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INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION

El consumo del Té en la actualidad, es una costumbre comun en varios paises
alrededor del mundo debido a las multiples propiedades de este arbusto, entre
estas propiedades se encuentra la prevencidon de las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (Bruneton, 1999). El alto consumo del Té ha
otorgado considerable importancia a sus cultivos, los cuales han inspirado
innumerables investigaciones, desde su sembrado hasta la elaboracion de
infusiones del Té. El Té con sus diferentes procesos negro o verde (fermentada
0 seca solamente), rojo o blanco; al igual que sus presentaciones en hoja, en
bolsita de Té, instantanea, o en combinacién con alguna otra planta, provienen
de la planta Camellia sinensis (Banerjee, 1992).

El Té en México ha cobrado un importante nicho en el comercio de las bebidas.
Esta aseveracion es sustentada por Diego Compean distribuidor de “Twinings”
en México, ya que este mercado esta creciendo cerca de un 20% por afo (La
Jornada, 2007). Por esta razon, es necesario conocer la calidad del producto a
diferentes niveles, particularmente en la composicion quimica y la presencia de
contaminantes. Para lograr este objetivo es necesario contar con métodos
analiticos precisos y exactos, que no sean laboriosos y complejos, como los
que se proponen en el presente trabajo.

Sin embargo, en México, la normatividad mexicana para el Té representada en
las Normas Oficiales Mexicanas (NOM's), tiene limitaciones debido a que los
métodos analiticos indicados son en muchos casos laboriosos y complejos o
inexistentes como es el caso de contaminantes como las triazinas, herbicidas
que se aplican en los cultivos del Té.

El control de plaguicidas es muy importante de realizar, ya que en las
plantaciones del Té, esto son aplicados para aumentar la productividad de Tée,
ya que protegen a las plantas contra las plagas y enfermedades. Los productos
quimicos fitosanitarios aplicados en los cultivos de Té logran impregnarse en
los brotes del arbusto y mantenerse en el producto terminado. De esta manera,
algunos residuos que quedan en las hojas de Té seco se pueden transferir a

las infusiones de Té de los consumidores.




©

INTRODUCCION

En el caso de la determinacion de las sales minerales, ésta se basa en la
medicion de los iones presentes en la planta misma o en las infusiones. Los
métodos para la medicidén de los iones en las bebidas se presentan en la NOM-
086-SSA1 y la NOM-201-SSA1-2002; la primera indica el método para medir
sodio y la segunda para el cloro residual. Por lo que se propone la medicion de
iones, en el caso del Té verde y Té negro, por el método potenciométrico, con
electrodos selectivos (ISE por sus siglas en inglés) debido a que esta técnica
es sencilla y no es necesario utilizar cantidades grandes de muestra para la
cuantificacion de los iones.

En la actualidad los organismos reguladores a nivel mundial demandan una
garantia de calidad en los alimentos, para garantizar la seguridad de éstos. Por
el importante auge que ha tenido la venta de Té en México, es conveniente
contar con un método para la determinacién de estos productos quimicos. Por
lo anterior, es necesaria la implementacion de métodos que cumplan con las
caracteristicas de las nuevas tecnologias; que sean rapidos, eficientes,
sensibles, y de alta precisién en el analisis de residuos de plaguicidas. Gran
parte de los métodos tradicionales existentes para el analisis y control de los
niveles de residuos de plaguicidas en los productos, implican tiempos largos y
procesos de extraccion laboriosos, aunado a que en muchos casos, estos
procesos de extraccidon de las muestras requieren grandes cantidades de
disolvente que puede ser perjudicial para los seres humanos y el medio
ambiente.

En el presente trabajo, se propone determinar a los iones principales de las
infusiones de Té comerciales y optimizar un método de aislamiento de las
triazinas. El método esta basado en la técnica de Extraccion en Fase Sélida
(EFS), la cual se adapta bien al manejo de muestras acuosas como lo son las
infusiones considerando que necesita poco volumen de muestra y disolventes
para que funcione adecuadamente la extraccion y concentracion de las trazas
de los plaguicidas, para después poder ser detectados y cuantificados por
técnicas de analisis altamente eficientes como la cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) con detector UV. Ademas de
que este método logra la disminucion de costos y tiempo de prueba, sin afectar

la precision en el método.
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OBJETIVOS

En base a lo anterior se realiz6 el siguiente trabajo, cuyos objetivos fueron los

siguientes:

1.2. Objetivos

1. Optimizar y validar métodos de medicion selectiva de sodio, potasio, calcio
y cloruro en infusiones de Camellia sinensis (T€), para la aplicacién en
productos de diferentes marcas comercializadas en la ciudad de México y
comparar las concentraciones medidas con las indicadas en la etiqueta de
los productos.

2. Optimizar y validar métodos de extraccion en fase sdlida para la extraccion
de herbicidas triazinicos en infusiones de Camellia sinensis (Té€).

3. Analizar por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) con
detectores UV a herbicidas estudiados presentes en los extractos de las

infusiones de Té comerciales obtenidos.
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2. GENERALIDADES

2.1. Breve historia del Té

La historia del Té es controversial, debido a que en diferentes lugares del
mundo se ha utilizado como bebida de curacion desde tiempos ancestrales, sin
embargo, la cultura China fue la primera en documentar esta tradicién. El Té se
ha utilizado como droga, comida, entre otros usos, por tribus de las montafnas
chinas desde tiempos inmemoriales, esta costumbre fue aceptada y transmitida
entre los pobladores. Hoy dia, el arbusto de Té se cree originario del suroeste
de China, con exactitud, del centro del distrito de Yunnan (Hara, 2001)

En 1690, E. Kaempfer, médico aleman con doctorado en botanica viajé a
Japdn y observo el habito de la bebida de Té entre los pobladores. EI nombre
original de este arbusto del cual se produce la bebida fue “Té”. En 1753, el
famoso botanico C. Linné da el nombre de Camellia sinensis cambiando el
nombre original de Té sinensis. Al darse este cambio de nombre, se produjo
una confusion entre los dos nombres de Camellia sinensis y el nombre original
del Té, sin embargo, en 1958, J.R. Sealy, botanico Inglés, clasificé a todas las
plantas en el género de Camellia como se conocen hoy dia. En la actualidad el
arbusto del Té es conocido como Camellia sinensis, y se tienen dos
variedades: (var, abreviatura en biologia de variedad) var. sinensis y var

assamica (Hara, 2001).

2.2. Caracteristicas de la planta de Té

La planta del Té en estado silvestre llega a alcanzar de 5 a 10 metros de altura,
es muy ramificado, cada tallo en su extremo tiene una yema que se convierte
en un brote joven cubierto de una ligera pelusa (yema terminal o pekoe). En el
mismo tallo por debajo de la yema terminal se encuentran varias hojas que han
llegado a la madurez, estas hojas tienen diferentes tamafos, figura 1. Las hojas
pueden ser pequefias (China) o mas desarrolladas (var. assamica de la India)
como se muestra en la figura 2. Las flores son solitarias o en grupo de dos. La
planta de Té cuando es cultivada regularmente se mantiene a una altura de

alrededor de 1.2 metros para facilitar la cosecha (Bruneton, 1999).
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i : .
figura.1. Arbusto de Camellia sinensis.  figura.2. Hojas de la variedad de

(NOARO, 2011) Camellia sinensis

A:hoja de var. assamica de la India;
B: hoja var. China var camellia
(Zhi Zheng Tea Shop, 2011)

2.2.1. Compuestos organicos de la planta de Té

Debido a que la planta del Té es muy fascinante, se ha dado un interés en el

estudio e identificacion de los compuestos de ésta. Alguno de estos

constituyentes son los polifenoles, la cafeina, las vitaminas y los minerales ya

que son de importancia médica (Banerjee, 1992). En general, se cree que los

compuestos del Té, al interaccionar entre ellos, le den atributos de calidad al
producto final del Té (Stagg y Millin, 1975).

Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es un alcaloide purina constituye 2.5 a
5.5% del total de los componentes quimicos del Té (base seca) y se
produce junto con pequefias cantidades de dimetilxantana,
monometilxantana y la teofilina (Wood, et al., 1964).

Vitaminas, el Té contiene una gran variedad de vitaminas que incluyen
caroteno, riboflavina, acido nicotinico, acido pantoténico, acido ascorbico
y tiamina, aunque la mayoria de ellos se pierden durante el
procesamiento de la hoja fresca a Té verde o Té negro (Banerjee, 1992).
Los hidratos de carbono constituyen aproximadamente el 4 a 5% de los
solidos extraidos en infusion de Té. Aunque se concentran
principalmente en las raices, los carbohidratos no son comunes en las
hojas. Desde el punto de vista nutricional, el contenido de hidratos de
carbono no es significativo (Chakravarty, 1990; Banerjee, 1992).

Los lipidos son un grupo interesante que muestra una marcada variacion

de su composicién quimica. Las hojas jovenes de Té, por ejemplo,
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contienen mas fosfatidil etanolamina y fosfatidil colina que las hojas
maduras, pero diglicérido monogalactosil y glicérido digalactosil estan
presentes en concentraciones mas altas en las hojas maduras (Roberts,
1974)

e Los fenoles son particularmente abundantes (hasta un 20%), la cantidad
y tipo dependen principalmente de la variedad del arbusto, del clima, del
terreno y de las practicas del cultivo (Infante, 1997; Martinez, et al.,
2002) la edad de la hoja (las hojas mas jovenes son los mas ricos), y la
temporada (el nivel es mayor en el verano que en primavera). Ademas
de acidos fendlicos y flavonoides, los componentes principales son
compuestos de tipo flavonoides incluyendo, galato de epialocatequinas,
epicatequina, el correspondiente 2,5-digalatos, epitequina (Bruneton,
1999)

Los polifenoles vegetales se distinguen por las siguientes cinco caracteristicas
generales (Isaza, 2007):

a) solubilidad en agua.

b) masa molecular de 500 y 3000 a 5000.

c) estructura y caracter fendlicos (12 a 16 grupos fendlicos y 5 a 7 anillos
aromaticos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa).

d) complejacion intermolecular (astringencia).

e) caracteristicas estructurales como son dos motivos estructurales mayores,
proantocianidinas o taninos condensados y taninos hidrolizables, mas un tercer
grupo minoritario, los florotaninos.

Entre los polifenoles mas destacados para el Té negro y Té verde se
encuentran los taninos y los flavonoides.

La palabra tanino es usada para referirse a una mezcla heterogénea de
sustancias polifénolicas de origen vegetal, el peso molecular de estas
moléculas esta entre los 500 y los 3000. Los flavonoides desempefian un papel
importante en la biologia vegetal; responden a la luz y controlan los niveles de
las auxinas reguladoras del crecimiento y en la diferenciacion de las plantas;
también juegan un papel antifungico y bacteriano, a su vez que confieren
coloraciéon a los productos que los contienen. Los flavonoides se ubican
principalmente en las hojas y en el exterior de la planta, apareciendo soélo
9
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rastros de ellos en la superficie del suelo. Uno de los flavonoides que se
encuentran en el Té verde y Té negro son las catequinas, en la tabla 1 se

presenta su distribucién en porcentaje (Martinez, et al., 2002).

Tabla.1. Distribucién de catequinas en el Té (Banerjee y Chaudhuri, 2000)

catequinas Porcentaje
(+)galocatequinas 1.4
(-)epigalocatequinas 17.57
(-)epicaquinas 5.81
(-)epigalocatequinas 53.90
galante
(-)epicatiquinas gallate 12.52

Carotenoides y pigmentos. Los catorce compuestos carotenoides identificados
en las hojas de Té se encuentran principalmente en las hojas maduras. Los
pigmentos tienen propiedades médicas, particularmente en las enfermedades
cardiovasculares, 125 a 250 mg de pigmentos de Té verde al dia tienen un

buen efecto en el ser humano (Banerjee y Chaudhuri, 2000).

2.2.2. Compuestos minerales de la planta de Té

Los minerales representan alrededor del 4 a 9% de la materia inorganica del
Té. Los minerales con mayor presencia en el Té son el fluor que se encuentran
en las hojas que pueden prevenir la caries dental. El potasio por ser el ion con
mayor presencia en las plantas podria tener un efecto complementario en las
dietas que carecen de potasio (Banerjee y Chaudhuri, 2000).

Los nutrientes esenciales requeridos por los vegetales son elementos
inorganicos, en total son 19 elementos, de los cuales 16 son provistos por el
suelo, llamados nutrientes minerales.

Para que un nutriente sea considerado esencial para el crecimiento del vegetal
debe cumplir con tres criterios basicos (Arnon, 1988; Hewitt y Smith 1974):

1.- Que el elemento sea absolutamente requerido por la planta para completar
un ciclo completo.

2.- No pueda ser reemplazado o sustituido por ningun otro elemento.

3.- El efecto en la planta debe ser directo.

10
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El cloro desempefia funciones similares a las del potasio y como la mayoria del
cloruro (CI) se aplica a los cultivos en forma de cloruro de potasio (KCI) los
efectos del CI" pueden estar enmascarados por el ion potasio (K*). En algunos
cultivos como trigo, cebada, remolacha, coco y kiwi tienen un requerimiento
especifico del CI" que supera mucho a los niveles de un micronutriente (Von
Uexkull, 1996).

El rol del cloruro en las plantas en las funciones bioquimicas esenciales como
en la fotosintesis (para la 6ptima evolucion del oxigeno) y activacién de
enzimas (amilasa, esparaginasa sintetasa y ATPasa), en funciones osmaticas,
en la actividad de estomas, en la tasa de multiplicacion celular (la deficiencia de
cloruro reduce el crecimiento de las hojas) (Xu, et al., 2000).

El calcio actta modulando la accién de todas las hormonas vegetales,
regulando la germinacion de hojas y frutos.

El i6n calcio libre, se reconoce actualmente como un regulador intracelular
importante de numerosos procesos bioquimicos vy fisiolégicos. A continuacion
se presenta una descripciéon somera del mecanismo de accion del ién calcio:

1) La concentracién citoplasmica de Ca?* libre es baja (menos de un milimol) y
esta bajo control metabdlico; 2) la concentracion de calcio citoplasmatica puede
ser regulada por varias sefales intra o extracelulares; 3) el calcio
citoplasmatico se une a proteinas receptoras (calmodulinas), que son activadas
y capaces de modificar enzimas, otras actividades metabdlicas como la mitosis,
el crecimiento del apice, la corriente citoplasmatica, la germinacion de las
esporas inducida por los fitocromos, la formacion de yemas en los musgos
causada por la citoquinina. Se puede concluir que el calcio actua como un
segundo mensajero en bioregulacion, via calmodulina, regulada por calcio.
(Hewitt y Smith, 1974)

El potasio es uno de los elementos esenciales en la nutricion de la planta y uno
de los tres que se encuentra en pequenas cantidades en los suelos, limitando
el rendimiento de los cultivos. Es el catidon celular mas abundante. Se requieren
altas concentraciones de potasio para la conformacion activa de muchas
enzimas que participan en el metabolismo. Concentraciones abundantes de K*
son necesarias para neutralizar los aniones solubles y macromoleculares del

citoplasma, que tiene pocos cationes organicos. De esta manera el K*
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contribuye bastante con el potencial osmatico. El transporte de potasio puede
efectuarse por medio de una ATPasa de la membrana celular, activada. De tal
manera que, las necesidades nutricionales de K* se centran en cuatro roles
bioquimicos Yy fisiologicos a saber (Hewitt y Smith, 1974):

e Activacion enzimatica,

e Procesos de transporte a través de membranas,

e Neutralizacion anidnica

e Potencial osmoébtico.

2.3. Proceso de Té negroy Té verde

A pesar de las variedades de Té comercial, todas son procedentes de la misma
especie, Camellia sinensis (Banerjee y Chaudhuri, 2000), por lo tanto provienen
de una planta en comun. Para la produccion del Té, desde la cosecha se
realiza una seleccién de la hoja, al menos para los Tés finos, esta forma de
recoleccion a menudo se realiza de forma manual, sélo la yema apical (sin
abrir) se recoge, por ser joven y flexible. También se realiza la cosecha
mecanica como es el caso de la India y Corea; sin embargo, se reduce la
calidad del Té (Bruneton, 1999). Por su fabricacion el Té se clasifica en:

Té negro

Té verde

Té Oolong

Esta clasificacion depende del grado de maceracién de las células de las hojas

durante el proceso de fabricacion. (Banerjee y Chaudhuri, 2000).

2.3.1. Té negro

Se conoce como Té negro o Té al producto obtenido mediante marchitado,
enrulado, fermentado y secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos
tiernos (Audiencias ministro. Republica Argentina, 2010). La produccion del Té
negro se representa en la figura 3A. El primer paso es la cosecha de las hojas
frescas, a continuacion se realiza el paso de marchitado. En el marchitado se

asegura una reduccion en el nivel de humedad en las hojas; este proceso se

12
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realiza con un chorro de aire caliente sobre la materia prima de 8 a 18 horas en
una camara especial. Durante este proceso, la humedad del Té se reduce entre
60% (duro marchitado) y 50% (suave marchitado), este paso sirve para dar
suavidad a las hojas con el fin de obtener flexibilidad a éstas para el paso de
enrollado. A pesar que el marchitado parezca un proceso fisico, también
implica procesos quimicos, el mas importante de estos procesos es la
produccién de compuestos polifendlicos, los cuales determinan el sabor del Té
como las catequinas y el inicio de compuestos farmacoldgicos como son los
taninos (Banerjee y Chaudhuri, 2000). A continuacion las hojas marchitas son
introducidas en maquinas que las comprimen y producen rollos de las hojas,
permitiendo el rompimiento de las vacuolas de la hoja liberando a los
polifenoles (catequinas) y a las enzimas (polifenol oxidasas) que se encuentran
en la pared celular de las vacuolas, dando lugar a la produccion de una capa
homogénea de las enzimas. De esta manera se prepara la fermentacion, que
es el siguiente paso crucial en el procesamiento de Té (Banerjee y Chaudhuri,
2000; Takeo y Mahanta, 1972).

La fermentacién, en realidad es un proceso de oxidaciéon de los polifenoles por
medio de las enzimas que fueron liberadas en el enrollamiento, este proceso
dura de 45 minutos a 3 horas dependiendo de la calidad solicitada, esto se
debe que a mayor tiempo la calidad y el costo del Té negro aumenta, con una
atmosfera muy humeda (90 a 95%) y una temperatura constante de 22 a 30°C.
Independientemente de la duracion, los productos terapéuticos y el color
singular del Té negro se generan sobre todo en esta fase. Lo mas importante
es la oxidacion de los flavonoides por parte de la polifenol oxidasa. Lo ultimo en
esta reaccion, es la produccién de teoflavinas y tearubiginas y su fraccion con
la configuracion molecular caracteristica. Estos componentes son responsables
de la calidad y los atributos farmacologicos de Té (Banerjee y Chaudhuri,

2000). Finalmente se da el paso de secado, este paso tienen como finalidad

detener la fermentacion mediante la desactivacion de las enzimas por medio de

calor, dentro de este paso también se lleva a cabo una deshidratacion del
producto para su almacenamiento, al finalizar se realiza su clasificacion por
tamano de particula (entero o partido) (Banerjee y Chaudhuri, 2000; Audiencias
Ministro , 2010).
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2.3.2. Té verde

La diferencia en proceso de Té verde con respecto al Té negro es evitar la
fermentacion (oxidacion), por medio de las enzimas polifenol oxidasas. Esta
desactivacion de la enzima, se logra mediante el empleo de vapor de agua
sobre las hojas cosechadas o por el método de paneo o “pan-firing” (nombre
del método en espaniol e inglés respectivamente), el cual consta de una camara
especial que tiene la capacidad de rotar y de aumentar la temperatura, esta
camara tiene el nombre de tambor (INTA, 2002; Banerjee y Chaudhuri, 2000).

La coccion con vapor es el primer paso en el proceso de Té verde, debido a
que este paso asegura la desactivacién de las enzimas polifenol oxidasa y
otras enzimas, para que el color verde de las hojas se mantenga. La
exposicion al vapor de agua se lleva alrededor de 15 a 20 segundos dentro de
la camara giratoria (tambor), a continuacién se realiza un enfriamiento de las
hojas tratadas para que estén listas para el siguiente paso de enrollamiento.
Antes de continuar con el proceso del Té verde se reduce el contenido de
humedad alrededor de un 50%. El siguiente paso es mantener a las hojas a la
exposicion de la luz durante unos 10 minutos, a continuacién se vuelve a meter
al tambor alrededor de 20 minutos para que la hoja termine con 30% de
humedad. El siguiente paso en el proceso, es volver a rotar las hojas dentro de
la camara y exponerlas al aire caliente durante 35 minutos, para terminar con
una humedad en las hojas de un 4% (Banerjee y Chaudhuri, 2000). La
siguiente etapa es la evaporacion dentro del método de paneo o “pan-firing”, en
este paso existen variantes, dependiendo del productor. Finalmente se da el
paso de secado y tamafio de particula, entero o partido, para la introduccion al
mercado (Takeo, 1992; Banerjee y Chaudhuri, 2000). Los pasos antes

descritos se muestran en la figura 3B.
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Figura.3. Proceso de produccion de Té: A) Té negro B) Té verde

2.4. Estadisticas de produccién de Té

2.4.1. Produccion mundial

Entre 1995 y 2005, la produccion mundial total de Té se ubico entre 2.6 y 3.3

millones de toneladas al ano, teniendo un incremento del 22.1 %. En el afo

1995 se tuvo la menor produccién con solo 2621082 toneladas y el maximo

reportado fue en el 2004, con 3341827 toneladas. Sin embargo durante el afio

2005 el registro de produccién fue de 3200877 toneladas (4.2% menos al ano

anterior) la tendencia presenta parametros positivos a lo largo del periodo. En

la figura 4 se presenta una grafica de produccion durante 11 afios seguidos

(Audiencias ministro. Republica Argentina, 2010).
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Figura.4. Evolucién de la producciéon mundial de Té (1995-2005)
(Audiencias ministro. Republica Argentina, 2010)

15




GENERALIDADES E

El cultivo del Té se realiza en todos los continentes. La variabilidad agricola de
cada zona productora, permite obtener materias primas que originan productos

con caracteristicas distintas.

2.4.2. Principales productores mundiales

Los paises que son los principales productores a nivel mundial son China e
India. Durante el 2005 aportaron el 48.5 % del total de la produccion mundial
(28.13% y 20.84% respectivamente), los paises que los siguen son Sri Lanka y
Kenia los cuales encabezan el listado a nivel mundial desde 1994. El
representante de América Latina es Argentina con alrededor del 2% en el
mercado, siendo el valor registrado en 2005. En la figura 5, se presenta la
produccion de los principales paises productores de Té (Audiencias ministro.
Republica Argentina, 2010).
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Figura.5. Principales paises productores de Té. Afio 2005
(Audiencias ministro. Republica Argentina, 2010)

2.5. Diferencia entre Té e infusion

En el caso de las infusiones en el libro de farmacia del Regminton (Gennaro,
1998) menciona dos definiciones: La primera, "Las infusiones son preparados
liquidos que se elaboran por medio de la extraccion de sustancias vegetales
con agua caliente o fria" y la segunda, “Una infusidon es una solucion de los

componentes facilmente solubles de las plantas o frutos. Las infusiones frescas
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se preparan macerando los productos vegetales por un lapso breve con agua
fria o en ebullicion”.

Para la definicion de Té se toma de las leyes Argentinas del capitulo XV
denominada productos estimulantes o fruitivos, de acuerdo al articulo 1181, en
el que indica lo siguiente (Audiencias ministro. Republica Argentina, 2010):
"Con la denominacién genérica de Té€, se entiende exclusivamente el producto
obtenido por el procesamiento conveniente de las yemas, hojas jovenes,
peciolos y tallos tiernos de la especie Camellia sinensis L.

El Té destinado a la preparacion de infusiones podra ser:

1. “Té o Té negro, que corresponde al producto obtenido mediante marchitado,
enrulado, fermentado y secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos
tiernos”.

2. “Té verde, que corresponde al producto obtenido por calentado, enrulado,
secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos tiernos sin que hayan
experimentado ningun proceso de fermentacion”.

Se toma la legislacién argentina debido a que en ésta se describe tanto al Té
verde como al Té negro, ya que en el caso de la legislacion Méxicana en la

NMX-F-162-1982 solo se menciona al Té negro.

2.5.1. Caracteristicas de la bebida de Té

La infusién de Té verde es poco aromatica, de sabor amargo y de color
verdosa; a diferencia de la infusion del Té negro que es mas aromatica de
sabor astringente y es de color rojizo. El extracto del Té se utiliza para dar
sabor a las bebidas, helados y otros postres lacteos (Audiencias ministro.
Republica Argentina, 2010).

2.5.2. Legislacion

Para la realizacion de las infusiones de este estudio se utilizaron cajas con
bolsas con un contenido de 1 a 2 g de Té triturado, debido a que este tipo de
producto se indica en la legislacion Argentina; en el capitulo XV denominado

productos estimulantes o fruitivos, en el articulo 1189, se describe la
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presentacion del producto final, a continuaciéon se indica lo descrito en este
articulo:

"Se entiende por Té en bolsitas (Té en saquitos o Té en saquitones), el Té
contenido en un envase de papel apropiado para realizar la infusion, el que
debera reunir los siguientes requisitos:

a) El material de las bolsitas debera ser inocuo para la salud, de estructura
fibrosa y debera presentar neutralidad de sabor.

Ademas debera responder a las caracteristicas tales que permitan filtrar en
caliente y a ebullicion.

Tendra flexibilidad y resistencia mecanica y permitira la difusion rapida vy
completa de la infusidn, con retencion de las particulas mas pequefias del Té.
Debera estar libre de substancias capaces de conferir mal olor o sabor a la
infusion del Té.

b) Las bolsitas de papel, en todos sus tipos o variedades (bolsitas plegadas de
1 6 2 camaras, saquitos y saquitones), cargadas con el Té y mojadas, deberan
ser resistentes a todas las manipulaciones a que sean sometidas.

Para obtener esta resistencia se autoriza el agregado de fibras artificiales y/o
resinas sintéticas que cumplan con las exigencias especificadas dentro del
presente Codigo.

En todos los casos el material de las bolsitas debera ser oficialmente
autorizado para su uso.

c) Cuando las bolsitas tengan hilo, éste debera ser de algodén puro, crudo u
otro material autorizado, sin colorear, fino y apto para estar en contacto con
productos alimenticios.

Su largo sera adecuado para los fines a que se destine.

d) El envasado y cierre de las bolsitas debera practicarse mecanicamente asi
como también su empaquetado, de manera tal que se las preserve del efecto
de la humedad y no se incorporen olores extrafos al producto.

En el rétulo principal y en forma bien visible se debera consignar la leyenda: En
bolsitas, en saquitos o en saquitones, ademas del peso neto de cada unidad,
namero de éstas y afo de elaboracion (Audiencias ministro. Republica
Argentina, 2010).
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Se toma como referencia la legislacién argentina debido a que en la legislacién

mexicana no hay normas que regulen este tipo de productos.

