &cido galico.

Tabla 5. Parametros estadisticos de las curvas de calibraciéon

, . Ordenada al 2 Limite de Intervalo lineal
Estandar Pendiente origen R deteccion

Acido gélico | 0.0125+0.0001 | 0.1517 + 0.0053 | 0.9975 | 8.64mgL" | 125-150mgL"

Acido tanico | 0.0133 + 0.0004 -0.1022 +0.0338 | 0.9980 | 11.2mgL” 12.5-150mg L"
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5.3 Repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio del método de deteccion

Para evaluar la precisién del método de deteccion, se utilizd &cido ténico y se
realizé un estudio de ANOVA de un solo factor. Los datos reportados en la tabla 6
para cada réplica corresponden al promedio de tres mediciones.

Tabla 6. Reproducibilidad intralaboratorio para las mediciones de absorbancia de
estandares de acido tanico 90 ppm.

Dia Réplica1 (mgL™) | Réplica2(mgL™) Suma Media
1 92.50 + 0.61 93.47 £0.34 185.96 £ 0.95 92.98
2 92.48 £ 0.38 93.10 £ 0.34 185.58 £ 0.72 92.79
3 92.70 £ 0.59 91.90 £ 0.69 184.60 £ 1.28 92.30
4 91.71 £0.35 93.69 + 0.46 185.40 £ 0.81 92.70
5 90.91 £ 0.59 91.11 £0.34 182.02 £ 0.93 91.01

Tabla 7. Analisis de varianza de un factor para la medicion de estandares de acido tanico

Fuente Suma de Grados Cuadrado F Probabilidad Valor
cuadrados de medio critico F
libertad
Entre dias 5.0361 4 1.2590 2.12 0.2154 5.19
Dentro de
dias 2.9671 5 0.5934
Total 8.0033 9

La hipétesis nula, Ho, es: no hay diferencia significativa entre los resultados entre

dias y dentro de dias.

Como el valor de F calculado, 2.12, no es mayor al valor critico de F45p-0.05 5.19,
entonces se concluye que no hay una evidencia estadistica de que exista
diferencia significativa entre los resultados obtenidos para las mediciones entre
dias y dentro de dias, por lo que se acepta la hipotesis nula, Ho.

El valor de la repetibilidad relativa fue de 0.83% y el de la reproducibilidad relativa
de 1.04%. A continuacién se muestran los célculos con los que se lleg6 a estos
valores.
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e (Calculo de reproducibilidad y repetibilidad del método de analisis

Repetibilidad (Sr)
Sr? = 0.5934
Sr=0.7703
Reproducibilidad (Swr?)

2 _ 2 2
SWR - Sr + Sr entre dias

g2 _ (MCentre B MCdentro)

- entre dias = m donde nj es el nimero de columnas, 2.

g2 1.2590 — 0.5934

r entre dias — 2

= 0.3328

Swr? = 0.5934 + 0.3328 = 0.9262
Repetibilidad

Sy
%DER = (E) x100

0.7703
%DER = (

— 0
e )xlOO 0.83%

Reproducibilidad

S
%DER = (?) x100

0.9623
92.36

%DER = ( )xlOO — 1.04%
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5.4 Optimizacion de los procesos de extraccion

La extraccién por agitacibn magnética y la extraccion asistida por ultrasonido
fueron estudiadas con la finalidad de extraer la mayor cantidad posible de
polifenoles.

5.4.1 Extraccion por agitacion magnética.

Se hicieron extracciones con tres disolventes diferentes a temperatura ambiente y
50°C, agitando por una hora en todos los casos. Los resultados obtenidos se
muestran en la siguiente tabla.

Tabla 8. Optimizacion del disolvente y la temperatura para la extraccion por agitacion

magnética.
Disolvente Temperatura | mg acido tanico/g
de bagazo
Agua destilada Ambiente 0.21 £0.08
Agua destilada 50°C 1.22 +0.03
Disolucién de NaHCO; Ambiente 1.32 £ 0.02
Disolucion de NaHCO;, 50°C 3.70 £ 0.05
Disolucién amortiguadora de Ambiente 3.12£0.05
carbonatos 0.1M pH=10
Disolucién amortiguadora de 50°C 5.16 £ 0.37
carbonatos 0.1M pH=10

Como puede observarse, la mayor cantidad de miligramos equivalentes de acido
tanico se obtuvo cuando se realizd la extraccibn a 50°C con la disolucidon
amortiguadora de carbonatos pH=10. Por esta razén, se eligié este disolvente

para optimizar el tiempo de extraccion.
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Tabla 9. Resultados para la extraccion de polifenoles con una disolucion amortiguadora de
carbonatos pH = 10, 0.1M a diferentes tiempos y temperaturas.

Temperatura | Tiempo de agitacion mg acido tanico / g de
(minutos) bagazo
Ambiente 15 2.34 £0.02
Ambiente 30 3.69 +0.06
Ambiente 45 3.21 £ 0.01
Ambiente 60 2.46 £ 0.04
50°C 15 6.16 £ 0.15
50°C 30 7.09 £ 0.06
50°C 45 7.03 £ 0.09
50°C 60 6.59 + 0.09

En los resultados mostrados en la tabla 9, se puede observar que el calentamiento
favorece notablemente la extraccion de los polifenoles; sin embargo, los tiempos
de extraccién mayores a 45 minutos propician la oxidacion de estos compuestos y

esto se ve reflejado en una disminucion en el contenido de polifenoles totales.

