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Objetivos de la Tesis

El objeto de esta Memoria de Doctorado es la puesta a punto de métodos para la
determinacion de colorantes alimentarios sintéticos. La legislacion comunitaria vigente solo
permite muy pequeifias cantidades de colorante no sulfonado para su uso alimentario. La
ausencia de procedimientos analiticos sencillos nos ha llevado a plantearnos la resolucion
de mezclas de colorantes sulfonados en presencia de bajas cantidades de sus homologos
sulfonados.

La metodologia experimental seleccionada es la espectrofotometria en fase soélida
que tiene capacidad para aislar y preconcentrar los analitos de interés, en conjuncion con
dos metodologias de tratamiento de datos, calibracién univariante y multivariante.

Se han seleccionado para se estudio cinco colorantes sintéticos y sus homoélogos no
sulfonados por la amplitud de su uso en alimentacion (recogidos en la Introduccion). Los
objetivos que nos hemos planteado para su resolucion son:

1.- Determinacion de Amarillo Anaranjado y de su homélogo no sulfonado Sudan
I en materias primas usadas en alimentacion.

2 - Determinacion de Carmoisina y Escarlata 4R junto con sus correspondientes no
sulfonados 1-naftilazo-1-naftol y 1-naftilazo-2-naftol en materias primas y productos
alimentarios.

3 .- Aplicacion de la espectrofotometria derivada en fase solida a la resolucion de la
mezcla formada por Amarillo Anaranjado, Amarillo de Quinoleina y sus correspondientes
insolubles Sudan I y Amarillo de Quinoleina insoluble, en productos alimentarios.

4 - Aplicacion de los métodos multivariantes junto con la espectrofotometria en fase
solida a la resolucion de mezclas de colorantes binarias (Amarillo Anaranjado- Amarillo de
Quinoleina) y ternarias (Tartracina-Escarlata 4R-Amarillo Anaranjado) aplicados al analisis
de alimentos.
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INTRODUCCION

Segun el Codigo Alimentario Espafiol y la Reglamentacion Técnico-Sanitaria vigente,
se llaman aditivos a todas aquellas sustancias que se afiaden intencionadamente a los alimentos
y bebidas sin el proposito de cambiar su valor nutritivo, con la finalidad de modificar sus
caracteres, sus técnicas de elaboracion o conservacion y para mejorar su adaptacion al uso al que
van destinados.

El ongen de la utilizacion de los aditivos en alimentacion se encuentra en el comienzo
del presente siglo ya que, como consecuencia del rapido crecimiento de la poblacion mundial,
la produccion y consumo de alimentos paso de ser una actividad netamente familiar o de
comunidades pequefias a ser una actividad a escala industrial de grandes proporciones, con una
distribucion no solo nacional sino incluso internacional. Hoy en dia los alimentos producidos en
un determinado lugar pueden ser consumidos en paises muy distantes y después de transcurridos
largos peniodos de tiempo desde el momento en que fueron preparados. Por tales motivos los
alimentos elaborados han de ser debidamente conservados con objeto de garantizar sus
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condiciones alimenticias y sanitarias y de ahi surgié la necesidad de utilizar los aditivos como
sustancias que permitiesen esta conservacion.

Posteriormente los aditivos fueron utilizandose cada vez con mayor profusion y pasaron
de ser sustancias afiadidas para conservar los alimentos a ser sustancias con las que se trataba
de mejorar el aspecto y las cualidades organolépticas del producto elaborado con objeto de
hacerlo mas atractivo para el consumidor. En consecuencia los aditivos alimentarios no pueden
considerarse como sustancias alimenticias ni tampoco como ingredientes necesarios para la
elaboracion del producto sino como sustancias que pueden modificar sus caracteristicas, sus
técnicas de elaboracion, su conservacion y/o su uso.

Como ocurre en tantas ocasiones, con el transcurso del tiempo, las causas por las que
inicialmente se introducen modificaciones en los usos y costumbres humanas evolucionaron y
asi lo que en un principio tenia como tinica finalidad la conservacion de determinados alimentos,
para que pudiesen ser consumido en el lugar y fecha deseados, ha terminado siendo una préactica
comun en todo proceso de fabricacion de alimentos, no sdlo para permitir su conservacion sino
también para modificarles su sabor, color, olor y textura, asi como para conseguir productos de
menor precio, al sustituir determinados ingredientes por otros mas econdmicos a los que basta
afiadir un saborizante, un colorante o un espesante para que se obtenga un producto alimenticio
de sabor, color, olor o textura idénticos a los que se obtendrian utilizando el ingrediente original
de la receta culinaria.

Es evidente que, dadas las funciones asignadas a los aditivos alimentarios y teniendo en
cuenta que entran a formar parte del producto que se va a consumir, la primera condicion que
han de cumplir estos aditivos es la de ser sustancias inofensivas para la salud de la poblacion
humana que ha de consumir los alimentos en los que se encuentran, cosa que, COmMO veremos
mas adelante, no siempre es cierta.

Inicialmente se penso que los aditivos utilizados eran inocuos para la salud, pero el paso
del tiempo ha demostrado que existen aditivos que presentan una cierta peligrosidad ya que
resultan toxicos cuando son ingeridos en grandes cantidades o en dietas continuadas durante un
largo periodo de tiempo. Por ello la utilizacion de estos aditivos, tanto en cuanto a tipo como
a cantidad, paso de ser una cuestion puramente discrecional por parte del fabricante a ser una
cuestion sanitaria totalmente reglamentada por las autoridades de los distintos paises en los que
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se producen y consumen este tipo de alimentos. En la actualidad son cada vez mas los piases que
disponen de normas legales que regulan la utilizacion de los aditivos alimentarios.

La legistacion espafiola, adaptada en su momento a la legislacion comunitaria europea,
clasifica los aditivos alimentarios, de acuerdo con la finalidad que con ellos se persigue,
estableciendo los siguientes grupos:

* Aditivos que modifican las caracteristicas organolépticas del alimento:

Aromatizantes Potenciadores del sabor
Colorantes Edulcorantes artificiales

* Aditivos que mejoran las caracteristicas fisicas del alimento:

Estabilizantes Humectantes
Emulgentes o emulsionantes Espesantes
Antiaglutinantes Gelificantes
Antiapelmazantes

* Aditivos que evitan las alteraciones quimicas o biolégicas que pueda suffir el alimento
durante su almacenamiento y transporte:

Conservantes Antioxidantes
Sinérgicos de antioxidantes

* Aditivos que modifican las propiedades del alimento:

Acidulantes Alcalinizantes
Neutralizantes Gasificantes

Ademas de estos aditivos propiamente dichos, la legislacion vigente considera como
tales los diluyentes o soportes que acompafian a los aditivos que son sustancias inertes cuya
mision es disminuir la concentracion de los verdaderos aditivos para facilitar su empleo vy
dosificacion, pero no considera como aditivos los coadyuvantes tecnologicos que son sustancias
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afiadidas intencionadamente, durante la elaboracion del producto, con el fin de lograr un
tratamiento tecnolégico adecuado de los ingredientes, ni tampoco considera como aditivos los
productos no deseados que se originen ocasionalmente durante el proceso de fabricacion,
almacenamiento o transporte o que se introduzcan involuntariamente debido a la contaminacion
de las materias primas utilizadas, tanto si estos productos son toxicos como si no lo son.

Entre los aditivos que generalmente entran a formar parte de los alimentos elaborados
se encuentran los colorantes. En general, se entiende por colorante toda sustancia coloreada,
natural o sintética, que al fijarse 0 mezclarse con la materia que deseamos colorear, bajo unas
condiciones apropiadas, modifica, potencia o le confiere una determinada coloracién con objeto
de hacerla més atractiva y sugerente.

Es obvio decir que las razones por las que se utilizan los colorantes en la industria de la
alimentacion son puramente estéticas y no obedecen a causas nutricionales o sanitarias, como
ocurre en el caso de los antioxidantes o de los conservantes. Sin embargo, su uso se ha
extendido de tal manera que incluso los productos farmacéuticos de ingestion (capsulas,
comprimidos, jarabes, etc.) suelen contenerlos en su composicion. Las razones que aducen los
industriales farmacéuticos son: su mejor identificacion (el paciente que tiene que ingerir
diferentes medicamentos en distintas horas del dia los identifica por los colores) y una
presentacion mas atractiva.

En el caso de la industria alimentaria las razones por las que se utilizan los colorantes son
las siguientes:

- Proporcionar la coloracion apropiada en el caso de elaboracion de sucedaneos de
productos naturales. Por ejemplo, en la elaboracion de sucedaneos de salmon se utilizan
colorantes rojos-anaranjados con objeto de proporcionar al producto, la coloracion
caracteristica del salmon.

- Proporcionar una coloracion uniforme a productos naturales. Por ejemplo, en el caso
de zumos de limon, la adicion del colorante evita la falta de uniformidad en la coloracion
del zumo ya que esta depende del tipo, madurez, procedencia, etc. de los limones
utilizados. La adicion de pequefias cantidades de colorante produce la uniformidad de
la coloracion en las diferentes partidas o lotes de fabricacion.
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- Reforzar o realzar la coloracién del producto natural. En determinadas ocasiones la
adicion del colorante es motivada por la necesidad de resaltar el color del producto
natural utilizado en su elaboracién. Por ejemplo, en la elaboracion de un halado de
pistacho, su débil coloracion y la pequefia proporcion en la que se encuentra en el
producto final, darfan como consecuencia una coloracion verde apenas imperceptible,
razon por la cual se realza su colorido mediante la adicion del colorante apropiado.

- Ocultar un defecto del producto, cosa que, salvo que se trate de defectos leves, no debe
hacerse.

Breve historia de los colorantes

Aungque el empleo de los colorantes como aditivos alimentarios es relativamente reciente,
sin embargo, el uso de estas sustancias con otros fines (artisticos, omamentales, textiles...) es
algo casi consustancial al hombre. Desde la prehistoria hasta nuestros dias, la atraccion del
hombre por el color le ha llevado a utilizar sustancias coloreadas con el fin de hacer mas
atractivo el objeto destinatario de la sustancia coloreada. El hombre prehistorico utilizo
sustancias organicas -tanto de origen vegetal como animal- asi como sustancias inorganicas, para
representar escenas de su vida cotidiana, para tefiir los utensilios y adomos que usaba con fines
ceremoniales o religiosos, en su propio cuerpo o para policromar obras de arte que,
afortunadamente, han pervivido hasta nuestros dias.

En jeroglificos del Antiguo Egipto se encuentran descripciones detalladas acerca de la
forma de extraer colorantes minerales y vegetales y la forma de aplicarlos para fines tan diversos
como la tincion de textiles o la decoracion de piezas ceramicas. Colorantes naturales como el
indigo, obtenido a partir de la planta /ndigofera tintorea originaria de Asia, la pirpura cuya
extraccion fue puesta a punto por los fenicios a partir del .... Murex o la alizanina de la que se
obtiene el rojo Turquia son, entre otras, sustancias conocidas y ampliamente utilizadas por el
hombre desde tiempos remotos hasta nuestros dias.

Estos colorantes naturales han sido durante muchos siglos la Gnica fuente de la que ha
dispuesto el hombre para colorear sus utensilios, sin embargo, desde mediados del siglo XIX,
diversas razones entre las que cabe destacar las economicas y las estratégicas derivadas de las
condiciones geopoliticas, obligaron a los industriales textiles europeos a investigar acerca de la
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obtencion de colorantes artificiales de mas bajo costo que los naturales, cuyo suministro no
dependiese de terceros piases geograficamente alejados de los centros industriales textiles de
nuestro continente. Es por ello por lo que desde 1856 la naturaleza, procedencia y utilizacion
de los colorantes ha sufrido una profunda transformacion.

En la actualidad, aunque se siguen utilizando algunos de los colorantes naturales
conocidos desde antiguo, la mayoria de los colorantes usados en las diferentes industrias de
fabricacion de productos manufacturados, son colorantes artificiales obtenidos a escala industrial
mediante procesos de sintesis en los que las materias primas son productos aromaticos
intermedios derivados de la destilacion de la hulla.

Pero no es solo la obtencion del colorante lo unico que ha cambiado a lo largo de estos
ultimos afios sino, como se ha dicho anteriormente, la utilizacion y las aplicaciones que de €] se
hacen. Hoy dia ademés de los usos tradicionales que ya hemos mencionado, se utilizan en la
elaboracion de farmacos, productos cosméticos, alimentos 0 plasticos, por citar algunas de sus
aplicaciones mas recientes. Si tenemos en cuenta que cualquiera de los objetos que nos rodean,
incluidos los alimentos, presentan coloracion y pensamos que, en la mayoria de los casos, las
materias primas con las que estan fabricados estos objetos no presentan coloracion o la presentan
muy débil, nos daremos cuenta de la enorme cantidad de colorantes que la industria actual
necesita y consume, hecho este que solo es posible gracias a la produccion de colorantes
artificiales.

Aunque el primer colorante artificial para tefiir la seda fue el acido picrico (1849), la
sintesis de colorantes podemos decir que comenzo en 1856 cuando el quimico inglés Williams
H. Perkin obtuvo de forma fortuita el colorante denominado mauveina (del francés mauve,
malva) partiendo de anilina. Perkin habia emprendido unos estudios encaminados a la sintesis
de la quinina y en una de sus experiencias calent6 anilina en presencia de dicromato potasico. Se
formo un precipitado negro que contenia aproximadamente un 5% de una sustancia de color
violeta brillante que tenia la propiedad de tefiir la seda y la lana. El propio Perkin comenzé la
fabricacion industrial de este colorante al que denominé anilina parpura y al cabo de un afio su
precio era semejante al del platino. Curiosamente la quinina, que fue indirectamente la causa de
este descubrimiento, no se sintetizo hasta el afio 1944, es decir, 88 afios después.
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Los resultados obtenidos por Perkin, cuyo principal mérito fue la obtencién a nivel
industrial del colorante sintético, animaron a los quimicos a proseguir la investigacion en este
campo y tres afios después Nathanson, Hoffmann y Verguin obtuvieron independientemente la
fuchsina para el tintado de sedas. Un avance importante en el desarrollo de este tipo de
compuestos lo consiguio Nicholson en 1862 al calentar azul de anilina en presencia de acido
sulfirico concentrado, obteniendo asi los derivados sulfonados del trifenitmetano que son
colorantes solubles en agua. Dependiendo de las condiciones de trabajo, se podian obtener por
este procedimiento diferentes colorantes azules como son el azul de alcali, el azul de metilo o
el nuevo azul Hoechster. El principal avance consistio en el descubrimiento de los colorantes
solubles en agua y en acidos que tenian facilidad para tefiir la lana.