2.6. Potenciometria con electrodos selectivos de iones

2.6.1. Potenciometria

La potenciometria es una técnica electroanalitica utilizada para determinar la
concentracion de una especie electroquimica en disoluciéon; esto es posible
debido a que los potenciales de las celdas electroquimicas estan relacionados
con las actividades de los reactivos y los productos de la reaccion, que a su vez
estan relacionados con las respectivas concentraciones molares, estas dos
variables se pueden relacionar mediante la ecuacidén de Nernst, ecuacién 1.

0.059  [C]°[D]¢
— og (A [B]° e (1)

E=E°

E°= potencial estandar de electrodo, caracteristica de cada semireaccion.

n= numero de moles de electrones que aparecen en la semireaccion para el
proceso de electrodo.

Las letras que se encuentran dentro de corchetes representan las actividades,
pero como se ha mencionado anteriormente con frecuencia se hace la
aproximacion de las actividades para que se igualen a las concentraciones
molares.

Los métodos potenciométricos se basan en la medicion del potencial de una
celda electroquimica, la cual emplea un electrodo de referencia y un electrodo
de trabajo. El electrodo de trabajo responde a los cambios de actividad del
analito, y el electrodo de referencia que se encuentra en un compartimento
separado generando un potencial de referencia constante como se muestra en

la figura 6.
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Figura.6. Diagrama de celda electroquimica con su diagrama eléctrico
correspondiente. (QuimiNet.com, 2000)
La potenciometria es aplicada en los estudios de contaminantes de las aguas
urbanas, la caracterizacion fisicoquimica de productos de consumo humano,
titulaciones potenciométricas, entre otros. En la actualidad, las concentraciones
ionicas de productos se miden mediante el uso de electrodos de membrana
disefiados especificamente, conocidos como electrodos selectivos de iones

(por sus siglas en inglés ISE) (Charlot, 1975; Skoog, et al., 1999)

2.6.2. Caracteristicas de electrodos selectivos de iones

Los electrodos selectivos de iones son sensores electroquimicos que
responden de manera lineal al logaritmo de la actividad de un i6n en disolucion.
Una caracteristica que los diferencia de los demas electrodos, es que no estan
basados en las reacciones de oxido-reduccion. Esta caracteristica es debida a
que los electrodos selectivos de iones poseen una membrana delgada, a través
de la cual puede migrar soélo el ion al que esta destinada, de esta manera los
demas iones no pueden atravesarla. Este fendmeno se puede explicar de la
siguiente manera. Debido a que la membrana se encuentra saturada de una
disolucién de un ligando unido al ion seleccionado, los demas iones no se
pueden unir con facilidad al ligando de la membrana. Al colocar el electrodo
dentro de una disolucién problema donde se encuentra presente el ion

seleccionado, se presenta una difusién de iones a través de la membrana, al
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difundirse los iones A con actividad (A1) y (A2), esta difusion crea un exceso de
carga positiva en uno de los lados de la membrana mientras que en la opuesta
crea un exceso de carga negativa, este exceso de carga restringe el paso del
ion seleccionado. Esta diferencia de potencial en el equilibrio (E), como
resultado de la difusion del i6n, se interpreta como la diferencia de
concentraciones (en realidad, actividades) a ambos lados de la membrana
(Charlot, 1975; Harris, 2001).

En el caso del estado estacionario, el descenso de la energia libre es
compensado por el aumento de energia libre, esto se debe a la repulsion de

cargas del mismo signo:
RT 1 (Al) = FE ... (2
nl47)=-n - (2)

En la ecuacion 2 en el lado izquierdo de la igualdad el AG se debe a la
diferencia de la actividad, para el lado derecho el AG de debe al desequilibrio
de cargas (Harris, 2001).

Para la ecuacion 2, donde F es la constante de Faraday y n es la carga del ion.
Se convierten los logaritmos neperianos en decimales, y se despeja E, se
obtiene la expresion de la diferencia de potencial a través de la membrana de

la siguiente manera:

E—<Rt)l (Al)_0.05916l (Al)( It 2590 ... (3
=\5/M\a3) = = 08|55/ (voltiosa25 2 -.(3)

La ecuacion 3, representa la diferencia de potencial eléctrico de un electrodo

selectivo de iones, el cual se aplica a cualquier ISE, inclusive el electrodo de
vidrio de pH (Harris, 2001).

2.6.2.1. Calibracion de electrodos selectivos de iones

Para empezar a trabajar con un electrodo selectivo de iones es necesario
realizar una calibracién a través de una curva, graficando los resultados del
potencial obtenido contra el logaritmo de la actividad o la concentracién. Lo
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anterior, debido a que los electrodos selectivos de iones responden de forma
lineal al logaritmo de la actividad del analito a lo largo de cuatro o seis érdenes
de magnitud de actividad. Para la precisidon, se realiza curvas de calibracion,
usando disoluciones con un rango de concentracion del ion similar a la
muestra. Para el caso de las disoluciones de calibracion se utilizan sales con
un catién comun o anién comun. Para que se realice el procedimiento de los
electrodos selectivos de membrana se recomienda utilizar un ajustador de
fuerza ibnica mediante la adicion de una sal inerte (Garcia, et al., 2002; Thermo
electron Corporation, 2003).

2.6.2.2. Factores que afectan a los electrodos selectivos de iones

Los electrodos selectivos de iones presentan limitaciones en su uso, estas
limitaciones son factores como selectividad, tiempo de respuesta, temperatura
de trabajo y materia organica, entre las mas importantes.

Selectividad. Debido a que los electrodos selectivos de iones no logran
responder exclusivamente a un solo ion. “Un electrodo usado para medir un ién
A también responde a un i6n X°. Para la solucion de este problema, la
potenciometria utiliza “el coeficiente de selectividad para expresar la respuesta

relativa del electrodo a diferentes especies de la misma carga” (Harris, 2001).

respuesta a X

(4)

AX ™ respuestaa A"

La ecuacion 4 representa la férmula del coeficiente de selectividad. Este
coeficiente de selectividad entre menor sea su valor, menor es la respuesta del
interferente (Harris, 2001).

Para interferencia de iones de la misma carga que el idn primario, la respuesta

del electrodo obedece a la ecuacién de Nicolsky-Eisenman ecuacion 5:

2.303RT

E = constante + (
ZAF

) log[a, + kf;,%tagA/ZB + kf;‘%tagA/ZC ] (5)
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Donde:

E = es la FEM observada experimentalmente de la celda (en voltios) cuando

las unicas variables son las actividades en la disolucion.

R = es la constante de los gases.

T = es la temperatura absoluta (en grados Kelvin).

F = es la constante de Faraday y es igual a 9.64867X10* Cmol™.

aa = es la actividad de los iones A.

ag Y ac = son las actividades de los iones que interfieren, By C,
respectivamente.

KP4 g = es el coeficiente de selectividad potenciométrico de iones B con
respecto a los iones principales A.

za = es el numero de carga (numero entero con signo y magnitud que
corresponde a la carga absoluta del ion principal A).

Zg y Zc= numero de modificacién correspondiente al cambio de iones de
interferencia, de banda C, respectivamente. El signo de estas cantidades de
carga es la misma que la de iones principales (Cosofret y Buck, 1992).

Tiempo de respuesta. Los electrodos tienen tiempo de respuesta que puede
ser desde unos segundos hasta llegar a minutos dependiendo el tiempo
necesario para que llegue al equilibrio la difusién de los iones presentes. Este
parametro puede ser afectado por la concentracidon del analito o la
concentracion de los interferentes (Cosofret y Buck, 1992).

Temperatura de respuesta. Los electrodos deben de calibrarse a la misma
temperatura que se hacen las medidas porque al cambiar la temperatura, las
respuestas de los electrodos cambian aumentando o disminuyendo el
potencial. Por esta razon es necesario realizar las curvas de calibracion en
diferentes momentos de su uso (Cosofret y Buck, 1992; Thermo electron
Corporation, 2003).

Contaminantes organicos. Los electrodos son sensibles a la contaminacién con
proteinas u otros solutos organicos que ocasionan respuestas falsas o que el
tiempo de respuesta sea mayor al esperado. Se recomienda el
reacondicionamiento del electrodo en el caso de que la disolucién problema
contenga demasiadas interferencias (Cosofret y Buck, 1992; Thermo electron
Corporation, 2003).
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2.6.3. Tipos de electrodos

El desarrollo de membranas de otras sustancias para la construccién de
electrodos selectivos para varios iones, ha hecho que el electrodo de vidrio,
sea solamente uno mas de la amplia clase de electrodos de membrana
selectiva de iones (Bermejo, 1974) (Harris, 2001).
La mayoria de los electrodos selectivos se puede clasificar en alguna de las
siguientes clases (Harris, 2001; Bermejo, 1974; Cosofret y Buck, 1992):
1.- Membrana de vidrio para H" y algunos cationes monovalentes.
2.- Electrodos de estado sélido, basados en cristales de sales inorganicas.
A. En estado sélido homogéneo.
B. En estado sélido heterogéneo.
3.-Electrodos basados en liquidos, que usan una membrana hidréfoba saturada
con un intercambiador liquido hidréfobo.
a) Ligandos cargados eléctricamente (cambiadores de iones) como
componentes de la membrana (electrodos de membrana, electrodos de
membrana con una matriz de PVC).

b) Ligandos eléctricamente neutros como componentes de la membrana.

4.- Electrodos compuestos, con un electrodo selectivo a una especie, separado
por una membrana, que es capaz de separar esa especie de otras, o que
genera la especie en una reaccion quimica. Membranas de enzimas
inmovilizadas (en contraste con los electrodos de los grupos anteriores, éstos

pueden ser usados para la determinacion de especies eléctricamente neutras).

2.7. Cromatografia

La cromatografia es una técnica ampliamente empleada en la separacion,
identificaciéon y determinacion de los componentes quimicos de mezclas
complejas. Ningun a otra técnica de separacion es tan poderosa y con tantas
aplicaciones (Skoog, et al., 1999).
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2.7.1. Clasificacion de la cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos se divide en varias categorias en funcion del

mecanismo de interaccion del soluto con la fase estacionaria, como se muestra

en la tabla 2:

Tabla.2. Clasificacion de las técnicas de cromatografia liquida (Bermejo, 1974).

e s Método . . Tipo de
Clasificacion o Fase estacionaria L
especifico equilibrio
Liquido-liquido, o | Liquido adsorbido | xeparto entre
1 liquidos
reparto sobre un sdlido I
inmiscibles
Especie organica Reparto entre
Cromatografia | Liquido fase unida | unida a una especie | liquidos y

liquida (CL) solida superficie unida
(fgse _movn L|qU|do”soI|do o] Sélido AdSOrcion
liquida) adsorcion
L Resina intercambio Intercambio
Intercambio i6nico | ... o
idnico idnico
Exclusién por Liquidos en Reparto/
tamano intersticios tamizado

2.7.2. Teoria general de cromatografia

En la figura 7 se muestra el proceso que se lleva a cabo en la cromatografia de
adsorcion, la cual representa a la cromatografia de liquidos clasica. Una
disolucidon que contiene los solutos A y B que se depositan en la entrada de
una columna empaquetada con particulas sdlidas. A continuacién se afiade un
disolvente por la entrada de la columna y la mezcla es eluida por la columna
mediante un flujo continuo de disolvente. Si el soluto B se adsorbe mas
fuertemente que el soluto A en la particulas solidas, entonces el primero en
aparecer fuera de la columna es el soluto A. El soluto B desciende por la
columna mas lentamente que el soluto A y emerge por la salida después del
soluto A. De igual forma se muestra en la figura 7, la representacion de un
cromatograma, el cual representa la separacion de los compuestos detectados.
De ese modo se separa una mezcla en sus componentes, por un método por
cromatografia de liquidos de alta resolucion, HPLC por sus siglas en inglés
(Harris, 2001).
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Figura.7. Esquema de la separacion cromatografica. Se observa que el soluto
B tiene mayor afinidad a la fase estacionaria permaneciendo mayor tiempo en
la columna. (Skoog, et al., 1999)

2.7.21. Parametros de cromatografia

En la cromatografia de adsorcion el proceso de elucion es muy importante
debido que este proceso es fundamental en la separacién de los analitos. Este
proceso se lleva a cabo mediante la competencia del disolvente con las
moléculas del soluto por ocupar los sitios activos de la fase estacionaria. La
diferente capacidad de los distintos disolventes para eluir un soluto de un
adsorbente es practicamente independiente de la naturaleza del soluto. Se
puede describir a la elucion como el desplazamiento de un soluto de la fase
estacionaria por un disolvente.

La cromatografia de adsorcion sobre silice pura es un ejemplo de
cromatografia de fase normal, que se caracteriza por usar una fase
estacionaria polar y un eluente menos polar. Un disolvente mas polar tiene
fuerza eluente mayor. La cromatografia de fase inversa, que es la mas
utilizada, se caracteriza porque la fase estacionaria es no polar o débilmente
polar y el disolvente es mas polar. Un disolvente menos polar tiene mayor

fuerza eluente. Una ventaja que presenta la cromatografia en fase inversa a la
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cromatografia normal, es que es menos sensible a impurezas polares (como el
agua) que puede haber en el eluente (Harris, 2001).

Para entender el fendbmeno de adsorcion es necesario explicar los parametros
relacionados a este fendomeno como son el tiempo de retencidn ajustada,
volumen de retencién, coeficiente de reparto, factor de capacidad, factor de
selectividad y resolucion.

El tiempo de retencién relativo tr' de un soluto, es el tiempo de mas que
necesita en soluto para atravesar toda la columna, respecto a que emplea un
disolvente no retenido, el tiempo de retencidén relativo se describe en la
ecuaciéon 6. Para conocer el tiempo de retencién relativo es necesario conocer
los parametros de tiempo cero o tiempo muerto y el tiempo de retencion. El
tiempo de retencion t, de un componente, es el tiempo necesario para que este
compuesto sea eluido a lo largo de la columna por la fase moévil hasta llegar al
detector. El tiempo cero o muerto ty es el tiempo en que las moléculas de la
fase movil tardan en atravesar la columna sin ser retenidas por la fase
estacionaria mediante un caudal determinado (Harris, 2001; Skoog, et al.,
1999)

t, = t, — tg ...(6)

El volumen de retencién V,, es el volumen de la fase movil necesaria para la
elucion de un soluto determinado a través de la columna, representada

matematicamente con la expresion 7 (Harris, 2001).

VI‘ = VO + KVE (7)

V:: volumen de retencién

Vo: volumen de la fase movil en el sistema (volumen muerto)

K: constante de reparto

VEe: volumen efectivo en la fase estacionaria

Otra forma de expresar el volumen de retencion es utilizando los tiempos de

retencion y tiempos muertos, se expresa de la siguiente manera ecuacion.8:
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V.=V, (:—0) ..(8)

El coeficiente de reparto es la expresion utilizada para definir la cualidad que
tienen los componentes en repartirse entre la fase movil y la fase estacionaria,

este coeficiente se representa con la ecuacion 9.

Donde C; es la concentracion molar analitica de un soluto en la fase
estacionaria y Cy es la concentracion analitica en la fase movil. Si esta
expresion fuera ideal se tendria una relacion directa entre Csy Cy (Skoog, et
al., 1999).

El factor de capacidad k', es una parametro que se emplea para describir la
velocidad de migracion del soluto en la columna, como se maneja tiempos se

puede expresar mediante tiempo de retencion y tiempo cero, ecuacién 10:

tr - tO
to

k' =

..(10)

Cuanto mas tiempo retiene la columna a un componente, mayor es su factor de
capacidad. Sin embargo, el analito al pasar por la columna se dispersa entre la
fase estacionaria y la fase movil, esto quiere decir que una concentracién molar
de soluto esta en la fase estacionaria y una concentracién molar de soluto esta
en la fase movil, de tal forma que se puede expresar el factor de capacidad en

términos de concentracion, ecuacion 11:

A A
k. = (11
=TV (11)

Donde Cs es la concentracion del soluto en la fase estacionaria, Vs es el
volumen de la fase estacionaria, C, es la concentracion del soluto en la fase

movil y Vi, es el volumen de la fase mévil (Harris, 2001).
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El factor de capacidad se puede relacionar con el coeficiente de reparto, esto
se logra utilizando la ecuacién 11. Debido a que al trabajar con las
concentraciones de la fase movil con las concentraciones de la fase
estacionaria, se llegara a un equilibrio en el cual C¢{/C,, se convierte en el

coeficiente de reparto. Por consiguiente, se llega a la ecuacion 12:

k’—KVS 12
=Ko .. (12)

m

La relacion de la retencion relativa de dos solutos es proporcional al cociente
de sus coeficientes de reparto. Este es el fundamento fisico de la
cromatografia. Debido a que relaciona el tiempo de retencion con el coeficiente
de reparto y los volumenes de las fases mévil y estacionaria, como t.=k’=K, de

esta manera la retencion relativa se expresa como (Harris, 2001):

t; ky ky
“—— — —

_t,1

k, ky

Para la eficiencia de separacion en la cromatografia se encuentran dos factores
fundamentales como lo son la diferencia de tiempo de elucién de los
respectivos picos: cuanto mas distantes sean, mejor sera la separacion. El otro
factor es la anchura de los picos: cuanto mas anchos sean los picos, peor sera
la separacion.

En mediciones cuantitativas de la eficiencia de la columna cromatografica se
emplean los términos: altura del plato (I) y numero de platos tedricos (N), estos
dos términos se encuentran relacionados mediante la ecuacion 13 (Skoog, et
al., 1999):

N=—..(13)

x|

En donde L es la longitud del empaque de la columna.
También se puede expresar el numero de platos tedricos en funcién del tiempo

de retencion del pico t; y la anchura en la base w, ecuacién 14 (Harris, 2001):
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16t2
N=—g

(14)

La resolucion Rs de una columna proporciona una medicidn cuantitativa de su
capacidad para separar dos analitos. La resolucién queda definida en la

ecuacion 15;

20Z

Ro=——
SOWy + Wy

. (15)

Donde AZ representa la diferencia de la sustraccidon de los tiempos de
retencidon del analito A y analito B, W4y Wg representa lo ancho de la base de
los picos del analito A y B. La resoluciéon para una fase estacionaria dada se
puede mejorar aumentando la longitud de la columna, incrementando asi el
nuamero de platos. Sin embargo al aumentar el numero de platos se aumenta el

tiempo de elucién de los solutos (Skoog, et al., 1999).
2.8. Extraccion en fase sélida (EFS)

La EFS es una técnica simple pero muy potente para la extraccion de
compuestos y para limpieza de muestras, sin olvidar mencionar lo rapido y
econdémico. La columna de EFS consiste en una fase estacionaria compuesta
por un adsorbente, retenido entre dos discos porosos en un cartucho
desechable. Con esta técnica es posible realizar preconcentraciones de la
muestra, sin el temor de pérdidas ni de contaminaciones de la misma, debido a
que los componentes de interés son retenidos en la fase sdlida mientras los
contaminantes son eluidos (Chafer, 2006).

Al trabajar con la extraccion en fase solida (EFS) en una unica etapa de
equilibrio, el proceso es muy parecido a la extraccion liquido-liquido, la
diferencia que se encuentra es que el liquido inmiscible es reemplazado por el
adsorbente soélido (Hennion, 1999). Si los analitos quedan retenidos en la fase
soélida, puede ser desorbidos mediante el lavado con un disolvente selectivo

adecuado. En caso que los analitos quedaran en la fase liquida, se recupera
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mediante evaporacion del disolvente, separacion cromatografica o
recristalizacion (Sigma-Aldrich Co., 2010; Hennion, 1999).

Para que en la EFS se obtenga provecho es necesario que el adsorbente se
encuentre bien empacado en una columna (cartucho), para que se lleve a cabo
un cauce homogéneo que permita una distribucion de flujo apropiado (Sigma-
Aldrich Co., 2010).

En la EFS los principales factores que se toman en cuenta es la seleccion del
sélido adsorbente y de los disolventes seleccionados para ser utilizados en la
eluciéon. Se debe de considerar el perfil quimico y la polaridad de la muestra y
del disolvente en que se encuentra, para elegir el adsorbente sdlido, el cual
debe de tener una actividad y tamafo de particula adecuado (Sigma-Aldrich
Co., 2010; Pichon, 2000).

Los pasos para poder llevar a cabo la EFS son los siguientes:

1.-Activacion: El primer paso es la activacion en la que se utiliza un solvente
organico para "humidificar" la fase (Guillem, 2012).

2.-Acondicionamiento: Antes de la aplicacion de la muestra se tiene que
preparar la fase, debido a que se busca obtener interacciones posibles. Este
paso se consigue solvatando la fase con el mismo solvente de la matriz. El
acondicionamiento permite "alinear" la fase estacionaria lejos de la superficie
de la silice, permitiendo la interaccion entre el analito y la fase estacionaria. Por
ejemplo, se pasa un volumen de disolvente adecuado a través de la fase,
seguido de un volumen de liquido similar a la matriz de la muestra (Guillem,
2012; Sigma-Aldrich Co., 2010).

3.-Retencion: Al ser aplicada la muestra, las interacciones entre las moléculas
de la muestra y la fase estacionaria controlan la retencion en el adsorbente.
Los componentes de interés son retenidos en la fase mientras que la matriz y
parte de los contaminantes son eluidos. En la figura 8 se muestra un ejemplo.
Una vez aplicada la muestra, el analito () y, quizas, otros componentes de la
matriz (@ y A), quedan retenidos en la fase debido a una o varias
interacciones quimicas (por ejemplo, de Van der Waals, o no-polares entre la
cadena alifatica del analito y la cadena alifatica de una fase C18). Otros

componentes de la matriz pueden pasar a través de la fase sin ser retenidos
(Guillem, 2012; Sigma-Aldrich Co., 2010).
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4.-Lavado: En este paso se trata de eliminar componentes de la matriz no
deseados (contaminantes) que hayan quedado retenidos en la fase en el paso
de retencion. Se pueden utilizar mezclas hidroorganicas adecuadas. En la
figura 8 se muestra como los contaminantes ( A y O) son eliminados quedando
solo el analito de interés (Guillem, 2012; Sigma-Aldrich Co., 2010).

5.-Elucién: La elucion del o los analitos a estudiar se realiza mediante un
eluente adecuado. Debe elegirse un disolvente de elucion capaz de romper
s6lo la interaccion entre el analito y la fase, obteniendo asi una elucion
selectiva del analito. Viendo la figura 8, se observa como el analito (H) es
desorbido de la fase estacionaria, obteniendo al analito puro (Guillem, 2012;
Sigma-Aldrich Co., 2010).

Acfivacion Acondicionamiento Retencion Lavado Fluciin

Figura.8. Pasos para realizar una extraccion en fase soélida (Guillem, 2012).

2.9. lones

2.9.1. Caracteristicas generales de los iones

Los iones del sodio como el potasio estan muy difundidos en la naturaleza. Los
dos son blandos de color blanco argentino, que se vuelve gris al exponerse al
aire. En la naturaleza no se encuentran en forma metalica, sino formando parte
de una gran variedad de minerales (UNAM. Facultad de Quimica., 2007; Babor
y Ibarz, 1977).
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El calcio es una de los mas abundantes en la tierra sin embargo no se
encuentra en forma natural, se encuentra en silicatos, carbonatos, fosfatos y
sulfatos. Por su abundancia es el sexto elemento en la tierra (Choppin, et al.,
1977).

El cloro es un gas de color amarillo verdoso, por ser muy activo quimicamente,
no se encuentra libre en la naturaleza, normalmente se encuentra mezclado, su
compuesto mas abundante es el NaCl, cloruro de sodio o sal comun (Rinco y
Rocha, 1976).

2.9.2. Valor nutrimental

Los minerales son muy importantes para lograr un buen mantenimiento del
cuerpo en perfecto estado de salud. Sin embargo el cuerpo humano no puede
fabricarlos, debe utilizar las fuentes externas como son los alimentos para
asegurar un adecuado suministro de ellos. La ausencia o el exceso de
minerales en la alimentacién pueden causar enfermedades, de modo que si se
encuentran presentes en los alimentos es necesario conocer en que alimentos
los podemos encontrar y el contenido de éstos.

En la tabla 3 se presenta un resumen de las principales funciones de los
minerales asi como de sus principales fuentes, en la tabla 4 se presenta un
resumen del IDR de cada uno asi como los principales problemas por su déficit

y el exceso de éstos.
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Tabla 3. Principales funciones de los minerales en el organismo y principales

fuentes de consumo (Facultad de medicina, 2004).

Nombre
del

nutrimento

Principales funciones

Principales fuentes

Calcio

Interviene en la coagulacion de la sangre,
activacién de varias enzimas, transmisién
de impulsos nerviosos, contraccidon

muscular, secrecidon de varias hormonas,
capacidad de adhesion de unas células
con otras, mantenimiento y funcionamiento
de las membranas celulares, constituyente

de huesos y dientes

Tortilla de maiz,
charales, sardinas,
quesos, leche,
berro, epazote, hoja
de chaya,

verdolaga

Cloro

Equilibrio acido-basico.
Forma parte del jugo gastrico.
Actua como electrolito. Activador de
algunas enzimas. Interviene en la
contraccion muscular y la transmision

nerviosa

Contenido en casi
todos los

Alimentos

Potasio

Balance electrolitico, regulacion de la
presion osmatica, transporte de

nutrimentos

Carnes, visceras,
naranja, platano,
Mandarina

Casi todos los

Sodio

Regula el volumen y la presién osmatica,
la acidez y la carga eléctrica del fluido
extracelular.
Contraccion muscular, conduccién
nerviosa, absorcion activa

alimentos; Sal
adicionada
a los productos

procesados
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Tabla 4. IDR de los minerales en estudio Posibles malestares por la deficiencia
y exceso de los minerales (Facultad de medicina, 2004).

Nombre .
Ingesta Diaria L
del . Deficiencias Exceso
. Recomendacion (IDR)
nutrimento
Estrenimiento,
anorexia, nausea,
vomito, dolor
Infantes 450 a 600 mg ab.d.omlln’al.
n . . Calcificacion de
Nifios y Puberes 800 a Tetania .
. tejidos blandos,
1000 mg Osteomalacia oliuria. polidipsia
. Adultos 800 mg Osteoporosis poILIna, Poldipsia,
Calcio ) calculos renales,
Embarazadas y lactantes Alteraciones . .,
. Hipertension.
1200 mg del sistema )
. ~ . sintomas de
LS a partir de | afio nervioso .
de edad 2500 mg uremia,
debilidad muscular,
psicosis, delirio,
estupor, coma
Convulsiones
Cloruro No se conoce ET‘ personas
. sensibles agrava o
deficiencia
desencadena
hipertension
No se conoce
deficiencia
. Nifios 800 mg d|etet|9a, a Deshidratacion
Potasio perdida .
Adultos 900 a 2700 mg . acidosis y choque
excesiva
produce
deshidratacion
No se conoce
deficiencia A largo plazo en
. dietética individuos
Nifios 115 a 350 mg Cuando ha susceptibles puede
Sodio Puberes 600 a 1800 mg o y dese‘;ca derf’ar °
Adultos 1100 a 3300 mg perce
excesiva se agravar la
produce hipertension

deshidratacion

El limite superior (LS) de los valores recomendados de estos micronutrimentos,

no se deben exceder con regularidad.
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2.9.3. Técnicas y métodos de cuantificacion de iones

La determinacion de los elementos minerales en los alimentos se dificulta al
tener elementos organicos presentes como carbono, hidrogeno, nitrégeno,
oxigeno y azufre. Para la determinacion de los minerales se suele agrupar a
aquellos elementos, en su mayoria metalicos, que se presentan en cantidades
minoritarias en los alimentos, y que suelen determinarse como elementos mas
que como compuestos especificos o grupos de compuestos (Szefer y Nriego,
2007).