Por esta razén, para la extraccibn con agitacibn magnética las condiciones
seleccionadas fueron agitar durante 30 minutos controlando la temperatura a

50°C, utilizando una disolucién buffer de carbonatos 0.1M de pH = 10.
5.4.2 Extraccion asistida por ultrasonido

En esta parte de la investigacion se buscd mejorar la eficiencia del método de
extraccion por agitacion empleado anteriormente mediante el uso de bafo de

ultrasonido (sonicacién indirecta) y sonda de ultrasonido (sonicacién directa).
5.4.2.1 Bafo de ultrasonido

Primero se utilizé el bafio de ultrasonido, se hicieron experimentos utilizando como
disolventes NaHCO3; 0.1M y una disolucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M de
pH=10. Para cada disolvente se probaron tiempos de 10, 20 y 30 minutos de

irradiacién continua.
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Tabla 10. Extraccion de polifenoles a diferentes tiempos y con dos disolventes diferentes
utilizando un baio de ultrasonido.

Disolvente Tiempo de mg eq. acido tanico/ g de bagazo
irradiacion (minutos)
NaHCO; 0.1M 10 0.37 £0.02
NaHCO; 0.1M 20 0.68 = 0.01
NaHCO; 0.1M 30 0.69 £ 0.02
Disolucién amortiguadora 10 1.09 + 0.01

carbonatos 0.1M pH=10

Disolucién amortiguadora 20 1.68 + 0.01
carbonatos 0.1M pH=10

Disolucién amortiguadora 30 1.68 £ 0.01
carbonatos 0.1M pH=10

Al comparar estos resultados con los que se obtuvieron con el método de
agitacion magnética, es evidente que la extraccion mediante bafio de ultrasonido
no es un buen recurso si se busca extraer la mayor cantidad de polifenoles
posible, ya que las concentraciones que se detectan son mucho mas bajas en
comparacién con la extraccibn que se realiza por el método de agitacidén
magnética. Por ejemplo, si comparamos el resultado de la extraccion por agitacién
a 50°C por media hora, con el de la extraccion por bafo de ultrasonido con media
hora de irradiacion, ambos con una disolucién amortiguadora de carbonatos pH =
10 como extractante, podemos observar que la cantidad de polifenoles por gramo
de bagazo es 422% mayor en el extracto obtenido por agitacidén y calentamiento.
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Figura 19. Comparacion entre la extraccion por agitacién magnética a 50°C y la extraccion
mediante bafo de ultrasonido, ambas por 30 minutos.

Al no obtener una mejoria en la eficacia de extraccion con el bafo de ultrasonido,
se decidié trabajar con la sonda de ultrasonido que tiene la ventaja de que la
irradiacion esta focalizada sobre la muestra.

5.4.2.2 Sonda de ultrasonido

En este caso hay varias variables que se optimizaron como los ciclos de
irradiacién — no irradiacion, el tiempo total de extraccién y la potencia a la que se
irradia.

Los primeros experimentos tuvieron como finalidad conocer como influia el tiempo
total de irradiacidén en la cantidad de polifenoles totales que se determinaba en las
muestras y de esta manera decidir si era conveniente o no el uso de la sonda de
ultrasonido para mejorar la eficacia de la extraccién. El ultrasonido genera
procesos oxidativos, por lo que un tiempo de irradiacion prolongado podia dar
como resultado una menor concentracién de polifenoles. Ademas, también es
necesario tener control sobre la temperatura: si ésta aumenta por encima de 50°C

aproximadamente, los polifenoles dejan de ser estables y se descomponen.
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En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para la optimizacion del
tiempo total de irradiacién para la extraccién de polifenoles de las muestras de
bagazo de uva. El extractante utilizado fue la disolucibn amortiguadora de
carbonatos de pH = 10, ya que en los experimentos anteriores se vio que se

obtenian mejores resultados con éste, ya que el medio se encuentra amortiguado.

Para la optimizacién del tiempo de irradiacion, se utilizaron ciclos de 40 segundos
de irradiacion por 20 segundos de no irradiacion hasta completar el tiempo total
para cada experimento

Tabla 11. Optimizacion del tiempo total de irradiacion. Potencia total de la sonda: 30%

Tiempo total de mg acido tanico /g
irradiacion (minutos) de bagazo
2 8.68 £ 0.1
3 8.92 + 0.1
4 9.51£0.2
6 12.65 £ 0.1
8 11.12+£01
10 10.25+£0.1

También se utilizé la sonda al 50% de su potencia total, en este caso los tiempos
totales de irradiacién ensayados no excedieron los 6 minutos ya que si se irradia

mas tiempo, la temperatura de la muestra supera los 50°C y los polifenoles se
descomponen.

Tabla 12. Optimizacion del tiempo total de irradiacion. Potencia total de la sonda: 50%

Tiempo total de mg acido tanico /g
irradiacion (minutos) de bagazo
1 2.23+0.1
2 411 +£01
3 4.93 +0.1
4 6.04 + 0.1
5 8.52 + 0.1
6 7.92 £ 0.1
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Figura 20. Comparacion de los resultados obtenidos para la extraccion de polifenoles con un
tiempo total de irradiacién de seis minutos, utilizando la sonda a 30% y 50% de su potencia.

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 12, se puede ver que si se
aumenta la potencia de la sonda a 50% no se consigue una mejora en la eficiencia
de la extraccion. En la grafica presentada en la figura 20 se hace la comparacion
con los experimentos en los que se irradiaron las muestras por 6 minutos,
utilizando la sonda al 50% de su potencia se disminuye la cantidad de polifenoles
extraidos por gramo de bagazo en un 37.4% respecto al resultado obtenido
cuando se trabajé con el 30% de potencia. Esto se debe a que cuando se
aumenta la potencia se producen mayores efectos de oxidacién en los polifenoles

por el ultrasonido, ademas de que la temperatura en la muestra aumenta con
mayor velocidad.