El siguiente hito importante en la historia de los colorantes fue la sintesis de los
azocompuestos. En 1863 Martins desarrollo el bismarck brown o pardo bismarck que fue el
primer colorante sintético de esta serie de los azocompuestos, siendo la firma inglesa Read
Holliday la que en 1880 present6 un procedimiento para la formacién de azocolorantes
insolubles sobre la misma fibra que se deseaba teiir. Mediante este procedimiento la fibra era
primeramente impregnada con una disolucion alcalina de «-naftol y posteriormente se introducia
en un bafio de disolucion de p-nitroanilina diazotada, para desarrollar un color rojo. A la
operacion de fijar sobre la fibra el o-naftol se le dio el nombre de mordentado. Durante este
mismo afio de 1880 también se consigui la sintesis del indigo tras haber sido explicada su
estructura por A.'V. Bayer (1868). A partir de entonces, el nimero de colorantes de sintesis
crecio rapidamente y en la actualidad se obtienen a escala industrial mas de 3.000 sustancias
sintéticas con capacidad colorante. El avance experimentado por la industria de sintesis de
colorantes ha sido tan espectacular que podemos decir la industria quimica de fabricacion de
pigmentos y materias colorantes es una de las de mayor volumen de facturacion nuestros dias.

Clasificacion de los colorantes

Por su naturaleza los colorantes y pigmentos los podemos clasificar en dos grandes
8rupos:

- Inorganicos.
- Orgénicos.
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Los primeros, a su vez, se pueden subdividir en: naturales, entre los que cabe destacar
los 6xidos metalicos, cuya principal aplicacion es su utilizacion en pintura y ceramica y los artifi-
ciales entre los que se encuentran las sales de hierro, cromo, mercurio, plomo, cobalto y cobre,
entre otras, y cuya principal aplicacion es la fabricacion de esmaltes, papeles, tejidos y ceramica.
Algunos de estos colorantes inorganicos, aquellos que son inocuos para la salud, también se usan
en alimentacion. Los colorantes organicos, por su parte, los podemos clasificar, segun su
procedencia, en los siguientes grupos:

- Colorantes organicos naturales de origen vegetal.
- Colorantes organicos naturales de origen animal.
- Colorantes organicos artificiales o de sintesis.

Entre los colorantes de origen vegetal cabe destacar, ademas del anteriormente citado
indigo (afiil), el pastel procedente, por extraccion, de la Isalis tinctoria, el azafran (Crocus
sativus), el campeche extraido de la Haematuxylum campechanicim o el palo de Brasil
procedente de la Caesalpinia sappan, como los de mayor uso. Todos estos colorantes han
perdido hoy en dia su interés industrial al ser sustituidos por los colorantes de sintesis cuya
variedad, disponibilidad y propiedades superan con creces a las de los colorantes naturales siendo
a la vez de menor costo. Entre los colorantes organicos de origen animal de mayor aplicacion
en su momento, nos encontramos con €l rojo cochinilla, extraido de la cochinilla Kermes
vermilio, el rojo purpura, obtenido de los caracoles marinos Purpura haemastoma, Murex
brandris y Aplysia, el amarillo indio extraido de vacas alimentadas con hojas de mango o el
colorante sepia obtenido de la Jibia tinctoria. Estos colorantes, al igual que los de origen
vegetal, han sido practicamente sustituidos por los colorantes sintéticos en la mayor parte de sus
aplicaciones.

Finalmente nos quedan los colorantes organicos de origen artificial que constituyen la
principal y casi Unica fuente de sustancias organicas colorantes de las que dispone la industria
en la actualidad, razon por la cual vamos a dedicarle una mayor extension en este apartado.
Tradicionalmente los colorantes organicos de sintesis se clasifican de acuerdo con dos criterios,
el primero de ellos es su estructura quimica y el segundo su utilidad y areas de aplicacion. Al
establecer una clasificacion de acuerdo con su estructura quimica, a pesar de sus imperfecciones
y lagunas, la clasificacion se hace atendiendo a la naturaleza de los grupos croméforos que
confieren la coloracion al colorante. Nos resultan asi los siguientes grupos:
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- Colorantes nitrosados. - Colorantes nitrados.
- Colorantes del di- y trifenilmetano. - Colorantes del xanteno.
- Colorantes de la acridina. - Colorantes tiazolicos.
- Colorantes perilénicos. - Colorantes metinicos o polimetinicos.
- Colorantes indigoides o tioindigoides. - Colorantes azoicos.
- Colorantes azinicos, oxa- y tiazinicos. - Colorantes antraquinonicos.

- Colorantes azoporfirinicos y quinoftalonas.

El segundo criterio de clasificacion nos permite hacer otras clasificaciones atendiendo
alas propiedades que los colorantes presentan, o bien al empleo que de ellos se pueda hacer. De
esta forma podemos clasificar los colorantes, de acuerdo con su solubilidad, en tres grandes
grupos:

- Colorantes hidrosolubles (solubles en agua).
- Colorantes liposolubles (solubles en grasas).
- Colorantes insolubles.

Entre los colorantes hidrosolubles se encuentran principalmente los derivados sulfonados
de los azocolorantes, que constituyen el grupo fundamental de los colorantes utilizados en
alimentacion, cuyo estudio es el objetivo general de esta Memoria de Tesis.

Si tenemos en cuenta el color que transfieren al objeto que se desea colorear, podemos
dividir los colorantes en dos grupos:

- Colorantes cromaticos.
- Colorantes neutros o0 no cromaticos.

Los primeros son aquellos que comunican un verdadero color al objeto que se desea
colorear. Pertenecen a este grupo las sustancias que presentan cualquiera de los colores que
componen ¢l espectro visible de la luz blanca, mientras que en el segundo grupo se incluyen los
colorantes blancos y negros o cualquiera de sus combinaciones que forman las tonalidades
grises.

De acuerdo con sus aplicaciones los podemos dividir en:
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- Pigmentos o colorantes de cuerpo que seran sustancias insolubles introducidas en la
masa del objeto a colorear (o en su superficie), generalmente junto a un aglutinante con
el que se mezcla. Un ejemplo de este tipo de colorantes lo constituyen los que se usan
en algunas técnicas pictoricas como el 6leo.

- Colorantes solubles, que pueden ser hidro- o liposolubles, cuya caracteristica es la de
ser solubles en el material en el que se van a emplear. Por ejemplo, los colorantes

utilizados para dar coloraciones transparentes a lacas o plasticos.

- Colorantes textiles, que a su vez los podemos clasificar, de acuerdo con la forma de
aplicarlos, en los siguientes grupos:

- Colorantes que son solubles en agua y que se emplean en disolucion para impregnar
directamente la fibra textil.

- Colorantes que primeramente son sustancias solubles pero que posteriormente se hacen
insolubles al fijarse sobre la fibra que se desea tefiir. En este grupo nos encontramos con
dos subgrupos:

- Colorantes de tina, que son sustancias sulfuradas.

- Colorantes con mordiente, entre los que se encuentran algunos de los colorantes
azoicos a los que hemos hecho referencia anteriormente.

- Colorantes que se desarrollan sobre la propia fibra que se desea tefiir y cuyas sustancias
de partida son compuestos solubles en agua.

- Colorantes insolubles en agua que se presentan en suspension.
- Colorantes insolubles fijados sobre aglutinantes o pigmentos para fibras textiles.
Estos colorantes textiles, que suponen aproximadamente el 70% del consumo mundial de

colorantes, también los podemos clasificar, atendiendo a sus propiedades y areas de aplicacion,
resultando asi los siguientes grupos:
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- Colorantes basicos o cationicos. Son colorantes solubles en agua tras la adicion de
un 4cido organico. Se caracterizan por su vivacidad de color y poder de coloracion y
su utilizacion primordial es el tefiido de seda natural, lana y fibras acrilicas en medio
neutro o acético. Por el contrario no se fijan en celulosa ni algodon a menos que se
utilice previamente un mordiente.

- Colorantes acidos o anionicos. El interés de estos colorantes reside en los siguientes
puntos: facilidad de utilizacion, ya que tifien directamente la lana, amplia gama de
colores, ausencia de efectos no deseados en el tejido tintado (no pierde textura ni sufre
alteraciones al tacto) y, finalmente, su econdmico precio. Generalmente se aplican en
bafio de pH neutro ¢ débilmente acido, conseguido con 4cido acético o acidos
minerales diluidos.

- Colorantes para mordientes. Se utilizan en su forma libre y se fijan con el uso de un
cation metalico para que se forme un complejo lana-metal-colorante. El complejo del
metal se forma durante la operacion del tefido siendo el cromo el metal mas utilizado,
obteniéndose asi una coloracion muy solida.

- Colorantes metaliferos. Forman complejos con metales generalmente cromo o
cobalto y dichos complejos son fijados sobre la fibra con lo cual se evita la operacion
de mordentado que es necesaria para los colorantes del tipo anterior.

- Colorantes directos o sustantivos. Forman una clase de colorantes que presentan
carcter anionico y son hidrosolubles, siendo su principal aplicacion el tefiido directo
de fibras celuldsicas en bafio neutro del colorante.

- Colorantes derivados del azufre o colorantes al azufre. Estos colorantes presentan la
particularidad de no ser fijados directamente sobre la fibra celuldsica sin antes haber
sido reducidos mediante sulfuro sodico. Una vez reducidos se fijan sobre la fibra y
posteriormente sufren la oxidacion bien por su exposicion al aire o bien mediante una
sustancia oxidante que se afiade, quedando asi fijados sobre la fibra con su coloracion
primitiva correspondiente.
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- Colorantes de cuba. Son pigmentos insolubles en agua que necesitan de un agente
reductor que los transforme en sus leucoderivados sodicos o potasicos solubles que
presentan afinidad por la fibra a tefiir. Posteriormente son oxidados por el aire o por
un aditivo quimico. Al bafio alcalino se le denominé cuba y de ahi el nombre que recibe
este grupo de colorantes cuyas principales caracteristicas son la solidez y la amplia
gama de colores que pueden suministrar al algodon.

- Colorantes de cuba solubilizados. Son €l resultado de una transformacién quimica de
los anteriores de forma que son solubles directamente en agua. Su elevado precio es
el principal inconveniente que presentan por lo que solo se usan en determinadas
ocasiones para colorear intensamente las fibras de algodon.

- Colorantes de oxidacion. Se forman al oxidar determinadas aminas sobre la propia
fibra que se desea colorear. El principal uso de estos colorantes es la formacion del
negro de anilina partiendo de esta amina aromatica.

- Colorantes reactivos. Son productos hidrosolubles y constituyen la clase mas reciente
de colorantes utilizados en la industria textil para fibras celulosicas. Su molécula contie-
ne un grupo quimico capaz de reaccionar con los grupos hidroxilos de la celulosa, de
forma que se crea un enlace covalente irreversible entre la fibra y el colorante lo que
confiere al color una extremada solidez ante la humedad.

- Colorantes plastosolubles. Son colorantes que no contienen ningun grupo hidrofilo
pero son dispersables en agua formando una suspension estable en los bafios de tintura.
Son muy utilizados en la tintura de fibras sintéticas como las de acetato, poliacetatos,
poliamidas y poliésteres.

- Colorantes pigmentarios. Son colorantes totalmente insolubles que se fijan sobre la
fibra por impresion de la pieza con una dispersion del pigmento en un ligante que se
fija solidamente sobre el tejido, bien por secado, bien por condensacion o bien por
tratamiento térmico.

- Colorantes azoicos insolubles. Son colorantes que se suelen formar sobre la fibra que
se desea colorear impregnandola primero de un agente copulante, por ejemplo -
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naftol, en disolucion alcalina y sumergiendo posteriormente la fibra impregnada en un
bafio de una amina diazotada. Son los colorantes que se suelen denominar al hielo ya
que es necesario enfiiar la segunda disolucion para que tenga lugar la reaccion.

De todos estos tipos de colorantes, es evidente, que la mayoria de ellos solo se utilizan
en aplicaciones textiles, decorativas, artisticas o de cualquier otro tipo que no implique la
ingestion o absorcion, a través de la piel, del producto coloreado, por parte de seres vivos. En
la actualidad los mas utilizados en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética son los
siguientes:

* Colorantes organicos naturales tanto de origen vegetal como animal:
- Curcumina. Colorante amarillo procedente del extracto de la curcuma.
- Lactoflavina o riboflavina. Colorante amarillo de origen natural que se encuentra en
numerosos productos naturales como leche, huevos, levaduras, higado y diversos
vegetales. Este colorante también se sintetiza.
- Rojo cochinilla. Es un colorante que se extrae del insecto Kermes Vermilio y que dado
su elevado costo ha sido sustituido por el colorante de origen sintético Ponceau 4R o

rojo cochinilla A.

- Carotenoides. Que forman una familia de colorantes coya coloracion depende del tipo
de vegetal del que son extraidos. A esta numerosa familia pertenecen, entre otros, los

siguientes:
- alfa-, beta- y gamma- carotenos. - Capsantina
- Bixina, norbixina y annato - Licopeno

- Beta-apo-8'-carotenal y su éster etilico.

- Xantofilas. Que al igual que los anteriores constituyen un grupo numeroso quimica-
mente derivados de los carotenos. Entre ellos los mas importantes son:

- Flavoxantina. - Luteina
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- Criptoxantina. - Rubixantina.
- Violoxantina. - Rodoxantina.
- Cantaxantina.

- Clorofilas y sus complejos cupricos y las clorofilinas. Colorantes procedentes de las
partes verdes de las plantas de las que se extraen quimicamente. La sustitucion del
magnesio de la clorofila por cobre hace que sea soluble en grasas.

- Caramelo. Obtenido por calentamiento de la sacarosa o de otros aziicares.
- Betanina. Obtenido por maceracion de la remolacha es de color rojo.

- Antocianos. De colores rojos violetas y azules se encuentran en las hojas, flores y frutos
de plantas.

¢ Colorantes organicos de sintesis. Son los més usados en la actualidad tanto en la
industria alimentaria como en la farmacéutica dado su menor precio y, en ocasiones, mejores
propiedades tanto fisico-quimicas como sanitarias. Su composicién quimica es muy variada y
pueden pertenecer a cualquier grupo quimico de los que hemos citado anteriormente. Asi pues,
existen colorantes artificiales que por su estructura quimica pertenecen a cualquiera de los
siguientes grupos: azoicos, xanténicos, quinolénicos, trifenilmetanicos, ftalocianinicos o
indigoides por citar solo los grupos mas frecuentes. De todos ellos los mas utilizados en
alimentacion son los siguientes:

- Tartrazina (E-102). - Amarillo de quinoleina (E;104).
- Amarillo 6xido de hierro (E-172). - Amarillo 2G (E-107).

- Amarillo naranja S (E-110). - Azorrubina (E-122).

- Amaranto (E-123). - Rojo Ponceau 4R (E-124).

- Eritrosina (E-127). - Azul patente V (E-131).

- Azul brillante FCF (E-133). - Indigotina (E-132).

- Negro brillante BN (E-151). - Verde acido G (E-142).
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De estos catorce colorantes 7 son azoicos y los restantes derivados pertenecientes a
diversos tipos de compuestos como son indigotina, trifenilmetano, fuchsina, ...