Los métodos de determinacion mas comunes se basan en la titulacion
complejométrica con EDTA o algun otro quelante y por gravimetria (para
cationes metalicos).

Hay variantes para elementos que contienen sodio y potasio que no se pueden
titular con EDTA, este método es el método de cloroplatinato de Lindo-
Gladding. Este método se basa en la insolubilidad del perclorato en alcohol y
en otros disolventes organicos. Si la determinaciéon es cuidadosa el método de
cloroplatinato rinde resultados muy precisos pero en la actualidad tienden a
sustituirse por métodos basados en el descubrimiento reciente de la
insolubilidad del tetrafenilborato de potasio o en la fotometria de llama (Szefer y
Nriego, 2007).

A continuacidon se describen los métodos utilizados para la determinacion de
los componentes inorganicos en los alimentos presentes dentro de las normas:
Para la cuantificacion de los iones en estudio se tomaron las normar oficiales
mexicanas (NOM) y de la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC).

En la norma oficial Mexicana NOM-201-SSA1-2002, Productos y servicios.
Agua y hielo para consumo humano. La determinacién de cloro residual.
Método colorimétrico con DFD. La cual se basa en la reaccién del cloro libre
disponible con el indicador N, N-Dietil-pfenildiamina formando un compuesto de
coloracion roja el cual es medido espectrométricamente a una longitud de onda
de 515 nm (Secretaria de salud, 2002).

En el caso de la determinacion de calcio, la Asociacién Cientifica dedicada a la
excelencia en los métodos de analisis (por sus siglas en inglés AOAC),

propone la titulacion con permanganato.
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El calcio se precipita a pH 4 como oxalato (si hay fosfato presente se puede
eliminar con acido acético), posteriormente el oxalato se disuelve en acido
sulfurico liberando acido oxalico el cual se titula con una solucién valorada de
permanganato de potasio (James,1999) .

Para el caso de las normas Mexicanas, para la determinacion de calcio
(Método NOM-187-SSA1/SCFI-2002), se propone la formacién de complejo
con EDTA (Secretaria de Salud., 2002).

Cuando se anade a una muestra conteniendo calcio (0 magnesio), acido
etilendiaminotetracético (EDTA) o su sal, los iones se combinan con el EDTA.
Se puede determinar calcio en forma directa, afiadiendo NaOH para elevar el
pH de la muestra entre 12 y 13 unidades, para que el magnesio precipite como
hidroxido y no interfiera, se usa ademas, un indicador que se combine
solamente con el calcio (azul dehidroxinaftol) (Secretaria de Salud., 2002).

En el andlisis de calcio, la muestra es tratada con NaOH 4 N para obtener un
pH de entre 12 y 13, lo que produce la precipitacion del magnesio en forma de
Mg(OH),. Enseguida se agrega el indicador azul de hidroxinaftol que forma un
complejo de color rosa con el idén calcio y se procede a titular con solucién de
EDTA hasta la apariciéon de un complejo color purpura (Secretaria de Salud.,
2002).

En la determinacion de sodio para alimentos y bebidas no alcohdlicas,
establecida en la NOM-086-SSA1-1994, se utiliza el método de
espectrofotometria de absorcion atémica con aditamento de flama. Para la
determinacién, la muestra se somete a una digestion con acido nitrico
concentrado para poder limpiar el analito y ser cuantificado, el método utiliza
una lampara de catodo hueco de sodio, una flama de aire-acetileno como
oxidante, la lectura se realiza a una longitud de onda de 589.6 nm. La
restriccion para la fotometria de flama o espectrofotometria de emision de
flama, solo puede cuantificar elementos que son capaces de emitir radiacion
visible (Secretaria de Salud., 1996).

Existen otros métodos utilizados para la determinacion de los componentes

inorganicos en los alimentos los cuales seran descritos a continuacion:

37



GENERALIDADES E

La determinacion de cloruros es el método de Mohr. Este método se utiliza
para determinar iones cloruro y bromuro de metales alcalinos, magnesio y
amonio. La valoracién se hace con solucion patréon de nitrato de plata.

El método se basa en la formacion de un precipitado ladrillo proveniente del
cromato de plata formado a partir del precipitado de cloruro de plata, una vez

que todo el CI" haya reaccionado con el nitrato de plata (Nielsen, 2003).

Se utilizan métodos espectrofotométricos para la determinacion de minerales
los cuales se trataran de presentar brevemente a continuacion.

Los métodos de espectrofotometria de absorcion (por sus siglas en inglés,
AAS) y de emision atdomica (por sus siglas en inglés, AES), utilizan flama para
la atomizacion (Capar y Szefer, 2005; Otles, 2005)por lo que se basan en la
absorcion y emision por atomos o iones elementales.

En espectrometria de emisién atdomica de llama (FAES) o fotometria de llama
(FP), la muestra se convierte en vapor atdmico mediante la aplicacion de
energia térmica (una llama) (Szefer y Nriego, 2007).

La espectrometria de emision atdmica con plasma de excitacion inductiva
acoplado (ICP-AES) tiene aplicacion muy amplia en la determinacion de la
mayoria de los elementos (Szefer y Nriego, 2007).

La espectrometria de masas es una técnica moderna que puede ser utilizada
para medir masas de iones con alta exactitud. La espectrometria de masas con
la excitacion del plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) ofrece una mayor
precision que la ICP-AES (Szefer y Nriego, 2007).

Ambos ICP-AES y ICP-MS han encontrado muchas aplicaciones en muchos
campos distintos, por ejemplo, en la determinacién de elementos inorganicos
nutricionales y toxicos en los alimentos.

Las dos técnicas electroquimicas importantes para el analisis elemental son la
voltamperometria y la potenciometria con electrodo selectivo de iones. Ambos
métodos se pueden utilizar s6lo para muestras acuosas (Szefer y Nriego,
2007).

La voltamperometria de redisolucion anddica (ASV) se caracteriza por tener
equipos compactos y de costo bajos, y no requiere muestra preliminar para

concentrarse.
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Los electrodos selectivos de iones (por sus siglas en inglés, ISE) son muy utiles
para la determinacion de cationes y aniones principales en solucion acuosa.
Los electrodos selectivos de iones para diferentes analitos son fabricados y
comercializados por muchas empresas (Szefer y Nriego, 2007). También se
puede mencionar que los electrodos selectivos de iones tienen la ventaja de
tener una respuesta lineal en un amplio intervalo de concentraciones, tener
bajo tiempo de respuesta y su respuesta no se ve afectada por la turbidez o el

color de la muestra (Harris, 2001).

2.10. Importancia del control de plaguicidas en el Té

Aun cuando en la actualidad se mantiene un riguroso monitoreo de residuos de
plaguicidas en las frutas y hortalizas en muchos paises, en el control de los
productos de Té, uno de los productos mas consumidos en el mundo, es muy
raro tener un seguimiento de residuos de plaguicidas. Debido a que los limites
maximos permitidos (MRLs, por sus siglas en inglés) no se han asignado
todavia a muchos de los residuos de plaguicidas en el Té, los paises
importadores son libres de mantener o establecer sus propios limites
provisionales diferentes o incluso crear estrictos limites maximos de residuos
para los plaguicidas en el Té de los paises exportadores (Kumar, et al., 2004).
En el caso de la Union Europea, la directiva 42/2000/EC, regula hasta 108
pesticidas, los cuales, han sido limitados por los niveles maximos de residuos
en el Té desde 1 de Julio de 2001 (Unién Europea, 2000). Otra directiva
europea 91/414/CEE, dada por el consejo regulador de productos de
proteccion en el afio 2003, limita algunos tipos de plaguicidas a los niveles
detectables de algunos alimentos. Debido a los crecientes desafios de las
agencias reguladoras de los Estados Unidos y otros paises importantes en el
consumo de Té€, se ha vuelto mas importante el analisis de niveles de trazas y
el analisis de multi-residuos de contaminantes.

Los herbicidas son aplicados ampliamente en los cultivos de Té. Los herbicidas
triazinicos son los mas comunmente utilizados para el control de maleza y
“‘malas hierbas” que impiden el crecimiento normal de los cultivos (Klaassen y

Watkins Ill, 1999). La mayoria de los trabajos donde se reporta la presencia de
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triazinas en plantas o muestras ambientales tratan de mejorar la deteccidon de
estos plaguicidas porque sus residuos y metabolitos son dafinos al medio
ambiente y organismos desde muy bajas concentraciones. Por ejemplo, en EU
y la UE se trabaja con limites de cuantificacion del orden de 0.1 mgL” o
menores y en un trabajo (Zhigiang, et al., 2007), logra un limite de
cuantificacion de 0.053 mgL™" con la metodologia propuesta. Las caracteristicas

generales de esta familia de plaguicidas se describen en la siguiente seccion.
2.101. Herbicidas triazinicos

La estructura general de las triazinas esta formada por 6 miembros formando
un ciclo, en el cual se encuentran 3 atomos de nitrégeno y 3 atomos de
carbono como se muestra en la figura 9. Las triazinas pueden ser simétricas
con nitrégenos y carbonos alternados alrededor del ciclo, o ser asimétricas con
atomos de nitrogenos adyacentes. No hay diferencia entre la toxicidad y la

accion de las triazinas, por la diferencia de estructura (Kamrin, 1997).

R

R ~ J|\ .-"‘"A\ _,-#"‘R‘
d P I
H H

Figura 9. Estructura general de las triazinas (Kamrin, 1997).

A continuacion se describiran las triazinas utilizadas en el presente trabajo:
Atrazina

La atrazina es el miembro mas representativo de esta familia y también se le
conoce con el nombre de “Atrex, Aktikon, Alazine, Atred, Atranex, Atrataf,
Azinotox, Farmaco Atrazina, G-30027, Gesaprim, Primatol, Simazat y Zeapos”
(Kamrin, 1997).
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La atrazina es de ligera a moderadamente toxica para los humanos y animales;
ésta puede ser absorbida por via oral, dérmica o por inhalacién. Los sintomas
de envenenamiento incluyen dolor abdominal, diarrea y vomito, irritacion de los

ojos e irritacion de la piel (Stevens y Sumner, 1991; Krieger, et al., 1995).

En ratas se ha experimentado la ingestién de la atrazina y se ha encontrado
que es absorbida por el tracto gastrointestinal. Cuando es administrada en
dosis de 0.53 mg en ratas, el 20% fue excretado en las heces en 72 horas. El
otro 80% fue absorbido a través del tracto gastrointestinal al flujo sanguineo.
En las siguientes 72 horas el 65% fue eliminada por la orina y el 15% se
mantuvo en los tejidos del cuerpo, principalmente en el higado, los rifiones y

los pulmones (Kamrin, 1997).

La atrazina presenta las propiedades fisico-quimicas siguientes (Kidd y James,
1991):

Nombre quimico: 2-clor-4etilamina-6-isopropilamina-S-triazina.

Peso molecular: 215.69.

Solubilidad en el agua: 28 mg/L a 20°C.

Solubilidad en otros solventes: Cloroformo; dieltil éter

Punto de fusion: 176°C.

Coeficiente de reparto (octanol/agua): 219.

En la figura 10 se presenta la estructura de la Atrazina.

i
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H

CH; H
Figura.10. Estructura de la Atrazina

Simazina
A la simazina se le conoce con diversos nombres como son los siguientes:

“Caliber, cekusima, framed, Gesatop, Pricep, Tnazine y Totazine. También se
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le puede encontrar con otros herbicidas como es el caso de amitrole, paraquat
y atrazina” (Kamrin, 1997).

La simazina no irrita la piel ni ojos de conejos, pero en dosis altas si existe
irritacion. Se ha demostrado que la simazina en humanos, con la prueba de
parche o epicutaneas, no produce irritacion o sensibilidad. Sin embargo se han
encontrado casos de personas que por el uso de la simazina han mostrado
irritacién en la piel. El principal problema con la simazina en su uso, es que en
la mayoria de sus presentaciones no se encuentra sola. (Stevens y Sumner,
1991).

Estudios elaborados para determinar la forma en que actua la simazina han
demostrado que en ratas, cabras y ovejas del 60 al 70% de la dosis ingerida
puede ser absorbida por el organismo (EPA, 2011), de lo absorbido el 5 al 10
% es distribuido de manera sistematica en los tejidos , el resto es eliminado por
la orina en 24 horas (Kidd y James, 1991). La distribucion del herbicida, se

encontré en la sangre, higado, rifion, grasa y huesos (EPA, 2011).

Las propiedades fisicoquimicas de la simazina se indican a continuacién (Kidd
y James, 1991):

Nombre quimico: 6-clor-N2,N4-dietil-1,3,5-triazina-2,4-diamina.

Peso molecular: 201.7.

Solubilidad en el agua: 5 mg/L a 20°C.

Solubilidad en otros solventes: Cloroformo; dieltil éter, metanol.

Punto de fusion: 225-227°C.

Coeficiente de reparto (octanol/agua): 91.2.

Coeficiente de adsorcion: 130 (Gosselin, et al., 1984).

En la figura.11 se presenta la estructura de la simazina.
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Figura.11. Estructura de la simazina (Kamrin, 1997).
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Propazina

La propazina es un herbicida usado para el control de maleza de hojas anchas,
sus presentaciones disponibles en el mercado son en liquido, polvo para
solubilizar y forma granulada, Se puede encontrar con los nombres de“G-
30028, Gesamil, Milocep, Milogard, Milopro, Plantullin, Primatol, Propazin,

Propinex y Prozinex” (Kamrin, 1997).

Entre los sintomas por exposicidon se encuentran mareo, letargo, debilidad
muscular escurrimiento nasal, dificultad para respirar (Dreisbach, 1983). En
contacto exterior se presentan irritacion en la piel, ojos y tracto respiratorio
superior (Stevens y Sumner, 1991).

La Propazina es absorbida y metabolizada en el cuerpo. En un promedio de 72
horas después de la administracion, via oral en ratas, el 66% fue excretado por
la orina y el 23% fue excretado por las heces (Gosselin, et al., 1984). Estudios
posteriores demostraron que del 15% que no fue excretado el 72% de las
triazinas fueron agregadas al flujo sanguineo a través del tracto
gastrointestinal, después de 8 dias, mostraron que la propazina metabolizada
fue encontrada en pulmén, bazo, corazén, rifidn y cerebro de las ratas (EPA,
2011).

Las propiedades fisicoquimicas de propazina se presentan a continuacién (Kidd
y James, 1991):

Nombre quimico: 6-cloro-N2,N4-di-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-dietilamina.

Peso molecular: 229.7.

Solubilidad en el agua: 5mg/L a 20°C.

Solubilidad en otros solventes: benceno, tolueno, dietil éter.

Punto de fusion: 212-214 °C.

Coeficiente de reparto(octanol/agua) log P: 2.34

Coeficiente de adsorcién: 154

En la figura.12 se presenta la estructura de la propazina.
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Figura.12. Estructura de la Propazina (Kamrin, 1997)

Terbutilazina

La terbutilazina a nivel comercial se puede encontrar con los nombres: 2-(tert-
Butilamino)-4-cloro-6-(etilamino)-s-triazina; S-Triazina, 2-(Tert-Butilamino)-4-
Cloro-6-(Etilamino)-; 1,3,5-Triazina-2,4-Diamina, 6-Cloro-N-(1,1-Dimetiletil)-N'-
Etil-; Gardoprim; Caswell Number 125B; GS-13529; G13529; N-tert-butil-6-
cloro-N'-etil-1,3,5-triazina-2,4-diildiamina (INSHT, 2011).

La terbutilazina puede absorberse por inhalacién, a través de la piel y por
ingestion. Los efectos de exposicidn son: irritacion cutanea, irritacion en los
ojos, tiene leve capacidad alergénica. La toxicidad crénica y a largo plazo
presenta genotoxicidad, neurotoxicidad, teratogenicidad, mutagenicidad y

carcitoxicidad (Jimenez-Rojas, 2011).

Las propiedades fisicoquimicas de la terbutilazina se presentan a continuacion
(INSHT, 2011):

Nombre quimico: N-tert-butil-6-cloro-N-etil-1,3,5-triazina-2,4-diamina.

Peso molecular: 229.7.

Solubilidad en el agua: 8.5 mg/L a 20°C.

Solubilidad en otros solventes: acetona, etanol, n-octanol, etilen glicol, tolueno.

Punto de fusién: 177-179 °C.
En la figura.13 se presenta la estructura de la terbutilazina.
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Figura.13. Estructura de la Terbutilazina (INSHT, 2011).
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2.10.2. Efecto de las triazinas en las plantas y humanos

La accion de los compuestos triazinicos en las plantas, se presenta en la
fotosintesis, interviniendo en este proceso. Las triazinas intervienen en el
fotosistema |l de la fotosintesis, bloqueando el transporte de electrones, los
cuales son utilizados por la clorofila para produccion de energia quimica, esta
energia es utilizada en las células de la planta. Debido a que la planta no
puede generar energia quimica sus funciones celulares no pueden llevarse a
cabo. La efectividad de las triazinas depende de los rangos de la tasa de
captacién y distribucion en las plantas (Altman, 1993;Stevens y Sumner, 1991).
La accion de los compuestos triazinicos afectan a los procesos bioquimicos de
las plantas por tal motivo se creeria que no afecta a los animales o al ser
humano sin embargo hay evidencias que los componentes de triazinas en los
mamiferos producen alteraciones a corto plazo irritacion en la piel y ojos,
nauseas y vomito, diarrea, calambres y salivacion, a largo plazo alteraciones
como mutagenicidad, teratogenicidad y carcinogenicidad y alteraciones en el
metabolismo de las vitaminas (INSHT, 2011; Kamrin, 1997).

2.10.3. Legislacion

La ley de proteccion de calidad de los alimentos (por sus siglas en inglés
FQPA), al estudiar la posible exposicion de los alimentos por parte de
pesticidas ordena a la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en
inglés) a estudiar la posible contaminacién de los alimentos por parte de los
residuos fitosanitarios. La EPA propone como primer fuente a estudiar al agua
potable (ya sea agua subterranea o de superficie) debido a la posible
exposicion de estos productos a través del uso de pesticidas en cultivos, ya

que por su uso cotidiano pueden llegar a los mantos acuiferos.

La EPA ha designado como nivel maximo de contaminacion para la atrazina de
0.003 mgL'1. En el caso de la propazina en el agua potable se han establecido
en los siguientes niveles: 2 mgL'1 a corto plazo para adultos y de 0.5 mgL'1

para nifios. Para la simazina se propuso de 0.004 mgL™" (EPA, 2011).
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En el caso de la legislacién europea los niveles que se estipulan en la directiva
2000/60 son, para el caso de triazinas individuales deben de tener un nivel de
concentracion de 0.1 ugL™, en caso de triazinas totales de 0.5 ugL™ (European

Commission, 2011)

2.11. Andlisis de iones y pesticidas en diferentes tipos de infusiones

herbales

El analisis cuantitativo de la cantidad de los minerales presentes en diversas
plantas fue estudiado por Ozcan, et al., 2008. Este estudio se limité a la
medicion de minerales cationicos de diferentes plantas. Dentro de esta lista se
encuentran plantas con las que se elaboran tradicionalmente infusiones en
México. En la tabla 5 y 6 muestran en la primer columna es la cantidad de
minerales presentes en las plantas, en la segunda columna es la cantidad de

minerales presentes en una infusion.

En general, el contenido de minerales de las plantas que se estudiaron, se
encontraron valores similares a los registrados en la literatura. Las diferencias
encontradas pueden deberse a los siguientes parametros: las especies,
lugares, propiedades del suelo, la fecha de la cosecha, lugar del cultivo y
procesos analiticos. Las concentraciones se determinaron con espectrometria

de emisidn atomica con plasma acoplado por induccién.

Otro estudio relacionado con el contenido de iones presentes en las infusiones
de diferentes plantas estd documentado por Gallaher, et al, 32006. En este
articulo describen el contenido mineral de 10 hierbas secas para infusionar y
las infusiones producidos a partir de estas. Entre las hierbas estudiadas se
encuentran tres tipos de diferentes de Té verde. De igual forma en el legajo
utilizado para este trabajo se encuentra el articulo de Malon y Maj-Zurawska,
2005, en el cual se describen ensayos que denotan que no hay diferencias
significativas entre los electrodos selectivos y otros métodos utilizados para la

medicion de iones.
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Tabla 5. Cuantificacion de iones Na* y K* en plantas usadas para infusionar

Planta lon
Na* K*
Nombre cientifico Nombre [ppm] [mg/100 [ppm] [mg/100
popular En mL] En mL]
planta | En infusion | planta | En infusion
Salvia fruticosa Salvia 886.02 3.00 10967.3 127.61
Pimpinella anisum Anis 325.23 0.00 4411.9 75.57
Rosmarinus Romero | 43.82 005 | 112002 | 135.03
officinalis
Ocimum basilicum Albaca 65.24 0.15 11160.4 218.35
Tilia cordata Tila 33.11 0.05 21389.5 109.10
Mentha piperita Menta 916.23 0.09 18496.2 153.23
Melissa officinalis Toronjil 1270.2 0.02 20704.7 135.03
Matricaria Manzanilla | 2503.3 | 14.62 | 27497.8 | 203.23
chamomilla
Foeniculum Hinojo |675.84 | 003 | 175004 | 120.69
vulgare

Tabla 6. Cuantificacion del ion Ca*? en plantas usadas para infusionar

Planta lon
Ca'*
[ppm] | [mg/100
Nombre cientifico 'F\)ISSL?: En mL]
planta En
infusion
Salvia fruticosa Salvia 7159.8 15.85
Pimpinella anisum Anis 2478.7 13.32
Rosmarinus officinalis Romero 224 1 2517
Ocimum basilicum Albaca 574.7 24 .42
Tilia cordata Tila 3001.2 11.47
Mentha piperita Menta 4200.0 20.88
Melissa officinalis Toronjil 10155.5 20.11
Matricaria chamomilla | Manzanilla | 8186.5 6.11
Foeniculum vulgare Hinojo 5118.2 18.42

En el caso de los limites maximos de residuos en herbicidas se realizé un
estudio por parte de Lin, et al.,, 2006. Este estudio se realizé utilizando el
método de cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS)

para el andlisis de la atrazina y metabolitos de la atrazina en tres diferentes
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muestras herbales. En la tabla 7 se presenta el porciento de recobro y el limite
de deteccion que se logro obtener.

Estas plantas se muestrearon después de 25 dias de la aplicacion de la
triazinas. Para validar el método desarrollado, se realizé6 ensayos de campo en
el cual se llevo a cabo tres repeticiones de cuatro muestras herbales.

El método desarrollado proporcioné suficiente sensibilidad para determinar la
concentracion de la atrazina y sus metabolitos clorados en la planta, obtenidos

por absorcién del suelo.

Tabla 7 Porciento de recobro y limite de deteccion en 4 muestras herbales

Porciento de recobro

Muestras herbales Metabolitos
Atrazina
Dietilatrazina | Deisopropilatriazina
Dactylis glomerata L. 92.0 117.5 123.5
Bromus inermis L 101.8 122.2 127.8
Festuca arundinacea S. 89.3 109.2 89.0
Panicum virgatum L. 79.1 103.3 82.1

Limite de detecciéon

P 0.6 1.3 0.3
(Mgkg™)

El método propuesto GC-MS permitié el analisis de la atrazina y sus
metabolitos desalcalinizados, adsorbidas por las muestras herbales. Los
promedios del porciento de recobro fluctuaron alrededor de 79.1 y 127.8 con un
limite de deteccion de 0.6 pgkg'1 para la atrazina, para la dietilatrazina 1.3 pgkg
y 0.3 pgkg'1 para la deisopropiltriazina. Con el trabajo anterior se puede
observar que los porcientos de recobro tienden a tener una gran variacion entre
cada una de las moléculas estudiadas.

De igual forma se han estudiado residuos de plaguicidas en hojas de Té, estos
resultados fueron presenta por (Zhigiang, et al., 2007) donde se demuestran los
niveles de limites de cuantificacion son similares a los obtenidos en los

resultados de este trabajo.
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CAPIiTULO 3
PARTE EXPERIMENTAL
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Determinacion de iones

3.1.1. Reactivos

Para la preparacion de los ajustadores de fuerza idnica se usaron los
siguientes reactivos: nitrato de potasio reactivo analitico, R.A., Mallinckrodt
(Estados Unidos de América, USA, por sus siglas en inglés), cloruro de sodio al
99% de pureza de Sigma-Aldrich (USA), cloruro de potasio R.A. de J.T. Baker
(México), cloruro de amonio R.A. de J.T. Baker (México), hidroxido de amonio
R.A. de J.T. Baker (México). Las disoluciones estandares se prepararon con
cloruro de sodio al 99% de pureza Sigma-Aldrich (USA), cloruro de potasio y
cloruro de calcio ambos de pureza de reactivo analitico de J.T. Baker (México).
Para la preparacion de las soluciones anteriores se utilizé agua desionizada de
un sistema Millipore Simplicity (USA).

