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Thania S. Jiménez Martínez, Claudia Valdez Flores, Arturo Longares Patrón, Ma. del Pilar Cañizares Macías

Departamento de Química Analítica, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México Circuito Exterior S/N, Facultad de Química, Ciudad Universitaria, México D.F, 04510, pilarm@servidor.unam.mx
RESUMEN

La aplicación de energías como microondas y ultrasonidos han favorecido en gran medida los procesos de extracción de muestras sólidas y líquidas. La energía de microondas focalizadas ha hecho posible realizar extracciones a presión atmosférica con una alta eficiencia así como la de ultrasonidos al poder sustituir los baños ultrasónicos por sondas de diámetros pequeños.

En este trabajo se presentan algunas aplicaciones con este tipo de energías que evidencian las excelentes cualidades y ventajas de utilizarlas en procesos analíticos. En primer lugar se hace una comparación entre ultrasonidos y microondas aplicadas en muestras de vainilla. Se evalúa el proceso de extracción de vainillina utilizando disoluciones de etanol puro y diluido al 70 % lo que permite abrir la posibilidad de obtener extractos comerciales de mejor calidad y mayor concentración en menor tiempo (90 % menos). La segunda parte de este trabajo esta enfocada a la determinación de agua en especias mexicanas como la vainilla, el epazote, pimienta gorda, etc, utilizando energía de ultrasonidos para acelerar la extracción. Los resultados muestran que aplicando los ultrasonidos a través de una sonda de 3 mm de diámetro se extrae el agua de las especias en un tiempo entre 2 y 6 minutos, dependiendo de la cantidad de agua presente. La determinación de este parámetro se hace en línea con la extracción utilizando el mismo reactivo que en los métodos oficiales.

INTRODUCCIÓN

     Para la extracción de compuestos en muestras sólidas o líquidas se requiere de una gran cantidad de disolventes orgánicos, la mayoría de ellos muy tóxicos y en el caso de la extracción en sólidos el método más común es la extracción Soxhlet que requiere tiempos de extracción de hasta 24 horas (1). Los avances en preparación de muestras sólidas ha conducido a desarrollar un gran número de técnicas que mejoren los procesos actuales, entre éstas se encuentran la aplicación de microondas focalizadas (2-4) y de ultrasonidos (5-7). La utilización de estas energías acelera diferentes pasos del proceso analítico en comparación con los métodos en los que no son usadas. Así, por ejemplo, la energía de microondas y ultrasonidos han sido aplicadas para acelerar el proceso de oxidación del aceite de oliva con el objetivo de determinar la estabilidad oxidativa en mucho menor tiempo (entre un 60 y 68 % cuando se utilizan microondas focalizadas (8), y entre el 96 y 99 % en el caso de ultrasonidos (9). Otra de las ventajas de utilizar este tipo de energías es que disminuyen los tiempos de extracción y además requiere de poca cantidad de disolventes (10,11). 

En la actualidad los laboratorios de análisis de alimentos así como los de producción requieren de métodos analíticos precisos pero que además sean rápidos y económicos. La complejidad de las muestras ha ocasionado que se requieran muchos pasos de preparación de muestra para poder aislar la especie de interés lo que ocasiona pérdida de ésta y una precisión muy deficiente. El uso de energías limpias como el ultrasonidos y las microondas y su acoplamiento a sistemas de flujo continuo como el Análisis por Inyección en Flujo (FIA, por sus siglas en inglés) (12) ha facilitado el pretratamiento de matrices complejas mejorando la precisión y disminuyendo el tiempo de análisis y los costos al utilizar menos reactivos y poder analizar más muestras por unidad de tiempo. En este trabajo se presentan dos aplicaciones diferentes utilizando microondas focalizadas e irradiación ultrasónica a través de una sonda, en matrices alimenticias. Los analitos estudiados fueron agua en especias y vainillina en vainas de vainilla los cuales fueron cuantificados utilizando un sistema en línea después de realizar la extracción aplicando microondas y/o ultrasonidos.

METODOLOGÍA 

Instrumentos y aparatos

Para la extracción con microondas se utilizó un horno de microondas focalizadas Microdigestic 301 marca Prolabo de 300 W de potencia. Para la extracción con ultrasonidos se utilizó una sonda ultrasónica de 3 mm de diámetro y un sonicador de 400 W de potencia. Para el sistema FIA se utilizó una bomba peristáltica Gilson Minipulps 3, un espectrofotómetro UV-VIS Cary 3 marca Varian, válvulas de inyección Rheodyne y Upchurch, tubería de teflón de 0.7 mm de diámetro interno y tubería de Tygon HMLL.

Reactivos y disoluciones

Para la determinación de vainillina se utilizó etanol grado analítico para los estándares y realizar las extracciones. Los estándares se prepararon a partir de una disolución madre de vainillina (Sigma). Para llevar a cabo la reacción de hidrólisis para cuantificar la vainillina se utilizó una disolución de hidróxido de sodio (NaOH) 0.1 M. 