Caracteristicas de los colorantes de sintesis

Las caracteristicas exigidas a un colorante sintético para que pueda utilizarse en la
industria alimenticia las podemos resumir en los siguientes puntos:

- Ser totalmente inocuo para la salud.

- Ser una especie quimica pura y definida.

- Poseer una gran capacidad para tintar el objeto deseado a fin de poder emplear
cantidades minimas de colorante asegurando los resultados apetecidos.

- Ser facilmente incorporable al producto, es decir, que presente un buena solubilidad
en las sustancias que constituyen los ingredientes del alimento.

- Ser estable a los agentes externos tales como luz, humedad o calor durante largos
periodos de tiempo.

- Ser compatible con los productos que se desean tefiir.

- No presentar olor o sabor desagradables.

- Ser estable frente a agentes oxidantes, reductores y pH.

- Ser economico.

Por lo general, los colorantes naturales no cumplen todos estos requisitos ya que suelen
ser menos estables que los de sintesis, suelen tener menor capacidad de coloracion, son
generalmente mas caros y menos estables ante los agentes externos. Por el contrario, los
colorantes sintéticos ademas de ser mas baratos y poseer mayor capacidad para colorear el
producto deseado, son mas estables no solo a los agentes externos (luz, calor, oxidantes,
reductores y pH) sino que también son mas estables a los tratamientos que los alimentos tienen
que suftir durante su elaboracion. Por todo ello podemos decir que no es cierta la creencia,
bastante extendida, segun la cual los colorantes naturales, desde el punto de vista de su
utilizacion en la industria alimentaria, son de mejor calidad que los artificiales. En general los
colorantes naturales no cumplen todos los requisitos a los que hemos aludido y de ahi que hayan
sido sustituidos practicamente por los de sintesis.
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Aungque anteriormente hemos dicho que la primera caracteristica que debe poseer un
colorante es la de ser inocuo para la salud y aunque también es cierto que se efectuan continuas
investigaciones para determinar la toxicidad de un colorante, no es menos cierto que la
utilizacién de estos compuestos conlleva un determinado riesgo sanitario. Aparicion de alergias,
tumoraciones malignas, rinitis, asma, sensibilizaciones, etc. son algunos de los riesgos sanitarios
a los que estamos expuestos, si hacemos un uso indiscriminado de los colorantes o no
establecemos una limitacion en su empleo. Dada su potencial toxicidad es por lo que, cualquier
colorante que vaya a ser introducido en la industria alimentaria, debe ser sometido a un riguroso
estudio que especifique sus propiedades fisicas y quimicas, estructura quimica, areas de
aplicacion, dosificacion y toxicidad, tanto a corto como a largo plazo, con objeto de proteger
la salud piblica y todo ello tanto si se trata de colorantes naturales como de sintesis.

Toxicidad

El problema de la toxicidad de los colorantes [1-16] esté relacionado con la forma y
cantidad que puede ser absorbida por la persona sin que esta corra ningiin tipo de riesgo para
su salud, por lo que el grado de seguridad dependera de dos factores: la frecuencia y la cantidad
ingerida. Es evidente que la toxicidad de un colorante no es la misma cuando se utiliza en una
locion facial que cuando se ingiere en un alimento o preparado farmacéutico. Por otra parte es
un hecho demostrado que los colorantes solubles de alto peso molecular utilizados en las indus-
trias alimentaria y farmacéutica, son menos absorbidos que los de menor peso molecular, razon
por la cual, en la actualidad, se estin desarrollando los denominados colorantes poliméricos que
han demostrado no ser absorbidos por el tracto intestinal, ademas de presentar una propiedades
semejantes a las de los colorantes sintéticos tradicionales. En consecuencia el estudio de la
toxicidad de un colorante debe contemplar los siguientes factores: naturaleza del colorante
(colorantes tradicionales o colorantes poliméricos), uso al que va destinado (aplicacion externa
o ingestion), frecuencia de ingestion o aplicacion sobre la piel y, finalmente, cantidad méaxima
que puede ingerirse o aplicarse sin riesgo.

Ademas de todos estos factores, en el caso de colorantes alimentarios, otro factor de
riesgo, que debe ser objeto de estudio al introducir un nuevo colorante para la industria
alimentaria, es su posible reaccionabilidad con otros colorantes, aditivos, o materias primas
presentes tanto en alimentos como en firmacos ya que existen ejemplos de reacciones de este
tipo que se conocen desde hace tiempo. Una de las mas conocidas es la que producen la
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tartracina y el acido acetilsalicilico. Asi mismo se conocen determinadas situaciones de riesgo
en las que la presencia de un colorante puede producir un agravamiento de la enfermedad, como
es el caso de las afecciones asmaticas. El grave deterioro del estado asmatico de un nifio puede
ser causado por un colorante.

Los ensayos toxicologicos realizados permiten conocer los riesgos que suponen el uso
de los colorantes y es por ello que los paises han dictado y dictan constantemente, normas para
su uso. Ahora bien, los pruebas realizados por los distintos organismos gubernamentales son de
diversa indole y ello supone que las conclusiones y normas dictadas no son las mismas en todos
los paises, por ejemplo, en Norteamérica es obligatorio etiquetar todos los productos que
contengan colorantes, especificando el tipo de colorante afiadido, cosa que no es obligatoria en

otros paises. Sin embargo existe unanimidad en lo que se denomina la Dosis Dia Aceptable
(DDA) o Ingesta Diaria Admisible (IDA) que, segun un comité de expertos de la FAO-OMS,

se define como la dosis diaria de un producto quimico que, ingerido durante toda la vida y en
funcion de los datos actualmente conocidos, parece estar desprovisto de riesgo apreciable para
la salud. Esta DDA se expresa en miligramos de producto por kilogramo de peso corporal de
la persona y dia (mg/kg/dia). El valor de esta dosis varia apreciablemente de un colorante a otro,
de forma que colorantes como la tartrazina presentan una DDA de 7'5 mg/kg/dia, mientras que
el amarillo de quinoleina o el amaranto solo pueden ser ingeridos en dosis de 0'S mg/kg/dia.

Por otra parte, hemos de decir que la Comunidad Europea no solo controla la clase de
colorante y su DDA sino que también ha dictado normas sobre las impurezas que pueden
acompafiar al colorante de sintesis. Los colorantes autorizados en alimentacion y farmacologia,
son sustancias hidrosolubles que, por lo general, son derivados sulfonados del correspondiente
colorante no sulfonado e insoluble en agua, razon por la cual, ademas de otras impurezas tanto
de caracter inorganico como organico (aminas aromaticas sulfonadas o no sulfonadas) los
colorantes utilizados en la industria alimentaria pueden llevar pequeflas cantidades del
correspondiente colorante no sulfonado que, al no ser hidrosoluble, solo puede acompafiar al

componente principal en dosis minimas dada su mayor toxicidad.

Identificacion de los colorantes
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La identificacion de un colorante, en numerosas ocasiones, no es tarea facil ya que falta
una nomenclatura que unifique criterios. Nos encontramos asi que para su identificacion se
pueden utilizar las siguientes nomenclaturas:

* Denominacion genérica

* Denominacion quimica

* Denominacion de Colour Index
* Codigo del Colour Index 1924 (17 edicion)
* Codigo del Colour Index 1956 (2° edicion)

* Codigo Schultz

* Numero de Thomasset

* Numero de la Comunidad Europea

* Otras (del pais, comercial de fabricantes)

Habitualmente las mas utilizadas son las de la FDA, el codigo del Colour Index 1956 y
el nimero de la Comunidad Europea que se indica mediante el prefijo E- seguido de un numero
comprendido entre el 100 y el 180.

Analisis de colorantes

La razon fundamental que justifica la necesidad del analisis de colorantes, tanto para su
identificacion como para su determinacion en alimentos, es asegurar que el producto alimentario
cumple las normas técnico-sanitarias que garantizan la salud de los consumidores. Esta garantia
implica el control riguroso de los siguientes aspectos:

1° - Que los colorantes utilizados estén permitidos, lo que, desde el punto de vista analitico,
supone la identificacién de uno o mas colorantes en el producto alimentario en
cuestion.

2° - Que los colorantes utilizados tengan el grado de pureza requerido. Numerosos estudios
toxicologicos han puesto de manifiesto que ciertos colorantes, que son
practicamente inocuos en estado puro, pueden ser perjudiciales para la salud
cuando son preparados a nivel industrial, debido a la falta de pureza de las materias
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primas utilizadas en su fabricacion. Por ejemplo, cuando en la fabricacion industrial
de un colorante se utiliza acido sulfurico de calidad industrial, los restos de plomo,
arsénico o cualquier otro metal pesado que contiene, pueden suponer un grave
peligro para la salud. El control de estas posibles impurezas o contaminantes exige
la identificacion y determinacion, a nivel de trazas, no solo de los citados metales
sino también de otra serie de productos tales como aminas y alcoholes aromaticos,
compuestos nitrados y, en general, compuestos organicos toxicos.

En este aspecto es de destacar la presencia de los denominados colorantes

subsidiarios que son sustancias colorantes que se producen durante el proceso de

fabricacion del colorante principal pero que presentan una estructura quimica diferente

a la del colorante deseado. En este apartado nos vamos a referir con especial interés a

los colorantes no sulfonados que suelen acompafiar en cantidades infimas a sus

homologos sulfonados. En resumen, este segundo aspecto se refiere al control de

calidad de los colorante utilizados como materia prima en la elaboracion de los

alimentos.

3°.- Un tercer aspecto a considerar es la necesidad de controlar la calidad, no del colorante

de partida en la elaboracion del alimento sino la calidad del propio alimento lo que,
desde el punto de vista analitico, implica la identificacion y determinacion de
impurezas o contaminantes resultantes de la descomposicion de los colorantes bien
sea durante el proceso de elaboracion del alimento o bien durante su distribucion
o almacenamiento. Aunque generalmente los colorantes de sintesis son de gran
estabilidad, durante su almacenamiento y distribucion pueden estar sometidos a
condiciones de humedad, calor, pH, etc. que no sean las adecuadas y, como
consecuencia de ello, pueden suffir una parcial o total descomposicion originando
productos toxicos.

4° - Cantidad o dosis permitida. Como se ha indicado anteriormente los colorantes

permitidos, incluso en grado de pureza absoluta, solo pueden ser utilizados en
determinadas cantidades para la elaboracion de los productos alimentarios o
farmacéuticos y es por ello que, el control sanitario de estos productos elaborados,
exige la determinacion de cantidades de uno o mas colorantes en matrices tan
diversas como son los productos alimentarios que los contienen.
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En consecuencia podemos decir que el control de calidad de los alimentos, en cuanto a
colorantes se refiere, exige la puesta a punto de métodos de analisis quimico que permitan
identificar y determinar sustancias colorantes permitidas y no permitidas, asi como impurezas
y contaminantes de los mismos, tanto en alimentos elaborados como en el producto colorante
usado para su elaboracion.

Como se ha indicado més arriba, uno de los productos no deseados que suelen acompaiiar
aun colorante de sintesis, principalmente en el caso de los colorantes azoicos sulfonados, es su
correspondiente colorante no sulfonado. La legislacion comunitaria europea establece un
contenido méaximo de colorante no sulfurando por encima del cual el colorante industrial no debe
ser utilizado en la elaboracion de alimentos o farmacos. De este hecho derivan dos problemas
analiticos:

Primero: disponer de métodos de identificacion y determinacion de colorantes no
sulfonados, en presencia de grandes cantidades de su homologo sulfonado, para
controlar la calidad del colorante que va a ser utilizado como materia prima en la
elaboracion del alimento.

Segundo disponer de métodos de analisis quimico que permitan la determinacion de
estos colorantes -sulfonados y no sulfonados- en los alimentos una vez que estos han
sido elaborados.

Estos analisis de control entrafian dos dificultades, afiadidas a las dificultades propias de
todo analisis quimico: el tratamiento al que hay que someter la muestra de alimento para separar
los colorantes y, en segundo lugar, disponer de métodos de analisis que permitan identificar y
determinar sustancias cuya estructura quimica es muy semejante, como es el caso de tener que
analizar las dos formas -sulfurada y no sulfurada- de un mismo colorante. Por otra parte aunque
se tratase de colorantes diferentes no hemos de olvidar que las diferencias estructurales entre
ellos, sobre todo en el caso de los colorantes azoicos, a veces solo estriban en la posicion
ocupada por alguno o algunos de los sustituyeres de los nucleos aromaticos que forman la
molécula, lo que se traduce en una gran semejanza entre las propiedades fisicas y quimicas de
los analitos.
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Como acabamos de indicar uno de los pasos mas delicados en el analisis de alimentos, no
tanto en el de materias primas colorantes utilizadas en su elaboracion, es la toma de muestra. Los
procedimientos establecidos para ello son muy variados y, como es sabido, dependen del tipo
de muestra que se desee analizar. Si el material es completamente homogéneo cualquier porcion
puede ser una muestra representativa del mismo, pero es obvio que, tratandose de alimentos,
este caso no es el unico que se nos puede presentar, sobre todo si se trata de alimentos solidos
en los que, a veces, el colorante solo se utiliza en la superficie o en una determinada parte del
material que se desea analizar. En tales casos, tras una rigurosa molienda y mezcla del material
se deberan recoger porciones del mismo de acuerdo con las normas establecidas en un plan de
muestreo adecuado a tal fin.

El segundo aspecto critico en el analisis de colorantes especialmente cuando, como es
nuestro caso, se trata de colorantes no sulfonados que acompafian en cantidades infimas a sus
correspondientes homologos sulfonados, es el proceso de medida ya que las propiedades fisicas
y quimicas de estos analitos son muy semejantes entre si, a la vez que son parecidas a las de
otros colorantes con los que frecuentemente se mezclan al elaborar el alimento. Esta semejanza
de propiedades obliga a que el analisis de estas mezclas de colorantes se tenga que llevar a cabo
mediante técnicas muy selectivas que tengan una gran capacidad de separacion o utilizando
métodos de calibracion apropiados cuando la técnica analitica empleada no es tan selectiva. En
cualquiera de los casos siempre habra que tener presente el posible efecto matriz del material en
estudio.