5.4.2.2.1 Optimizacion de los ciclos de irradiacién — no irradiacién

Como siguiente paso, se realizé la optimizacién de los ciclos de irradiacién — no
irradiacion, para lo cual se utilizo el programa Statgraphics® para hacer un disefio
de experimentos factorial 2° en el que los factores de entrada fueron el tiempo de
irradiacion y el tiempo de no irradiacién y el factor de respuesta fue la
concentracion (mg 4cido tanico/g de bagazo).
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El software genero siete experimentos aleatorios, con cuatro de ellos se estudian
los puntos maximos y minimos, mientras que los otros tres corresponden a los

puntos centrales con los que se calcula la precision.

El intervalo establecido para los tiempos de irradiacion fueron de 20 a 60
segundos y para los tiempos de no irradiacion, de 5 a 40 segundos.

Los experimentos se realizaron el mismo dia bajo las condiciones optimizadas
anteriormente: disoluciéon reguladora de carbonatos pH=10 0.1 M como
extractante, 6 minutos totales de irradiacion utilizando la sonda al 30% de su
potencia total. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Disefio de experimentos 2° para optimizar los ciclos de irradiacion — no irradiacion
de la extraccion asistida por ultrasonido.

Numero de Tiempo de Tiempo de no irradiacién mg acido tanico/g
experimento irradiacion (s) (s) bagazo
1 20 40 10.67 £ 0.1
2 40 22.5 12.25+ 01
3 40 22.5 11.29 £ 01
4 40 22,5 10.58 + 0.1
5 20 5 11.31£ 01
6 60 40 9.88 + 0.1
7 60 5 10.77 £ 01

El gréfico de pareto, permite visualizar cual de los factores tiene un mayor impacto
sobre el resultado de la extraccién. Si alguno de los factores traspasa la linea
vertical que representa el test de 95% de significancia, quiere decir que tiene un
efecto considerable en la extraccién; esto también se comprueba con los valores P
obtenidos mediante el analisis de varianza que se muestra en la tabla 14, para que
alguno de los factores 0 ambos tengan una contribucion significativa, el valor P
debe ser menor a 0.05. Como puede observarse en la figura 21, ninguno de los
factores traspasa este limite, por o que se concluyd que los ciclos de irradiacion —

no irradiacion, no contribuyen de forma significativa en la eficacia de la extraccion.
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Grafico de Pareto estandarizado para absorbancia
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Figura 21. Grafico de Pareto obtenido mediante el software Statgraphics.

Tabla 14. Analisis de varianza para el disefio de experimentos.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Valor F Valor P
cuadrados libertad medio
A:irradiacion 0.002 1 0.002 0.30 0.6193
B: no irradiacion 0.005 1 0.005 0.87 0.4200
AB 8.1 E-7 1 8.1 E-7 0.00 0.9910
Error 0.016 3
Total 0.022 6

En los resultados de la tabla 13 se observa que los ciclos de irradiacion — no
irradiacién, con los que se obtiene una mayor extraccion son 40 - 22.5y 20 — 5. Si
se eligiera el ciclo de 20 — 5, se requeriria de un mayor numero de ciclos para
completar el tiempo total de extraccidn y no se obtendria una mejora importante en
el resultado. Por lo tanto, debido a que se vio que los ciclos no tienen una
influencia significativa en el resultado de la extraccion, se decidié continuar
utilizando el ciclo de 40 segundos de irradiacion y 20 segundos de no irradiacién

como en los ensayos anteriores.
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5.5 Efecto del ultrasonido en el estandar de acido tanico

Para evaluar la influencia de la energia de ultrasonido sobre el estandar de
referencia, se preparé una disolucion de acido tanico con una concentracion de 90

mg L.

Se tomaron tres alicuotas de 10 mL, de cada una 5 mL se sometieron al proceso
optimizado de extraccion asistida por ultrasonido y se midié su absorbancia por
triplicado con el sistema de analisis por inyeccién en flujo. Los otros 5 mL se
midieron por triplicado sin haber sido irradiados, esto con la finalidad de hacer una
comparacioén de los resultados con y sin ultrasonido.

Tabla 15. Concentracion de disoluciones estandar de acido tanico

Estandar Concentracion en Concentracion en % Recuperado
mg L™ (Con mg L™ (Sin
ultrasonido) ultrasonido)
1 88.16 £ 0.4 91.35+0.8 96.50 + 0.84
2 83.38+0.5 86.83+0.4 96.03 £ 0.70
87.10+£0.4 93.74 £ 0.9 92.91 £0.94

Los resultados muestran recuperaciones promedio de 95.15% por lo que se
comprueba que la concentracion de acido tanico no se ve afectada por la

aplicacion de energia de ultrasonido.
5.6 Cuantificacion en piel, pulpa y semillas de uva roja

Para conocer la proporcion de polifenoles que se encuentra en cada parte de la
uva, se llevé a cabo la extraccién asistida por ultrasonido con las condiciones

optimizadas anteriormente, en muestras de 1g de piel, pulpa y semillas.

Los resultados se muestran en el grafico de barras de la figura 22, el cual permite
realizar una comparacion mas clara del indice de polifenoles en cada parte

analizada.

Con este experimento se verifica que el mayor contenido de polifenoles se

encuentra en la semilla, por esta razén es tan comun que se comercialice el
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extracto de semilla de uva como suplemento alimenticio antioxidante o como

ingrediente de productos cosméticos.
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Figura 22. Grafico comparativo del contenido de polifenoles en semilla, pulpa y piel de uva roja.
También se compara la extraccion en bagazo de uva utilizando agitacién magnética (AG) y
ultrasonido (US).

En el grafico 22 se muestra también la diferencia entre la extraccion de polifenoles
en bagazo de uva con el método de agitacion magnética y el método de

ultrasonido.

Al utilizar la sonda de ultrasonido se mejora la extraccion en un 78% en

comparacién con la extraccion tradicional.

5.7 Repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio del método de

extraccion.

Con la finalidad de establecer la precision del método de extraccion asistida por
ultrasonido, se realiz6 un estudio de ANOVA de un solo factor.

