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PRIMERA PARTE:
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES






CAPITULO 1

EL PIMIENTO PARA PIMENTON

1.1 Introduccién y aclaraciones semdnticas

En este capitulo se pretende ofrecer una visioén del pimiento, con un tratamiento puramente
agricola y botdnico, cuyo fin es unicamente informar sobre la materia prima que luego
permite la obtencién de la oleorresina de pimentén. Por su influencia en el estudio de los
compuestos organicos voldtiles (VOCs) de la oleorresina, se incluye un subapartado que
explica los métodos de deshidratacién del pimiento. No se considera adecuada una
profundizacién mayor sobre este tema, aunque debe tenerse en cuenta que cualquier variable
de las que se indican puede tener influencia en el estudio de los volétiles.

La palabra piment6n es un aumentativo de pimiento y, entendiéndose como tal, el polvo que
se obtiene al moler pimientos encarnados secos, también en algunas zonas se conoce como
tal al pimiento fruto (segiin el Diccionario de la Real Academia Espaiiola).

También se encuentra la definicién de pimentén como el polvo que se obtiene moliendo el
pimiento colorado, después de seco, y que se emplea como condimento (segiin el Diccionario
de Uso del Espaiiol de Maria Moliner).

Teniendo en cuenta los anteriores parrafos, se presenta una ambivalencia de la palabra
pimentdn, ya que se entiende como tal al fruto o al condimento, a lo que hay que afiadir que
en Murcia se entiende como tal a la planta que produce el pimiento para piment6n o pimiento
pimentonero.

La tendencia actual se inclina por denominar pimentén al producto industrial elaborado como
condimento, y a la planta y al fruto correspondiente como pimiento pimentonero o pimiento
para piment6n respectivamente. Estas dltimas denominaciones son las que se seguirdn en
adelante.

".

-
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1.2 Origenes del pimiento

Unédnimemente se sefiala América del Sur como foco de origen del pimiento (se han hallado
cascaras de pimiento con mais de 2.000 afios de antigiiedad en el Perti), desde donde se
expandi6 al resto de América Central y Meridional. Asimismo no se ha encontrado ninguna
referencia sobre esta planta en las lenguas antiguas del Viejo Mundo, lo que demuestra
claramente su procedencia americana.

Se considera Méjico el centro fundamental del cultivo del pimiento Capsicum annuum. Otra
especie de esta planta, el Capsicum frutescens se encontraba muy esparcida por toda la
América tropical, tanto en forma silvestre como cultivada, esta dltima mads significativa en
Centroamérica. Otras especies de pimiento, en forma silvestre o cultivada, se difunden en
amplias zonas tropicales y subtropicales de América, tal como sucede con el género
Capsicum, que se encuentra en Sudamérica.

1.3 Introduccion del pimiento en Espaiia

No hay una exposicion clara de la responsabilidad de la introduccién del pimiento en Espaiia,
aunque existen algunas opiniones que indican una cierta iniciativa de los monjes Jerénimos,
que poseian las semillas originarias del Nuevo Mundo, y las introdujeron en la comarca de
La Vera (Ciceres), desde donde se traslad6 a la Regién de Murcia, a través del convento que
poseia esta Orden en La Nora.

Las simientes primitivas llegadas de América, proceden de un pimiento ligeramente alargado
y picante, de carécter silvestre. Este pimiento, aunque no estd demostrado cientificamente,
adquiere una forma mdis redondeada y un gusto menos picante, debido a las condiciones
medioambientales de l1a Huerta de Murcia. El asentamiento definitivo del cultivo del pimiento
en la Vega del Segura se produce en los primeros afios de este siglo, extendiéndose por
Santomera, Huerta de Murcia, Fortuna, etc., que se convierten en importantes centros de
produccioén.

En los afios cincuenta se producen unos sucesivos ataques de hongos en las plantaciones, lo
que imposibilita el cultivo de pimiento, de tal manera que obliga que se traslade el mismo
a dos grandes dreas: Campo de Cartagena y Valle de Guadalentin, en las que se riega con
agua de pozo y no del Rio Segura, que era la portadora de las zoosporas, responsables de
los ataques flingicos. La adaptacidn a estas nuevas tierras ha sido rdpida, a pesar de presentar
condiciones medioambientales distintas, que se manifiestan al obtener pimientos de calidades
diferenciadas. Este cambio origin6 una disminucion de la productividad, debido a que los
terrenos son mas pobres y las aguas mds salinas; que, junto al importante factor del aumento
de precio de la mano de obra, provoca una disminucién de la rentabilidad del cultivo, lo que
también produce una disminucién en la competividad en el mercado exterior. Actualmente,
la zona murciana es la principal zona productora y exportadora de pimiento de Espaiia.
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1.4  Areas de produccién actuales

La produccién de pimiento pimentonero en Espafia se encuentra muy localizada en dos
importantes zonas: La Regién de Murcia y la comarca de La Vera en Céceres. La suma de
la superficie dedicada al cultivo del pimiento de las dos zonas anteriores supone el 90% del
total cultivado en el pais. Otras zonas productoras de escasa relevancia en Espafia son:
Badajoz, Alicante, Toledo, Albacete y Avila.

La Regién de Murcia presenta un clima de tipo mediterrdneo subtropical, con caracteristicas
de maritimo en las zonas préximas a las costas. La pluviometria media es inferior a los 300
mm, dindose ademds valores altos de las temperaturas medias. En la zona del Campo de
Cartagena se realizan cultivos relativamente resistentes a la salinidad. En la zona del Valle
del Guadalentin, el suelo presenta mayor contenido en sales solubles, ademdas de utilizar
aguas de riego de mayor contenido salino, lo que aumenta la problemadtica del cultivo del
pimiento pimentonero.

La comarca de La Vera, en Ciceres, presenta un clima de tipo mediterraneo hiimedo-
templado, con inviernos de temperaturas no inferiores a los -5°C y veranos con temperaturas
no superiores a los 38°C. La pluviometria es de 450 a 875 litros por m? anuales. Las aguas
son de salinidad media, por lo que los riegos no presentan problemas de alcalinizacion.
Debido a las pocas horas de sol en la época de recoleccion del fruto, el secado se realiza al
humo. Tanto por las condiciones climatoldgicas como por sus suelos, sus aguas y su secado,
le hacen distinguirse de otros pimentones, y le confieren unas propiedades organolépticas
diferentes a otros pimentones nacionales y extranjeros. A continuacién, la tabla 1.1 presenta
la distribucién de la produccién de pimiento en Espafia, por provincias y Comunidades
. Auténomas:

Tabla 1.1 Produccién de pimiento en Esparfia

La Rioja 6 ha
Catalunya 1 ha
Baleares 25 ha
Castilla-Le6n 43 ha
Castilla-La Mancha 281 ha
C. Valenciana 193 ha
R. de Murcia 4.538 ha
Extremadura 2.376 ha
Andalucfa 83 ha
Espafia (total) 7.546 ha
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1.5 Caracteristicas botanicas

El pimiento pertenece al orden Tublifora, dentro del que existen unas treinta familias, siendo
las Solanéceas la que corresponde al pimiento. De sus diversas especies, mas de la mitad
pertenecen al género Solanum. Ademds del pimiento, la familia de las Solaniceas contiene
un amplio grupo de plantas cultivadas de gran interés econémico, como son la patata, el
tomate, el tabaco, etc. La mayor parte de las variedades de pimiento cultivadas pertenecen
a la especie Capsicum annuum L, por lo que es éste el nombre cientifico generalizado del
pimiento. Si bien algunos autores reconocen vinicamente la especie C. annuum, que engloba
toda la variabilidad genética existente, otros autores distinguen dos especies Capsicum
annuum L., y Capsucum frutescens L., que se diferencian fundamentalmente en el nimero
y color de las flores, forma y tipo de frutos, duracion vegetativa, etc.

El pimiento es una planta anual herbacea, con sistema radicular pivotante y profundo, que
puede alcanzar una longitud de 70-120 cm, provisto y reforzado de un niimero elevado de
raices adventicias. El tallo es de crecimiento limitado y erecto. Cuando la planta llega a una
cierta edad, los tallos se lignifican ligeramente. Presenta hojas lampifias, enteras, ovales o
lanceoladas con un dpice muy pronunciado y un peciolo largo. Las flores presentan una
corola blanquecina, aparecen solitarias en cada nudo y son de insercién aparentemente axilar.
Su fecundacién es autégama.

Pochard ha demostrado que la aparicioén de flores funcionales en el pimiento estid sometida
a la accién de diversos factores, como el minimo mimero de hojas (ocho a diez hojas por
flor) y las condiciones de luz y temperatura favorables. El mismo autor ha emitido la
hipétesis de que la aparicién de una flor depende de un equilibrio entre una accién inductora
que proviene de las hojas adultas y una accién represiva o competitiva procedente de las
hojas jovenes; por lo tanto, modificando este equilibrio se puede acelerar o retardar la
floracién. Bajo un punto de vista practico, conviene favorecer los factores que permiten
aumentar la proporcidn relativa de hojas adultas para acelerar la floracién.

La fecundacién depende de la marcha estacional. A temperaturas inferiores a 12°C, o
superiores a 35°C, el grano de polen no germina. Si la fecundacién de las flores no se
realiza, éstas se desecan y caen. El tiempo transcurrido desde el cuaje del fruto y su
maduracion depende de las caracteristicas del cultivo y del clima, mas que de la variedad.

El fruto es una baya semicartilaginosa y deprimida de color rojo o amarillo, cuando esta
maduro, que se puede insertar perdular o enhiestamente, de forma y tamafio muy variable.
Se puede indicar que existen variedades que producen frutos de 1 o 2 gramos, frente a otras
que pueden formar bayas de mas de 300 gramos.

Las semillas son redondeadas, suelen tener entre 3 y 5 cm de longitud, se insertan en una
placenta conica de disposicion central siendo de color amarillo palido. En 1 gramo puede
haber entre 150 y 200 semillas, y su poder germinativo es de tres a cuatro anos.
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1.6 Necesidades medioambientales

La floracién constituye el periodo critico del pimiento, por lo que los factores ambientales
determinan la mayor o menor floracidn, y de aqui, la futura produccién. El pimiento es un
cultivo de clima célido, como ya se ha indicado, por lo que precisa calor, més necesitado que
el tomate y algo menos que la berenjena. Para conseguir un desarrollo 6ptimo se precisan
temperaturas diurnas entre 20-25°C, y nocturnas entre 16-18°C. Si las temperaturas superan
los 32°C se produce caida de las flores, especialmente si se trata de ambiente seco. Si la
humedad relativa es elevada, la planta tolera temperaturas superiores a los 40°C. Por debajo
de los 15°C se retrasa el crecimiento de la planta, y si se desciende a los 0°C, la planta
puede sufrir dafos.

Las necesidades de temperatura del pimiento van creciendo a medida que se va desarrollando.
No le son favorables los cambios bruscos entre el dia y la noche; por esta razén, las zonas
de menor variacion térmica (zonas costeras reguladas por la proximidad del mar) favorecen
los contenidos de bioelementos en la planta, lo que permite un mejor desarrollo, aunque la
calidad del fruto es inferior a la que se obtiene en zonas que presentan una mayor variacion
térmica anual.

La semilla no germina por debajo de los 13°C, ni por encima de los 37°C, el mejor
porcentaje de germinacién se consigue entre los 20 y 30°C. La humedad ambiental es
conveniente que se encuentre sobre el 50-70%, especialmente durante la floracién y cuajado
de frutos. Durante las primeras fases de desarrollo precisa y tolera una humedad relativa mas
elevada que en fases posteriores.

También se precisa luminosidad durante todo el ciclo vegetativo, de manera especial durante
la floracién, puesto que la escasa luminosidad la reduce. La falta de luz produce en la planta
un cierto ahilamiento, con alargamiento de los entrenudos y de los tallos, lo que lleva a
debilitarlos y no pueden soportar el peso de una cosecha abundante en frutos.

Finalmente, en lo que respecta al terreno de cultivo conviene indicar que la planta no se
desarrolla bien en suelos arcillosos, siendo preferibles los de textura areno-limosa. En
cualquier caso, el suelo debe drenar perfectamente, ya que si se produce un exceso de
humedad se presenta asfixia radicular y se desarrollan enfermedades criptogdmicas. El pH
optimo se encuenbtra entre 6,5 y 7. Es sensible a la salinidad del suelo, que influye
negativamente sobre la calidad de la cosecha.

1.7 Recoleccion
Se realiza de dos formas: mediante obreros que se encargan de cortar los pimientos de las

plantas, y también mecédnicamente mediante cosechadoras. La maduracién de los frutos
acostumbra a ser escalonada, tanto por su aparicion en los tallos como por la situacién de los
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mismos en el cultivo. Los frutos que se encuentran en zonas despejadas y soleadas
acostumbran a adelantarse unos dias en su maduracion a aquellos que se encuentran a la
sombra o cubiertos por una masa de hojas que no permite penetrar a la luz.

El rendimiento suele ser de 4.000 a 5.000 kg de céscara (pimiento abierto y desecado) por
hectarea, lo que equivale a unos 25.000 a 30.000 kg de pimiento fresco. La recoleccién se
realiza durante los meses de septiembre, octubre, noviembre y diciembre.

A medida que aumenta la maduracién aumenta paralelamente el contenido en materia seca
del pimiento, asimismo también aumenta su color, lo que induce a recolectarlos totalmente
maduros.

Hay que destacar que la sintesis de colorantes carotenoides del pimiento tiene dos fases: la
primera durante el crecimiento y la segunda durante la maduracion. Hay que tener en cuenta
que durante la postmaduracion existe una sintesis de colorantes que se puede producir en la
misma planta o después de la recoleccion. Se han realizado multitud de ensayos para valorar
las condiciones que permiten un mejor contenido en color; no debe olvidarse que la
valoracién final serd el contenido en color.

1.8 Deshidratacion de los frutos

Las plantas recién recolectadas contienen una cantidad de agua importante, que depende de
las distintas partes de las mismas. Si el contenido de agua es importante, pueden proliferar
ataques de bacterias y hongos; por ello interesa eliminar el agua lo mds rapidamente posible.
Para la transformacién industrial se precisa desecar el pimiento y obtener la cdscara seca,
incluyendo las semillas. Los métodos a seguir son los siguientes:

- Desecado por exposicion al sol.

- Desecado al sol bajo cubiertas de pldstico.
- Desecado al humo.

- Desecado mediante aire caliente.

Hay que tener presente que la temperatura critica del pimiento se encuentra entre 65y 75°C.
Si se supera este intervalo comienzan a producirse alteraciones organolépticas importantes,
ya que se favorecen los fenémenos de oxidacion y otros tipos de reacciones quimicas entre
los propios componentes del pimiento. El efecto mds importante de la degradacién por
temperatura consiste en la destruccién de colorantes rojos y amarillos naturales y el aumento
de pigmentos pardos que producen un aspecto poco deseable. Se describen someramente las
caracteristicas mas importantes de los sistemas mencionados antes.

La técnica de desecado al sol se emplea mucho en la Region de Murcia, debido a que se ve
favorecida por la climatologia. Para ello los pimientos se extienden en explanadas de cemento
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para que, bajo la accién directa del sol, vayan siendo deshidratados. Resulta una técnica
barata, ademds de conseguir que la ciscara adquiera mas color que en los otros tipos de
desecado. Los pimientos se dejan al sol el mismo dia de su recolecciéon, extendidos sobre
eras, en una capa de unos 10 cm de espesor. Se acostumbra a dejarlos unos 10 dias al sol.
Después se parten mecanicamente por la mitad y se vuelven a colocar al sol durante 2 o0 3
dias, pero formando una capa de unos 5 cm de espesor. Después del secado se puede quitar
o no el rabo o pedinculo, lo que encarece el precio de venta de la cdscara seca. El sistema
de desecado al sol bajo cubiertas de plastico sustituye al desecado al sol en aquellas zonas
en que las condiciones climatoldgicas no lo permiten. Siendo muy ventajoso, no es muy
utilizado, ya que resulta ser caro por la instalacion que precisa.