Los métodos de analisis quimico de colorantes basados en estas técnicas, en cada caso
deberan adaptarse a las propiedades y constitucion del problema analitico en particular y deberan
permitir la identificacion del colorante y/o su determinacion. Por lo general los métodos de
identificacion pueden ser tanto métodos tradicionales, que en ocasiones no tienen nada en comun
con los meétodos de analisis quimico, usados en la industria textil, como métodos quimicos
clasicos o métodos instrumentales, mientras que los métodos cuantitativos son casi
exclusivamente métodos instrumentales. Con objeto de hacer un breve resumen de los mas
utilizados vamos a establecer los siguientes grupos:

Métodos tradicionales. Entre estos métodos rapidos tradicionales, que sélo presentan
caracter cualitativo, podemos citar los siguientes:
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o Apariencia del colorante con iluminacion directa observando su coloracién con luz
visible y con luz ultravioleta de 300 nm de longitud de onda, para detectar asi la posible
fluorescencia que puedan presentar. Algunos de los colorantes mas utilizados en
alimentacion presentan color y fluorescencia especificas que permiten su identificacion.

o Coloracion en distintos medios acuosos de diferente pH. Basandonos en la observacion
del color a diferente pH se pueden identificar colorantes con la ayuda de tablas en las
que se indican las coloraciones que adquiere cada uno de eflos a valores de pH de 2'5,
70y 100.

o Coloracion en 4cidos y bases concentrados. Al colocar una pequefia porcion de
colorante en un acido o una base concentrados, las coloraciones que adquieren son
tipicas de la naturaleza del colorante lo que puede ayudar a su identificacion.

o Afinidad por diferentes substratos. Es esta una prueba muy sencilla que permite una
identificacion bastante segura de los colorantes permitidos en alimentacion. Consiste en
utilizar trozos de tejido de diferente naturaleza (algodon, seda, nylon...) que son
introducidos en una disolucion acida del colorante y se mantiene a ebullicion durante 2
horas. Pasado este tiempo se secan los trozos de tejidos y se planchan y observando la
tincion que presentan podemos establecer de qué colorante se trata.

Métodos clasicos de analisis quimico. Estos métodos han sido utilizados durante mucho
tiempo para la identificacion de tipos de colorantes, pero en la actualidad son poco utilizados
debido a que son lentos y tediosos y se basan en la utilizacion de reacciones quimicas y ensayos
especificos que proporcionan informacion sobre la posible clase a la que pertenece el colorante,
pero sin permitir su identificacion. Una referencia de estos métodos, mas por su caracter
historico que por su aplicabilidad actual, es la obra de Andrew L. W . Analisis de alimentos
publicada en 1947 por la editorial Hispano-americana, en la que se referencian numerosos
procedimientos quimicos para la identificacion y determinacion de colorantes naturales y
artificiales en alimentos.

Métodos instrumentales. Las técnicas instrumentales mas utilizadas que sirven de base
para el desarrollo de métodos para la identificacion y determinacion de colorantes son: las
diversas técnicas cromatograficas, principalmente cromatografia en capa fina y cromatografia
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liquida de alta resolucion, las técnicas espectroscopicas, fundamentalmente espectrofotometria
ultravioleta-visible e infrarroja, las técnicas electroquimicas, con especial referencia a la
polarografia, asi como la espectrometria de masas y de resonancia magnética nuclear. Estas dos
ltimas principalmente con el proposito de determinar estructuras de compuestos desconocidos.

Hacer en este punto una exposicion detallada de la bibliografia existente sobre el tema es
casi imposible. Para darnos una idea aproximada de la importancia que el tema ha suscitado
baste decir que solo la Revista Analytical Chemistry, durante el periodo de tiempo entre 1967
y 1989, ha publicado cada dos afios una revision bibliografica de los trabajos de investigacion
publicados, dedicados exclusivamente al analisis de alimentos, en la que los colorantes
alimentarios ocupan un lugar destacado. En estas revisiones se dan mas de 600 citas de trabajos
referentes a la identificacion y/o determinacién de colorantes en alimentos, asi como la referencia
de mas de 10 libros publicados en este periodo y que se refieren al tema. Por consiguiente, dado
el elevado numero de métodos existentes en la bibliografia y ante la imposibilidad de hacer
referencia ni tan siquiera a los mas importantes, hemos optado por aludir solo a aquellos que
estan relacionado con alguno o algunos de los colorantes estudiados en esta Memoria. Para ello
hemos clasificado esta breve revision bibliografica en los grupos que anteriormente hemos
resefiado al principio de este apartado.

Meétodos cromatogrdficos. De las distintas técnicas cromatograficas de las que actualmente
disponemos, la cromatografia sobre papel y principalmente, la cromatografia en capa fina son
sin duda dos de las técnicas que mejor se adaptan al establecimiento de métodos de identificacion
de colorantes. Las ventajas que presentan estas dos técnicas sobre otras técnicas, como pueden
ser la espectrometria de masas de iones secundarios de tiempo de vuelo [17] o la espectrometria
de resonancia Raman [18,19] que recientemente se ha aplicado con el mismo fin, son:
equipamiento simple y economico, rapidez y facilidad de manipulacion y necesidad de pequefias
porciones de disolucion de los colorantes a identificar. Todo ello unido a su efectividad y
sensibilidad, hace que los métodos basados en estas técnicas sean de gran utilidad para la
identificacion no solo de los colorantes en estudio sino también de posibles contaminantes e
impurezas que estos puedan llevar. Ahora bien, aunque la principal aplicacion de estos métodos
cromatograficos es la identificacion directa de los colorantes [21-24] o para la identificacion de
colorantes en alimentos tras efectuar una extraccion previa [25-27] también es cierto que existen
métodos que utilizan la estas técnicas como etapa separativa previa a la determinacion de
colorantes espectrofotométricamente [28] o mediante espectrofotometria fotoactstica [291
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El fundamento de estas técnicas es la distinta capacidad de migracion de los diferentes
analitos a través del papel o de la capa de material apropiado, cuando se utiliza un disolvente
adecuado y es precisamente la adecuada seleccion de la fase movil la que nos va a permitir que
la separacion sea Optima incluso cuando la capacidad migratoria de los analitos sea infima.

Existen diferentes fases moviles cuya composicion esta en funcion del tipo de colorante a
separar [30], e incluso en funcion de la matriz en la que se encuentren los analitos [31,32],
teniendo todas ellas en comun el ser mezclas de distintos disolventes, tanto polares como
apolares, en diferentes proporciones. Asi, las fases moviles mas utilizadas en cromatografia en
papel suelen ser mezclas de agua y disolventes organicos miscibles, que posean pares
electronicos libres (cetonas, dimetilformamida, piridina o dioxanos) para que se facilite la forma-
cion de puentes de hidrogeno. La separacion generalmente esta basada en un proceso de reparto,
pero también pueden usarse papeles de cambio i6nico que permiten la separacion de colorantes
hidrosolubles [30, 33] modificandose por tanto el mecanismo de separacion.

En el caso de los métodos basados en la cromatografia en capa fina ademas de le seleccionar
la fase mévil de acuerdo con los analitos a separar y con la naturaleza de la matriz en la que se
encuentran, podemos disponer de distintos substratos que permiten separaciones dificiles de
conseguir sin su ayuda. Recientemente se han publicado estudios en los que se consiguen separar
colorantes en funcion del substrato [31]. Capas de silica G impregnadas con acetato de cadmio,
mezclas de sulfato de cobre y molibdato aménico o con mezclas de sulfato de cinc con cloruro
de cadmio, se ha comprobado que son substratos muy utiles para la separacion de dos
colorantes dificil de separar como son el verde S y el azul brillante FCF, utilizando como fase
moévil una disolucion acuosa de fenol. En el caso concreto de colorantes sulfonicos la
cromatografia de pares ionicos utilizando silice como substrato y bromuro de cetiltrimetilamonio
con una mezcla de metanol-acetona ha demostrado ser una forma 1til para su separacion.

Sin embargo, a pesar de las indudables ventajas que estas dos técnicas presentan para la
identificacion de colorantes también es cierto que presentan algunos inconvenientes. En efecto,
la capacidad de separacion, en la practica, depende de una serie de factores, algunos de los
cuales escapan a nuestro control, cuya influencia es tal que los valores de R, llegan a ser poco
fiables en determinadas ocasiones. Entre los factores no controlables cabe citar el tiempo
transcurrido desde la preparacion de la fase movil, la calidad del papel, el tipo de sustancias que
acompafian al analito, la saturacion de disolventes en la atmosfera que rodea al papel, la
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temperatura ambiente, la concentracion del analito o el pH de la disolucion. Por otra parte, es
un hecho conocido que, en el caso de la cromatografia sobre papel el valor de R; decrece a
medida que aumenta cualquiera de los siguientes factores: la complejidad de la estructura del
colorante, la longitud de la cadena de los sistemas conjugados, el niimero de grupos azo-, ceto-,
carbonicos o sulfonicos y la masa molecular, mientras que decrece con la simetria molecular por
efecto del momento dipolar. Todo ello nos permite decir que al efectuar una identificacion
mediante cualquier método basado en estas técnicas hay que tener presente, entre otras, las
siguientes cuestiones:

1°.- Distintos valores de R; indican la existencia de diferentes especies pero una misma
coloracion acompafiada de un mismo valor de R, no indica necesariamente que se
trate de un solo compuesto.

2° - Cuando estamos analizando un solo colorante, la aparicion de mas de una mancha es
un hecho indicativo de la falta de pureza del mismo, pero si solo aparece una
mancha no podemos asegurar que el producto sea totaimente puro.

Por todas estas razones en la utilizacion de métodos cromatograficos basados en estas
técnicas siempre han de usarse valores relativos de R, frente a patrones apropiados.

Recientemente se han publicado algunos estudios acerca de separacion de colorantes
mediante electroforesis sobre papel que se basa en las diferencias de movilidad de los iones
cuando sobre ellos actiia un campo eléctrico lo que hace que la velocidad de migracion de los
analitos se produzca en orden inverso a como o hace en los métodos basados en las técnicas
anteriores. De este modo la electroforesis en capa fina se ha utilizado para la identificacion y
separacion de colorantes en bebidas alcoholicas [34, sin embargo dada su mayor dificultad de
manejo y mas alto precio es una técnica que no se utiliza con frecuencia.

Otra de las técnicas cromatograficas que podemos utilizar como fundamento de métodos
de analisis de colorantes es la cromatografia liquida de alta resolucion cuyas ventajas sobre las
cromatografias en capa fina y sobre papel las podemos resumir en los dos puntos siguientes:
Primero, reproducibilidad del gradiente de elucion, hecho este de gran importancia en el campo
de los colorantes dadas sus diferentes polaridades que comprenden desde colorantes totalmente
apolares, hasta colorantes altamente polares como son los derivados trisulfonicos de los
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azocolorantes. Segundo, posibilidad de acoplar técnicas de deteccion tales como espectrofoto-
metria UV-Vis convencional [35-50] espectrofotometria UV-Vis con diodos en fila [51-59],
espectrofluorimetria [60] o resonancia magnética nuclear [61] esta Gltima utilizada para la
deteccion de los diferentes constituyentes del amarillo de quinoleina.

Una variacion de este tipo de cromatografia, la cromatografia liquida de alta resolucion en
fase inversa, utilizando columna C-18 y una mezcla de acetonitrilo-acido fosforico como fase
movil permite la separacion de los derivados sulfonados de los azocolorantes. En este tipo de
cromatografia la influencia del pH es fundamental sobre el factor k de manera que a bajos valores
de pH se observan grandes diferencias en los tiempos de retencion, pero la mayor ventaja de la
fase inversa es la relacion que se puede establecer entre estructura quimica del colorante y reten-
cién del mismo, los derivados fenilicos eluyen antes que los naftilicos y los derivados tri- di- y
monosulfonicos eluyen en este orden. Cuando se trata de derivados muy sulfonados, tres 0 mas
grupos sulfonicos en la molécula, los tiempos de retencion son tan cortos que hay que recurrir
a la cromatografia de cambio i6nico o de pares i6nicos en fase inversa para la resolucion. Asi los
colorantes Amaranto, Amarillo limén y amarillo-anaranjado se han determinado mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa en diversas matrices alimentarias [62] y
el colorante Tartracina se ha determinado en arroz mediante formacion de pares idnicos con tri-
n-octilamina y cromatografia liquida de alta resolucién [63]

Finalmente, dentro de las técnicas cromatograficas, nos queda la cromatografia de gases.
Son muy limitados los métodos propuestos para analizar colorantes basados en esta técnica y
la razon que avala este hecho es que la volatilidad de estos compuestos es muy pequefia y se
originan degradaciones térmicas que causan problemas adicionales en el analisis. En el caso de
los derivados sulfonados de los azocolorantes, para ser analizados mediante cromatografia de
gases tendrian que ser sometidos previamente a una esterificacion para aumentar su volatilidad
lo cual entorpece la rapidez y economia del proceso de analisis. Por todo ello la cromatografia
de gases se usa mas para determinar impurezas presentes en los colorantes que para los propios
colorantes [64,65].

Meétodos eletroquimicos. Dentro del grupo de técnicas que nos permiten desarrollar métodos
para la identificacion y determinacion de colorantes nos encontramos en segundo lugar con las
técnicas electroquimicas entre las que hay que destacar la polarografia en sus diferentes
modalidades. Los métodos polarograficos nos permiten identificar y determinar diversos
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colorantes asi como los productos de degradacion que se originan durante los procesos de
oxido-reduccion que pueden sufiir los colorantes en los alimentos como consecuencia de la
fotodegradacion o de la accion de otros aditivos.

Los diferentes azocolorantes estudiados polarograficamente, sufren un proceso de ruptura
del grupo azoico originando, en Gltimo termino las aminas correspondientes lo cual presenta
cierto paralelismo con los procesos que tienen lugar durante el metabolismo de estos compuestos
en los seres vivos. El proceso no es simple y su mayor o menor complicacion depende de las
condiciones experimentales y de los sustituyentes que contenga la molécula del colorante.
Obviando las etapas intermedias, el mecanismo seguido lo podemos resumir como sigue:

R-N=N-R'+ 2¢ + 2H" « R-NH-NH-R'
R-NH-NH-R' + 4¢ + 4H" « R-NH, + R'-NH,

en donde R y R' son grupos aromaticos monociclicos o policiclicos, con o sin sustituyentes
diferentes de los grupos sulfonicos.