Reactivos comerciales para electrodos. Disolucién de llenado para la camara
de los electrodos adquiridos a Thermo Orion: Para CI" 900017, para K* 900065,
para Na® 900012 y para Ca?* 900061. Disoluciones de almacenamiento de los
electrodos adquiridos a Thermo Orion: para CI" 841101, para Na* 841101, para
Ca*" se utilizd una disolucién de 100 mgL™ de CaCl,, para K* se utilizé una
disolucién de 100 mgL™ de KCI. La descripcion de las disoluciones usadas se

presentan mas adelante en la tabla 11.
3.1.2. Equipos y materiales

e Electrodo combinado Orion Ross Sodio 84-11 (USA)

e Electrodo combinado Orion Cloruro 96-17 (USA)

e Electrodo combinado Orion Potasio 97-19 (USA)

e Electrodo combinado Orion Calcio 96-17 (USA)

e Balanza analitica OHAUS, Adventurer Pro ( USA) con capacidad de 110 g
y una precision de 0.0001 g

e Balanza analitica Mettler (Suecia) con capacidad de 160 g y una

precision de 0.001 g
e Desionizador y purificador de agua MILLIPORE Simplicity (USA).
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e Micropipeta Eppendorf (Canada) de 100-1000 pL

e Parrilla de calentamiento y agitacion DAIGGER (USA)

e Potencidmetro Thermo, ORION 4STAR pH*ISE Benchtop (USA)
e Probeta P.K. (México) de 100 mL

e Matraces aforados PYREX (México) de 10, 25 y 250 mL

e Vasos de precipitado PYREX (México) de 10, 50, 100 y 250 mL
e Vasos de precipitado KIMAX (México) de 20 y 50 mL

e Pipeta graduada PYREX (México) 10 mL

e Pipeta graduada IVA (Argentina) 1 mL

e Propipeta BRAND (Alemania)

e Termdmetro Brannan (Suecia) -10 a 106°C

e Agitadores magnéticos

3.1.3. Muestras

Las muestras fueron adquiridas en diferentes supermercados de la Ciudad de
México. Las muestras fueron diez cajas con sobres de Té negro y Té verde,
para infusiones, una de Té verde y una de Té negro embotellados. De cada
producto comercial se analizaron tres lotes diferentes. En la tabla 8 se

muestran las caracteristicas de las muestras utilizadas.
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Tabla.8. Caracteristicas de las muestras de Té
Contenido
Muestra | Presentacion Ingredientes de iones
reportado
Caja con 25 Na*= 0
A bolsitas de Té verde Camellia sinensis mg/1g
1g clu K'=23 mg/1g
Caja con 24 Na*=
B bolsitas de Té verde y anis Omg/1g
1g clu K'=23mg/1g
Caja con 25 Té verde (Camellia sinensis) y Na*= NE
C bolsitas de | saborizante artificial (contiene lecitina +_
149 clu de soya) K'=NE
gc y
Caja con 25 70% Camellia sinensis y 30% mentha Na’=
D bolsitas de inerita L Omg/1g
1g clu Pip ' K*= NE
Caja con 20 Na‘= NE
E bolsitas de Té verde Camellia sinensis +_
K'= NE
2g clu
Caja con 25 Té negro Camellia sinensis Na'=
F sobres de Saborizante artificial bergamota 0.039mg/1g
1.41 gclu K'=NE
Caja con 24 Na'=0
G bolsitas de Té negro Camellia sinensis mg/1g
1.5gclu K'=23mg/1g
Caja con 25 . "
H bolsitas de 2 Té negro N|2+__NI\IIEE
gclu
Caja con 30 Té nearo Na*= 0
| bolsitas de 1 9 mg/1g
g clu K'=NE
J t(>:o aljs?tggrgjsg Té negro Camellia sinensis Nr?19720gj1
g clu K'=NE
Agua Carbonatada, Fructosa, Acido
Citrico, Saborizantes Naturales, Benzoato En.l’Jnad
de Sodio, Extracto de Té Verde (Camellia porcion de
K En6voaos © CLon sinensis), Sucralosa, Sorbato de Potasio, 200 mL
m EDTA, Caramelo (Colorante Natural), Na'= 19 mg
Colorantes Artificiales (Amarillo 5 y Azul K*=NE
1). *21,6 mg de polifenoles por envase
Agua Carbonatada, Fructosa, Acido En una
Citrico, Saborizantes Naturales, Benzoato porcion de
L Envase con | de Sodio, Sucralosa, Caramelo, Extracto 200 mL
600 mL de Té Negro (Camellia sinensis), Sorbato A
de Potasio, EDTA. *11 mg de polifenoles NaKﬂI?IIEmg

por envase.

NE: No Especificado.
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Las muestras de A a E son representantes de Té verde de 5 marcas
comerciales mientras que las muestras de F a J son representantes de Té
negro de 5 marcas comerciales, estas muestras son bolsitas para infusién. Las
muestras K muestra de Té verde y L muestra de Té negro, estas muestras en

presentacion listo para beber (embotellados).

3.1.4. Disoluciones y muestras

3.1.4.1. Disoluciéon estandar

Se prepararon disoluciones madre de 1000 mgL'1 de cada uno de los iones, a
partir de las cuales se prepararon los distintos niveles de concentracion de las
disoluciones estandar, a excepcién del Ca? de la cual se preparé una
disolucion de 100 mgL'1, por adicidbn de la alicuota correspondiente de
disolucién madre y el ajustador de fuerza io6nica (ISA) correspondiente, segun
esta indicado en la tabla 9.

Tabla 9. Niveles de concentracion de las disoluciones estandar y su respectivo

ISA

Electrodo Na* K* ca* Cr

o)
/o (IVS/\Q de 10% 2% 2% 2%
10 10 1 10
Disoluciones 20 60 2.5 60
estandar 50 100 5 100
(mg/L) 75 200 7.5 200
100 240 10 240

3.1.4.2. Ajustadores de fuerza iénica (ISA)

En la tabla 10 se presenta la composicion de las disoluciones ISA para cada
uno de los electrodos utilizados.

Tabla 10. Férmula de disoluciones de ISA para cada electrodo

Disolucion Electroqro de Electro+do Electrogf) de Electroqo de
Na de K Ca Cl
4M NH,CI
ISA 4M NH4OH 5M NaCl 5M KCI 3M NaNO;
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Las disoluciones que se presentan en el cuadro anterior fueron disoluciones
elaboradas en el laboratorio con compuestos de alta pureza los cuales fueron

enlistados en la secciéon 3.1.1.

3.1.4.3. Muestras: infusiones de Té negro y Té verde

La infusién se realizé sumergiendo 4 sobres de Té en 250 mL de agua
desionizada a una temperatura entre los 93 y 95°C durante cinco minutos. Al
término del tiempo se sacaron las bolsas del agua se dejaron escurrir y se
espero a que se enfriaran las infusiones a temperatura ambiente y se midio el

volumen final de cada una.

3.1.5. Métodos

3.1.5.1. Estabilizacion y activacion de electrodos

Para la estabilizacion y activacion de los electrodos se emple6 el siguiente
procedimiento general:

Se llend la camara del electrodo con disolucién de llenado, y a continuacion se
dejo el electrodo sumergido en la disolucion de almacenamiento. En la tabla
11, se presentan las disoluciones requeridas para el manejo de cada electrodo
selectivo de iones (ISE por sus siglas en inglés). Los electrodos de sodio y
cloruro presentan una respuesta optima después de un lapso de activacién de
24 a 48 horas, para el caso de potasio y calcio se activaron en 3 horas.
Después del tiempo de activacion en los electrodos se evalud la respuesta de
cada electrodo. Se realizaron mediciones a disoluciones de estandar de cada

i6n a concentraciones 10, 100 y 1000 mgL™.
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Tabla 11. Disoluciones usadas para los electrodos selectivos de iones
Disolucién Electroc+lo Electro+do Electrogo Electrodo
de Na de K de Ca de CI
KNO3 3.5 M *é'\(')?ﬁf
Llenado NH4Cl 2 M NaCl1 M y KCI 1.32M ' o
NaCI<0 18M KCI 1.32%,
' NaCl<0.18M
Nljgig:'\(l’ + 2+ NaCI 5M,
Almacenamiento 0.08 M K p Ca p NH,OH 0.08
NH CI’ 100 mgL 100 mgL M, NH,4CI
4 0.08 M
0.08 M
. NH4OH
Ajustador dleskerza 4M NaCl 5M KCI5M | NaNO33 M
ionica (ISA) NH.Cl 4 M
Estandar NaCl KCI 1 CaCl, 1 NaCl 1
1000 mg/L | 1000 mgL” 1000 mgL” 1000 mgL”
10 mL de
Enjuague ISAen1L Agua Agua Agua
de H,O desionizada | desionizada | desionizada
destilada
Reacondicionamiento | T 4HF2 K’ 109 Ca™ de11 . or 1010
01 M mgL” mgL” mgL”

Las disoluciones presentadas en la tabla 11 fueron elaboradas en el laboratorio
con reactivos de alta pureza los cuales fueron enlistados en la seccion 3.1.1,
salvo las disoluciones de llenado, las cuales son comerciales y cuentan con las
siguientes claves: para el electrodo de sodio 900010, potasio 900065, calcio
900061 y cloruro 90001. De igual manera la disoluciéon de reacondicionamiento
para el electrodo de sodio fue comercial con la clave 841113. Todas las
anteriores disoluciones fueron de la marca Optimum Results ™ desarrolladas

por Thermo Scientific Orion.

3.1.5.2.
3.1.5.2.1. Método de estandar externo (E.E.) con electrodos de Na*, K",
ca**ycCr

Validacion de los métodos ISE

a. Respuesta del sistema y linealidad del sistema. Para cada uno de los
iones se prepardo de manera independiente una curva de calibracion.
Para la creacion de las curvas de calibracion se prepararon cinco
niveles de concentraciones, (ver tabla 9). De cada una de las
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disoluciones se midi6 su potencial por triplicado, se trazaron las graficas
del logaritmo de la concentracion contra su potencial de respuesta. De
las graficas se obtuvo la ordenada, la pendiente y el coeficiente de
correlacion.

Exactitud y precision del sistema (muestra sintética). Para las
mediciones por estandar externo primero se obtuvo una curva de
calibracion con las disoluciones utilizadas en la linealidad para obtener la
ecuacion de la grafica, después se prepararon muestras sintéticas, las
cuales fueron disoluciones de agua desionizada con el i6n a medir a una
concentracién conocida. En la tabla 12 se muestran las concentraciones
de las disoluciones sintéticas que se utilizaron para cada electrodo. Se
midieron sus potenciales, y se obtuvo su concentracion, con las
concentraciones obtenidas se calcul6 el valor de la media, desviacion
estandar (DE) y su coeficiente de variacion (CV). Se realizdé por
sextuplicado en un dia para la evaluacion de la repetibilidad. En el caso

de la reproducibilidad se realizo por triplicado durante una semana.

Tabla 12. Concentraciones de disoluciones sintéticas para evaluar la

precision con cada electrodo.

Electrodo N N ++
Na K Ca Ccr

Concentracion
disolucion 75 100 5 100

sintética mgL™

Precision del método (En presencia de matriz de Té negro y Té
verde). Se midio6 la concentracion de cada ién (Na*, K*, Ca®" y CI)
presente en la infusién de Té negro e infusién de Té verde fortificadas.
Esta medicion se realiz6 de la siguiente manera. Se obtuvo una curva de
calibracion con las concentraciones mencionadas en la tabla 9. Las
infusiones se prepararon como se describe en la seccion 3.1.4.3. y se
agrego la cantidad de ISA correspondiente, a continuacion se midieron
sus potenciales y se interpolaron las respuestas del potencial en la curva

de calibracion para conocer la concentracidén de la muestra. Para evaluar
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la repetibilidad se realizaron mediciones por triplicado en un solo dia,
para evaluar la reproducibilidad se realizé en cuatro dias diferentes, en
los dos casos se calculdé la media, la desviacidon estandar de cada
concentracion para obtener C.V., el cual no debe de rebasar el 3%

segun la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).

3.1.5.2.2. Método de adicion estandar (A.E.) a electrodos de Na* y Ca**

a)

b)

Respuesta del sistema y linealidad del sistema. Se realizaron
disoluciones con un volumen de 10 mL a un concentraciéon de 10 mgL™
para cada ién, las cuales se denominaran muestras “sintéticas”. A éstas se
les realizaron 3 adiciones de 0.1 mL de un estandar de 1000 mgL'1 del ion
correspondiente, estas adiciones corresponden a un incremento en
concentracion de 10 mgL™. Se midié el potencial de cada disolucidn
sintética antes y después de cada adicidon, para trazar la grafica del
logaritmo de concentracion versus su respuesta y calcular la pendiente (m)
y el coeficiente de correlacion (r?).

Precision (muestra sintética). Para el caso de la repetibilidad se
realizaron disoluciones con una concentracion de 10 mgL™ a un volumen
de 10 mL para cada i6n. Se realizaron 3 adiciones de 0.1 mL de un
estandar de 1000 mgL'1 del i6n correspondiente, estas adiciones
corresponden a un incremento en concentracion de 10 mgL™. Se midio el
potencial de cada disolucion sintética antes y después de cada adicion,
para trazar la grafica del logaritmo de concentracion versus su respuesta y
calcular la pendiente (m) y el coeficiente de correlacion (%), se realizaron
por sextuplicado los pasos descritos y se tomaron las mediciones de solo
un dia. En el caso de la reproducibilidad se repitieron los pasos antes
descritos, pero se tomaron los datos producidos en cuatro dias diferentes
durante una semana.

Linealidad del método ISE por A.E. (En presencia de matriz de Té
negro y Té verde). Se prepararon curvas de calibracion en presencia de
cada matriz, se midi6 el potencial inicial y se agregaron 3 alicuotas de 0.1

mL de una disolucién de 1000 mgL™", se midié el potencial antes y después
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de cada adicion, las muestras tuvieron agitacion constante y se esperé a la
toma de lectura hasta que se llegara al equilibrio de la muestra. Con los
datos obtenidos se elaboraron las curvas de calibracién con el logaritmo de
la concentracién contra su potencial de respuesta. Se calculd el coeficiente
de variacién para la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de
correlacion de las curvas.

d) Precision del método (en presencia de matriz de Té negro y Té verde).
Se midié la concentracion de los iones (Na* y Ca®*) presentes en las
infusiones de Té negro y Té verde. Se midid el potencial inicial y se
agregaron alicuotas de 0.1 mL de una disolucién de 1000 mgL™", se midié
el potencial antes y después de cada adicién. Para evaluar la repetibilidad
se realizaron mediciones por triplicado en un solo dia, para evaluar la
reproducibilidad se realizé en cuatro dias diferentes, para los dos casos se
calculé el promedio y desviacion estandar de cada concentracion para
obtener C.V., el cual no debe de rebasar el 3% segun la guia de validacién

de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).

3.1.5.3. Determinacion de iones en la muestra

3.1.5.3.1. Estandar externo

Se prepararon por triplicado alicuotas de las muestras a las cuales se les
adiciond ISA, para el andlisis de los iones Ky CI'. Se registrd el potencial a
cada una de ellas con los diferentes electrodos. Se calculd la concentracion de
los iones en las muestras interpolado en la curva de calibracién en un rango 10

a 240 mg L™ para ambos iones.
3.1.5.3.2. Adicion estandar

Se prepararon por triplicado alicuotas de las muestras a las cuales se les
adicion6 ISA, se tomo la potencial inicial de la muestra y se realizaron
adiciones para incrementar en 10 mgL™ la concentracion de las muestras.

Antes y después de la adiciones se registrdo el potencial y se calculd la
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concentracion de la muestra por medio de la ecuacién.16 (Thermo electron
Corporation., 2003).

2
AE
(1+P)*10m

CM ==
-1

Donde:

Cu= concentracién de i6n en la muestra (mgL™")

Ce= concentracion de ién en el estandar (mgL™)

AE= cambio de potencial en mV, entre la medicion inicial y la medicion final

m= pendiente

P= volumen de estandar entre volumen de muestra

Las concentraciones se reportaron con el intervalo de concentraciones

correspondientes.

3.2. Analisis de triazinas en infusiones de Té

3.2.1. Reactivos y disolventes

Todos los estandares simazina, atrazina, terbutilazina y propazina, provinieron
de Chemservice, pureza = 98%(Estados Unidos de América, EUA). Se utilizd
metanol y acetonitrilo de J.T. Baker grado cromatografico (EUA) y agua

desionizada proveniente de un sistema Millipore Simplicity (EUA)
3.2.2. Preparacion de las disoluciones estandar de plaguicidas

La solucién madre de las triazinas fue hecha a una concentracion cercana a
500 mgL'1 en metanol. Para llevar a cabo este paso se pesaron las siguientes
cantidades de triazinas: simazina 29.4 mg, atrazina 21.5 mg, terbutilazina 21.5
mg y propazina 20 mg. Los miligramos de triazinas se llevaron a un volumen de
50 mL de metanol para tener una concentracién de Simazina 588 mgL'1,
Atrazina 430 mgL", Terbutilazina 430 mgL" y Propazina 400 mgL™". De la
disolucién anterior se tomé una alicuota de 25 mL y se aforé a 100 mL con
metanol, para obtener un stock con la mezcla de triazinas cercana 100 mgL™",
utilizada para la preparacion de las disoluciones de calibracion. Todas las

disoluciones fueron almacenadas en refrigeracion a 4 °C.
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De la disolucion de 100 mgL™, se tomd 0.1 mL (100 pL) y se aforé a 100 mL
con agua millipore (muestras “sintéticas”) o matriz de infusion de Té, para tener
una concentracion de 100 ugL’, la cual fue utilizada como muestra sintética o

muestra adicionada para optimizar el procedimiento de la extraccion.
3.2.3. Instrumentacién y analisis cromatografico

El analisis de los herbicidas triazinicos se realizé en un cromatégrafo de
liquidos de alta resolucion modelo 9010, acoplado a un detector
espectrofotométrico ultravioleta de arreglo de diodos, ambos de VARIAN Inc.
(EUA)

El programa de analisis de datos fue el “software” Star Worstation Varian (4.5).
Para efectuar el analisis cromatografico se us6 una columna analitica de 150 X
4.60 mm d.i RES ELUT C4g, tamafio de particula 5 um, una precolumna de
guardia de acero inoxidable de 13 X 4.5 mm d.i., empacada con nucleosil Cg
Phenomenex (EUA), tamafio de particula 10 um. La fase movil fue de 44:56
H,0:MeOH, a un flujo de 1 mL/min. El tiempo de corrida fue de 18 min. El
volumen de inyeccion fue de 20 plL. La deteccion se realizé a 220 nm por

espectrofotometria.
3.2.4. Otros accesorios utilizados

Cartucho de extraccion de 6 mL de capacidad y membranas, Varian, Inc.
(EUA).

Silice LC1s Supelco (EUA).

Micropipeta Eppendorf (Canada) de volumen variable de 100 a 1000 pL.
Balanza analitica Mettler (Suecia) con capacidad de 160 g y una precision de
0.001 g.

Sonicador modelo 1510 Branson (EUA)
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3.2.5. Extraccion en fase soélida

Para efectuar la extraccién en fase sdlida (EFS) se utilizé 500 mg silice C18
(SUPELCO), la cual se activé dias antes para su uso. La activacion se realizé
pasandole metanol a una proporcion de 1 mL de metanol por 1 g de silice. Este
paso fue para eliminar los contaminantes que puede tener la silice.

Para empacar los cartuchos de extraccion primero se colocd dentro del
cartucho una membrana para evitar que se saliera la silice C18. Después, se
peso 500 mg de silice C18 y se empacé en el cartucho, encima de la silice C18
se colocé otra membrana para compactarla. A continuacién se aplicé al
cartucho un mililitro de metanol para eliminar cualquier contaminacion cruzada,
acto seguido se pasaron 3 mililitros de agua para hidratar la silice con igual
disolvente que la muestra. Posteriormente, se hizo pasar un volumen conocido
de la disolucion estandar o la muestra por el adsorbente. De esta manera, los
analitos (triazinas), quedaron retenidos en la silice C18. En seguida se pasé6 a
través del cartucho el eluente (mezclas hidroorganicas y metanol ), para limpiar
interferencias y/o recuperar las triazinas que se encontraban en la silice Cys.
Finalmente se recolecto el eluato en un vial recolector. Los pasos anteriores se
esquematizan en la figura 14, la cual representa el procedimiento general a

seguir en los ensayos que se describiran a continuacion.

|1 mL de metanal
13 ml de agua
Eluyente ?

silice C18
suPELco :b-menbranas

+—Wialrecolector

4
IRecolector de 1mL Q

Figura 14. Diagrama del método experimental para la EFS. 1.
Acondicionamiento; 2. Aplicacion de la muestra; 3. Aplicacion de la secuencia
de elucion; 4. Obtencién del extracto

Mezcla de
Tnazinas
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3.2.6. Optimizacion del método de extraccion de las triazinas

La optimizacion de la extraccion en fase soélida consistio en la evaluacién de los
siguientes puntos:
= Estimacion del factor de capacidad en agua pura k'w por extrapolacion y
simulacién de los frentes de elucidén tedricos en agua pura con un
“software” especializado (Dra. Garcia, 2004)
= Obtencién del frente de elucién experimental de las triazinas en metanol
(MeOH)
e Optimizacion del eluente de lavado o “clean-up” (mezclas 90:10; 65:35 y
70:30 H20:MeOH)
e Optimizacion del volumen y el eluente de las triazinas (mezclas 10:90 y
20:80 H,0:MeOH)
= Evaluaciéon de la reproducibilidad con la secuencia de elucion
seleccionada sin evaporacion del extracto
= Evaluacion de la reproducibilidad con la secuencia completa de elucion
con evaporacion
= Evaluacion de la linealidad con muestras de agua millipore fortificadas

con triazinas

3.2.6.1. Extrapolacion del factor de capacidad en agua k’'w y simulacion

de los frentes de elucion en agua pura

Se calculo el factor de capacidad para cada plaguicida con diferentes mezclas
en la fase moévil H,O:MeOH, partiendo de un 80% de MeOH hasta un 55% de
MeOH. Se realizé la grafica respectiva de Log k™ vs. % de MeOH; de esta
grafica se obtuvieron los parametros de la pendiente, ordenada al origen vy
coeficiente de correlacion. Con el parametro de ordenada al origen se obtuvo el
log k'w.

Para la simulacion de los frentes de elucion tedricos de los herbicidas
triazinicos en agua pura se realizaron con la ayuda del simulador de frente de
elucién y de recobro (SFER) (Garcia, 2004), el cual nos permitié predecir los

frentes de elucion de las triazinas partiendo de los valores de las constantes (K’
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, N y Vo). En efecto, para obtener los frentes fue necesario conocer los
parametros del factor de retencion en agua (k'w), descrito anteriormente, el

numero de platos tedricos y el volumen muerto del cartucho o columna.

3.2.6.2. Obtencion del frente de elucion experimental de las triazinas en
metanol (MeOH)

Para el paso de preconcentracion de la muestra sintética, se tomd de la
disoluciéon “stock” de triazinas, la cual tenia una concentracion de 100 mgL'1,
una alicuota de 0.1 mL y se aforé con agua millipore a 100 mL para tener una
muestra sintética con concentracion final de 0.1 mgL™.

Se aplicé al cartucho de EFS la muestra sintética antes descrita con el fin de
que las triazinas fueran retenidas en la silice C4g sin que fugaran. A
continuacion se aplico en el cartucho cinco mililitros de metanol y se recolecto
mililitro por mililitro (5X1) en viales separados. Este ensayo se realiz6 una
segunda vez para confirmar los datos obtenidos.

Los resultados obtenidos en este ensayo ayudaron a establecer el volumen de
metanol necesario para eluir por completo a las triazinas y el recobro global
obtenido del analisis de las fracciones indico si existié fuga o no de las triazinas

al aplicar la muestra acordada.
3.2.6.2.1. Calculo de recobro

Para calcular el recobro de las triazinas obtenido en las extracciones, se
comparo el area del pico de la inyeccion directa correspondiente a la cantidad
de estandar esperada disuelta en metanol contra el area del pico de la

inyeccion del extracto obtenido de la EFS, como se muestra en la ecuacion 17.

Cp
Cy =LAy ... (17)

=,
Donde:

Cwm= Concentracion de la muestra Av=Area de la muestra
Ce= Concentracion del estandar Ag=Area del estandar
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3.2.6.3. Obtencion de frente de lavado o “clean up”

Para establecer el volumen necesario para la elucion de interferencias sin la
fuga de las triazinas se propusieron diferentes mezclas de fuerza eluente débil
para el lavado, las cuales se aplicaron al cartucho de extraccion después de
haber recibido la muestra. En primer lugar se probd aplicar 3 mL, de una
mezcla de 90:10 H,O:MeOH, después se probaron las mezclas de 65:35 y
30:70 H,O:MeOH en 10 X1 mL hasta encontrar el volumen de lavado éptimo.
Este paso se realiz6 considerando que en una muestra real de infusién, el
lavado servira como removedor de interferencias mas polares que las triazinas.
Se realizaron duplicados de los ensayos para corroborar los resultados, en
caso de que fueran similares se realizé un triplicado para obtener el coeficiente

de variacion y evaluar asi la reproducibilidad.

3.2.6.4. Optimizacion del volumen y el eluente de las triazinas

Al seleccionar la mezcla de lavado, el siguiente paso fue encontrar el volumen
y el eluente 6ptimo para desorber a las triazinas del cartucho de EFS. El primer
eluente propuesto fue de 10:90 H,O:MeOH en 10 X 1 mL, una segunda mezcla
de eluente consistio de 20:80 H,O:MeOH aplicada en 10 X 1 mL hasta
encontrar el volumen 6ptimo para el eluente. Este paso se realizé considerando
que en una muestra real de infusion, la mezcla de agua y metanol asi como el
volumen de esta, sea suficiente para eluir por completo a las triazinas aplicadas
al cartucho sin arrastrar demasiados interferencias organicos que se
encuentren en el cartucho.

Se realizaron duplicados de los ensayos (evaluando recobros) para corroborar
los resultados, en caso de que los resultados fueran similares se realizé un
triplicado para obtener el coeficiente de variacion y evaluar asi la

reproducibilidad.
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3.2.6.5. Evaluacion de la reproducibilidad con la secuencia de elucion

seleccionada sin evaporacion

Al tener seleccionada la secuencia completa de elucion, tabla 13, se trabajo por
triplicado las extracciones para comparar sus recobros y asi obtener la

reproducibilidad de estos ensayos con el coeficiente de variacion.

Tabla 13. Secuencia completa de elucion.
H,O H,0:MeOH H,0:MeOH
5mL 70:30 (3 mL) 20:80 (3 mL)

3.2.6.6. Evaluacion de la reproducibilidad con la secuencia de elucion

seleccionada con evaporacién

Una vez que se establecié la secuencia completa de elucion y se verificod la
reproducibilidad en la extraccion, el siguiente paso fue la evaporacion del
extracto obtenido con la triazinas, ya que es necesaria su concentracion para la
obtencion de mejores limites de deteccion.

La evaporacién se realiz6 al eluente de 20:80 H,O:MeOH de 3 mL recolectado
en el vial, el volumen recolectado se evapordé en bano maria hasta 0.3 mL, a
continuacion, se reconstituyé a 1 mL con metanol, el cual se llevo a analisis por
HPLC, para calcular el recobro de las triazinas. Se realizaron por triplicado
ensayos aplicando la secuencia de elucion completa con evaporacion, con
muestras sintéticas, para poder obtener la reproducibilidad de estos ensayos.
Para comparar los recobros obtenidos con el extracto se realizé un control, el
cual fue realizado con la disolucion “stock” de las triazinas de 100 mgL'1 de la
cual se tomd una alicuota de 0.1 mL y se llevé a 2 mL de la mezcla de eluente
seleccionada, la cual fue de 20:80 H,O:MeOH, sin realizar los pasos anteriores

mencionados como es la extraccion, evaporacion y reconstitucion.
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3.2.6.7. Evaluacion de la linealidad con muestras de agua millipore

fortificada con triazinas

Para evaluar la linealidad del método se prepararon muestras sintéticas con
agua millipore, estas muestras se realizaron sin la aplicacion de las soluciones
de la secuencia de elucioén y sin extraccién, con 6 diferentes concentraciones,
teniendo en cuenta que dentro de estos diferentes puntos se encuentra la
concentracion de las triazinas con que se trabajé tanto en muestras sintéticas
como en muestras en la infusion del Té adicionadas, las concentraciones
comprenden de 0.5, 1, 5, 10, 15 y 20 mgL™". Se obtuvieron las graficas
correspondientes de areas del pico=f(concentracion de las triazinas) y sus

respectivas ecuaciones ajustadas y coeficientes de correlacion lineal.