El desecado al humo se realiza inicamente en la comarca de La Vera, y consiste en colocar
los pimientos en un horno, en cuya parte inferior se coloca la lefia (generalmente de encina
o de roble). Se enciende la lefia y produce un humo que es el que deshidrata al pimiento,
dandole un color mds oscuro. Es importante resaltar la accién fungicida que produce el humo
en los frutos. El tiempo de secado dura entre 8 y 10 dias. Los pimientos mas maduros son
los que tardan menos tiempo en secarse. Se precisa 0,8 kg de lefia por cada kg de pimiento
fresco.

El pimiento es uno de los productos horticolas que tolera mejor un desecado por aire
caliente, ya que presenta cierta resistencia a las alteraciones por calor, dentro de unos limites
de temperatura. Se precisa un fruto que haya alcanzado el miximo grado de madurez. El
contenido en agua al salir del secadero debe ser de un 10%; ya que, para disminuirla mas,
son precisos unos gastos de energia y de tiempo intitiles. Existen diversos tipos de secaderos
por aire, con disefios caracteristicos para optimizar al maximo su funcion.

1.9 Composicion del pimiento

La composicién quimica de los frutos del Capsicum varia bastante segin la variedad
considerada, las condiciones en las que se ha cultivado, etc. Sin embargo, se puede indicar
un ejemplo que permite adquirir una idea general:

Tabla 1.2 Composicién aproximada del pimiento

Humedad 8,34%
Substancias nitrogenadas 15,75%
Materias grasas 10,39%
Extracto no nitrogenado 42,86 %
Celulosa 15,37%
Cenizas 6,02%
Aceiles esenciales 1,18%
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El fruto contiene una pequeia cantidad de aceites esenciales, a los que debe su olor, también
contiene diversos pigmentos y un alcaloide: la capsaicina. Los pigmentos ocupan el lugar més
importante, ya que el pimiento es el principal colorante rojo en la alimentacién humana.
Dichos pigmentos estdn constituidos por una asociacién de carotenoides entre los que se
encuentran la capsantina, capsorrubina, zeaxantina, criptoxantina, luteina y carotina. También
son ricos en vitamina C, o 4cido ascorbico, encontrdndose otras vitaminas como la A, B,,
B,, E, Jy PP.

1.10 Aplicaciones del pimiento

Considerando que es una fuente rica en vitamina C, puede utilizarse como condimento,
siendo muy popular como aditivo para dar color a ciertos alimentos, como los huevos, el
queso y las patatas. Comercialmente, el pimiento se utiliza para la fabricacion de salchichas
y embutidos. También se utiliza como conservante natural por sus propiedades antibacteria-
nas.

El "chilli" es una mezcla de pimiento y otras hierbas y especias, utilizindose en diversos
guisos mexicanos. También forma parte del "curry”, y es el condimento esencial del
"goulash" hdngaro. Sin embargo, la principal aplicacién del pimiento es la obtencion de
oleorresina.
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CAPITULO 2

LA OLEORRESINA DE PIMENTON

2.1 Definicion y aplicaciones

Segin el cédigo alimentario, las oleorresinas se incluyen entre los agentes aromaticos y se
definem como "productos obtenidos de los condimentos aromdticos o especias y otros
productos vegetales por un proceso de extraccion y posterior eliminacién del disolvente". Asi
pues, la oleorresina de pimentén es el extracto lipidico del mismo, obtenido en forma de
aceite viscoso con un intenso color rojo y con el aroma tipico del pimiento, que contiene
todos los componentes de dicho producto extraibles mediante un disolvente organico.

La importancia de la oleorresina de pimentén se debe, fundamentalmente, a su poder
colorante. Dado que se trata de un producto natural atéxico, se emplea en gran medida en
la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, etc., en sustitucion de otros aditivos de
sintesis que pueden resultar téxicos a largo plazo. Las substancias que confieren el color,
carotenoides y xantdfilas (derivados ceténicos o con grupos hidroxilo de los carotenos), se
encuentran en los cromatéforos de las plantas, por lo general en suspensién coloidal.

La comercializacion del pimentén como oleorresina presenta unas ventajas que justifican la
transformacion:

- Los pigmentos carotenoides estin mas protegidos frente a la oxidacién atmosférica
y frente a la luz.

La dosificacién se controla mas facilmente.

Debido a ser un producto que presenta mayor concentracioén, requiere menor
espacio para su almacenamiento, a la vez que disminuyen los costes por transporte.

Esti libre de contaminaciones microbioldgicas, restos de insectos, etc.
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- Se consigue una gran estabilidad del color, pese a la estructura insaturada de las
moléculas de los pigmentos colorantes.
2.2 Composicién
Los componentes quimicos de la oleorresina de pimentén son los siguientes:
- Acidos grasos esterificados: Palmitico. estedrico, oleico, linoleico, miristico, etc.
- Esteroles y esteroides.
- Vitamina E: procedente del germen de la semilla.
- Pigmentos carotenoides:
Colorantes’ rojos: capsanteno y capsorrubeno.
Colorantes pro-vitaminicos amarillos: criptoxanteno y (-caroteno.

Otros colorantes amarillos: zeaxanteno, luteina y violaxanteno.

En una oleorresina que presente 100.000 unidades de color, el contenido aproximado de los
carotenoides tipicos esta indicado en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Contenido en carotenoides de una oleorresina de pimentén de 100.000 unidades de color

Carotenoides tipicos Contenido en g/kg
Capsanteno 65-70
Capsorrubeno 8,5-9
B-caroteno 12-12,5
Zeaxanteno 8-8,5
Criptoxanteno 3,5-3,7
Violaxanteno 0,5-1
Car. Isomerizados 0,8-1

Es importante sefialar que algunos de estos pigmentos son de naturaleza pro-vitaminica, de
tal forma que en el organismo humano pueden transformarse en vitamina A después de su
ingestion alimenticia.
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2.3 Utilizacion

Ya se ha indicado su aplicacién dentro de tan diversas ramas como son alimentacion,
cosmética y farmacéutica. Dentro de la alimentacién cabe destacar la humana y la animal.
Respecto a esta dltima hay que decir que en Espafia y otros muchos paises el consumidor
exige aves pigmentadas. Una pigmentacion correcta, ademds de ser un aspecto atractivo para
el comprador, se considera también un indice de salud, ya que es bien conocida la influencia
que tienen sobre la pigmentacién los transtornos y enfermedades de la aves. Salud y color
son dos conceptos ligados a una gran inquietud actual por la alimentacidn, y en este caso,
pigmentacioén natural.

El color de la yema de huevo, asi como el de la carne de pollo, se produce por la
acumulacién de ciertos pigmentos naturales en los tejidos, estos pigmentos son los
carotenoides. La principal fuente de carotenoides en la alimentacién aviar es el maiz, pero
cuando la coloracién baja o se desea incrementar, se utiliza la oleorresina de pimenton
mezclada con el pienso.

En el caso de la alimentacién humana se aplica a carnes, productos lacteos, sopas, comidas
ligeras y en general a productos que precisan este tipo de color.

2.4 Elaboracion industrial

Sin intentar profundizar excesivamente en este tema, se desea dar una visién general de la
obtencién de la oleorresina de piment6n, puesto que presenta gran influencia dentro de este
trabajo.

Su elaboracién consta de las siguientes etapas:

- El triturado y molido de la cdscara, previamente seca, permite la obtencién del
polvo de pimiento, que se prepara en pellets (normalmente de forma cilindrica).

- La extraccion de los pellets mediante un disolvente organico adecuado, en la que
tiene lugar la disolucién de los componentes liposolubles del pimentdn.

- La eliminacién del disolvente a una temperatura no superior a los 50-60°C, con
la ayuda de vacio. Finalmente se inyecta vapor para eliminar el disolvente residual,
y conseguir adaptarse a la legislacion vigente.

El fruto deshidratado que entra en Ia fase de extraccion presenta una composiciéon media del
55 al 62% de pericarpio, del 29 al 33% de semilla y del 8 al 9% de pedinculos. Todo el
contenido de color se encuentra en el pericarpio, con lo que es conveniente eliminar
previamente la semilla, ﬁue se tratard para la extraccion de su aceite, utilizado para
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estandarizar el color final de la oleorresina.

2.4.1 Trituracion, molienda y pelletizacion

Sigue una trituracién y molienda del pericarpio hasta conseguir el tamafio deseado que
permita una mejor extraccién, lo que se consigue realizando una pelletizacién que permite
la difusién del soluto entre las dos fases sélido-liquido. El pellet debe presentar una forma
geométrica que, con el minimo volumen presente la maxima superficie, lo que favorece el
fendmeno de la extraccién. Es recomendable la forma cilindrica debido a que cumplen, con
bastante aproximacion, los requisitos de la relacion superficie/volumen, siendo adem4s una
forma muy extendida en las granuladoras existentes en el mercado. Es conveniente controlar
la humedad para conseguir una buena extraccién.

2.4.2 Extraccion -
Hay diversos factores que influyen en la extraccion:

- La agitacidn favorece el contacto intimo entre el sélido y el disolvente, renovando
la superficie de transferencia sélido-liquido.

- El disolvente debe ser selectivo, y que se desplace con facilidad a través del sélido.

- La temperatura, al aumentar, influye positivamente en la extraccién, aumentando
la solubilidad y el coeficiente de difusién del soluto en el disolvente, aunque puede
disminuir la selectividad del mismo.

2.4.3 Eleccion del disolvente

Las pruebas realizadas con distintos disolventes mediante extraccién discontinua durante doce
horas (Cabeza et al., 1992) se muestran en el diagrama de barras que se presenta en la figura
2.1.

De la figura mencionada y de la propia naturaleza de los disolventes pueden deducirse las
siguientes valoraciones:

- La mayor densidad de ciertos disolventes hace que los pellets floten, de tal manera
que se obtiene un rendimiento inferior en la extraccion, como ocurre en el caso del

dicloroetano.

- El disolvente empleado no debe perjudicar la valoracion en color de la oleorresina,
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lo que no aconseja el empleo de etanol.

- Los disolventes clorados presentan el problema del coste a manipular, ya que la
operacion de extraccién, por ser un fendmeno de superficie, estd influenciada por
el volimen. Ademds presentan un elevado punto de ebullicion, con el consiguiente
aumento de coste energético.

- Otros disolventes, tales como el éter de petrdleo, éter etilico y acetona, aunque
presentan unos rendimientos muy aceptables, generan problemas de inflamabilidad.
Todo ello conduce a elevadas pérdidas de disolvente, mayor coste de seguro y un
aumento de la peligrosidad. Contariamente al caso de los disolvente clorados.

- Debe tenerse en cuenta las normas vigentes sobre el empleo de diversos disolventes
en productos destinados al consumo humano o animal.

HEXANO

ACETONA
TRICLOROETILENO
CLOROFORMO
DICLOROETANO

ETER DE PETROLEO
ETER ETILICO
ETANOL
TETRACLORURO DE C.

DICLOROMETANO |

0 1 2 3 4 5} 6 7
Rendimiento (g oleo/100 g pimentdn) |

Figura 2.1 Rendimiento de la extraccion utilizando diferentes disolventes.

Teniendo en cuenta las anteriores valoraciones, el disolvente que mejor se ajusta a las
necesidades industriales para la obtencion de la oleorresina de pimenton es el hexano. Dicho
disolvente puede presentarse como n-hexano y hexano (con todos sus isémeros). Se ha
comprobado (Cabeza et al., 1992) que no hay diferencias importantes en su comportamiento,
a efectos de extraccion. No debe olvidarse que los intereses que mueven a la eleccion del
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disolvente son los puramente industriales.

La figura 2.2 presenta la curva rendimiento-tiempo de extraccién sin agitacién. De ella se
desprende que, en una extraccion discontinua en una etapa, disminuye mucho el rendimiento
a partir de las cuatro horas, ya que, para aumentarlo un 0,2 %, se precisa que el proceso dure
una hora mas.

: Rendimiento (g oleo/100 g pimentdn) |

0 ] 1 1 i i ] | 1 1 i 1 J
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (horas)

Figura 2.2 Rendimiento de la extraccion frente al tiempo de duracién de la misma.

La figura 2.3 presenta los resultados para la extraccién con mdis de una etapa. Para
confeccionarla se ha procedido de la siguiente forma: El primer valor representa el contacto
de los pellets con el disolvente durante cuatro horas. Para el segundo valor los pellets han
estado una hora en contacto con el disolvente nuevo, el cual se ha renovado para las tres
horas restantes. El tercer valor se halla cambiando el disolvente a las tres horas. De todo ello
se desprende que un cambio de disolvente favorece positivamente el rendimiento de la
extraccion, y que dicho cambio debe realizarse alrededor de la primera hora de extraccién.

Los estudios indicados hasta el momento se encuentran ampliados (Cabeza et al., 1992), de
tal manera que lo presentado en este apartado es Uinicamente el restimen de lo mis importante
bajo el punto de vista de su influencia sobre los compuestos volatiles de la oleorresina de
pimentdn, no se pretende introducir ninguna consideracién sobre su bondad en los métodos
en uso actualmente.
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Figura 2.3 Resultados de la extraccion con mds de una etapa.

2.4.4 Eliminacion del disolvente

Se acostumbra a eliminar el disolvente por evaporacion, con aplicacién de un vacio elevado
al final de la destilacién, ain con este sistema quedan entre 5.000 y 10.000 ppm de
moléculas de disolvente, debido a que son retenidas fuertemente por las macromoléculas de
los triglicéridos, etc.

Por lo dicho antes, es conveniente aplicar un arrastre con vapor de agua en el mismo equipo
de desgasificacién o desolventizacién, con lo que se puede llegar a un contenido de 5 ppm
de disolvente. Debido a que el contenido de la oleorresina de pimentén en los alimentos es
muy pequeiio, no se presenta ninguna toxicidad, al disminuir considerablemente la proporcién
del mismo.

El empleo de dicloroetano como disolvente estd soportando unas restricciones debidas a las
causas indicadas anteriormente, lo que hace que las plantas de extraccion se estructuren hacia
la utilizacién del hexano’ Existe otro inconveniente en el empleo de dicloroetano, derivado
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de su descomposicién, en pequefio porcentaje, al sufrir la destilacién y eliminacién del
mismo, se descompone en dcido clorhidrico y agua.

Hay que indicar que los estudios actuales se dirigen hacia la extraccién de oleorresina
mediante el empleo de fluidos supercriticos, normalmente el anhidrido carbdnico. Las
distintas condiciones de trabajo, variando la temperatura y la presion pueden dar lugar a
extracciones en las que la fraccién extraida se podrd variar en funcidén de las condiciones

indicadas antes (Doménech et al., 1977). Es muy posible que con la aplicacién de esta
técnica se eviten los diversos problemas indicados anteriormente.

2.5 Caracteristicas fisicoquimicas

Se indican, de forma muy general, las propiedades fisicoquimicas mds importantes que
presentan las muestras de oleorresina de pimentén que se han utilizado en este trabajo:

- Color rojo oscuro: La intensidad de color es su cualidad mas importante desde el
punto de vista comercial y depende de la concentracion de los pigmentos que
contiene.

- Aroma agrabable, caracteristico del pimiento.
- Sabor agradable y dulce.

- Fluidez relativamente alta.

- Homogeneidad.

- Muy soluble en aceites vegetales a temperatura ambiente, para proporcionarles una
coloracion roja, brillante y transparente.

- Libre de materias extraiias.

- Humedad inferior al 0,5%.

- Disolvente residual: Se ha indicado que la legislacion actual ha reducido mucho las
tolerancias maximas, lo que ha disminuido ain mas los contenidos en ppm de los
disolventes.

- La densidad es un valor variable, aunque oscila entre 0,92 y 0,95 gr/ml.

- Solubilidad: La oleorresina es perfectamente soluble en aceites y grasas, y puede
prepararse de forma dispersable en agua con la presencia de determinados
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emulsionantes no idénicos permitidos en alimentacion.

2.6 Comentarios acerca de los métodos de extraccion de la oleorresina de
pimenté6n

Se ha visto que, actualmente, el sistema de extraccidn vigente se realiza mediante disolventes
volitiles, lo que supone la eliminacién de los mismos mediante la aplicacién de calor, vapor
de agua y vacio.

Todas las técnicas de eliminacion del disolvente indicadas en el prrafo anterior son negativas
a efectos de mantener los compuestos organicos voldtiles en la matriz de la oleorresina. Hay
que tener presente que gran cantidad de los mismos se pierden en las operaciones indicadas.
Aln asi se podrd observar que todavia quedan retenidos por la oleorresina gran cantidad de
los mencionados compuestos.