Entre los métodos electroquimicos mas utilizados para el andlisis de colorantes
principalmente azoicos destacaremos en primer lugar los basados en la polarografia de pulso
diferencial. Mediante esta técnica se han identificado y analizado colorantes alimentarios tales
como Rojo 2G y su producto de degradacion Rojo 10B, Amarillo de quinoleina, Amarillo-
anaranjado, Tartracina, Ponceau 4R, Amaranto, Carmoisina, Verde S, Azul patente, Azul
brillante, indigo carmin, Negro PN o Marrdn chocolate HT entre otros. Para su determinacion
se han propuesto electrodo de gotas de mercurio, o electrodos solidos como son los electrodos
de pasta de carbon o de carbén vitrificado y se han utilizado sales del trifenilfosfonio y
trifenilarsonio para desplazar los picos de los potenciales de onda con objeto de separarlos en
el caso de determinaciones simultaneas de varios colorantes. El problema presentado en la
resolucion de las mezclas: Tartracina-Amarillo atardecer FCF, Tartracina-Verde S, Amaranto-
Verde S y Marron Chocolate HT-Tartracina-Verde S en diversas bebidas consistente en los
malos resultados obtenidos a consecuencia de la semejante en los potenciales de reduccion
inicialmente se resolvid mediante el empleo de métodos de separacion previos pero
posteriormente se ha solucionado usando cloruro de tetrafenilfosfonio en el electrolito soporte
con lo que se consigue eliminar los maximos polarograficos que origina la tartracina [66]. De esta
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forma se pueden analizar con resultados aceptables las citadas mezclas de colorantes en bebidas
refrescantes [67]

Igualmente se ha estudiado de forma sistematica la influencia de las sales cloruro de
tetrafenilfosfonio, yoduro de tributilmetilfosfonio, bromuro de trifenilbutilfosfonio, cloruro de
tributilbencilfosfonio, cloruro de trifenilmetalilfosfonio, el bromuro de trifeniimetilfosfonio, el
yoduro de trifeniletilfosfonio, €l cloruro de tetrabutilfosfonio, el cloruro de tetrafenilarsonio y
de la gelatina sobre los potenciales de pico de gran numero de los colorantes usados en
alimentacion y en medicamentos proponiendo métodos para la identificacion de los colorantes
en matrices de diverso tipo [68,69] Para evitar la adsorcion de colorantes en el electrodo de gota
de mercurio se han utilizado electrodos de pasta de carbon para la determinacion voltamétrica
de colorantes, habiéndose descrito que es posible la determinacion para la mayoria de ellos en
el rango 2-100 ug.ml’ [68,71] Basandose en ambos tipos de electrodos (de gota de mercurio y
de pasta de carbon) se han construido detectores electroquimicos para técnicas de inyeccion en
flujo que presentan bajos limites de deteccion (<0,1 pg.ml™) [68,69]

Métodos espectroscopicos. Incluimos dentro de este amplio grupo de métodos de andlisis los
basados en las siguientes técnicas: espectrofotometria ultravioleta-visible, espectrometria de
masas, espectrometria infrarroja, resonancia magnética nuclear y espectrometria Raman y
difraccion de rayos X. De todos ellos sin duda los mas empleados para la identificacion y, sobre
todo, determinacion de colorantes son los métodos basados en la espectrofotometria
ultravioleta-visible. Las ventajas que estos métodos aportan son: su amplia aplicabilidad,
facilidad de obtencion de datos, sensibilidad adecuada y bajo costo. Su principal inconveniente
es su falta de selectividad, lo cual hace que sean muy ttiles para la determinacién de un solo
componente o de mezclas de ellos cuyos espectros no estén muy solapados. En caso contrario
tendremos que emplear métodos de calibracion apropiados para el tratamiento de la sefial
analitica o bien, proceder al acoplamiento de la espectrofotometria ultravioleta-visible con otras
técnicas de tipo separativo.

Para la resolucion de mezclas de colorantes, utilizando la espectrofotometria ultravioleta-
visible, se han propuesto los siguientes grupos de métodos:
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e Métodos con separacion cromatografica previa, en los cuales, tras la separacion
cromatografica adecuada, bien en capa fina bien en columna, la cuantificacién de los
analitos se hace mediante espectrofotometria UV-Visible (72].

« Métodos basados en el tratamiento de la sefial analitica, entre los cuales cabe destacar los
que utilizan las derivadas espectrales de diversos ordenes 73-76] o los basados en la
espectrofotometria de doble longitud de onda [77-82].

e Métodos basados en el tratamiento quimiométrico de los datos obtenidos por
espectrofotometria UV-Visible [83,84]

En consecuencia podemos decir que salvando el inconveniente de la falta de
selectividad, la espectrofotometria UV-Visible es sin duda la técnica analitica de mayor utilidad
para la determinacion de colorantes en diferentes tipos de matrices.

Espectroscopia de masas. Aunque la espectroscopia de masas de ionizacion por impacto de
electrones dificilmente puede utilizarse para el andlisis de colorantes, dado que la mayoria de
ellos no son volatiles sin que se produzca descomposicion térmica, sin embargo utilizando
técnicas tales como: espectrometria de masas de ion negativo [85), espectrometria de masas de
ionizacion secundaria (SIMS) [86,87] bombardeo con atomos rapidos (FAB) [88-90] o
espectrometria de desorcion de campo (FD) [91] el impedimento al que hemos aludido
desaparece y podemos analizar colorantes cationicos y sulfonados.

Espectrometria infrarroja y Raman. Los espectros de absorcion infrarroja y Raman suelen ser
en teoria los mejores medios de identificacion de colorantes a través de sus grupos funcionales,
sin embargo, en la practica, la utilizacion de estas zonas del espectro puede presentar algunas
dificultades. En el caso del espectro infrarrojo dado que puede obtenerse a partir de disolucion
o suspension del material en un disolvente adecuado o bien usando la técnica de la pastilla de
bromuro potasico, el estado fisico y la estructura cristalina de la muestra puede afectar al
espectro obtenido, razén por la cual es necesario el uso de patrones 0 muestras conocidas cuyos
espectros se hayan obtenido de la misma forma que se ha empleado para obtener el de la

sustancia problema.
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Un avance reciente en la utilizacion de esta técnica ha sido la incorporaciéon de
programas informaticas que permiten la obtencion de espectros infrarrojos por transformada de
Fourier lo que, junto con la utilizacién de librerias, permite alcanzar una gran aplicabilidad en la
identificacion y caracterizacion estructural de los colorantes alimentarios [92-95] incluso cuando
se trata de analizar mezclas de colorantes en las cuales uno de ellos se encuentra en proporcion
muy superior a la de los demas hecho este frecuente cuando se desea obtener una coloracion
concreta del producto elaborado. No obstante, cuando se trata de analizar colorantes descono-
cidos en matrices complejas, es necesario el uso de la cromatografia en capa fina como paso
previo a su identificacion.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una poderosa herramienta para
establecer la estructura de un compuesto, y con la misma finalidad se usa en el analisis de
colorantes [96-105]. No obstante, y debido a la complejidad en la estructura molecular de
muchos colorantes, presenta problemas en su uso, que van siendo superados actualmente con
equipos de resonancia magnética nuclear con altos campos magnéticos y la disponibilidad de
programas capaces de obtener el espectro por técnicas de transformada de Founer.

Otra técnica mediante la cual se puede elucidar la estructura de un compuesto, siempre
que se disponga de muestra cristalina del mismo, es la difraccion de rayos X, y con tal fin se ha
utilizado en el analisis de colorantes [106-111]. Sus principales ventajas son el uso de pequefias
cantidades de muestra y el hecho de ser una técnica no destructiva.

Espectroscopia en fase solida

Durante los tiltimos afios, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una técnica analitica
denominada Espectrometria en Fase Solida (EFS) [112-119], basada en los trabajos de K.
Yoshimura que en 1976 publico un nuevo método espectrofotométrico para la
microdeterminacion de metales en aguas, basado en la técnica que €l mismo denominé
Colorimetria de cambio ionico [120]

La EFS, cuya metodologia se expondra con detalle en el siguiente capitulo de esta
Memoria, consiste en retener el analito, coloreado o fluorescente, sobre un soporte solido, una
resina de cambio i6nico 0 un adsorbente, midiendo a continuacion la absorbancia o la
fluorescencia del sistema formado por el analito y el soporte solido en el que se ha fijado. Para
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ello se agita un volumen de la disolucién que contiene el analito junto con una determinada
cantidad de soporte solido, se separa la disolucion mediante filtracion, se empaqueta en una
cubeta de un milimetro de paso de luz y se mide la sefial analitica.

Si tenemos en cuenta que el volumen de muestra que contiene el analito puede ser muy
variable, unos mililitros y varios litros, y que la cantidad de resina es menor de un gramo,
usualmente entre 0'05 y 0'150 llegaremos a la conclusion de que con la fijacion del analito sobre
el soporte tiene lugar un proceso de preconcentracion del mismo, razon por la cual la sefial
analitica se vera incrementada considerablemente y, consecuentemente, la EFS ser una técnica
adecuada para el desarrollo de métodos que permitan de la determinacion de analitos a nivel de
trazas.

Pero no es esta la inica ventaja que podemos destacar de la EFS. Uno de los principales
inconvenientes de la espectrofotometria convencional es su falta de selectividad lo cual, como
se ha dicho anteriormente, nos obliga a efectuar separaciones previas o, en el mejor de los casos,
a utilizar los espectros derivados como sefial analitica, o a usar metodologias como la doble
longitud de onda, para resolver mezclas de analitos cuyos espectros estén solapados. Aun asi,
en ocasiones, la resolucion de la mezcla es imposible si no efectuamos una separacion previa de
sus componentes a analizar. Uno de estos casos es el que se nos plantea cuando queremos
resover una mezcla formada por un colorante azoico y su correspondiente derivado sulfonico.
Los espectros de estos compuestos son idénticos, o al menos muy semejantes, de manera que
la determinacion simultanea de ambos aplicando métodos espectrofotométricos convencionales
es practicamente inviable si no se efectiia una separacion previa de ambas especies, el colorante
sulfonico y su homologo no sulfonado.

En este otro aspecto, la EFS presenta una segunda ventaja que podemos afiadir a la
anteriormente comentada, la selectividad. Esta selectividad se origina al poder utilizar soportes
solidos de diferentes tipos para fijar sobre ellas los distintos analitos. En efecto, utilizando una
resina anionica de cambio idnico podemos separar selectivamente los analitos que posean grupos
anionicos en su molécula, como son los colorantes sulfonados a los que hemos hecho referencia,
mientras que sus homologos no sulfonados no se fijaran en este tipo de soporte. Por el contrario,
si utilizamos un adsorbente, es logico pensar que sobre ella se fijaran los colorantes no
sulfonados quedando libres los sulfonados.
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El problema analitico que se suscita en el analisis de estos colorantes, bien para controlar
su calidad cuando se utilizan como materia prima para la manufacturacion de alimentos, o bien
cuando tenemos que determinarlos en un alimento o bebida ya fabricado, es que la cantidad de
colorante subsidiario, entendiendo como tal el no sulfonado que se encuentra presente COmo
impureza del sulfonado, esta en proporciones infimas respecto a su homélogo sulfonado. Si a
este problema le afiadimos el que dimana de la igualdad de sus respectivos espectros, facilmente
podemos concluir que mediante espectrofotometria convencional no podemos resolver dichas
mezclas a menos que preconcentremos y separemos previamente dichas mezclas. Como queda
dicho mas arriba, preconcentracion y separacion son precisamente las cualidades que la EFS
presenta como ventajas a destacar respecto a la espectrofotometria convencional.

Admitiendo, a priori, la idoneidad de esta técnica para la resolucion del problema
planteado queda por ver cuales son los parametros tedricos que, directa o indirectamente
influyen sobre la sensibilidad y selectividad de la técnica propuesta. Independientemente de la
influencia de variables experimentales como son: pH de la disolucion de analito, tiempo de
agitacion de la mezcla analito-resina, longitud de onda, absorbancia neta del sistema,... que se
determinaran experimentalmente, existen otros parametros que afectan a la sensibilidad de la
medida y que son inherentes al propio proceso de fijacion del analito sobre el soporte. En efecto,
una de las ventajas de la EFS es que podemos aumentar la sensibilidad del método aumentando
el volumen de disolucion de analito, de una concentracion dada, que se equilibra con una
cantidad dada de solido. Ahora bien, esta posibilidad esta limitada ademas de por razones
puramente practicas -no podemos agitar un volumen excesivo- por una serie de factores tedricos
que vamos a estudiar a continuacion y entre los que se encuentra la limitacion de la resina para
fijar sobre si misma, una cantidad de analito superior a la que permite el coeficiente de
distribucion.

Supongamos una masa m (gramos) de resina que equilibramos con un volumen V (mL)
de disolucion de analito cuya concentracion inicial sea C, (moles/litro). El nimero de mmoles
de analito inicialmente en el volumen V sera entonces C,V del que, después del proceso de
fijacion M mmoles estaran en el solido y M, mmoles estaran en la disolucion resultante del
proceso de equilibracion. Por tanto podemos escribir:

C,V=M; +M, (Ec. 1)
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expresion que podemos escribir como sigue:
C,V =M, (1 +Mp/My) (Ec.2)

Ahora bien, llamando D al coeficiente de distribucion del analito entre el solido y la disolucion,
sera: D = mmoles analito fijados por cada gramo de soporte/ mmoles de analito en disolucion
resultante por cada mL de ella, o sea,

D =M/ m)/(My/V) (Ec.3)

Sustituyendo esta expresion en la Ec. 2 y despejando M, nos queda la expresion:
M =(C, V)/ [1 + (V/mD)] (Ec. 4)

Si llamamos v al volumen de resina por unidad de masa, el producto mv sera el volumen
de soporte solido equilibrado con la disolucién de analito, de donde la concentracion de analito
fijado en el solido sera C, = Mg/mv y sustituyendo el valor de M, dado en la Ec. 4 nos queda
finalmente:

Cy=C, V/[mv (1+ V/mD)] (Ec. 5)

Aplicando 1a ley de Beer para esta concentracion de analito, la absorbancia neta que este

produce sera:
A=elCy (Ec. 6)

donde € es la absortividad molar de la especie retenida en la resina y 1 es el paso de luz medio
a través de la cubeta utilizada. Si en esta expresion sustituimos el valor de C, dado por la Ec.

5, nos queda finalmente la siguiente expresion:
A=el1C,V/[mv(l+V/mD)] (Ec.7)

que sera la expresion que relaciona la absorbancia producida por el analito fijado sobre la resina
en funcion de diferentes parametros cuya influencia vamos a estudiar.
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En primer lugar la absorbancia del analito fijado sobre el soporte solido y, por tanto la
sensibilidad del método, para un espesor de cubeta determinado (1 mm), depende del coeficiente
de absortividad molar del analito fijado en el soporte (€), como era de esperar, pero ademas,
para una concentracion inicial de analito dada, también depende del volumen de muestra
equilibrado con el soporte solido, del coeficiente de distribucion D, de la masa de soporte solido
utilizado en la equilibracion y del parametro v que tendra un valor constante para un soporte
determinado. Por otra parte el valor del coeficiente D, dados un soporte y un analito
determinados, también lo podemos suponer constante, por lo que la absorbancia neta del analito
fijado sobre la resina es funcion de la masa (m) de esta que hayamos utilizado y del volumen de
muestra (V) empleado en la equilibracion.

Suponiendo un volumen de muestra V fijado de antemano y la constancia de los demas
parametros excepto la masa de soporte, la absorbancia sera funcion de dicha masa m segin la
expresion:

A=K (mv+k) (Ec. 8)

endondek=e€1C,Vyk =vV/D y cuya representacion grafica podemos ver en la figura I, que
nos indica que la sefial analitica disminuye de forma exponencial al aumentar la masa de soporte
utilizada, suponiendo constantes todos los demas parametros. Como veremos mas adelante al
estudiar experimentaimente la influencia de la masa de soporte sobre la absorbancia, los
resultados experimentales concuerdan con esta prediccion tedrica. Segun esto, la masa optima
de soporte con la que se obtendria la sefal analitica mas alta, es cero ya que en este caso A =k
/X’ es el maximo valor que puede alcanzar. Obviamente, en la practica este valor no tiene
sentido fisico ya que supone la eliminacién del soporte solido. La conclusion a la que llegamos
es que la masa de soporte debe ser la minima posible, pero esta cantidad minima debe ser tal que
permita el llenado de la cubeta para poder efectuar la medida a la vez que facilite su manejo. En
consecuencia llegaremos a una situacion de compromiso que nos permita elegir la minima
cantidad de resina posible pero que, a la vez, sea suficiente para llenar la cubeta hasta un cierto
limite permitiendo asi su medida y manipulacion.
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Figura L.- Influencia de la masa de soporte sobre la sefial analitica.