3.2.7. Aplicacion de la secuencia de eluciéon optimizada en muestras

fortificadas de infusiéon de Té negro y Té verde

La matriz de infusion de Té se preparé con 1 sobre de Té (negro o verde)
sumergiendo en 250 mL de agua desionizada, a una temperatura entre los 93 a
95 °C durante 5 minutos. Al término del tiempo se sacé la bolsa del agua, se
dejb escurrir y se espero a que se enfriara la infusion a temperatura ambiente y
se midio el volumen final. Se tomd una alicuota de 0.1 mL del “stock” de las
triazinas, que tenia una concentracion de 100 mgL'1, esta alicuota se llevd a un
aforo de 100 mL con la matriz de Té para tener una concentracion aproximada
de 0.1 mgL™, a continuacion se realizo la extraccion con el cartucho de EFS, al
tener adsorbidos los analitos se procedié a utilizar la secuencia de elucién que

se presenta en la tabla 13.
3.2.8. Ensayos cualitativos para la eliminacion de color en extracto

Se realizaron ensayos con infusion de Té negro y Té verde, a las cuales se
aplicaron la secuencia de elucion descrita en la tabla 13. Sin embargo, debido a
que se observdo una coloracibn muy intensa y de igual forma en los

cromatogramas se observaron interferencias en los tiempos de los tipos de
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elucion de la triazinas en el extracto final, se tratdé de eliminar esta coloracion
con nuevas condiciones de elucion que se describen en la tabla 14. Se

selecciond la que aporto el extracto mas claro y menos perdida de los analitos

en estudio (secuencia 5).

Tabla 14. Secuencia de limpieza y elucion probadas para la eliminacién de

coloracion en los extractos de EFS.

Ensayo Eluepte de Eluente de Limpieza 2 E.Iuerlwte de | Elucion de los
Limpieza 1 Limpieza 3 compuestos
1 5mL H,0 | 3 mL 70:30 H,0:MeOH 3 ;‘ngla 628;?0
2 | 15mL H,0 | 3 mL 70:30 H,0:MeOH 3&)‘?‘; 628;_?0
3 |[15mLH,0 | 3mL 70:30 H,O: ACN 3:‘2'6?“7 62830
4 | 15mLH.0 | 3 mL 60:40 H,O:MeOH 3:'"2;?'\7 :8;.?0
5 |23 mLH,0 | 9 mL 70:30 H,0:MeOH 3&;;%;3]0 ::'2”; '\iggg
6 |23mLH,0 | 9mL70:30 H0:MeOH 5HTCL):;%EO a ch")L: '\iggg
7 | 23mLH,0 | 9mL 70:30 H,0:MeOH 3HTC|3:,§%4NO a ngL: '\iggl:’
8 | 23mLH,0| 4mL80:20 H;0:ACN 3HTS:Z%20 20:803HT$:ACN

Para los ensayos 2, 3, 4 solo se utilizé el Té negro por ser la infusidon con
mayor cantidad de interferencias
3.2.9. Evaluaciéon de linealidad con la secuencia de elucion No. 5 en

infusion de Té negro

Para evaluar la linealidad del método se prepararon muestras de infusion de Té
negro con 3 diferentes concentraciones, teniendo en cuenta que dentro de
estos diferentes valores el punto central fue igual al que se utilizé para preparar
la solucion de referencia en el método, las concentraciones fueron de 1, 3y 5
mgL”". Se obtuvieron las graficas correspondientes de areas del
pico=f(concentracién de las triazinas) y sus respectivas ecuaciones ajustadas y

coeficientes de correlacion lineal.
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3.2.10. Reproducibilidad de la secuencia de eluciéon No. 5

Al tener seleccionada la secuencia completa de elucién No 5, se trabajé por
triplicado las extracciones con estas condiciones para comparar sus recobros y

asi obtener la reproducibilidad de estos ensayos con el coeficiente de variacion.

3.2.11. Protocolo de EFS para el analisis de triazinas en infusiones de Té

Con el resultado de los ensayos desarrollados se planted un protocolo, el cual
fue creado con el uso de diferentes volumenes y concentraciones de mezclas
hidroorganicas asi como volumenes de agua pura, para la eliminacién de
contaminante que se encuentran en la infusiones estudiadas, por ultimo, se
estudio los volumenes de H,O y MeOH para realizar una mezcla que sirviera
como eluente de los analitos adsorbidos en la silice C4g, de igual forma se
buscé el volumen adecuado de esta mezcla que sirviera de eluente sin
desperdiciar materia prima. Este protocolo fue aplicado para el analisis de las
infusiones de Té de marcas comerciales que se pueden encontrar en las

tiendas de conveniencia de la Ciudad de México.
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CAPIiTULO 4
RESULTADOS Y ANALISIS
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. Validacion de los métodos ISE

Para la validacién de cada uno de los métodos ISE se evaluaron los siguientes
parametros:
e Respuesta del sistema (valor de la pendiente de curva de calibracion)
e Linealidad (coeficiente de correlacion r?
e Exactitud y precisidn en muestra sintética (la exactitud como recobro y la
precision como repetibilidad y reproducibilidad)
e Precision del método en presencia de matriz de Té negro y Té verde

(repetibilidad y reproducibilidad)

Se siguieron las recomendaciones y criterios de aceptacion de La guia de
validacién de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002), a excepcion del valor de
la respuesta del sistema que se tomd, la indicada por el fabricante (Thermo

electron Corporation, 2003), los cuales se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Criterios de aceptacion para los parametros de validacion

Parametro Respugse';a d?srlxtsel stema Linealidad | Exactitud Pr(eé:. '\7')0 n
Na*y K" 54 <m < 60 (mV) )
Cr 60 < m < -54 (mV) r'<0.9800 | 97 a 103% <3%
ca”” 25 <m < 30 (mV)

4.1.1. Validacién del sistema y métodos de cuantificacion por estandar
externo (E.E.), con los electrodos de Na*, K*, Ca** y CI

41.1.1. Respuesta del sistema y linealidad del sistema

En la tabla 16 se muestran los parametros de desempefio obtenidos para la
respuesta y linealidad del sistema en la validaciéon de métodos por estandar

externo para cada uno de los iones.
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Tabla 16. Parametros de desempefio

Parametro Na* K* ca®* Cr
Intervalode | 455100 | 102240 | 1210 | 10 a 240
concentraciones (mglL™)
Pendiente (m) 55.386 60.26 26.26 | -55.66
Ordenada al origen (b) -246.82 -241.57 | -92.23 | 299.24
Coeficiente de 0.991 0098 | 0996 | 0.997
correlacion (r)

En la figura 15 se presentan las curvas de calibracion tipo, obtenidas para

evaluar la linealidad de los sistemas ISE por estandar externo con los

electrodos de Na*, K" y Ca?. En la Figura 16 se presenta la curva de

calibracion para el electrodo de CI'. Sé graficé el potencial en mV en funcion del

logaritmo de la concentracion.
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Figura.15 Curvas de calibracion por el método de estandar externo de Na*, K*
y Ca?": intervalo de concentracion de 10 a 100 mgL™ para sodio, de 10 a 240
mgL'1 para potasio y para calcio sus concentraciones fueron de 1 a 10 mgL'1
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Figura 16. Curva de calibracion de cloruros por estandar externo. Intervalo de
concentracion de 10 a 240 mgL'1

Los parametros que se obtuvieron de la respuesta del sistema de la tabla 16
mostraron un funcionamiento 6ptimo del sistema debido a que las pendientes
obtenidas para Na* (55.4), K* (60.3) y CI" (-55.7) se encuentran dentro de los
rangos establecidos por el fabricante para su 6ptimo funcionamiento, estos
criterios de aceptacion se encuentran entre los 54 a 60 mV (en valor absoluto),
para iones monovalentes (Thermo electron Corporation, 2003).

Con respecto a la linealidad, se puede observar que los valores obtenidos para
los intervalos de concentraciones en estudio tienen un coeficiente de
correlacion por arriba del 0.98, esta proporcién es tomada como referencia de
los criterios de aceptacion de la guia de validacién de los métodos analiticos
(Garcia, et al., 2002).

4.1.1.2. Exactitud y precision del sistema (muestra sintética)

En la tabla 17 se muestran los parametros de desempefo obtenidos en la
validacién de los métodos para la exactitud y precision por estandar externo
para cada uno de los iones, entre paréntesis se indica el coeficiente de

variacion (CV).
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Tabla 17. Parametros de desempeio
Parametro Na* K* ca® Cr

Intervalo de
concentraciones (mg L™)

10a100 | 10a240 | 1a10 | 10a 240

Pendiente (m) 55.62 60.26 26.15 -55.16
(C.V) (0.58) (0.38) (1.35) (0.47)
Ordenada al origen* (b) -247.58 -243.42 | -93.79 299.11
(C.V.) (0.28) (-1.33) (0.94) (0.19)

Coeficiente de

. 0.991 0.997 0.994 0.997
correlacion* (r%)

Repetibilidad 100.08 98.84 99.52 100.36

(CV) 094) | (1.12) | (1.39) | (1.07)

Reproducibilidad | 99.95 98.99 | 99.32 | 101.94
(CV) (0.30) (1.20) | (0.57) | (1.55)

Precision
de recobro
(%)

*Al 95% de confianza

En la figura 17 se presentan las curvas de calibracion tipo, obtenidas para
valorar la linealidad de los sistemas ISE en la evaluacién de la exactitud y
precision por estandar externo con los electrodos de Na*, K* y Ca®*". En la
figura 18 se presenta la curva de calibracién para valorar la linealidad el
electrodo de CI" en la evaluacion de precisién y exactitud. Sé grafico el

potencial en mV en funcién del logaritmo de la concentracion.

- Sodi : lci
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Figura.17 Curva de calibracién: Método de estandar externo: de Na*, K" y Ca*"
intervalo de concentracion de 10 a 100 mgL'1 para sodioy de 10 a 100 mgL‘1
para potasio para calcio su concentraciones fueron de 1 a 10 mgL'1
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Figura 18. Curva de calibracion de cloruros por estandar externo. Intervalo de
concentracion de 10 a 240 mg L™

De los resultados presentados en la tabla 17 se desprende que la respuesta del
sistema para todos los casos fueron éptimas, ya que el valor medio absoluto de
las pendientes obtenidas para iones monovalentes Na* (55.62), K* (60.26) y CI
(-55.16) se encontraron dentro de los criterios de aceptacion establecidos por el
fabricante entre 54 a 60 mV (en valor absoluto), para iones monovalentes
(Thermo electron Corporation, 2003), asi mismo para Ca®* (26.15), el valor se
encontré dentro de lo marcado para iones divalentes 24 a 26 mV (Thermo
electron Corporation, 2003), lo cual permiti6 asegurar que el sistema operé
dentro de los criterios preestablecidos, que permitieron garantizar la
confiabilidad de los resultados.

En lo que respecta a la linealidad en los intervalos de concentraciones de
estudio se puede ver que los valores de r? para todos los sistemas se
encontraron por arriba del criterio de aceptacién de 0.98 (Garcia, et al., 2002),
siendo 0.991 para el electrodo de Na®, el valor mas bajo obtenido, por lo que se
puede asegurar que los sistemas respondieron de forma lineal en el intervalo
de concentraciones de estudio.

Para evaluar la exactitud y la precision se fijé la concentracion de acuerdo con

los siguientes puntos:
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a)Para el caso del Ca** y CI', se tom6 como base las concentraciones de
iones que se encuentran reportadas en la literatura. En los articulos de
Gallaher, et al., 2006 y Ozcan, et al., 2008 en los cuales se trabajo con
diferentes tipos de infusiones.

b) En el caso de los iones Na' y K’ se tom6 como base las
concentraciones que se encontraron reportadas en las tablas
nutrimentales de los productos comerciales, de los productos que los
presentaron, en caso de los productos que no los presentaron se tomo
como referencia la bibliografia antes mencionada.

Los porcentajes de recobro obtenidos para cada uno de los iones se
encontraron entre 98 -102 %, en la tabla 17 se muestran los valores que se
encontraron perfectamente dentro del intervalo del criterio de aceptacion
establecido para la exactitud de un método fisicoquimico, 97 a 103 %, de
acuerdo con la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).
Por lo que se puede decir la exactitud fue buena para este método, dando la
posibilidad de trabajar con la infusion de Té, en las mismas condiciones que
para disoluciones sintéticas.

La precision se evalud para todos los sistemas a dos niveles: repetibilidad y
reproducibilidad. En ambas evaluaciones y para todos los casos se tuvieron
coeficientes de variacion (CV), que cumplieron satisfactoriamente con los
criterios de aceptacioén, es decir, CV < 3%, como se observa en las Tablas 15y
17; por lo que se pudo afirmar que la precision de este método es 6ptima para
poder trabajar con la infusién de Té al igual que con las condiciones de
disoluciones sintéticas.

Los resultados presentados permiten asegurar que el método de estandar
externo en el intervalo de concentraciones validado, tuvo una buena linealidad,
repetibilidad y exactitud, ya que todo los parametros se encontraron dentro de
los criterios de aceptacion, como se muestra en la tabla 16 y 17, basada de en
la guia de validacion (Garcia, et al., 2002). Lo cual permitié trabajar con matriz

de Té por el método estandar externo y obtener resultados confiables.
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4.1.1.3. Validacion de la precision del método (en presencia de matriz de
infusion de Té negro y Té verde (repetibilidad y

reproducibilidad))

Para la validacién del método en el caso de estandar externo se evalud la
repetibilidad y reproducibilidad, en presencia de la matriz de infusion de Té

negro e infusion de Té verde. Estos datos se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Promedio de concentraciones con sus C.V. de los iones potasio y
cloruro en matriz de Té verde y negro por método estandar externo

on Té negro Té verde
Repetibilidad | Reproducibilidad | Repetibilidad | Reproducibilidad
K'mgL™ 45.04 45.97 129.95 130.10
(C.V. %) (1.26) (1.49) (0.91) (1.09)
Clrmg L™ 25.53 25.34 26.40 25.91
(C.V. %) (1.04) (1.92) (1.04) (1.33)

En los resultados mostrados en la tabla 18, se puede observar que la
repetibilidad y la reproducibilidad de los iones K* y CI" fueron aceptables, ya
que satisfizo los criterios de aceptacion, para el cual su C.V. fue menor a 3 %,
como marca la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).
Para el caso de los iones Ca®" y Na*, no se muestran sus resultados en la tabla
18, debido a que las lecturas estuvieron fuera del intervalo de las
concentraciones de las curvas de calibracion validado por medio de
disoluciones sintéticas, por ser muy bajos las lecturas no podrian ser
interpoladas en las curvas de calibracion. Por los motivos expuestos fue mejor
trabajar con estas infusiones por adicion estandar.

Finalmente, se puede decir que el método de estandar externo, fue adecuado
para las determinaciones en presencia de matriz de infusion de Té negroy Té
verde de los iones con concentraciones que se encontraron dentro del rango de
las curvas de calibracion validadas como es el caso de K" de 10 a 100 mgL'1 y
de CI'10 a 240 mgL™, en el caso de los C.V. los valores de las concentraciones
presentaron una variabilidad adecuada ya que se encontraron por debajo de
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los criterios de aceptacion de la guia de validacion de métodos analiticos
(Garcia, et al., 2002). En el caso de los iones Ca* y Na* que presentaron
valores de concentracion menores a los intervalos de las concentraciones de la
curvas de calibracion validadas, sera mejor utilizar la técnica de adiciones
estandar, demostrando que la técnica por adicidén estandar es la mas favorable

para los iones con bajas concentraciones (Flores, 2008).

4.1.2 Validacion del sistema por el método de Adicion Estandar (A.E.),
para los electrodos de Na* y Ca*

4.1.2.1. Respuesta y linealidad del sistema

El método de las adiciones estandar solo fue realizado para los iones de sodio
y calcio debido a que las concentraciones de estos iones presentes en las
muestras fueron muy pequefas y fue necesario utilizar este método para
obtener una buena medicion.

En la tabla 19 se muestran los parametros de desempeno para la validacion de
la respuesta y linealidad por el método de adicion estandar para los iones de
Na*y Ca?".

Tabla 19. Parametros de desemperio por adiciones estandar.
Parametro de + o+
o Na Ca

regresion
Pendiente (m) 55.12 26.538
Ordenad(%)al origen | e 46 -94.82
Coeficiente de
correlacion (r)

0.9997 0.9996

En la figura 19 se presentan las curvas de calibracion tipo, sé graficé el
potencial en mV en funcién del logaritmo de la concentracion de las alicuotas
adicionadas del estandar. En el caso de Na* se tuvo una concentracion inicial
de 10 mgL™" y se hicieron 5 adiciones para terminar con una concentracion de

60 mgL™. En el caso de Ca*? se tuvo una concentracion inicial de 5 mgL™ y se
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realizaron 5 adiciones para terminar con una concentracién de 55 mgL'1. Se

fue agregando alicuotas correspondientes atn incremento de 10 mgL™".

Sodio y calcio

-50 .
ﬁ == Sodio
-100
>
é -150 .
" / =& Calcio
-200
-250 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2

Log concentracion

Figura 19 curva de calibracion para Na® y Ca*" por adicion estandar.

En la tabla 19 se presentan las lecturas obtenidas de la respuesta del sistema.
Estos resultados mostraron un funcionamiento éptimo del sistema debido a que
las pendientes obtenidas para Na* (55.12) y Ca®* (26.53) se encuentran dentro
de los rangos establecidos por el fabricante para su 6ptimo funcionamiento,
estos criterios de aceptacion se encuentran entre los 54 a 60 mV (en valor
absoluto), para el i6n sodio, para el caso del ion calcio sus rangos de
aceptacion son de 25 a 30 mV (Thermo electron Corporation, 2003).

Con respecto a la linealidad, se puede observar que los valores obtenidos para
los intervalos de concentraciones en estudio tienen un coeficiente de
correlacion por arriba del 0.98, esta proporcidon es tomada como referencia de
los criterios de aceptacion de la guia de validacion de los métodos analiticos
(Garcia, et al., 2002).

4.1.2.2. Exactitud y precision (muestra sintética)

Después de haber obtenido una buena respuesta y linealidad del sistema se
procedio a validar la exactitud y precision por el método de adicion estandar.
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En la tabla 20 se muestran los parametros de desempefio obtenidos de la
validacién del método por adicion estandar para la valoracion de la exactitud y

precision con los iones de Na* y Ca®*.

Tabla 20. Parametros de desempefio por adiciones estandar.

Parametro de regresion Na* Ca*’
Pendiente* (m) 56.72 26.92
(C.V.) (0.92) (4.22)
Ordenada al origen* (b) | -256.99 -94.77
(C.V.) (0.32) (0.57)

Coeficiente de

% 2 0.999 0.999
correlacion” (rv)

c 2 Repetibilidad 98.42 96.67
S8 (CV) (0.38) | (1.70)
2NN &] Q

§ & < Reproducibilidad | 101.05 98.79
oo (CV) (1.44) (1.65)

En la figura 20 se presentan las curvas de calibracion tipo, estas graficas se
obtuvieron para valorar la linealidad de los sistemas ISE. Sé grafico el potencial
en mV en funcion del logaritmo de la concentracion de las adiciones de la
solucion estandar. En el caso de Na* se tuvo una concentracion inicial de 10
mgL" y se hicieron 5 adiciones para terminar con una concentracion de 60 mgL”
' En el caso de Ca™ se tuvo una concentracion inicial de 5 mgL™" y se
realizaron 5 adiciones para terminar con una concentracion de 55 mgL™. Se fue

agregando alicuotas correspondientes atn incremento de 10 mgL™.
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Figura.20. Curvas de calibracion tipo, adiciones estandar, para Na* y Ca**

En la tabla 20 se aprecia que la respuesta de cada sistema por el método de
adiciones estandar, fue buena, ya que el valor medio absoluto de las
pendientes obtenidas para el electrodo de sodio (59.43), se encontraron dentro
del intervalo aceptable para un i6n monovalente (54 a 60), asi mismo para el
ion Ca?* (26.92), se encontraron dentro de los criterios de aceptacion
establecidos por el fabricante (24 a 30), (Thermo electron Corporation, 2003).
Lo anterior aseguré que el sistema operd en buenas condiciones, basandose
en criterios preestablecidos, garantizando la confiabilidad de los resultados.
Para la evaluacion de la linealidad del sistema se presentan valores de r%, en
los intervalos de concentracion de estudio; todos los sistemas se encontraron
por arriba del criterio de aceptacién de 0.98 (Garcia, et al., 2002) como se
muestra en la tabla 20.

Los porcentajes de recobro que se presentan en la tabla 20, para Na* (101 %)
y para Ca?* (98 %), son aceptables ya que se encontraron dentro del criterio de
aceptacion establecido para la exactitud de un método fisicoquimico, 97 a 103
%, establecido en la guia de validacién de métodos analiticos (Garcia, et al.,
2002). Por lo que se puede decir que la exactitud fue aceptable en este método

de adicién estandar para poder trabajar con matriz de Té.
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En el caso de la precision, esta se evalué a dos niveles: repetibilidad y
reproducibilidad, tanto para el electrodo de Na*, como para el de Ca®". Para
ambos electrodos, las dos evaluaciones fueron 6ptimas, debido a que sus C.V.
se encontraron dentro de los criterios de aceptacion, es decir C.V. < 3 %, tabla
20, por lo que la precision fue buena en este método para poder trabajar con

matriz de Té en las condiciones establecidas con disoluciones sintéticas.

41.2.3.

Té negro y Té verde

Linealidad del método ISE por A.E. en presencia de matriz de

En la tabla 21 se presentan los parametros de desempefio obtenidos para la
linealidad y respuesta del sistema en la validacion del método por adicion
estandar en presencia de matriz de Té negro y Té verde para cada uno de los
iones.

Tabla 21. Parametros de desempefio por adiciones estandar.

Parémetr_o’ de Na* ca?t
regresion
Tipode Té Negro Verde Negro Verde
Pendiente (m) 55.304 55.365 24.075 24.061
Ordenada al origen 955 23 -254.74 -93.054 -93.409
. (.b)
Coeficiente de | 4 9996 | 09997 | 0.999 | 0.9991
correlacion (r°)

En las figuras 21 y 22 se presentan las curvas de calibracion tipo. Estas
graficas se realizaron midiendo el potencial inicial de una muestra con un
volumen de 10 mL matriz de infusién de Té negro o Té verde, a continuacion se
agregaron 3 alicuotas de 0.1 mL de una disolucion de 1000 mgL", se midio el
potencial antes y después de cada adicidn, estas muestras tuvieron agitacion
constante hasta que alcanzaron el equilibrio. Se grafico el potencial en mV en

funcion del logaritmo de la concentracion.

81



ANALISIS DE RESULTADOS g

Linealidad de Té negro por A.E.
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Figura 21 curva de calibracién con matriz de Té negro para Na*y Ca** por
adicion estandar.

Linealidad de Té verde por A.E.
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Figura 22 curva de calibracién con matriz de Té verde para Na* y Ca** por
adicién estandar.

En la tabla 21 se muestran los parametros de desempefio para la linealidad en
presencia de matriz de Té negro y Té verde, estos parametros muestran que la
respuesta de cada sistema por el método de adicion estandar, fue buena,
debido a que el valor absoluto de las pendientes obtenidas para el electrodo de
Na® para la matriz de Té negro fue de 55.3 y para la matriz de Té verde fue de
55.3, estas pendientes se encontraron dentro de los parametros de aceptacion
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para un ion monovalente (54 a 60), en el caso del ion Ca*? las pendientes con
matriz de Té negro fueron de 24.07 y en presencia de Té verde 24.06, también
se encontraron dentro de los parametros de aceptacion establecidos por el
fabricante (24 a 30), (Thermo electron Corporation, 2003). Por los resultados
antes mencionados se asegurd que el sistema operé en buenas condiciones en
presencia de matriz de Té verde y Té negro, con base a los criterios
preestablecidos por el fabricante, garantizando la confiabilidad de los
resultados.
La linealidad del sistema se evalué con el coeficiente de correlacién, en el caso
de la matriz de Té negro se presentd para Na* de 0.99 y para Ca*? de 0.99; en
el caso de la matriz de Té verde los r® para Na* de 0.99 y para Ca’* de 0.99, en
los intervalos de concentracion de estudio; todos los sistemas se encontraron
por arriba del criterio de aceptacion de 0.98 (Garcia, et al., 2002).
41.24. Precision del método (en presencia de matriz de Té negro y

Té verde (repetibilidad y reproducibilidad))

Para la validacion del método en el caso de adicion estandar se evalué con dos
parametros como fue la repetibilidad y la reproducibilidad, en presencia de la
matriz de infusion de Té negro e infusibn de Té verde. En la tabla 22 se

presentan las concentraciones de cada ion con su respectivo C.V.

Tabla 22. Promedios de concentracién con sus C.V. de Na* y Ca?* en matriz de
Té verde y Té negro por el método de adicién estandar.

) Té negro Te verde
on Repetibilidad | Reproducibilidad | Repetibilidad | Reproducibilidad
Na* mgL 0.92 0.89 0.962 0.96
(C.V. %) (1.16) (0.63) (0.245) (1.43)
Ca®*mgL 1.61 1.63 0.72 0.72
(C.V. %) (1.55) (1.48) (1.61) (1.09)

Con los datos presentados en la tabla 22 se demuestra que los parametros

para la precision (repetibilidad y reproducibilidad) del método de adicion
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estandar para los dos iones (Na* y Ca?*) en presencia de matriz de Té negro
fueron optimos. En el caso del idn Na® los porcentajes de C.V. para la
repetibilidad fue de 1.16 y en la reproducibilidad fue de 0.63. Para el caso del
ion Ca** los porcentajes del C.V. fueron para la repetibilidad de 1.55 y para la
reproducibilidad de 1.48, estos parametros mencionados estan dentro de los
criterios de aceptacion, es decir C.V. < 3 %, basados en la guia de validacion
para métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).

