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Resumen

El color de un alimento es una propiedad que condiciona la evaluacion y
aceptacion del mismo y contribuye notablemente al primer juicio que formamos
acerca de ellos. La propia naturaleza acostumbra a relacionar el color de los
alimentos con su grado de frescura, su estado de maduracién o incluso su calidad

higiénico-sanitaria; de esta manera el color influye en la eleccion de los alimentos.

Los colorantes se han utilizado desde hace cientos de afos, aunque en la ultimas
décadas su incorporacion en un sinfin de productos ha resultado en una préactica
comun con la finalidad de mejorar su apariencia y volverlos mas atractivos; sin
embargo esta actividad ha llegado a los excesos provocando efectos nocivos en la
salud de los humanos a causa de la toxicidad conferida por algunos compuestos
presentes en los colorantes o bien, por las altas concentraciones que pueden

alcanzar en algunos productos.

Un ejemplo de lo mencionado anteriormente es la tartrazina, un colorante de
origen sintético ampliamente utilizado en la industria alimenticia, la cual es soluble
en agua y estable en medios acidos como el citrico, malico y tartarico. Su uso esta
regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 que permite una
cantidad maxima de 100 mg L en bebidas comerciales, por lo que para su
determinacidn se requiere de un proceso de separacion previo a fin de evitar las

interferencias de otros componentes presentes en alimentos y bebidas.

Actualmente se recurre a técnicas como la cromatografia de liquidos para la
determinacién y cuantificacion de colorantes azoicos en bebidas, sin embargo; los
elevados costos y tiempos de analisis representan un problema para la industria
de los alimentos. En la busqueda de soluciones a esta problematica se propone la
combinacion de la extraccion en fase sélida magnética (MSPE) y espectroscopia
UV-Vis como una alternativa mas accesible e innovadora. La caracteristica mas
sobresaliente de la MSPE es el facil aislamiento de los adsorbentes magnéticos de

la muestra mediante la aplicacion de un campo magnético externo, minimizando el

iv



tiempo y costos de analisis. Asi mismo, la MSPE proporciona una selectiva

separacion de compuestos organicos como lo son los colorantes azoicos.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone la extraccion de tartrazina de
bebidas no alcohdlicas mediante carbén activado modificado con magnetita en
MSPE, utilizdndose la espectrofotometria UV-vis para su determinacion y
cuantificacion. Los resultados obtenidos permiten concluir que la MSPE es una
técnica adecuada de limpieza de muestras con la que es posible desarrollar

métodos de andlisis econdémicos y robustos para la determinacion de tartrazina.
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Antecedentes

ANTECEDENTES

I.1 Colorantes

Los colorantes son un grupo de aditivos que se emplean para mejorar la
apariencia de los alimentos, textiles y medicamento, afirmando y homogenizando
su color. El ser humano es un una criatura visual y por lo tanto la primera

impresion de un alimento estara dada por su aspecto (Cubero N. et al., 2002).

El color es por excelencia la caracteristica sensorial mas importante, un ejemplo
de ello es la adicion de curcuma (Curcuma tinctoria) para proporcionar color
amatrillo al aceite, y el uso de cal con la finalidad de colorear de blanco el pan en la
época medieval (Doerner, 2005). En la produccion de vino tinto, su color
caracteristico es producto de la extraccién de antocianos cuando se realiza la
maceracion. Ademéas de los colorantes de origen natural mencionados
anteriormente, los hay de tipo sintético y semi-sintético (Garibay et al., 2004). La
busqueda de colorantes de origen sintético se debe a la inestabilidad de los
colorantes naturales a los cambios en la temperatura o acidez. Tomando como
base que un colorante contiene en su estructura quimica grupos croméforos, se
sintetizaron una amplia gama de compuestos. En 1856 William Henry Perkin en su
intento de sintetizar quinina produce el primer colorante sintético, la mauveina
(pigmento puarpura), de tal forma que en los ultimos 130 afios se han producido
miles de estos compuestos conduciendo a una produccién industrial de 700,000
toneladas de los mismos (Lock Sing de Ugaz, 1997). La importancia de los
colorantes se ve reflejada en el nimero de patentes registradas a este respecto,

las cuales estan concentradas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Numero de patentes relacionadas con procedimientos de obtencién de colorantes y de

sus aplicaciones (Lock Sing de Ugaz, 1997).

Periodo

Total
1969-1978 1979-1984
Obtencién de 210 217 427
colorantes
Aplicaciones de 134 136 270
los colorantes
Total 344 353 697

Diversos estudios realizados demuestran que algunos compuestos usados como
colorantes pueden ser toxicos al ser humano. Estas investigaciones han
provocado la prohibicion de algunas sustancias, siendo las primeras de ellas
compuestos que contienen cobre, plomo y arsénico, y que son utilizados para

colorear fraudulentamente los alimentos (Ramos & Méarquez, 2002).

En 1906 los trabajos de Hesse y Wiley llevaron a la aprobacion de la “Ley de
alimentos y medicamentos puros” en Estados Unidos, la cual prohibié la venta de
alimentos y medicamentos con etiquetados engafiosos y adulterados. En 1938
esta ley se recrudece y se promulga la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y
Cosmeéticos, misma que regula el uso de aditivos en productos de consumo
humano. Con la creacion de la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA) fue posible
realizar estudios con los cuales se confirmé la posible influencia de algunos
colorantes sintéticos en el desarrollo de enfermedades como el céancer,
prohibiendo asi el uso de los colorantes Rojo 3 y Rojo 40 en productos de
confiteria y algunos subproductos céarnicos (Hernandez Machado, 2005).

I.2 Clasificacion de colorantes
Este grupo de aditivos comprende un sin numero de compuestos, por lo cual es
importante clasificarlos de forma sistematica de acuerdo a sus caracteristicas y

propiedades quimicas.
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[.2.1 De acuerdo a su origen
La clasificacion mas conocida es por su origen, dividiéndose en naturales,

sintéticos y semisintéticos (Cubero et al., 2002).

Los colorantes naturales son reconocidos generalmente como seguros, y como su
nombre lo indica estan presentes en la naturaleza y es posible extraerlos mediante
distintos procesos fisicoquimicos. A su vez los colorantes naturales pueden ser de
origen animal, vegetal y mineral. Como ejemplo se tienen los pigmentos
chalcdnicos extraidos de la flor de cartamo (cartamina rojo, y amarillos Ay B), o el
caroteno, proveniente de la zanahoria. A pesar de su procedencia natural es
necesario realizar estudios toxicolégicos pertinentes a fin de evaluar la inocuidad
de estos colorantes y poder determinar la ingesta diaria admisible (IDA) (Aubaile et
al., 1998).

Algunas de las caracteristicas que distinguen a los colorantes naturales son: un
poder de tincibn menor al de los colorantes sintéticos, posibilidad de modificar
aroma y sabor en los alimentos, poca uniformidad de tincion, susceptibilidad a la
degradacion por poseer una menor estabilidad frente a variaciones de pH,
temperatura, humedad, etc. En contraparte, los colorantes sintéticos son obtenidos
mediante sintesis quimica, obteniendo moléculas nuevas o duplicando moléculas
existentes en la naturaleza. Los colorantes sintéticos permiten obtener toda la
gama de colores; por ejemplo, la tartrazina, el rojo allura y el negro brillante,
cuentan con un alto grado de pureza y son resistentes a cambios de temperatura y
pH, lo que los convierte en los mas utilizados en la industria de los alimentos. Sin
embargo presentan una gran desventaja frente a los colorantes naturales, al
poseer un mercado limitado de acuerdo a la legislacién de cada pais debido a los

efectos secundarios que pudieran causar en la salud (Contento Salcedo, 1997).

