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Resumen

RESUMEN

El contenido de agua resulta muy importante para la caracterizacion y el control de
calidad en una gran variedad de materiales. En el caso de los alimentos se
encuentra directamente relacionado con su estabilidad y calidad; es importante
distinguir entre el contenido de agua y de humedad. Para llevar a cabo la
determinacion del contenido de agua existen diversos métodos analiticos; sin
embargo, la titulacién del agua con el reactivo de Karl Fischer propuesta en 1935
sigue siendo el mas utilizado. En el caso de la humedad, las determinaciones se

hacen por pérdida de peso al someter la muestra a temperatura.

En este trabajo se propone el analisis por inyeccion en flujo (FIA) como alternativa
para la determinacion de agua con el reactivo de Karl Fischer, en muestras de
especias y granos de café en su mayoria de origen mexicano. Para liberar el agua
en muestras sélidas se necesita llevar a cabo un proceso de extraccion en
metanol previo a la cuantificacién, de tal forma que se acoplé un sistema de
extraccidn asistida con ultrasonido al sistema FIA para la determinacién de agua
con deteccion espectrofotométrica a 600 nm, con el fin de ahorrar tiempo en los

procesos de extraccion y la cuantificacion de los extractos.

De igual forma, en este trabajo se compard el método de extraccion propuesto
contra los métodos tradicionales para la extraccion de agua en muestras de
especias secas y granos de café, que consisten en poner la muestra en contacto
con metanol con agitaciébn magnética o maceracion durante 30 minutos o una
hora, respectivamente, y el método de secado en estufa a una temperatura de 105

+ 3 °C por periodos de 4 horas hasta peso constante.

Si bien los resultados que se obtienen con los tres métodos de extraccion con
disolventes son similares, la extraccion asistida con ultrasonido para muestras con
un contenido de agua menor al 12 % (v/p), requiere sélo de 2 minutos y para
muestras con mas del 12 % (v/p), se necesitan 9 minutos, por lo cual disminuye
notablemente el tiempo de extraccién y de analisis comparado con los métodos

tradicionales.



Resumen

Los resultados obtenidos con las extracciones asistidas con disolventes y los
datos obtenidos por el método de secado hasta peso constante, presentan
notables diferencias, las cuales se atribuyeron a la pérdida de material volatil junto

con el agua de la muestra.



Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar y evaluar un sistema de analisis por inyeccion en flujo (FIA) como
alternativa para la determinacién de agua con el reactivo de Karl Fischer, acoplada
a la extraccién asisitida con ultrasonido en especias y granos de café.

Objetivos Especificos

Montar y evaluar el método de andlisis por inyeccion en flujo para la determinacion

de agua con el reactivo de Karl Fischer.

Desarrollar un método de extraccion de agua asistido con ultrasonido en linea en

muestras de especias y granos de café de origen mexicano.

Optimizar los parametros de extraccion, tales como: cantidad de muestra y

extractante, ciclos de extraccion, potencia, tiempo de irradiacién y no irradiacion.

Comparar el método de extraccién propuesto con los métodos convencionales de

extraccién de agua en este tipo de muestras.



CAPITULO 1 Fundamento Teérico

1 FUNDAMENTO TEORICO
1.1 IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE AGUA Y HUMEDAD

La medicion de la humedad, o bien el contenido de agua en los alimentos, es
importante por razones tales como la calidad de los alimentos, su costo, la
conveniencia para el empaque y la uniformidad para expresar otras

determinaciones analiticas como el valor nutricional [,

Es importante distinguir entre el contenido de agua y de humedad. El contenido de
agua se conoce mediante una determinacion selectiva, mientras que el contenido
de humedad se obtiene, bajo ciertas condiciones, por técnicas de secado y se
debe nombrar como pérdida de masa (indicando las condiciones de secado); este
tipo de determinacién puede incluir por una parte la materia volatil, o bien, parte
del agua no se puede detectar de esta forma 2.

El contenido de materia seca en los alimentos esta inversamente relacionado con
la cantidad de humedad que contiene, lo cual tiene gran importancia en la
estabilidad y calidad de los alimentos, principalmente en la velocidad de

descomposicion de vegetales y especias deshidratadas * .

La medicién de la humedad o del agua son dos de las determinaciones mas
importantes y ampliamente utilizadas en el procesamiento y analisis de los
alimentos. Sin embargo, aun se trata de analisis en los que resulta dificil obtener

datos precisos y exactos.

La determinacién de agua en alimentos es engafnosamente simple, ya que se
enfrentan diversos problemas para esta medicion. Debido a que el agua es un
componente de nuestro medio ambiente, es necesario prevenir la transferencia de

agua del medio ambiente hacia la muestra o de la muestra al medio.

En primer lugar, se debe definir la cantidad de agua que se debe medir, viéndose
entonces la inherente complejidad del tema. El agua presente en los alimentos
puede estar en al menos tres formas. Una cierta cantidad puede estar presente en
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forma de agua libre en los poros del material, este tipo de agua mantiene sus
propiedades fisicas y sirve como agente dispersante para substancias coloidales y
como disolvente para substancias cristalinas. Otra parte del agua esta absorbida
en la superficie macromolecular de los coloides. Finalmente, parte del agua esta
enlazada en combinacion con varias substancias, como es el caso del agua de

hidratacion.

Esta clasificacion aunque resulta conveniente, es completamente arbitraria. Si bien
se han realizado muchos intentos para determinar cuantitativamente los diferentes
tipos de agua en alimentos, éstos no han sido del todo exitosos.
Consecuentemente, los términos libre, absorbida y enlazada son relativos; como el
contenido de agua no es bien conocido, las condiciones que se usan para la

determinacion de humedad son arbitrarias [ 4.

Dependiendo de la forma en la que se encuentra el agua presente en los
alimentos, el método para la determinacion de la humedad puede medir mas o
menos de la cantidad presente. Por esta razon, existen diversos métodos oficiales,
la mayoria de ellos para un grupo de productos o bien para un producto en

particular .

Debido a la importancia del contenido de agua en especias y semillas y a la
dificultad para su cuantificacién, en este trabajo se propone un método para
determinar la cantidad de agua en muestras de especias, vainas de vainilla

beneficiadas y granos de café.

1.2 ESPECIAS

Aunque no existe una distincion clara entre los términos hierbas o especias, se
dice que las hierbas son plantas con fragancia no maderables, de las cuales se
utilizan las hojas, tallos, flores y semillas, generalmente frescas. Mientras que las
especias son las partes secas de las plantas aromaticas, incluyendo semillas,
flores y hojas. Ambas se utilizan para sazonar diversos tipos de platillos o dar

sabor a algunos alimentos.
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Hierbas y especias se incorporan en los alimentos s6lo en pequefas cantidades,
ya que hacen una gran contribucién al olor y sabor de los alimentos, debido a la

presencia de sus aceites esenciales ©'.

El uso de las especias se ha incrementado significativamente con el paso de los
ultimos anos, debido no sélo a su poder saborizante, sino también a sus
propiedades antioxidantes. La Asociacién Americana de Comercio de Especias
estimé que para el afno 2000 el uso de especias en los Estados Unidos podia
alcanzar casi un billén de libras. En 1996 el consumo de especias era 50 % mayor
que en 1986, con un consumo anual por persona de 3 libras.

Para la mayoria de las aplicaciones, las especias requieren ser procesadas antes
de su uso. El proceso suele incluir dos pasos muy importantes que son la

reduccion del tamafio y la deshidratacién del producto .

Con el crecimiento del uso de especias se ha incrementado el estudio en sus
componentes activos, al igual que en mejores métodos para su conservacion. Un
parametro directamente relacionado con la conservacion de las especias es el
contenido de agua. Preferentemente se han utilizado dos meétodos para la
determinacion del agua en la muestra: la determinacion por destilacién con tolueno
o el método de secado en estufa, el cual en muchos casos puede requerir de mas
de 12 horas P

En este trabajo se realiz6 el andlisis del contenido de agua y humedad en: hoja de
aguacate (Persea america mill), damiana (Turnera aphrodisiaca), epazote
(Chenopodium ambrosioides), jamaica (Hisbiscus sabdariffa), pimienta gorda
(Pimienta dioica myrtacea), pinglica (Arctostaphylos pungens), cilantro
(Coriandrum sativum L.), orégano (Origanum vulgare), perejil (Petrose linum
crispum), hierbabuena (Mentha piperita) y vainas de vainilla beneficiada (Vanilla
fragans), las cuales se obtuvieron ya deshidratados y empaquetadas 2.

El interés de este trabajo se centrd principalmente en especias mexicanas, aunque

los andlisis se realizaron también en algunas especias que no son de origen
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mexicano, pero que se incluyeron ya que se han adaptado al clima de nuestro

pais. En la Tabla 1.1 se resumen los principales usos de cada una de las

especias, asi como los principales componentes de su aceite esencial y su lugar

de origen.

Tabla 1.1 Principales Usos, Componentes y Lugares de Origen de las Especias Utilizadas

Nombre Principales Principales usos Lugar de origen
comun componentes del
aceite esencial

Damiana 1-8 cineol, p-cimeno, | Medicinal y afrodisiaco en | México
ay f-pineno, timol, presentacién de té o licor de | Sudamérica @
a-copaeno y | damiana
celameno

Cilantro Linalol, p-cimeno, oy | Saborizante de diversos platillos | Asia Menor ™
v- terpineno mexicanos, hindues y chinos

Epazote Ascaridol, p-cimol, Saborizante en la cocina y | Méxicoy
a-terpineno, auxiliar en el tratamiento contra | Sudamérica ® '
metadieno parasitos estomacales

Hierbabuena | Carvona, Se utiliza como saborizante en | Gran Bretaia ©

dihidocarvona,
dihidrocarvonal,

gomas de mascar, pastas
dentales, bebidas suaves, etc.,

12]

mentol ademas tiene usos medicinales,
especialmente para tratar
afecciones estomacales
Hoja de Quercetina Utilizado como antiinflamatorio y | México y Peru
aguacate para dar sabor a diversos | [
platillos
Flor de Acido galico, acido | Usos culinarios y diurético Zonas tropicales
Jamaica | caféico de Africa ['¥
Perejil o-pineno, miristicina, | Saborizante en diversos platillos | Mediterraneo
mirceno y con usos medicinales Europeo 2"l
Pimienta Eugenol y en menor | En la industria de los alimentos | Las Antillas vy
gorda cantidad metileugenol, | para dar sabor a productos | Centroamérica
B-carifileno, carnicos, aderezos, salsas, etc. | 5"
a-terpineol En farmacia, perfumeria,
jabones y cosméticos. Usos
medicinales como anestésico y
antidiarréico
Pingiiica No reportados Uso decorativo y medicinal México '8 %2
Orégano Carvacrol, timol y Saborizante en alimentos Zonas del
p-cimeno Mediterraneo '
Vainilla Vainillina, Como saborizante y en | México
p-hidroxibenzaldehido | perfumeria
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Todas estas especias se usan como saborizantes en diversos tipos de alimentos,

con fines terapéuticos y hasta como afrodisiacos, como ocurre con la damiana.

La composicién quimica de las especias varia significativamente segun su tipo y
procedencia. Sus componentes se distribuyen de la siguiente forma: del 3 % al 20
% de carbohidratos, del 1 % al 5 % de compuestos nitrogenados, del 0.6 % al 2.5
% de fibra, del 0.5 % al 1.5 % de minerales, del 0.1 % al 0.9 % de lipidos, en
cantidades trazas se encuentran vitaminas, &cidos organicos, compuestos

fendlicos, sustancias aromaticas, pigmentos y otros [?°.

1.3 GRANOS DE CAFE

Ademas de las especias también en el grano de café resulta importante el
contenido de agua. De acuerdo a la norma NMX-F-552-1998-SCFl, la
determinacion de la humedad en el grano de café verde se hace por secado en

estufa 24 291,

Los granos de café se someten a diferentes procesos entre los cuales destacan, el
tostado y descafeinado. La variedad arabica corresponde al 75 % de la produccién
mundial; en este trabajo se utilizaron muestras de café cultivado en Chiapas de
esta variedad, de los siguientes tipos: planchuela verde, planchuela tostado,
caracolillo tostado, caracolillo verde, planchuela descafeinado verde y planchuela
descafeinado tostado °.

Los granos de café verde se pueden comportar de manera muy diferente cuando
poseen diferentes contenidos de agua. El contenido excesivo de agua puede tener
consecuencias no deseadas, como el crecimiento microbiano o formacion de
micotoxinas las cuales alteran la calidad sensorial del producto final y generan
condiciones inestables en la produccion y poco éptimas para el comercio. El
contenido de agua en los granos de café verde debe estar en el intervalo de entre
8.0 % y 125 %, el cual se considera adecuado para evitar el crecimiento
microbiano, mientras que el contenido de agua en el grano de café tostado no
debe ser superior al 5 %, siendo en promedio del 2.5 %, ya que el agua se

evapora durante el proceso de tostado 2628,
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1.4 METODOS PARA LA EXTRACCION Y/O DETERMINACION DE AGUA EN
ALIMENTOS

Entre los principales métodos que se han usado para realizar este tipo de
determinacion se encuentran el secado por temperatura, la destilaciéon utilizando
disolventes organicos, la titulacion con el reactivo de Karl Fischer y, en menor
grado, determinaciones utilizando cromatografia de gases ! * 2 espectroscopia
de infrarrojo B% 3 métodos eléctricos: diélectrico y por conductividad ¥ 4,
hidrometria [ y refractometria * * 32, En este trabajo tinicamente se describen los

tres primeros métodos, los cuales se consideran los mas importantes.

1.4.1 Métodos de secado

Los procedimientos para la determinacion del contenido de humedad
generalmente involucran métodos de secado con temperatura, donde la muestra
se calienta bajo ciertas condiciones y la pérdida de peso en la muestra se toma
como el contenido de humedad.

Cualquier método de secado se basa en el hecho de que el punto de ebullicion del
agua es de 100 °C, sin embargo, esto ocurre sélo con agua pura al nivel del mar.
Cuando 1 mol de soluto se disuelve en 1 L de agua, el punto de ebulliciéon del
agua se eleva 0.512 °C. Esta elevacion del punto de ebullicion continua conforme
se remueve mayor cantidad de agua y aumenta la concentracién del soluto. El
agua libre es la que se remueve mas facilmente de los tres tipos de agua

mencionados ™.

La pérdida de humedad en una muestra durante el anadlisis, estd en funcién del
tiempo y la temperatura. Conforme se extiende el tiempo o se aumenta la
temperatura, la descomposicibn de dicha muestra es mayor. Por tanto, es
necesario hacer un compromiso entre el tiempo y la temperatura de analisis, bajo
los cuales se limite la descomposicion, ademas de tomar en cuenta que la
velocidad a la cual se remueve la humedad de una muestra sélida es funcion de la
presion de vapor y de la temperatura de secado.



CAPITULO 1 Fundamento Teérico

Uno de los mayores problemas de este tipo de métodos es la descomposicién de
algunos componentes de la muestra por la temperatura, como es el caso de los
carbohidratos a una temperatura de 100 °C, con lo cual se genera agua, como

indica la siguiente reaccién.

C6H1206# 60 + 6H20

(1)

Otras reacciones quimicas pueden consumir agua, lo cual reduce el contenido de

agua en la muestra.

Otro problema que se puede volver un error constante en las mediciones es la
pérdida de material volatil, como el acido acético, propidnico y butirico; alcoholes,
ésteres y aldehidos, los cuales se encuentran entre los componentes

responsables del sabor y olor de los alimentos 4.