El mismo procedimiento descrito en la seccion 5.3 se realiz6 utilizando extractos
de bagazo de uva en vez de estandares de acido tanico.
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El valor de la repetibilidad relativa fue de 2.45% y el de la reproducibilidad relativa
de 7.52%.

5.8 Evaluacion de interferencias

Para evaluar si existen interferencias en los extractos para la cuantificacion de
polifenoles por el método de analisis por inyeccién en flujo, se realizaron
fortificaciones en muestras de extractos de piel, semillas y bagazo de uva. Las
fortificaciones se hicieron afadiendo una concentracion conocida de 20 mg L
(considerando el efecto de dilucién) de una disolucién estandar de acido tanico a
los extractos que se obtuvieron después de irradiar las muestras con la sonda de
ultrasonido; se midié la absorbancia de un extracto sin fortificar y otro fortificado y
a partir de este resultado se calcula el % de recuperacién, se considera como el
100% la concentracién obtenida en el extracto sin fortificar + 20 mg L™ y con la
concentracion del extracto fortificado se obtiene el % de recuperacion.

Tabla 18. Porcentajes de recuperacion para las fortificaciones en extractos de bagazo,
semilla y piel de uva roja.

Muestra Concentracion Concentr?_<_:1i6n %
enmg L (fir:t:?iga da) recuperacion
Semilla | 1377.18 +19.50 | 1435+4512 | 102.76 +2.97
Piel 304.77 £9.25 | 301.77+8.83 | 93.03 +3.51
Bagazo | 487.45+12.82 | 482.04+16.45 | 95.00 +2.84

Los resultados que se reportan en la tabla anterior muestran recobros promedio de
102.76 = 2.97% para los ensayos con semilla, 93.03 £ 3.51 % con piel y 95.00 *
2.84% con bagazo, cuando se fortificaron los extractos con 20 mg L de &cido
tanico. Por lo tanto, la aplicacién de ultrasonido para la obtencién de extractos de

uva no afecta la cuantificacion de los analitos de manera significativa.

El procedimiento de fortificacién también se realiz6 en muestras de bagazo, piel y
semilla antes de someterlas al proceso de extraccion asistida por ultrasonido para
analizar si se pierde una cantidad considerable de analitos durante dicho proceso.
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Los resultados se expresan en este caso como mg equivalentes de acido tanico /
g de bagazo, ya que no se pesd exactamente la misma cantidad de muestra para
cada ensayo.

Tabla 19. Porcentajes de recuperacion para las fortificaciones en muestras de bagazo,

semilla y piel de uva roja.

Concentracion Concent,r acion %
Muestra | en mg tanico/ | " M3 tanico/ g
bagazo g bagazo recuperacion
g (fortificada)
Semilla 38.04 + 1.1 35.76 +1.02 | 92.55+7.09
Piel 7.16+0.2 7.63+0.2 98.42 +6.13
Bagazo 10.74 + 0.1 11.16 +0.2 97.44 +1.53

Las recuperaciones cuando se adicionan 20 mg L™ de &cido tanico a las muestras
junto con el extractante (disolucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH = 10)
fueron en promedio: semilla 92.55%, piel 98.42% y bagazo 97.44%.

Lo anterior indica que durante la extraccion no se pierde una cantidad de analito
que afecte considerablemente su determinacion mediante la configuracién de

analisis por inyeccion en flujo.

5.9 Extraccion en fase soélida acoplada a un sistema de inyeccion en flujo:

resultados preliminares.

Para acoplar la minicolumna para extraccién en fase sélida se hicieron varios

pasos de optimizacion:

a) Calibracion: se llevaron a cabo experimentos de calibracién utilizando seis
estandares con concentraciones de 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg L' para
acido tanico y acido galico. Las medidas de todos los estandares se realizaron
por triplicado y se utiliz6 NaOH a pH 10 para eluir los analitos de la columna.
Se observd que la extraccion de acido galico presenta un comportamiento
lineal (A=0.0019C + 0.0008 y R?=0.9948) en el intervalo de concentraciones
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estudiado mientras que el acido tanico se ajusta mas a una tendencia
polinomial (A=3x10°C"%%% y R?=0.9926).

La diferencia entre los comportamientos observados entre la curva de acido
tanico sin columna (figura 17) y la curva de acido tanico con columna (figura
24) se debe principalmente al tamafio de la molécula y el aumento de la
dispersion en el sistema FIA originado por la columna. El acido tanico es una
molécula muy grande como se mostré anteriormente en la figura 3, por esta
razén es mas complicado que pueda ser eluido de la columna y tarda mas
tiempo.

El acido galico en cambio, es una molécula mas pequena (figura 3) y tiene
menos grupos OH que interaccionen con el grupo funcional de la columna (-
CH>-CH2 NH2) por lo que puede ser eluido con facilidad, presentando asi un

comportamiento lineal sin columna (figura 18) y con columna (figura 23).

y =0.001x + 0.000

0.3000 -
0.2500 &

©
'S 0.2000 /
©
£ 0.1500 /
2
£ 0.1000

0.0500

0.0000

0 50 100 150 200

Concentracion (mg L-1)

Figura 23. Curva de calibracion para la elucién de acido galico con NaOH pH = 10

52



Capitulo 5 | Resultados y analisis

0.1600 ‘ y = 3E-06x1692
2 _
0.1400 R%=0.992

0.1200

0.1000 /
0.0800 /
0.0600

0.0400 /‘

0.0200
/

0.0000

Absorbancia

0 200 400 600 800
Concentracion (ppm)

Figura 24. Curva de calibracion para la elucién de acido tanico con NaOH pH = 10

b) Influencia del amortiguamiento del pH: se realizaron nuevamente las curvas
de calibraciéon usando una disolucién reguladora de fosfatos 0.1M a pH 8 y

otro de carbonatos 0.1M a pH 10, como eluyentes.