Aunque la finalidad actual de la oleorresina de piment6n es la de colorante, se puede pensar
en que la aplicacién de la extraccién supercritica disminuird de forma drastica la pérdida de
volitiles de la oleorresina, lo que le conferird propiedades organolépticas superiores a las que
presenta actualmente (Domeénech et al., 1977).
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CAPITULO 3

LOS COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES

3.1 Introduccion

Desde los tiempos mds antiguos los compuestos organicos volatiles de las plantas (VOCs) han
tenido un peso especifico considerable en relacién con el aroma y el olor. El perfodo durante
el cual los VOCs naturales aislados de plantas se usaron como materia prima de perfumeria
y alimentacién duré hasta mediados del siglo pasado. Comprendian un centenar, aproximada-
mente, de aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor, algunas oleorresinas obtenidas
por extraccién con disolventes, unos diez resinoides y algunos productos procedentes del
reino animal.

Actualmente, los VOCs obtenidos de las plantas continuan jugando un importante papel como
productos naturales olorosos y sirven, ademds, como modelos para sintesis quimicas de
substancias que pretenden ser idénticas a las naturales, con caracteristicas muy pronunciadas
de olor y sabor.

En 1963, Weurman publicé una lista de compuestos voldtiles, constituida por, aproximada-
mente, un centenar de compuestos, treinta afios después la lista contiene un minimo de 5.000
compuestos quimicos. Los compuestos aromdticos volatiles representan, aproximadamente,
entre 10 y 100 ppm del total de la planta.

Los compuestos olorosos o aromas son moléculas orgdnicas de masa molecular no muy
elevada, inferior a 400; y cuya tensién de vapor a presidon atmosférica y a temperatura
ambiente es lo suficientemente alta como para que se encuentren parcialmente en estado de
vapor en la atmésfera, provocando un estimulo en la mucosa olfativa.

Los compuestos voldtiles citados antes pertenecen a diversos grupos de la quimica orgéanica:
hidrocarburos (generalmente terpénicos), alcoholes, éteres, aldehidos, cetonas, ésteres,
aminas, amidas y diversos heterociclos. Ninguno de ellos aporta valor nutritivo alguno al
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alimento que los contiene.

Por lo visto anteriormente, un aroma natural representa una parte infima respecto al producto
alimentario en el que se encuentra. De cualquier forma, es conveniente tener en cuenta las
siguientes premisas (Richard, Giampoali, 1992):

- La nota aromatica tipica de un producto alimentario se debe, a veces, a un tinico
compuesto, por ejemplo el caso del 1-octen-3-ol del champifién.

- Pueden ser necesarios diversos compuestos para dar la idea de un alimento. En
ocasiones intervienen un pequefio nimero de moléculas, como en el caso de la
manzana. Otras veces es necesaria la combinacién de un mayor nimero de
compuestos, como en el caso del melocotén.

- Ninguno de los compuestos volatiles identificados en el alimento parece aportar la
nota caracteristica, caso de la pimienta.

Los diversos compuestos volitiles de un producto alimentario se perciben de dos maneras
diferentes: en primer lugar, por via nasal directa; luego, cuando el alimento esta en la boca,
por via retronasal. Ambas percepciones definen perfectamente el olor y el aroma del
producto, que reagrupadas con astringencia y pseudocalor (sensacién de cambio de
temperatura de la boca provocada por ciertos alimentos), reciben el nombre de flavor.

No se detecta un compuesto volitil en la atmésfera circundante si no se alcanza su umbral
de deteccion. Segiin el compuesto de que se trate se presentan umbrales de percepcién
distintos, que dependen también del medio en que se encuentran. Se incluye ]a tabla 3.1 que
permite comparar los umbrales de deteccién de diferentes compuestos organicos voltiles
constituyentes de aromas, y asi poder comparar su distinto poder, los umbrales de deteccién
estin en ppm, la tabla es vdlida para agua a 20°C.

Tabla 3.1 Umbrales de deteccion de diferentes compuestos orgdnicos voldtiles

Etanol 100 Malrol 35
Acido butirico 0,2 Vainillina 0,02
Linalol 0,006 «-lonona 0,004
2-Isobutil-3-metil pirazina 0,000002 Melilmercaptané 0,00002
Furaneol 0,00004 1p-Menten-8-tiol 0,00000002

Se observa en la tabla que el umbral de deteccién de una substancia varia mucho con
respecto a otras. La anterior tabla se ha incluido meramente a titulo informativo, sin que los
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compuestos orgdnicos voldtiles indicados tengan que ver con la oleorresina de piment6n.

3.2 Generacion de los aromas presentes en los alimentos

Se puede considerar que los aromas que se encuentran presentes en los alimentos se generan
a través de los tres métodos siguientes (Katz, 1986):

1. Productos arométicos derivados bioldgicamente, también llamados metabolitos
secundarios. Generalmente se forman por los siguientes motivos:
a.- fermentacién microbioldgica;
b.- accién enzimitica de enzimas enddgenos;
c.- enzimas adicionados durante el proceso,
d.- productos finales del metabolismo de las plantas.

Como ejemplo de este grupo se encuentran los vegetales, frutas, bayas, aceites esenciales
productos lacteos fermentados y bebidas alcohdlicas.

2. Productos aromdticos formados por aporte de calor, que se producen cuando el
alimento se cocina o se procesa con aporte calorifico. Son los responsables del aroma
de los alimentos tales como carne, café, aves de corral y productos similares.

3. Productos aromdticos formados por aporte de calor, pero que dependen de la
formacién de precursores durante una etapa previa de fermentaciéon. Como ejemplos
tipicos pueden citarse el cacao y el pan. Los productos no volatiles formados durante
fermentacién microbiolégica reaccionan segiin la reaccién de Maillard para formar
los responsables quimicos del aroma.

3.3 Obtencion (aislamiento) de los compuestos organicos volatiles

Partiendo de la base de que se trata de substancias que producen olor y/o sabor, presentan
una volatilidad elevada, como indica su nonbre. Ello permite aplicar técnicas que consiguen
separarlos de la matriz que los contiene.

Como se vera en el siguiente capitulo, existen muchos métodos de extraccion de los mismos,
pero no todos ellos aplicables a la oleorresina de pimentén. No hay que olvidar que no se
trata de un aceite obtenido por arratre de vapor, lo que facilitaria mucho el procedimiento,
sino de una oleorresina, que contiene substancias de elevada masa molecular, y por tanto,
de baja volatilidad.

Se presenta el problema de la formacion de compuestos extrafios, debido a descomposiciones
quimicas o reacciones entre voltiles durante el proceso de separacién. En ocasiones, como
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en este estudio, se adicionan cuerpos extranos para la extraccién que pueden proporcionar
substancias extrafias, indicadas antes. Por todo ello cualquier adiciém para mejorar una
extraccion debe controlarse adecuadamente.

En el presente estudio se ha evitado afiadir cualquier cuerpo extrafio durante los procesos de
separacion de los volatiles, aunque alguna técnica aplicada ya lleva implicita la utilizacion
de disolventes, etc.

3.4 Anilisis mediante cromatografia de gases de los compuestos organicos
volatiles

La cromatografia de gases, pese a sus limitaciones, es la mejor técnica de separacién para
la situacién en estudio que se presenta. La limitacion mds considerable que presenta su
aplicacion es que estd restringida a la separacién de compuestos que poseen una considerable
presion de vapor, o sea una cierta volatilidad. La volatilidad es, sin embargo, el atributo
fundamental que presentan aquellas substancias que aportan aroma.

El flavor es la respuesta de una suma de estimulos, mientras que la cromatografia de gases
diferencia inicamente a varios de estos compuestos presentes, solamente a algunos de los que
aportan sus propiedades al flavor.

Las muestras de flavor son, a menudo, demasiado complejas, alguno de sus compuestos es
inestable, y pueden encontrarse dispersos en diversas matrices, todo ello puede complicar su
obtencidn para el anilisis.

Se precisa el uso de columnas de gran capacidad de resolucién. Por lo general, la resolucién
de una separacién varia inversamente con la capacidad de la columna (Takeoka et al., 1985),
las mejores separaciones se obtienen en las columnas de didmetros mds pequefios. La
disminucién del didmetro de una columna presenta el problema de la adaptacion de la misma
a los equipos de inyeccién y deteccion existentes.

3.5 Caracterizacion de los compuestos organicos volitiles separados mediante
cromatografia de gases

Si bien se dispone de la espectrometria de masas para dilucidar la naturaleza de los
compuestos organicos voldtiles, es posible pensar en algin método para caracterizar los
mencionados compuestos (Sandra, Bicchi, 1987). El tiempo de retenciéon varia con la
temperatura y con el caudal de gas portador, por lo que hay que descartarlo debido a la
imposibilidad de mantener estas condiciones constantes en cada experiencia.
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La retencién relativa es la relacién entre un componente determinado y otro que se utiliza
como referencia:

tR(analita)

tR(.rtandard)

=

En ocasiones es mds estricto utilizar la relacion entre tiempos de retencién ajustados a una
substancia que no es retenida practicamente por la columna, con lo que la anterior férmula
se transforma en:

/
_ tR(a)_ tR(a)“tM
r = =
(a.s) ! T
IRy ‘RO M

En la que ty es el tiempo de retencion de la substancia que no es retenida por la columna.

El compuesto que se utiliza como standard puede ser uno perteneciente a la muestra que se
analiza, y del cual se conoce perfectamente su naturaleza. También puede adicionarse a la
mezcla, previamente al andlisis, un compuesto cuyo tiempo de retencion lo sitiie en una zona
intermedia y que ademdas no solape a ninguno de los compuestos de la muestra.

3.6 Acoplamiento cromatografia de gases/espectrometria de masas (HRGC/MS)
para el analisis de los compuestos volatiles de la oleorresina de pimentén

Una vez se ha optado por un método de extraccion, el mas adecaudo para cada situacién, se
llega a una aplicacién inevitable para la identificacién de los compuestos voldtiles que
consiste en el acoplamiento cromatografia de gases de alta resolucién/espectrometria de
masas (HRGC/MS). Si bien comenz6 a aplicarse en 1967, su verdadero desarrollo se observa
desde el momento en que se puede conjugar la anterior combinacién con las técnicas mds
sofisticadas, principalmente a nivel informético (Vernin, Lageot, 1992).

Si se somete una molécula a un bombardeo electrénico, se fragmenta mais o menos,
dependiendo de su estabilidad. Los fragmentos que se forman y sus intensidades relativas son
caracteristicos de la molécula. Si se almacena estos datos en un sistema informatico, se puede
generar una gran fuente de espectros de masas, que permiten dilucidar la naturaleza de
aquellos compuestos separados mediante cromatografia de gases, por comparacién con los
espectros ya conocidos. El problema de comparacién de los espectros es puramente
informatico, aunque la decision final debe estar apoyada por razonamientos de técnicos
especialistas.
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CAPITULO 4

EXTRACCION (AISLAMIENTO) DE LOS COMPUES-
TOS ORGANICOS VOLATILES (VOCs)

4.1 La extraccion de compuestos organicos volatiles de los productos naturales.
Meétodos de extraccion (o aislamiento)

Si se consideran las caracteristicas que presentan aquellos compuestos responsables del flavor
de ciertas substancias; sobresalen, fundamentalmente, las siguientes: la volatilidad, la
solubilidad en una gran mayoria de disolventes organicos y su baja solubilidad en agua. Los
métodos que conducen a conocer a los resposables del flavor se basan en alguna de las
caracteristicas mencionadas antes o en una combinacién de mds de una de ellas.

Hay que considerar ciertas premisas antes de intentar obtener los VOCs de una muestra:

(a) La concentracién de VOCs en una muestra acostumbra a ser muy pequefia, ello
implica la obtencién de una pequefia cantidad a partir de una cantidad de muestra
mucho mayor.

(b) Los VOCs son compuestos muy distintos entre si, de masa molecular y naturaleza
quimica muy diferentes, con unas concentraciones que varian dentro de intervalos
muy amplios, ain en muestras de origenes similares.

(©) No existe una relaciéon directa entre la influencia de cada componente del flavor y su
concentracion en la fraccién volatil.

(d) En la extraccion de los VOCs se utilizan ciertas substancias que favorecen a la misma
y que luego es imprescindible eliminar o reducir; lo que obliga, en muchos casos, a
realizar una etapa de concentracion, como es en el caso del empleo de disolventes de
alta pureza.
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(e) Hay que evitar la formacién de substancias contaminantes, causadas por cambios
quimicos o bioldgicos que se producen en la muestra durante el tratamiento de
obtencién de los VOCs, puesto que pueden producir interferencias.

Los equipos de que se dispone actualmente para el andlisis y la identificacion de los
compuestos organicos voldtiles de cualquier substancia natural permiten un conocimiento ade-
cuado de la muestra hasta el extremo de asumir que el perfil cromatografico es una
representacion estricta de los VOCs presentes en la misma.

Debe tenerse en cuenta que los procesos o técnicas empleadas para la separacién de los
compuestos organicos volatiles puede influir profundamente en la composicién final. Es por
ello que se comentan brevemente las mencionadas técnicas, justificando su interés en la
aplicacién de la obtencion de los VOCs de la oleorresina de pimentdn.

Pueden enumerarse las siguientes técnicas de aislamiento y concentracién para los
compuestos organicos volatiles:

- Destilacion

- Extraccién

- Destilacion y extraccion simultdneas
- Espacio de cabeza estatico

- Espacio de cabeza dindmico

- Extraccién supercritica

La anterior clasificacion no puede contemplarse en términos absolutos, puesto que, de alguna
forma, se ha realizado pensando en aquellas técnicas que, a priori, pueden ser positivas en
su aplicacién en la oleorresina de pimentdn. Debe tenerse presente que se trata de un
producto que ya proviene de una extracion con un disolvente organico, hexano o dicloroeta-
no.

4.2 Destilacion

Puede decirse que es el método mas utilizado para obtener los VOCs a partir de materias no
volatiles. No contiene substancias que puedan interferir en el anélisis cromatografico, puesto
que estas tltimas no formarian parte del destilado. En el caso de la oleorresina de pimenton
debe descartarse la destilacién, puesto que la poca cantidad de compuestos voldtiles no lo
aconseja. Tampoco es aconsejable por las elevadas temperaturas que se pueden alcanzar, lo
que podria perjudicar a los compuestos termolabiles.

Es mas aconsejable la destilacién por arrastre de vapor a presién atmosférica, que permite
trabajar con temperaturas notablemente inferiores, y es asi la forma como se obtienen la
mayoria de aceites esenciales. Los VOCs se recogen en concentraciones muy pequeiias, lo
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que obliga a realizar una extraccidn posterior. Existen otras desventajas como es la formacion
de substancias que no estaban en el material de partida, que pueden formarse en reacciones
de degradacién térmica, lo que debe tenerse en cuenta al valorar los resultados.

La destilacion a presién reducida mejora en algunos aspectos los resultados de la destilacién
a presion atmosférica, en la que se reducen notablemente aquellos compuestos extrafios
formados por degradacion térmica, su mayor desventaja es la posible disminucién de VOCs
debido a posibles pérdidas por no condensaciéon de alguno de los mismos. Es obligada la
utilizacién de trampas frias a temperaturas muy bajas, situadas antes de la bomba de vacio,
pero adn asi es posible que se produzca alguna pérdida de VOCs con menores puntos de
ebullicion. Puede hablarse en términos parecidos de la destilacién por arrastre de vapor a
presién reducida.

Para el estudio de los VOCs de la oleorresina de pimentén no se ha considerado el uso de
la destilacion a causa de la poca cantidad de los mismos en el extracto. También se considera
que se obtiene un mejor resultado aplicando la destilacién y extraccién simultidneas, como
se indica en pdginas posteriores.

4.3 Extraccion

La extraccion directa de una fraccién volatil mediante un disolvente es una técnica muy
simple, aunque presenta el problema de extraer otras substancias, que son solubles en el
disolvente empleado, y que pueden perjudicar los procesos de separacion e identificacion.
Cuando el extracto se destina a un andlisis cromatogréfico e identificacion posterior no se
recomienda esta técnica, puesto que es muy probable la introduccién de elementos de masa
molecular elevada en el interior de la columna cromatografica, con todos los problemas que
ello comporta.