Sin embargo, los métodos de secado son simples, directos y permiten el analisis
de manera simultdnea de una gran cantidad de muestras, por lo que se contindan
utilizando ampliamente para el andlisis de muchos tipos de alimentos, a pesar de
que se necesitan varias horas para analizar una muestra dependiendo del
contenido de humedad presente en ésta. Para el caso de la mayoria de las

especias deshidratadas toma alrededor de 12 horas ["-3l.

Los métodos de secado utilizan temperaturas y tiempos especificos de secado
que se deben controlar cuidadosamente. Considerando la variacion de la
temperatura existen tres tipos de hornos: de conveccion, de corriente de aire y de
vacio. Recientemente se han creado otras dos alternativas: el secado utilizando la

radiacion de infrarrojo y el uso de las microondas.

La mayor variacion de temperatura se da en los hornos de conveccién, debido a
que el aire circula lentamente, le siguen los hornos con corriente de aire donde la
variacion de la temperatura no es mayor a 1 °C, ya que el aire circula con ayuda

de un ventilador y, finalmente, los hornos de vacio, donde se da la menor variacién

10
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de temperatura en el interior del horno y también se puede controlar la presion [ #
3]

El uso de radiacion infrarroja para calentar la muestra puede acortar el tiempo de
analisis comparado con los hornos antes mencionados, sin embargo, resulta en

una mayor probabilidad de degradacion.

Una alternativa a los diversos tipos de hornos y a la radiacién infrarroja es el uso
de energia de microondas. Recientemente, este método se esta introduciendo en
el mercado a pesar de tener varias desventajas: la diferencia que existe entre el
disefio de los hornos de microondas ha resultado en que para cada método se
utilice un modelo en particular, ademas, no se ha obtenido buena precision en los

resultados ',

En este trabajo se utilizé un horno de conveccion, ya que continda siendo el méas

usado para este tipo de determinaciones.

1.4.2 Métodos de destilacion

Los métodos de destilacion se han utilizado para las determinaciones de humedad
en alimentos por mas de 100 afios. Estos involucran la co-destilacién del agua de
una muestra utilizando un disolvente de punto de ebullicion mayor al agua e
inmiscible con ésta. El agua que se co-destila con el disolvente, al ser inmiscible
con éste, se puede medir facilmente. Existen dos procedimientos de destilacion:
directo y por reflujo.

En la destilacion directa la muestra se calienta con aceite mineral, los vapores
resultantes se condensan y colectan para poderse medir. Sin embargo, la
destilacion por reflujo es la mas usada actualmente. En la destilaciéon por reflujo el
disolvente se recircula, asi que la destilacién es mas eficiente. Los disolventes

mas utilizados en este tipo de destilacién son tolueno, benceno y xileno.

Una destilacién por reflujo toma de 1 a 48 horas, dependiendo del tipo de muestra,

1,4,3

utilizando 100 g de muestra con 150 mL de disolvente ). En el caso particular

de la vainilla se requiere de 100 mL de una solucién benceno-tolueno (80-20 %

11



CAPITULO 1 Fundamento Teérico

v/v) y 40 g de vainas de vainilla. No todas las especias pueden analizarse por el
método de destilacion debido a que los carbohidratos se descomponen
produciendo mayor cantidad de agua, tal como ocurre en el método por secado
segun la Ecuacion 1 433341

Se han encontrado muchas dificultades para la determinacién de agua por este
tipo de métodos. Estas incluyen poca precisién para medir el agua colectada por:
la dificultad para leer los meniscos, la adherencia de gotas de agua en el
dispositivo de destilacion, la solubilidad del agua en el disolvente usado para la
destilacién, evaporacién incompleta del agua y destilacion de componentes de la

muestra solubles en agua principalmente.

Otro problema que se debe agregar a este método, es que si bien causa menor
descomposicién en algunos tipos de alimentos que los métodos de secado a
temperaturas elevadas, algunas reacciones quimicas producidas por el calor sé6lo
se reducen y no son del todo eliminadas, por lo cual siguen constituyendo un error
en el método. Ademas, en el caso de compuestos con alto contenido de azucar se

tiene el problema de la formacién de caramelo.

Entre los principales inconvenientes para utilizar este tipo de métodos se
encuentran la cantidad de disolventes que se utiliza (de 100 ml a 150 ml por
analisis), la cantidad de muestra (entre 40 g y 50 g) y el tiempo que se requiere
para realizarlos (de 1 a 48 horas, dependiendo del tipo de muestra), por lo cual
dificilmente se pueden adaptar al trabajo de rutina en un laboratorio de control de

calidad [ 431,

Debido a la naturaleza de este andlisis y a que cada vez se esta procurando

utilizar otro tipo de métodos, este procedimiento no se evalu6 en este trabajo.

1.4.3 Titulacion con el reactivo de Karl Fischer

La titulacién con el reactivo de Karl Fischer (RKF) es un método muy utilizado para
la determinacién del contenido de agua en muestras sélidas, liquidas y gaseosas.

Esta técnica es la preferida a nivel industrial para el control de calidad, debido a

12



CAPITULO 1 Fundamento Teérico

que es util para realizar el andlisis de la cantidad de agua en alimentos en los que
se obtuvieron resultados erraticos cuando se sometieron al método de secado.
Ademas es un método rapido, exacto, selectivo para el agua y no requiere del uso
de calor en la mayoria de los casos, por lo cual no se producen
descomposiciones.

Este método se escoge para las determinaciones de agua en alimentos con bajos
contenidos de agua como frutas y vegetales secos, dulces, chocolates, café
tostado, aceites y grasas, al igual que para alimentos con alto contenido de

azlcares o proteinas !+ # 3%,

La reaccion de Karl Fischer esta basada en la reaccion descrita por R.W. Bunsen
en 1858, la cual involucra la reduccién de yodo por didéxido de azufre en presencia
de agua.
|2 + 802 + 2H20 ‘——‘ 2HI + HQSO4 (2)

De acuerdo con la Ecuacion 2, para la reaccion es necesario didxido de azufre y
que los protones producidos en la reaccion sean neutralizados por una base. En
1935 Karl Fischer formulé la siguiente reaccidn, utilizando metanol como
disolvente:

802 + |2 + 2H20Py —“— H2804 + 2H|Py (3)
donde Py representa a la piridina. El punto final donde se consume toda el agua
presente se indica por el cambio de color, de amarillo a café.

En los anos posteriores se ha examinado la reaccion anterior y la version

aceptada desde 1984 es la siguiente:

802 +HO-R+B ‘i RSO3 + BH+ (43.)
—_— .
R'SOs_ + |2 + HQO + 2B —~——— R-SO4_ + 21 + 2BH* (4b)

13
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Donde R-OH es un alcohol, el mas utilizado es metanol y B es una base. En un
principio se utilizé piridina pero en la actualidad se ha sustituido por dietanolamina,

metilimidazol, imidazol, entre otras.

Por cada mol de agua, se consumen 1 mol de yodo, 1 mol de di6xido de azufre, 3
moles de base y 1 mol de metanol. Por tanto la cantidad de agua se consume
estequiométricamente y el contenido de agua en la muestra, se determina

cuantitativamente de forma indirecta [ 2 35371,

Debido a la presencia de agua en el medio ambiente, el reactivo de Karl Fischer
no es estable, la cantidad de yodo presente en el reactivo de Karl Fischer se debe
titular continuamente, para saber el valor real. Con este fin se puede utilizar agua
pura, sales con un contenido constante de agua o estandares de agua en un
liquido. El tartrato de sodio dihidratado es el patrén primario, no es higroscépico y

tiene un contenido constante de agua de 15.66 % 37381,

La determinacion de agua por el método de Karl Fischer se puede hacer de dos

maneras: volumétrica y culombimétrica.

En la titulacion volumétrica el reactivo de Karl Fischer se adiciona a la muestra que
se encuentra en una camara cerrada protegida de la humedad del medio
ambiente. El exceso de |, se puede determinar visualmente pero se requiere de

mucha practica.

Otra forma de ver el punto final es por conductometria, donde se utiliza como
indicador un electrodo de doble punta de platino, que se somete a una corriente de
polarizacién. Para mantener la corriente constante en un medio muy poco
conductor, se necesita una tensién muy alta. Cuando toda el agua ha reaccionado,
el exceso de yodo hace el medio conductor y la tension se reduce. La reduccion

del valor de la tensién a un cierto valor indica el punto final de la valoracion !,

Existe otra forma de determinar el punto final de la titulacién volumétrica de Karl
Fischer, la cual consiste en la medicidén espectrofotométrica del cambio de color al

final de la titulacién. Se han reportado diversas longitudes de onda (550 nm, 620

14
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nm y 625 nm) para llevar a cabo la medicién del contenido de agua utilizando el

reactivo de Karl Fischer %411,

Un segundo tipo de titulacién es la culombimétrica, la cual se utiliza para muestras
con cantidades de agua de ppm a 0.03% en la muestra. En este método, el yodo
se genera electroliticamente y la cantidad de yodo necesaria para titular el agua

presente se determina por la corriente necesaria para generar el yodo [ %,

1.4.3.1 Extraccién de agua
La titulacién con el reactivo de Karl Fischer s6lo es posible cuando el agua esta

disponible en la muestra. Este no es el caso cuando se trata de muestras sélidas.
En ellas, el agua se encuentra combinada de diferentes maneras: en las células
(plantas), en poros (minerales) o como agua de cristalizacion (sales). Para liberar
el agua de esas muestras hay que usar procedimientos de preparacién de
muestras y métodos de Karl Fischer especiales [ %2,

Los procedimientos de extraccidn varian segun el tipo de muestra que se vaya a
analizar. En la mayoria de los casos se utiliza metanol, la extraccion clasica
consiste en la extraccion en reposo o con agitacién de la muestra en metanol 13,
Otros autores han reportado que el tiempo de extraccion se reduce, si se calienta
la muestra con metanol en el vaso de valoracién o la muestra se corta finamente
utilizando un homogenizador. Después de que el agua se ha liberado, el extracto

en metanol se titula utilizando el reactivo de Karl Fischer B* 42,

Los métodos de Karl Fischer especiales consisten en la determinacién del agua
con ayuda de un horno de secado donde la muestra se calienta, el agua
evaporada se arrastra utilizando un gas inerte y seco hasta el vaso de valoracion,

donde se titula el agua evaporada de la muestra 4 4°!,

Aunque la titulacion con el reactivo de Karl Fischer es un método efectivo para la
medicién del contenido de agua, existen varias fuentes de error que se deben

tomar en cuenta:
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e Extraccién incompleta del agua de la muestra.
e Agua del medio ambiente.
e Agua adherida al material de laboratorio ',

e La reacciéon de Karl Fischer es una reaccion redox, el yodo es un agente
oxidante. Asi que el yodo puede reaccionar también con muestras faciles
de oxidar. Dicha reaccién origina un consumo adicional de yodo. Las
siguientes sustancias podrian reaccionar con yodo: acido ascérbico, acido
bérico, tetraborato, sales de hiero (lll), de cobre, de zinc (ll) mercaptanos,
peroxidos, los iones nitrito, arsenito, arsenato, selenito, carbonato,

bifulsulfito, hidréxido y bicarbonato 2671,

¢ Interferencias de ciertos constituyentes de la muestra. Los mas importantes
son los compuestos carbonilicos, los cuales reaccionan con el metanol para

formar acetales o cetales generando agua.

Existen reactivos de Karl Fischer disponibles para valorar muestras con este tipo
de interferencias, los cuales contienen alcoholes (2-metoxipropanol, cloroetanol)
que no forman cetales o acetales con la muestra debido al impedimento estérico
que presentan, pero si llevan a cabo la reaccién de Karl Fischer como se indica en

las Ecuaciones 4a y 4b [ 4391

Una forma de disminuir las reacciones secundarias del reactivo de Karl Fischer es
el uso de un sistema de inyeccion en flujo, ya que en este tipo de sistema el
tiempo de reaccion es tan corto que los efectos de las reacciones secundarias se

n 146,47

minimiza ], Por esta razén, en este trabajo se propone el uso de un sistema

FIA para la determinacién del contenido de agua en muestras de origen vegetal.

1.5 ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

Uno de los principales progresos de la Quimica Analitica durante las tres ultimas
décadas, ha sido la aparicion en el mercado de sistemas automaticos para
andlisis, que proporcionan datos analiticos con la minima intervencion del

operador. Inicialmente, estos sistemas se disefiaron para solucionar las
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necesidades de los laboratorios clinicos, en los que hay que determinar, de forma
rutinaria, treinta muestras 0 mas, con fines de diagnéstico. Hoy en dia estos
instrumentos se utilizan en areas tan distintas como el control de procesos
industriales o las determinaciones rutinarias de distintas sustancias en aire, agua,

suelos, productos agricolas y farmacéuticos.

Los instrumentos de este tipo tienen tres ventajas importantes. En los laboratorios
que diariamente realizan un elevado numero de analisis de rutina, mediante la
automatizacién se puede lograr un ahorro enorme en el tiempo de andlisis y en el
gasto de reactivos. La segunda ventaja es la velocidad de andlisis, que suele ser
significativamente mayor que la de los dispositivos manuales. Y por ultimo, se
pueden realizar andlisis durante periodos prolongados de tiempo, mas

reproducibles de los que obtendria un operador utilizando un instrumento manual.

Los sistemas analiticos automaticos son de dos tipos: analizadores discontinuos y
analizadores de flujo continuo. En un instrumento discontinuo, cada una de las
muestras se mantiene como una entidad independiente, colocandose en
recipientes separados durante las distintas operaciones de analisis. Por el
contrario, en los sistemas de flujo continuo la muestra se va transportando desde
el punto de inyeccion o introduccion, hasta el detector y de aqui al desecho: la
muestra forma parte de la corriente en la que va fluyendo y en ella van

transcurriendo las diferentes operaciones unitarias.

Los métodos de andlisis por inyeccién en flujo, FIA, por sus siglas en inglés,
fueron descritos por primera vez a mediados de los anos setenta por Ruzicka y

Hansen en Dinamarca y Stewart y colaboradores en Estados Unidos & 49,

Estos métodos son una consecuencia de los métodos de flujo segmentado, muy
utilizados en los laboratorios clinicos entre los afos sesenta y setenta, para la
determinacion rutinaria y automatica de distintas especies en sangre y orina, para
diagndstico médico. En estos sistemas las muestras eran transportadas a traves
del sistema hasta el detector por medio de una disolucién acuosa, que contenia

una serie de burbujas de aire muy préximas entre si %,
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El analisis por inyeccion en flujo (FIA) posee las siguientes caracteristicas:

No esta segmentado por burbujas de aire, lo que constituye la diferencia

fundamental con los métodos anteriores.
La muestra liquida se inyecta directamente en el flujo.

La muestra se transporta en flujo a través del sistema, utilizando un liquido

que se conoce como portador.

La dispersién de la muestra en el portador se puede controlar mediante las
caracteristicas geométricas e hidrodinamicas del sistema. Se produce una
mezcla incompleta pero reproducible que da lugar a un gradiente de

concentracion variable a lo largo del sistema.

Un sistema de deteccién continuo proporciona una sefal transitoria que es

convenientemente registrada, en lo que se conoce como fiagrama.

En el momento de la deteccion de la sefal no se ha alcanzado el equilibrio

fisico ni quimico.

Los componentes fundamentales de un sistema FIA son los siguientes:

Sistema de inyeccidn: permite introducir un volumen exactamente medido

de la muestra, utilizando una véalvula de inyeccion.

Sistema de transporte: Las disoluciones circulan a través del sistema
constituido por tuberia mediante una bomba peristaltica. Existe una zona de
tubo comunmente llamada reactor en donde tiene lugar el transporte con o

sin proceso adicional.