Los colorantes semisintéticos pertenecen a la familia de los colorantes sintetizados

sin embargo, su estructura molecular es semejante a la de algun colorante que se

4



Antecedentes

encuentra en la naturaleza, lo que evita los efectos nocivos que causan algunos
colorantes sintéticos. Ejemplo de ellos son la curcumina (E100), riboflavina (E101),
orcilla (E121) y los caroteniodes (E160) (Garcia Garibay & Quintero Ramirez,
1993).

Para poder certificar su uso, es necesario someter una muestra del colorante a
diferentes pruebas establecidas por la FDA. La FDA clasifica a los colorantes de la
siguiente manera: colores adecuados para alimentos, farmacos y cosmeéticos
(FD&C), colores adecuados para los medicamentos y cosméticos (D&C), y colores
adecuados para medicamentos y cosméticos externos (Ext.D&C) (Astiasaran
Anchia et al., 2003). La Tabla 2 muestra algunos colorantes permitidos para su
uso como aditivos en alimentos en Estados Unidos de 1907-1938 (Branen et al.
2001).

Tabla 2.- Colorantes permitidos por la FDA.

Nomenclatura por la

Nombre comun Clasificacién quimica

FDA 1938
Tartrazina FD&C amarillo No. 5 Azoico
Sudan | FD&C Amarillo No.14 Azoico
Amarillo mantequilla FD&C Amarillo No. 2 Azoico
Amarrillo AB FD&C Amarillo No. 3 Azoico
Amarillo OB FD&C Amarillo No. 4 Azoico
Verde Guinea B FD&C Verde No. 1 Trifenilmetano
Verde sé6lido FCF FD&C Verde No. 3 Trifenilmetano
Azul brillante FCF FD&C Azul No. 1 Trifenilmetano
Ponceau SX FD&C Rojo No. 4 Azoico
Amarillo ocaso FCF FD&C Amarillo No. 6 Azoico

I.2.2 De acuerdo a su estructura quimica
Los colorantes también pueden clasificarse de acuerdo a su estructura quimica.

Las principales categorias son las siguientes (Vincent Vela et al., 2006):

-Indigoides: Este tipo de colorantes se obtenian de la planta indigo; en la
actualidad la mayor parte de la produccion de estos colorantes es mediante

sintesis quimica con la cual se obtienen con un alto grado de pureza. Su
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estructura quimica se caracteriza por poseer anillos aromaticos y un enlace doble
entre dos anillos de cinco miembros como se muestra la Figura 1a. Los electrones
de este enlace son los responsables de la coloracion de este compuesto (Macy &
D., 2005).

(0]

(a) Azul de indigo en su forma

insoluble.
(b) Verde de Malaquita
o) OH
OH N
\
HsC CHs
Sy s X
| | "o
fe} CHj; CHs
(c) Alizarina (d) Azul de metileno

O——CH;

/O
HsC S
@ \.
O "Na
(e) Rojo Allura

Figura 1. Estructura quimica de algunos colorantes representativos.
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-Difenil y trifenilmetano: Estos poseen colores fuertes y brillantes debido a una

amplia deslocalizacion de los electrones m dentro de su estructura quimica (Figura
1b). Sin embargo, cuentan con el inconveniente de ser fotosensibles y no resistir el
uso de tensoactivos y lejias. Son pigmentos que se utilizan principalmente para
tefir lana, seda o algodon. El fucsia, rosa y violeta de metilo pertenecen a este

grupo de colorantes (Bautista Suarez, 2011).

-Antraquinoicos: La alizarina es el compuesto mas representativo de este grupo,

en la Figura 1c se puede observar la estructura quimica, Esta es un pigmento
conocido desde la civilizacién egipcia y persa. Dentro de la estructura quimica
cuenta con grupos auxocromos, y es el fragmento p-quinoide en donde tiene lugar
la deslocalizacion de los electronesm del grupo carbonilo y de los anillos
conjugados, mismos que promueven la absorcion de energia (Linstromberg,
1979).

-Indaminicos _y azinicos: Son derivados de feniliminoquinona; el nucleo de la

estructura también conocido como fenazina es el fragmento mas importante. La
fenazina no presenta color, sin embargo, cuando se introduce un grupo
auxécromo en su estructura quimica, se generan cromoforos. El azul de metileno
es uno de los ejemplos mas representativos (Figura 1d). En su estructura se
puede apreciar la abundancia de electrones 1, los cuales son responsables de la
absorcién de energia UV-Vis, y lo cual da la coloracion caracteristica a estas

moléculas (Alatorre Acosta, 2007).

-Azoicos: La mayoria de los colorantes comerciales pertenecen a este grupo,
destacando el rojo allura (Figura le) y la tartrazina. La caracteristica principal de
estos compuestos es que en su estructura quimica se encuentra un grupo azo (-
N=N-) que por si solo no absorbe ninguna luz; sin embargo, la presencia de
grupos aromaticos permite la conjugaciéon de los electrones, lo que permite

obtener compuestos con alta estabilidad a los cambios de temperatura y pH.
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Este ultimo grupo de colorantes es de los mas sintetizados en la actualidad,
representando un 31.5% de las ventas mundiales, siendo los amarillos 5y 6 los
mas producidos. Su importancia radica en su elevada estabilidad aunada al
elevado coeficiente de absortividad molar, que lo hace idéneo para su uso a bajas
concentraciones. En contraparte se cree que estos compuestos provocan cancer,
suposicion que llevd a la prohibicion de los colorantes azoicos con fines
alimenticios. Sin embargo, después de largos estudios se demostr6 la inocuidad
de algunos de ellos permitiendo nuevamente utilizar algunos colorantes en

alimentos, como la tartrazina (Elmadfa et al., 2011).

[.3 Tartrazina

La tartrazina (Figura 2), también conocida como el colorante Amarillo 5 0 E 102, es
uno de los colorantes azoicos mas empleados actualmente en la industria de los
alimentos. Es considerado un colorante de origen sintético, soluble en agua
(14mg/100mL), que se encuentra en forma solida a temperatura ambiente como
un polvo naranja y presentando una coloracion amarilla en soluciones acuosas.
Quimicamente es la sal trisddica del (acido 4,5 dihidro-5-oxo-1-(4 sulfofenil)-4-(4
sulfofenil) azol) 1H-pirazol-3-carboxilico), estable en medios acidos como el citrico,
malico y tartarico, y en medios basicos como el bicarbonato, carbonato de sodio e
hidréxido de amonio, aunque en hidréxido de sodio presenta una decoloracion.

Cuenta con una vida de anaquel de 4 afios a una temperatura entre 15y 25 °C.
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Figura 2. Estructura quimica de la Tartrazina.

La tartrazina ha sido empleada tradicionalmente para conferir el color amarillo a
los alimentos. Sus aplicaciones generalmente comprenden la reposteria,
productos de panificacion, botanas, bebidas, produccion de galletas, céarnicos,

helados y caramelos entre otros (Baui Dergal et al. 2006).

De todos los colorantes, la tartrazina ha captado especial atencion debido a sus
posibles efectos alergénicos (asma y eczemas) y de hiperactividad, incluso
aumento en el trastorno por déficit de atencion (Rastrepo Gallego et al., 2006). Por
ello fue evaluada en la década de los 60°s por el Comité de Expertos en Aditivos
Alimentarios de FAO/OMS, el cual establecié una Ingesta Diaria Admisible (IDA)
de 7.5 mg/kg de peso corporal por dia. Mas aun, a partir del 2010 los alimentos
gue contengan tartrazina deberan llevar la advertencia “puede alterar la actividad y
la atencion en nifios”. En México, este colorante, esta regulado de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 la cual permite 100 mg/L como
cantidad maxima de tartrazina en bebidas comerciales (NOM, 2012).
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I.4 Anédlisis de colorantes en alimentos

La metodologia para la identificacion y determinacion de un colorante comprende
varias etapas: la preparacion de la muestra, la identificacion y finalmente su
cuantificacion. La eleccion del método a utilizar depende del tipo de alimento
tomando en cuenta caracteristicas como el contenido de grasa, proteinas y
carbohidratos, las propiedades &cido-base del analito y las interferencias
presentes en la matriz analitica (Vidotti et al., 2006).