Para la cuantificación de agua se utilizó metanol grado analítico de 99.9 % de pureza (J.T. Baker) tanto para las extracciones como para preparar los estándares de agua. La reacción derivatizadora se realizó utilizando el reactivo de Kart-Fisher (Hydranal Sigma)

Extracción de vainillina de vainas de Vanilla fragans

Extracción asistida con microondas focalizadas: Se pesó un gramo de vainas partidas (2 x 2 mm) y se empacaron en un cartucho de papel filtro de 9 x 6 cm que se introdujo en un tubo de ensayo con 50 mL de etanol (al 70 ó 100 %). Este tubo se sumergió en otro tubo que contenía 100 mL de agua. Se adaptó un refrigerante al tubo de ensayo para evitar pérdidas del disolvente. Se aplicaron 20 ciclos de 1 min de irradiación (150 W) a las muestras con un tiempo de descanso entre cada ciclo de 3 min.  Los extractos se dejaron enfriar y se midieron con un sistema de flujo

Extracción asistida con ultrasonidos: Un gramo de vainas de vainilla partidas se dejaron en un vaso de precipitados y se cubrieron con 50 mL de etanol a dos concentraciones (70 y 100 %). La sonda de ultrasonidos se sumergió en el disolvente a 2.5 cm de la superficie y se aplicaron 14 ciclos de 60 segundos de irradiación ultrasónica (200 W) con 60 s de descanso entre cada ciclo. El extracto se dejó enfriar, se decanto y se midió con el mismo sistema de flujo que para microondas.  
Extracción de agua de especias

Esta extracción se realizó solo con ultrasonidos debido a su facilidad para poder conectar en línea la extracción con la detección. Se pesó entre 0.5 y 1 g de la especia (este peso dependía de la cantidad de agua prevista) y se colocó en un recipiente que contenía una tapa con tres orificios: uno para introducir la sonda ultrasónica y dos para introducir la tubería de entrada y salida del extractante metanol. Para muestras conteniendo menos de 15 % de agua se aplicaron 2 ciclos de 30 s de irradiación (260 W) con 10  s de descanso entre cada ciclo; para muestras con más de 15 % de agua se realizaron 6 ciclos de irradiación también con 10 s de descanso entre ciclos. Una vez realizada la extracción la cantidad de agua en el extractante fue cuantificada en continuo utilizando un sistema de flujo. Para este estudio se utilizaron diferentes especias mexicanas: vainilla, epazote, hoja santa, cilantro, pimienta gorda, jamaica, perejil, laurel, pingüica, yerbabuena y damiana.

RESULTADOS

Los métodos de extracción propuestos fueron comparados con los métodos oficiales y estándar. Así, la extracción de vainillina se comparó con el método propuesto por la Norma Mexicana (NMX-FF-074-1996) y con el método estándar Soxhlet. La extracción y determinación de agua se comparó con el método estándar del ASTM (American Standard Test Methods, D1348, 1998) realizado por diferencia de peso: se pesan entre 2 y 4 g de muestra y se sacan en la estufa a 105 ± 3 °C  por periodo de 2 horas y una de reposo antes de pesarse nuevamente. El proceso se repite hasta llegar a peso constante. 
Concentración de vainillina en los extractos

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos utilizando los métodos de extracción propuestos y los utilizados en la actualidad. Para llevar a cabo la extracción Soxhlet se utiliza etanol al 100 %, mientras que para la extracción por la Norma Mexicana se utiliza etanol al 70 %. Los resultados muestran que la aplicación de ultrasonidos y microondas aumentan entre 20 % (con respecto al Soxhlet) y 95 % (con respecto a la Norma Mexicana) el contenido de vainillina en el extracto. Además los tiempos de extracción disminuyen cerca del 90 %.

Cantidad de agua en las especias

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos por el método propuesto con ultrasonidos y el método estándar calculado por diferencia de peso. Este último procedimiento requirió entre 6 y 12 horas, de acuerdo a la cantidad de agua y compuestos volátiles presentes, para llegar a peso constante.
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Figura 1.  Cuadro comparativo entre los diferentes métodos de extracción. EMF: Extracción con Microondas Focalizadas; EUS, Extracción con Ultrasonidos; NM, Norma Mexicana. * Etanol al 70 %; ** etanol al 100 %.
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Figura 2. Determinación de agua en diferentes especias utilizando energía de ultrasonidos (barra negra) y el método estándar por diferencia de peso (barra gris). *Especie fresca. Todas las demás especies son secas.

Los resultados obtenidos por el método estándar son mayores que por el método propuesto, pero cuantificar la cantidad de agua por pérdida de peso conlleva a errores muy grandes ya que a la temperatura a la que se exponen las muestras también provoca la pérdida de compuestos volátiles que se determinan como agua. Aún así, en la figura 3 se muestra la relación que existe entre estos dos métodos donde se obtiene una correlación excelente de 0.9935 lo que indica que es posible relacionar los resultados del método propuesto con los del método estándar, pero con la ventaja de realizar el análisis en mucho menor tiempo y determinando la cantidad real de agua, ya que además de la extracción (que elimina la cuantificación de compuestos volátiles) la cantidad de agua en el extracto se mide en línea evitando la humedad ambiental de la muestra.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los diferentes métodos de extracción demuestran las ventajas de utilizar microondas y/o ultrasonidos para acelerar los procesos de extracción y para mejorar la eficiencia de éstos. En el caso de la obtención de extractos de vainilla la aplicación de microondas y ultrasonidos abre las puertas para poder utilizarlas a nivel industrial y obtener extractos de vainilla de mejor calidad y en un tiempo mucho más corto que en la actualidad. La instrumentación es simple y las energías son limpias ya que no contaminan y no alteran las propiedades químicas y organolépticas del extracto. En el caso de la extracción de agua en alimentos, con ultrasonidos se tiene la gran ventaja de que se elimina las interferencias de los compuestos volátiles, que en el método estándar se cuantifican como agua, además de disminuir el tiempo de extracción de forma drástica (de 10 horas a 2 minutos en muestras con menos del 15 % de agua y a 7 minutos en muestras con más de 15 % de agua). 
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