Por otra parte, si tomamos como variable independiente el volumen de muestra V
equilibrado con una cantidad prefijada de sélido m y suponemos que los demas parametros de
la Ec. 7 se mantienen constantes, podemos llegar a la expresion:

A=k"V/(K” +VvV/D) (Ec.9)

dondek” =€ 1C, y k> = mv, expresion esta que vamos a estudiar mas detenidamente. La
funcion es creciente y tiende a un limite superior que vendra dado por:

limA=€elCyD/v (Ec. 10)
V-)
y su representacion grafica es la que podemos ver en la figura If para diferentes valores de D.

La consecuencia analitica que podemos obtener de este sencillo calculo es la siguiente:
al aumentar el volumen de muestra equilibrado con una cantidad de soporte dada, aumenta
progresivamente la absorbancia medida, con lo cual la sensibilidad del método establecido
también aumenta, ahora bien, este aumento no puede ser indefinido por dos razones, una de tipo
tedrico derivada de la ecuacion que acabamos de estudiar y otra de tipo practico. En el primer
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caso podemos decir que por muy alto que sea el valor del volumen de la muestra, la absorbancia
estara limitada por el valor dado en la Ec. 10, en la que podemos observar que, para un analito
determinado y una resina apropiada -con lo cual €, |, D y v estan prefijjados de antemano- el
limite de A esta impuesto por la concentracion inicial de analito.

100]

80

60 — /

0 : \ : .
0 20 40 60 80 100

V(mL) x10°

Figura II.- Influencia del volumen.
A:1000; B: 5000; C:10000
D:50000 ml.

Con todos estos antecedentes y presupuestos y procurando que en cada momento
nuestro trabajo fuese encaminado a la resolucion de problemas analiticos reales se seleccionaron
cinco colorantes de entre los mas frecuentes en alimentacion , bebidas, golosinas e incluso
farmacos, tanto cuando se encuentran solos en el producto manufactorado como cuando estan
mezclados entre si. Tras una inspeccion de numerosos productos alimentarios de venta en
establecimientos comerciales se seleccionaron los siguientes: Amarillo de Quinoleina (AQ),
Amarillo Anaranjado (AA), Tartracina (TT), Carmoisina (CM) y Escarlata 4R, cuyas formulas
vemos en la figura III que se recoge a continuacion. Solo hemos incluido los productos
sulfonados por enterder que los homélogos no sulfonados quedan tacitamente implicitos.
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Capitulo 1

En este capitulo se exponen todas las metodologias de trabajo que se han utilizado
durante el desarrollo de esta Memoria para alcanzar los objetivos anteriormente propuestos.
Asi mismo se ha incluido la preparacion de las disoluciones, instrumentacion, programas
informaticos v las sintesis tanto del gel de silice C-18, como de los analitos 1-naftilazo-1-
naftol y 1-naftilazo-2-naftol utilizados para la realizacion del trabajo experimental.

Como técnica para el aislamiento y preparacion del analito o mezclas de analitos

y posterior medida de los mismos se ha empleado la espectrofotometria en fase solida y
para el tratamiento de las sefiales analiticas, con objeto de proponer métodos de analisis,
hemos utilizado tanto la calibracion univariante como la multivariante. En las paginas que

siguen vamos a desarrollar en qué consiste y de qué forma hemos aplicado estos métodos

de trabajo.
1. TECNICAS ANALITICAS.

1.1.- Espectrofotometria en fase solida (EFS).

La espectrofotometria en fase solida (EFS), cuya definicion y estado actual hemos
visto en la introduccion de esta Memoria, pretende incorporar el analito o mezclas de
analitos o bien un derivado de los mismos, a un soporte solido donde se efectuaran las
medidas necesarias para establecer sus concentraciones. El procedimiento que nosotros
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hemos aplicado consiste en afiadir una cierta cantidad de un soporte solido (cambiadores
de iones, adsorbentes etc) a un determinado volumen de disolucion que contiene el analito
junto con los reactivos necesarios. El conjunto se introduce en una botella de vidrio, de
capacidad adecuada, y se equilibra mediante un agitador rotatorio durante el tiempo
necesario para que la especie de interés se fije sobre el soporte solido. A continuacion, se
filtra 1a disolucién a través de un filtro de vidrio sinterizado modificado por nosotros y con
ayuda de un gotero de vidrio, se recogen las particulas de la fase solida con el analito fijado
sobre ellas y se empaqueta en una cubeta optica de 1 mm de paso de luz. Para que el
empaquetamiento mejore y sea uniforme, la cubeta se somete a una centrifugacion a 2000
rpm situandola en una pieza de madera con una ranura, de tamafio adecuado forrada de
gamuza para que las paredes de la cubeta no se deterioren. Posteriormente se introduce ésta
junto con un espaciador en el compartimento de cubetas del espectrofotometro, de 1 cm
de espesor y se registra el espectro de absorcién, midiendo a la longitud de onda idonea.
En todos los casos la medida se hace frente a un blanco que consiste que contiene todo
menos al analito y al que se le aplica el mismo procedimiento anteriormente descrito.

Cuando el soporte solido es gel de silice C-18, es necesario eliminar completamente
el resto de la disolucion que acompaiia al soporte solido tras la filtracion ya que, de no ser
asi, el empaquetamiento en la cubeta es imposible y las medidas de absorbancia no son
reproducibles. Para ello, una vez filtrada la disolucion, mediante una bomba de vacio se
succiona el aire del kitasatos y la corriente de aire que pasa a través de la muestra es
suficiente para que esta quede totalmente seca al cabo de unos minutos, gracias al caracter
hidrofobo de la resina. Una vez seca, la recogida del gel se realiza con ayuda de una micro
espatula y se transfiere a una cubeta de 1 mm de paso de luz, donde se empaqueta y
centrifuga de la forma anteriormente descrita . La medida de la sefial y la preparacion del
blanco al que se efectua dicha medida se hacen de la forma descrita arriba. Los pasos
seguidos se representan en la figura L.1.

100 0000000800000 000000 0000000000000 000600000CO0O0C0OCG0CBOCROBOCOCOCONOGOONOIONT



)00 000000000000 0000000000000 00000000000000000000C0OCOC0C0OCKTR°O0CPOCFKO0CKDTVNTC

Capitulo I 49

Agitacion 3 Filtracion >

Medida de
absorbancia

Recogida mpaque tamiento
_— >

Figura I.1.- Esquema de la metodologia empleada en EFS.

1.2. Medidas en fase resina.

Cuando la radiacion electromagnética interacciona con el soporte solido que
contiene el analito se produce, una disminucién de la potencia del haz incidente, debido
principalmente a fenomenos de absorcion y dispersion [121] La absorcion puede deberse
a la presencia de especies absorbentes en la matriz y al propio soporte sélido, mientras que
la dispersion es debida al propio soporte solido que esta constituido por pequefias particulas
solidas, de forma aproximadamente esférica, que actuan como puntos dispersantes de la
radiacion electromagnética. Aunque deberiamos emplear el término de atenuacionde para
referimos a la disminucién de la potencia que sufre el haz incidente utilizaremos absorbancia
para una mayor sencillez en la esposicion.

De acuerdo con lo anterior, si llamamos A, a la absorbancia que presenta la fase
solida , con la especie fijada sobre ella, a una longitud de onda dada, dicha absorbancia sera
la suma la suma de varias contribuciones por lo que podemos escribir la siguiente expresion:

A=A AT Ag

donde : A, es la absorbancia neta debida al analito o analitos.
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A, es la absorbancia correspondiente al analito presente en la disolucion
intersticial que queda entre los granos de soporte solido. En el caso de la
C-18 no hay disolucion intersticial.

Ag es la absorbancia de fondo debida al soporte solido.

La absorbancia del analito que queda en la disolucion intersticial, Ay, , se puede

despreciar por dos razones:

1- Los coeficientes de distribucion de los componentes de la muestra (fase
s6lida/disolucién) son muy altos, lo que suele ocurrir si se ha elegido correctamente

el soporte solido
22 _ El volumen de la disolucion intersticial es muy pequefio.

Por lo tanto, en nuestro caso, el valor de A, viene dado por la suma de dos factores
A,y A ambos afectados por el grado de empaquetamiento de los granos de sélido en la
cubeta, por ello el valor de la absorbancia correspondiente a la especie sorbida en la resina,
no puede ser obtenido por medida de la absorbancia a la longitud de onda del maximo de
absorcion, frente a un blanco de resina preparado en iguales condiciones pero exento de
analito, sino que habra que calcularlo teniendo también en cuenta el valor de A,.

Para conocer el valor de la absorbancia neta debida al analito (o analitos) podemos
razonar como sigue: sean (I) y (II) (figura 1.2) los espectros de absorcion de la muestra
(fase solida + analito) y de su blanco correspondiente respectivamente. Llamando A,;; ¥ A
a las absorbancias de la muestra y del blanco a la longitud de onda del maximo de absorcion
del analito (A,) y A,, ¥ Ay, @ las absorbancias de muestra y blanco respectivamente,
medidas a una longitud de onda A, donde solo absorbe el solido, suponiendo que las
condiciones de empaquetamiento de muestra y blanco son idénticas, podemos decir que la

absorbancia neta del analito (A,) seré:
AA-AA,=|A,+(As- A - [(Aps-A b,S)l =A,

donde las absorbancias denominadas como A’son las correspondientes a la longitud de onda
A, donde no absorbe el analito. En la figura 1.2, se muestra los términos anteriormente

usados.
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Longitud de onda (nm)

Figura 1.2.- Contribuciones a la absorbancia de un sistema
fijado sobre un soporte sélido.

1.3. Condiciones instrumentales para la medida de absorbancia en fase solida.

Los espectros de absorcion se han registrado en todos los casos entre 400 y 800 nm.
La velocidad de barrido se seleccion6 registrando un mismo espectro a las distintas
velocidades que permite el espectrofotometro, comprobandose que no existe diferencia
entre los espectros obtenidos, se escogié 480 nm/min como velocidad de barrido para
posteriores experiencias. El intervalo de puntos experimentales con el que se registra cada

espectro es de 0.5 nm.

Cada muestra se mide frente a su blanco correspondiente, preparado al mismo
tiempo que la muestra y con idéntico procedimiento. Los espectros obtenidos directamente
al medir los analitos, presentan un pequefio ruido que se puede eliminar usando el programa
informatico PECSS que controla la toma de datos del espectrofotometro. Este programa
permite suavizar los espectros por el método de Savitzky-Golay [122], utilizando para ello
distintos factores de suavizado (entre 0 y 7) segun el nimero de puntos experimentales

(entre 0 y 49) que se tomen para obtener el promedio.

En el caso de los colorantes solubles en agua se selecciono un factor de 3 que
corresponde a 13 puntos experimentales, este es el factor minimo con el que se elimina el
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ruido del espectro. Con suavizados mayores los resultados no mejoran y por el contrario
se pierde informacion. En el caso de los colorantes no solubles en agua, debido a las
caracteristicas del soporte (gel de silice C-18), que introduce un mayor ruido de fondo, el
factor seleccionado fué 5 que corresponde a 25 puntos experimentales, comprobandose que
este es el minimo valor con el que se elimina el ruido del espectro. Si el factor es inferior
a 5 no se elimina totalmente el ruido v si es superior no produce ninguna mejora y se pierde
informacion.

1.4.- Espectrofotometria derivada en fase sélida.

La espectrofotometria UV-Vis, en su modalidad de derivadas [123-125], se aplico
en los casos donde se emplea la calibracién univariante para resolver mezclas de colorantes,
que no se pueden resolver mediante espectrofotometria convencional.

Para la aplicacion de dicha técnica se preparan dos disoluciones de una
concentracion determinada de cada analito y una tercera disolucion que contiene la suma
de las concentraciones de las dos anteriores. A continuacion se obtienen los espectros
derivados de ordenes sucesivos y se escoge el de menor orden al que le podemos aplicar
la técnica del “zero-crossing™{126- 128]. En espectrometria de derivadas hemos de tener
presente que existen variables instrumentales que pueden influir en la sefial analitica . Estas
variables son:

Velocidad de barrido: en nuestro caso las sefiales analiticas obtenidas a diferentes
velocidades de barrido son muy parecidas entre si, por lo que se opta por realizar los
barridos con una velocidad de 480 nm/min, para que las medidas sean rapidas sin pérdida
apreciable de sensibilidad.

Factor de filtrado: en esta técnica a medida que aumenta el orden de la derivada empeora
progresivamente la relacion entre la sefial y el ruido. Para evitar este deterioro se obtuvieron
los espectros derivados suavizados con distintos factores que utilizaban entre 5 y 49 puntos
experimentales, comprobandose que el proceso era mas efectivo a medida que el factor de
suavizado era mayor. No obstante, con objeto de no perder mucha informacion, se adopta
una situacién de compromiso entre una eliminacion considerable del ruido y una pérdida
significativa de sensibilidad. Por ello, en el caso de los colorantes solubles en agua, el factor
de filtrado seleccionado es de 4 que corresponde a 15 puntos experimentales y para los
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colorantes no solubles en agua el factor de filtrado es 5 que corresponde a 25 puntos
experimentales. La necesidad de filtrar los espectros derivados de los colorantes no solubles
en agua tomando un mayor namero de puntos experimentales, no esta motivada por los
colorantes sino por el soporte solido (C-18) que es el que principalmente genera el ruido
de fondo.

Variacion de la longitud de onda (129 para obtener los espectros derivados es necesario
optimizar el valor de A A. Para optimizar el valor de esta variable se obtienen los espectros
derivados y después de suavizarlos con sus respectivos factores de filtrado, se obtienen los
espectros derivados para distintos valores de A A. Operando de esta forma se comprueba
que a medida que el valor de A A aumenta, el espectro obtenido se hace mas nitido, pero
las sefiales obtenidas son de menor intensidad. Por ello, se ha seleccionado el valor de
A 2=1 nm que es el valor minimo que puede tomar esta variable con objeto de no perder

sensibilidad.
2.- METODOLOGIA DE TRABAJO.