) 1- e :1_ ‘ir_‘-ﬁ pKa =10
Ao s’ o
" I '_!"f-_..:.... 0 T
S e S Sy S o0 OH pKaz45
x _:].I- i . Bl
wYw "o OH o pKa =10
" Acidotanico Acido galico

|
— Si—CH;CH,CH,NH; pKa=198

Grupo funcional aminopropil

Figura 25. pKa de los analitos y del grupo funcional del sorbente empleado para la
retencién.
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Como se observa en las figuras 25 y 26, el pH de elucion tiene una mayor
influencia para el acido tanico. Esto se debe principalmente al tipo de
interacciones que tiene esta molécula con el grupo aminopropil de la

columna cuyo pKa es de 9.8 (figura 25).

Wang y sus colaboradores (2010) reportan que el punto isoeléctrico del
acido tanico es aproximadamente 4.5 y por lo tanto a valores de pH
mayores a 4.5 el 4cido tanico se encuentra como una especie cargada
negativamente; el pH de retencién fue 6 por lo que tanto el acido tanico
como el grupo funcional del sorbente estan en su forma iénica y hay una

fuerte interaccidn electrostatica.

A pH 8, la amina se encuentra como NHs" por lo que la interaccion
electrostéatica entre el acido tanico y el sorbente es alta y por lo tanto resulta
dificil eluirlo de la columna ya que ademas, también existen interacciones

debidas a puentes de hidrégeno.

A pH 10, el grupo aminopropil se desprotona quedando como NH,, como
esta es su forma neutra se elimina la interaccion electrostatica quedando
sélo interacciones por puente de hidrogeno que son mas faciles de romper.
Esto explica que a pH 10 el acido tanico puede eluirse aproximadamente el
doble que a pH 8.
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Elucion con buffer de fosfatos pH 8 0.1M
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Figura 26. Comparacion de los resultados obtenidos para la elucion de acido galico y acido tanico
utilizando una disolucion reguladora de fosfatos 0.1M de pH 8.
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Figura 27. Comparacion de los resultados obtenidos para la elucion de acido galico y acido tanico
utilizando una disoluciéon amortiguadora de carbonatos 0.1M pH de 10.
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En el caso del acido galico, a pH 10 se eluye en promedio un 38% menos que
cuando se utiliza a pH 8. Mediante un contraste con el estadistico t de student, se

determing si la diferencia entre las medias era significativa.

Se realiz6 el célculo con las mediciones de absorbancia del estandar de 140 mgL
encontrandose que t = 28.20 y el valor de tablas para 4 grados de libertad es de t4
= 2.78 a un nivel de significancia del 5%, por lo que la diferencia en los resultados
es estadisticamente significativa y no se debe a errores en la medicién. Las

formulas para realizar este célculo se muestran en el Anexo |.

Con lo anterior, se deduce que el acido galico tiene un pH maximo de elucidén
alrededor de 8 y con pH mas altos la elucién presenta un comportamiento
decreciente. Es necesario evaluar posteriormente la elucién a valores de pH mas

bajos para poder comprender mejor el comportamiento del &cido galico.

c) Analisis de mezclas de acidos tanico y galico: para evaluar la respuesta del
método al retener los dos analitos simultdneamente, se midié la
absorbancia de cinco estdndares que contenian acido galico de
concentracion fija (100 mg L) y 4cido tanico cuya concentracion fue de 1 a
5 veces la del acido galico. Se observd que a pH 8 la sefial del 4cido galico
aumenta un 9.6% en presencia de acido tanico con la misma concentracién.
Cuando la proporcion es 1:5 (4cido galico: acido tanico) la interferencia del
acido tanico es mayor al 45%.
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Figura 28. Elucién de mezclas de acido galico con una concentracién de 100 mg L™ con diferentes
concentraciones de acido tanico.
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6. CONCLUSIONES

. El método propuesto para la extraccién de polifenoles en uva asistido por
ultrasonido, con un disolvente no organico, permite que el tiempo de
extraccion disminuya un 80%, en comparacién con el método tradicional de
agitacion magnética (30 minutos por agitacién y 6 minutos por ultrasonido);
ademas permite extraer los polifenoles con una mayor eficiencia ya que,
como se puede apreciar en los resultados, la concentraciéon de polifenoles
totales detectada se incrementa en un 78%.

. El tiempo y la potencia de irradiacién influyen en la estabilidad de estos
compuestos ya que pueden oxidarse y por lo tanto la concentracion que se
detecta sera menor.

. El analisis por inyeccién en flujo, permite realizar un promedio de 32
determinaciones por hora, reduce la intervencion humana durante el
analisis, por lo que se tiene una buena repetibilidad y reproducibilidad
(0.83% y 1.04% respectivamente).

. La extraccién en fase solida de acido tanico y acido galico se acopld en
linea a un sistema de analisis por inyeccién en flujo, mediante una
minicolumna de 1cm de longitud empacada con un adsorbente de tipo
aminopropil. Esta columna tiene la ventaja de ser reutilizable durante un
promedio de 30 andlisis, lo cual representa un ahorro considerable de
cartuchos para extraccion en fase sélida.

. El mecanismo de elucidén es dependiente del pH, por lo que es importante
amortiguar el medio.

. ApH 10 se logra eliminar la interaccién electrostatica entre el acido tanico y
el grupo funcional aminopropil de la columna, por lo que se puede eluir
mejor. Sin embargo, el pH 6ptimo para eluir acido gélico es 8.
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7. EXPECTATIVAS

La parte de la investigacion en donde se estudia el acoplamiento de una
minicolumna al sistema de analisis por inyeccidén en flujo sigue en desarrollo. El
objetivo principal de esta minicolumna es integrar un paso previo de
pretratamiento en linea de la muestra al sistema FIA para la determinacion de
polifenoles en extracto de uva. De esta forma, se podrian cuantificar estos
compuestos de forma mas especifica ya que con la reaccion de Folin — Ciocalteau
s6lo podemos tener una aproximacién (indice de polifenoles totales).