[.4.1 Tratamiento de muestras

El tratamiento de la muestra y la separacién de colorantes de la matriz analitica
estan relacionados directamente con la técnica de cuantificacion a utilizar. Asi, de
manera general, cuando se utiliza cromatografia de liquidos, electroforesis capilar
y técnicas electroquimicas, se requiere de un tratamiento sencillo de la muestra,
generalmente la dilucion y una posterior filtracion. Esta ventaja se relaciona con la
capacidad de separacién y especificidad de estos métodos instrumentales. A
pesar de que no es necesario un pre tratamiento de la muestra, estos métodos
instrumentales presentan ciertas desventajas como por ejemplo un elevado costo
de analisis (equipo y reactivos) y baja velocidad de analisis (2-4 muestras por
hora) (Huang et al., 2002; Yoshioka & Ichihasi, 2008).

Por el contrario, si la cuantificacion de los colorantes se realiza por técnicas
econdmicas, rapidas y sencillas como las espectrofotométricas, debe considerarse
que la presencia de conservadores (benzoato o citrato de sodio) y proteinas,
interferirdn de forma importante en la determinacion, por lo cual es indispensable
realizar el aislamiento del colorante de la muestra (Garibay et al., 2004). Este
proceso requiere el uso de diferentes materiales que permiten la extraccion del

analito, como las que a continuacion se describen.

Las primeras extracciones de colorantes naturales se realizaban empleando lana o
poliamida. En una primera etapa se ponia en contacto la fase solida con la

muestra; posteriormente, para extraer el colorante de la lana se colocaba en
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contacto con metanol acidificado o basificado para separar los colorantes basicos

y &cidos, respectivamente (Contento Salcedo, 1997).

Otras estrategias de separacion han sido igualmente evaluadas en la extraccion
de estas moléculas; asi, se ha usado la técnica de intercambio anionico, donde los
colorantes &cidos son retenidos por los grupos sulfénicos presentes en la
estructura (Varcarcel Cases & GOmez Hens, 1988); asimismo se ha empleado la
extraccion liquido-liquido (n-butanol-agua) basada en la formacion de pares

iGnicos con sales de octadeciltrimetil amonio (Lau et al., 2007).

Para la retencion de colorantes azoicos en matrices acuosas se ha descrito
también el uso de la extraccion en fase sélida, utilizando como fase extractante
zeolita y silice C18. La fase solida se activa con metanol 6 dietilamina.
Posteriormente se hace pasar agua desionizada seguida de la muestra a través
del cartucho de la fase soélida. El colorante retenido se eluye de la fase sélida con
soluciones de metanol. Las fracciones eluidas se analizan mediante alguna
técnica instrumental como la espectrofotometria UV/Vis o HPLC (Al-Degsa et al.,
2008; Sxahin et al., 2007).

Por otra parte, se ha propuesto el uso de carbon activado y 6xidos de hierro como
adsorbentes de colorantes, debido a que cuentan con una excelente area
superficial y una estructura de poros bien definida que favorece la retencion de los
analitos deseados (Xin-hui et al., 2013). Las propiedades texturales y quimicas de
estos materiales, permiten la retencién de una amplia gama de compuestos ya
gue cuentan con una superficie de caracter no-polar que permite la interaccion con
fracciones no-polares contenidas en la estructura de los analitos (Rodriguez-
Estupinan & Giraldoa, 2013). Es por ello que cuenta con una alta capacidad de
adsorcion de iones metalicos que resultan toxicos para la salud (Zeng et al., 2013),
a la vez que puede decolorar jarabes de azlcar de cafa, dextrosa, fructosa y otros

productos alimenticios, purificar acidos organicos y aminoacidos de procesos de
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fermentacion, eliminar cloro y ozono en las industrias que utilizan el agua para

elaborar cerveza, refrescos y otros alimentos (Rodriguez Vidal, 2003).

Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas a destacar del carbon activado se
pueden mencionar las siguientes: posee una estructura microcristalina laminar
formada por capas paralelas de anillos regulares de 6 atomos de carbono (éstos
hexadgonos son los responsables de la porosidad del mismo), comercialmente
presenta un volumen de poro superior a 0.2 mL g* y un didametro de poro que
oscila entre 0.3 y algunos cientos de nandémetros. La capacidad adsorbente del
carbon depende del area superficial interna que generalmente se encuentra entre
500 y 1500 m? g! (Deiana et al., 1998). Quimicamente el carb6én activado se
compone ademas de carbon, de una pequefia porcion de minerales, hidrégeno y
oxigeno que se enlazan para formar grupos funcionales como carbonilo y fenol,
confiriendo un caracter acido-base al carbon en funcion de la abundancia de estos
grupos (Rodriguez Vidal, 2003).

A pesar de su versatilidad, el carbon activado tiene el inconveniente de ser dificil
de separar de la matriz acuosa donde fue dispersado, lo que hace complicado su
uso en la extraccion en fase sélida dispersiva. Debido a ello, y con la finalidad de
facilitar la separacién del soporte de extraccion de la fase liquida, Safarikoka y
colaboradores (Safarikova & Safarik, 1999) proponen la extraccion en fase sélida
magnética (MSPE), que consiste en la incorporaciébn de magnetita al carbdn
activado para formar una fase extractante solida con propiedades paramagnéticas,
la cual se aisla facilmente del medio dispersivo mediante la aplicacion de un

campo magnético externo.

[.4.1.1 Caracteristicas de la MSPE

La extraccion en fase solida magnética es un método simple y reproducible que se
ha desarrollado como una alternativa a la extraccion en fase solida y la extraccion
liguido-liquido. Entre las principales ventajas de la MSPE se encuentra 1) la

posibilidad de poder emplear volimenes de muestra elevados obteniendo una
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disminucién en el tiempo de pre-tratamiento y por consecuencia de analisis; 2) los
adsorbentes empleados son dispersados completamente en la muestra
favoreciendo la interaccion entre los analitos y la fase sélida, y 3) que los
adsorbentes son aislados de la matriz analitica con facilidad disminuyendo el

riesgo de pérdida del analito.

Entre los estudios sobre retencion de colorantes donde se ha involucrado la MSPE
modificando el carbon activado con otros Oxidos metalicos, se encuentra la
adsorcion de Rojo Reactivo 198 sobre carbon activado modificado con TiOz,
obtendiendo una absorcion maxima de 56.806 mmol kg! (Janus, et al., 2009),
mientras que en el caso de la adsorcion de Azul de Metileno sobre nanoparticulas
de Nio.sZno.sFe204 se obtienen adsorciones de 56.27 mmol kg (Liu, et al., 2013).
En ambos casos se tiene como principal ventaja la selectividad del adsorbente
hacia el analito facilitando su extraccion; ademas es posible utilizar volumenes
comprendidos entre 100 y 800 mL (Safarikova & Safarik, 1999) proporcionando
tiempos de analisis cortos en comparacion a las técnicas convencionales. Aunado
a lo anterior ha sido posible emplear la MSPE en matrices no acuosas; ejemplo de
ello es la separacién de antibidticos presentes en la leche, donde la metodologia
permite extraer al analito con recuperaciones superiores al 90%, lo cual indica que
la técnica es selectiva y eficiente alin en matrices analiticas complejas (Ibarra et
al., 2011).

[.4.2 Métodos de analisis

Una vez que se ha logrado separar el colorante de la matriz analitica es necesario
poder identificarlo y cuantificarlo, para lo cual se recurre a diversos métodos
instrumentales de andlisis. A continuacion se describen algunas de las estrategias

evaluadas en el analisis de colorantes.