Debido a la presencia de los grupos sulfonicos en los colorantes solubles en agua,
es logico pensar que estos se fijen selectivamente en un soporte solido de tipo anionico
(Sephadex DEAE A-25, QAE A-25, etc), en el que no se fijaran los correspondientes
compuestos no solubles por carecer de dichos grupos polares. Por el contrario este ultimo
tipo de colorantes deberan de fijarse, al carecer de grupos sulfonicos, en un soporte solido
de tipo adsorbente, gel de silice C-18, donde no se fijaran los colorantes solubles en agua.
Estos hechos nos permiten cuantificar la cantidad que tenemos de cada una de las
sustancias, siguiendo los procedimientos operatorios que exponemos a continuacion:

Procedimiento para el caso de los colorantes solubles en agua:

En matraces de 100 ml se introducen los volumenes necesarios de las disoluciones
patrones de colorantes o muestras problema, junto con la cantidad necesaria de disolucion
reguladora de pH y se enrasa con agua de 6smosis inversa. El conjunto se transfiere a un
frasco de vidrio de 1 litro de capacidad, se afiade la cantidad apropiada de soporte solido
(Sephadex DEAE A-25) y se lleva a un agitador de botellas, donde se agita un tiempo
determinado. Se filtra a través de un embudo de vidrio sinterizado y posteriormente, con
la ayuda de una micro pipeta se recoge el gel para introducirlo en una cubeta de 1 mm de
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paso de luz. Se centrifuga la cubeta el tiempo necesario, para asegurarnos de que el
empaquetamiento es maximo, y se procede a la medida de la sefial analitica (Absorbancia).

Procedimiento para el caso de los colorantes no solubles en agua:

En matraces de 100 ml se introducen los volimenes necesarios de las disoluciones
patrones de colorantes o muestras problema, se afiaden lascantidades necesarias de
disolucion reguladora del pH y de etanol (esta Gltima en proporcion adecuada para que la
solubilidad del compuesto sea total) y se enrasa con agua de 6smosis inversa hasta un
volumen de 100 ml. Las disoluciones se transfieren a frascos de vidrio de 1 L de capacidad,
se afiade la cantidad necesaria de gel de silice C-18, se agita el conjunto durante el tiempo
de equilibracion necesario, se filtra la disolucion y se seca la resina por succion mediante
una bomba de vacio. Se recoge el sélido con ayuda de una microespatula y se introduce en
una cubeta de 1 mm de espesor. Se centrifuga la cubeta el tiempo apropiado para
asegurarnos de que el empaquetamiento sea maximo y se procede a la medida de la sefial
analitica (Absorbancia).

3.-METODOLOGIA PARA EL TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS
ANALITICOS.

Los métodos instrumentales de analisis son relativos, por lo que, para conocer la
cantidad de analito presente en una muestra, es necesario realizar la comparacion de la sefial
analitica producida por la muestra con las producidas por un conjunto de patrones de
composicién conocida, proceso que se denomina calibracion. La calibracion, es por tanto
una etapa fundamental en el proceso analitico ya que es una de las fuentes de error
sistematico mas importante. Este proceso consta de dos etapas:

1.- Obtencién de la funcién de calibrado.- Consiste en aplicarle a un conjunto de
patrones el método operatorio para encontrar la relacion entre la variable dependiente, que
es la absorbancia y la variable independiente, que es la concentracion de analito, y elegir el
modelo matematico que establece dicha relacion. Esta puede ser una relacion bien conocida,
como por ejemplo la aplicacién de la ley de Lambert-Beer en espectrofotometria de
absorcion, la ecuacion de Ilkovic en polarografia o la ecuacion de Nerst en potenciometria,
, 0 bien, puede ser una relacion obtenida experimentalmente.
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2.- Prediccion de resultados.- Esta segunda etapa, una vez conocida la relacion
entre la sefial analitica y la concentracion de analito, se procede a obtener el valor de la
concentracion de analito en la muestra, utilizando el modelo establecido previamente.

Los modelos matematicos que se han utilizado en la presente Memoria para
establecer el calibrado analitico son: Modelo de regresion univariante y Modelo de
regresion multivariante. Ambos son modelos lineales, pues la relacion entre la variable
independiente (concentracion) y la variable dependiente (sefial analitica) es lineal. Al trabajar
en espectrofotometria, la ley que justifica esta relacion experimental es la ley de Lambert-
Beer. La principal diferencia entre ellos se encuentra en el nimero de variables que se
utilizan a la hora de caracterizar el comportamiento del sistema analitico en estudio.

3.1.- Modelo de regresion univariante.

Los modelos de regresion univariante, son los mas usados para calibracion en
Quimica Analitica. En este modelo existe una relacion lineal entre la concentracion y la

sefial analitica de la forma:
Y=a+b-X

donde Y es la variable dependiente, X la variable independientey ay b los parametros
desconocidos a estimar de forma experimental, para obtener un modelo funcionalmente

correcto.

Las hipotesis basicas que garantizan la validez de los resultados analiticos son:

1.- Que la relacion entre las variables, concentracion y sefial sea lineal en el rango
de aplicabilidad.

2.- Que la variable concentracion no sea aleatoria, es decir que este medida sin error
o su error aleatorio sea despreciable frente a la respuesta. En la pratica este error se
minimiza con el empleo de sustancias patrén. Si se cumple esta segunda condicion, diremos
que entre ambas variables se puede establecer una regresion.

3.- Que los errores en la respuesta presenta una distribucién normal, son
independientes entre si, estan distribuidos por igual y su media es cero, lo que implica que
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para cada concentracion de analito la dispersién de las medidas de la sefial analitica debe
de ser la misma e independiente de dicha concentracion. De esta forma, se establece una
Unica desviacion estandar, s ., como representativa de la dispersion de la sefial analitica
para todo el rango dinamico lineal de concentraciones de analito, condicion esta a la que
se denomina homoscedasticidad. La figura 1.3 nos representa una distribucion ideal del
valor de los residuales (que son la diferencia entre los valores predichos y los
experimentales) frente a la concentracion.

0,2
I’
e * .
0 +—2 N
Y
I
. I’y
I’
-0,2 T T T
0 5 10 15 20
Concentracion

Figura 1.3.- Distribucion de los residuales frente a la concentracion
(condicién de homoscedasticidad).

Suponiendo un modelo lineal y que los datos experimentales los podemos ajustar
mediante una regresion, el siguiente paso consiste en estimar los valores de los parametros

ayb.
3.1.1.- Estimacién de los pardmetros del modelo con el criterio de minimos cuadrados.

Para la estimacion de los parametros a y b, que nos permite obtener la funcion de
calibrado que mejor se ajuste a los valores experimentales, podemos adoptar varios criterios
(130} 6 minimizacion de la varianza (método de minimos cuadrados), 6 minimizacion de la
suma de las desviaciones absolutas, 6 minimizacion de las desviaciones maximas y 6 método
de grupos (la suma de las desviaciones es igual a cero). Nosotros adoptaremos el criterio
conocido como “minimos cuadrados”que supone que la recta que mejor se ajusta a los
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puntos experimentales es aquella que se obtiene haciendo que la suma de los cuadrados de
nte, b, y la

Jos residuales sea igual a cero. En este caso los valores estimados de la pendie

ordenada en el origen, a, son:
a=R-bc

Yy (R -R)(c,~¢)]
E (cj —E)Z

donde R, es la sefial instrumental correspondiente a la concentracion ¢, del analito patron, R

y ¢ son los valores medios del conjunto de sefiales y concentraciones empleadas en el
calibrado. La desviacion estandar de la regresion esta expresada por la ecuacion:

Z (Ri_R_i,—c)z

S =g

RC
n-2

centracion ¢ calculado sobre la

donde R, _es el valor dela sefial correspondiente a la con
s utilizados en la regresion.

recta de regresion y n el niamero total de parejas de punto

3.1.2.- Validacion del modelo lineal establecido.

Segun R. Boqué y F. X. Rius (13 1], el proceso de validacion consiste en verificar
experimentalmente que el modelo matematico constituye una simplificacion correcta de la
serie de puntos experimentales que se poseen, €S decir, que el modelo es valido en su
establecimiento y valido para predecir futuros valores de concentracion desconocidos. El
proceso de validacion consta de los siguientes pasos: 1.- Comprobacion del cumplimiento
de las hipotesis matematicas establecidas. 2.- Comprobacion de la adecuacion del modelo

lineal a los puntos experimentales.

3.1.3.- Comprobacion del cumplimiento de las hipétesis matematicas establecidas.

La verificacion de las hipotesis matematicas establecidas: aleatoriedad,

independencia, normalidad y homoscedasticidad, se lleva a cabo aplicando los test de
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Durbin-Watson, Kolmogoroff o D’Agostino y Barlett respectivamente. Sin embargo la
realizacion de dichos test es tediosa y, desde el punto de vista practico, se suele asumir el
cumplimiento de las hipotesis matematicas sin aplicar estos test. Solo se comprueba la
condicion de homocedasticidad siguiendo las sugerencias de Boqué y Rius [131] mediante
un andlisis grafico de los residuales, procedimiento este orientativo aunque no muy
riguroso. Consiste en representar graficamente los residuales frente a la variable
independiente y aceptara el cumplimiento si se obtiene: igualdad entre el numero de
residuales positivos y negativos, distribucion aleatoria y valores numéricos similares de los
residuales (ver figura 1.3). Sobre esta grafica se podria asimismo avaluar, aunque con las

debidas precauciones, la presencia de valores anomalos.

3.1.4.- Comprobacién del grado de acoplamiento del modelo a los puntos

experimentales.

Dado que el coeficiente de correlacién, r, no constituye un test estadistico fiable, no
se puede considerar como parametro estimador de la linealidad [132]. Por ello, para evaluar
el grado de acoplamiento del modelo lineal establecido respecto a los puntos

experimentales, se usa un test de fallo de ajuste 1311

- Test de evaluacion del fallo de ajuste.

Para la realizacion de este test se requieren réplicas para cada valor de la
concentracion. Se calcula el valor del estadistico F,,, como el cociente entre las varianzas
debidas al fallo de ajuste (MS; o5 ) y al error puro (MSge ):

MS

- LOF
=
@M,

y el valor calculado se compara con los valores de F tabulados, para un determinado nivel
de significacion o, con k-2 y n-k grados de libertad, donde k es el nimero de patrones de
calibracion diferentes y n el nimero total de observaciones. Actuando de esta forma se nos

pueden presentar los siguientes casos:
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- 8i Fou < F (4 v2, nay S€ concluye que la hipotesis nula (Ho) es correcta, luego el

modelo es lineal.

- SiFg>F (o k2 na € concluye que la hipétesis alternativa ( H,) es corecta, luego

el modelo no es lineal.

La concentracion mas alta de la funcion de calibrado para la cual no hay fallo de
ajuste sera el limite superior del rango dindmico lineal establecido para el modelo.

3.1.5.- Comparacién de las pendientes de dos rectas de calibrado.

Una situacion que frecuentemente se presenta al comprobar si existe efecto matriz
o al comparar varias funciones de calibrado entre si, es la de comparar las pendientes de dos
rectas de calibrado para comprobar si son iguales entre si o son distintas. En nuestro caso
para comparar la pendiente de la recta de calibrado obtenida usando patrones, con la
obtenida por medio de la técnica de la adicion de patron, aplicaremos la metodologia

estadistica que exponemos a continuacion.

El primer paso consiste en la realizacion del test de la F de Snedecor para comparar
las varianzas de los residuales de ambos calibrados. Si no hay diferencia, estadisticamente
significativa, entre la varianza estimada de los residuales de ambas rectas se calcula la
varianza promedio. Esta se emplea para el calculo dela t experimental que se compara con
el valor de t tabulado conn, -2y n, - 2 grados de libertad, con un grado de significacion

del 1 %.

Si existe una diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas estimadas
de las regresiones de ambas rectas, el test se lleva a cabo calculando el valor de t mediante

la siguiente expresion:
B |b,-b,]
tcal-
7.2
Sp1¥8h2

donde b, , b,, son las pendientes de las respectivas rectas de calibrado y s,; , &, , Son sus

respectivas varianzas. Este valor se compara con el valor teorico:
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2 2
LSy tSp
cal - 2 2
Sp1tSps

donde t, y t, son los valores tedricos, para un nivel de significacion del 1 % yn, +n, -4
grados de libertad obtenidos a partir de las tablas.

En la presente Memoria la comparacién de pendientes se ha realizado con el
programa informéatico “QUIMIO™ (1311

3.1.6.- Parametros de fiabilidad del modelo.

Una vez establecida Ia funcién de calibrado y el modelo lineal se procede a estimar
sus parametros de fiabilidad que en la presente Memoria son los siguientes:

3.1.6.1.- Limites de deteccion y cuantificacion.

Segun la TUPAC [133] el limite de deteccion (LD) es la concentracion mas pequeiia
que puede ser detectada, con una certeza razonable, mediante un procedimiento dado. Se

calcula mediante la expresion:

donde s, es la desviacién estandar de la sefial analitica correspondiente al blanco, que se
obtiene aplicando 10 veces el proceso analitico al blanco y b es la pendiente de la recta de

calibrado.

El limite de cuantificacién (LQ), es la menor concentracion de analito que puede ser
determinada con una precision apreciable, y viene dado por la siguiente expresion:
_ 10s,,
b
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3.1.6.2- Rango dindmico lineal.

Viene dado por los dos limites entre los cuales la respuesta es lineal respecto de la

concentracion:
RDL.=0,1(Lim,,/ Lim ;)

donde Lim, ; es el limite de deteccion y Lim,,, s el limite superior del intervalo calculado
al aplicar con el test de fallo de ajuste que vimos anteriormente.

3.1.6.2.- Linealidad

Como parametro estimador de la linealidad se ha utilizado [134}:
Lin (%) = [1-DER (b) - 100

donde DER (b), es la desviacion estandar relativa de la pendiente, expresada en tanto por
uno, definida por el cociente entre la desviacion estandar de la pendiente s, y el valor de la
propia pendiente. Con esta expresion se obtiene informacion de la mayor o menor
dispersion de los datos alrededor de la linea de calibrado, linealidad “on-line”. Esta
linealidad se cuantifica una vez que se ha comprobado la ausencia de curvatura en la linea
de calibrado con el test de fallo de ajuste, linealidad “in-line”.

3.1.6.4.- Precision.

Mide el componente aleatorio de la respuesta por lo que para su evaulacion se
requiere la repeticion de un analisis. Se evalua a partir de los siguientes términos:

Reproducibilidad o precision interlaboratorio: que es la concordancia entre los
resultados del analisis de una misma muestra realizados por diferentes laboratorios.

Repetibilidad o precisién intralaboratorio: que es la concordancia entre los
resultados del analisis de una misma muestra, realizados por un mismo operador, aplicando

el mismo método vy en el mismo laboratorio.
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En la presente Memoria la precision se evalu6 de dos formas:

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra patréon y al
blanco: se preparan 10 muestras patron idénticas, de concentracion correspondiente a un
punto central de la recta de calibrado y 10 blancos y se calcula la D.E.R. de ambas series

de la siguiente forma:
DER. (%)= (s, /A)- 100

donde s_, , es la desviacion estandar de las absorbancias encontradas y A es la absorbancia
media de las 10 medidas de los patrones en un caso y de blancos en el otro.