De igual manera en los resultados presentados en la tabla 22 se puede
observar que la repetibilidad como la reproducibilidad de los iones Na* y ca*
en presencia de la matriz de Té verde fueron aceptables. En el caso del ion Na*
el porcentaje del C.V. para la repetibilidad fue de 0.24 y su reproducibilidad fue
de 1.43; para el caso del ion Ca?* el C.V. de la repetibilidad fue de 1.61 y de la
reproducibilidad fue de 1.09. Estos porcentajes de C.V. cumplié los criterios de
aceptaciéon, debido a que los C.V. estuvieron por debajo de 3 %, como se
estipula en la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).
Finalmente, con los datos mostrados en la tabla 22 se demuestra que las
concentraciones de los dos iones dentro de la matriz de Té negro como de Té
verde estuvieron por debajo de las curvas de calibracion para el método de
estandar externo como se menciona en la seccion 4.1.1.3. Por lo tanto, se
puede afirmar que el mejor método para la medicion de los iones de Na* en
matrices de infusiones de Té negro y Té verde fue el método de adicion
estandar. En el caso del ién Ca?* se pudo justificar el uso del método de
adicion estandar, debido a que las concentraciones de idn calcio en la matriz
de ambos Tés flucttan en los limites de concentracion de la curva de
calibracion para el método de estandar externo. Por tal motivo se utilizé el
método de adicion estandar para asegurar una buena medicion de las

concentraciones del ion Ca?".
4.1.3. Determinacion de iones en las muestras

En las tablas 23 y 24 se presentan las concentraciones promedio de 5

diferentes marcas de Té verde y Té negro para infusionar y una marca lista
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para beber de cada uno de los dos tipos de Té las cuales son la muestra K (Té
verde-limon) y muestra L (Té negro-durazno). Se reportaron para estandar
externo, tres lecturas para cada una de las tres mediciones mediante los
sistemas ISE, esto se realiz6 en tres diferentes lotes de cada uno de los cinco
productos de Té durante tres dias diferentes con cada uno de los dos tipos de
Té. En el caso de adicion estandar se realizaron tres lecturas para cada una de
las tres adiciones por cada medicion con cada uno de los 3 lotes diferentes de
cada una de los 5 productos de Té durante tres dias diferentes, bajo cada
sistema ISE para cada tipo de Té. En los cuadros se reportan dos tipos de

concentraciones, en mgL™" y en mgg™.
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Tabla 23. Contenido de Na*, K*, Ca?* y CI" en muestras de Té verde

A B C D E K
Muestra
mgL'1 mgg’1 mgL'1 mgg’1 mgL’1 mgg'1 mgL’1 mgg'1 mgL’1 mgg'1 mgL’1
Na*
Prgrgﬁd' 090 | 004 | 101 | 005 | 1.42 | 005 | 099 | 0.05 | 1.25 | 0.03 955'5
extracto
CV. | 1465 | 1142 | 439 | 757 | 16.01| 1722 | 764 | 6.13 | 0.66 | 12.25 | 1.33
K+
Prgrgrfd' 176.34 | 7.38 | 179.92 | 833 |38.91 | 1.29 |73.48 | 3.78 192'2 5.8 23'7
extracto
C.V. 559 | 4.59 140 |11.93| 020 | 299 |2513|26.50 | 2.98 | 17.13 | 0.37
ca®
Prgrgﬁd' 074 | 003 | 060 | 003 | 061 | 0.02 | 063 | 0.03 | 064 | 0.02 | 2.14
extracto
C.V. 6.47 | 4.89 534 | 1580 | 519 | 887 | 164 | 291 | 1.63 | 12.43 | 9.17
cr
Prgrgﬁd' 2449 | 1.05 | 3349 | 153 |33.19| 1.10 |27.27 | 1.40 | 26.10 | 0.71 3(}2
extracto
C.V. 157 | 468 | 1975 | 937 | 743 | 479 | 589 | 6.95 | 12.80 | 28.85 | 1.29

Se reporta el valor promedio de 3 lotes para cada muestra o producto de Té.

86




ANALISIS DE RESULTADOS

o

Tabla 24. Contenido de Na*, K*, Ca®* y CI" en muestras de Té negro

Ml:\lesfra mgL” . mgg”’ mgL” ° mgg’ | mgL” i mgg”’ mgL” I mgg’ | mgL” i mgg’” m.l;_L'1
a
Prgrgﬁdi 102 | 004 | 085 | 004 | 026 | 0.01 | 0.95 | 0.03 | 0.78 | 0.02 9%'2
extracto
CV. | 563 | 18.01 | 0.70 | 6.41 | 26.04 | 2454 | 7.13 | 11.28 | 11.33 | 8.33 | 1.35
e
Promedi | 5367 | 203 | 36.86 | 1.66 | 35.91 | 0.81 | 54.69 | 1.75 | 5355 | 1.20 | “L°
extracto
CV. | 3.06 | 2430 | 438 | 592 | 274 | 145 | 216 | 7.25 | 4.16 | 0.92 | 0.33
Ca®*
Prgrgrfdi 149 | 0.06 | 098 | 0.04 | 1.03 | 002 | 159 | 0.05 | 1.51 | 0.03 | 1.99
extracto
CV. |1291| 1246 | 8.15 1‘2'7 11.22 | 1154 | 3.87 | 11.28 | 413 | 1.39 | 2.46
cr
Promedi| 2865 | 0.96 | 2000 | 0.89 |20.72 | 0.48 |34.84 | 1.14 | 3631 0.82 | 07
extracto
CV. | 170 | 3558 | 892 | 480 | 438 | 551 | 3.35 | 8.35 | 3.57 | 1.48 |0.86

Se reporta el valor promedio de 3 lotes para cada muestra o producto de Té.

En las figuras 23, 24, 25 y 26 se presentan los diagramas de columna con las

que se representan en forma grafica los datos presentados en las tablas 23 y
24,
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Concentracion de sodio
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Figura 23 Concentraciones en mg/g de sodio y calcio presentes en las bolsas
listas para infusionar. Las muestras de A a E son representantes de Té verde
mientras que las muestras de F a J son representantes de Té negro.

En las figuras 23 se muestran las concentraciones de sodio y de calcio
presentes en la matriz de infusion de las muestras de Té en presentacion de
saquitones. Se puede observar que las concentraciones de ambos iones son
bajas con respecto a los iones de potasio y cloruro que se presentan mas

adelante en la figura 24.
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El sodio se encuentra en cantidades menores en las plantas debido a que este
ion se puede decir que en sentido estricto no es un elemento esencial para las
plantas, sin embargo se ha demostrado que este id6n da beneficioso para las
plantas. Por otro lado, la cantidad absorbida de este ion es muy diferente
segun la especie de la planta. Hay casos especiales en la que el sodio puede
reemplazar al potasio en la regulacion de la presion osmotica y turgencia de las
células, este efecto es maximo cuando el suministro de potasio es deficiente,
sin embargo, como se puede ver en la figura 24 el potasio es suficiente. (Rusell
y Wild, 1973).

En el caso del ion calcio su presencia fue baja. Se pudo deber a tres factores,
el primero se debe que en los procesos del Té para su comercializacion tiene
que tener ciertas caracteristicas como es el caso de utilizar hojas jovenes,
dado que la redistribucidn del calcio desde las hojas viejas a las hojas jovenes
no es buena hay una afectacion significativa en la cantidad de calcio (Rusell y
Wild, 1973). Por otro lado, en caso de utilizar hojas viejas, en Tés de menor
calidad, en el paso del proceso llamado tamafio de particula se mezclan hojas
con tallos, esto hace también que disminuya la cantidad de i6n debido a que se
ha demostrado que el calcio se acumula especialmente en la hoja donde se
deposita irreversiblemente y al mezclarlos con los tallos pierde calcio (Rusell y
Wild, 1973). El tercer factor que pudo influir es la presencia elevada de potasio
KCI, debido a que se ha encontrado que a mayor concentracion de potasio hay
una disminucion en la concentracion del i6n calcio (Buckman, 1996). Se
observa también que la concentracion de Ca?* es mayor en las muestras de Té
negro que en las muestras de Té verde. Por el contrario, la concentracion del

sodio parece estar mas alta en las muestras de Té verde.
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Concentracion de Potasio
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Figura 24 Concentraciones en mg/g de potasio y cloruro encontradas en las
muestras de Té verde y Té negro. Las muestras de A a E son representantes
de Té verde mientras que las muestras de Té negro son de la letra F a J.

En la figura 24 se presentan las concentraciones de los iones potasio y cloruro
de las muestras de Té para infusibn. Se puede observar que las
concentraciones son mayores con respecto a las concentraciones de los otros
dos iones en estudio.

En el caso del potasio por ser catalogado como un macronutriente (Arnon,
1988) las concentraciones estan dentro de los parametros esperados debido a
que la cantidad de potasio originalmente en reservas es muy grande en la

mayor parte de los suelos minerales, en efecto, la cantidad total de este
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elemento es mayor que la de cualquier otro elemento nutritivo. La mayor parte
de este elemento esta sujeto rigidamente como parte de los minerales
primarios o esta fijado en formas que son, en el mejor de los casos,
moderadamente asimilables por las plantas. También se ha observado que las
plantas tienden a apoderarse del potasio soluble en cantidad superior a sus
necesidades, al haber grandes cantidades presentes de éste. Esta tendencia
se denomina consumo de flujo, ya que el exceso de potasio absorbido al
parecer no aumenta la cosecha en ningun caso (Buckman, 1996). Se ha
encontrado que el potasio en fertilizantes esta presente como i6n asociado
generalmente al cloruro.

En el caso del cloruro a pesar de que es catalogado como un micronutriente
(Arnon, 1988) sus concentraciones fueron altas debido a que el cloro
recientemente se ha descubierto como esencial para el crecimiento de las
plantas, por esta razéon se ha empezado a utilizar en mayores cantidades por
los agricultores (Buckman, 1996).

Por ultimo, se puede mencionar que la mayor parte del cloro de los suelos esta
en la forma sencilla de cloruros solubles como el cloruro de potasio (Rusell y
Wild, 1973).

Sodio Vs Calcio
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0.03

mg/g
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A B C D E F G H | J
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Figura 25 Comparacién de las concentraciones de los iones de sodio y calcio
expresadas en mg/g, encontradas en la matriz de infusién de Té verde y Té
negro. Las muestras de la A a E son de Té verde y las muestras de F a J son
de Té negro
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Potasio VS Cloruro
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Figura 26 Comparacion de las concentraciones, expresadas en mg/g, de los
iones potasio y cloruro encontradas en la matriz de infusién de Té verde y Té
negro. Las muestras A a E son de Té verde, las muestras de F a J son de Té
negro

En las figuras 25 y 26 se presentan las comparaciones de las concentraciones
de los iones presentes en las muestras. En la figura 25 se presentan las
comparaciones de los iones de sodio contra calcio, en esta grafica de barras se
puede observar que las muestras de Té verde tienen mayor cantidad de sodio
con respecto a las concentraciones de calcio, por otro lado, se puede observar
que las concentraciones de sodio en el Té negro son menores con respecto a
las concentraciones de calcio.

En la figura 26 se presentan las diferencias presentes en las concentraciones
de los iones potasio y cloruros. En estos diagramas de columnas se puede
observar que en general la concentracion de potasio es mayor con respecto al
ion cloruro, también se puede observar que las concentraciones del idn potasio
en las muestras de Té verde es mayor con respecto a las concentraciones del
mismo ion presentes en las muestras de Té negro.

Con las graficas de las figuras 23, 24, 25 y 26, se observa una gran variacion
en las concentraciones de los iones estudiados en las muestras, por lo tanto,
para poder demostrar estadisticamente en que muestras hay diferencias
significativas, se propuso realizar el método de diferencia minima significativa
(DMS), debido a que este método es facil de aplicar y es usualmente empleado

para comparar una pareja de media aritmética de ensayos realizados, sin
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embargo se puede utilizar para comparaciones de mas de dos medias
aritméticas en ensayos elaborados (Mendoza y Bautista, 2002; Miller y Miller,
2002).

Esta prueba consta de dos etapas, en la primera se prueba que exista un valor
significativo del cociente del valor F: en caso de que F no sea significante el
analisis se termina; en caso de que sea significante se sigue con la etapa 2. En
esta segunda etapa se encuentran los valores de DMS para poder ser
comparados con las diferencias de las medias aritméticas de las

concentraciones de las muestras.

Tabla 25 Analisis de paso 1 Tabla 26 Analisis de paso 1
para Té negro para Té verde

En las tablas 25 y 26 se puede observar que entre las Fitica Y 12S Ftaplas €Xiste
una diferencia significativa por tal motivo es necesaria pasar a la segunda etapa
en la cual se utiliza el valor de DMS que se presenta en las tablas 25 y 26 para
poder hacer la comparacién con las medias aritméticas de las concentraciones
de las muestras.

A continuacion se presentan las comparaciones realizadas al aplicar el método
DMS.
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Tabla 27. Comparaciones realizadas al aplicar el método DMS para muestras
de Té verde
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Tabla 28. Comparaciones realizadas al aplicar el método DMS para muestras
de Té negro

0.01
0.00

0.01
-0.01 0.01
Potasio

=
©

Cloruros

0.00 0.07
-0.07 0.00

En tabla 27 se presentan las comparaciones DMS entre muestras de Té verde,
las casillas que se encuentran sombreadas son las muestras en las que se
encontraron diferencias.

Para el i6n sodio en las muestras de Té verde solo se presenta DMS entre las

muestras D y E, en el caso de las otras cuatro muestras no se encontraron
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diferencias. En el caso de calcio se presentan DMS en la muestra A con las
muestras C y E; en el caso de la muestra B presenta DMS con las muestras C y
E; para la muestra C presenta diferencia con las dos muestras ya mencionadas y
con la muestra D; la muestra D solo presenta diferencia con la muestra E. Para
el ion potasio presentan MDS entre la muestra A con las muestras C, D y E; para
la muestra B con las muestras C, D y E; en el caso de la muestra C presenta
DMS con todas las muestras. Para el caso de cloruros solo se presentaron DMS
entre las muestras By E.

En la tabla 28 se presentan las comparaciones de DMS entre las muestras de Té
negro. De igual forma que en la tabla anterior las casillas sombreadas son las
muestras entre las que se presentan DMS. En los ensayos para el idn sodio se
muestran diferencias significativas entre la muestra F con las muestras Hy J; en
el caso de la muestra G se presentan diferencias significativas entre la muestra
H y la muestra J; para la muestra H hay diferencia significativa entre las
muestras F, G e |. En el caso de la muestra | solo tiene diferencia significativa
con la muestra H. Para el ion calcio las diferencias significativas son: en el caso
de la muestra F tienen DMS con la muestra H y muestra J; para el caso de la
muestra G solo se presenta DMS con la muestra H; en la muestra H se presenta
diferencia significativa con las muestras F, G e |; para la muestra | hay diferencia
significativa con las muestras H y J. En el idn potasio se presentan diferencias
significativas entre la muestra F y las muestras G, H y J; en el caso de la
muestra G hay diferencias significativas con las muestras F, H y J; En la muestra
H se presentan DMS con todas las demas muestras; con la muestra | hubo DMS
con la muestra H y J; la muestra J presenta DMS con todas las otras marcas.
Para el caso de los cloruros hay diferencias significativas entre la muestra F con
la muestra H; en la muestra G con las muestras H e I|; la muestra H tiene
diferencia con todas las demas muestras; con la muestra | hay diferencias con
las muestras G, H y J; la muestra J presenta DMS con las muestras H e I.
Al hacer el analisis de las comparaciones se puede mencionar que hay muchas
diferencias minimas significativas presentes entre las muestras de Té, en cada
uno de los iones. Estas diferencias en la concentracion de iones pueden deberse

a diferentes variables, a continuacion se mencionara algunas de estas variables.
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Entre las variables que se pueden mencionar, es la gran cantidad de
variedades comerciales de Té que existen, estas variedades dependen de la
biodiversidad botanica de la planta. Debido a que la planta de Té tiene
variedades genéticas como las que se mencionaron en generalidades var.
sinensis y var. assamica las cuales son morfoldgicamente y anatémicamente
distintas, junto con varios hibridos con caracteristicas superpuestas. Debido a
estas variedades botanicas se ha estudiado que la absorcién de minerales por
parte de las plantas es diferente segun sea la especie (Rusell y Wild, 1973).

Una de las caracteristicas que tiene la planta de Camellia sinensis es ser una
planta perene, esto quiere decir que todo el afio puede ser cultivada, debido a
que la unica parte de la planta cultivada es la hoja por tal motivo el crecimiento
de la planta se manipula y se mantiene como un arbusto en un estado de
crecimiento vegetativo continuo por la poda periddica. Por esta razon, la edad de
la parte de la planta que se ha cosechado es importante debido que cuanto mas
jovenes sean las hojas, este tipo de Té tendra un mayor costo en el mercado.
Otro fendbmeno que se puede observar por la edad de las hojas es que la
redistribucidon del calcio desde las hojas viejas a las hojas jovenes no es buena
por tal motivo hay una afectacién significativa en la cantidad de calcio en el Té
(Rusell y Wild, 1973). Por otro lado, el grado de poda determina el potencial de
la cosecha del Té, por tal motivo el crecimiento de la planta y la absorcion de
nutrientes estan relacionados directamente y que la absorcion continuada de
nutrientes solamente se produce si aumenta el tamano de la planta, este
fendmeno se puede explicar debido a que hay paises en los que se prefiere
cortar las hojas a mano, se deja crecer la planta un poco mas alto que en los
paises que se cultiva con maquinas (Banerjee y Chaudhuri, 2000)

Hay otros fendmenos que explican las variantes de la cantidad de iones
presentes en la infusién de Té como es la variedad de lugares en las que se
cultivan Camellia sinensis, la temporada del afio en el que se cultiva, si las
plantas son de riego o de temporal, debido a que se ha observado que, con
frecuencia, pérdidas de minerales y de algunos otros elementos desde las hojas
por lavado con agua de lluvia y ello, especialmente, en la madurez. Otro

fendbmeno es la competencia o falta que puede existir de los minerales en la
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tierra de cultivo este fendmeno puede hacer que un mineral remplace a otro
mineral cuando el subministro del primer mineral es deficiente. Para finalizar, la
presentacion del Té para su uso es en forma seca, debido a esto las
concentraciones en la materia seca en la planta puede variar en un intervalo
muy amplio (Rusell y Wild, 1973; Reichle, 1981; Buckman, 1996).

En el caso de las bebidas listas para tomar no se observan diferencias grandes
en los C.V. mostrados en las tablas 23 y 24, por lo tanto, se puede decir que las
concentraciones de iones entre los lotes no son tan variables como en las
presentaciones de Té para infusidén. Esto se puede deber que solo se utilizan
concentrados de C. sinensis y no la planta en si. Se puede observar que las
concentraciones de iones son muy parecidas entre los lotes debido a que son
estandarizadas por los conservadores con los que se producen. Entre estos

conservadores se encuentran el benzoato de sodio y el sorbato de potasio.

4.2. Analisis de triazinas en infusiones de Té

4.2.1. Condiciones del analisis cromatografico

Las condiciones cromatograficas para obtener la mejor separacién analitica de
las triazinas se dedujeron del estudio que se describe posteriormente de
evaluacion del factor de retencion k™ a diferentes composiciones de fase movil, el
cual también sirvio para estimar el valor del factor de retencion en agua k'w
usado para simular los frentes tedricos de Extraccion en Fase Sdlida. En el
cromatograma que se presenta en la figura 27 se puede observar que la fase
movil isocratica de composicion 44:56 H,O:MeOH permiti®6 una buena

separacion de las cuatro triazinas con una buena resolucion y selectividad.
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Figura 27. Cromatograma obtenido por inyeccion directa de 20 yL de la mezcla
de plaguicidas a 10 mgL'1 y deteccion espectrofotométrica UV a A=220 nm.
Caracteristicas de la columna de 150 X 4.60 mm d.i. RES ELUT C18, con
tamano de particula de 5 ym, con una fase mévil de 44:56 H,O:MeOH a un flujo
de 1 mimin™.Tiempo de corrida de 18 min. Identificacion de los picos: 1)
simazina; 2) atrazina; 3) propazina y 4) terbutilazina.

Tabla 29. Valores de tiempo de retencion y factor de capacidad

Triazinas tr k
1 Simazina 5.66 2.31
2 Atrazina 8.12 3.75
3 Propazina 12.17 6.12
4 Terbutilazina 14.57 7.52

Tabla 30. Valores de selectividad y resolucion

Picos a R

1y2 1.62 4 .55
2y3 1.63 499
3y4 1.23 247

En la tabla 29 se puede observar que los valores de t; y k' fueron aumentando

conforme disminuia la polaridad de las triazinas (a mayores valores de k') con

tiempos de retencidon lo suficientemente diferentes, lo que indica que son
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retenidas en la columna sin una sobre-posicion de los picos de las triazinas
como se muestra en la figura 27.
En la tabla 30 se presentan los parametros de la selectividad (a) y la resolucion
(R) para las parejas de triazinas. Para a se mostré que los valores son mayores
a uno. Para R se mostr6 que las triazinas presentan una buena separacién entre
sus picos de elucion, ya que se encontraron por arriba del valor 6ptimo reportado
en la literatura de R=1.5, mostrando una separacién completa entre sus picos de
elucion.
Con los valores de la tabla 29 y tabla 30 se comprobd que las condiciones de

analisis, para las triazinas fueron las 6ptimas para su estudio.

4.2.2. Optimizacion del método de EFS para las triazinas
4.2.2.1. Extrapolaciéon de k'w

Se obtuvo el factor de retencion en agua k'w de la extrapolacion lineal al 0% de
metanol con las curvas de log k™ en funcién al porcentaje de metanol en la fase

movil mostradas en la figura 28.

Curva de log k'w

1 - & Simazina
X y =-0.0277x + 1.8799
0.8 - R?=0.9928
0.6 - A W Atrazina
=04 - y =-0.0312x +2.2859
9 R?=0.9939
0.2 4
A Propazina
0 1 y = -0.0328x + 2.581
09 - R?=0.9921
0.4 X Terbutilazina
R?2=0.9924
% MeOH

Figura 28. Curva de log k'=f(%MeOH) en la fase movil (mezcla de H,O:MeOH).
Columna C45 150 X 4.6 mm d.i., flujo 1 mL/min, volumen de inyeccion 20 uL, de
una disolucién de 10 mgL™" de plaguicidas, deteccién UV a 220 nm.
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En la figura 28 se muestra el orden de elucién de las triazinas: simazina,
atrazina, propazina y terbutilazina, observando que se podrian separar en una
mezcla con una fase movil isocratica con composicién de metanol menor a 60 %
de metanol. Las curvas son paralelas entre si porque se trata de compuestos de
la misma familia, cuya estructura tiene un componente central (anillo triazinico)

en el cual van cambiando los sustituyentes segun el compuesto.

Tabla 31. Valores de Log k'wy Log P

Triazina Log k'w Log P
extrapolado | reportado
Simazina 1.87 1.96
Atrazina 2.28 2.21
Propazina 2.58 2.91
Terbutilazina 2.83 3.02

Los valores de log k'w que se presentan en la tabla 31, mostraron que entre
mayor fue la retencion del compuesto en la columna, los valores de log k'w
fueron aumentando, estos datos se pudieron comparar con los datos reportados
de los log P (Noble, 1993) donde P es el coeficiente de reparto. Debido a que se
ha encontrado una relacién lineal entre log k'w y log P medido con una fase
movil metanol-agua y silice C4g para distintos compuestos organicos, por lo que
el log de k’'w fue encontrada equivalente al log de P (Braumann, 1986). Por esta
razon, en la extraccion en fase-solida, al considerarse equivalentes el valor de P
y k'w se puede utilizar indistintamente cualquiera de estos parametros para

realizar la predicciones necesarias.

4.2.2.2. Curvas tedricas de elucion de los herbicidas en agua utilizando
valores obtenidos de k'w

En la figura 29 se presentan los graficos tedricos de las curvas de rompimiento

en agua de las triazinas para predecir su volumen de fuga en un cartucho de

extraccidon que contiene 500 mg de silice C18 y una eficiencia de 20, similar a las

condiciones de experimentacién. Estos perimetros fueron obtenidos con la

ayuda del programa SFER (Garcia y Rojo, 2004)
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Figura 29 Curvas de rompimiento para cada una de las triazinas

Tabla 32. Volumenes de fuga obtenidos del programa SFER utilizando los
valores de k'w obtenidos

Volumen de fuga
Triazinas Volumen mL
Simazina 23
Atrazina 56
Propazina 114

Terbutilazina 197

De los frentes de elucion presentados en la figura 29 se deducen los valores del
volumen de fuga V; de los compuestos, los cuales se presentan en la tabla 32. El
V¢ representa el volumen limite de muestra acuosa que se puede utilizar para
evitar la elucion de los analitos del cartucho de extraccion a causa del agua de la
muestra. Para el caso de la simazina, que es la triazina que presenta mayor
polaridad del grupo de triazinas con las que se trabajaron, se observa que tiende
a ser eluida por el agua con mayor facilidad, con un volumen menor, por lo que
su volumen se tomd como referencia para evitar fugas de los analitos al
momento de la aplicacion de la muestra de infusién de Té al sistema de

extraccion. Cabe destacar que los valores estimados de k'w se obtuvieron de
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una extrapolacion lineal, sin embargo, las curvas tienen una forma exponencial
cuando se acercan al 0 % de agua en la fase movil. Por esta razon, es muy
probable que los valores de los volumenes de fuga fueran subestimados y que
los valores reales sean mayores de aproximadamente 3 o 4 veces. Lo anterior
no representa ningun problema porque de todas maneras, el estudio tedérico nos
proporciond aproximaciones utiles que evitaron la realizacion de experimentos

por ensayo Yy error.

4.2.2.3. Obtencion del frente de elucion experimental de las triazinas en
metanol

Para obtener los frentes de elucién de las triazinas en metanol, primero se
aplicaron 100 mL de muestra de agua millipore, fortificada a 100 ng'1, a un
cartucho de extraccion empacado con 500 mg de adsorbente, después se aplico
al cartucho 3 X 1 mL de metanol, recolectandose las fracciones para analizarlas
por cromatografia de liquidos. En la figura 30 y la figura 31 se presentan las
graficas de recobro y recobro acumulado en funcién del volumen de metanol
aplicado al cartucho de EFS para los ensayos que sirvieron para conocer el

volumen de metanol necesario para la desorciéon de las triazinas del cartucho de

extraccion.
Porciento de recobro
120
100 \
o 80 \
_§ —&—Simazina
o 60
g —— Atrazina
X 40
—&— Propazina
20 —&— Terbutilazina
0 T T 1
0 1 2 3 4
mL de MeOH (100%)

Figura 30. Porcentaje de triazinas recuperado con tres fracciones de 1 mL de
metanol (MeOH)

103



ANALISIS DE RESULTADOS g
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Figura 31. Porcentaje de recobro acumulado de triazinas eluidas por metanol.

En la figura 30 se puede observar que en dos mililitros se logré obtener el total
de recobro de las triazinas. Con la figura 31, en la cual se muestra el porciento
de recobro acumulado se puede corroborar que con dos mililitros se obtuvo el
100 % de recobro.

Al analizar estas figuras se puede observar que la elucion de las triazinas se dio
completa en dos mililitros de metanol con recobros cuantitativos cercanos al 100
%, de igual forma no se debe perder de vista que la simazina y la atrazina, las
cuales son los analitos mas polares, no se fugaron al aplicar un volumen de 100

mL en este ensayo.

4.2.2.4. Optimizacion del eluente para “clean up” o lavado

Con el fin de optimizar una secuencia de elucion en donde se incluyeran
eluentes de lavado que eliminaran interferencias mas polares que las triazinas
en estudio, se probaron diferentes eluentes de fuerza débil, esperando que estos
eluentes no desorbieran a las triazinas. Después de aplicar un volumen de 100
mL de agua millipore, fortificada a 100 ugL™, en el cartucho de EFS se
recuperaron los analitos con 3 mL de metanol puro. En la tabla 33 se muestran
los resultados obtenidos de analisis al aplicar el eluente de limpieza (90:10
H>O:MeOH) y los porcentajes de recuperacion de las triazinas con la aplicacion

posterior de 3 mL del eluente MeOH puro al cartucho de extraccion.
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Tabla 33. Recuperacion de triazinas en metanol con aplicacion previa de
eluente de limpieza 90:10(H,0:MeOH) y metanol

Mezcla 90:10 (H,0:MeOH) mL | por ciento de recuperacion
Triazina 1 2 3 3 mL (100% MeOH)
Simazina X X X 102
Atrazina X X X 95
Propazina X X X 89
Terbutilazina X X X 86

X no detectadas

Como se puede ver en la tabla 33 con la mezcla de limpieza de 90:10
H.O:MeOH, no se fugaron las triazinas, ya que en ninguno de los tres mililitros
de este eluente se encontro rastros de ellas.