Si se considera la aplicacion de una extraccion directa a la oleorresina de pimentén, surgen
problemas de todo tipo, puesto que deberia trabajarse con un disolvente selectivo inicamente
para los VOCs, lo que no es posible en las condiciones en que se presenta la muestra. Por
todo ello es un método que debe descartarse desde el principio.

En este punto es conveniente indicar que la extraccion cldsica con Soxhlet, mediante un
disolvente que se lleva a su punto de ebullicién y se adiciona a la matriz a extraer, no tiene
resultados positivos; puesto que se presenta el mismo problema que el que se ha indicado en
el apartado anterior: no se dispone de un disolvente selectivo inicamente para los compuestos
organicos volatiles.

En realidad, la ventaja que aporta este método, que es la adicién de disolvente puro a la
oleorresina no presenta mejora alguna, puesto que no realiza una extraccion selectiva de
VOCs. Este sistema de "extraccién puede emplearse para conseguir separar productos
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organicos naturales (voldtiles y no volatiles) con un rendimiento excelente.

4.4 Destilacién y extraccién simultaneas (Método de Likens y Nickerson)

Es un método que intenta aprovechar simultineamente las ventajas de ambas técnicas,
reuniendo la destilacién por arrastre de vapor y la extraccién en un mismo equipo. Las
ventajas que presenta son:

@) Se pueden concentrar los VOCs hasta valores muy elevados a partir de una solucién
diluida en una sola operacion y en un tiempo considerablemente corto.

(b)  Se utilizan cantidades muy pequeifias de disolvente con lo que se reduce el peligro de
contaminacién de la muestra causada por el propio disolvente.

© Se puede reducir la degradacién térmica empleando presién reducida.

Su empleo se ha generalizado, habiéndose aplicado para la obtencién de VOCs de una gran
cantidad de substancias naturales.

Los resultados que se han obtenido en su aplicacion a la oleorresina de pimentén, tanto a
presién atmosférica como a presién reducida, hacen recomendable este método para la
obtencién de los correspondientes compuestos organicos voldtiles, como se verd en el
correspondiente capitulo.

4.5 Espacio de cabeza (Headspace) estitico

Se trata de colocar una muestra de la substancia de la que se desea determinar sus VOCs en
un recipiente cerrado herméticamente en unas condiciones determinadas previamente,
extrayendo una muestra del vapor que se encuentra por encima de la matriz y analizar los
compuestos que contiene el mencionado vapor. Por todo ello no puede considerarse como
un método de extraccién en el sentido estricto de la palabra; sin embargo, se cita en este
capitulo puesto que es otro método que ha permitido obtener muestras con un cierto
contenido de VOCs. Se puede considerar que es el camino mds sencillo de determinar la
fraccion volatil.

Las muestras a analizar pueden ser soluciones liquidas homogéneas, sélidos homogéneos o
materiales no homogéneos. Si se trata de una muestra liquida, como es el caso de la
oleorresina de pimentén, hay que definir la distribucién constante de los analitos, teniendo
en cuenta las variables de estado del sistema o el balance masico de los analitos entre la fase

condensada y la fase gaseosa.
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Las concentraciones respectivas en el vapor (C,) y en la muestra (C,) vienen determinadas
(Hinshaw, 1990) por el coeficiente de distribucion (K), dependiente del componente y de la
matriz que contiene la muestra, segin la siguiente ecuacion:

No cabe duda de que en el espacio de cabeza se encuentran presentes todas aquellas
substancias que, de alguna manera, son responsables del flavor de la muestra a tratar, en
proporciones parecidas a las que llegan a los sentidos. Sin embargo, es muy complejo
determinar la composicidn del espacio de cabeza debido a la baja concentracion de la mayoria
de sus componentes. Las concentraciones de VOCs en las dos fases no cambia con el
transcurso del tiempo, una vez se ha alcanzado el equilibrio, aunque si se puede hacer variar
al tomar la muestra, lo que implica un estudio de la forma mas adecuada de adquisicion de
Ia misma.

Los factores que influyen en la composicion cuantitativa de los VOCs en el espacio de
cabeza, segin Nawar (1966) son los siguientes:

- La presién de vapor del componente en cuestion.

- El medio en que se encuentra el componente volatil y su solubilidad en el mismo.
- La concentracién del volatil en la fase liquida.

- La miscibilidad del componente con otros disolventes orgdnicos.

- Presencia de sales o azdcares en el medio en que se encuentra el volatil.

La presién de vapor es el factor mds importante hasta el punto de que tnicamente se
obtengan cromatograficamente aquellos componentes cuya presion de vapor es mas elevada.
En muchos casos, como se dispone de una muestra con un elevado contenido en agua, el
espacio de cabeza estd formado mayoritariamente por vapor de agua, ademds de aire,
reduciéndose ain méas la concentracién de los VOCs. En el caso de la oleorresina de
pimentdén no se presenta este problema, puesto que se trata de un extracto obtenido mediante
un disolvente orgédnico eliminado previamente, como ya se ha indicado antes.

Las ventajas de esta técnica son numerosas indicdndose, a continuacion, las mds importantes,
segun Teranishi y Buttery (1962):

- No hay introduccion de substancias extraias aportadas por disolventes, o impurezas
de los mismos. "
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- Se reduce al maximo el problema de los cambios producidos por reacciones
quimicas o enzimaticas.

- Se elimina pricticamente la pérdida de compuestos que presentan una gran
volatilidad.

También se deben considerar las limitaciones que introduce esta técnica:

- Hay compuestos que poseen una volatilidad media o baja y que, por esta razén, no
aparecen en el cromatograma correspondiente, debido a que la sensibilidad del
detector puede no ser suficiente para detectarlos, aunque su presencia influya en el
flavor debido a que si son detectados por los sentidos.

- Puede producirse una absorcién de algunos compuestos orginicos voldtiles en la
goma del tapén, lo que puede influir en estudios comparativos de matrices
similares. -

- Debido a la presencia de agua en la muestra que se introduce en el cromatdgrafo
y al gran volimen de la misma que se inyecta, aumenta el tiempo de inyeccién, lo
que produce cromatogramas con mala resolucion.

- El proceso de llenado de la jeringa y la inyeccion de la muestra puede presentar
problemas debido a actuar contra presiones distintas a la existente en la propia
jeringa.

Jennings y Filsoof (1977) confirman que en la técnica del espacio de cabeza esttico se
obtienen inicamente los picos correspondientes a compuestos mayoritarios que presentan una
elevada presion de vapor y son capaces de activar el detector por las cantidades que
presentan. Se puede pensar en una muestra con un mayor contenido en gases procedentes del
espacio de cabeza, pero ello produce picos muy anchos y con poca resolucidn.

Todo lo expuesto antes hace suponer que esta técnica es muy recomendable para andlisis
rutinarios y rdpidos, y con este concepto se ha aplicado al caso de la oleorresina de
pimentén, cuyo comportamiento final produce unos aceptables cromatogramas, dependientes
de la temperatura a la que se mantiene la muestra. Aunque no es el caso de la oleorresina
de pimentdn, por las razones ya indicadas (falta de VOCs de baja masa molecular), existen
muestras con un elevado contenido en VOCs que ofrecen unos resultados excelentes con esta
técnica analitica.

También debe considerarse el método de headspace estdtico con extraccién miltiple, cuya
unica diferencia con la extraccién simple consiste en inyectar una alicuota del espacio de
cabeza procedente del mismo vial varias veces seguidas, esperando en cada ocasién que se
vuelva a restablecer el equilibrio de la muestra antes de cada inyeccidon. En principio este
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método ofrece resultados mas reproducibles que la extraccién simple.

4.6 Espacio de cabeza (Headspace) dinamico

En esencia consiste en la accién de un gas inerte, con flujo controlado, que arrastra los
VOCs de una muestra, mantenida a una temperatura determinada, hasta una trampa que los
retiene, seguida de una desorcién de los mismos, para pasar a continuacién a su analisis
cromatografico.

Segin Nuiiez et al. (1984) hay que distinguir dos tipos de headspace dindmico:

@) Headspace dindmico propiamente dicho, consistente en obtener los VOCs de la
superficie de la muestra, que estd agitada a una temperatura constante, mediante el
paso del gas inerte.

(b) La técnica de arrastre y atrape (purge and trap) en la que el gas atraviesa la
muestra, que se encuentra en agitacién, y a una temperatura constante.

Existen diversos factores que afectan al proceso, tales como el didmetro y la longitud de las
trampas, la forma y el tamafio del recipiente utilizado en el aislamiento, el tamafio de
particula y la superficie especifica del adsorbente y la concentracién original y la estructura
quimica de los analitos en la muestra. Sin embargo, las tres variables fundamentales que
controlan el proceso son:

- La temperatura a que se somete la muestra.
- El tiempo de extraccién, hasta que se considera finalizada la operacién.
- El flujo de arrastre que se aplica a la muestra.

Las dos ultimas variables se fijan de antemano, teniendo en cuenta que valores demasiado
pequeiios pueden generar un arrastre defectuoso, mientras que los valores demasiado elevados
pueden producir pérdidas de VOCs.

La temperatura estd condicionada por el tipo de compuestos que se desea analizar, ya que
si se trabaja a temperaturas consideradas bajas, 60-70°C, los VOCs obtenidos corresponden
a los realmente presentes en la muestra en el momento del andlisis, obteniéndose cantidades
muy pequeiias, con lo que el andlisis es muy delicado.

Si se emplean temperaturas mds elevadas, aproximadamente hasta 160°C, los compuestos no
corresponden solamente a los realmente presentes, sino que también pueden aparecer
compuestos voldtiles procedentes de degradacion térmica de algunos precursores. En este
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caso las cantidades recuperadas son mayores y el andlisis se puede llevar a cabo con mayor
facilidad.

Se hace incidencia en el segundo tipo, purge and trap, debido a que se considera esta técnica
mas importante para el tratamiento de los VOCs de la oleorresina de pimenton, por ser éstos
de presiones de vapor mas bajas y masas moleculares mds altas de lo normal, a causa del
tratamiento que han sufrido en la preparacidn de la oleorresina. Sin embargo, los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de ambas técnicas en la oleorresina de pimentén, permiten
la utilizacién de ambos métodos.

En la técnica de purge and trap, una vez se arrastran los VOCs, es necesario realizar una
concentracién, para conseguirlo se pueden seguir dos caminos: (a) empleando trampas
adsorbentes y (b) empleando trampas criogénicas.

Las trampas adsorbentes estin formadas por un tubo de vidrio relleno de material adsorbente,
de esta manera, al pasar el gas inerte a través de la trampa adsorbente, se retienen los VOCs.
Se han utilizado muchos materiales para conseguir atrapar a los compuestos volatiles en las
trampas, desde carb6n activado hasta materiales poliméricos que presentan gran porosidad
(Tenax, Porapak, Chromosorb, etc.).

Para recuperar los VOCs hay que efectuar una desorcién que puede ser mediante disolventes
o térmica. En cualquier caso, ambas presentan problemas para la recuperacion de los VOCs,
puesto que en unos casos la desorcion térmica puede ser perjudicial para ciertos compuestos,
y en otros casos la recuperacién con disolventes puede no ser completa.

Las trampas criogénicas estin formadas por una columna o un capilar que se mantienen a
temperatura muy baja, con el fin de condensar los VOCs y dejar pasar el gas inerte. Esta

técnica no se considera oportuna para la oleorresina de pimentén, debido a la baja
concentracién en VOCs.

4.7 Extraccion supercritica
Se trata de una técnica reciente que estd experimentando nuevas aplicaciones en la extraccién
de los VOCs de ciertas plantas. Ello se debe a las propiedades que presenta el di6xido de
carbono en el dominio supercritico (P.>73,8 bar y T.>31,3°C):

- Viscosidad comparable a la de un gas.

- Coeficiente de difusién intermedio entre el de gas y el de liquido.

- Masa volumétrica funcion de la presion, por lo que estd mas proxima a la de un
liquido si la presion es elevada.
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- Polaridad cercana a la del pentano; pero, al aumentar la presidn, se puede comparar
a la del cloruro de metileno.

El principio de la extraccion es muy sencillo: el gas puede comprimirse hasta una densidad
préxima a la de un liquido en condiciones supercriticas, el fluido que se obtiene posee las
propiedades fisicas de su estado gaseoso y las propiedades quimicas de su estado liquido. EI
poder disolvente de un fluido supercritico se puede aumentar si se aumenta su relacién masa
/volimen. Se comprime y calienta a una presién y temperatura que se escogen en funcién
del tipo de extraccidn que se desea llevar a cabo. Atraviesa después el recipiente que contiene
la substancia que se desea extraer. Si se le lleva a una presion inferior a la critica pierde sus
propiedades como disolvente, lo que permite que se pueda recuperar el soluto.

Para la extracciéon de substancias voldtiles no son necesarias grandes presiones, se ha
comprobado que 60 bar y 40°C son condiciones suficientes para la obtencién de un producto
comparable a un aceite esencial, si se llega a 300 bar se obtiene un producto comparable a
una oleorresina.

Se puede mejorar la polaridad del di6éxido de carbono si se le afiade un disolvente polar
(etanol o agua) que mejore el rendimiento de la extraccién de compuestos polares, sin tener
que aumentar la presién de forma excesiva.
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CAPITULO 5

SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS COM-
PUESTOS ORGANICOS VOLATILES

5.1 Separacion de los compuestos organicos volatiles obtenidos mediante
técnicas de extraccion

Cualquiera que sea la técnica de extraccion (aislamiento) que se haya utilizado para separar
los VOCs de su matriz natural, la oleorresina; hay que buscar una técnica que permita
separarlos en primer lugar, para pasar a su identificacion posterior.

Ya se ha indicado que la técnica que produce unos resultados mds positivos en su separacion
es la cromatografia de gases de alta resolucién. El empleo de columnas capilares es bésico
para llegar a unos buenos resultados. Si bien su empleo fué dificultoso al principio, debido
a su elevado precio, actualmente son las unicas que se utilizan con regularidad.

Como columnas capilares se han utilizado diversos tipos (WCOT, SCOT, PLOT, WWCOT);
de cualquier forma, el tipo més usual es WCOT (wall coated open tobular), en el que la fase
estacionaria estd depositada directamente sobre el interior de la pared de la columna.

Para el control de las técnicas de extraccion, su duracion, resultados, efectividad, etc., se
utiliza un cromatogrifo de gases FISONS SERIE 8000, con las siguientes caracteristicas
generales:

- Columna capilar DB-1 (J & W) (no polar), de 30 m x 0,251 mm, espesor fase
estacionaria: 0,25 pum.

- Inyector split. _

- Detector de ionizacion de Ilama (FID), con nitrégeno como make up.
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- Gas portador: helio.

En cada caso particular se indicardn las condiciones de realizacion del andlisis cromatografico
concreto, tanto las que se han detallado anteriormente, como aquellas que se crea que pueden
influir en los resultados de un andlisis determinado.

Hay que resaltar que la concentraciéon de VOCs en una muestra resultado de una extraccién
puede suponer cambios importantes en las condiciones del analisis. La relacion de split debe
ser estudiada para cada caso con el fin de no introducir un exceso de muestra en la columna,
pero sin perder sensibilidad por ello. La capacidad de muestra se determina, fundamental-
mente, a través de la cantidad total de fase estacionaria que hay en el interior de la columna.

Segiin Sandra y Bicchi (1987), la eleccién de la fase estacionaria es menos crucial, aunque
puede influir en la resolucién final de alguno de los picos. La columnas capilares también
permiten llevar a cabo una separacién cromatografica a temperaturas inferiores a las
necesarias en columnas empaquetadas, con todas las ventajas que ello supone para los
compuestos termolabiles. Su principal desventaja es la baja capacidad de muestra, tema que
ya se ha comentado previamente.

Takeoka el al. (1985) realizan un estudio del anilisis cromatografico de diversos aromas
obtenidos mediante los mismos procedimientos que los que se han utilizado en este trabajo.
También compara los resultados obtenidos segiin diversas técnicas de extraccion de la
muestra.