Reactor: puede ser un tubo recto, en forma de serpentin o relleno de bolitas
inertes de vidrio. En muchos casos el reactor constituye una camara de
mezclado donde se lleva a cabo una disolucidon o una reaccion quimica
entre la muestra y otro reactivo. El avance de dicha reaccion se mide
posteriormente con un equipo de deteccidn.
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e Sistema de deteccion: Los instrumentos de medida pueden ser equipos de
absorcion atémica, fluorimetros, sistemas electroquimicos, refractometros y

espectrofotémetros, siendo estos ultimos los més utilizados %",

1.5.1 Dispersion

En un sistema FIA, inmediatamente después de inyectar la muestra mediante una
valvula de inyeccion, la zona de la muestra tiene un perfil de concentracion
rectangular. Al ir circulando por el interior del tubo, tiene lugar un ensanchamiento
de la zona de dispersién de la muestra. El perfil resultante depende de dos
fendbmenos. Uno es la conveccion, asociada al flujo laminar en el que el centro del
fluido avanza mas rapidamente que el liquido adyacente a las paredes, lo que da
lugar a un perfil parabdlico.

También se produce ensanchamiento de zona por la difusion. Pueden producirse
dos tipos de difusion: radial o perpendicular a la direccion del flujo y longitudinal o
paralela al flujo. Se ha demostrado que la difusion longitudinal, en un tubo
estrecho, no es significativa, sin embargo, la difusion radial, siempre y en cualquier

circunstancia es importante.

En la dispersion, en el sistema FIA, influyen tres variables interrelacionadas y
controlables: 1) el volumen de inyeccidn de la muestra, 2) la longitud del tubo y 3)
la velocidad de bombeo. Controlando dichas variables se busca obtener un
solapamiento suficiente entre la muestra y el reactivo para dar lugar a la reaccién,
pero sin que la dispersién sea excesiva para lograr un compromiso entre el
solapamiento y la dispersion de la muestra, dando como resultado picos simétricos

y de la mayor altura posible %,

1.6 PROCESOS DE EXTRACCION

La extraccion de los analitos de una matriz juega un papel muy importante en la
quimica analitica; sin embargo, hasta hace apenas 15 afnos se ha reconocido su
importancia en la obtencién de datos analiticos de calidad 2.
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Las técnicas de extraccion tradicionales con disolventes estan basadas en la
eleccion correcta de los disolventes y el uso de calor y/o agitacion para
incrementar la solubilidad de los compuestos y la velocidad de la transferencia de
masa. Usualmente estas técnicas requieren de tiempos de extraccién prolongados
aunque tienen baja eficiencia. Ademas de este problema, muchos productos
naturales son térmicamente inestables y se pueden degradar durante un proceso

de extraccion con calor P2,

Para obtener extractos vegetales existen diversos métodos como: destilacién y
extraccion con disolventes; recientemente, se han introducido las técnicas de
extracciéon con disolventes no convencionales, una de éstas es la extraccion

asistida con ultrasonido ®*.

1.6.1 Ultrasonido

Las ondas de sonido son vibraciones mecanicas en un sélido, liquido o gas. El
ultrasonido tiene una frecuencia mayor que el intervalo audible para el hombre (1-
16 kHz). Se considera que la menor frecuencia de ultrasonido es de 20 kHz. El
limite superior del ultrasonido sélo esta limitado por la habilidad para generar las
sefiales, se han reportado frecuencias en el intervalo de gigahertz (GHz) %8,

Las ondas de sonido viajan a través de la materia, lo cual involucra ciclos de
expansion y compresion conforme atraviesan un medio. La expansién separa a las
moléculas mientras que la compresion las junta. En un liquido, los ciclos de
expansion producen una presidén negativa. Si la onda tiene la suficiente frecuencia,
los ciclos de expansién pueden crear burbujas o cavidades en el liquido. El
proceso por el cual se forman, crecen y colapsan las burbujas se conoce como

cavitacion y se ilustra en la figura 1.1. Todo este proceso se lleva a cabo en 400

us.

La rapida compresion adiabatica de los gases y vapores dentro las burbujas o
cavidades, produce temperaturas y presiones extremadamente altas. Se calcula
que la temperatura de estos puntos calientes es de cerca de 5000 °C y la presién
de 1000 atm. Sin embargo, debido a que las burbujas son tan pequefias
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comparadas con el volumen total del liquido, el calor que ellas producen
rapidamente se disipa sin que se vean cambios apreciables en las condiciones del
medio.

Crecimiento de
la burbuja bajo - —>
una presion
negativa

< .
Maximo tamano

de la burbuja

Colapsodela ()€
burbuja O *

Se repite el ciclo ‘
Nuevo cremiento
de la burbuja

Figura 1.1 Proceso de Cavitacion

Cuando la cavitacién ocurre en un liquido cercano a la superficie de un sélido, la
dinamica de la cavitacién cambia dramaticamente. En liquidos puros, la cavidad
retiene su forma esférica durante el colapso, debido a que sus alrededores son
uniformes. Sin embargo, cerca de un solido la cavidad colapsa de forma
asimétrica y produce movimientos de liquido de alta velocidad, como se ilustra en

la figura 1.2 1671,
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Figura 1.2 Cavitacién de una burbuja en un liquido irradiado con ultrasonido cerca de la superficie
de un sélido

De esta forma, el ultrasonido es de gran ayuda en el pretratamiento de muestras
sélidas, ya que facilita y acelera operaciones como la extraccion de compuestos

organicos e inorganicos, homogeneizacion y derivatizacion ©7: %81,

La utilizacion de la radiacién de ultrasonido para aumentar el rendimiento de
extraccidn empez6 en la década de los cincuentas del siglo pasado, donde se
inicié con experimentos a nivel laboratorio °". Actualmente se sabe que el uso del
ultrasonido resulta en un incremento de la extraccién de compuestos en menor
tiempo y a menores temperaturas. El ultrasonido es capaz de acelerar el proceso
de extraccién de los principios activos de las plantas, debido a que rompe las
paredes de las células y acelera la transferencia de masa del contenido de las
éstas. Los tiempos de extraccion se reducen de 24 horas a 30 minutos % %,

Existen dos tipos de dispositivos para aplicar el ultrasonido: los bafos de

ultrasonido y el ultrasonido focalizado.

Los barnos de ultrasonido son los mas comunes. Sin embargo, cuando se realiza
una extraccion indirecta en este tipo de dispositivos, no existe uniformidad en la
distribucion de la energia de ultrasonido, ya que sélo una pequena fraccion de la
muestra experimenta la cavitaciéon. En la figura 1.3 se muestra un esquema de

este tipo de extraccion 1°5 %8,

Mientras que en el siguiente tipo de dispositivo, el ultrasonido se focaliza en una
punta de titanio. La energia se focaliza en una zona de la muestra, por tanto la

cavitacion en el liquido es mas eficiente °°.
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Disolvente y
muestra Agua

Tanque de
acero

L~

L Ultrasonidos

Figura 1.3 Extraccién indirecta utilizando un bafo de ultrasonido

Aunque, las extracciones automaticas son raras, la aplicacién del ultrasonido es
un punto importante para la investigacion posterior, ya que los dispositivos de
ultrasonido focalizado facilitan dicha operacion. La principal ventaja de la
extraccién asistida con ultrasonido de modo continuo, es que el gasto de reactivos
es menor comparado con el método manual, ademas de que aumenta la velocidad

de analisis.

Existen dos formas de llevar a cabo la extraccion en continuo asistida con

ultrasonido: los sistemas abiertos y los sistemas cerrados.

En los sistemas abiertos el extractante fluye continuamente a través de la muestra,
asi que el equilibrio de la transferencia de masa se desplaza hacia la solubilizacién
del analito en la fase liquida o extractante. Este modo de operacién tiene como
desventaja la dilucién del analito en el extractante, por lo cual es necesario otro

paso de concentracion.

Los sistemas cerrados consisten en que un volumen del extractante
predeterminado circula continuamente a través de la muestra sélida. La direccion
del flujo se puede mantener en la misma direccién durante toda la extraccion o se
puede cambiar en intervalos predeterminados. En este tipo de sistema el

extractante estd menos diluido que en el sistema anterior.
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La utilidad de la extraccion continua asistida con ultrasonido ha demostrado su
aplicabilidad para la determinaciéon de hierro en material vegetal y boro y cromo
hexavalente en suelo ¢,

En este trabajo se construyd un sistema FIA acoplado a la extraccién asistida por

ultrasonido, para la determinacion de agua en muestras vegetales.
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIALES Y REACTIVOS

2.1.1 Instrumentacion

Se utiliz6 un espectrofotdmetro Cary 3 UV-VIS (Varian, Sydney, Australia)
equipado con una celda de cuarzo de 18 uL. Para construir la configuracion de
flujo continuo se us6: una bomba peristaltica Gilson Minipuls-3 (Villiers-le Bel,
Francia), una bomba peristéltica Ismatec de 4 canales, una valvula de inyeccion
Rheodyne 5041 (Rohnert Park, Calif., USA), tubos de bomba resistentes al paso
de disolventes, conectores en forma de T de PTFE y tubo de teflon de 0.5 mm de
diametro interno.

La radiacién de ultrasonido se aplicé utilizando un equipo de ultrasonido Branson
450 digital (20 kHz, 400 W), equipado con una micropunta cilindrica de titanio (4.8
mm diametro). La punta de titanio se sumergié aproximadamente 1 cm en el
metanol con la muestra, dentro de la camara de extraccion. La camara de
extraccidén consisti6 en un cilindro de polietileno (9 cm de longitud y 4 cm de
didmetro interno) y se cerr6 utilizando una tapa de polietileno con dos orificios de
10 mm de diametro interno cada uno, hechos especialmente para permitir la
entrada y salida del extractante hacia el sistema de inyeccion en flujo al final del

tiempo de extraccion.

Para pesar las muestras se utilizé una balanza marca Ohaus con una precision de
0.1 mg. También se utiliz6 un estufa marca Rios-Rocha modelo H-41, para realizar
el secado de las muestras.

2.1.2 Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos grado analitico: reactivo de Karl Fischer
(RFK) de un s6lo componente (Hydranal® Composite 5, No. 34805, Riedel de
Haén) y metanol (Baker®, contenido de agua < 0.03 %).
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Se emplearon dos tipos de materiales de referencia: en primer lugar el estandar
Hydranal® de tartrato de sodio dihidratado, nimero de referencia. 34696 (15.64 *
0.002 % de agua, n = 3) y el estandar de agua Hydranal® 10.0, numero de
referencia 34849 (10.04 + 0.02 mg de agua, n = 20). Estos estandares son
trazables a NIST SRM 2890.

Del estandar Hydranal® 10.0 se prepararon disoluciones estandar al 0.4 % (v/v)

de agua en metanol.

2.1.3 Preparacion de disoluciones

Se prepar6 una disolucion madre al 2 % (v/v) de agua en metanol de la siguiente
forma: se tomé 1 mL de agua destilada y se llevdé a 50 mL con metanol en un
matraz volumétrico. A partir de esta disolucién se prepararon disoluciones
estandar, para realizar la curva de calibracién en un intervalo de concentracion de
entre 0.05 % y 0.8 % (v/v), tomando una alicuota apropiada de la disolucién madre
y aforando con metanol. La preparacién de cada disolucion se realiz6 lo mas
rapido posible para evitar la entrada de agua del medio ambiente y a continuacion
se colocé la tapa del matraz aforado y papel parafiim. Las disoluciones se

prepararon cada vez que se utilizaron.

Todas las disoluciones se prepararon utilizando material de vidrio volumétrico,
perfectamente seco. Para lograr que el material estuviera seco y limpio, se lavo y
se dejo secar a temperatura ambiente por varios dias; una vez que esto se logro,

se limpié con metanol antes de usarse.
2.1.4 Muestras analizadas

2.1.4.1 Especias
Todas las muestras se obtuvieron envasadas y deshidratadas de un

supermercado local, a excepcion de las vainas de vainilla, las cuales provenian de
la region de Papantla, Veracruz, México. A continuacion se enlistan los nombres
comunes y cientificos de las especias que se analizaron: hoja de aguacate
(Persea america mill), damiana (Turnera aphrodisiaca), epazote (Chenopodium
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ambrosioides), flor de jamaica (Hisbiscus sabdariffa), pimienta gorda (Pimienta
dioica myrtacea), pinglica (Arcostaphylos pungens), cilantro (Coriandrum sativum
L.), orégano (Origanum vulgare), perejil (Petrose linum crispum), hierbabuena

(Mentha piperita), y vainas de vainilla beneficiada (Vanilla fragans).

Para obtener una muestra homogénea, se utilizaron Unicamente las hojas de
aquellas especias en las que era posible hacer una distincién entre tallos y hojas;
posteriormente se mezclaron las hojas, y de ahi se tomé6 la muestra que se
analizé. Las especias en que se hizo esta distincion fueron: epazote, pingtica,

cilantro y hierbabuena.

En el caso de especias donde no fue posible hacer dicha distincion, Unicamente se
mezclé todo el material vegetal y de esta mezcla se tomaron las muestras que se
analizaron. Las especias que se trataron asi fueron: hoja de aguacate, damiana,
flor de jamaica, orégano y perejil. Aunque para las muestras de hoja de aguacate,

las hojas se cortaron en trozos que no fueron superiores a 1.0 cm.

Las vainas de vanilla (15 x 1 cm) se cortaron en trozos menores a 0.5 cm, los

cuales se mezclaron para homogenizar todas las vainas.

Un caso diferente fue el de la pimienta gorda, debido a que se trata de bolitas
duras de diferentes tamafos que en su interior tienen pequenas semillas. Por esto,
se molieron con un mortero y pistilo de porcelana, hasta obtener trozos mas

pequenos y de tamaio uniforme. Al final todos los trozos se mezclaron.

Ademas de estas muestras, también se analizaron: perejil (Petrose linum crispum),
cilantro (Coriandrum sativum L.) y hierbabuena (Mentha piperita), sin deshidratar.

Estas también se adquirieron en un mercado local.

Para cada especia sin deshidratar o fresca, la homogenizaciéon de la muestra
consistié en cortar los tallos de las plantas, quedando unicamente el follaje de la
planta, el cual se corté en trozos menores a 1 cm de largo. Todos los trozos

obtenidos se mezclaron para obtener una muestra homogénea.
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Las muestras frescas se guardaron en un refrigerador, pero aun asi su tiempo de
vida es muy corto, por lo cual todos los andlisis se realizaron en no mas de una

semana.

2.1.4.2 Café en grano
Todas las muestras de café fueron de la variedad ardbica provenientes de

Chiapas, México y se obtuvieron en forma de granos. A continuacién se nombran
los tipos de café que se analizaron: planchuela y caracolillo verde y tostado y

planchuela descafeinado verde y tostado.

Los granos de café se utilizaron enteros para el procedimiento de secado en
estufa, mientras que para las extracciones con disolventes se sometieron a un
proceso previd de homogenizacion. Cada muestra de café se molié utilizando una
licuadora, hasta obtener una mezcla homogénea. Para las muestras de café
tostado, el tiempo de molido fue menor a cinco minutos, pero en el caso de las
muestras de café verde fueron necesarios varios periodos de cinco minutos, hasta

obtener muestras homogéneas de café molido.
2.2 PROCEDIMIENTO

2.2.1 Sistema de Inyeccion en Flujo (FIA) para la determinacién del
contenido de agua utilizando el reactivo de Karl Fischer (RKF)

Antes de empezar la determinacion de agua con el sistema FIA fue necesario
hacer pasar metanol por todo el sistema durante 5 minutos. Después de hacer
esto se encendi6 el espectrofotémetro y se bombed el RKF, diluyente y portador
hasta que se obtuvo una linea base estable.