Una de las dificultades encontradas al trabajar con estandares de 4cido tanico, fue
que por el tamafio de la molécula resulta complicado poder retenerlo y eluirlo
adecuadamente. Por esta razon, se propone también acoplar un paso en el que el
acido tanico se hidrolice y asi poder retenerlo y eluirlo como acido galico que es
una molécula mas pequena y, como se vio en los resultados de la seccién 5.9, se
eluye mejor que el &cido tanico a pH 8 que resulta menos agresivo para la

columna.
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EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE
POLIFENOLES EN HOLLEJO DE UVA

Lidia Escutia Guadarrama, Maria del Pilar Canizares Macias

RESUMEN

La determinacion de antioxidantes en alimentos es cada vez
més importante debido a que pueden proteger a las célu-
las contra los efectos de agentes externos. Los compuestos
fendlicos son antioxidantes que se encuentran en una gran
variedad de alimentos, siendo la uva una de las frutas que
contiene mayor concentracion.

La industria vinicola produce una gran cantidad de desechos
de uva. Estos no son generalmente utilizados o suelen usarse
como composta. Aunque la mayoria de los fenoles proceden-
tes de la uva se encuentran en los productos finales (princi-
palmente vino), una parte queda en el hollejo de la uva que
podria ser aprovechado para extraerlos y generar suplemen-
tos alimenticios. Aunque hay muchos métodos para extraer
polifenoles en uva, éstos son muy largos y en la mayoria de
los casos la eficiencia de la extraccion no es alta.

La aplicacion de energias alternas no contaminantes, como el
ultrasonido, para mejorar los métodos de extraccién ha sido
utilizada en algunas muestras, pero todavia no se ha extendi-
do su uso debido a la novedad de la técnica.

En este trabajo se realiz6 un estudio para la extraccion de po-
lifenoles en residuos de uva utilizando como agente extractor
una disolucién amortiguadora de carbonatos y dos métodos
de extraccion diferentes: agitacion magnética y ultrasonido.
La cuantificacion se llevé a cabo con un sistema automético
de andlisis por inyeccion en flujo, que permitié una frecuen-
cia de muestreo de 36 determinaciones por hora. La con-
centracion de polifenoles en los extractos de bagazo de uva
cuando se aplico energia de ultrasonido fue mayor al 40% y
el tiempo de extraccion disminuy6 un 80%.

Palabras clave: uva, ultrasonido, extraccién, polifenoles
INTRODUCCION

En los Gltimos afos, se ha incrementado el interés por co-
nocer los alimentos que contienen entre sus constituyentes

Facultad de Quimica, Departamento de Quimica Analitica. Universidad Nacional
Auténoma de México. México. D.F., 04510, México.
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compuestos antioxidantes, ya que éstos contrarrestan los
efectos ocasionados por los radicales libres que se producen
cuando el organismo esta expuesto a radiaciones, contami-
nacioén ambiental o sustancias téxicas. La ingesta de antioxi-
dantes alimenticios potencia la proteccion contra dichos ra-
dicales libres, ya que ayudan a retrasar el envejecimiento de
las células y protegen de las mutaciones celulares [Galati y
O’Brian, 2004; Rodriguez Montealegre et al., 2006].

Los compuestos fendlicos poseen propiedades antioxidantes
y se encuentran en muchas frutas y verduras. En la actuali-
dad, la industria del vino estd interesada en la extraccion de
polifenoles a partir de los residuos de uva con el objetivo de
utilizarlos como suplemento alimenticio.

Los métodos de extraccion de fenoles mas utilizados en la in-
dustria de la alimentacion se han enfocado a las extracciones
clasicas como Soxhlet y liquido-liquido, que requieren tiem-
pos de extraccion largos y grandes cantidades de disolventes
organicos [Bonilla et al., 1999].

La aplicacion de energfa de ultrasonido en los procesos de ex-
traccién ha permitido mejorar la eficiencia, el tiempo del proce-
so y disminuir o eliminar a los disolventes mas toxicos [Novak,
Ivana et al., 2008; Valdez-Flores, Claudia y Canizares Macias,
M.P., 2007; Herrera, M.C. y Luque de Castro, M.D., 2004].

El intervalo de frecuencia en el que se utiliza el ultrasonido
para ensayos no destructivos oscila entre los 0.5MHz y los
20MHz. El principio fisico se basa en el proceso de cavita-
cién que se origina por procesos de compresion y expansion,
debido a que se genera una presién negativa en el liquido
provocando bolsas de aire que se expanden hasta un tama-
fio critico para colapsar finalmente. Dentro de la burbuja, la
presion aumenta hasta 1000atm y la temperatura es mayor a
5000°C. El incremento en la presion favorece la penetracion
del disolvente y las temperaturas alcanzadas favorecen la
solubilidad de los compuestos. La irradiacién con ondas de
ultrasonido provoca una alteracién fisica en las membranas
permitiendo que el drea de contacto entre la fase sélida y
la fase liquida sea mayor y, por lo tanto, se facilite la trans-
ferencia de los componentes deseados hacia el disolvente.
[Azuola, R. y Vargas, P., 2007].
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Para evaluar la eficiencia de la extraccion de polifenoles to-
tales en uva, éstos deben ser cuantificados. Uno de los mé-
todos mas comunes es por medio de la reaccion redox pro-
puesta por Folin-Ciocalteau. Esta consiste de una disolucién
de fosfomolibdato y fosfotungstato con constituyentes meta-
licos oxidados con valencia +6. Los fenoles reducen este
reactivo a un complejo azul de molibdeno-tungsteno cuya
intensidad azul es directamente proporcional a la concentra-
cion de polifenoles en la muestra analizada [Hajimahmoodi,
M. et al., 2008]. Este método se ha automatizado utilizando
configuraciones de flujo continuo que han permitido mayor
nimero de andlisis por unidad de tiempo y menor gasto de
reactivos y desechos [Celeste, M. et al., 1992].