1.4.2.1 Cromatografia
Uno de los métodos mas importantes en el analisis instrumental es la

cromatografia ya que en la actualidad los equipos ofrecen la posibilidad de
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separar, identificar y cuantificar componentes en un solo ensayo. La tartrazina
tiene un punto de fusion de 300 °C y se descompone a temperaturas superiores,
por lo que su andlisis cromatogréfico esta limitado a la cromatografia de liquidos.
(Lockuan Lavado, 2012).

En la dltima década, la determinacion y cuantificacion de colorantes se enfoca al
uso de la cromatografia de liquidos de fase inversa utilizando principalmente
columnas C18 y como fase moévil gradientes que incluyen el uso de metanol,
acetonitrilo y disoluciones tampon con valores de pH entre 4.5y 7.5. La deteccion
de los aditivos se realiza utilizando un detector UV-Vis principalmente. Se han
evaluado diversos colorantes de interés entre ellos la tartrazina, que bajo las
caracteristicas mencionadas anteriormente, alcanza limites de deteccion (LOD) en
un intervalo de 0.04-0.125 mg L (Vidotti C. et al., 2006; Pereira Alves et al.,
2008).

1.4.2.2 Electroforesis capilar

Otra metodologia de separacidon y analisis es la electroforesis capilar, donde de
manera semejante a la cromatografia no se requiere un tratamiento de la muestra.
Debido a la especificidad de esta técnica, basta con diluir la muestra con el
electrolito soporte y la posterior filtracidn. Una caracteristica que favorece el
analisis mediante esta técnica es la solubilidad de la tartrazina en medio acuoso y

su propiedad anidnica.

Se han descrito diversos electrolitos de trabajo, que incluyen disoluciones tampén
de fosfatos 6 boratos con la finalidad de imponer un pH entre 10.0-11.0, el voltaje
de trabajo se encuentra entre 17 y 25 kV, lograndose obtener LOD de 0.40 a 1.3
mg L1, utilizando electroforesis capilar de zona con detectores UV-Vis, (Pérez
Urquiza & Beltran, 2000; Ryvolova et al., 2007).
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1.4.2.3 Electroquimica

En los Ultimos afios una &area de gran importancia para la determinacion y
cuantificacion de colorantes es el uso de técnicas electroquimicas como la
voltamperometria, potenciometria, amperometria (Wilches Zufiga, et al., 2007).
Se han evaluado distintos electrodos de trabajo, como por ejemplo de diamante
dopado con boro, carbon vitreo con peliculas de polialilamina y antimonio, (Juarez
Pérez, 2013, Medeiros et al., 2012; S. Silva et al., 2007). La muestra requiere
anicamente la dilucion con el electrolito soporte que puede ser acido sulfarico 0.5
M 6 acido clorhidrico 0.5 M y el posterior analisis mediante voltamperometria
lineal, diferencial de pulsos y de onda cuadrada en sentido catédico. Los LOD
descritos estdn en el intervalo de 1.8-2.5 pM para tartrazina. En otros
procedimientos electroqupimicos, cuando la presencia de otros componentes
interfiere con la determinacion del colorante, es comun el uso del método de
adiciones patrén, aunque esto se traduce en la necesidad de realizar varias
medidas para concluir la cuantificacion (Medeiros et al., 2012).

1.4.2.4 Espectroscopia UV-Vis

La espectrofotometria de absorcion fue uno de los primeros métodos que se
utilizaron en el andlisis cuantitativo, gracias a que cuenta con una alta
especificidad, conviertiéndola en una de las mejores técnicas de andlisis. Dentro
de las ventajas mas sobresalientes esta la posibilidad de realizar el analisis a una
longitud de onda especifica permitiendo detectar de manera eficiente el
compuesto en cuestion. Ademas, esta técnica suele ser muy rapida y sencilla de
utilizar ya que permite obtener espectros completos en menos de un minuto lo que
se traduce en un tiempo de analisis cortos en comparacion a otras técnicas

analiticas como lo es la cromatografia (Valcarcel & Cardenas, 2000).
Hoy en dia es una de las técnicas mas accesibles, tomando como referencia el

bajo costo de los equipos y la opcién de no requerir de personal calificado, ni

reactivos especiales para poder analizar las muestras.
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Las bebidas no alcohdlicas contienen ademas de los colorantes otros aditivos
como las proteinas o los conservadores para mejorar su apariencia, calidad y
tiempo de anaquel; considerando que el principio de la espectrofotometria es la
interaccion energia-materia, estos aditivos se presentan como interferentes en la
determinacion y cuantificaciéon de colorantes por lo cual es necesario realizar un
tratamiento para limpiar la muestra y asi eliminar dichos interferentes. Dentro de
las propuestas que se presentan para la limpieza previa se encuentran
nanoparticulas de plata, de niquel dopado con 6xido de cinc y Fes304/SiO2. En
condiciones de temperatura ambiente y una longitud Unica comprendida en el
intervalo de 420- 425 nm es posible obtener LOD para tartrazina de 0.3 ng/mL
(Davudabadi Farahan & Shemirani, 2013, Klett et al., 2014; Sahraei et al., 2013).

Aunque este tratamiento representa un paso mas en el proceso analitico, no se
compara con los tiempos de andlisis o los costos que conllevan otras técnicas. Sin
embargo es importante evaluar nuevas propuestas que permitan simplificar en
tiempo y economia esta etapa del proceso, por lo que en este trabajo se proponen

los siguientes objetivos.
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Objetivos

Il OBJETIVOS

[I.1 Objetivo general
Diseflar una metodologia de extraccion en fase sélida magnética basada en
carbon modificado con magnetita para el andlisis espectrofotométrico de tartrazina

en bebidas no alcohélicas.

[1.2 Objetivos especificos
1. Sintetizar y caracterizar carbon activado modificado con magnetita mediante
técnicas instrumentales que permitan establecer las estructuras cristalinas

presentes y la morfologia de los sélidos sintetizados.

2. Optimizar las variables involucradas en la MSPE que permitan las mejores
condiciones de retencion y elucion del colorante sobre el carb6n activado
modificado con magnetita durante el analisis de tartrazina mediante un disefio de

parametros de Taguchi.

3. Validar la metodologia desarrollada considerando normas y estandares

internacionales para su aplicacion en el analisis de bebidas no alcohdlicas.
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Metodologia experimental

II. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Ill.1 Reactivos, disoluciones y equipos

Para la sintesis del carbon modificado se utilizd lo siguiente: carbén activado
comercial de origen vegetal proporcionado por la empresa Clarimex S.A. de C.V.,
FeSO47H20 grado reactivo y agua desionizada. Se emplearon disoluciones de

NaOH y H2SO4 6 M para ajustar el pH durante la sintesis del soporte magnético.

Todas las disoluciones de tartrazina se prepararon disolviendo el colorante grado
reactivo con agua desionizada de conductividad de 18.2 MQ-cm. Las disoluciones
estandar se prepararon mediante dilucién de una disolucion patron de tartrazina
de 100 y 1000 mg L.

Para las pruebas de retencion de tartrazina se utilizaron disoluciones tampén de
concentracion 0.1 M de acetatos (pH= 5.0), fosfatos (pH= 7.0) y boratos (pH= 9.0).
Para la elucién del colorante del carb6n modificado se prepararon disoluciones de

metanol basificado con NaOH de concentraciones 0.0025, 0.025 y 0.25 M.

Para la evaluacion de interferentes se utilizaron disoluciones de 1000 mg L* de
caseina, albumina de huevo, benzoato de sodio, citrato de sodio, acesulfame K,

aspartame, glucosa y sucralosa

La deteccion espectrofotométrica se realizO en un espectrofotometro UV-Vis
HACH DR-2700, con una celda de cuarzo de 1.0 cm de paso éptico.