De los distintos trabajos que existen en la bibliografia se pueden obtener ciertas condiciones
que se mantienen constantes en la mayoria de ellos, en relacién a la programacion de la
temperatura. En primer lugar, se comienza el analisis a una temperatura muy baja, para pasar
posteriormente a una rampa de temperaturas (de 2 a 4°C por minuto), hasta llegar a un valor
final de la misma, donde se estabiliza hasta el final del cromatograma. En ocasiones es
conveniente realizar mas de una isoterma, o también, comenzar el cromatograma con una
isoterma de pocos minutos para que se eluya el disolvente en el caso de que se utilice como
portador de la muestra. Todo ello viene determinado por la propia naturaleza de la muestra
que se inyecta y para mejorar la resolucién de ciertos picos. En los andlisis realizados en este
trabajo se ha procurado optimizar al maximo estas condiciones, procurando que sean
constantes en los distintos cromatogramas y asi poder realizar comparaciones entre ellos.

En referencia al detector utilizado existe una aceptacién mayoritaria en el empleo del detector
de ionizacion de llama (FID), que presenta una respuesta excelente en el caso de compuestos
orgdnicos, aunque interfiere en alguno de ellos cuando la muestra se encuentra en un
disolvente, lo que puede enmascarar alguno de los picos que salen en los primeros lugares,
aunque este problema ya se ha tenido en cuenta.

En el caso de la oleorresina de pimentén, la elucion del disolvente no presenta excesivos
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problemas de enmascaramiento de VOCs; puesto que ya se ha indicado que la técnica de
obtencién de la misma no permite la existencia de compuestos organicos volatiles de punto
de ebullicién muy bajo, excepto que se formen debido a las temperaturas alcanzadas en el
proceso de extraccion.

La velocidad del gas portador no debe considerarse un pardmetro definitivo si no se trata de
economizar tiempo, puesto que una variacion de la misma no comporta excesivas mejoras
en la separacion cromatogréfica si no se consideran valores muy extremos, tal y como puede
desprenderse de la grafica de van Deemter, donde se observa que para disminuir la altura
equivalente de un plato teérico de forma considerable, hay que disminuir la velocidad del gas
portador de forma muy radical.

Hay que indicar que no se emplea tinicamente la cromatografia de gases para la separaciéon
de compuestos volatiles, también se ha utilizado con gran éxito la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), en particular cuando se pueden producir descomposiciones térmicas
de los VOCs. Esta técnica se aplica, en mayor grado, a los aceites esenciales.

5.2 Identificacion de los compuestos organicos volatiles mediante espectrome-
tria de masas

Una vez se haya conseguido separar los VOCs de la oleorresina de pimentén mediante el uso
de un programa cromatografico adecuado, hay que proceder a su identificacién mediante el
acoplamiento cromatografia de gases/espectrometria de masas. Esta técnica ha permitido, en
los ultimos aiios, la identificacién de gran cantidad de substancias volitiles, y actualmente
su nimero estd aumentando de manera progresiva gracias a su aplicacion.

La espectrometria de masas es un método de separacién y medicion de masas con finalidades
analiticas generales. Se fundamenta en que el comportamiento de los iones en relacién a su
masa es facilmente influible por campos magnéticos y eléctricos, de tal manera que se puede
conseguir una separacion de masas suficientemente rapida y precisa.

Por lo indicado antes, las funciones de un espectrometro de masas serdn las siguientes:
- Produccién de iones
- Separacion de los iones segiin su masa
- Medicion de la masa y abundancia de los iones
Todo ello conduce a dividir un espectrémetro de masas en tres partes fundamentales:
- La fuente de iones

- El analizador,de masas, donde se produce la separacion
- El colector, donde se recogen y se miden con precision
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La ionizacién por impacto electrénico se produce cuando se fuerza la ionizacién de las
moléculas de la muestra a causa de una corriente de electrones a 70 eV, habiéndose
establecido el vacio. La emision de electrones es producida por un filamento incandescente
de wolframio o renio, concentrindose en un haz, después de ser acelerados magnéticamente
en sentido transversal a la direccién de la corriente de vapor de la muestra. La molécula se
fragmenta en una serie de iones, que son expulsados de esta cdmara de ionizacién y
focalizados hacia el analizador de masas, mediante una lente electronica.

El poder de resolucién del espectrometro de masas viene determinado por la manera como
pueden concentrarse los iones, y poder distinguir unos de otros. También se puede definir
como la diferencia minima de masa que un i6n de masa m debe tener en relacion a otro para
poder obtenerlos como sefales separadas.

El espectro de masas exige el registro de todos los iones formados y separados de manera
que permita la medicion precisa de su masa y abundancia. Actualmente, los equipos maés
modernos se construyen de manera que cada intervalo de masas que interesa se pueda
registrar en pocos segundos; lo que permite acoplar un cromatdgrafo de gases y obtener el
espectro de masas completo, segin la velocidad de elucién de las diferentes fracciones
separadas de la columna cromatografica.

El acoplamiento HRGC/MS es el método més potente que se encuentra disponible para la
identificacién y/o determinacién de trazas de compuestos orginicos que se encuentran en
matrices complejas. Si se compara con los antiguos métodos basados, por ejemplo, en
comparaciones cromatograficas fundamentadas en el empleo de diversas columnas, e incluso
de detectores selectivos, los resultados son espectaculares.

Cuando estos potentes instrumentos analiticos se acoplan a un ordenador, se consigue un
método de reconocimiento ripido y relativamente fiable, aunque no hay que dar por
definitivo resultado alguno que sea proporcionado mediante este sistema informadtico, sino
que debe verificarse cada espectro de manera personalizada. Los métodos comparativos se
basan en buscar los espectros de masas de referencia en una libreria, en la lista de
compuestos cuyo espectro de masas es similar al espectro de la substancia desconocida.

El empleo de estos métodos implica dos pasos esenciales: por un lado el establecimiento de
una libreria, y por otro, disponer de un sistema de comparacién de espectros. Generalmente,
el sistema informdtico compara el espectro del compuesto desconocido con los que contiene
en su libreria y propone un cierto nimero de espectros como los mas parecidos al problema.
De esta manera, la decision definitiva la debe tomar el analista, que debe discernir de entre
los espectros propuestos, aquel que corresponde al compuesto desconocido.

Para realizar la busqueda en libreria es necesario un algoritmo adecuado que compare la
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nnsimilitud de los espectros y una base de datos, el éxito final depende de la calidad y
diversidad de la libreria. Dichos algoritmos se clasifican en dos tipos: "matching" e
"interpretative". El sistema "matching"” es el primero que se intenta, si los resultados no son
suficientemente buenos, se utiliza el sistema "interpretative". El primero compara el espectro
desconocido con los espectros de referencia, el segundo intenta extraer informacién
estructural de un espectro problema, basindose en reglas y correlaciones espectrales.
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CAPITULO 6

APLICACION DE LA TECNICA DE DESTILACION Y
EXTRACCION SIMULTANEAS A LA OLEORRESINA
DE PIMENTON

6.1 Elmétodo de Likens y Nickerson aplicado a la extraccion de los compuestos
organicos volatiles de la oleorresina de pimentén (método a presion

atmosférica)

De los sistemas de extraccion de VOCs que se han citado anteriormente, se considera el
método de destilacion-extraccion de Likens y Nickerson como el que puede aportar mayores
posibilidades de éxito en su aplicacion a la oleorresina de pimentén. También se ha tenido
en cuenta su reproducibilidad, que, sin considerarse compleja, no deja de ser laboriosa.

Las razones que han conducido a esta consideracion se indican a continuacién:

- El tratamiento de produccién de la oleorresina de piment6n presupone la existencia
de VOCs con masa molecular superior a la de los existentes en la planta primitiva,
como se verd mds adelante.

- Las propiedades fisicoquimicas de la oleorresina de pimentén presuponen un
comportamiento en medio acuoso que facilita el arrastre de vapor.

- La composicion quimica mayoritaria de la oleorresina de piment6n, determinada
de forma muy aproximada, predice la posible formacion de compuestos de masa
molecular muy inferior a la de los compuestos iniciales, por biogénesis o
descomposicién de éstos.

El funcionamiento del equipo de Likens y Nickerson, que se muestra en la figura 6.1, que
sigue a continuacion, es sencillo y de facil manipulaciéon. Sigue un comentario sobre sus
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rasgos principales.

Entrada de agua

Sahda de agua

Disolvente

Oleorresina de pimentoén + agua

Bafio de aceite

Placa calefactora + agitacién magnética

Baflo de agua con
calefaccion

Figura 6.1 Sistema de extraccion de Likens-Nickerson.

Segun la disposicion del esquema, la densidad del disolvente debe ser inferior a la del agua.
El disolvente debe ser, ademds, inmiscible en agua. En el balén de la derecha se coloca la
oleorresina de la que se desea extraer los VOCs que contiene, y en el de la izquierda el
disolvente o disolventes empleados para la extraccién. El balén que contiene el disolvente
tiene un volimen pequefio para conseguir una mayor concentracién de VOCs, lo que facilita
su deteccién cuando se inyecta en el equipo de cromatografia de gases.

Una manta de calefaccion eléctrica hace que se produzca el arrastre mediante vapor de agua.
Para la ebullicion del disolvente es suficiente el empleo de un bafio calefactor de polieti-
lenglicol, con el aporte de energia mediante una placa calefactora eléctrica. Los vapores, al
alcanzar el refrigerante condensan, por lo que se dirigen a la zona central del extractor,
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donde se encuentran las dos fases: la superior, formada por el disolvente y los productos
VOCs extraidos, y la fase inferior formada por el agua que se ha afiadido a la oleorresina.

A medida que avanza la extraccion, cada fase vuelve al balén de que procede, convirtiéndose
en un proceso de extraccion continuo. Segun la temperatura del agua de refrigeracién es
recomendable el empleo de una dltima trampa con una disolucién de acetona y hielo, que
permite alcanzar muy bajas temperaturas y asi evitar la pérdida de disolvente e incluso de
los compuestos mds volatiles extraidos.

6.2 Equipo de extracciéon a presion atmosférica empleado experimentalmente

Basandose en el sistema expuesto en el apartado anterior, se ha llevado a cabo con éxito la
extraccién de los voldtilles de la oleorresina de pimentén mediante el empleo de un sistema
de extraccién basado en el aparato de Likens y Nickerson.

El cuerpo central del extractor se muestra en la figura 6.2, dicho cuerpo ha sido construido
por la empresa Vidra Foc, S.A. de Barcelona, y en la mencionada figura se muestran las
medidas del mismo. El disefio debe ser muy exacto para conseguir que tanto el agua como
el disolvente vuelvan a los balones de donde proceden, ello se consigue mediante las distintas
alturas de los tubos de retorno a los mencionados balones.

En el esquema se pueden ver las medidas de cada uno de los componentes del cuerpo de
extraccion. Obsérvese que el dedo frio permite asegurar una buena condensacién de los
vapores. Se ha notado mucho la temperatura del agua de refrigeracién segiin la época del
afio, por lo que se ha considerado adecuado acoplar un refrigerante Dimroth de 30 cm de
longitud 1til, y asi asegurar la condensacién. También segin la temperatura ambiente es
aconsejable aislar el tubo que conduce al disolvente hasta el centro del cuerpo de extraccidn,
de esta forma se evita un recalentamiento del disolvente y de los VOCs extraidos, contenidos
en el mismo.

Si bien en su momento se presenta la descripcion del equipo de Likens y Nickerson, y su
funcionamiento para la extraccién a presion reducida, puede avanzarse en este apartado que,
esencialmente, consta del mismo disefio, ademds de ir provisto de un refrigerante en la parte
superior, donde se introduce una mezcla de anhidrido carbdnico y acetona, lo que permite
alcanzar temperaturas de -802C, suficientes para garantizar la condensacién de cualquier
compuesto orgianico volatil y la del propio disolvente.

Este método de produccion de bajas temperaturas es muy seguro si se tiene en cuenta que,
a medida que transcurre el tiempo, la mezcla frigorifica pierde efectividad de forma lenta al
principio, para pasar a calentarse con una velocidad considerable, por lo que es imprescindi-
ble tener en cuenta un control exhaustivo de la temperatura, con la correspondiente adicién
de anhidrido carbénico, para evitar problemas irreversibles.
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Figura 6.2 Cuerpo del sistema de extraccién.

6.3 Disolvente utilizado para la extracciéon

Se ha indicado que, por razones obvias, el disolvente debe ser inmiscible en agua, esto hace
que deban descartarse diversos disolventes que, a priori, pueden parecer adecuados. Ademas,
por la propia construccién del equipo de extraccion, el disolvente debe ser de densidad
inferior a la del agua, de esta manera vuelven al balén de donde proceden, tanto el agua
como el disolvente.

El punto de ebullicién del disolvente ha de ser lo més bajo posible, con ello se consigue que
la temperatura del balon donde se encuentra el mismo sea lo suficientemente baja como para
evitar problemas con los VOCs ya extraidos; los cuales, como se verd mds adelante, son
susceptibles de cambios a temperaturas elevadas.
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Se han probado varios disolventes, basindose en los citados en la bibliografia existente sobre
esta técnica de extraccion. Finalmente, el mds aconsejable es el hexano, (p.e.= 69°C), ya
que la utilizacién de pentano (p.e.= 36,1°C) comporta problemas por su bajo punto de
ebullicién y el isooctano (p.e.= 117,2°C) presenta problemas por su elevado punto de
ebullicién, ya que produce un recalentamiento en los productos extraidos al evaporar el
disolvente. Se han descartado otros disolventes, con posibilidades a priori, por ser solubles
en agua. Teniendo en cuenta que la obtencién de la oleorresina de piment6n se realiza con
hexano, en principio los VOCs deben presentar una solubilidad afin con el mismo. La
insolubilidad del hexano con el agua no ofrece problemas bajo este punto de vista.

6.4 Problemas durante el proceso de extraccion

Para evitar la formacién de espuma se introduce un sistema de agitacién en el balén que
contiene la oleorresina. En primer lugar se ha utilizado un matraz de 250 ml, con agitacién
magnética. Este sistema funciona bien cuando de trata de muestras de oleorresina, aunque
presenta una ligera tendencia a la produccién de espuma. Si la muestra es cdscara de
pimiento o bola fresca, la formacion de espuma es considerable, lo que no permite que se
lleve a cabo la extraccién correctamente.

Se han probado sustancias antiespumantes, con base de siliconas, sin embargo éstas se han
comvertido en moléculas de masa molecular inferior y han sido arrastradas por el agua
apareciendo en cromatogramas posteriores, lo que no hace aconsejable su uso para evitar la
formacion de espuma.

La mejor solucién a la formacién de espuma ha sido la introduccién de agitacion mecdnica,
mediante un agitador de ancora. Esta solucién ha obligado a trabajar con un balén de mayor
volimen, empledndose un reactor de 1 litro de capacidad. Con este sistema la formacion de
espuma ha desaparecido. También se ha conseguido una mayor concentracién de VOCs
(facilitando la deteccidn cromatografica) puesto que no se ha variado el volimen del bal6én
que contiene al disolvente, ni la sensibilidad del detector del cromatégrafo.

6.5 Variables que influyen en la extraccion (agitacion magnética)

Una vez se elige el disolvente, se tiene en cuenta otros factores que pueden influir en la
extraccion de los VOCs de la oleorresina de pimentén. El mis inmediato es el tiempo que
debe durar la extraccion, se supone que debe utilizarse el menor posible, puesto que los
voldtiles pueden sufrir transformaciones en el caso de que se sometan a temperaturas elevadas
durante mucho tiempo.

La determinacién de la duracién de la extraccion se ha realizado mediante el seguimiento de
Ja misma a través de andlisis utilizando cromatografia de gases. Durante intervalos constantes
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de tiempo se han realizado cromatogramas en las mismas condiciones analiticas que las
utilizadas definitivamente para la separacion de los VOCs extraidos.

En los cromatogramas correspondientes se observa que, a medida que transcurre el tiempo
de extraccion, las alturas relativas de los picos correspondientes a los compuestos que salen
hacia el final del cromatograma crecen, manteniéndose mas parecidas las alturas relativas
correspondientes a los picos que aparecen en los primeros lugares de los cromatogramas.
Cuando no se aprecia una variacion de alturas relativas se considera que la extraccion puede
darse por finalizada.