Para construir el sistema FIA se utilizd6 una bomba peristaltica de cuatro canales. A
través del primer canal se hizo pasar el reactivo de Karl Fischer (RKF). Por el
segundo canal se hizo pasar el metanol o diluyente. Tanto el metanol como el RKF
se bombearon a un caudal de 0.6 mL/min. El RKF y el metanol confluian en un
reactor de dilucién de 200 cm de largo, para luego pasar a un reactor de reaccion
de 160 cm. Por el tercer canal se bombe6 el metanol o portador. Finalmente, a
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través del cuarto canal se hizo pasar la muestra a analizar. El portador se bombe6

con un caudal de 0.8 mL/min mientras el caudal de la muestra fue de 0.6 mL/min
[41, 60]

En primer lugar se llena el bucle de inyeccién de 5 uL y a continuacion se inyecta
la muestra al sistema. En el reactor Ry, la muestra y el portador confluyen con el
reactivo de Karl Fischer diluido donde se lleva a cabo la reaccién entre la muestra
y el RKF. Posteriormente, el producto de la reaccion pasa por el sistema de
deteccion espectrofotémetrica y se mide el cambio de absorciéon a 600 nm, en una
senal transitoria. Cada muestra se inyecta tres veces y se hace un promedio.

El proceso completo de salida de la sefial transitoria y de regreso a la linea base
toma alrededor de 1.5 minutos. Por medio de la valvula de inyeccidn, el bucle de
inyeccidon se llena cuando la sefial de la muestra anterior empieza a salir en el
fiagrama y la siguiente muestra se inyecta en el momento que la sefal lleva tres

cuartas partes de avance. En la figura 2.1, se ilustra la configuracién FIA utilizada.

B
S = 0.6 mL/min
C= 0.8 mL/min
KF = 0.6 mL/min
=== 1
M = 0.6 mL/min
F

|

Metanol KF

Figura 2.1 Configuracion FIA para la determinacién de agua con el reactivo de Karl Fisher
Donde B = bomba peristaltica, F = contenedor con la muestra o estadndar, KF = reactivo de Karl

Fischer, S = muestra, C = portador, M = metanol, R, = reactor de diluciéon, R, = reactor de reaccion,
| = valvula de inyeccién, D = equipo de deteccion espectrofotometrica
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2.2.2 Precauciones con los reactivos

Todos los reactivos que se utilizaron para llevar a cabo la determinacion de agua
en las diferentes muestras y estandares se taparon para evitar contaminacién del
agua del ambiente. Para lograr esto, todas las tapas que se utilizaron tenian un
pequeno orificio donde se ajusté perfectamente el tubo de teflén, a través del cual
pasaban los reactivos al sistema. Ademas, cada vez que se llenaban los
recipientes con los reactivos, se les hacia pasar un flujo de nitrdgeno, para
eliminar la entrada de agua del ambiente. Adicionalmente a esto, alrededor de la
tapa de cada recipiente se ponia teflén.

Todos los reactivos (metanol y RKF) se sonicaron en un bafo de ultrasonido por
aproximadamente 15 minutos antes de utilizarlos. Esto se hizo para evitar la
presencia de burbujas, cuando se trabajaba con el sistema FIA. Para impedir que
entrara agua en los reactivos al momento de sonicarlos, los orificios (10 mm d.i.)
de la tapa de cada recipiente se taparon utilizando plastilina y la tapa se cubri6é
completamente con papel parafilm.

2.3 METODOS DE EXTRACCION

En este trabajo se compararon tres métodos estandar para cuantificar agua en
muestras sélidas: 1) secado, 2) agitacion magnética y 3) maceracién; de acuerdo
al método ASTM D1348-94 y la norma mexicana NMX-F-552-1998-SCF| ?4 %) y
se compararon con el sistema propuesto de extraccién en continuo asistida con
ultrasonido, en muestras de especias y de granos de café. A continuacién se

indica en qué consiste cada procedimiento.

2.3.1 Métodos de secado

El método de secado es diferente segun el tipo de muestra que se analiz6:
especias o granos de café. Para cada muestra se hicieron tres extracciones con

cada método.

2.3.1.1 Especias
Se realiz6 de acuerdo al método ASTM D-1348-94 3. El primer paso fue colocar

un vaso de precipitados de 100 mL tapado con papel filtro previamente pesado, en
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la estufa a 105 = 3 °C durante dos horas. Posteriormente, se sacd el vaso con
tapa y se dejo enfriar a temperatura ambiente en un desecador, cuando esto
ocurrio se pesd en una balanza analitica. Este procedimiento se repitié hasta que
el recipiente llegd a peso constante.

En el vaso de precipitados se pesé aproximadamente 1 g de muestra. A
continuacion se peso la muestra en el vaso y con la tapa puesta. Se colocé el vaso
con la muestra en la estufa y se le retiré la tapa, donde se mantuvo a 105 + 3 °C

durante 4 horas.

Cuando terminé el periodo de tiempo especificado, rapidamente se le coloco la
tapa al vaso y se trasladé a un desecador, donde se enfrio a temperatura
ambiente durante minimo una hora; después se pesé nuevamente. El
procedimiento completo de secado y pesado, se repitio hasta que la pérdida de
masa entre dos pesadas sucesivas fue menor a 0.005 g (o hasta que hubo una

ganancia de masa).

El calculo del contenido de humedad se realizé, de acuerdo a la siguiente férmula.

(M - D)

Contenido de humedad =
(M -T)

}c 100
(3)

donde:

M = masa de la muestra original con el vaso y la tapa.
D = masa de la muestra seca.

T = masa del vaso y la tapa secos.

2.3.1.2 Café en grano
La pérdida de humedad de las muestras de café se hizo de acuerdo a la Normas

Oficiales Mexicanas, NMX-F-552-1998-SCF| y NMX-149-SCFI-2001 #* ) En
primer lugar se secO un vaso de precipitados con tapa hasta llegar a peso

constante, de la misma forma que se indic6 en el inciso anterior.
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A continuacion, se pesaron aproximadamente 5 g de la muestra en el vaso de
precipitados seco y se tapo; en seguida, se pesé el vaso tapado y con la muestra.
El vaso con la muestra se coloco en la estufa y se le retird la tapa. La muestra se
sec6 a 130 £ 3 °C, por 6 horas. Al final del periodo especificado, rapidamente se le
coloco la tapa al vaso de precipitados y se puso en el desecador. Se dejoé que el
vaso con la muestra se enfriara durante 1 h y, posteriormente, se volvié a pesar.
Con los datos obtenidos se calcul6 el contenido de humedad (P1) en los granos de
café, utilizando la Ecuacion 5. Después de determinar la masa, otra vez se colocé

el vaso tapado en el desecador, por lo menos durante 15 h.

Nuevamente se repitid el procedimiento de secado de la muestra, a 130 °C £+ 3 °C
durante 4 h. Cuando terminé este periodo de tiempo, se tapé el vaso, se colocé en
un desecador durante 1 h y al final se pesé otra vez. Con los datos obtenidos, se
calcul6 el contenido de humedad (P2) de acuerdo a la Ecuacién 5. Normalmente la
diferencia entre P1 y P2 debe ser inferior a 1.0 g por 100 g de muestra. Sino es

asi, es preciso repetir la determinacién.

La humedad (P) del producto, expresada en porcentaje de masa, es igual a la
pérdida de masa observada después del primer secado mas la mitad de la pérdida
de masa complementaria observada después del segundo secado. En la Ecuacién
6 se muestra la férmula para hacer el calculo.

P:Pl+7(P1_P2)

(6)

2.3.2 Extraccion con disolventes

Para cada muestra se hicieron tres extracciones con cada método, utilizando
metanol como extractante; los resultados que se reportan son la media de las tres

extracciones para cada muestra.

Lo unico que se vario en cada método fueron las condiciones a las que se sometid

la muestra con el extractante (metanol). En algunos casos fue necesario hacer
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variaciones en la cantidad de muestra o de extractante que se utilizd, segun el tipo

de muestra.

Para cada procedimiento se utilizd aproximadamente 1 g de especias secas o
granos de café molidos y 20 mL de metanol; pero en el caso de las vainas de
vainilla beneficiada se utiliz6 1 g de muestra con 40 mL de metanol. Para las
hierbas o especias frescas, se tomaron 0.15 g de muestra y 20 mL metanol. Estas

distinciones se hicieron de acuerdo al contenido de agua presente en la muestra.

A las muestras en el contenedor de polietileno se les hizo pasar un flujo de
nitrégeno por 10 s y en seguida se taparon. El extractante se agregdé a las
muestras utilizando una bomba peristaltica. A continuacién, el contenido del
contenedor se sometié a alguno de los tres procesos de extraccién: agitacion

magnética, maceracion o ultrasonido.

La determinacion del contenido de agua en cada una de las muestras se hizo
utilizando la configuracion FIA. A la absorbancia que se obtuvo con cada extracto,
se le rest6 un blanco de metanol el cual se sometié al mismo proceso de

extraccidn que el extracto de la muestra.

2.3.2.1 Extraccidn con agitacion magnética
Al contenedor de polietileno o camara de extraccion con la muestra se le coloc6 un

agitador magnético de 2 cm de largo. A continuacion, el contenedor se coloc6 en
una placa de agitacién, donde se someti6 a agitacion magnética constante durante

30 minutos.

Cuando finaliz6 la extraccidén, el extracto se bombed hacia otro contenedor
perfectamente sellado, para evitar que restos de la muestra llegaran al sistema
FIA y pudieran tapar la tuberia. A partir del segundo contenedor, se inyecté el
extracto de la muestra hacia el sistema FIA. En la figura 2.2, se muestra una
ilustracion de la extraccion por agitacion magnética o maceracién acoplada al

sistema FIA.
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2.3.2.2 Extraccion por maceracion
Una vez que la cdmara de extracciobn se encontraba cerrada y contenia a la

muestra y al metanol, se dejo en reposo durante una hora, cada 20 minutos se
agité ligeramente. Al final del tiempo de extraccidn, el extracto de la muestra se
bombeb hacia otro recipiente y de este segundo contenedor se inyecto6 al sistema
FIA.

B

S = 0.6 mL/min

C=0.8 mL/min

KF = 0.6 mL/min

M = 0.6 mL/min

Metanol E F

Metanol KF

Figura 2.2 Configuracion FIA acoplada a la extraccidén por agitacion magnética o maceraciéon
Donde B = bomba peristéltica, E = camara de extraccién (en reposo o agitacion), F = contenedor
de la muestra, KF = reactivo de Karl Fischer, S = muestra, C = portador, M = metanol, R; = reactor
de dilucion, R, = reactor de reaccion, | = valvula de inyeccién, D = equipo de deteccion
espectrofotdmetrica.

2.3.2.3 Extraccion asistida con ultrasonido
Para llevar a cabo la extraccion de agua en muestras con un contenido de agua

menor al 12 %, se realiz6 el siguiente procedimiento. Este tipo de muestras fueron
los granos de café y todas las especias secas, excepto las vainas de vainilla
beneficiada. Se pes6 1 g de muestra en un recipiente de polietileno al que se le
hizo pasar un flujo de nitrogeno y se agregaron 20 mL de metanol. Estas muestras
se trataron bajo las siguientes condiciones: tiempo de irradiacion 30 s, tiempo de
no irradiacién 10 s y una potencia de 260 W durante dos ciclos de extraccion.
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El mismo procedimiento de irradiacion con ultrasonido se utilizé para las muestras
de especias frescas, donde el contenido de agua es superior al 70 %, s6lo que en
este caso Unicamente se usaron 0.15 g de muestra.

La extraccién asistida con ultrasonido de las vainas de vainilla se hizo con 1 g de
muestra y 40 mL de metanol dentro de la camara de extraccion, bajo las
siguientes condiciones: tiempo de irradiacién 30 s, tiempo de no irradiacién 60 s y

260 W de potencia durante 6 ciclos de extraccion.

En la figura 2.3 se muestra un esquema del sistema utilizado para acoplar la
extraccion asistida con ultrasonido a la configuracién de flujo continuo, con la
finalidad de automatizar todo el proceso.

L]
B u B B
— j r S = 0.6 mL/min
=== C= 0.8 mL/min
i _|KF = 0.6 mL/min
M = 0.6 mL/min
E
F
Metanol E
Metanol KF

Figura 2.3 Configuracion FIA acoplada a la extraccién asistida con ultrasonido focalizado
Donde B = bomba peristaltica, U = punta de ultrasonido focalizado, E = camara de extraccion, F =
contenedor de la muestra, KF = reactivo de Karl Fischer, S = muestra, C = portador, M = metanol,
R, = reactor de dilucion, R, = reactor de reaccion, | = valvula de inyeccién, D = equipo de deteccién
espectrofotometrica.

Al final del tiempo de extraccion, la camara de extraccion se dej6 reposar durante
1 minuto. En seguida, el extracto se bombed hacia otro contenedor para
posteriormente inyectarse al sistema FIA para su deteccion y posterior

cuantificacion.
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En la figura 2.4 se muestra una foto de la configuracién FIA acoplada a la
extraccion asistida con ultrasonido, utilizada para la determinacion de agua.

Figura 2.4 Configuracion FIA acoplada a la extraccién asistida con ultrasonido focalizado
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3 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Existen muchos métodos para la determinacion de agua en diferentes tipos de
matrices, siendo los métodos mas comunes el secado en estufa y la titulacién con
el reactivo de Karl Fischer (RKF). Aunque existen tres formas de medir el punto
final de una titulacién con el RKF: visual, espectrofotométrica y electroquimica,
para este trabajo se utilizé la deteccidén espectrofotométrica debido a la facilidad
para acoplarla a un sistema de flujo, ya que para la medicion electroquimica se

requiere un electrodo e instrumental disefiado especialmente para esta medicion.

3.1 ESPECTRO DE ABSORCION DEL REACTIVO DE KARL FISCHER (RKF)

El primer paso fue conocer el espectro de absorcion del RKF, para lo que se
realiz6 un barrido de absorcion de 300 nm a 800 nm. Cuando se hizo el barrido, se
obtuvo una saturacién de senal por lo cual fue necesario llevar a cabo varias
diluciones del RKF con metanol. De esta forma se obtuvieron los espectros que se
presentan en la figura 3.1, donde se ve que la longitud de onda maxima del RKF
es de 460 nm, con una diluciébn aproximada de 1:3, mientras que a mayores
diluciones el maximo se desplaza a menos de 400 nm, lo cual dificulta realizar la
medicién a esta longitud de onda debido a la gran cantidad de compuestos
vegetales que absorben en esta zona.

En trabajos previos se han realizado lecturas a diversas longitudes de onda (550
nm, 620 nm y 625 nm) ®>*"_ En aquellos trabajos en que se ha hecho una dilucién
del RKF las lecturas se hicieron a 550 nm y 625 nm, obteniéndose los mejores

resultados a 625 nm.

De acuerdo a los resultados de la figura 3.1 y a los resultados obtenidos en
trabajos previos, se decidio trabajar con tres longitudes de onda (A): 460 nm, 600
nm y 650 nm. Se utilizé6 460 nm porque es la longitud de onda méxima a la que
absorbe el RKF, mientras que las longitudes de onda de 600 nm y 650 nm se
encuentran en la parte baja del espectro de absorcidén y por lo tanto se evita una

saturacién de la absorbancia en las senales de mayores concentraciones de agua.
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Figura 3.1 Espectro de absorcién del reactivo de Karl Fischer

3.2 SISTEMA DE ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

La construccién del sistema FIA para la determinacién de agua segun la reaccion

de Karl Fischer se bas6 en trabajos previamente publicados ©7+ 9.