El analisis de rayos X de polvos se realiz6 en un equipo PHILIPS PW1710

equipado con un anodo de Cu y apertura automatica divergente. Las condiciones
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para el analisis son las siguientes: radiacion CuKa 1.54 A, tension del generador
40 kV; corriente del generador 30 mA; relacion de intensidad (a2/al1)0.500,
apertura de divergencia 1° apertura receptora 0.1; &ngulo inicial (2©°) 5; angulo
final (26°) 70.

El andlisis morfolégico de los sdlidos se realiz6 mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM) con un equipo JEOL JSM-820. El andlisis cualitativo y la
determinacion de la distribucion de magnetita en los soélidos se realizaron con un

analizador LINK QX-2000 mediante energia dispersiva de rayos X.

Todos los espectros se obtuvieron a 15kV, a una distancia de 39 mm y 2500
conteos; el angulo del detector con respecto a la muestra en todos los casos fue
de 45°. La separacion de las fases magnéticas se realizé utilizando un iman de

neodimio porque genera un campo magnético mayor que el de ferrita.

I11.2 Sintesis de carbdn activado modificado con magnetita

Se sintetizaron dos soportes con una relacién p:p (carbon:Fes04) de 1:1y 1:2. La
sintesis se realiz6 en dos etapas: la primera consistio en la obtencion de magnetita
mediante precipitacion y oxidacion parcial. Para ello se disolvieron 3.6 g de
FeS04-7H20 en 100 mL de agua desionizada. La mezcla de agité constantemente
a 60 °C. El pH de la solucién se ajusté a 10.0 £ 0.2, afiadiendo una corriente de
aire a la mezcla de reaccion. Inicialmente se formo6 un precipitado color verde, el
cual transcurridos 40 minutos de reaccion se torné color negro, caracteristico de la
formacion de FesOs. En una segunda etapa se adicion6 0.5 y 1.0 g de carbon
activado al vaso de reaccibn y se agit6 la mezcla durante 30 minutos,

obteniéndose asi los soportes 1:2 y 1:1, respectivamente.

Una vez concluida la sintesis, se dejo enfriar la mezcla. Se separdé la fase
magnética con un iman y se lavé 3 veces con agua destilada. La fase sélida se
secO a 60°C durante 24 h. La fase solida se pulverizé en mortero de agata y se

almacend en un desecador hasta su uso.
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[11.3 Retencion de tartrazina

Para el analisis de la retencion utilizando los soportes magnéticos, se colocaron
0.05 g del carb6n modificado con magnetita en tubos de polipropileno de 50 mL,
se adicionaron 20.0 mL de solucién acuosa de tartrazina (10.0-100.0 mg LY) y se
agitd mecanicamente durante 30 minutos. Posteriormente la fase solida se separ6
utilizando un iman de neodimio (Figura 3), analizando la fase liquida mediante
espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 434 nm. Se evaluo el efecto
del pH de la disolucion de tartrazina en la extraccion, utilizando disoluciones

tampo6n de pH 5.0, 7.0y 9.0, asi como la composicion del soporte.

Figura 3. Experimento de adsorcion. De izquierda a derecha: Disolucion de tartrazina,

Mezcla de tartrazina con el soporte magnético, Separacion del soporte magnético.

Para la adsorcion utilizando carbén activado sin modificar, se colocaron 0.05 g de
carbon activado en tubos de polipropileno de 50 mL y se adicioné 20.0 mL de
solucién acuosa de tartrazina (100.0-1000.0 mg L1). Se agit6 la mezcla y se filtré
para poder analizar la cantidad de tartrazina en la fase liquida. Se tom6 1.0 mL de
la fase liquida y se diluye a 10.0 mL con disolucion amortiguadora.

La cuantificacién de tartrazina no retenida se realiz6 mediante interpolacion en la

linea de calibrado construida con disoluciones estandar de tartrazina (10.0-100.0

mgL™?) preparadas en la disolucién tampén respectiva.
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1.4 Analisis de muestras

Se analizaron 6 muestras de bebidas no alcohdlicas que contienen tartrazina, las
cuales contenian los aditivos reportados por el fabricante que se listan en la Tabla
3.

Las muestras se analizaron por triplicado mediante el siguiente protocolo: se tomo
una alicuota de 10 mL de la bebida, se adicionaron 2.5 mL de disolucién tampdn
de acetatos 1 M y se afor6 a 25 mL con agua desionizada. Posteriormente se
colocaron 20.0 mL de las disoluciones anteriores en un tubo de polipropileno que
contiene 75 mg de soporte magnético 1:1, y se agitdé mecanicamente durante 30
minutos para retener el colorante en la fase solida. Una vez realizada la retencion,
se separ6 la fase sdlida de la matriz acuosa utilizando el iman y se conservo la
fase solida. Se adicionaron 1.0 mL de eluyente (NaOH 0.25 M en metanol) y se
agité mediante ultrasonido por 5 minutos. Se aforé la fase liquida a 10 mL con la
disolucion de elucion. Se determind la concentracion de la solucion resultante

mediante espectrofotometria.

Tabla 3. Composicién quimica de muestras estudiadas.
MUESTRA INGREDIENTES

1 Base de soya (agua y semillas de soya seleccionadas), azucares,
maltodextrina, jugo concentrado de pifia, saborizante idéntico al natural,
pectina y tartrazina.

2 Agua, azucares, concentrado de naranja, tartrazina y sodio.

3 Agua, jarabe de maiz de alta fructosa, jugo de pifia concentrado
reconstituido, acido citrico, pectina, saborizante artificial, acesulfame k y
amarillo 5.

4 Agua, jarabe de maiz de alta fructosa, azucar, acido citrico, cloruro de sodio,

citrato de sodio, fosfato monosddico, goma arabiga, goma éster, saborizante
natural sabor lima-limén y tartrazina.

5 Agua, jarabe de maiz de alta fructosa, jugo concentrado (naranja 7% y pifia
3%), acido citrico, acido ascoérbico, goma acacia, goma éster, saborizantes
naturales y artificiales, citrato de sodio, amarillo 5 (tartrazina) y beta caroteno
como colorante.
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[1l.5 Método de referencia

Con la finalidad de comparar los resultados que se obtuvieron mediante la
metodologia propuesta en este trabajo, se determind y cuantificd el contenido de
tartrazina en las muestras de bebidas no alcohdlicas mediante cromatografia de
alta resolucion (Ricker, 2002), en un equipo Perkin Elmer series 200 con detector

UV-Vis, bajo las siguientes condiciones:

s Columna C18 ZORBAX (5um; 4.6x150 mm i.d)

% Solvente A: 0.1% (v/v) de acido trifluoroacético, pH 4.4 (ajustado con
trietilamina)

% Solvente B: Acetonitrilo

% Gradiente binario lineal 25% a 100% de solvente B/10 minutos.

% Volumen de inyeccién 20 L.

% Flujo 1.0 mL min-t.

% A de onda del detector 254 nm

¢ Tiempo de andlisis 17 minutos

Con la finalidad de cuantificar el colorante presente en las bebidas, se desarrollé
una linea de calibrado utilizando soluciones patrén de 5-20 mgL™.

Se identificé la tartrazina mediante el tiempo de retencidn caracteristico. Las
muestras se prepararon de la siguiente manera: se tomé una alicuota de 0.5 mL y
se afora a 5 mL con la disolucion del solvente A. Para poder introducir las
muestras al sistema cromatografico fue necesario filtrarlas utilizando membranas

de 0.45um de diametro de poro.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Caracterizacion del carbon modificado con magnetita

IV.1.1 Estudios de retencion

En el presente trabajo se evalué la capacidad adsorbente del carb6n modificado con magnetita
mediante pruebas de retencion de tartrazina a diferentes valores de pH. El analisis de una
isoterma de adsorcién es una de las técnicas mas empleadas para evaluar la capacidad de
adsorcién de un soporte es mediante, la cual permite conocer la cantidad de reactante
adherido a la superficie del soporte adsorbente. La isoterma se construye graficando la
concentracion de tartrazina en el equilibrio en soluciéon (uM) contra la concentracion del sorbato

en la fase soélida (mmol/kg) transcurrida la adsorcion.