Para obtener todos los VOCs extraidos es conveniente seguir destilando disolvente para
recuperar aquellos que se encuentran en el disolvente situado en el cuerpo del sistema de
extraccion. De esta forma se enriquece la muestra a inyectar y se favorece una aproximacion
cuantitativa de los VOCs presentes.

Los cromatogramas de las figuras 6.3, 6.4, y 6.5 muestran la evolucién de la extraccién con
el tiempo. Se ha elegido la tltima zona del cromatograma para su estudio, la razén es que
los VOCs de menor masa molecular son arrastrados antes. Los picos correspondientes a la
zona final del cromatograma corresponden a diversos dcidos, como se verd mds adelante, y
pueden indicar el final de la extraccion.

Para el anilisis cromatografico se han inyectado 3 ul de disolvente con los VOCs extraidos
hasta el momento indicado en cada cromatograma. Se puede observar una evolucion de la
extraccién que es directamente proporcional al tiempo de duracién de la misma. Hay que
indicar que los datos utilizados hasta aqui se han obtenido mediante un arrastre de vapor con
agitacién magnética, sin utilizar la agitacién mecdinica.

La figura 6.3 muestra que durante las tres primeras horas de extraccidén los VOCs que
ocupan los ultimos lugares pricticamente no han sido arrastrados.

Cuando han transcurrido siete horas de extraccion, el cromatograma presenta unos picos
cuyas alturas relativas son mayores, como se observa en la figura 6.4. La extraccién no ha
finalizado a las siete horas de operacidén, como lo demuestra la figura 6.5 en la que puede
observarse un aumento en las alturas relativas de los picos.

En los cromatogramas correspondientes a sucesivas extracciones, ya no se produce ningin
aumento de alturas relativas, lo que indica que la extraccion puede darse por finalizada. El
control del tiempo de extraccién es un pardmetro muy importante para evitar una exposicion
muy larga a temperatura elevada de la oleorresina de pimenton, situacion que puede tener
consecuencias negativas sobre los compuestos, volatiles y no volatiles, como se discutird en
capitulos posteriores, aunque el propio proceso de extraccion de la oleorresina presente
operaciones individuales en las que seria conveniente minimizar e} tiempo de duracion de las
mismas.
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6 Extraccion y destilacién simultdneas
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Figura 6.3 Cromatograma después de 3 horas de extraccion.
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6 Extraccién y destilacién simultdneas
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Las condiciones cromatograficas completas se indican a continuacion:
- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 pum.
- Programa de temperaturas: 40° hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (5§ minutos).
- Inyeccién: 3 pul.
- Split 10:1.
- Gas portador: helio (100 kpa), 18,5 cm/s.
- Temperatura inyector y detector: 250°C.
- Detector: FID.
A continuacién, en las figuras 6.6, 6.7 y 6.8, se presentan tres cromatogramas parciales de

los VOCs que aparecen en primer lugar, lo que permite realizar una comparacion adecuada,
para sacar conclusiones de la evolucién y duracién de la extraccion.

Chrom-Card
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7.84 |

5.63

(mv)

t.2¢ 1

0 7.4 14.82 ) 22.24 29.65 37.07

Sampie  :ITPSA Filename !1TP-3H.DAT
Anatysed :13-07-93 11:1B:46 Printed :09-23-1993 18:139:52

Figura 6.6 Cromatograma después de 3 horas de extraccion.

Se observa que las alturas relativas de los VOCs con menores tiempos de retencién se
estabilizan antes que las corespondientes a las de los VOCs con mayores tiempos de
retencion, estos dltimos son los que marcan el fin de la extraccion, como ya se ha visto
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Figura 6.7 Cromatograma después de 7 horas de extraccion.
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Figura 6.8 Cromatograma después de 9 horas de extraccion.

antes. La figura 6.9 muestra el cromatograma completo con todos los compuestos organicos
volatiles extraidos.
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6.6 Extraccion de la muestra S-420 a presién atmosférica

La figura 6.10 presenta el cromatograma correspondiente a los VOCs obtenidos por el
método de extraccion de Likens y Nickerson, que servird para posteriores comparaciones.

La carga de extraccion ha sido la siguiente:

Oleorresina de pimentén: 151,1 g.

Agua: 295,2 g.

Relacién agua/oleorresina: 2:1.

Disolvente: hexano.

Tiempo de extraccién: 11,5 horas.
La presencia de agitacién mecédnica ha permitido realizar una extraccion sin ningiin tipo de
problemas en lo que se refiere a formacién de espuma, ni aparicion de salpicaduras durante

todo el tiempo en que se ha producido la ebullicién. La agitacién se ha mantenido a la menor
velocidad posible permitida por el agitador.

Las condiciones cromatograficas para la obtencién del cromatograma correspondiente a la
figura 6.10 son las siguientes:

- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 um.

- Programa de temperaturas:
35° (isoterma durante 6 minutos) hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (2
minutos).

- Inyeccién: 3 ul.

- Split 18:1.

- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.

- Temperatura inyector: 250°C.

- Detector: 275°C.

- Detector: FID...
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6.7 El método de Likens y Nickerson aplicado a la extraccion de los VOCs de
Ia oleorresina de pimenton (método a presién reducida)

El sistema utilizado es similar al descrito anteriormente a presién atmosférica, con la
salvedad fundamental de utilizar una presion absoluta considerablemente inferior en el
sistema, lo que conduce, en primer lugar, a una reduccién considerable de la temperatura de
trabajo, con todas las consecuencias que esta situacién comporta.

En este apartado se indicaridn Gnicamente aquellos aspectos que difieren del método aplicado
a presién atmosférica, para evitar la repeticion de conceptos muy similares.

El primer problema que aparece es evitar la pérdida de VOCs que, debido a la baja presion,
no sea posible condensarlos. Para evitarlo, se ha afiadido al sistema una trampa de
condensacion que consiste en mantener de forma continuada una disolucién de acetona y
anhidrido carbénico, ello asegura que no se producird la fuga de ningin volatil hacia la
bomba de vacio, cuyas caracteristicas son las siguientes:

- Caudal: 3 m’/h.
- Potencia: 0,25 CV a 2.800 rpm.

Para conocer la presion en el interior del equipo de extraccidon de Likens y Nickerson se ha
empleado un mandémetro diferencial de dos ramas en U, con mercurio como liquido
manométrico; conociendo la presién atmosférica absoluta se determina la presidn en el
interior del equipo de forma inmediata. La presion de trabajo ha sido de 21,33 kPa (160 mm
Hg) en el interior,. Se ha desestimado trabajar a presiones inferiores ya que se podria llegar
a perder algiin componente muy volatil, o también arrastrar aquellos compuestos que no
presentan interés como aromas, debido a su elevada masa molecular.

La temperatura de ebullicion del agua a la presion de 21,33 kPa (160 mm Hg) es de 62°C,
aproximadamente, lo que supone un calentamiento muy inferior al que se debe llegar en el
caso de trabajar a presién atmosférica, en la que la temperatura del matraz que contiene la
mezcla de oleorresina de pimentén y agua supera los 100°C.

Se ha elegido nuevamente el hexano como disolvente, a pesar de las complicaciones que
conlleva, debido a su bajo punto de ebullicion (69°C a presién atmosférica), ello permite
comparar los resultados de ambas extracciones con mayores paralelismos.

La agitacién se ha llevado a cabo de forma magnética, de esta manera se evitan las posibles
fugas que pueden presentarse si se utiliza la agitacion mecdnica, debido a las dificultades que
presenta el sistema de agitacion para ajustar de forma correcta. Se ha trabajado entre 300 y
500 revoluciones por minuto. No se ha presentado ningtin problema en lo que se refiere a
la formaciéon de espuma, produciéndose una destilacién de manera muy regular sin la
aparicion de salpicaduras.‘
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6.8 Extracciéon de la muestra S-420 a presion reducida
Las cargas para realizar la extraccién han sido las siguientes:

- Oleorresina de pimentén: 75,4 g.

- Agua: 1594 g.

- Relacién agua/oleorresina: 2,11:1.

- Disolvente: hexano (8 ml).

- Tiempo de extraccién: 6 horas.

- Presion absoluta: 21,33 kPa (160 mm Hg).

- Volimen matraz: 500 ml.

- Temperaturas maxima y minima de la trampa: -20°C y -80,5°C.
Los resultados de la extraccién se muestran en el cromatograma de la figura 6.11.

Las condiciones cromatograficas empleadas para el cromatograma mencionado han sido las
siguientes:

- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 um.

- Programa de temperaturas:
35° (isoterma durante 6 minutos) hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (2
minutos).

- Inyeccién: 3 ul.

- Split 16:1.

- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.

- Temperatura inyector: 250°C.

- Detector: 275°C.

- Detector: FID.
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Figura 6.11 Cromatograma correspondiente a la extraccion a 160 mm Hg de presion.
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El esquema de trabajo seguido en todas las extracciones ha sido el siguiente:

Hexano

Oleorresina de
pimentén

Separacién de los volatiles
mediante destilaciony
extraccién simultdneas

S
~

Hexano con los
——————3 yolatikes extraldos

A

Y
Oleorresina de
pmenton sin
volétiles

GC-FID

GCIMS




CAPITULO 7

APLICACION DE LA TECNICA DE HEADSPACE
ESTATICO A LA OLEORRESINA DE PIMENTON

7.1 Instrumentacion

Para llevar a cabo la experimentacion de esta técnica se ha dispuesto de viales que se pueden
cerrar herméticamente mediante un septum con la parte inferior, que es la que se encuentra
en contacto con los vapores de la muestra, recubierta de teflon. De esta manera se evita
cualquier contaminacién proveniente del septum. El mencionado septum consigue un
aislamiento hermético mediante un cierre metilico, que se adapta perfectamente al cuello del
vial mediante unas pinzas adecuadas. Dicha tapa metdlica va provista de una lengiieta que,
al levantarla, permite introducir la jeringa para tomar la muestra. Naturalmente, se ha
procurado evitar la introduccion de cuerpos extrafios en el andlisis, sometiendo tanto al vial
como al septum a las condiciones médximas de limpieza (tratamiento con disolventes,
temperaturas maximas permisibles en la estufa, etc.).

Se preparan diferentes muestras, que se introducen en el vial, al que se coloca en un bafio
termostatizado, de manera que pueda considerarse que la temperatura del liquido es la de la
muestra. Para ello se deja durante un tiempo aproximado de una hora antes de la extraccion
de la mencionada muestra gaseosa. Para realizar la extraccion de la misma, se utiliza una
jeringa de cromatografia para muestras gaseosas. El volimen de la mencionada jeringa es de
1 ml. Unas pruebas preliminares han permitido observar que, al aumentar la temperatura del
vial, los picos son mds altos y aparecen en mayor cantidad en el cromatograma, lo que hace
pensar en la bondad del método.

Para proceder a tomar la muestra debe de aspirarse lentamente el volimen total de la jeringa,
Yy, a continuacién, comprimir el émbolo al méximo. La 1ltima operacidn se realiza con el fin
de que, cuando se introduzca la muestra en el inyector del cromatdgrafo de gases, no se
produzcan colas en los picos, debido a una introduccién lenta de la muestra. Hay que tener
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en cuenta que antes de realizar la toma de muestra es conveniente calentar la jeringa hasta
una temperatura proxima a la mdxima permitida en sus instrucciones de uso con el fin de
evitar que algun componente de la muestra pueda condensar en el cuerpo de la misma.

7.2 Anadlisis cromatografico de las muestras gaseosas obtenidas mediante
headspace estatico

Hay que escoger el programa de temperaturas y la duracién del andlisis cromatografico. En
principio, se puede considerar que es aconsejable aplicar el mismo programa que para el
estudio del heasdpace dinimico en todas sus variantes. La anterior eleccion puede
considerarse correcta si se trata de comparar ambos resultados de forma paralela, aunque no
es tan acertada si se tiene en cuenta los compuestos organicos volatiles que puedan aparecer,
ya que el método de headspace estitico permite aislar los VOCs cuyos puntos de ebullicién
son mas bajos, por lo que ocuparan la primera zona del cromatograma, dejando sin picos las
zonas correspondientes a tiempos mds altos.

La no existencia de vapor de agua en las muestras, teniendo en cuenta el proceso de
obtencién de la oleorresina de pimentdn, facilita mucho los andlisis cromatograficos, puesto
que el volimen que ocuparia dicho vapor viene ocupado por los VOCs presentes en la
muestra, lo que aumenta la cantidad de los mismos y la facilidad de que se puedan detectar.
Aunque la presencia de vapor de agua no dificultaria el analisis de la mencionada muestra,
puesto que no hay que olvidar que el agua no genera sefial alguna en el detector de ionizacién
de llama, que es el que se ha utilizado en todos los andlisis cromatograficos.

Las condiciones cromatograficas han sido exactamente las mismas que las utilizadas en los
otros métodos de headspace para que se puedan efectuar comparaciones. Dichas condiciones
han sido las siguientes:

- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 um.

- Programa de temperaturas:
35° (isoterma durante 6 minutos) hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (2 minutos).

- Inyeccién: 1 ml.

- Split: 16:1.

- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.
- Temperatura inyector: 250°C.

- Temperatura detector: 275°C.
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- Detector: FID.

7.3  Desarrollo experimental

Para la aplicacién de este método se han efectuado tres inyecciones por muestra, habiéndose
escogido las temperaturas de 60, 80 y 100°C para las extracciones correspondientes. Hay que
indicar que para escoger el rango de temperaturas para aplicar el método, se han realizado
pruebas previas que han supuesto que se descarten temperaturas inferiores a los 60°C, y ain
asi ésta se considera muy baja en cuanto a rendimiento de VOCs. Todas las muestras
utilizadas para los ensayos de este capitulo pertenecen a la oleorresina S-420, suministrada

por ITPSA.

Asimismo, la realizacién de tres inyecciones por muestra permite desplazar el equilibrio de
los vapores que se encuentran en el recipiente, por lo que los correspondientes cromatogra-
mas presentan leves variaciones.

El vial donde se han introducido las muestras tiene un volimen de 43 ml, la cantidad de
muestra introducida es de 1-2 g, aproximadamente, en cada caso, y el tiempo de espera para
que se alcance el equilibrio térmico ha sido de 1 hora, como minimo, en todas las
situaciones.

Si bien por un lado el aumento de temperatura favorece la aparicién de VOCs, se pueden
alcanzar condiciones en que se favorezcan descomposiciones térmicas de algunos
componentes de la oleorresina de pimentdn, transformandose en VOCs algunos de ellos, que
inicialmente presentan una elevada masa molecular, ya se ha indicado como las altas
temperaturas favorecen la formacién de VOCs.

Temperatura de extraccion de 60°C

En este caso la cantidad de oleorresina cerrada herméticamente en el vial es de 1,64 g. Los
resultados obtenidos son los que se muestran en el grafico 7.1, en el que se superponen los
resultados de forma tridimensional. Puede observarse que, a esta temperatura, no se observan
demasiadas variaciones entre las tres inyecciones, lo que hace suponer que los compuestos
que formaban parte del espacio de cabeza en la primera extraccién y en las posteriores son
los mismos, lo que indica que a esta temperatura ya no pueden aparecer mas VOCs.

Temperatura de extraccion de 80°C

Es este caso la cantidad de muestra contenida en el vial es de 1,70 g, procediéndose de la
misma forma que en el caso anterior. La figura 7.2 presenta una nueva superposicion en tres
dimensiones de los cromatogramas obtenidos, correspondientes a las tres extracciones. Se
puede observar que las alturas relativas han variado, disminuyendo la altura la altura de los
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compuestos mds voldtiles y aumentando la de aquellos que lo son menos.
Temperatura de extracciéon de 100°C

En este caso la masa de la muestra es de 2,15 g. El procedimiento es igual al caso anterior,
aunque el riesgo de descomposicion de la muestra es mayor, debido a estar expuesta a una
temperatura superior. La comparacidn tridimensional entre las tres extracciones se observa
en la figuras 7.3. El tltimo pico que aparece en el andlisis crece a medida que se van
extrayendo los vapores que se encuentran por encima de la oleorresina, debido a que se va
desplazando el equilibrio, y va aumentando la concentracién en compuestos menos voldtiles.