El sistema FIA consistié de un paso previé de dilucién del RKF con metanol. Se ha
demostrado que de esta forma aumenta el intervalo lineal de la curva y disminuye
el limite de deteccién. Al hacer la dilucion con metanol del RKF en linea,
disminuyen los errores respecto a la dilucién manual ®°. Por lo anterior en este

trabajé dicha dilucion se hizo en linea.

El RKF y el metanol se bombearon a un flujo de 0.6 mL/min para llegar al reactor
de dilucién de 160 cm (Figura 2.1). Posteriormente pasaron a un reactor de
reaccién de 200 cm donde confluyeron el RKF diluido con el portador (0.8 mL/min)
y el bolo de muestra (0.6 mL/min).

Utilizando esta configuracidbn se construyeron seis curvas de calibraciéon con
disoluciones de agua en metanol. Dichas curvas se realizaron con dos volumenes
de inyeccién de muestra (5 uL y 46 puL) y tres longitudes de onda (460 nm, 600 nm
y 650 nm).
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Para la longitud de onda de 460 nm, con un bucle de 5 uL 0 46 pL, se obtuvo una
saturacion de la senal con disoluciones con concentraciones del 0.1 % al 5 % (v/v)

de agua, por lo cual se descarté utilizar dicha longitud de onda.

La siguiente longitud de onda que se prob6 fue 650 nm, con dos voliumenes de
muestra: 5 uL y 46 pL. Se inyectaron disoluciones con concentraciones del 0.2 %
al 5 % (v/v) de agua en metanol. Sin embargo, con ambos volumenes de inyeccion
de muestra se obtuvieron sefiales muy pequeinas y similares en tamano; a pesar
de tratarse de disoluciones con concentraciones diferentes. Por este motivo se
descart6 utilizar esta longitud de onda. En la figura 3.2 se muestran las senales
obtenidas al inyectar 5 pL de las diferentes disoluciones al sistema FIA para la

determinacion de agua leyendo a 650 nm.

ABS
0.0000 -
-0.4000 - 5% 2% 1% dbi%
-0.6000
I T | I
0.000 10.000 Tiempo (min) 20.000

Figura 3.2 Fiagrama del 0.2 % al 5 % (v/v) de agua en metanol por triplicado, con un volumen de
muestra de 5 uL a 650 nm

Por ultimo se construyeron dos curvas de calibracibn en un intervalo de
concentracion del 0.02 % al 2 % (v/v) de agua en metanol, leyendo a una longitud
de onda de 600 nm, con dos volumenes de inyeccién: 5 uL y 46 uL. Con ambos
volumenes de inyeccion se consiguieron buenas sefales, por lo tanto con cada

volumen de muestra se ajusté la curva de calibracién a la ecuacion de la recta.

La curva de calibracion que se construy6 utilizando un volumen de inyeccion de 46

uL, tuvo un intervalo lineal de 0.05 % a 0.64 % (v/v) de agua en metanol, con la
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siguiente ecuacion lineal: A = 4.3673 (£0.2427) [% H20 v/v]- 0.1114 (£0.0943),
donde A es el valor de la absorbancia. El coeficiente de regresion fue de 0.9944.

La curva de calibracién en la que se utilizaron 5 pl de muestra gener6 la siguiente
ecuacion de la recta: A = 0.9264 (+£0.0159) [% H20 v/v] - 0.0092 (+0.0071), donde
A es el valor de la absorbancia, con un intervalo lineal de 0.05 % a 0.8 % (v/v) de
agua en metanol y un coeficiente de correlaciéon de 0.9993. En la figura 3.3 se

muestra el fiagrama que se utilizd para generar dicha ecuacion.

ABS
0.0000 4 [
-0.2000

-0.4000

-0 B000 0.6 %

-0.3000 0.8 % . . . .
0.000 10000  Tiempo {min) ~ 20.000

Figura 3.3 Fiagrama de 0.05 % a 0.8 % (v/v) de agua en metanol con un volumen de muestra de 5
ul a 600 nm

De acuerdo a las caracteristicas de estas dos ultimas curvas se tomoé la decision
de utilizar 5 uL como volumen de inyeccién de la muestra, ya que con 5 uL se
obtuvo un intervalo lineal mas amplio y con un mejor coeficiente de correlacién
que con 46 uL, posiblemente, porque cuando se inyectan 46 uL de muestra el
sistema se satura mas rapido, a pesar de que la ecuacion de la recta obtenida con

46 pL presenté una mejor pendiente y por lo tanto una mejor sensibilidad.

Una de las ventajas del sistema FIA es que entre el tiempo de inyeccién y el
tiempo que tarda en salir la sefal y en regresar a la linea base, se necesitan
menos de 1.5 minutos. Como tipicamente se hacen tres inyecciones para el

andlisis de cada extracto o estandar y el resultado que se reporta es un promedio
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de las tres inyecciones, el tiempo de andlisis de un extracto o estandar por
triplicado es tan solo de 4.5 minutos.

El sistema FIA que se construy6 para la cuantificacion de agua en disoluciones en
metanol utilizando el reactivo de Karl Fischer, consisti6 de un paso previdé de
dilucién del RKF (0.6 mL/min) con metanol (0.6 mL/min) en un reactor de dilucidén
de 160 cm, seguido de un reactor de reaccion de 200 cm donde confluyen el
portador (0.8 mL/min) y el RKF diluido, utilizando 5 uL como volumen de inyeccion
de la muestra (0.6 mL/min) y leyendo a una longitud de onda de 600 nm. Dicha

configuracion se mostré en la figura 2.1.

3.2.1 Limite de deteccidén y de cuantificacion

El limite de deteccién (LD) se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacién:
Y=Yy =3s, (7)

Donde “y” corresponde a la respuesta calculada para determinar el limite de
deteccion; “yg” es la ordenada al origen y el dato estadistico sg corresponde a la
desviacién estandar de los residuos de “y”. Ademas, se utilizé la ecuacion de la
recta para despejar el valor de la concentracidén del analito o limite de deteccién,

o,

que corresponde a la respuesta calculada “y”.

Para el céalculo del limite de cuantificaciéon (LC) se tomd6 en cuenta la misma
ecuacion, con la unica variante de que se utiliza 10 veces el valor de sg en lugar
de 3V,

Los limites de deteccién y cuantificacion calculados, fueron respectivamente: 0.03
% y 0.08% (v/v) de agua. En la figura 3.4, se muestran las caracteristicas de la
curva de calibracion que se utilizo en este trabajo.

41



CAPITULO 3 Resultados y Discusion de Resultados
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06 - LD = 0.03% (VA)

LQ = 0.08% (Vv)

Absorbancia
o
N

0 T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracion de agua (% v/v)

Figura 3.4 Curva de calibracion final

3.2.2 Evaluacion del sistema FIA

Para conocer la precisién del método se evalud su repetibilidad y reproducibilidad
dentro del laboratorio, de igual forma se determiné su exactitud. Esta evaluacién
requiere de contar con un estandar de preferencia certificado, o bien comparar el

método propuesto contra otro método.

3.2.2.1 Repetibilidad y reproducibilidad
Al principio se pens6 en utilizar un estandar certificado de tartrato de sodio

dihidratado; sin embargo, este compuesto no se pudo disolver completamente en
metanol, por lo tanto no se obtuvieron resultados reproducibles al inyectarlo al
sistema FIA, ademas de que contribuy6 a tapar las tuberias del sistema.

La siguiente opcién fue buscar estandares certificados de agua en disolucion.
Aunque existen varias opciones en el mercado, en concentraciones al 5 %, 1 % y
0.1 % de agua, ninguno de estos se podia usar sin dilucién para evaluar nuestro
sistema, ya que los dos primeros (5 % y 1% de agua) estan fuera del intervalo
lineal de nuestra curva y el estandar de 0.1% corresponde a la parte baja de la
curva. Lo mas conveniente es utilizar estdndares que se encuentren en la parte

media de la curva de calibracién, esto es al 0.4%.
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Por esta razon fue necesario hacer una dilucién con el estandar de agua
Hydranal® 10.0, nimero de referencia 34849 (10.04 £ 0.02 mg de agua, n = 20)
trazable a NIST SRM 2890, cuya concentracién de agua es del 1 % (v/v). Del
estandar Hydranal® 10.0 se prepararon dos disoluciones estandar al 0.4 % (v/v)
diariamente en metanol. La disolucién preparada diariamente, se inyectd por

58, 62

triplicado durante siete dias ). En la Tabla 3.1, se muestran los resultados

obtenidos con los cuales se realizé un analisis de varianza.

Tabla 3.1 Resultados de la determinacion de la reproducibilidad y repetibilidad, expresados como
% (v/v) de agua

Dia Replica 1 Replica 2
1 0.401 0.384
2 0.395 0.385
3 0.398 0.385
4 0.388 0.398
5 0.384 0.407
6 0.396 0.402
7 0.394 0.393

En la Tabla 3.2 del andlisis de varianza (ANOVA) se muestran la suma de
cuadrados (SC), los grados de libertad (GL) y las medias de cuadrados (MC) entre
dias y dentro de dias.

Tabla 3.2 Analisis de varianza (ANOVA)

Concentracion Fuente SC GL MC
0.4 % (V/V) Entre dias 9.38X107° 6 1.56X107°
Dentro de dias 0.007 7 9.77X107°

Total 1.274 13

La variacién entre dias o repetibilidad (s,°) se determiné tomando en cuenta que s;°
es igual a la media de cuadrados dentro de dias.

Mientras que para calcular la reproducibilidad dentro del laboratorio (s°wr), se
determiné de acuerdo a las Ecuaciones 8 y 9, donde nj es el nimero de réplicas
por dia
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st =(MC

entre entre

- Mcdentra ) / l’l] (8)

y s/ es la media de cuadrados dentro de dias 3 ©").

SZWR = Sf +S§ntre (9)
La repetibilidad y reproducibilidad, expresadas como desviacion estandar relativa
fueron del 2.43 % y 2.99 % respectivamente. Estos resultaron demuestran que el
sistema FIA propuesto es adecuado para la determinacion de agua, con una
buena precision.

3.2.2.2 Exactitud
Para determinar la exactitud del método se utilizaron las mismas mediciones

realizadas para conocer la precision. Para conocer la exactitud del método, se
comparé el promedio de los valores obtenidos en la Tabla 3.1 contra el valor
certificado del estandar. Finalmente, podemos concluir que la exactitud del método
es del 98.00 %, por lo tanto el método propuesto resulta exacto en las
determinaciones de agua.

3.3 METODOS DE EXTRACCION

Para realizar la extraccién de agua de las muestras se decidié utilizar métodos que

se han reportado previamente (! 3 42 43. 63)

, en éstos la extraccion de agua en
matrices vegetales se ha hecho utilizando como disolvente metanol. Los métodos
que mas se han empleado para realizar la extraccion, son la agitacién manual o
con agitador magnético, el uso de un homogeneizador puede sustituir a la

agitacién, o bien la extraccion por reposo 0 maceracion.

De acuerdo al método ASTM D 1348-94 3 para muestras con un contenido de
agua del 4 % al 6 %, se debe pesar de 2.5 g a 3.0 g de la muestra y agregar 100
ml de metanol. A continuacién, se agita por 25 minutos o se deja en reposo por 1
hora. Tomando como referencia dicho método, en este trabajo se busca la
disminucién de la cantidad de disolventes que se utilizan para la extraccion de la

muestra y la realizacion de la extraccion en linea. Por lo tanto, se hicieron diversas
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pruebas utilizando como muestra perejil seco y probando diferentes volumenes de
metanol. Para la cuantificacion de la extraccion de agua se utilizé el sistema FIA

construido.

3.3.1 Optimizacion para la extraccion por maceracién y con agitacion
magnética

En primer lugar se probd la extraccion por agitacion manual, sin embargo no

resultd reproducible; en este sentido se prefirid utilizar la agitacion magnética, la

cual generd resultados mucho mas reproducibles en tiempos de 30 min, aunque

se probaron tiempos de 30, 40 y 60 minutos no se encontrd diferencia apreciable

entre ellos.

Con respecto a la extraccién por reposo o maceraciéon, dicho procedimiento se
realiz6 seguin el método ASTM D 1348-94 “® que indica 1 hora.

3.3.1.1 Volumen de metanol y cantidad de muestra
A continuacion se optimizaron la cantidad de muestra y el volumen de metanol. Se

utilizaron cdmaras de extraccién de polietileno de 60 ml (9 cm x 4 cm).

Los primeros experimentos se hicieron con 1 gy 0.5 g de perejil seco y con 10 mL,
15 mL y 20 mL de metanol. Al llevar a cabo las diferentes extracciones se noté
que para 1 g de muestra era necesario utilizar por lo menos 15 mL de metanol,
para cubrir totalmente la muestra, sin embargo, para una mejor extraccion el

volumen 6ptimo fue de 20 mL.

En cuanto a los experimentos que se realizaron con 0.5 g de muestra no se
obtenian resultados reproducibles, con ninguno de los tres volimenes, debido a la
cantidad de muestra utilizada y a su bajo contenido de agua. De esta forma se
escogié 1 g de muestra y 20 ml de metanol como las condiciones éptimas para

realizar la extraccion.

3.3.2 Optimizacion de la extraccion asistida con ultrasonido (EAU)

Con el fin de mejorar los métodos de extraccidén estandar se optimizé la EAU de
agua en muestras de especias y granos de café.
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3.3.2.1 Extraccidn en linea indirecta con ultrasonido
En un principio se probé con una columna de vidrio de 4 cm x 2 cm, fabricada con

una entrada y una salida para el paso de disolvente a través de una tuberia de
teflébn. Dentro de ésta se colocé la muestra de perejil seco. Se utilizaron dos
valvulas de inyeccién, con el objetivo de construir un sistema abierto-cerrado y
hacer pasar el metanol a través de la columna para extraer el agua de la muestra
aplicando de 1 a 5 ciclos de extraccion. Inicialmente, para que la muestra
estuviera expuesta a la radiacion de ultrasonido, la columna se coloc6 en un bafo
de agua, cerca de la punta del ultrasonido focalizado. Al final del tiempo de
extraccion, se abrio el sistema y el extracto se inyectd en la configuracion en flujo.
Sin embargo, con este arreglo no se obtuvieron mejores resultados que cuando se
realizd el mismo procedimiento sin aplicar el ultrasonido, en ambos casos no fue

posible cuantificar la cantidad de agua extraida de la muestra.

Aungue en un inicio parecia una buena opcién, ya que se han reportado buenos

®® para el propdsito de este

resultados con sistemas de extraccién similares
trabajo no fue asi. En los siguientes parrafos se resumen los problemas que se

enfrentaron.

La cantidad de muestra que se podia colocar en la columna no era mayor a 0.07 g
y el paso del metanol a través de la muestra no era uniforme, por lo cual no se
tenia una buena extraccion. Para evitar la salida de muestra junto con su extracto
y no tapar las tuberias, se utilizaron filtros de algoddn y de papel filtro en los
extremos de la columna, sin embargo, no fueron exitosos, ya que también

favorecian la presencia de burbujas.

Otro de los problemas fueron los espacios de aire provocados por la muestra en la
columna, en los que existia humedad del medio ambiente, lo que se solucion6

haciendo pasar nitrdgeno por la columna.