En el caso de los porcentajes de recuperaciéon con el metanol puro aplicado
subsecuentemente, se observd que los recobros fueron cercanos al cien
porciento para simazina y atrazina. La propazina y la terbutilazina tuvieron
recobros un pocos mas bajos. En la tabla 34 se muestran los porcentajes de
recuperacion obtenidos de dos extracciones diferentes que se efectuaron con
metanol puro con el paso previo de limpieza con la mezcla 90:10 H,O:MeOH.
Estos ensayos se realizaron pasando a través de un cartucho de EFS una
muestra sintética con un volumen de 100 mL fortificando a 0.1 mgL'1 con la

mezcla de estandares que contenia a todas las triazinas.

Tabla 34. Recobro con metanol después de aplicar la mezcla 90:10 H,O:MeOH

Porciento de recuperacion (%)
o (90:10 H,O:MeOH 3 mL) | (90:10 H,O:MeOH 3 mL)
Triazina
100% MeOH 100% MeOH
Simazina 89 87
Atrazina 85 87
Propazina 87 93
Terbutilazina 85 87
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En la tabla 34 se mostré que en este caso se obtuvo similitud con los datos de
recobro obtenidos anteriormente. Sin embargo, ahora los valores de los recobros
fueron similares para todas las triazinas. Estas diferencias se pueden deber a los
errores de cuantificacion, los cuales seran valorados posteriormente con un
estudio de reproducibilidad. Los recobros fueron considerados cuantitativos ya
que fueron superiores al 87 %.

Posteriormente, se realizé un nuevo ensayo, utilizando el mismo volumen (100
mL) con la misma concentracion (100 pgL™), para probar otro lavado de fuerza
eluente mayor, considerando que en la infusion de Té existirian muchas
interferencias, especialmente de pigmentos provenientes de la planta. En la
tabla 35 se muestran los porcentajes de recobro obtenidos al utilizar una mezcla
de lavado con mayor porcentaje de fase organica (metanol al 35 % en vez del 10
%). Entonces, se probaron 10 mL con el eluente de limpieza de 65:35
H,O:MeOH mas la aplicacion posterior de metanol puro para recuperar la
totalidad de las triazinas. La tabla 35 presenta los porcientos de recuperacion de
cada una de las fracciones del eluente de lavado 65:35 H,O:MeOH; también se
presenta el total de recuperacion (mezcla de lavado + metanol), mostrando que
la triazina que fugé del cartucho de extraccion en mayor proporcion fue la
simazina (hasta 20 %). La atrazina, no tuvo una fuga significativa con este

eluente de lavado < 8 %.

Tabla 35. Porciento de recobro de la mezcla de lavado 65:35 en 10X1 mL

H,0:MeOH
Mezcla 65:35 H,O:MeOH (mL) Total | 5 iento de
recdoebro recobro
Triazina 1172 |3| 4|56 |7 8| 9 [10] Lavado+MeOH
(%) de
(Recobro total)
lavados
Simazina | x |0.7/07 | 1 (2, 2|32 | 4 | 4 20 94
Atrazina | x (08| 1 |[0.7(1/ 1 (1/09]|0.7|0.9 8 95
Propazina | x | X | X | X [X| X |[X| X | X X X 88
Terbutilazina| x | x | x | x |X| X |X| X | X | X X 78

X no detectadas
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o

Debido a la pérdida considerable de la simazina con el eluente de lavado

anterior se prob¢ otro eluente de fuerza un poco mas débil, para evitar la fuga de

las triazinas. Entonces se prob6 10 x 1 mL de la mezcla 70:30 H,O:MeOH vy la

posterior desorcion de los analitos con MeOH puro. La tabla 36 presenta los

recobros obtenidos en cada una de las fracciones

Tabla 36. Por ciento de la mezcla de lavado 70:30 en 10X1 mL H,O:MeOH y
posterior elucion con metanol puro

Total
de 100%
RECOBRO%
- - recobro | MeOH+lavados
Mezcla 70:30 H,O:MEOH mL (%) de | Recobro total
lavados
Triazina 1 314/5| 6 7 8 9 10
Simazina X X|x|x/09]07[10|09]| 1.7 5.2 102
Atrazina X X|X|X| X X X X 1.2 1.2 96
Propazina |x X|X|X]| X X X X X X 101
Terbutilazina | x X[X|X| X X X X X X 103

En la figura 32 se muestra el recobro acumulado en funcién del volumen

aplicado de 70:30 H,O:MeOH, lo que representa el frente de elucién con la

nueva mezcla de lavado aplicado al cartucho de extraccion.

% de recobro acumulado
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Figura 32. Recobro acumulado con la mezcla de lavado 70:30 H20:MeOH
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En la tabla 36 y la figura 32 se observé que en el caso de la simazina y atrazina
si hubo una ligera pérdida aunque los porcientos de recobro fueron tan bajos
que podrian no tomarse en cuenta; de hecho sus frentes de elucion apenas
comienzan a levantarse en el sexto y décimo mililitro respectivamente. Entonces
se decidié que se usaran tan solo 5 mL no habria pérdida de ningun compuesto.
En el caso de las dos ultimas triazinas (propazina y terbutilazina) no se observo
fuga con la nueva mezcla de lavado.

En la tabla 36 se puede observar que los porcentajes de recobro para todas las
triazinas con metanol puro fueron aceptables, debido a que fueron cercanas al
100 porciento demostrando que la fuga en los frentes de lavado fue minima y
que la nueva mezcla de lavado (70:30 H,O:MeOH) fue apropiada para ser
utilizada en el procedimiento de extraccion de la muestra real. Como se pudo
deducir de la tabla 36, con la mezcla de 70:30 en 10X1 mL H>O:MeOH, el
volumen seleccionado se consider6 de 9 mL, aunque se tuviera una ligera
pérdida de la simazina y esperando que con la muestra de infusion permitiera

eliminar un mayor numero de interferentes.
4.2.2.5. Optimizacion del volumen de elucién y el eluente de las triazinas

Como ya se tenia seleccionada la mezcla de lavado mas apropiada para utilizar
con las infusiones, ahora el siguiente paso fue seleccionar un disolvente de
elucion de los compuestos de interés que proporcionara un buen recobro, asi
como conocer el volumen minimo para llevar a cabo esta recuperacion de las
triazinas para minimizar la dilucion del extracto. Aunque ya se habia probado la
eficiencia del metanol puro para desorber a la triazinas, se probaron ahora
mezclas hidroorganicas agua metanol con la intencion de simplificar mejor la
matriz al eluir a la triazinas, dejando en el adsorbente atrapados los compuestos
interferentes de menor polaridad. En la tabla 37 se presentan los resultados de
un ensayo fortificado a 100 ugL™ con un volumen de 100 mL de agua millipore
con la mezcla de estandares que contenian a todas las triazinas. Los resultados
fueron obtenidos al probar 10 mL del eluente 10:90 agua:metanol, después de

aplicarle al cartucho 3 mL de la mezcla de lavado 70:30 agua:metanol.
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Tabla 37. Porcentaje de la mezcla de lavado 70:30 H,O:MeOH en 3X1 mL y
subsecuentemente porcentaje de la mezcla de elucion 10:90 en 10X1 mL

H,O:MeOH
% recobro o .
roinas | Mezcla 70:30 L reco%?;;,_'\égz_m g0 eueon | Recobro
H,O:MeOH ' ) total
1 2 3 112 (3(4|/5(6|7(8|9|10
Simazina X X X 6127 |1 | X | X|X|X|X]|X] X 89
Atrazina X X X 53131 |2 | X | X|X|X|X]|X] X 86
Propazina X X X |47 |35 |2 | X |X|X|X|X]|X]| X 84
Terbutilazina | x X X 144|136 |3 |1 |X|X|[X|X|X]| X 84

X no detectadas

En la figura 33 se muestra el recobro acumulado de las triazinas en funcion de
los mL de la mezcla 10:90 H,O:MeOH cuando previamente se le aplico al

cartucho de extraccion el eluente de lavado 70:30 H,O:MeOH.

Eluente10:90 H20O:MeOH
100
90 -
[}
® 80
g 70
. .
§ 60 —e&— Simazina
° .
% 50 ‘ —— Atrazina
S 40 —&— Propazina
S 30 —#— Terbutilazina
X 20
10
O T T 1
0 5 10 15
mL MeOH

Figura 33. Recobro acumulado del eluente de 10:90 H,O:MeOH

En la tabla 37 se confirma que la mezcla de lavado que se escogié no causo
fuga de ninguna de las triazinas. Para el caso de la mezcla de elucion en la tabla
37 y en la figura 33 se muestra que la mayoria de la triazinas con las que se
estuvo trabajando se desorbieron en tres mililitros del eluente; en el mililitro tres
se observa que todavia hubo un porcentaje de triazinas que eluyen pero es muy

bajo, mostrando asi que el volumen minimo de este eluente es de tres mililitros.
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Posteriormente se realizd un ensayo fortificando a 0.1 mgL™" con un volumen de
100 mL, con el cual se probd un eluente de fuerza mas débil que el anterior para
las triazinas: este ensayo consto de 7 mL de la mezcla 20:80 agua:metanol. Los
recobros obtenidos para cada fraccion se presentan en la tabla 38, después de
la aplicacion de 3 mL del eluente de lavado 70:30 H,O:MeOH.

Tabla 38. Porcentaje recobro de la mezcla de lavado 70:30 en 3X1 mL
H>0O:MeOH y porcentaje recobro de la mezcla de elucion 20:80 en 7X1 mL

H,O:MeOH
(o)
% recobro mezcla o recobr:lljjcc?él\élezcla de Recobro
Triazinas 70:30 H,O:MeOH 20:80 H,0:MeOH total
1 2 3 1 2 |3|4|5|6]|7
Simazina X X X 88 116 |2 | x| x |X | x 106
Atrazina X X X 66 | 30 | 2 | X | X | X | X 98
Propazina X X X 43 |47 |2 | X | X | X | X 92
Terbutilazina X X X 37 | 54 | 3 | x| x| x| X 94

En la figura 34 se muestran los recobros acumulados respectivamente en
funcion del volumen aplicado de la mezcla de 20:80 H,0O:MeOH, que también fue
probada para la recuperacion de las triazinas después de la aplicacién del
eluente de lavado 70:30 H,O:MeOH

Recobro acumulado del eluente 20:80 H20:MeOH

120
80 // —&—Simazina

—— Atrazina

60
—&—Propazina
40

—&—Terbutilazina

% de recobro acumulado

20

O T T T 1

0 2 4 6 8
mL MeOH

Figura 34. Porcentaje de recobro acumulado de la mezcla de elucién 20:80
H,O:MeOH
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En la tabla 38 se presentan el porcentaje acumulado del recobro de la mezcla
de lavado de 70:30 en 3X1 mL H,O:MeOH sin observar ninguna fuga de las
triazinas en estudio. En el caso de la nueva mezcla de elucion 20:80 H,O:MeOH
se observo que hasta los 3 mL se lograron desorber por completo las triazinas,
obteniendo un porciento de recobro cercano al 100 %.

En la figura 34 se observa que la mayor cantidad de triazinas fueron eluidas en
los 3 primeros mililitros, llegando a la meseta del frente de elucion, lo que indica
que la cantidad de triazina eluida es completa. Para verificar que se obtuvieran
recobros similares en diferentes ensayos, se realizaron dos ensayos similares en
los cuales se colocaron 500 mg de silice dentro del cartucho de EFS, a este
cartucho cual se le aplicd una disolucion con un volumen de 100 mL a una
concentracion de 0.1 mgL'1; enseguida se le aplicé 3 mL de la solucion 70:30
H,O:MeOH usado como lavado, después se aplicé 3 mL del eluente 20:80
H,0O:MeOH. Los recobros totales se muestran en la tabla 39 en donde se puede
corroboran que los valores fueron similares y cercanos al ciento por ciento. Esta
mezcla se utilizé en los experimentos subsecuentes por sus buenos resultados

obtenidos.

Tabla 39. Porcentajes de recobro de dos ensayos similares

Triazina | total de recobro |total de recobro
Simazina 105 100
Atrazina 97 101
Propazina 92 98
Terbutilazina 94 100

Con la tabla 39 se comprobd un buen recobro por lo tanto se propuso como
secuencia de elucion: el primer lavado con 5 mL de agua, el segundo lavado con
3 mL de la mezcla 70:30 H,O:MeOH y 3 mL de la mezcla de 20:80 H,O:MeOH
como eluente de los compuestos de interés.

Para el lavado de 70:30 H,O:MeOH, se decidié solo aplicar 3 mL, aunque se
podria aplicar hasta 9 mL, al momento de trabajar con las matrices de infusién

de Té se ajustaria esta condicion.
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4.2.2.6. Evaluacion de la reproducibilidad con la secuencia de elucién

seleccionada sin evaporacién

En la tabla 40 se muestran los porcientos de recobro de los tres experimentos
que se efectuaron para evaluar la reproducibilidad obtenida con la secuencia de

elucién seleccionada.

Tabla 40. Reproducibilidad de la secuencia completa de elucidn. La secuencia
consta de: el primer lavado con 5 mL de agua, el segundo lavado con 3 mL de la
mezcla 70:30 H,O:MeOH y 3 mL de la mezcla de 20:80 H,O:MeOH usado como

eluente de las triazinas

Ensayos Reproducibilidad.
Triazina R% PromedioR% | D.E. | C.V %.
Simazina 100 93 99 96 4 3
Atrazina 101 94 99 96 3 3
Propazina 98 96 98 97 1 1
Terbutilazina 100 101 102 102 1 1

Se observa que el coeficiente de variacién es de 3 %, para los dos primeros
compuestos y que estan en el limite para ser aceptado dentro de una buena
reproducibilidad, en cambio, para los dos ultimos sus coeficientes de variaciéon
son muy buenos ya que son del uno por ciento, esto quiere decir que tienen

poca dispersion entre ellos.

4.2.2.7. Evaluacién de la reproducibilidad de la secuencia completa de

elucién con evaporacion

En esta seccion se evalud si existian pérdidas al evaporar un extracto con las
triazinas, considerando que la evaporacién permite concentrar para mejorar los
limites de deteccién de los herbicidas, la evaporacion fue realizada como se
explica en la seccion 3.2.6.6. En la tabla 41 se muestran los porcentajes de
recobro de la secuencia de elucién completa con evaporacion para una muestra

de agua millipore fortificada con 0.1 mgL™ concentrada en el cartucho de EFS.
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Tabla 41. Porciento de recobro después de la evaporacion de extractos
provenientes de agua purificada fortificada con las triazinas
Porcentaje de recobro

Triazinas Réplicas C.V %.
1 2 3

Simazina 78 73 74
Atrazina 82 76 75
Propazina 74 72 71
Terbutilazina | 78 81 74

AN YW

En la tabla 41 se muestra que los porcentajes de recobro al evaporar el extracto
son un poco mas bajos que sin evaporacion, ya que se tiene una pérdida
aproximada de un veinte porciento de las triazinas. Sin embargo, esta pérdida se
compensa si se gana un factor de concentracion de 10 (evaporando 3 mL de
extracto hasta 0.3 mL en bano maria). En la tabla 41, también se puede
observar que los porcientos del C.V. para este ensayo se encuentran en los
limites de aceptacion por la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et
al., 2002).

4.2.2.8. Evaluacion de la linealidad con muestras de agua millipore

fortificada con triazinas

La linealidad del sistema cromatografico se evalud con la respuesta del detector
en funcion de la concentracion de los analitos, la elaboracion de estas muestras
sintéticas se explica en la seccion 3.2.6.7. De estas soluciones sintéticas se
obtuvieron las graficas de area del pico=f (concentracion de triazinas), a las
concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 15y 20 mgL™" y éstas son mostradas en la
figura 35 y sus respectivas ecuaciones ajustadas y coeficientes de correlacion

lineal son presentadas en la tabla 42.

113



ANALISIS DE RESULTADOS g

Linealidad *Simazin
450000 y =19468x - 554.01
400000 /‘ R?=0.9905
350000 W Atrazina
300000 74 A y =14720x - 959.37
g 250000 . R?2=0.9916
< 200000 /
150000 / A Propazina
100000 y =12879x - 1372.2
50000 R?=0.9922
0 T T T T - .
0 5 10 15 20 X Terbutilazina

y = 13833x - 5408.2
Concentracion mglL- R%=0.9905

Figura 35 Curva de calibracién de triazinas

Tabla 42. Parametros de linealidad
Herbicida m b R’
Simazina | 19468 | 554.0 | 0.9905
Atrazina 14720 | 959.3 | 0.9916
Propazina | 12879 | 1372.2 | 0.9922
Terbutilazina | 13833 | 5408.2 | 0.9905
Y=mx+b; b= ordenada al origen, m= pendiente, R°= coeficiente de correlacién

Estos resultados mostraron una buena linealidad, ya que el coeficiente de
correlacion es mayor a 0.99 cumpliendo el criterio de aceptacion por la guia de
evaluacion de métodos analiticos de r’ 0.98 (Garcia, et al., 2002).

4.2.3. Aplicacion de la secuencia de elucion optimizada en muestras

fortificadas de infusién de Té negro y Té verde

Al tener la secuencia completa de elucion tabla 13 para muestras sintéticas
aplicadas a un cartucho de EFS con 500 mg de C+g, a continuacion se probo6 con
muestras adicionadas (matriz de infusibn de Té negro y Té verde) con las
condiciones establecidas en la seccion 3.2.7. En la figura 36 se presentan los
cromatogramas del extracto proveniente de la infusion de Té negro con la

secuencia completa de elucion.
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Figura 36. Cromatogramas de estandar de “stock” de triazinas (A), extracto de
matriz de Té negro sin adicion de triazinas (B) y extracto de Té negro con adicién
de triazinas (C). En la figura A se presenta un cromatograma con estandares a
una concentracion de 10 mgL™". En la figura B cromatograma de un extracto de
Té negro sin adicién de triazinas. Figura C cromatograma de una extracto de
matriz de Té negro con adicién de triazinas a una concentracién de 6.6 mglL™".
En el extracto de la figura b y C se aplicd la secuencia de limpieza escogida la
cual consta de dos lavados y un eluente: el primer lavado con 5 mL de agua, el
segundo lavado con 3 mL de mezcla 70:30 H,O:MeOH y 3 mL de la mezcla de
20:80 H,0:MeOH usado como eluente de las triazinas. Se obtuvo por inyeccion
directa de 20 pL con deteccion espectrofotométrica UV a A=220 nm.
Caracteristicas de la columna de 150 X 4.60 mm d.i. RES ELUT C4g con tamario
de p1art|'cula de 5 um, con una fase mévil de 44:56 H,O:MeOH a un flujo de 1 ml
min™".
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En la figura 36 A se presenta el cromatograma de estandar de triazinas. Para
este estandar se midi6 0.3 mL del “stock” de triazinas la cual estuvo a una
concentracion de 100 mgL™" se aforo a 3 mL, en un vial rotulado, de la disolucién
que fue utilizada como eluente 20:80 H,O:MeOH para poder tener una
concentracion final de 10 mgL". Este cromatograma fue utilizado como
comparativo para los tiempos de retencion de las triazinas. En la figura 36 B se
presenta el cromatograma del extracto de la matriz de Té negro sin adicion de
triazinas, esta extraccion se realizd con la secuencia de limpieza seleccionada
(tabla 13); se puede observar que en los tiempos de retencion no se logra
observar picos que estén relacionados con las triazinas. Se realizd otra
extraccién de matriz de Té negro con adicion de triazinas. Para esta extraccion
se paso a través de un cartucho de EFS con 500 mg de silice C4g un volumen de
matriz de Té negro de 100 mL, este volumen estaba adicionado con una alicuota
de 0.1 mL de la disolucién “stock” de las triazinas la cual tenia una concentracion
de 100 mgL™, al final se obtuvo un extracto con un volumen de 3 mL de la
solucion de elucion 20:80 H,O:MeOH, para obtener una concentracion final del
extracto de 3.3 mgL'1. No se presentd el cromatograma de esta extraccion
debido a que no se logrdé observar los picos de elucién de estos analitos, por tal
motivo se tomd la decision de aumentar la concentracion de las triazinas para
intentar visualizar estos analitos. En la figura C se presenta el cromatograma de
extraccion de matriz de Té negro con adicion de triazinas a una concentracion
mayor. Este extracto se realizé con los mismos pasos anteriormente descritos
con la diferencia que el extracto final de 3 mL con una concentracién de 3.3 mgL’
' se realizd una evaporacion hasta 0.3 mL y se reconstituyé con 1.5 mL para
obtener una concentracion de 6.6 mgL™". En el cromatograma se puede observar
que los interferentes se encontraron muy evidentes cuando los picos de elucion
de triazinas eran de una concentracion de 6.6 mgL'1, la cual apenas si se
pueden observar. De igual forma se puede ver que la mayoria de las
interferencias presentes en la matriz de Té negro tienden a eluir en los primeros

minutos.
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En la figura 37 se presentan cromatogramas del extracto proveniente de la

infusion de Té verde con la secuencia completa de elucion escogida.

IO =
25 = A
= Lt 1.- simazina
s 15— 2. - atrazina
10 - 3.- propazina
s 4 .- terbutilazina |
e
X0 =
25 =
= 20 H
= 18 -
10 =
-
a4
L |
20 —
28 =
— 20 =
E 'lﬁ_
10 —
- -
B
7O —
60 —
501 —
% 40 —
30 —
20 —
10—
Al
o
! s o s

Figura 37. Cromatogramas obtenidos de la extraccion de matriz de Té verde con
la secuencia de elucion completa la cual consta con dos lavados y un eluente: el
primer lavado con 5 mL de agua, el segundo lavado con 3mL de la mezcla 70:30
H,O:MeOH y 3 mL de la mezcla de 20:80 H,O:MeOH usado como eluente de
las.triazinas. Figura A. Cromatograma de extraccion de matriz de Té verde sin
adicién de “stock” de triazinas. Figura B. Cromatograma de extraccion de Té
verde con adicion de “stock” de triazinas a una concentracién de 3.3 mgL™.
Figura C. Cromatograma de extraccion de stock de triazinas a una concentracion
de 6.6 mgL'1. Figura D cromatograma de estandar de triazina a una
concentracion de 10 mgL” como referente de tiempo de retencién de las
triazinas. Obtenida por inyeccion directa de 20 pL con deteccion
espectrofotométrica UV a A=220 nm. Caracteristicas de la columna de 150 X
4.60 mm d.i. RES ELUT C4g, tamafio de particula de 5 pm, una fase movil de
44:56 H,0O:MeOH a un flujo de 1 mimin’.
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En la figura 37 A se presenta una cromatograma de extraccion de matriz de Té
verde aplicando la secuencia de elucién escogida (tabla 13), sin la adicion de
triazinas, se puede observar que no se encuentran picos de elucién de las
triazinas en los tiempos de retencidn caracteristicos de estos analitos. En la
figura 37 B se presenta el cromatograma del extracto de matriz de Té verde con
adicion de triazinas. Este extracto se obtuvo pasando un volumen de 100 mL de
matriz de Té en un cartucho de EFS con 500 mg de silice, a este volumen se le
agrego una alicuota de 0.1 mL del “stock” de triazinas con una concentracién de
100 mgL'1, al quedar adsorbidas las triazinas en la silice se utilizd la secuencia
de limpieza y al final se realizd la desorcion de las triazinas con 3 mL de la
solucién 20:80 H,O:MeOH, para obtener un extracto con una concentracion final
de 3.3 mgL'1. En la figura 37 C se muestra el cromatograma obtenido del
extracto de matriz de Té verde con adicién de triazina. Se realizé los mismos
pasos anteriormente explicados, pero con la diferencia que la extraccion final se
evaporé a 0.3 mL y se reconstituyé a 1.5 mL para obtener una concentracion
final de 6.6 mgL™"; esta reconstitucion se elaboré con un vial rotulado. En la
figura 37 D se presenta el cromatograma de estandar de triazinas. Para este
estdndar se midi6 0.3 mL del “stock” de triazinas la cual estuvo a una
concentracion de 100 mgL” se afor6 a 3 mL, en un vial rotulado, de la
disolucién que fue utilizada como eluente 20:80 H,O:MeOH para poder tener una
concentracion final de 10 mgL™". Este cromatograma fue utilizado como
comparativo para los tiempos de retencion de las triazinas. Con los
cromatogramas presentados en la figura 37 se puede observar que los
interferentes de la matriz de Té verde no obstaculizan para realizar un analisis
cualitativo; sin embargo para un analisis cuantitativo en la concentracién de 3.3
mgL’ los interferentes obstaculizan la integracion de la curva. También se puede
observar que al aumentar las concentraciones se puede trabajar mejor con los
picos de elucion.

Tanto los extractos de matriz de Té negro, figura 36, como de matriz de Té
verde, figura 37, se puede observar que al aumentar las concentraciones de los
analitos se puede trabajar mejor, sin embargo, la iniciativa de este trabajo fue

realizar un analisis cuantitativo como cualitativo en concentraciones bajas de
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triazinas que se encuentren dentro de los limites de cuantificacion. Por este
motivo fue necesario efectuar mas ensayos aumentando lavados, realizando
nuevas mezclas hidroorganicas necesarios para eliminar la mayor cantidad de
interferentes. Por conocimiento empirico se llegd a la conjetura que entre mayor
coloracién en las infusiones se encuentran mayor cantidad de interferentes en la
matriz, por tal razon el siguiente paso fue la eliminacion de coloracion en los
extractos de infusion de Té negro y Té verde, tomando en cuenta que el Té
negro contenia una mayor cantidad de interferentes se preponderé con respecto
al Té verde. Para estos ensayos no se realizé evaluacion de los porcentajes de
recobro, debido a que habia mas interés para la eliminacion de los interferentes
y después de lograr una mejor secuencia de limpieza si se realizo la evaluacion

de los porcientos de recobro de esta nueva secuencia.

4.2.4. Ensayos cualitativos para la eliminacion de color en el extracto

Debido a que con la secuencia de limpieza seleccionada no se lograron eliminar
los interferentes de la matriz de Té negro y Té verde que causaban coloracion,
se procedio a realizar ensayos tratando de eliminar la coloracién de las matrices.
Para los siguientes experimentos se conservaron los pasos de limpieza
establecidos previamente. Los cambios consistieron en que para el eluente de
limpieza 1 (agua) se aumenté el volumen de 5 mL a 15 mL y hasta 23 mL (figura
29), intentando eliminar la mayor cantidad de interferentes polares. Para el
eluente de limpieza 2 con mezcla 70:30 H,O:MeOH, se aument6 el volumen de 3
mL a 9 mL. También se trabajé con diferentes proporciones de H,O:MeOH
(80:20 y 60:40); para la primera se trabajo con un volumen de 4 mL y para la
segunda se trabajé con un volumen de 3 mL. Para eliminar mejor la coloracion
de los extractos, también se introdujo una mezcla hidroorganica de 70:30
H>O:ACN (agua:acetonitrilo) con un volumen de 3 mL. Finalmente, en el paso de
elucion se mantuvo tanto el volumen de 3 mL con las concentraciones de la
mezcla de 20:80 H,O:MeOH.