En esta investigacion se realiz6 un estudio para extraer poli-
fenoles del hollejo de uva aplicando energia de ultrasonido
con un dispositivo tipo sonda. El método se comparé con la
extraccion asistida por agitacion y calentamiento. Para evitar
utilizar disolventes toxicos, las extracciones se realizaron con
disoluciones de carbonatos a pH 10. También se comparé
la cantidad de polifenoles totales provenientes de distintas
partes de la uva: piel, semilla y pulpa.
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NaHCO, y Na,CO,, marca Baker. El pH se ajust6 con NaOH
(Baker).

Para la cuantificacion de polifenoles se utilizé una dilucion
1:10 del reactivo de Folin-Ciocalteau de Merck. La curva de
calibracion se prepar6 a partir de una disolucion madre de
500ug/mL de 4cido tanico (Sigma-Aldrich).

Preparacion de las muestras
Se analizaron uvas rojas de mesa variedad “red globe” prove-
nientes de Sonora, México.

Para el estudio de optimacion, se moli6 la uva entera con
una licuadora casera y se filtré. El bagazo se seco y se utilizé
un gramo de éste para cada experimento. Una vez que se
optimizo el método ultrasénico, se evaluo el contenido de
polifenoles en la piel y las semillas.

METODOS

Extraccion de polifenoles en hollejo de uva

Para evaluar las caracteristicas del método de extraccion de
polifenoles por ultrasonido, los resultados de éste se compa-
raron con los obtenidos por agitacion magnética sin aplicar
ultrasonido. En todos los métodos de extraccion, los extrac-
tos se centrifugaron por 20min a 4000rpm vy se llevaron a un
volumen final de 25mL para su cuantificacién. En algunos
casos, fue necesario hacer diluciones.

Extraccion por agitacion magnética (EAM): para este estu-
dio, se evaluaron dos extractantes (bicarbonato de sodio
0.1moles/L y tampé6n de carbonatos 0.1moles/L) a diferen-
tes temperaturas (25°C y 50°C) y tiempos de extraccién
(15min, 30min y 60min). Se utilizaron 20mL de extrac-
tante.

Extraccion asistida por ultrasonido (EAUS): A un gramo de
hollejo de uva se afadieron 20mL de tamp6n de carbonatos
y se introdujo la sonda de ultrasonido 2cm por debajo del
volumen méximo de extractante. Se aplicé ultrasonido con
una amplitud de 120W durante 6min, con ciclos de 40s de
irradiacion y 20s de no irradiacion.

Determinacion de polifenoles

Para la cuantificacion de polifenoles en los extractos pro-
venientes de uva, se utilizé una configuracion de andlisis
por inyeccién en flujo (FIA) que ha sido utilizada en va-
rios articulos cientificos [Celeste, M. et al., 1992; Caniza-
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res, M.P., Luque de Castro, M.D., 1996]. En la Figura 1 se
muestra la configuracion utilizada. Se inyectaron 100uL
de los extractos, por medio de la vélvula de inyeccion,
dentro de un portador de agua para confluir primero con el
reactivo de Folin-Ciocalteau (diluido 1:10) y después con
un flujo de NaOH 0.1moles/L. A lo largo de un reactor de
100cm y 0.5mm de diametro interno, se llevé a cabo la
reduccion del reactivo al complejo azul de molibdeno que
se midié a 730nm. La curva de calibracion se hizo con 4ci-
do tanico por ser el fenol mayoritario en uva. El intervalo
lineal fue de 12mg/L a 150mg/L con una regresion lineal
de 0.998 y una frecuencia de muestreo de 36 determina-
ciones por hora.

Muestra

Agua

Folin-

. | Vdlvula de
Ciocalteau|

inyeccién

Detector
730 nm

NaOH |
=1
Bomba peristdltica

desecho

Figura 1. Configuracion de analisis por inyeccion en flujo para
determinar polifenoles totales en uva.

RESULTADOS

Con el objetivo de utilizar disolventes menos perjudiciales
para el medio ambiente, se hizo el estudio de extraccion de
polifenoles utilizando disoluciones acuosas a un pH alcalino
para favorecer la extraccion de éstos.

Optimizacion de los procesos de extracciéon

EAM

Seleccién del extractante y condiciones de extraccién

Se evaluo la extraccion con agua destilada (pH cercano a 7),
bicarbonato de sodio (pH cercano a 8) y un tampén de fosfa-
tos (pH cercano a 10) a dos temperaturas: 25°C y 50°C. Los
resultados mostraron que cuando se utiliza el buffer de car-
bonatos la concentracion de polifenoles, aumenta un 30%
con respecto al bicarbonato y un 70% en comparacion con
el agua. El aumento de la temperatura también favorecio la
extraccion de polifenoles aumentando un 30% cuando la ex-
traccion se hace a 50°C. Se evaluaron temperaturas mayores,
pero se obtuvieron concentraciones menores por la oxida-
cién de los compuestos extraidos. En la Figura 2 se muestran
los resultados.
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Figura 2. Comparacion de extractantes utilizando EAM.

Para evaluar el mejor tiempo de extraccién se utilizaron las
condiciones éptimas de extraccion: tampon de carbonatos pH
10 a 50°C. El tiempo de extraccion se evalu6 en un intervalo
entre 10min y 60min. La concentracion de polifenoles fue ma-
yor al aumentar el tiempo de extraccion, pero a partir de 30min
ésta disminuyo, por lo que se seleccion6 ésta como 6ptima.