Debido a estos problemas se busco6 una configuracién diferente para la extraccion,
donde se suprimiera la formacién excesiva de burbujas y se pudiera trabajar con

mayor cantidad de muestra y de disolvente.
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3.3.2.2 Pruebas para la extraccion
En busca de una mejor forma de llevar a cabo la extraccion asistida con

ultrasonido, se optimizaron las condiciones de trabajo, utilizando los mismos
volumenes, cantidades de muestra y recipientes que para los otros dos
procedimientos (maceracion y agitacion magnética), de tal forma que se pudieran
comparar los resultados entre métodos.

3.3.2.2.1 Camaras de extraccion para la EAU
Se utilizaron recipientes de polietileno o camaras de extraccion de 60 ml (9 cm x 4

cm), en los cuales se podia adaptar la punta del ultrasonido y las tuberias de
entrada y salida del disolvente.

En un inicio se envolvié la muestra en papel filtro, antes de colocarla en la camara
de extraccién y a continuaciéon se agregdé el metanol, para evitar el paso de
muestra por la tuberia del sistema. Pero se encontraron dos dificultades: 1) el
papel adsorbia demasiado metanol, por lo cual era necesario utilizar casi el doble
de volumen que sin papel; 2) para poder utilizar el papel filtro, se tenia que secar
por cuatro horas para eliminar el agua. Esto dificultaba el proceso de extraccion,
por lo que se eligio realizar la extraccion sin papel filtro.

3.3.2.3 Diseno de experimentos para optimizar la EAU

3.3.2.3.1 Experimentos preliminares

Para efectuar la optimizacién de la extraccion asistida con ultrasonido se utilizaron
20 mL de metanol y 1 g de perejil seco. Se utilizd perejil debido a su disponibilidad
en el mercado, precio y a que su contenido de agua es similar al de la mayoria de
las especias estudiadas. La punta de titanio del equipo se sumergio
aproximadamente 1 cm en el metanol con la muestra, dentro de la camara de

extraccién de tal forma que la radiacién llegara directamente sobre la muestra.

Los primeros experimentos que se llevaron a cabo fueron con la potencia (W) y el
tiempo de irradiacion (s). Se utilizaron potencias de 80 W, 160 W y 240 W con
tiempos de irradiacién de 30 s y 60 s. En la figura 3.5 se muestran los resultados

obtenidos en estos experimentos.
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De acuerdo a la figura 3.5 los dos tiempos de extraccion que se probaron, 30 s y
60 s, no mostraron diferencia notoria en la cantidad de agua extraida utilizando la
misma potencia, a excepcion de 160 W, donde la diferencia en la extraccién fue
superior a 0.75 % cuando el tiempo de extraccién fue de 60 s. A pesar de que el
equipo es capaz de trabajar hasta con 400 W, cuando se utiliza la micropunta de
titanio no se deben superar los 280 W, en estos experimentos se utilizd un valor
méaximo de 240 W, con el que se obtuvieron los mejores resultados para ambos
tiempos de irradiacion. Sin embargo, el calentamiento de la cdmara de extraccion
para el caso de 60 s de irradiacion fue 10 °C superior que con 30 s, por esta razén

se escogid 30 s como tiempo de irradiacion 6ptimo.
4.5-
4.0-
3.5-

3.0+

—=— 60 s de irradiacion
257 e 30s de irradiacion

Concentracion de agua (% v/p)

2.0

-1t - 1r 1t r 11 1T 1 11
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
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Figura 3.5 Primeras pruebas de la extraccion asistida con ultrasonido

3.3.2.3.2 Disefio factorial 2°
Una vez que se conoci6 el comportamiento del tiempo de irradiacion y potencia, se

desarroll6 un disefio factorial 2° para obtener los pardmetros éptimos de: tiempo
de no irradiacion, potencia y numero de ciclos que se debian aplicar en la

extraccion.

Para la extraccion asistida con ultrasonido es comun utilizar ciclos de extraccion
que consisten en tiempos de irradiaciébn y no irradiacion; por lo cual dicho
parametro se incluyd en este disefio, en un intervalo de 2 a 5, ya que los valores

con 1 ciclo ya se conocian. El intervalo de tiempo de no irradiacién (in) fue de 10 s
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a 60 s, dicho intervalo no puede ser mayor por el disefio del equipo. Se decidi6
utilizar potencias de 160 W a 260 W, donde 260 W se considerd el maximo que se
podia utilizar sin danar el equipo de ultrasonido; aunque ya se habia visto que a
una potencia de 240 W se obtenian los mejores resultados, se evaluaron
potencias menores, puesto que en este diseio se incluyé mas de un ciclo de

extraccion.

Con estos intervalos en los parametros de estudio se realiz6 el estudio factorial.
Como herramienta estadistica para elaborar el disefio y posteriormente el andlisis
de varianza se utiliz6 el programa estadistico Statgraphics Plus 2.1 para Windows.
El modelo experimental consistié de tres factores de entrada y uno de salida, que
es la absorbancia o concentracion de agua calculada. Se eligieron tres puntos
centrales con el fin de determinar la precision del método via un analisis de

varianza.

Al introducir los parametros de estudio, el programa determind 11 experimentos
definiendo los 3 parametros de entrada para cada experimento y el orden aleatorio
en el que se debian de llevar a cabo. En la Tabla 3.3 se presentan el orden en que
se realizaron los experimentos y los resultados que se obtuvieron. Todos los
experimentos se realizaron en un dia y la determinacion del contenido de agua en

cada extracto se hizo con el sistema FIA propuesto.

Tabla 3.3 Experimentos del Disefio Factorial

Experimento | Potencia Tiempo no Ciclos H20 Tiempo total
(W) irradiacion (s) (% v/p) | de extraccién
1 212 35 4 3.829 4 min20s
2 260 10 2 4.135 1min 20 s
3 160 10 2 3.358 1min20s
4 160 60 5 3.172 7min30s
5 212 35 4 3.598 4 min20 s
6 260 60 5 4.154 7min 30 s
7 260 60 2 3.347 3 min
8 160 60 2 3.227 3 min
9 260 10 5 3.642 3min20s
10 212 35 4 3.631 4 min20 s
11 160 10 5 3.380 3min20s
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3.3.2.3.3 Analisis de varianza (ANOVA)
Para estimar los efectos que tenia cada uno de las variables estudiadas en la

eficiencia de la extraccién de agua en perejil se realizdé un estudio de ANOVA. En
la Tabla 3.4 se muestran los resultados del ANOVA.

El ANOVA mostré que la variable que méas afectaba la eficiencia de extraccién era
la potencia, donde el valor de p fue menor a 0.05 a un nivel de confianza del 95 %,
mientras que el tiempo de no irradiacibn y el niumero de ciclos no fueron
estadisticamente significativos. Ademas los efectos estimados para cada factor en

este modelo no muestran una relacién directa entre ellos.

Tabla 3.4 Andlisis de Varianza

Variable Suma de GL Medias de F Valor de
cuadrados cuadrado p

A:potencia | 5.3411x10° | 1 | 5.3411x10° 7.83 0.0489

B: tn 8.45x 107 1 8.45x 107 0.12 0.7426

C: ciclos 4.8789 x 10° 1 | 4.837x10° 0.72 0.4453

AB 1.62x 10° 1 1.62x 10° 0.24 0.6515

AC 4.4839 x 10° 1 | 4.483x10° 0.71 0.4470

BC 1.8605 x 10 1 1.861 x 10 2.73 0.1739
Error total | 2.7276 x 10° | 4 | 1.91x10°

GL: grados de libertad

Las mejores extracciones de agua en muestras de perejil seco se obtuvieron en
los experimentos 2 y 6, con 4.1 % (v/p) de agua. En ambos experimentos se
utilizaron 260 W de potencia. Se escogié el experimento numero 2, ya que es el
que implica un menor tiempo de andlisis, s6lo 1 min 20 s, ademas de que causa
menor calentamiento en la cdmara de extraccion y de la punta del ultrasonido que
el experimento nimero 6, donde también se requiere de mayor tiempo de
extraccién (7 min 30 s). Tomando en cuenta esto fue como se eligieron las
condiciones Optimas de extraccién: potencia 260 W, tiempo de no irradiacién 10 s,
tiempo de irradiacion 30 s y 2 ciclos de extraccion.
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3.3.2.4 Experimentos para la extraccion de agua en vainilla beneficiada
utilizando EAU

3.3.2.4.1 Primeros experimentos

Las condiciones del experimento numero 2 se consideraron las adecuadas para
las muestras de perejil seco y se utilizaron para las demas especias analizadas,
donde el contenido de agua determinado se encontraba entre el 2 % (v/p) y 5 %
(v/p). Sin embargo el contenido de agua en las vainas de vainilla beneficiadas se
sabia que era superior, por lo cual se probd la extraccidbn de agua con las
condiciones de los experimentos numero 2 y 6 por triplicado, ya que en el disefio

factorial ambos experimentos dieron resultados muy similares.

En ambos experimentos se obtuvieron absorbancias superiores al ultimo punto de
la curva de calibracién; por lo cual se duplicé el volumen de metanol de tal forma
que la concentracion de agua en el extracto cayera en la parte central de la curva,
asi que se trabaj6é con 1 g de muestra en 40 mL de metanol. Se decidié duplicar la
cantidad de volumen de metanol en lugar de dividir en dos la cantidad de muestra,
puesto que 0.5 g de vainas de vainilla beneficiada no es una cantidad
representativa de la muestra, por la constitucién de la misma (vaina y semillas). En
las extracciones por maceracion y agitacidn magnética también se utilizé 1 g de
muestra con 40 mL de metanol, ya que la cantidad de agua en el extracto también
fue superior al ultimo punto de la curva de calibracion cuando se utilizaron 20 mL

de metanol.

En las tres extracciones asistidas con ultrasonido a una potencia de 260 W,
durante dos ciclos de extraccion, cada uno de 30 s de irradiacion y 10 s de no
irradiacion (experimento nimero 2), con 40 mL de metanol y 1 g de muestra se
obtuvo un promedio de 14.21 + 0.84 % (v/p) de agua, mientras que para las
extracciones asistidas con ultrasonido a una potencia de 260 W, durante 5 ciclos
de irradiacién, cada uno de 30 s de irradiacion y 60 s de no irradiacién
(experimento numero 6), con 40 mL de metanol y 1 g de muestra se obtuvo un

promedio de 17.04 + 1.54 % (v/p). Por tanto, se llevaron a cabo experimentos
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adicionales para este tipo de muestra aumentando el numero de ciclos de

extraccion.

A partir de las condiciones del experimento numero 6 se aumentaron los ciclos de
extraccidn; se evitd el calentamiento de la camara de extraccion gracias a que se
utilizaron 60 s como tiempo de no irradiacion, a diferencia de las condiciones del
experimento numero 2, donde el tiempo de no irradiacién es sélo de 10 s, lo cual

favorece el calentamiento de la camara de extraccion.

3.3.2.4.2 Optimizacion del numero de ciclos de extraccion

3.3.2.4.2.1Cuantificacion de la extraccion de agua en vainas de vainilla
beneficiada después de cada ciclo de extraccion

El primer ensayo consistié en someter 1 g de muestra con 40 mL de metanol a un
sOlo ciclo de extraccion, a continuacion se bombearon 3 mL del extracto a una
probeta sellada, a partir de la cual se inyectd al sistema FIA. Posteriormente, la
misma muestra se someti6é a otro ciclo de extraccién, nuevamente se aspiraron 3
mL del extracto y se inyecto en el sistema FIA. Este procedimiento se continud
hasta llegar a 11 ciclos de irradiaciéon. En la figura 3.6 se muestra la cantidad de

agua extraida al ir aumentando los ciclos de irradiacion en una misma muestra.

De acuerdo a los resultados de este experimento, las mejores extracciones se
obtienen con 5 y 6 ciclos de irradiacion. El rendimiento de la extraccién con menos
de 5 ciclos es mucho menor que para valores de 5 6 mas ciclos. Cuando se
aplican de 6 a 9 ciclos la cantidad de agua extraida de la muestra se mantiene
constante, por lo cual se pueden considerar 6 6 5 ciclos como las mejores
opciones. Mientras que a partir de los diez ciclos de extraccién la cantidad de agua
extraida disminuye, posiblemente porque parte del agua se evapora debido al

calentamiento de la camara de extraccion y por lo tanto no se puede cuantificar.

52



CAPITULO 3 Resultados y Discusion de Resultados
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Figura 3.6 Eficiencia de extraccion de agua en 1 g de vaina de vainilla beneficiada aumentando los
ciclos de irradiacién

3.3.2.4.2.2Extraccion de agua en vainas de vainilla beneficiada después de

un numero completo de ciclos de extraccion

Para confirmar los resultados del primer experimento, se cuantifico el agua en la
vainilla después de realizar 2, 5, 6, 8 y 10 ciclos completos de extraccién. Con los
resultados obtenidos se construy6 la grafica de la figura 3.7. De acuerdo a esta
figura podemos ver que cuando se realiza la extraccién de agua con un numero de
ciclos completos de extraccion, los resultados son ligeramente diferentes a cuando
se toma una lectura después de cada ciclo de irradiacién, como en la figura 3.6.

En la figura 3.7 los mejores resultados se obtienen con seis ciclos de extraccion y
cuando el numero de ciclos aumenta se reduce la cantidad de agua en el extracto.
La reduccidén de agua a mayor numero de ciclos se puede atribuir al calentamiento
de la muestra y el metanol, entonces parte del agua extraida se encontraria en
forma de vapor, no en el extracto por lo tanto no se puede cuantificar; a diferencia
de cuando los ciclos no se hacen continuos y se da suficiente tiempo entre ciclos
de extraccidn para que la muestra en la camara de extraccién se enfrie.

De esta forma el numero de ciclos 6ptimos para la extraccion de agua en vainas

de vainilla beneficiada es de 6.
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Figura 3.7 Eficiencia de extraccion por triplicado en vainas de vainilla beneficiadas aumentando los
ciclos de extraccién

3.3.2.4.3 Verificacion del volumen de metanol para la EAU en vainas de
vainilla beneficiada

Para asegurar que 40 mL de metanol eran suficientes para extraer el agua de la
vainilla beneficiada se sometié 1 g de vainas con 40 mL de metanol a seis ciclos
de irradiacion, cada uno con 30 s de irradiacién y 60 s de no irradiaciéon a 260 W.
Cuando finalizé la extraccion se retiré la mayor parte del metanol de la camara de
extraccion utilizando una bomba peristaltica. A continuacién se agregaron 20 mL
metanol y se sometieron nuevamente a 6 ciclos de irradiacién, posteriormente se
retiraron los 20 mL de metanol y se agregaron otros 20 mL de metanol, los cuales
se sometieron nuevamente a la extraccion. Esto se repitié cuatro veces y en los
cuatro extractos se midi6 el contenido de agua con el sistema FIA propuesto. En la

figura 3.8 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 3.8 Extraccién de agua en 1 g de vainas de vainilla beneficiada cambiando el extractante

De acuerdo a la figura 3.8 se concluye que 40 mL de metanol es un valor éptimo
para realizar este tipo de extraccion puesto que con este volumen se extrae la
mayor cantidad de agua en la muestra. Aunque en la segunda extraccidén se
obtiene poco menos del 3 % (v/p) de agua, esto se atribuye al extracto que queda
en la camara de extraccién después de la primera extraccion y que no se pudo
retirar. En las dos Ultimas extracciones la cantidad de agua cuantificada es
despreciable.

Tomando en cuenta los resultados de los tres experimentos, las mejores
condiciones para la extraccién de agua en vainas de vainilla son: 1 g de muestra
en 40 mL de metanol, durante 6 ciclos de extraccién, donde cada ciclo consiste en

30 s de irradiacién con ultrasonido focalizado a 260 W y 60 s de no irradiacion.