119



ANALISIS DE RESULTADOS g

En la figura 38 se presentan fotografias de los extractos obtenidos por medio de

la aplicacion de los ensayos con matriz de Té negro descritos en la tabla 14 de

seccion de la metodologia.

Numero de ensayo 1 2 3 4

Color de extracto final

Figura 38 Extractos de Té negro obtenidos con los primeros 4 ensayos

En la figura 38 se muestra que las secuencias probadas disminuyen en orden el
color de los extractos finales de Té negro, la coloracion fue siendo muy intensa,
principalmente en los extractos correspondientes a los ensayos 1 a 3. En el caso
del extracto 4 se logré una disminucion muy importante en la coloracion, pero se
demostréo en ensayos posteriores que la coloracion de los extractos de estas
infusiones podia disminuir mas. Por lo tanto, se realizaron los experimentos
siguientes, para tratar de disminuir la coloracion de los extractos.

Entonces, en la figura 39 se presentan los resultados obtenidos con los ensayos
5 a 8, detallados y presentados en la tabla 14 de la metodologia. Se presentan
las fotografias de los experimentos complementarios para eliminacion de

coloracion de los extractos.

Ensayo 5 6 7 8
/ ]
Color de extracto final £ o - - 1
Té verde — — |

( ) T — =~

{
(C

B
-
Color de extracto final ' !
“—
(Té negro) ——
Figura 39 Extractos de Té verde y negro obtenidos con diferentes ensayos para
disminuir la coloracion
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En la figura 39 se puede observar que para las dos matrices, el ensayo 6 fue el
que elimind mejor la coloracion en los extractos finales; sin embargo,
proporciond muy bajos recobros para los analitos. En cambio el ensayo 5,
aunque ligeramente mas oscuro mostré un buen recobro de las triazinas, por lo
que debido a esta observacion se decidié trabajar con esta secuencia de
limpieza.

Para el ensayo 5, la secuencia de limpieza cambi6 de 5 mL a 23 mL el volumen
de agua que se utilizé en el primer paso de lavado, esta decisién se tomo sin
riesgo de perder a las triazinas, con la ayuda de los frentes de elucién simulados
con el SFER (Garcia y Rojo, 2004), los cuales indicaron que teéricamente el
volumen de fuga para la simazina es de 23 mL o mas, la simazina se tomd como
referencia debido a que esta triazina por su polaridad es la primera en
desorberse. Por lo tanto, este volumen se aplicd con seguridad en los siguientes
ensayos, ya que se sabia que aunque es un volumen grande, no se fugarian las
triazinas y con el agua se eliminarian la mayor cantidad de interferentes polares
de la matriz. En la mezcla de limpieza 2 se aumenté de 3 mL la mezcla 70:30
H,O:MeOH empleados anteriormente a 9 mL, en base a los frentes de elucion
obtenidos para las triazinas con este eluente (ver tabla 32). Enseguida se agreg6
una nueva mezcla de limpieza 3, el cual consté de la aplicacién de la mezcla
hidroorganica de H>O:ACN con diferentes volumenes y diferentes
concentraciones de agua y acetonitrilo, basandose que en otro trabajo se
demostré que el acetonitrilo funciona muy bien para la eliminacion de los
interferentes coloridos del Té. Por ultimo, en el paso de elucion de los analitos
(No. 4), se mantuvo igual que en los ensayos previos. Para estos ensayos 5 a 8,

se trabajé con los dos tipos de matriz, con el Té verde y Té negro.

4.2.4.1. Interferentes coloridos en la infusion de Té observados en los

cromatogramas

La secuencia de elucion escogida fue el ensayo 5, debido a que resulté ser la
mas apropiada. En esta secuencia se aumentdé 23 mL de agua en el primer

lavado, para el segundo lavado se aumentaron 9 mL de la mezcla 70:30
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H,O:MeOH y se agregdé un segundo lavado con una mezcla hidroorganica
70:30 H20O:ACN con un volumen de 3 mL y se conservo los 3 mL del eluente
20:80 H,O:MeOH.

En las figuras 40 y 41 se presentan los cromatogramas de las extracciones de
muestra de la matriz de Té negro y Té verde y de muestras adicionadas con
triazinas de ambas matrices, obtenidos con la secuencia de limpieza 5. También
se muestra un cromatograma de disolucion estandar a una concentracion de 10

mgL'1, como comparativo de los tiempos de retencion.

1.- SIMasina
B 2 -atrazina

-~ 3.- propazina
K - terbutilazing

AL

707
60—
a0
404
E 30—

20

10—

| g
5 10 15
Minules

Figura 40. Cromatogramas de extractos de Té negro, obtenida con la secuencia
de elucién escogida y cromatograma de disolucién estandar como comparativo
de los tiempos de retencion de las triazinas. En la figura A se presenta un
cromatograma de extracto de Té negro sin adicion de triazinas. Figura B
cromatograma de extracto de Té negro con adicion de triazinas a una
concentracion de 3.3 mgL'1. Figura C cromatograma de estandar a una
concentracion de 10 mgL™". Secuencia de elucién escogida constd de tres
lavados y un eluente: el primer lavado de 23 mL H,0, el segundo lavado de 9 mL
de 70:30 H,0O:MeOH, el tercer lavado de 3 mL de 70:30 H,O:ACN vy por ultimo 3
ml de 20:80 H,O:MeOH wusado como eluente. Con wuna deteccidn
espectrofotométrica UV a A= 220 nm. Caracteristicas de la columna de 150 X
4.60 mm d.i. RES ELUT C4g, con tamafio de particula de 5 ym, con una fase
mavil de 44:56 H,0:MeOH a un flujo de 1 mLmin”
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En la figura 40 A se presenta el cromatograma de la extraccion de matriz de Té
negro sin adicién de triazinas, se puede observar que no hay presencia de
triazinas a las concentraciones estudiadas, esta confirmacion se puede
comprobar por qué no hay presencia de picos de elucion en los tiempos de
retencidn caracteristicos de las triazinas examinadas.

En la figura 40 B se presenta un cromatograma de extracto de matriz de Té
negro a una concentracion de 3.3 mgL™. Este extracto se consiguié pasando un
volumen de 100 mL de matriz de Té negro, adicionada con una alicuota de 0.1
mL de un “stock” de triazinas con una concentracion de 100 mgL™, a través de
un cartucho de EFS con 500 mg de silice, al pasar a través del cartucho de EFS
se absorbieron las triazinas para posteriormente ser eluidas con 3 mL de la
solucion 20:80 H,0O:MeOH para tener una concentracion final en el extracto de
3.3mgL™.

Para poder demostrar las mejoras que se lograron obtener con la nueva
secuencia de elucion se comparo la figura 40 B (cromatograma del ensayo 5)
con la figura 36 B (cromatograma del ensayo 1). Se puede observar que en la
figura 36 B los interferentes obstaculizan por completo los picos de elucién de
todas las triazinas, en comparacion con la figura 40 B donde los interferentes
han sido eliminados lo suficiente para poder ver los picos de elucién de las
triazinas a una concentracion de 3.3 mgL". En el caso de la simazina y
propazina, entre estas dos triazinas se encontré el pico de elucion de un
contaminante que interfiere con los picos de elucion de ambas triazinas, sin
embargo se tiene una buena perspectiva de los picos de elucion de estas
triazinas. En el caso de las dos ultimas triazinas se puede observar que los
interferentes se lograron eliminar en casi su totalidad permitiendo de esta
manera una buena perspectiva de los picos de elucion de cada una de las
triazinas. Con la anterior exposicién de conjeturas se puede comprobar que la
nueva secuencia de elucion fue éptima para la matriz de Té negro, eliminando la

mayor cantidad de interferentes.

123



ANALISIS DE RESULTADOS g

ALl
&
L

- SiMazina
- airazina
. propazina

- terbutilazinal

]
= @
| A
|

I ‘5 TE 0 T1 5
Minutes

Figura 41. Cromatogramas de extractos de Té verde, obtenida con la secuencia
de elucidon escogida y cromatograma de disolucion estandar como comparativo
de los tiempos de retencion de las triazinas. En la figura A se presenta un
cromatograma de extracto de Té verde sin adicidon de triazinas. Figura B
cromatograma de extracto de Té verde con adicidn de triazinas a una
concentracion de 3.3 mgL”. Figura C cromatograma de estandar a una
concentracion de 10 mgL™". Secuencia de eluciéon escogida constd de tres
lavados y un eluente: el primer lavado de 23 mL H,0, el segundo lavado de 9 mL
de 70:30 H,0O:MeOH, el tercer lavado de 3 mL de 70:30 H,O:ACN vy por ultimo 3
ml de 20:80 H,O:MeOH wusado como eluente. Con wuna deteccidn
espectrofotométrica UV a A= 220 nm. Caracteristicas de la columna de 150 X
4.60 mm d.i. RES ELUT C4g, con tamano de particula de 5 ym, con una fase
mavil de 44:56 H,0:MeOH a un flujo de 1 mLmin”

En la figura 41 A se presenta el cromatograma de la extraccion de matriz de Té
verde sin adicion de triazinas, se puede apreciar que no se encontro triazinas a
las concentraciones estudiadas, esta afirmacion se puede comprobar porque no
hay presencia de picos de elucion en los tiempos de retencidn caracteristicos de

las triazinas investigadas.
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En la figura 41 B se presenta un cromatograma de extracto de matriz de Té
verde a una concentracion de 3.3 mgL™'. Este extracto se obtuvo pasando un
volumen de 100 mL de matriz de Té verde adicionada con una alicuota de 0.1
mL de un “stock” de triazinas con una concentracion de 100 mgL'1, a través de
un cartucho de EFS con 500 mg de silice, al pasar a través del cartucho de EFS
se absorbieron las triazinas para posteriormente ser eluidas con 3 mL de la
solucion 20:80 H,O:MeOH para tener una concentracion final en el extracto de
3.3mgL™.

En la figura 40 C se presenta un cromatograma de estandares de triazinas a una
concentracion de 10 mgL™. Esta concentracion de estandar se alcanzé de forma
directa con el “stock” de triazinas, la cual tenia una concentracion de 100 mgL™,
de este “stock” se tomd un alicuota de 0.1 mL, esta alicuota se llevé a un
volumen de 1 mL en un vial rotulado para asi obtener una concentracion final de
10 mgL™. Con éste cromatograma se logré comparar los tiempos de retencion
de las triazinas y asegurarse que los picos de elucién presentes en los
cromatogramas fueran de los analitos estudiados y no confundirse con picos de
elucion de interferentes.

Para poder demostrar las mejoras que se lograron obtener con la nueva
secuencia de elucion se comparé la figura 40 B cromatograma del ensayo 5 con
la figura 37 B cromatograma del ensayo 1. Se puede observar que en la figura
37 B los interferentes a los 5 min se encuentran cerca de los 15 mUA comparado
con la figura 41 B donde los interferentes a los 5 min se encuentran por debajo
de los 10 mUA. Esta mejora favorece al pico de elucidén de la simazina debido a
que la simazina eluye cerca de los 5 min.

En el caso de la propazina en la figura 37 B, aunque se puede observar el pico
de elucion los interferentes obstaculizan la visualizacion del pico de elucién de la
atrazina, en el caso de la figura 41 B si bien hay un pico de elucion de un
contaminante que obstaculiza al pico de elucién de la atrazina tiene una mejor
definicion del pico de elucion de éste analito. En el caso de los dos ultimos
analitos (propazian y terbutilazina) en la figura 37 B se logran observar los picos
de elucién sin embargo son obstaculizados por interferentes de la matriz de Té

verde en comparacion con la figura 41 B se puede observar que casi se elimina
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por completo los interferentes de la matriz dando una mejor resolucién del pico
de la propazina y terbutilazina. Con la explicacién anterior se pudo demostrar
que la nueva secuencia de elucion tiene una mejor limpieza de interferentes con

respecto a la primera secuencia de elucidn que se propuso.

4.2.5. Evaluacion de linealidad con la secuencia de elucién No. 5 en
infusiéon de Té negro

En la tabla 43 se muestran los parametros de desempefio para la validacion de

métodos con la secuencia de limpieza No. 5 para la extraccién de la triazinas en

infusion de Té negro.

Curva de linealidad

con. tedrica vs con. experimental

6.00 & Simazina

5.00 y = 0.8848x + 0.2329

/ R*=0.9973
4.00 M Atrazina
/ y=1.0277x - 0.095
300 / R?=0.9961
2.00 A Propazina
y=1.098x - 0.2774
1.00 R*=0.99

® Terbutilazina

0.00 ‘ w w ‘ ‘ 'y =1.0044x + 0.0548
0 1 2 3 4 5 6 R2=0.9964

Concentracion tedrica (mg/L)

Concentracién experimental (mg/L)

Figura 42. Curva de linealidad con la nueva secuencia de limpieza para la
infusion de Té negro

Tabla 43. Parametros de linealidad de infusion de Té negro.
Herbicida m b R
Simazina | 0.8848 | 0.2329 | 0.9973
Atrazina | 1.0277 | 0.095 | 0.9961
Propazina | 1.098 | 0.2774 | 0.99

terbutilazina | 1.0044 | 0.0548 | 0.9964

En la figura 42 se presentan las curvas de linealidad para cada una de las

triazinas en infusién de Té negro. Presentando una buena linealidad.
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En la tabla 43 se presenta los parametros para las triazinas con la secuencia de
elucién No. 5, demostrando que el coeficiente de correlacion lineal (r) presenta
valores por encima de 0.98, este valor es utilizado como criterio de aceptacion

por la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).

4.2.6. Reproducibilidad de la secuencia de eluciéon No. 5

En la tabla 44 se presentan los porcentajes de recobro y los coeficientes de
variacion para cada una de las triazinas trabajadas, utilizando, la secuencia de

eluciéon No. 5.

Tabla 44. Porcentajes de recobro de infusion de Té negro aplicando la secuencia
de elucién No. 5
Porcentaje de recobro

. 2l C.V.
Triazinas Réplicas
1 2 3 (%)

Simazina 32 32 33 2
Atrazina 114 109 116 3
9
5

Propazina | 120 | 100 | 114
Terbutilazina | 124 113 118

Se puede observar que los recobros en el caso de la simazina son bajos debido
a que esta triazina es la que presenta la mayor polaridad de entre las triazinas
que se trabajo, este recobro bajo se pudo deber que por el eluente de limpieza
tuvo mayor fuerza y por tal se haya fugado. Esto solo afecté a la simazina
porque en el caso de la otras triazinas se puede observar que la secuencia de
limpieza utilizada fue favorable ya que se eliminaron las impurezas que no
dejaban integrar los picos de las triazinas, y al mismo tiempo proporcioné
buenos porcentajes de recobro. En el caso del coeficiente de variacion, se
puede apreciar que solo en el caso de la propazina sus datos se encuentran
relativamente altos, aunque pueden aceptarse dado que la infusién de Té se
considera como una muestra compleja. La simazina, la atrazina y la terbutilazina
si presentaron valores de CV que se encuentran dentro de los criterios de

aceptacion de la guia de validacion de métodos analiticos (Garcia, et al., 2002).
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4.2.7. Protocolo de EFS para el analisis de triazinas en infusiones de Té

Con la informacién presentada anteriormente se propone el protocolo siguiente
para la extraccién de triazinas en infusiones de Té: Se realiza una infusion de Té
con un sobre comercial en 250 mL de agua purificada, la cual se calienta de 93 a
95 °C y se deja enfriar. Enseguida se toma una alicuota de 100 mL la cual se
trata con el método de EFS con las siguientes etapas y materiales:

Para efectuar la extraccion en fase solida (EFS) se utiliza silice C1g (SUPELCO),
la cual se activa dias antes. La activacion se realiza pasando metanol a una
proporcion de 1 mL de metanol por 1 g de silice. Este paso es para eliminar las
contaminantes que puede tener la silice.

Para empacar los cartuchos de extraccién primero se coloca dentro del cartucho
una membrana (“frit”) para evitar que se saliera la silice Cys.

Después, se pesan 500 mg de silice C4g y se empaca en el cartucho, encima de
la silice Cqg se coloca otra membrana (“frit”) para compactarla. A continuacion se
aplica al cartucho un mililitro de metanol para eliminar cualquier contaminaciéon
cruzada, acto seguido se pasan 3 mililitros de agua para que este hidratada la
silice. Posteriormente, se hace pasar 100 mL de la muestra por el cartucho. De
esta manera, las triazinas, quedan adsorbidas en la silice C4s. En seguida se
pasa a través del cartucho 1) 23 mL de agua millipore, para la eliminacion de
contaminantes polares que contienen las infusiones de Té, 2) 9 mL de la mezcla
de 70:30 H,O:MeOH como limpieza de impurezas, 3) 3 mL de la mezcla
hidroorganica de 70:30 H,O:ACN, estas mezclas funcionan como lavados de
interferentes polares, 4) aplicacion de 3 mL de una mezcla de 20:80 H,O:MeOH
para la elucion de las triazinas. Se recolecta el eluato en un vial.

Con la elucion recolectada en un vial, este vial se encuentro rotulado para cada
nivel de volumen utilizado, se evapora hasta 0.3 mL, el paso final funciona para
poder mejorar el limite de cuantificacién de las triazinas extraidas. Finalmente el
eluato reconstituido es cuantificado por HPLC-UV.

La cantidad de triazinas que se pueden detectar por medio de este método en
infusién de Té es de minimo 0.3 mgL™". Esta concentracién se logré determinar

experimentalmente. También se corrobord este limite basandose en el trabajo
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realizado por (Flores, 2008). En este trabajo se desarrollaron ensayos para
determinar la concentracion de limite de detecciéon de diferentes herbicidas
dentro de los cuales se encuentran los cuatro herbicidas con los que se trabajo
en la presente investigacién. Para los primeros dos herbicidas (simazina y
propazina) la concentracion que establecio fue de 0.35 mgL™", en caso de los dos
ultimos herbicidas (propazina y terbutilazina) la concentracion que se manejo fue

de 1 mgL™.
4.2.8. Analisis de triazinas en infusiones de Té verde y Té negro

Con la optimizacién y validacion del método de extraccion en fase sdélida en
infusiones de Camellia sinensis, en la presentacion de Té negro y Té verde, se
pudo determinar por HPLC los limites de deteccion para la simazina y propazina
a una concentraciéon de 0.3 mgL™, en caso de la propazina y terbutilazina la
concentracion que se manejé fue de 1 mgL™". Si bien se obtuvo una buena
adecuacion y validacion para el método de extraccion en fase soélida a las
concentraciones trabajadas con muestras adicionadas se podria trabajar en
mejorar o aumentar lavados para evitar la pérdida de la traizina mas polar
(simazina) también se podria mejorar los niveles en cuestion de limites de
deteccion debido a que los limites de deteccién para los paises que tienen
legislacion con respecto a estos analitos son menores asi se podria obtener

mejores controles en los productos de consumo humano.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES

La presente investigacion, estuvo centrada en productos comerciales de Té, de
los cuales se desarrollaron dos vertientes, la primera fue cuantificar la cantidad
de iones presentes en las muestras por el método de ISE y la segunda fue
optimizar un protocolo de Extraccién en Fase Solida y Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion con deteccion espectrofotométrica UV para el

analisis de las triazinas estudiadas en infusiones de Té.

5.1. Analisis de iones

Se adaptdé el método ISE para usarse en muestras de C. sinensis
especificamente de Té verde y Té negro; en el desarrollo de este método se
demostr6 una respuesta lineal dentro de wun amplio intervalo de
concentraciones sin verse afectada por el color o turbidez de las muestras,
ademas de haber obtenido buenos parametros de precision y exactitud, dentro
de este método se mantuvieron las ventajas ya observadas con anterioridad
como es el emplear volumenes bajos de muestra asi como su minima
preparacion de muestra, equipos de bajo costo y de facil operacion, aunado a
un tiempo de respuesta corto.

Las medidas encontradas para sodio fueron muy bajas en cada una de las
muestras, por lo que se puede concluir que los productos comerciales de Té
por su bajo contenido del ion pueden ser etiquetados como "muy bajos en
sodio" o “libres de sodio”, esta conclusién es apoyada por la NOM-086-SSA1-
1994, debido a esta razén se pueden incluir en una dieta baja en sodio.
También se pueden recomendar estos productos, por sus bajos contenidos
de sodio, para personas con problemas de hipertensiéon o diabetes. Debido a
que las concentraciones presentes de sodio estan por debajo de las
concentraciones recomendadas en la NOM-015-SSA2-1994 la cual esta
enfocada para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus en la
atencion primaria y de la NOM-030-SSA2-1999 la cual esta dirigida para la

prevencion, tratamiento y control de la hipertension arterial.
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Para el caso de los cloruros se encontrd en los intervalos de de 6.12 a 8.37
mg para Té verde, para Té negro 5 a 9 mg. Para calcio se encontré entre
0.15 a 0.18 mg en el caso de Té verde, en caso de Té negro se encontrd
entre 0.25 a 0.39 mg; estas proporciones de calcio encontradas, aunque no
se presenta en las etiquetas se puede comparar con articulos relacionados
con las infusiones, los datos encontrados para Té verde y negro son similares
y congruentes con los datos obtenidos por (Unver, et al., 2008). Para el ion
potasio las cantidades encontradas fueron de 9.72 a 49.05 mg para el Té
verde, en el caso de Té negro fue de 8.97 a 13.67 mg; aunque estas
cantidades se encuentran por debajo de las porciones presentadas en las
etiquetas son congruentes debido a que Banerjee y Chaudhuri (2000)
encontraron que el potasio por ser el ion con mayor presencia en las plantas
podria tener un efecto complementario en las dietas que carecen de potasio.

En el caso de las bebidas listas para beber se encontré que el contenido del
ion Na* es muy elevando con referencia a las infusiones de Té, sin embargo,
se pudo comprobar que sus concentraciones son bajas tomando como

referencia los parametros presentados en la tabla 4 (IDR).

5.2. Analisis de herbicidas triazinicos

Por otra parte, se logré adaptar el método de EFS para la extraccion de
herbicidas en infusiones de C. sinensis. Lo anterior se apoyo en el valor de k'w
para predecir V¢ mediante el programa simulador de frente de elucién y recobro
(SFER).

Se logré conocer las mezclas éptimas para el lavado y eluente, obteniendo la
secuencia de limpieza utilizada en la extraccion de las triazinas en la muestra
de Té.

Se alcanzaron buenos recobros para cada uno de las triazinas, cercanas al 100
%, y de igual forma sus C.V. (precisién) fueron aceptables en la secuencia de
limpieza con y sin evaporacion, esta ultima variable fue util para aumentar la

capacidad de cuantificacion del método.
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Se logro concertar un protocolo de EFS- CLAR-UV para el analisis de residuos
triazinicos en muestras comerciales de infusiones de Té que proporciond

extractos limpios para detectar a las triazinas a concentraciones trazas (0.3
mgL™).
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Anexo |. Diferencia Minima Significativa

Es uno de los métodos de comparacion multiple. Es utilizado para comparar
parejas de medidas de un tratamiento, sin embargo puede ser utilizado para la
comparacion de mas de dos medidas de tratamiento. Fisher recomendo que

para que la tasa de error juiciosa por comparacioén sea aproximadamente igual

a “ se deben realizar dos etapas:

Etapa I: Es probar e * i1 = H2 =--.= Lt nor1a prueba ¥ de tamaiio &, si
el valor Fno es significante se termina el analisis. Si el valor Fes significante,

entonces sigue la etapa Il.

Hy tpy

Etapa Il: Se prueba cada comparacion simple = £ por una prueba t

al nivel de significancia del #y con los grados de libertad (gl del CMzg (enun

pcA 54 = 1t = 1) enun bloque gl=0r-1)- 13').

Esta prueba determina el valor minimo necesario para considerar diferentes
dos tratamientos y lo utiliza para comparar los diferentes pares de medias que
se deseen evaluar. Los pares de medias que se comparan son los que han
sido planeados antes de ejecutar el experimento, por ello es una prueba para
comparaciones planeadas. Supongamos que después de haber rechazado la
hipotesis global, con base en una prueba F de analisis de varianza, se desea
probar et =it para 1 ¥ 17 Esto puede hacerse empleando la
estadistica -

_1.. — _]F:

to = o=

S5y

Y se rechaza la hipotesis nula 1o * #i = Hi'g;
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t 2
_ cs
pi =il 2 tan CMEEZ 7
-1
: En forma general para probar cualquier
CzZ:‘ Gft (i = 1,2,...... tse plantea la hipétesis modo Ho:C = 0y ge

rechaza My Si

| E C!'P'«:" = tﬂ'.‘g,glﬂ&lmgtwmﬂe' =

{2

N c;
|2 I,Ci:u:" 2 e ganaor | CMaror E r_!!
i=1

Donde:

Y22 § ontransie = diferencia minima significativa(DMS),

_ 2
ta12 = Percentil 2/ de la distribucion ¢ — sédent con grados de

libertad dados por los grados de libertad del error experimental y S coniranste =
Desviacion estandar del contraste que para el caso de la diferencia de dos

medias muestrales es dado por:

) CE

SFipy =
Como vemos la DMS depende del percentil *de la distribucidn t-Student, el

cuadrado medio del error experimental( lCT"’IEE) y el nimero de réplicas ©. Si
es grande entonces la DMS sera pequefia y permitira detectar diferencias
significativas pequefias, por otro lado si el CM EZ aumenta para un *fijo

entonces la DMS es grande y se tiende a no detectar diferencias significativas.
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Especificaciones

Electrodo
Rangos Resistencia del . Tamano
Reproducibili
L electrodo dad de
deteccién °C
Sodio 0.02 mgL" 6a12 0a80 <300 +2% 3mL
Potasio 0.04 mgL” 25a11 0a40 <50 2% | -
Calcio 0.02 mgL” 25a11 0a40 0.1a4 +4 % 5mL
Cloruro 1.8 mgL” 2a12 10 a 100 <1 2% 3 mL
[6n Interferentes
Na Li* Rb* | NHs | Ag-| TI
K Cs" NH,4 T H* Ag* Tris* Li*
Ca Pb*? H* Hg* | Sr'? | Fe* | Cu™ Ni*2 NH;* | Ba*® | zZn* Mg*?
Cl OH Br I | 82| CN | NHs | S,05%

SOpPO0J108]8 SO| 8P S8juaIala)uUl 8 SauoloedlI0adsT ||| oxauy

soxauy

©



Recomendacion E

Recomendacion

Debido que el consumo en México de infusiones es una tradicion y en los
ultimos afos va en aumento, seria util realizar una investigacion de la
composicion de los micronutrientes de estas infusiones de las variedades
mas populares en el consumo nacional. Esto nos serviria para realizar un
perfil nutricional completo de infusiones de hierbas, para crear una base de

datos Nacional.
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