El esquema de trabajo seguido durante todo el procedimiento de aplicacion de headspace
estdtico se representa a continuacidn:

Oleorresina de
pimentén

(+29)

Viaide 43 mlde
capacidad.
1horaa la

temperatura
seleccionada.

Y
Vapores del espacio
de cabeza (1mi) para
separacién e
identificacccion

En cualquier caso debe indicarse que cuando se han realizado mds extracciones de la misma
muestra, tal como se ha visto antes, se ha mantenido la mencionada muestra durante una hora
mds en el baflo termostatico para esperar que se restableciera de nuevo el equilibrio.
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Figura 7.2 Superposicion tridimensional de las tres extracciones sucesivas a 80°C.
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CAPITULO 8

INTRODUCCION A LA TECNICA DE HEADSPACE
DINAMICO PARA LA OBTENCION DE LOS COM-
PUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE LA OLEO-
RRESINA DE PIMENTON

8.1 Aplicaciéon de las dos técnicas de headspace dindmico para la obtencion
(aislamiento) de los compuestos organicos volatiles de la oleorresina de
pimenton

En un primer tanteo, y por las caracteristicas de la oleorresina de pimentén, parece que la
técnica que puede ofrecer mejores resultados es la de purge and trap, realizada a temperatura
relativamente alta, procurando evitar cualquier tipo de transformacién quimica en los
componentes de la oleorresina. A pesar de lo que se ha indicado antes, se han aplicado
ambos tipos: el headspace dinimico propiamente dicho y la técnica de purge and trap, con
resultados altamente interesantes, incluso a temperatura ambiente. '

8.2 Ensayos experimentales previos con distintos materiales adsorbentes

Se han escogido dos materiales adsorbentes para la realizacion de las primeras pruebas sobre
la posibilidad de aplicacién de esta técnica en la oleorresina de piment6n: carbén activado
y Tenax, y a los dos se ha aplicado la desorcién mediante disolventes. En ambos casos se
han utilizado unos tubos de vidrio, previamente sellados, constituidos por dos zonas
separadas por material poroso. La disposicién de ambas permite conocer el grado de
saturacion de la primera, que contiene mayor cantidad de adsorbente. Es conveniente que la
adsorcion se produzca practicamente por completo en la primera zona.

La gréfica 8.1 permite observar que este método de obtencién de volitiles puede generar
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buenos resultados. La desorcion del Tenax se ha realizado mediante hexano, disolvente que
se ha utilizado siempre que se han realizado adsorciones con este material polimérico poroso.

Chrom-Card
2
1.576
1.452 |
(mv)
.728
.304 ¢ MMJ
ulhoal

'.12 L—‘ L H 1 1 1 L 1 1 1

0 20 40 60 80 100

(Min)
Sample :Texax-cap Filename :Tencap.DAT
Analysed :03-12-93 17:46:19 Printed :12-03-1993 20:48:38

Figura 8.1 Cromatograma de la zona anterior de Tenax, desorbido con hexano.

También se ha obtenido un primer cromatograma de la zona posterior del tubo, figura 8.2,
lo que permite observar la disminucion del contenido en volatiles que se ha producido en esta
zona. Dicha abundancia viene dada por la cantidad de muestra dispuesta para aplicar el
arrastre-atrape, puesto que en pruebas anteriores se han saturado ambas zonas. Todo ello ha
permitido ajustar la cantidad adecuada de oleorresina de pimentén disponible para la
realizacién de la mencionada operacién.

Las condiciones cromatogréficas han sido, en los dos casos, las siguientes:
- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 pum.

- Programa de temperatura:
40°C, 3°/min hasta 250°C, isoterma a 250°C.

- Inyeccion: 1 ml.
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- Split: 10:1.

- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.
- Temperatura inyector: 225°C.

- Temperatura detector: 250°C

- Detector: FID.

Chrom-Card
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Sample :Tenax-cua Filename :TENCUA.DAT
Analysed :03-92-93 20:07:27 Printed :12-03-1893 21:26:53

Figura 8.2 Cromatograma de la zona posterior del cartucho de tenax, desorbido con hexano.

75

Como era de esperar, la poca superficie por unidad de masa del Tenax presenta el problema
de una ripida saturacién de este adsorbente, lo que hace suponer que el empleo de carbon
activado puede solventarlo, puesto que presenta una superficie especifica mucho mayor.

Es esta primera prueba no se ha tenido en cuenta el grado de desorcion alcanzado con el
disolvente utilizado, hexano. Segin Niifiez et al. (1984), el Tenax es el adsorbente polimérico
mds utilizado, siendo recomendado para la adsorcién de sustancias que aportan sabor a los
productos naturales, aunque destaca el mismo problema que se ha detectado en esta
experiencia: la baja capacidad de adsorcién de los volitiles mds ligeros de una muestra.
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Debido a que se utilizard la desorcion mediante disolventes, se considera que el empleo de
carbdn activado no resta eficacia a esta técnica, puesto que, como se ha dicho antes, su
elevada superficie especifica lo hace apropiado para este tipo de adsorcion. Para ello se pone
en contacto el material adsorbente con el disolvente adecuado, seguido de una centrifugacién.
Se utilizan disolventes de baja masa molecular. La cantidad de disolvente no debe ser muy
baja, puesto que podria producirse una desorcién incompleta; ni muy elevada, ya que se
obtendria una solucién muy diluida de volitiles, lo que comporta problemas en el momento
del andlisis cromatografico y posterior espectrometria de masas. La desorcién con sulfuro
de carbono presenta la ventaja adicional de que el detector de ionizacién de llama no presenta
una sensibilidad muy elevada a este compuesto.

Se presenta una ventaja fundamental mediante la desorcién con disolventes, y es que se
pueden realizar diversas inyecciones de la misma muestra, lo que produce un anélisis mas
exacto. También es adecuado indicar el inconveniente que presenta el pico del disolvente,
ya que puede enmascarar algunos volétiles que aparecen en primer lugar. Naturalmente, se
han tenido en cuenta todas las precauciones necesarias que hay que tomar cuando se trabaja
con disolventes: controlar la pureza de los mismos, almacenar las muestras en la nevera, etc.

8.3 Planificacién para la experimentacion de la técnica de headspace dinamico

Atendiendo a los primeros resultados, indicados en el apartado anterior, se ha utilizado
carbén activado como material adsorbente. Para su realizacion se ha escogido el denominado
ORBO-32 (large), suministrado por Supelco, a través de Teknokroma, sus representantes en
Espafia. La figura 8.3 muestra sus caracteristicas constructivas mas importantes:

Direccion del gas

/
.

Figura 8.3 Tubo ORBO-32 para la adsorcién.

Dimensiones:

Diimetro exterior: 6 mm.
Didmetro interior: 4 mm.
Longitud:7 cm.
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Los compartimentos A y B contienen la sustancia adsorbente, en este caso carb6n de coco
activado, las separaciones entre los lechos adsorbentes estdn constituidas por las siguientes
substancias: 1) lana de vidrio silanizada, 2) y 3) espuma de uretano.

En el compartimento A se encuentran 400 mg de carbén activado, y en el compartimento B
hay 200 mg de carbdn activado. Los caudales recomendables para el uso de los tubos ORBO-
32 se encuentran entre 50 y 1000 ml/min.

El método de trabajo, en los dos tipos de headspace, ha consistido en hacer circular
nitrogeno, que se ha utilizado siempre como gas inerte de arrastre, a tres temperaturas
distintas durante un tiempo suficiente que permita suponer que el arrastre de los volatiles ha
sido el maximo posible. Se ha intentado llevar a cabo cada exteriencia de manera continua,
aunque en ocasiones se ha debido de interrumpir para seguir con la operacién al dia
siguiente, aunque esta situacion no debe influir para nada en el proceso de extraccion.

El montaje que se ha utilizado es similar en ambos casos, como se podrd observar en las
figuras correspondientes. De cualquier forma, los detalles de trabajo se encuentran
comentados en el correspondiente apartado.

A pesar de que diversos autores consideran estas técnicas como muy similares en su
finalidad, que es la de atrapar los volatiles en trampas de sélidos adsorbentes, aplicando una
desorcién posterior, que puede ser térmica o mediante disolventes, en este trabajo se ha
optado por tratarlas separadamente. Por razones de la propia realizacién experimental, se
prefiere comparar resultados dentro de cada técnica a diferentes temperaturas, aunque mas
adelante se presenten conclusiones globales, relacionando las diferentes técnicas.
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CAPITULO 9

LA TECNICA DE ARRASTRE Y ATRAPE (PURGE
AND TRAP) APLICADA AL AISLAMIENTO Y CON-
CENTRACION DE COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES DE LA OLEORRESINA DE PIMENTON

9.1 Realizacion experimental

El esquema de trabajo seguido, con el fin de obtener resultados comparables, ha consistido
en aplicar el método de purge and trap a oleorresina de pimentén procedente de una misma
extraccion industrial. En este caso se ha utilizado la oleorresina cuya referencia es S-420,
suministrada a través de ITPSA.

Se han escogido tres temperaturas que resulten representativas, cuyos valores son de 30°C,
50°C y 81°C, con las dos primeras temperaturas no hay problemas de transformaciones
quimicas de los VOCs, el tercer valor se ha escogido préximo al del método de Likens y
Nickerson, aunque por debajo de su temperatura de aplicacién. Se ha utilizado nitrégeno
como gas inerte de arrastre, de igual pureza al utilizado para cromatografia de gases. Como
adsorbente se han utilizado los cartuchos de carbén activado ORBO-32 (large), cuyas
caracteristicas se han indicado anteriormente. El caudal de gas se ha mantenido entre los 60

y los 90 ml/min.

La figura 9.1 muestra la disposicion del sistema de extraccién de purge and trap. Para
mantener una agitacion constante se ha empleado un agitador magnético, que se ha mantenido
a 700 rpm, y que también ha proporcionado el calor necesario para mantener la temperatura
en los valores deseados. Se ha sumergido el recipiente en un vaso con una disolucién de
glicerina en agua. .

El control de la temperatura se ha realizado de forma constante. Para la medicién del caudal
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se ha instalado un medidor de burbuja, que se ha utilizado de forma intermitente. El tubo con
el gas es de nylon, y se ha introducido hasta el fondo de la oleorresina. La cantidad de
oleorresina que se ha utilizado para cada extraccién se ha ajustado teniendo en cuenta la
capacidad de adsorcion del carbén activado, después de diversas pruebas. Se ha evitado que
el compartimento B delate presencia excesiva de VOCs, lo que supondria que el carbdn que
se encuentra en el compartimento A esta saturado. El tiempo de paso de nitrogeno se ha
tomado superior al minimo necesario para poder asegurar un arrastre completo de los VOCs.
Para fijar este tiempo minimo, se han efectuado pruebas previas.

Salida de nitrégeno

< Cartucho de carbdn activado

<—— Nitrégeno de arrastre

Oleorresina de pimentén

on Motor TEMP

off  RPM o

Figura 9.1 Sistema de extraccién para la técnica de purge and trap.

Hay que indicar que el comportamiento fisico de la oleorresina de piment6n favorece el
arrastre de VOCs cuando la temperatura aumenta, debido a que se produce una disminucién
de la viscosidad. La mayor fluidez de la oleorresina favorece la accién del nitrégeno en el
seno de la misma, permitiendo que se difunda con mayor facilidad; asimismo, hace que la
agitacién sea mas homogénea. Una vez finaliza la extraccién, se recuperan los VOCs
mediante la desorcion del carbon activado hasta completar un voliimen total de 1,6 ml de
sulfuro de carbono.

Las cargas, caudal de nitrégeno y tiempo de extraccion para cada una de las experiencias a
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distintas temperaturas han sido las que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 9.1
Temperatura Carga Caudal de N, Tiempo
30°C 27,8¢ 60-90 ml/min 12 horas
50°C 31g 60-90 ml/min 12 horas
81°C 289¢g 60-90 ml/min 12 horas

9.2  Analisis cromatografico de la extraccion mediante la técnica de purge and
trap

Para realizar la separacién cromatogrifica en las tres extracciones se han empleado las
siguientes condiciones, que permiten hacer comparaciones con otras extracciones, realizadas
de modo semejante:

- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 pm.

- Programa de temperaturas:
35° (isoterma durante 6 minutos) hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (2 minutos).

- Inyeccién: 3 ul.

- Split 16:1.

- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.
- Temperatura inyector y detector: 250°C.

- Detector: FID.

Para comparar los resultados mas cémodamente, se han mantenido todas las variables de la
inyeccién en los mismos valores, aunque una inyeccién de 3 ul no seria necesaria para el
caso del purge and trap a 81°C, también se podria realizar la inyeccién con una relacién de
split mayor. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 9.2, 9.3 y 9.4, que se
presentan a continuacion.

£
-~

Para sacar conclusiones es conveniente observar la columna vertical que indica los mV, de
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esta manera es facil ver que en el caso de la extraccién a 30°C (figura 9.2), los VOCs
obtenidos se presentan en nimero bastante considerable, aunque en poca cantidad. En la
figura 9.3, que representa los VOCs obtenidos a 50°C, se observa una mayor cantidad de
los mismos, asimismo aparecen algunos que, o bien no eran arrastrados a 30°C, o bien,
debido a su poca cantidad, no eran detectables.

La figura 9.4, correspondiente a los VOCs a 81°C, presenta un mayor nimero de picos, asi
como una mayor cantidad de los mismos. Hay que considerar que esta temperatura estd
proxima a la temperatura a la que se lleva a cabo la extraccién mediante el método de Likens
y Nickerson, cuyos resultados paralelos se comentan en otro capitulo.

Para completar la comparacién de resultados obtenidos a diferentes temperaturas, se incluye
la figura 9.5 que contiene una superposicion en tres dimensiones de una misma zona (en este
caso de los 23,24 hasta los 47,09 minutos) correspondiente a los cromatogramas de las
figuras 9.2, 9.3 y 9.4, y en la que se observa claramente que, tanto en cantidad como en
nuevos VOCs, el método mas adecuado es la extraccion con el empleo de temperaturas
elevadas.

El procedimiento seguido se presenta a través del siguiente esquema:

Oleorresina

de pimentén >
(25-35 Q)

Matraz de 250 ml con
cartucho de carb6n
activado

,/”/////:""
(r\lsigg%en%mim /

Desorcién de los
volatiles

Sulfuro de ‘/

carbono
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Figura 9.2 Cromatograma de los VOCs obtenidos por purge and trap a 30°C.
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Figura 9.5 Comparacion de los resultados obtenidos con las tres temperaturas de extraccion.
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Es importante comprobar la eficacia del sistema de adsorcién que se ha empleado, en este
caso el carbén activado, para ello se hace uso de la separacion en dos compartimentos del
citado carbén, procediendo a la desorcion del segundo de los mismos, correspondiente a la
operacién de purge and trap realizada a 81°C, que es la que se ha llevado a cabo en las
condiciones mas extremas.

El cromatograma correspondiente a esta desorcién se presenta en la figura 9.6, en la que se
puede observar que, efectivamente, todos los VOCs han sido adsorbidos por el carbén
activado presente en el primer compartimento, sin que éste llegue a estar saturado. En caso
contrario, se detectaria la presencia de VOCs en este cromatograma.

Chrom-Card

3.738

2.95

2.162

(mv)

1.375

588
- A

'.2 L A 1 1. 1 1 L 1 1
0 16 32 48 64 80

{Min) :

Sample :PT815420 Filename :PT81CUA.DAT
Analysed :24-01-94 17:31:50 Printed :01-24-1994 20:04:04

Figura 9.6 Cromatograma de la desorcién de VOCs del segundo compartimento del carbén activado.







CAPITULO 10

LA TECNICA DE HEADSPACE DINAMICO APLICADA
AL AISLAMIENTO Y CONCENTRACION DE COM-
PUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE LA OLEO-
RRESINA DE PIMENTON

10.1 Realizacién experimental

Se ha aplicado la técnica de headspace dinimico a la muestra procedente de la misma
extraccion industrial que en la técnica de purge and trap, como se ha indicado en su
momento, para poder disponer de resultados comparables.

Se han escogido las mismas temperaturas para poder comparar los resultados con la mayor
exactitud, también se han extraido cantidades similares de oleorresina de piment6n en cada
carga. Asimismo, se ha utilizado nitr6geno como gas de arrastre, con un caudal entre 60 y
90 ml/min. Como adsorbente también se han utilizado los cartuchos de carbén activado
ORBO-32 (large), con las caracteristicas indicadas anteriormente.