EAUS

Para la extraccion con ultrasonido se utilizé6 como extractan-
te 20mL del tampon de carbonatos de pH 10. Los parametros
que se evaluaron fueron: amplitud y ciclos de irradiacion y
no irradiacion.

Estudio de amplitud

Para la optimizacion de la amplitud, se hicieron pruebas pre-
vias a diferentes amplitudes para establecer el intervalo de es-
tudio. Cuando se utilizaba una potencia superior a los 200W,
el extracto que se obtenia era muy viscoso y de dificil manipu-
lacion; y con amplitudes inferiores a 100W, la concentracién
de polifenoles en los extractos era muy baja comparada con la
EAM. Asi, se decidi6é evaluar dos amplitudes: 125W y 200W
a diferentes tiempos de extraccion. En la Figura 3 se mues-
tran los resultados obtenidos. Con una potencia de 200W se
extrajo la maxima concentracion de polifenoles a los 5 minu-
tos, pero, después de este tiempo, la concentracion disminuyd
debido a la oxidacion de los polifenoles por los ultrasonidos.
Por otra parte, al aplicar 125W la concentracion maxima de
polifenoles fue a los 6 minutos de extraccion, disminuyendo
su valor después de este tiempo. Con una amplitud de 125W y
6 minutos de extraccion, se extrae un 33% mas de polifenoles
que cuando se aplica el ultrasonido a 200W por 5 minutos.
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Figura 3. Estudio de la amplitud (W) y tiempo de irradiacién de
ultrasonidos para la extraccion de polifenoles totales en uva.
() 120W; (9 200W.

Con las condiciones 6ptimas se evalué también la extraccion
con metanol a diferentes proporciones, pero los resultados
mostraron una disminucién cercana al 80% en la concentra-
cion de polifenoles.

Evaluacién de los ciclos de irradiacién-no irradiacion

La aplicacion de ultrasonido en antioxidantes puede conducir
a la oxidacion de éstos debido a las vibraciones moleculares.
Por esta razén, es necesario evaluar no solo el tiempo de irra-
diacion, sino intervalos de no irradiacion. Se hizo un diseiio
factorial 2? y se encontraron las condiciones 6ptimas por medio
de un estudio estadistico de ANOVA. Se evalu6 un intervalo
de irradiacion de 20s a 60s y de no irradiaciéon de 5s a 40s,
de acuerdo a estudios preliminares. El diseiio se realizé a las
dos amplitudes seleccionadas: 125W y 200W. De acuerdo al
estudio de ANOVA, el tiempo de descanso era importante para
evitar la sobreexposicion al ultrasonido, pero con descansos de
no irradiacion superiores a 20 segundos no hubo diferencia en
la concentracién cuantificada de polifenoles en los extractos.

Por lo tanto, las condiciones 6ptimas para extraer polifenoles de
hollejo de uva fueron: amplitud 125W, ciclos de irradiacién/no
irradiacion de 40s/20s y un tiempo de extraccion de 6 minutos.

Comparacion de los métodos de extraccion

Los resultados mostraron que la eficiencia de extraccion me-
jora al aplicar energia de ultrasonido: el contenido de polife-
noles totales en el residuo de uva (hollejo) es un 44% mayor
que cuando sélo hay agitacion magnética y calentamiento,
como se observa en la Figura 4.
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Figura 4. Concentracion de polifenoles totales en extractos de
residuos de uva (bagazo) obtenidos por EAM (& y EAUS @).

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos utilizando EAUS
en diferentes partes de la uva. La semilla de uva es la que
contiene mayor cantidad de polifenoles por gramo, mientras
que la pulpa so6lo contiene el 2% de este valor. También es
importante el resultado obtenido para el hollejo, ya que la
concentracion de polifenoles encontrada es relativamente
alta en comparacién con la de piel (34% mayor), lo que de-
muestra la importancia de tratar estos residuos.

45
&O
3
=
=
2
s
a
o0
£ 8.28
0 piel semilla bagazo

Figura 5. Concentracion de polifenoles totales en diferentes
partes de la uva, utilizando EAUS.

CONCLUSIONES

En este trabajo se comprueba que la energia de ultrasonido fa-
vorece los procesos de extraccién en muestras solidas. En este
caso, la eficiencia de extraccion aument6 en un 40% y el tiem-
po de andlisis disminuyé de 30 minutos a tan s6lo 6 minutos.

Los resultados muestran que la aplicacion de ultrasonido en
residuos de uva favorece la obtencién de extractos con alto
contenido de polifenoles, ademas de poder utilizar extractan-
tes no toxicos y de facil manipulacion.
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Limite de deteccion

Se define como la concentracion del analito que proporciona una senal igual a la
del blanco, yg, mas tres veces la desviacién estandar del blanco, Sg, considerando
que la probabilidad de este error es del 7%.

De acuerdo a los autores Miller & Miller (2002), es correcto utilizar el estadistico
Syx como una aproximacion de la desviacion estandar del blanco, Sg. El
estadistico Syx que estima los errores aleatorios en la direccion y, se calcula

Z. y._j}. 2 R . . .
como: S,/ = /l(nl—zl) donde y; es el valor de absorbancia ajustada mediante
la ecuacion de regresion y n es el nimero de puntos en la curva de calibracién.

De igual manera, se puede sustituir la sefal del blanco, ys, como la ordenada al

origen de la ecuacion de regresion lineal.
Errores en la pendiente y en la ordenada al origen

Sy/,
i(xi—%)?

, X2
Desviacion estandar de la ordenada al origen:S, = S,/ %
A=

Comparacion de dos medias experimentales

Desviacion estandar de la pendiente: S, =

Para decidir si la diferencia entre dos medias muestrales es significativa se calcula

el estadistico t. t = (xll—_le), ttiene ny + np— 2 grados de libertad.
S [—+—
n, np

_ (n—Dsf+(mp—-1)s?
(n1+ny-2)

S se calcula a partir de: s?
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