3.3.2.5 Evaluacion de la extraccion de agua en flor de jamaica
Al realizar la extraccion por triplicado en flor de jamaica durante 2 ciclos de

extraccién, con 30 s de irradiacién a 260 W y 10 s de no irradiacién para 1 g de
muestra y 20 mL de metanol, se obtuvo 10.11 + 0.18 % v/p de agua. Debido a que
el contenido de agua en esta muestra era superior al resto de las especias, a
excepcion de las vainas de vainilla beneficiada, se decidié probar con las mismas
condiciones que para la vainilla beneficiada por triplicado, con lo que se obtuvo
10.78 £ 0.91 % v/p de agua.
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En ambos experimentos los resultados fueron muy similares, obteniéndose un
promedio de 10.45 £ 0.69 % v/p de agua, por lo que se consider6 que no existia
diferencia entre las dos condiciones de extraccion de agua en muestras de flor de
jamaica. Asi que se eligieron las condiciones del primer experimento, ya que se
requiere unicamente de 1 minuto 20 s para realizar la extraccion de agua en esta

muestra.

De acuerdo a los experimentos realizados se concluyd que para muestras cuyo
contenido de agua fuera superior al 12 % (v/p), era necesario utilizar 1 g de
muestra con 40 mL de metanol y realizar la extraccion durante 6 ciclos, cada uno
de 60 s de irradiacion y 30 s de no irradiacién a 260 W. Mientras que para
muestras con un contenido menor al 12 % (v/p) de agua, era suficiente con utilizar
1 g muestra en 20 mL de metanol durante 2 ciclos de extraccién, cada uno de 30 s
de irradiacién y 10 s de no irradiacién a 260 W. El valor del 12 % (v/p) es un valor
aproximado porque ninguna de las muestras analizadas tuvieron valores entre 12
% y 18 % (v/p) de agua, pero para asegurar la eficiencia de extraccion se

selecciono este criterio.

3.3.2.6 Influencia de la energia de ultrasonido en disoluciones de agua en
metanol

Con la intencidén de saber si la irradiacién con ultrasonido afecta la concentracion
de agua en las muestras, se determind la concentracion de dos disoluciones de
metanol en agua al 0.4 % y 0.16 % (v/v) utilizando el sistema FIA construido.
Posteriormente, se tomaron 20 mL de cada una de estas disoluciones y se
sometieron a la irradiacién con ultrasonido durante 2 y 6 ciclos de extracciéon de

acuerdo a los procedimientos previamente mencionados.

Relacionando las absorbancias obtenidas antes y después de someter las dos
disoluciones a la irradiacion con ultrasonido, se calculd el porcentaje de recobro.
Cuando se aplicaron 6 ciclos de extraccion los recobros fueron del 99 % para la
disolucién con 0.4 % (v/v) de agua y del 99.8 % para la disolucién del 0.16 % (v/v)
de agua. Para el caso de 2 ciclos de irradiacion los recobros fueron del 102 %

para la disolucién con 0.4 % (v/v) de agua y del 106 % para la disolucién del 0.16
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% (v/v) de agua. Estos resultados demostraron que la concentracion de agua no
cambia por la aplicacién de energias de ultrasonido y, por lo tanto, se puede

utilizar para realizar este tipo de extracciones.

3.3.2.7 Precision de la extraccion de agua con ultrasonido en muestras de
especias

Para evaluar la precision del método de extraccién, se realizaron siete
extracciones en muestras de perejil seco y vainas de vainilla ya que no se
encontraron estandares certificados para determinar agua en especias. La
extraccidén de agua se hizo segun las condiciones que se han considerado las mas
adecuadas para la extraccion asistida con ultrasonido de acuerdo al tipo de
muestra. La cantidad de agua en cada extracto se midié por triplicado en el

sistema FIA propuesto.

Los resultados de la Tabla 3.5 muestran que el sistema propuesto para la
extraccién de agua asistida con ultrasonido en especias secas tiene una buena
precision entre muestras con diferente contenido de agua como el perejil seco y
las vainas de vainilla beneficiada. Por lo que este método de extraccién resulta
preciso para este tipo de extracciones bajo las condiciones utilizadas en muestras

dentro de este intervalo de concentraciones.

Tabla 3.5 Precisién en la extraccion de agua en perejil y vainas de vainilla beneficiada utilizando la

EAU
. Vainas de vainilla
Replica Perejil seco beneficiada
Concentracion de agua Concentracion de agua
(% v/p) (% vip)
1 4.17 17.77
2 3.68 19.63
3 3.91 19.01
4 3.76 18.08
5 4.12 17.55
6 5.21 17.50
7 4.01 17.87
Promedio 4.12 +0.51 18.20 + 0.81
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3.3.2.8 Inyeccion de disoluciones de vainillina en el sistema FIA
Para comprobar que no existia interferencia de la vainillina (principal componente

de la vainilla) en la reaccién de Karl Fischer por la presencia del grupo carbonilo
se prepararon disoluciones de vainillina en metanol en concentraciones del 0.5 %

al 5 % (p/v) y se inyectaron al sistema FIA para la determinacion de agua.

Cuando se inyectaron estas disoluciones al sistema FIA sé6lo se obtuvieron las
sefales del blanco. De tal forma que la vainillina aiin en concentraciones del 5 %
(p/v), no reacciona con el metanol para formar una molécula de agua, siendo que
las mayores extracciones reportadas de vainillina son de 25.92 mg/g de vaina de
vainilla @9 Por lo tanto no existen interferencias atribuibles a este compuesto en

las extracciones realizadas.

3.3.2.9 Espectros de los extractos de las muestras en metanol
Con los extractos que se obtuvieron de cada una de las especias en metanol, se

obtuvo su espectro de absorcion de 200 nm a 800 nm, para verificar que no
existiran interferencias a 600 nm, longitud de onda a la que se midi6 la reaccién
del agua con el reactivo de Karl Fischer. La lectura se hizo en un
espectrofotémetro Cary 3 UV-VIS y se utilizd una celda de cuarzo. En la figura 3.9
se ilustra un ejemplo de estos espectros.
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Figura 3.9 Espectros de absorcion de diversos extractos de especias en metanol
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Las interferencias de la muestra se pueden considerar despreciables, dada la
pequena cantidad de muestra que se inyecta al sistema y a que los tiempos de
extraccién que se utilizaron en este trabajo son muy cortos, comparados con el
tiempo necesario para realizar la extraccion de los componentes de las muestras
vegetales. En el caso de las vainas de vainilla se han reportado 80 minutos
utilizando la extraccion asistida con ultrasonido para obtener el mayor rendimiento

de vainillina ?°.

En el espectro de absorcién de los extractos en la figura 3.9, no se ve ninguna
absorcion a una longitud de onda de 600 nm, por tanto no existen compuestos
presentes en los extractos que absorban de forma significativa a la longitud de
onda a la que se trabaja en el sistema FIA.

3.4 ANALISIS DE MUESTRAS

3.4.1 Cuantificacién de agua

Para conocer la cantidad de agua presente en cada muestra, su extracto se
inyecté tres veces en el sistema FIA y se sacd un promedio de las tres sefales.
Ademas se realizé la lectura del blanco (metanol), la cual se resté a cada una de
las senales. Diariamente se corrid la curva de calibracién para evitar interferencias

por los cambios de la humedad presente en el medio ambiente.

Con la absorbancia final se cuantifico la cantidad de agua en cada disolucion,
utilizando la ecuacion de la recta con la que se ajust6 la curva de calibracién. Para
el caso de los extractos de muestras, fue necesario relacionar el [% H>O v/v] con
la cantidad de muestra y el volumen de metanol empleados, para conocer la

concentracion de agua en la muestra en % v/p.

3.4.2 Muestras de especias y granos de café

Para el andlisis de las muestras, ademas de los métodos de extraccion con
metanol, se realiz6 la medicién de humedad de acuerdo al método ASTM D1348-

94 3 para especias y a la norma NMX-F-552-1998-SCFI ?*) para granos de café.
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En total se analizaron once especias deshidratadas, cinco muestras de café en
grano y tres muestras de especias no deshidratadas.

En la Tabla 3.6 se muestra el promedio de la cantidad de agua cuantificada en las
tres extracciones realizadas con cada método de extraccidn para cada muestra,

ademas de la humedad presente en las mismas muestras también, hecha por

triplicado.
Tabla 3.6 Contenido de agua y humedad en las muestras analizadas
Muestra Secado Agitacion Maceracion EAU
(% humedad) (% HO vip) | (% H20 vip) | (% H20 v/p)
Cilantro 7.82+0.13 3.85+0.23 3.67 +0.24 4.81 £ 0.06
Damiana 8.17 + 0.04 6.21 +0.29 5.09 + 0.53 4.48 +0.11
Epazote 7.71 £0.25 4.39 £ 0.29 4.50 £0.25 3.39 £ 0.46
Flor de jamaica | 17.49 +2.22 827+1.16 |10.79+1.04 | 10.11 £0.14
Hierbabuena 14.02 +0.77 3.11 £ 0.64 3.86 +0.27 3.77 + 0.66
Hoja de 5.02 £ 0.11 0.71 £0.38 1.91 £0.43 1.71£0.12
aguacate
Orégano 6.13 £ 0.05 5.82 £0.57 6.60 £ 0.29 6.09 £ 0.21
Perejil 5.56 + 0.01 6.44 +1.29 5.54 +0.43 4.14 £ 0.04
Pimienta gorda 8.00 £ 0.05 1.84 +1.61 2.96 £ 0.85 3.85+0.36
Pinglica 6.78 £ 0.08 3.38 £ 0.45 4.46 £0.42 459 +0.19
Vainilla 29.95 £ 0.33 1478 £0.56 |16.23+0.80 | 18.80 £ 0.17
Cilantro fresco | 86.54 + 0.06 82.08+2.21 |81.42+1.01 | 77.74 £3.44
Hierbabuena 81.24 £0.19 71.83+3.85 |74.77+1.52 | 55.14 +4.66
fresca
Perejil fresco 82.28 + 1.00 67.26 + 13.08 | 80.31 £+ 6.27 | 82.38 +1.76
Planchuela 1? 2.26 =+ 0.81 1.72 + 0.56 1.49 + 0.62 2.79 £ 0.38
Planchuela 2° 10.44 +0.05 2.96 £ 0.50 4.85 +0.09 3.76 £ 0.26
Planchuela 3° 8.19+0.17 3.17 £ 0.09 2.56 +0.23 4.02 +£+0.47
Planchuela 4? 2.37 +0.03 1.36 £ 0.14 1.58 + 0.36 0.99 £0.23
Caracolillo 1° 2.15+0.01 1.68 £ 0.45 1.82+0.17 1.20 £ 0.43
Caracolillo 2° 8.93 £ 0.04 4.52 +0.63 4.65 +0.44 3.88 £0.43

Donde: Planchuela 1: planchuela descafeinado tostado. Planchuela 2: planchuela descafeinado
verde. Planchuela 3: planchuela verde. Planchuela 4: planchuela tostado. Caracolillo1: caracolillo
tostado. Caracolillo 2: caracolillo verde.

2tostado, °verde

Los resultados obtenidos con los métodos de extraccién con disolventes

(maceracion, agitacion y ultrasonido) mostraron resultados similares entre ellos, si
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bien las desviaciones estandar de los resultados obtenidos utilizando la extraccion
asistida con ultrasonido fueron menores que para los otros dos métodos de
extracciéon en la mayoria de los casos.

Las humedad obtenida con el método de secado para las diferentes muestras
analizadas fue mucho mayor a la cantidad de agua extraida por los otros tres
métodos, en algunos casos casi del doble, por ejemplo en las muestras de vainilla,
cilantro, epazote y jamaica y del triple 0 mas para la hierbabuena; aunque en otros
casos las diferencias con el método de secado fueron tan sélo del 1 % o 2 % como
en el perejil y la pinglica. Estas diferencias se atribuyen a que en el caso de las

especias con mayor cantidad de material volatil, las diferencias son mayores.

Sin embargo, las mediciones de cantidad de agua y humedad en las muestras de
orégano, fueron muy similares entre si. Para explicarlo se debe considerar que las
muestras analizadas de esta especia se encontraban molidas, practicamente
hechas polvo; por lo cual es de suponer que hayan perdido la mayor parte de su

material volatil antes de los analisis.

En el caso particular de la vainas de vainilla se han hecho estudios en los cuales
se ha medido la cantidad de vainillina (principal constituyente de la vainilla) antes y
después de secar la vaina de vainilla beneficiada. En ellos se ha encontrado que
antes de secar la vaina de la vainilla beneficiada tiene 23.06 + 0.46 mg/g de
vainillina y después de llevar a cabo el secado en estufa la cantidad de vainillina
disminuye a 18.65 + 0.45 mg/g ?%. Generalizando los resultados de este estudio a
las otras especias, podemos considerar que en todas las especias pasa algo
similar y entonces es posible atribuir la diferencia entre el método de secado y la
extraccion con metanol y cuantificacién con el sistema FIA utilizando el reactivo de
Karl Fischer, a la pérdida de material volatil en el secado.

Como se trabajé con especias, que se caracterizan por su poder saborizante y
aromatico, aumenta la probabilidad de la pérdida de material volatil junto con el
agua presente en la muestra. Por tanto, a mayor cantidad de material volatil en la

muestra la diferencia entre los métodos de extraccién con disolventes con el
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método de secado es mayor. Ademas, los resultados de humedad obtenidos por el
método de secado presentaron las menores desviaciones estandar de todos los
métodos probados, debido a que el secado de las muestras se hizo hasta llegar a
peso constante. Sin embargo, como se ve en la Tabla 3.7 para llegar a peso
constante se requirieron de 10 a 40 horas de secado, dependiendo de la humedad
de la muestra, lo cual constituye una enorme desventaja frente a los métodos de

extracciéon con disolventes.

Tabla 3.7 Método de secado hasta peso constante para las muestras de especias

Especia Secado (% de Tiempo total de

humedad) analisis (horas)
Cilantro 7.82£0.13 30
Damiana 8.17 £ 0.04 10
Epazote 7.71£0.25 25
Flor de jamaica 17.49 £ 2.22 25
Hierbabuena 14.02 + 0.77 25
Hoja de aguacate 5.02 £0.11 20
Hoja Santa 6.13 + 0.05 25
Laurel 5.56 £ 0.01 30
Orégano 8.00 £ 0.05 10
Perejil 6.78 £ 0.08 20
Pimienta gorda 29.95 + 0.33 25
Pinglica 86.54 £ 0.06 30
Vainilla 81.24 £0.19 40
Cilantro fresco 86.54 + 0.06 15
Hierbabuena fresca 81.24 +0.19 10
Perejil fresco 82.28 +1.00 15

En el caso de las muestras de grano de café, también existidé diferencia entre los
resultados de los métodos con extraccidbn con metanol respecto al método de
secado. El contenido de humedad en el café verde en grano fue del 8 % al 10 %,
mientras que el contenido de agua fue de alrededor del 4 % (v/p); para las
muestras de café tostado la humedad fue del 2 % y la cantidad de agua de entre el
1 % al 3 % (v/p). Para las muestras de café tostado el contenido de humedad es
muy similar al contenido de agua; sin embargo, para las muestras de café verde el

contenido de humedad es casi dos veces la cantidad de agua que se determiné.
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Estas diferencias se pueden atribuir a que el café tostado se somete a un
tratamiento de temperatura antes de su venta, a diferencia del café verde, y que al
realizar el método de secado en el laboratorio, a la pérdida de masa debida a la
humedad de la muestra, se debe sumar la debida a la degradacion de los

componentes de la muestra.