Los resultados se muestran en las Figuras 4a y 4b, que corresponden a los soportes 1:1y 1:2
carbon:Fes04. Con la finalidad de conocer el comportamiento del sistema en un medio acido,

bésico y neutro se evaluan los siguente valores de pH; 5.0,7.0 y 9.0.

Realizando una comparacion entre los resultados obtenidos para el carbon 1:1 y 1:2, se
observa que el primero retiene una mayor cantidad de tartrazina respecto al segundo. Este
comportamiento se relaciona con la cantidad de carbdn activado que contiene el soporte,
donde el sdlido 1:1 retiene mejor al adsorbato al tener una mayor cantidad de carbdn activado.
De esta forma, la mayor parte de afinidad del soporte hacia la tartrazina se puede atribuir a la
proporcién de carbon activado presente en la estructura, ya que estudios relacionados
demuestran que con el carbon activado se pueden obtener maximos de adsorcion hasta de
252.32 mmolkg? (S. Al-Degs, et al., 2008).
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Figura 4. Isotermas de adsorcion de tartrazina sobre carb6n magnético (a) 1:1y (b) 1:2,
a valores de pH: (¢) 5.0, (A) 7.0, y (O) 9.0.

En la literatura se ha descrito que los compuestos magnéticos poseen una menor afinidad
hacia los colorantes, ya que el empleo de polvos de CuFe204 en la adsorcion de tartrazina
permite maximos de adsorciéon de 54.50 mmolkg™* (Wu, et al., 2004) en volimenes iniciales
inferiores a los 50.0 mL. Esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que al
evaluar los resultados de los dos soportes, la afinidad entre el soporte y la tartrazina es menor

en el que contiene una relacion carbon:FesO4 1:2 (p:p) arrojando un valor de constante de
disociacion mayor.

La Tabla 4 muestra la cantidad maxima adsorbida de adsorbato en los soportes evaluados a
los diferentes valores de pH.

Tabla 4. Cantidad méaxima adsorbida de tartrazina sobre los adsorbentes (mmol kg-1) a diferentes valores de pH.

Cantidad maxima de tatrazina adsorbida (mmol kg™)

Valor de pH Carbén 1:1 Carbon 1:2
5.0 54.5 33.7
7.0 48.4 32.1
9.0 42.7 28.4

A medida que incrementa el valor de pH disminuye la cantidad de tartrazina absorbida de
tartrazina. EI mecanismo de retencién involucra diversas interacciones, entre ellas -1 y
electrostaticas. Estas ultimas han sido base para justificar la disminucion en la retencion a

valores de pH basicos. La magnetita tiene propiedades acido o basico superficiales. Los
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valores de pKa encontrados para la FesOs son 4.4 y 9.0, adquiriendo carga positiva por debajo
del pKa1 y negativo por encima del pKaz (Figura 5). La tartrazina es un anién que se comporta
como base de Lewis, por lo que a valores de pH bajos se favorece la interaccién solido-
tartrazina. Sin embargo, en medio basico existird una repulsién entre las cargas negativas de
tartrazina en solucién y el soporte, que se refleja en la disminucién de la retencion del
adsorbato (Sun Z. et al., 1998).

Fe(ILIN) OH,*  Fe(IL.Il) OH Fe(IL.I) O

! !
4.4 9.0

v
©
L

Figura 5. Diagrama lineal de zonas de predominio para magnetita.

Los resultados obtenidos son congruentes con los descritos en la bibliografia para adsorbentes
similares. Cuando se emplea una mezcla de MnO-Fe203 para la remocion de colorantes
azoicos, se observo que a valores de pH alcalinos tanto el adsorbato como el adsorbente se
encuentran cargados negativamente, lo que provoca una repulsion de cargas y con ello una
disminucién de la retencion. Estos resultados son similares a los que se reportan para el Rojo
Acido B, donde la méaxima retencion es de 57.39 mmol kg a un valor de pH de 3.5 (Wu, et al.,
2005). Con base a los resultados obtenidos, se selecciona el pH de 5.0 como el més indicado

para realizar la retencion del colorante.

Como parte de la caracterizacion del sistema de extraccion del colorante con MSPE, se estimé
el valor de la constante de afinidad entre el soporte y la tartrazina. El andlisis de resultados de
las isotermas utilizando un gréfico de Scatchard, permite conocer el valor de la constante de la

afinidad de la siguiente reaccion de disociacion (P. Davenport, 2005):
TSST+S Ec.1

donde TS corresponde a la tartrazina adsorbida en el soporte, T es la tartrazina en disolucion y

S es el soporte.
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Utilizando las concentraciones finales (al equilibrio), es posible representar la concentracion de
tartrazina adsorbida ([TS] en mol kg?) contra el cociente de la concentracién de tartrazina
adsorbida ([TS] en mol kg?) y la concentracion remanente en disoluciéon ([T] en mol L1). Los

datos se ajustan a una linea recta de acuerdo a la ecuacion 2.

[TS]_ Qmax _ [TS]

= Ec. 2
[T] Kd Kd

donde Qmax €s la cantidad maxima de tartrazina que puede ser adsorbida y Kg es la constante

de disociacion calculada a partir de la pendiente de la recta (-1/Ka).

Los valores de log Ka obtenidos se pueden observar en la Tabla 5. En todos los casos se
observé una sola tendencia lineal, lo que se asocia a la homogeneidad del soporte.
Considerando que es una constante de disociacion, el soporte con una afinidad mas grande es
el carbon activado, seguido de los soportes 1:1 y 1:2. El soporte 1:2 cuenta con baja afinidad
hacia la tartrazina, caso contrario con el carbén sin modificar, que posee una elevada afinidad

hacia este colorante.

Tabla 5. Constantes de disociacién tartrazina-solido

Soporte log Kq
Carbon activado -28
Carbdn magnético 1:1 -6.5
Carbdn magnético 1:2 -1.0

En el disefio de metodologias de retencidn-elucion es recomendable que el soporte presente
una afinidad media (entorno a valores de log Kd entre -7.0 a -4.0) (Ibarra, et al., 2011). Es por
ello que se selecciona al soporte 1:1 como fase extractante en los experimentos de MSPE

posteriores.

IV.1.2 Caracterizacion estructural
Una vez que se tiene caracterizado el carbén sintetizado mediante los diversos experimentos
de adsorcibn en las condiciones ya mencionadas, es necesario recurrir a técnicas

instrumentales que aporten informacion complementaria relativa a la composicion de los
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soportes. La primera, DRx permite conocer las fases cristalinas presentes en los sdlidos, a

partir de los datos cristalograficos que definen a un material.

De acuerdo al método de sintesis, es posible encontrar al 6xido de hierro maghemita (y-Fe203),
goetita (a-FeOOH) y magnetita (FesOa4). Al realizar el analisis de los sélidos mediante difraccion
de rayos X de polvos (XRD), se obtuvieron los difractogramas que se muestran en la Figura 6,
donde las sefiales marcadas como “m” corresponden a las lineas de difraccion caracteristicas
de Fes04 (206= 30.1°, 35.5°, 43.1°,53.4°, 57.0° y 62.6°) de acuerdo al Joint Committee on
Powder Diffraction Standards (Corredor Acufia & Echeverria Ec, 2012), presentes en los
soportes 1:1y 1:2 (Fig. 6¢ y b). La sefial ancha que se observa en el angulo 26 entre los 20-30°

de la Figura 5c, es caracteristica de carbén amorfo.

12000
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m

8000
m

- m
m m
6000 - L A A A (c)
m
4000 -
m m
m m
(a)

J

Conteos (U.A.)