La figura 10.1 presenta la disposicién del sistema de extraccién mediante headspace
dindmico. Para mantener una agitacién constante también se ha empleado un agitador
magnético, que se ha mantenido a 700 rpm, proporcionando también el calor necesario para
mantener la temperatura en los puntos deseados en cada estudio. EI recipiente se ha
sumergido en un vaso que contenia una disolucién de glicerina en agua.

El control de temperatura ha sido constante, y para el control del caudal se ha empleado un
medidor de burbuja. El tubo portador de nitrégeno es de nylon y se ha dejado, durante la
extraccion, unos centimetros por encima de la superficie de la oleorresina de pimentén. Al
igual que en el caso de purge and trap, se ha evitado que el compartimento B del cartucho
detectase presencia excesiva de VOCs, por las razones ya conocidas.
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La duracién de la operacion se ha tomado superior al minimo, lo que permite asegurar un
arrastre completo de los VOCs (en las condiciones de trabajo). Para conocer este tiempo
minimo se ha realizado pruebas previas. El comportamiento fisico de la oleorresina ya se ha
indicado en el capitulo correspondiente al purge and trap, y ddndose la circunstancia de que
se trata de las mismas temperaturas, se omite para no ser reiterativo.

Salida de nitrégeno
A
|

-« Cartucho de carbén activado

<—— Nitrégeno de arrastre

Oleorresina de pimentdn

Figura 10.1 Sistema de extraccién para la técnica de headspace dindmico.

La tabla que sigue a continuacién indica las cargas, caudal de nitrégeno y tiempo de
extraccién para cada una de las experiencias que se han llevado a cabo a distintas
temperaturas:

Tabla 10.1
Temperatura Carga Caudal de N, Tiempo
30°C 302¢g 60-90 ml/min 12 horas
S50°C 33,3¢ 60-90 ml/min 12 horas
81°C 31,4¢g 60-90 ml/min 12 horas
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Para seguir manteniendo los resultados comparables, la desorcién se ha realizado hasta
completar un volimen total de 1,6 ml de sulfuro de carbono.

10.2 Andlisis cromatografico de la extraccién mediante la técnica de headspace
dindmico

Obviamente se han realizado las mismas condiciones cromatogrificas que permitan una
comparacién simple de los resultados de las diferentes técnicas utilizadas. Las condiciones

han sido:

- Columna: DB-1 (J & W), 30 m x 0,251 mm, espesor fase estacionaria: 0,25 um.

- Programa de temperaturas:
35° (isoterma durante 6 minutos) hasta 250° (3°/min), isoterma a 250° (2 minutos).

- Inyeccion: 3 uL.
- Split: 16:1.
- Gas portador: helio a 1 ml/min (75 kpa), 14 cm/s.
- Temperahra inyector: 250°C.
- Temperatura detector: 275°C
- Detector: FID.
Los resultados obtenidos se muestran en los cromatogramas de las figuras 10.2, 10.3 y 10.4.

De las figuras indicadas anteriormente se observa la evolucidn de la extraccién de VOCs de
la oleorresina de pimentén mediante la técnica de headspace dindmico, que decididamente
presenta mayor rendimiento a medida que aumenta la temperatura, como era de esperar. En
principio se puede indicar la aparicién de un mayor nimero de picos y del aumento
cuantitativo de la mayoria de ellos. A pesar de ello, todavia no se puede considerar en
términos absolutos, puesto que no se conoce la naturaleza de los mismos (lo que no permite
conocer la influencia de la temperatura en la formacion de VOCs derivados del aporte de

calor).

En la experiencia realizada a 30°C se observa una presencia muy disminuida de VOCs, y
todos ellos con tiempos de retencién muy bajos, lo que no ofrece resultados positivos debido
a tan baja diversidad de VOCs.
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En la experiencia efectuada a 50°C Ia presencia cualitativa de VOCs ha aumentado
considerablemente, lo que hace pensar en una influencia positiva de la temperatura en la
extraccion. Aparecen compuestos que presentan tiempos de retencion mds elevados que en
el caso anterior, llegando hasta los 45 minutos aproximadamente.

En la extraccion realizada a 81°C, el aumento de VOCs, tanto a nivel cualitativo como
cuantitatico es apreciable, aunque, como en el caso anterior, dejan de aparecer a partir de
los 50 minutos, aproximadamente, lo que hace pensar en un aumento del rendimiento
cuantitativo, pero una estabilizacién en el aspecto cualitativo, a pesar de la aparicién de
algunos nuevos picos.

Para facilitar la observacion de la evolucién de los VOCs, se ha efectuado una superposicion
de los tres cromatogramas anteriores, que permiten comparar con mayor exactitud los
resultados obtenidos, lo que se puede observar en la figura 10.5.

En este grifico se ha representado del minuto 19,31 hasta el minuto 80 del analisis
cromatogrifico para observar mejor la evolucién de los compuestos volitiles. Se observa
claramente que la extraccién a 50°C presenta presenta ventajas muy positivas respecto a la
extraccion efectuada a 30 °C, aunque se ve superada por la extraccion a 81°C, en la que,
como se ha indicado previamente, la aparicién de picos mayores y de nuevos picos es
considerable.

El procedimiento de trabajo seguido para llevar a cabo el headspace dindmico es el siguiente:

Oleorresina

de pimenton _______._)
(25-35q)

Nitréqeno /
(60-90 miimin)

Matraz de 250 mi con
cartucho de carbon
activado

Desorcién de los
volatiles

/y
Sulfurode —

carbono

GC-FID
y

4 GCIMS
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Figura 10.2 Cromatograma de los VOCs obtenidos por headspace dindmico a 30°C.
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Figura 10.3 Cromatograma de los VOCs obtenidos por headspace dindmico a 50°C.
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CAPITULO 11

SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICA-
CION DE LOS COMPUESTOS ORGANICQS VOLATI-
LES DE LA OLEORRESINA DE PIMENTON

11.1 Condiciones cromatograficas utilizadas para la separacién de los VOCs de
la oleorresina de piment6n

Aunque se ha considerado oportuno indicar en cada cromatograma las condiciones en las que
se ha obtenido el mismo, en este apartado se intenta justificar, de forma generalizada, dichas

condiciones.

Se ha indicado en diversas ocasiones que el seguimiento correcto de una extraccion consiste
en someter al extracto a una separacién mediante cromatografia de gases. Ello permite ver
los picos que aparecen y el aumento que sufren los que ya habian aparecido previamente, con
lo que se accede al conocimiento de la duracién de una extraccién y su evolucién en el
tiempo.

Para conseguir las condiciones cromatograficas adecuadas se han probado diversas
variaciones, aunque algunos parametros se han ajustado con relativa facilidad, puesto que la
bibliografia especifica en andlisis de volatiles indica valores de isotermas y rampas de
temperatura que se mueven dentro de unos valores relativamente parecidos entre si.

En el caso de las muestras con los voldtiles de la oleorresina de pimentén se ha visto que
mantener una rampa de 3°C/min es suficiente para conseguir la separacién de los volatiles,
y ha sido este valor el que se ha empleado de forma mayoritaria. Se ha comenzado los
andlisis entre los 35 y los 40°C, optando de manera mds generalizada por el primer valor.
Se ha observado que a partir de unos 230°C de la columna ya no aparecian volatiles en
ningin cromatograma, lo que acota las temperatura mdxima, que se ha fijado en 250°C,
manteniéndose dicha isoterma durante unos minutos, para finalizar el cromatograma. Es
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conveniente indicar que se ha trabajado en condicones distintas a las indicadas, obteniéndose
una resolucion de los picos muy inferior cuando se ha tenido por objetivo realizar unos
andlisis cromatograficos de menor duracién. También una utilizacion de condiciones mas
generosas no ha reportado una mejoria que las justificase.

La presencia de un disolvente dentro del cual se encuentran los volatiles aconseja realizar una
isoterma durante un corto periodo de tiempo para permitir que aparezca el mencionado
disolvente, asi se consigue que enmascare a un menor mimero de voldtiles, aunque esta
situacién se puede obviar en el tnico andlisis que no se lleva a cabo con los volitiles
contenidos en el seno de un disolvente: el headspace estitico. Todo ello ha llevado a una
duracién maxima del anilisis cromatogrifico de 80 minutos, excesivo para alguno de los
andlisis; pero que, al mantenerse constante, ha permitido la comparacién de diferentes
técnicas de extraccién, como se verd posteriormente,

El gas portador, siempre helio, se ha utilizado a una velocidad de flujo de 1-2 ml/min,
aunque la influencid de su velocidad no sea decisiva si se tiene en cuenta la grifica de van
Deemter, puesto que en el caso de columnas capilares no se observa mucha disminucion de
la altura equivalente a un plato tedrico al disminuir la velocidad del gas portador.

La introduccién de la muestra en el sistema cromatografico se ha llevado a cabo mediante
la técnica split, variable segiin la concentracién de volatiles en el disolvente para conseguir
unos cromatogramas de presentacion mas homogénea, el volimen normal de inyeccién ha
sido de 1 a 3 ul. La relacién de split (volimen que va al exterior respecto al volimen que
se inyecta en la columna) ha variado desde 5:1 hasta 18:1.

La inyeccién se ha realizado a temperaturas entre 250 y 275°C, suficientes para asegurarse
que se ha vaporizado toda la muestra. Por otra parte, el detector se ha mantenido en un
intervalo de temperaturas similar.

El detector de ionizacién de llama (FID) es el mis indicado para la deteminacién de
componentes orgdnicos de distinta naturaleza, y de entre los que conviene determinarlos a
todos, sin considerar a unos mds importantes que los demds. En este 1iltimo caso se utilizaria
otros tipos de detectores, mds especificos para determinadas substancias, se ha utilizado
nitrégeno como make-up en todas las determinaciones en las que se ha empleado el FID.

El empleo de una columna no polar (DB-1) es aconsejable en el caso de desconocer aquellos
componentes que se han extraido, y es recomendada en el andlisis cromatografico de aromas,
aunque también se pueden utilizar columnas de otras polaridades. De hecho, asi se ha
efectuado para la separacién cromatografica previa a la identificacién en los acoplamientos
HRGC/MS, en los que se ha utilizado una columna DB-5, algo mds polar. El amplio rango
de temperaturas en el que se puede utilizar dicha columna (hasta 350°C), permite trabajar
con mayor desahogo en los andlisis de tanteo que se realizan en las primeras extraciones y
en los que se desconoce la naturaleza de los componentes volatiles, y, por ello, su tiempo
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de retencién y su temperatura para abandonar la columna.

11.2 Identificacion de los compuestos orgamicos volatiles. Condiciones de
operacion.

Los equipos bdsicos que se han utilizado para realizar el acoplamiento HRGC/MS se
encuentran disponibles en el Laboratori d’Espectrometria de Masses del CID-CSIC de
Barcelona. Se han utilizado dos equipos, cuya diferencia fundamental es que uno consta de
un espectrometro de masas magnético y el otro utiliza un espectrometro de masas
cuadrupolar.

HRGC//MS magnético:

- Espectrometro de masas magnético VG TS-250, al que estd acoplado un
cromatégrafo de gases KONIK serie 3000.

- Columna DB-5, 30 m, 0,25 mm I.D., 0,22 ym film.

- Gas portador: helio.

- Presién en cabeza: 1,2 kg/cm?.

- Velocidad lineal: 33 cm/s a 110°C.

- Inyeccién: split.

- Volimen de inyeccién: 1-3 ul.

- Rampa: 5°C/min.

- Rango de masas: 45-450 amu a 1s/década.

- Resolucién: 500.

- Modo de ionizacién: Impacto electrénico en modo de iones positivos (EI*) a
70 eV.

- Libreria: NIST/NBS de 62235 espectros.

HRGC/MS cuadrupolar:

- Equipo integrado por un espectrémetro de masas Fisons MD800 y un
cromatdégrafo de gases CE serie 8000.

- Columna DB-5, 30 m, 0,25 mm I.D., 0,22 um film.

- Gas portador: helio.

- Presidn en cabeza: 100 kPa.

- Velocidad lineal: 38 cm/s a 60°C.

- Inyeccién: split.

- Volimen de inyeccién: 1-3 ul.

- Rampa: 5°C/min.

- Rango de masas: 45-450 amu a 1s/década.

- Resolucién: unitaria.

- Modo de ionizacion: Impacto electrénico en modo de iones positivos (EI*) a
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70 eV.

- Ordenador: MI con un i486 DX2 a 50 MHz con software de tratamiento de
datos LAB-BASE release 2.11.

- Libreria: NIST/NBS de 53993 espectros.

Ademds, se ha utilizado la informacién disponible en un banco de datos de espectros de
masas, que cuenta con una libreria NIST de 62235 espectros de masas, instalada en un
ordenador DIGITAL: VAX STATION 3100, gestionada por el programa OPUS de FISONS
INSTRUMENTS/VG Analytical.

11.3 Cuantificacién de los compuestos organicos volatiles

La no disponibilidad de patrones de los VOCs identificados en la oleorresina de pimentén ha
recomendado su cuantificacion por medio de la adicién de un patrén interno a la muestra,
en cantidad aproximada a la de los demas VOCs identificados. El mencionado compuesto
debe cumplir, ademads, con el requisito fundamental de no interferir con cualquier otro de los
VOCs ya existentes, asimismo debe presentar un espectro de masas especifico.

Después de diversas pruebas con varios compuestos, se ha optado por utilizar nerol [(Z)-3,7-
dimetil-2,6-octadien-1-o0l], producto, ademds, de caracteristicas afines a los VOCs
identificados en la oleorresina de pimentén. Su espectro de masas se muestra en la figura
11.1.

A continuacién se han llevado a cabo diversos ensayos para obtener el tiempo de retencion
en las condiciones de trabajo cromatograficas habituales para la separacion de los VOCs, y
se ha procedido a preparar la disolucién de nerol.

Si bien en el sistema HRGC/MS se han mantenido las condiciones habituales, se ha inyectado
la muestra en modo splitless. Se ha escogido este modo de inyeccién ya que se trata de un
andlisis cuantitativo y diversos autores sostienen que una determinacién cuantitativa utilizando
el método split puede inducir a error debido a la posibilidad de una pérdida de los
componentes mds volatiles, ya que al producirse la divisién existe una tendencia de los
mencionados compuestos a ocupar mayoritariamente la via que lleva el gas portador a la
atmosfera, aunque debe considerarse la poca presencia de compuestos altamente volatiles en
la oleorresina de pimentén. El volimen de inyeccion ha sido de 1 pl. La rampa utilizada ha
sido de 4°C/min.

Para la interpretacion de los resultados, se ha realizado la simplificacién (aceptada en muchos
estudios similares) de que todos los compuestos orgénicos volitiles presentan la misma
respuesta en el sistema de deteccion (factor de respuesta unidad), lo que permite realizar una
evaluacion de las cantidades aproximadas que contiene la muestra, por simple relacion entre
areas.
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Figura 11.1 Espectro de masas del nerol.

En primer lugar, se calcula el contenido en nerol del voldmen que se ha inyectado, pudiendo
extrapolarse hasta el volimen total del extracto, y como se conoce la masa total de
oleorresina de la que se ha obtenido el extracto, se puede cuantificar de manera aproximada.
Para conseguir una respuesta parecida a la de los VOCs ya existentes, se ha llegado a la
conclusién de preparar una disolicién de nerol al 1 por 1000 en hexano (disolvente utilizado
en la mayor parte de extracciones).

Se han tomado 100 ul de extracto de la muestra LN S-420, a los que se han afiadido 20 ul
de disoluci6n al 1 por 1000 de nerol. La eleccién de un extracto obtenido mediante el método

de Likens y Nickerson estd justificada en otro apartado por ser el método que produce

mejores resultados en la obtencién de los VOCs. La figura 11.2 presenta el cromatograma

del extracto con el nerol que se ha adicionado y a partir del cual se han realizado los cdculos

cuantitativos. La cuantificacién de VOCs se ha llevado a cabo, Unicamente, para aquellos

considerados mayoritarios.
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Cromatograma para la valoracion cuantitativa de los VOCs identificados en la oleorresina de

pimentén.

Figura 11.2
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