En cuanto a las tres muestras analizadas de especias frescas (cilantro,
hierbabuena y perejil), los resultados obtenidos tanto por EAU, maceracion y
agitacion magneética presentan las mayores desviaciones estandar del total de
especias analizadas, lo cual se debe a que Unicamente se trabajé con 0.15 g de
muestra debido al alto contenido de agua que era de suponerse tenia cada
muestra, por lo cual es dificil garantizar la homogeneidad de las muestras

analizadas.

3.4.3 Recobros en extractos de especias y granos de café después de la
EAU

Para asegurar que no existian interferencias por efectos matriz al llevar a cabo la
EAU en la diferentes muestras de especias, se agreg6 una cantidad conocida de
agua al extracto de la muestra y se calculé el recobro.

Después de realizar la extracciéon, se tomaron 5 mL del extracto de la muestra y
con este volumen se efectuaron tres inyecciones al sistema FIA. A continuacion se
agregaron 5 mL de una disolucion al 1% (v/v) de agua en metanol a la cdmara de
extraccién; previamente se analiz6 el contenido de agua en esta disolucion con el
sistema FIA, se mezcld todo y se inyectd al sistema FIA. Para aspirar los 5 mL del
extracto y agregar los 5 mL de la disolucién al 1% (v/v) de agua a la camara de

extraccion, se utilizé6 una bomba peristaltica.

Por medio de la Ecuacién 10 se obtuvo la cantidad de agua teérica, que se

deberia conseguir al fortificar la muestra.
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% H,O (v/v) del estandar
100

Cantidad de agua tedrica = [( j(SmL)} + [H ,LO(v/ p)dela muestra]

(10)

Con la absorbancia obtenida por el extracto de la muestra fortificada, se hicieron
los calculos para obtener la concentracion de agua en v/p, al dato final se le llamé
cantidad de agua real. Para conocer el recobro de la cantidad de agua agregada a

la muestra se utilizdé la Ecuacion 11.

(11)

% Re cobro :( Cantidad de agua real j(lOO)

Cantidad de agua teorico

En la Tabla 3.8 se muestran los datos obtenidos para las muestras deshidratadas.

Tabla 3.8 Recobros en muestras de especias secas y granos de café

Muestra Recobro (%) Muestra Recobro (%)
Cilantro 88.8 Pimienta gorda 97.4
Damiana 104.9 Pinglica 90.4
Epazote 85.0 Vainilla 98.1
Flor de jamaica 90.3 Planchuela 1? 96.3
Hierbabuena 95.6 Planchuela 2° 103.1
Hoja de aguacate 95.6 Planchuela 3° 94.8
Hoja Santa 105.8 Planchuela 4* 100.3
Laurel 99.9 Caracolillo 1? 103.6
Orégano 98.6 Caracolillo 2° 98.7

Perejil 94.6

Donde: Planchuela 1: planchuela descafeinado tostado. Planchuela 2: planchuela descafeinado
verde. Planchuela 3: planchuela verde. Planchuela 4: planchuela tostado. Caracolillo1: caracolillo
tostado. Caracolillo 2: caracolillo verde.

3tostado, ° verde

Los recobros para todas las muestras de especias estuvieron en un intervalo entre
el 85 %, para el epazote y el 105 % para la hoja santa, mientras que, en la
muestras de los diferentes tipos de café en grano fueron del 96 % al 103 %. Por lo
tanto, podemos decir que no hay interferencias de matriz apreciables en la

determinacion de agua en las muestras analizadas.
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3.4.4 Comparacion por regresion de la extraccion con disolventes
convencional con la EAU.

Los datos de la Tabla 3.7 para especias seca y granos de café, se utilizaron para
comparar la extraccién asistida con ultrasonido con la extraccion por maceracion y
por agitacibn magnética, utilizando rectas de regresién. En la Tabla 3.9 se
reportan los resultados obtenidos en dicha comparacion.

Tabla 3.9 Correlacion entre los valores obtenidos con la extraccidn asistida con ultrasonido y los de
maceracién y agitacion magnética

Ultrasonido vs Ultrasonido vs agitacion
maceracion magnética
Coeficiente de 0.9581 0.9509
correlacion (r)
Pendiente (m) 1.050 1.158
Ordenada al origen (b) -0.388 -0.152

De acuerdo a los resultados podemos decir que la EAU puede sustituir a las
extracciones convencionales reportadas, representando un ahorro de tiempo. Si
ademas se acopla al sistema FIA para la cuantificacion de agua a la extraccién en

linea, la velocidad y facilidad del andlisis aumentan.

3.4.5 Ventajas de la EAU acoplada a un sistema FIA

En la figura 3.10 se muestra un fiagrama de la determinacion de agua en
extractos de vainilla, donde se puede constatar que en 12 minutos se pueden
analizar tres extractos de vainas de vainilla beneficiada.
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Figura 3.10 Inyeccién al sistema FIA de tres extractos de vainilla en metanol

Si bien los resultados que se obtienen con los tres métodos de extraccion con
disolventes son similares, la extraccion asistida con ultrasonido para muestras con
un contenido de agua menor al 12 % (v/p) requiere sélo de 1 minuto 20 s y para
muestras con mas del 12 % (v/p) se necesitan 9 minutos, lo cual representa un
ahorro del 85 % y 70 % de tiempo respecto a una extraccién por maceracion y por
agitacién magnética, respectivamente, en muestras con un contenido mayor al 12
% (v/p) de agua; mientras que para muestras con menos del 12 % (v/p) de agua el
ahorro de tiempo es del 98 % y 95.5 % de tiempo respecto a una extraccion por
maceracion y por agitacion magnética, respectivamente.

En la Tabla 3.10 se hace un resumen de los tiempos de extraccion requeridos
para cada método de extraccion con disolventes y el tiempo total de analisis por
triplicado con cada método
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Tabla 3.10 Tiempos de extraccion y analisis utilizado los métodos de extraccién con disolventes

Método de Tiempo de | Tiempo de Tiempo de Tiempo total
extraccion extraccion | extraccion | cuantificacion | de analisis
por de tres por
triplicado muestras triplicado
Maceracién 60 min 180 min 12 min 192 min
Agitacién Magnética 30 min 90 min 12 min 102 min
Contenido de
aguamenoral | 1min20s 4 min 12 min 16 min
12% (v/p)
EAU
Contenido de
agua mayor al 9 min 27 min 12 min 39 min
12% (v/p)

Si se realiza la comparacion de los tiempos de andlisis de los métodos de
extraccidén con agitacion magnética y maceracion acoplados al sistema FIA con la
EAU acoplada al sistema FIA, los tiempos de analisis para las muestras con un
contenido de agua superior al 12 % por maceracion y agitacion magnética es 4.9y
2.6 veces superior al tiempo de analisis con la EAU, mientras que para muestras
con un contenido de agua menor al 12 % los tiempos de andlisis por maceracién y
agitacibn magnética son 12 y 6.3 veces superiores que los necesarios para
realizar la EAU.

Ademas de la ventaja que representa el gran ahorro de tiempo en la extraccién
asistida con ultrasonido, hay que agregar que la desviacion estandar entre
muestras es menor con respecto a los otros dos métodos de extraccion con

disolventes, de acuerdo a la Tabla 3.6.

3.5 EXACTITUD DEL METODO DE SECADO

Se utilizé6 un estandar Hydranal® de tartrato de sodio dihidratado nimero de
referencia 34696 (15.64 + 0.002 % de agua, n = 3), trazable a NIST SRM 2890, el
cual se sec6é a 150 £ 3 °C por 4 horas, tal como indica la documentacion del
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estandar certificado. En el analisis realizado se encontr6 15.643 £ 0.010% de agua
(n = 3), por lo tanto este método tiene una exactitud del 100.02 %.

3.6 COMPARACION ENTRE LA EXTRACCION CON DISOLVENTES Y EL
METODO DE SECADO

Cuando se comparan los datos obtenidos con las extracciones con disolventes
contra los obtenidos por el método de secado hasta peso constante se encuentran

notables diferencias, las cuales se atribuyeron a la pérdida de material volatil.

Para evaluar la exactitud de los métodos de secado se utiliz6 un material de
referencia, el estandar Hydranal® de tartrato de sodio dihidratado trazable a NIST
SRM 2890. Dicho estandar se iba a utilizar para comparar la determinacién de
agua con el sistema FIA propuesto y con el método de secado, pero como no es
del todo soluble en metanol no fue posible utilizarlo para FIA.

Para poder comprobar que con el sistema FIA para la determinacion de agua
utilizando el reactivo de Karl Fischer y el método de secado en estufa se
obtendrian los mismos resultados si no hubiera compuestos volatiles, se ide6
utilizar una matriz en la que no existiera material volatil que interfiera en la
determinacion de agua. Tal matriz la constituyeron las tierras diatomaceas, debido

a que el tartrato de sodio dihidratado no es completamente soluble en metanol.

3.6.1 Tierras diatomaceas fortificadas

Se secaron tierras diatomaceas Celite® a 150 + 3 °C por periodos de 4 horas,
hasta que la pérdida de masa entre dos pesadas sucesivas no fue mayor a 0.005
g. De las tierras diatomaceas que se secaron, se tomaron seis muestras de 2.5gy
se les agregd 0.1 g de agua destilada, para obtener una concentracion
aproximada de 0.4 % (v/p) de agua.

La determinacién del contenido de agua de las tierras diatomaceas fortificadas, se
hizo por medio de dos procedimientos, cada uno por triplicado. El primer método
fue el de secado a una temperatura de 150 + 3 °C por 4 horas y el segundo el de

extraccién con disolventes por agitacion magnética; en el ultimo método la
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cantidad de agua se midi6 utilizando el sistema FIA. Los resultados de ambos

experimentos se muestran en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11 Comparacién entre el sistema FIA para la determinaciéon de agua y el método de
secado en tierras diatomaceas fortificadas

Réplica | Método de secado | Sistema FIA
1 3.78 3.83
2 3.88 3.84
3 3.86 3.71
Media 3.84 + 0.54 3.79+0.74

3.6.1.1 Estudio de significancia entre la extraccion asistida con disolventes
y el método de secado en estufa

Con los resultados de la Tabla 3.11 se llevd a cabo un estudio de contraste F para
la comparacién de las varianzas entre el método de secado en estufa y los
resultados del sistema FIA, tomando como hipétesis nula que las varianzas entre
los dos métodos son iguales. El estadistico F se calcul6 de acuerdo a la Ecuacion
12, donde s1y s2son los cuadrados de las desviaciones estandar de cada método.

F=5L (12)

El valor de F que se obtiene es de 1.89 y el valor critico de F es de 799.5 (p = 0.05
en un contraste de dos colas). Los resultados muestran que no hay diferencia
significativa entre las dos varianzas y se acepta la hipo6tesis nula. Por lo tanto, la
comparacion entre medias se hizo utilizando las Ecuaciones 13 y 14 y se propone
la hipotesis nula de que las medias de los resultados de los dos métodos en

estudio son iguales.

/t]=

o)
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donde s se calcula a partir de la ecuacion:

§2 = (nl _(L)S:—;: (71_22_)1)S2 (14)

y | t| tiene ny + N, — 2 grados de libertad y x; y x> son las medias de los métodos

evaluados.

Existen 4 grados de libertad, asi que el valor critico de | t| es de 3.78 (p = 0.05).
Como el valor experimental de | t| es de 0.38 la diferencia entre los dos métodos
no resulta significativa a un nivel de significancia del 5 % y es posible concluir que
los resultados entre los dos métodos son iguales aceptando la hipdtesis nula,
cuando no existe material volatil que pueda interferir en la determinacion de agua

por el método de secado.

3.7 Comparacion entre métodos

Tomando en cuenta que no existe diferencia significativa entre el método de
secado en estufa con el resultado del sistema FIA cuando no hay material volatil
para la cuantificacion de agua y que ya hemos comprobado que los resultados
obtenidos con los tres métodos de extraccidon con disolventes son similares,
entonces la EAU presenta la enorme ventaja de la rapidez de la determinacion de
agua en muestras de especias y granos de café, respecto a las extracciones
tradicionales con disolventes, ademas, de que el tiempo de analisis es muchisimo

menor que en el analisis por pérdida de peso.

La EAU acoplada al sistema FIA para la determinacion de agua representa un
ahorro mayor al 70% de tiempo respecto a la maceracion y a la extracciéon por
agitacion magnética, de esta forma la extraccion en linea asistida con ultrasonido
acoplada al sistema FIA para la determinacién de agua, constituye una excelente
alternativa para la extraccién y determinacién de agua en muestras de especias y
de café en grano. Con esto se reducen el tiempo de analisis de la muestra, los
errores por contaminacion de agua del medio ambiente, los errores humanos

debido a la automatizacion del sistema y por tanto la facilidad de trabajar durante
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periodos de tiempo prolongados sin la necesidad de la supervision humana,
igualmente, se reduce considerablemente el gasto de disolventes y reactivos, por
lo tanto también disminuye el costo por andlisis y la cantidad de desechos que se
generan.
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4 CONCLUSIONES

El sistema FIA utilizado para la determinacion de agua utilizando el RKF demostré
ser preciso, exacto y rapido (menos de 1.5 minutos por inyeccién); lo que lo
convierte en una buena opcién para la cuantificacibn de agua en extractos de

especias.

Se comprobé que la diferencia existente entre el método de secado y los métodos
de extraccion con metanol, se debe a que el primero cuantifica no sélo la pérdida
de agua de la muestra si no también la pérdida de compuestos volatiles, a

diferencia de la extraccién con metanol.

Los resultados que se obtienen con los tres métodos de extraccién con metanol
son similares, por lo cual el método propuesto de la EAU se puede utilizar para
sustituir los métodos convencionales de extraccion de agua por maceracién o
agitacion.

La EAU en muestras con un contenido de agua mayor al 12 % (v/p) requiere de 9
minutos. Lo cual representa un ahorro del 85 % y 70 % de tiempo respecto a una

extraccién por maceracion y por agitacion magnética, respectivamente.

Para muestras con menos del 12 % (v/p) de agua, el tiempo de extraccién es sélo
de 2 minutos, por lo tanto, el ahorro de tiempo es del 98 % y 95.5 % respecto a

una extraccion por maceracion y por agitacion magnética, respectivamente.

El tiempo total de extraccién y cuantificacién para una muestra con mas del 12 %
(v/p) de agua es de 15 minutos y para muestras con menos del 12 % (v/p) es de
7.5 minutos.

Por lo tanto, el sistema FIA para la determinacién de agua acoplado a la EAU en
linea, resulta una excelente opcion para este tipo de determinaciones en muestras
de especias deshidratadas y granos de café.
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5 EXPECTATIVAS

Con el fin de incorporar mejoras y ampliar el numero de muestras analizadas en el

trabajo realizado, se sugieren los siguientes puntos:

e Seria conveniente ampliar la determinacién del contenido de agua a otras
especias y al analisis de frutas secas mediante el sistema propuesto de
andlisis por inyeccion en flujo y la extraccion asistida con ultrasonido en

linea. Algunas de estas especias podrian ser: hoja santa, cominos y laurel.

e |gualmente seria interesante cuantificar el contenido de agua y vainillina en
vainas de vainilla beneficiada, conforme va avanzando el proceso de
curado de esta vaina, para relacionar el contenido de agua con el contenido

de vainillina presente.

e Otro punto importante seria realizar una optimizaciéon para especias que
tuvieran un contenido de agua de entre 12 % y 18 %, en caso de

encontrarse.

Finalmente, se podria realizar el analisis de los componentes que pierde cada una
de las muestras analizadas cuando se someten al proceso de secado con

temperatura.
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