5 15 25 35 45 55 65
20

Figura 6. Difractograma: (a) carbén activado, (b) carbén 1:1 y (c) carbén 1:2.

Con base a los resultados obtenidos mediante DRx, se sabe que el soporte contiene dos
estructuras independientes. Dicha hipdtesis se comprobdé mediante el estudio morfolégico
realizado en microscopia electréonica de barrido (SEM). Los resultados de este estudio se
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pueden observar en las Figuras 7a, 7b y 7c, que corresponden al carbon activado y sélidos 1:1

y 1:2, respectivamente.

La Figura 7a muestra la presencia de una fase uniforme, con tamafios de particula poco
homogéneos superiores a 20 pm. La micrografia es congruente con estudios de SEM
realizados al carbon activado sin modificar (Jun, et al., 2011). Para el caso de los soportes 1:1y

1:2 se puede observar que el carbon activado esta recubierto por una fase de menor tamafio

Figura 7. Micrografia del solido: (a) carbén activado, (b) soporte 1:1 y (c) soporte 1:2
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El espectro de energia dispersiva (Figura 8) muestra una mayor cantidad de carbono para la
zona (A) mientras que el contenido de Fe es mayor para la zona (B), por lo que se concluye
que la magnetita es la fase que recubre al carbon activado.

Elemento % Peso y ¢ Elemento %Peso
CK 68.11 CK 5.87
a8 OK 12.05 29 OK 25.50
NaK 02.08 NaK 2.08
P K 01.45 SiK 0.34
0. SK 02.62 21 PK 0.85
FeK 13.69 W SK 0.89
FeK 64.47
q 1.4

1
A ——p —_—— 00 - ——— e . -
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Figura 8. Espectros de energia dispersiva obtenidos del analisis del sélido 1:1 de la Figura 7b. (a) zona Ay (b)
zona B.

Ya que los soportes sintetizados contienen diferente proporcion de carbdén activado en su
estructura, se realiz6 un andlisis estructural para cada uno de ellos con la finalidad de
complementar los resultados de los experimentos de retencién. Como se muestra en la Figura
8, el soporte 1:1 cuenta con mayor area de carbdn activado, aunado a esto consideramos que
los estudios de adsorcion muestran que el carbon activado tiene una mayor afinidad por la
tartrazina que la magnetita, se selecciona el sélido 1:1 como el mas adecuado para su uso en
la metodologia de MSPE.

IV.1.3 Optimizacion del sistema de MSPE

Una vez seleccionado el soporte magnético, se prosigue a la optimizacion del sistema de
retencion-elucion, comenzando con la evaluacion del disolvente a utilizar en la etapa de
elucion. Para ello, a 50 mg de fase solida que contiene tartrazina se le adicionan 2.0 mL de
eluyente y se agita mediante ultrasonido por 5 minutos. Se toman 2 mL de la solucion
resultante y se aforaron a 10 mL con el eluyente que se utiliz6 en cada caso. Se evaluaron
metanol, acetonitrilo, metanol basificado y acetonitrilo basificado (NaOH 0.025 M) (Mittai. et al.

2006, Tuzimiski & Wozniak, 2008). El metanol basificado proporciona una mayor sefial (Tabla
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6) como consecuencia de extraer una mayor cantidad de tartrazina, por lo que se elige como

disolvente para realizar la elucion de tartrazina.

Tabla 6. Resultados de la evaluacion de diferentes eluyentes.

Eluyente Seflall Sefial 2 Seflal 3 Promedio
Metanol 0.6000 0.6010 0.6020 0.6010
Metanol basificado 0.7720  0.7700 0.7700 0.7706
Acetonitrilo 0.1460  0.1460 0.1450 0.1456

Acetonitrilo basificado 0.4440 0.4420 0.4440 0.4433

Para optimizar las condiciones de retencion y elucién de tartrazina involucradas en el sistema
de MSPE sobre el carbén modificado con magnetita, se realizd6 un disefio experimental
Taguchi, el cual es un disefio de experimentos de tipo factorial fraccionado. La principal ventaja
de esta técnica es que proporciona informacion atili con un minimo de experimentos,
empleando matrices de disefio especiales (arreglos ortogonales), en las cuales las columnas
(factores o parametros controlables) y las filas (experimentos) son acomodados de una manera

tal que se indica la combinacion de factores y los niveles de cada experimento (Roy, 2001).

La optimizacién de sistemas mediante esta metodologia involucra 5 pasos basicos:

La eleccion de la variable de salida a optimizar.

e La identificacion y seleccion de los factores que afectan al sistema.

e La eleccion del arreglo ortogonal adecuado y de los niveles de los factores.

e Interpretacion y andlisis de los resultados para encontrar los valores 6ptimos.

e Realizacién de una corrida confirmatoria en las condiciones Optimas predichas.

El factor objetivo o de respuesta que se seleccion6 fue el porcentaje de recuperacion durante el
andlisis de 20 mL de una disolucién de tartrazina de 30 mg L. Con respecto a las variables
involucradas en la limpieza de muestras mediante MSPE, se tienen los siguientes parametros
controlables: volumen de muestra, volumen de eluyente, masa de adsorbente y concentracion
de NaOH en el eluyente. Todos estos parametros son parte fundamental para que la
separacion por MSPE sea eficiente, ya que por ejemplo los volimenes de muestra y eluyente

controlan la concentracién de analito en la etapa de elucion mientras que la cantidad del
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soporte se relaciona con la efectividad en la retencién debido al nUmero de sitios activos para
realizar la adsorcién. Del mismo modo, de acuerdo a la teoria de repulsion de cargas se
requiere de medios basicos para favorecer la formacion de cargas negativas en la superficie del
soporte magnético, por lo que se debe evaluar la concentracion de NaOH durante la eluciéon
(Ibarra et al., 2011).

De acuerdo al modelo de Taguchi, el arreglo ortogonal que permite el analisis de cuatro
factores es el Lo(3%), lo que conlleva elegir tres niveles para cada uno de ellos. Cabe resaltar
gue los niveles fueron elegidos de acuerdo con los experimentos previos. La matriz de disefio y
los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7. La concentracion se determiné mediante
espectroscopia UV-Vis, empleando una curva de calibracién con disoluciones estandar de

tartrazina (10.0-100.0 mgL') en metanol basificado.

Tabla 7. Matriz de disefio obtenida durante la optimizacién del sistema de MSPE.

Ve (ml) mc (mg) Ce (M) %Recuperacion
Experimento Vm (ml)
1 10.0 1.0 50 0.0025 6.66
2 10.0 2.0 75 0.025 23.48
3 10.0 3.0 100 0.25 27.74
4 20.0 1.0 75 0.25 99.95
5 20.0 2.0 100 0.0025 7.49
6 20.0 3.0 50 0.025 44.10
7 30.0 1.0 100 0.025 31.59
8 30.0 2.0 50 0.25 90.58
9 30.0 3.0 75 0.0025 24.19

El analisis de los datos del disefio permitié obtener el grafico de medias que se presenta en la
Figura 9. A partir de la grafica de obtienen las condiciones mas adecuadas para la extraccion-
elucion de tartrazina de su matriz analitica, las cuales son: 20 mL de muestra, 1 mL de
eluyente, 75 mg de carbon modificado y una concentracion de 0.25 M para la solucion de
metanol basificado. Estas condiciones corresponden al experimento 4, el cual presenta el

mayor porcentaje de recuperacion del colorante.

Adicionalmente se determind el tanto porcentaje de contribucion de cada variable, siendo la
concentracion de NaOH en la disolucion de eluciéon la que presenta un mayor efecto (45.4%),
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seguido del volumen de muestra (23.6%), la masa de adsorbente (20.4%) y el volumen de
eluyente (10.6%). La elevada contribucion de la disolucion de elucion en la etapa de elucién de
la tartrazina, confirma el efecto asociado con la teoria de repulsion de cargas entre el soporte y

el analito, favoreciéndose a mayor concentracion de NaOH.
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Figura 9. Efecto de los factores control en la recuperacion de tartrazina. Vm, volumen de muestra; Ve, volumen de
eluyente; mc, masa de carbon magnético; y Cg, concentracion de NaOH en el eluyente.

IV.1.4 Pardmetros analiticos

Bajo las condiciones optimizadas segun se describié anteriormente, se realizaron las lineas de
calibrado utilizando disoluciones estandar en el intervalo de concentraciones entre 5.0 y 30.0
mg L. La sefial obtenida (U.A.) se midi6é por triplicado, construyéndose las lineas de calibrado
a partir de las sefales medias. Las lineas de calibrado muestran una dependencia lineal entre
la sefial media y la concentracion de tartrazina presente en la disolucion estandar. La Tabla 8

muestra los parametros de regresion de la linea de calibrado.
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El LOD es superior a los obtenidos utilizando técnicas de separacion, las cuales involucran en
muchos casos estrategias de limpieza y preconcentracion. Sin embargo, la metodologia
propuesta permite cuantificar tartrazina en bebidas de acuerdo a lo establecido en la NOM.

Tabla 8. Parametros de regresion de la linea de calibrado, sefal (U.A.) vs concentracién de
tartrazina (mg L1).

Parametro Valor

Raiz cuadrada de la varianza residual, se 0.013
Ordenada en el origen, boxts(bo) 0.010+0.031
Pendiente, bitts(b1) 0.041+0.003
Intervalo lineal (mg L) 3.0-30.0
Limite de deteccion (mg L?) 1.0
Repetitividad (%DER, n=3, 10.0 mg L) 1.8
Reproducibilidad (%DER, n=9, 10.0 mg L?) 3.18

Actualmente en la literatura se han reportado muy pocos trabajos para la determinacion de
colorantes en especial la tartrazina aplicando MSPE, sin embargo; de acuerdo a los resultados
(Wu, et al., 2005) obtenidos en la adsorcion de azul de metileno, rojo reactivo, violeta y azul
reactivo 21, la cantidad maxima adsorbida del colorante es similar con los que se reporta en el
presente trabajo. Adicionalmente, el tiempo de andlisis y la cantidad de soporte utilizado en la
extraccion es menor en comparacién a los trabajos antes mencionados (Janus, M. et al., 2009,
Safarikova, M. & Safarik, 1. 1999; Wu, R. et al., 2004).

La mayoria de las bebidas no-alcohdlicas contienen ademas de los colorantes una variedad de
aditivos para mejorar su aspecto y vida de anaquel como las proteinas y conservadores, es por
eso que se propone realizar pruebas de retencibn de tartrazina adicionando algunos
interferentes. Los compuestos que se evaluaron como interferentes son: caseina, albumina de
huevo, acesulfame K, benzoato de sodio, aspartame, citrato de sodio, glucosa y sacarosa. Se
realizaron disoluciones de cada uno de los interferentes disolviendo 10 mg del interferente en

10 mL de disolucién tampon de acetatos.

Para realizar la prueba, inicialmente se coloca en un tubo de centrifuga 75 mg de carbdn
modificado con magnetita, 20 mL de disolucién de tartrazina 30 mgL'y 3 mL de la solucién de

interferentes. Se aplica la metodologia desarrollada, utilizando 1mL de metanol basificado con
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NaOH 0.25 M. Se recupera 0.5 mL de metanol basificado y se afora a 5 mL. Se analizan los
resultados mediante espectrofotometria. Los resultados obtenidos no presentan un valor de
%DER mayor al 5% de la sefial analitica respecto a la sefal sin interferente, por lo que los

analitos propuestos no interfieren en la metodologia propuesta.

La Figura 10a muestra el espectro UV-Vis de la muestra 1 (Tabla 3 del capitulo de Metodologia
Experimental) antes de ser tratada mediante la metodologia propuesta. En ella se puede
observar la interferencia producida por algunos de los componentes de la matriz analitica al
perderse el maximo de absorcion caracteristico de tartrazina. Por otra parte, en la Figura 10b
se observa que el procedimiento de limpieza propuesto mediante MSPE es adecuado para

eliminar dicha interferencia.

0.40

0.1s 4 (b])
0,10 o
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Figura 10. Espectros UV-Vis de una muestra de bebida no alcohdlica: (a) inicial y (b) tratada mediante MSPE.

IV.1.5 Anédlisis de muestras
El método optimizado se aplicO a muestras disponibles en el mercado. Los resultados
obtenidos para cada una de las muestras se muestran en la Tabla 9. La concentracion

determinada se presenta como la media de 3 determinaciones independientes; las muestras
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también fueron analizadas por el método de referencia (HPLC). La Figura 11 muestra un

cromatograma de manera representativa obtenido del analisis de la muestra 2.

Para cada muestra se obtuvo el promedio de las concentraciones de tartrazina usando ambos
meétodos y comparandose mediante una prueba t. Los valores de tcaculada fueron comparados
con trabulada @ 2 grados de libertad al 95% de confianza (t=4.3). Este andlisis revel6 que no hay
diferencias significativas entre los resultados provenientes de cada método. Por lo tanto, la

metodologia de MSPE es comparable con la metodologia establecida.

Tabla 9. Contenido de tartrazina (media y %DER, n=3) en muestras reales determinado por el método de analisis
propuesto y su comparacion con HPLC. Unidades de concentracion, mg L2

[Tartrazina] (mg L)

Muestra

MSPE-UV HPLC
1 5.5 (1.3) 5.4
2 22.7 (0.8) 22.4
3 5.9 (1.8) 5.7
4 22.8 (2.3) 23.0
5 5.5 (2.6) 5.7
I 50 mVv
(a)
(8)
0.0 1.lD 2.lD 3.l[] 4..[] 5..[] &.0

Tiempo (min)

Figura 11. Cromatograma (A) Solucidn estandar de tartrazina 20 mgL! y (B) Bebida comercial sabor naranja.
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V. CONCLUSIONES

v  En el presente trabajo se sintetiz6 un soporte modificado incorporando
magnetita a la estructura del carbdén activado; el soporte cuenta con
caracteristicas magnéticas que permiten su separacion mediante la aplicacion

de un campo magnético externo.

v El mejor soporte para realizar la retencion de tartrazina es el que tiene una
composicion 1:1 p:p, éste muestra mejores resultados durante el anlisis,
debido a que cuenta con una mayor cantidad de carbdn activado dentro de su
estructura, mostrando este ultimo una mayor afinidad hacia la tartrazina que la

magnetita.

v Se optimizaron las condiciones de retencion y elucién de tartrazina, donde la
mejor respuesta de retencion de tartrazina es a pH 5.0, amortiguado con una
solucion tampoén de acetatos, empleando 75 mg de carbon modificado con
magnetita, un volumen de muestra de 20 mL y 1 mL de metanol basificado
como eluyente, empleando una concentracion de NaOH de 0.25 M para

preparar el mismo.

v La MSPE es una opcién muy viable ya que incorpora el carbén activado el cual
cuenta con una mayor afinidad hacia la tartrazina (como lo demuestran las
isotermas de adsorcién y el analisis de los graficos de Scatchard), y el uso de
soportes magnéticos facilitando la separaciéon de fases durante el desarrollo de

la metodologia.
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Conclusiones

v' La metodologia que se propone en el presente trabajo es una buena opcion ya
que permite ahorrar tiempo y costos durante el analisis. El andlisis
espectrofotométrico es una alternativa al analisis de colorantes azoicos en la
industria de alimentos debido a que los parametros analiticos y la precision y
exactitud son similares a los utilizados con metodologias mas complejas y de

mayor costo como HPLC.
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