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado:se evalua la
precision a partir de la desviacion estandar relativa de la concentracion D.ER.(c):

DER(c)%=(s,/c) 100

donde s,, es la desviacion estandar de las concentraciones del calibrado, que viene dada por
la siguiente expresion:

sc: i}i’i i + l +_———(R _ﬁ)z_
b m n biy(cof

donde m, es el namero de réplicas de la sefial instrumental, n es el nimero de pares de
valores utilizados para calcular la ecuacion de regresion,R y ¢, son respectivamente las
medias aritméticas de los valores de la sefial y la concentracion obtenidas en el calculo de
la ecuacion de regresion y s ¢ es la desviacion estandar de la regresion de la sefial R sobre
la concentracion ¢, que viene dado por:

Y(R-R)
RN T2
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3.1.6.5.- Sensibilidad

Mide la capacidad del método para discernir entre dos valores de concentracion muy
proximos entre si. Segin la [IUPAC [133), se define la sensibilidad como la relacion entre
la sefial instrumental medida y la concentracién de analito y depende de las condiciones
instrumentales utilizadas. Dicha sensibilidad es igual a la pendiente de la recta de calibrado.

Sensibilidad del calibrado =b

Otra forma de definir la sensibilidad [134], es la sensibilidad analitica que
determina la diferencia minima que debe existir entre dos valores de concentracion de
analito para que el método proporcione una variacion de la respuesta superior al error
aleatorio, por lo que no sélo depende de la pendiente sino también del componente

aleatorio. Se define como sigue:
Sensibilidad analitica = sy o/ b

3.1.6.6.- Exactitud.

La exactitud indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
proximos posible al valor verdadero. Para evaluar la exactitud se debe conocer el valor
considerado como verdadero ya que el valor verdadero, en el sentido estricto de la palabra,
es imposible de conocer. El valor considerado como verdadero se puede obtener por los
siguientes caminos: 1° empleo de un material de referencia 2° comparacion con una
metodologia estandar 3° ejercicios interlaboratorios 4° bien comparar con otro método en
el mismo laboratorio. En la presente Memoria la evaluacion de la exactitud, no puede
realizarse ni por el camino 1° y 3° por no poseer materiales de referencia en un caso y por
lo complicado del otro, se va a seguir el 2° camino en los casos donde se disponga de dicha
metodologia y el 4° donde no se disponga de ellas.

3.2.- Modelos de regresion multivariantes.
La cantidad de informacion que podemos obtener de la sefial en funcion de una

Gnica variable controlada, sefiales univariantes, es limitada, esto ha sugerido la introduccion
de nuevos métodos instrumentales que presentan los distintos datos en funcion de dos o
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mis variables controladas, sefiales multivariantes. Estos métodos [135-1 54] tienen la ventaja
de proceder a la determinacién de los constituyentes de una muestra de forma simultanea,
es decir, se obtiene informacion cuantitativa muy selectiva a partir de datos poco selectivos,
de tal forma que se acortan los tiempos de anlisis.

Se han propuesto distintos métodos de calibracion multivariante, que se diferencian
en los calculos realizados en la etapa de calibracién y en los requisitos del modelo. Los
métodos de calibracién multivariante mas utilizados actualmente son:

- Analisis multicomponente clasico (CLS).

- Regresion inversa por minimos cuadrados (ILS).

- Regresién por componentes principales (PCR).

- Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

En todos ellos se realizan una serie de medidas sobre un conjunto de patrones, para
formar lo que se conoce como matriz de calibracion. Los patrones empleados (en
concentraciones y composicién perfectamente conocidos) deben de cubrir el rango de
concentraciones esperadas para las muestras que se vayan a analizar como problema y se
mediran bajo las mismas condiciones que las muestras problema. De cada patron se registra
el espectro de absorcion completo y una vez establecida la matriz de calibracion, ésta se
empleara para la prediccion de la concentracion en muestras problema. En cualquier caso

partimos de dos conjuntos de datos:

- El conjunto de respuestas instrumentales (absorbancias A) correspondientes a p
diferentes canales de medida (longitudes de onda) de los N patrones sobre los que
se confecciona la matriz de calibracion. Con este conjunto se forman la matriz A

(N*p).

- El conjunto de datos formados por las concentraciones conocidas de los R analitos
en la N disoluciones patron con este conjunto se obteniendo la matriz C (NxR).

La matriz de datos A se puede descomponer en el producto de otras dos matrices
A=C-S, donde C es la matriz de concentracion de los componentes individuales y S es
la matriz de los espectros puros de los componentes de las muestras patron.
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En todos los métodos de calibracién multivariante se busca la relacion existente
entre las dos matrices C y S, para poder utilizarla en la prediccion de las concentraciones
de analito en las disoluciones problema, de las que se ha obtenido su respuesta analitica o
espectro. Por lo tanto, en este tipo de calibracion también se establecen las etapas de

calibracion y prediccion.
3.2.1.- Regresion por minimos cuadrados parciales, PLS.

Este método fué intoducido por H. Wold en 1975 (155, teniendo una gran
aceptacion en el campo del analisis quimico. Se ha comprobado [156, 157] que los métodos
multivariantes que usan datos especrofotométricos estan limitados: por problemas en la
linea base, desviaciones en la ley de Lambert-Beer (curvas de calibrado no lineal),
interacciones entre los componentes y fuertes solapamientos espectrales, comparando los
distintos métodos multivariantes entre si, se llega a la conclusion de que los métodos
basados en PLS son los mas adecuados para resolver estos problemas.

El método PLS, se caracteriza por calcular los denominados factores 0 componentes
principales a partir de las matrices A y C. Estos componentes principales son combinaciones
lineales de las variables originales del sistema en estudio, que son difentes entre si y tienen
distinto porcentaje de varianza de manera, por lo que, con cada factor, se obtiene una

varianza inferior a la obtenida con el anterior.

El problema fundamental en PLS es conocer el numero de factores que deben
incluirse en el modelo. Este numero debe ser inferior al de variables originales, que en
nuestro caso coincide con el niimero de longitudes de onda, ya que se utiliza para modelar
el sistema en estudio, excluyendo excluir del modelo los factores que contienen informacion
irrelevante, como puede ser la informacion debida al ruido o a errores experimentales.

Si se elige un numero pequefio de factores para modelar los datos, esto dara lugar
a una prediccion pobre del modelo, por otra parte, si calculamos mas factores de los
debidos estos se van agrupando, segun el grado de importancia que presenten en el modelo,
y puede ocurrir que llegen incluso a modelar el propio error del aparato, con lo cual el error
de prediccion comienza a aumentar rapidamente. es claro, por tanto, que la del nimero

optimo de factores es un paso critico en este tipo de calibracion.
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3.2.2.- Seleccion del namero 6ptimo de factores.

El camino seguido para seleccionar el nimero optimo de factores es calcular la suma
de los cuadrados de los errores residuales pronosticados, valor al que llamamos PRESS y

lo obtendremos mediante la expresion:
- A )2
PRESS=Y_\ Y 1(¢;~¢)

donde, n es el numero total de muestras empleadas en la etapa de calibracién, m es el

numero total de analitos, ¢, esla concentracion calculada para el compuesto i porel

modelo y ¢; es la concentracion real.

Para obtener el valor de PRESS, el procedimiento es como sigue: dejando fuera una
de las muestras empleadas en la calibracion, las restantes se usan para llevar a cabo el
proceso de descomposicion espectral por un factor y se calcula la matriz de calibracion por
regresion. Esta matriz de calibracion se utiliza para calcular la concentracion de la muestra
dejada fuera. El proceso se repite para cada muestra patron y de esta forma se va calculando
el valor de PRESS que nos proporciona informacion sobre la idoniedad de la matriz de
calibracion para predecir la concentracion de los analitos en funcion del namero de factores
considerado. Cuantos mas factores sean tenidos en cuenta menor sera el error en la
prediccion de los resultados. Ahora bien, aunque para disminuir el error hay que aumentar
el ntimero de factores, este aumento no puede ser ilimitado ya que a partir de un valor en
adelante el modelo incorpora factores de ruido que dan lugar a un sobreajuste en donde se
considera al ruido como un componente a ajustar. Para evitar el sobreajuste se debe tomar
el numero de factores que den lugar al PRESS minimo, sin embargo ain en este valor se
puede producir sobreajuste.

La solucion a este problema fué sugerida por Haaland y Thomas [158]y consiste en
comparar los valores de PRESS, obtenidos para cada factor, con el valor de PRESS minimo
encontrado. Para para estimar la significacion de PRESS mayor que el minimo tenemos la
F estadistica que se calcula como la relacion entre el valor mas pequefio del PRESS (el
minimo) con todos los valores del PRESS. F es una funcion del nimero total de muestras
usadas en la serie de calibracion. Esto es algo arbitrario, por esta razon Haaland
empiricamente ha determinado que el ntimero verdadero de de factores deberia de ser el
primer valor del PRESS donde la relacion de probabilidad F es menor que 0'75, lo que nos
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dice que el namero optimo de factores que deberia de ser usado para construir la

calibracion.

Dentro de los métodos PLS hay dos planteamientos distintos en cuanto a los
algoritmos que hay que aplicar para calcular el valor del PRESS. Cada uno de estos dos
algoritmos da lugar a una modalidad diferente de PLS a los que se denomina PLS-1 y PLS-
2.El método PLS-1 asigna un factor para cada uno de los componentes de la muestra y por
tanto calcula un valor de PRESS para cada uno de esos componentes, mientras que en PLS-
2, el método calcula un solo valor para todos los componentes y calcula el PRESS una sola
vez. En la presente memoria se han empleado ambas variantes con objeto de comparar
resultados y elegir el método mas apropiado.

La interpretacion de la informacion contenida en cada uno de los factores o
componentes principales seleccionados en el modelo, es un campo actualmente en
investigacion y se realiza mediante analisis de componentes principales. Para ello se
seleccionan aquellos factores que explican un gran porcentaje de la varianza sin saber
realmente que informacién contienen , aunque esto no determina que esta varianza esté
asociada a una informacidn importante, incluso se podria deber al ruido de fondo.
Recientemente se han propuesto métodos alternativos para la seleccion mas apropiada de
los componentes principales o factores como pueden ser los métodos basados en los

algoritmos genéticos [159].
3.2.3.- Calidad en el ajuste del modelo.

Existen diferentes parametros estadisticos para evaluar el grado de ajuste entre los
valores calculados y los predichos por el modelo, en la presente Memoria se han empleado

los siguientes:

- Coeficiente de correlacién o de deteccion: es un estimador del ajuste de los

datos a la regresion lineal y viene dado por la siguiente expresion:

2_ Z:’: 1 (fz —;)2
er'l:l(xz —;)2

¥
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donde x, es la concentracion teodrica de analito en la muestra, X es la concentracion
predicha por el modelo, X, es el valor medio de las concentraciones tedricas y n es el

nimero de muestras patron empleadas.

- Desviacion estandar media residual (DEMR) : este parametro mide el error
medio cometido en el analisis y viene dado por la siguiente expresion:

DEMR-, . Ly )
n

donde X, x,y X tienen el mismo significado que en la expresion anterior.

- Error relativo de prediccién (ERP): este parametro mide la capacidad de
prediccion de cada método para cada componente y viene dado por la siguiente expresion:

ERP(%)= “’O\j Ly & xy
X n

3.2.4.- Deteccion de muestras sospechosas.

La deteccion y eliminaciéon de muestras erroneas constituye una etapa importante
en el analisis quimico por multicalibracion. Hay varias formas de hacerlo basadas todas ellas
en métodos matematicos complejos tales como analisis de cluster y analisis de residuos.

a) Anilisis de cluster: la representacion de las muestras de la matriz de calibracion,
en el caso de que todas sean similares en composicion y valor, se agrupan alrededor de un
valor medio denominado “clister”. La forma de evaluar si la muestra es desechable o no es
midiendo la distancia estadistica entre la muestra considerada sospechosa y el clster, esta
distancia se llama Distancia de Mahalanobis.

b) Analisis de residuos: después de ajustar el espectro siempre queda una
informacién residual y el valor de este residuo es un indicador de la parte de informacion
que no ha sido modelada. Si el residuo que se obtiene es excepcionalmente elevado,
comparado con el resto de los residuos obtenidos para las distintas muestras, resultara
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sospechoso y debemos comprobar si hay que rechazarlo. En la presente Memoria esta es
la via que se ha utilizado.

4.- VALIDACION DEL PROCESO ANALITICO.

Validar un método de analisis consiste en verificar y documentar su validez,
mediante su adecuacién a unos determinados parametros de calidad que pueden ser de tipo
estadistico (exactitud y precision) y de tipo economico (rapidez del analisis, costo,
mantenimiento, etc). Por lo general unos y otros son antagonicos por lo que en la practica
se llegara a una situacion de compromiso entre ellos [160]. Para evaluar estos parametros
de calidad se deben contrastar nuestros resultados con los ofrecidos por diversos
procedimientos de mayor o menor validez: materiales de referencia, ejercicios
interlaboratorios, métodos de referencia, aplicacion de los protocolos estadisticos de
diverso tipo (adicion de patron en ausencia o presencia de efecto matriz) y preparaciones
internas (sustancias de ensayo de concentracion conocida).

En nuestro caso, al no disponer de un material de referencia certificado, recurrimos
a la determinacion de la exactitud comparando los resultados con los obtenidos mediante
un método de referencia y en los casos donde no se dispone de €l, se utilizaron los llamados
protocolos alternativos de validacion, como es el método de adicion de patron.

4.1.- Comparacion de las medias de dos conjuntos de resultados.

En el caso de utilizar un método de referencia, tendremos que comparar los
resultados obtenidos por nuestro método con los obtenidos por el método de referencia con
lo cual la verificacion de la exactitud se lleva a cabo comparando estadisticamente las
medias aritméticas de estos dos conjuntos de datos.

El primer paso consiste en comparar las varianzas de los dos conjuntos de datos

mediante el test de la F de Fisher:

Foi=sv/ S

cal —

donde s,y s,2son las varianzas de ambos conjuntos de datos colocando siempre en el
numerador varianza del mayor conjunto de datos y en el denominador el del menor. Dicho
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valor calculado se compara con el valor de F,,, para un nivel de significacion o, con Ny 1
y n.-1 grados de libertad correspondientes al método de referencia y al método a contrastar
respectivamente. Se nos pueden presentar dos casos:

- Que F_, > F,,, se concluye en este caso que hay una diferencia significativa entre
las varianzas de los dos conjuntos de datos, en cuyo caso se comparan las medias de los dos
conjuntos de datos aplicando el test de la t de Student.

Ref ~ crl

El valor de t_, se compara con el de t,;, con un grado de confianza o = 0.05 y unos grados
de libertad aproximados que se calculan mediante el test de Welch:

2 2 2
gl_ (Sr /nr+SRe nRef

- 2 2 2
(sr / nr)2 -1 +(SRe nRef) -

nr nRef

1

donde r, es indicativo del método a contrastar y Ref del método de referencia.

- Que F,<F,,, en este caso no hay una diferencia significativa entre las varianzas
de los dos conjuntos de datos. El paso siguiente seria el calculo de la varianza promedio §°,
de las varianzas correspondientes a ambos conjuntos de datos:

2
2o (n,,~ l)sif—(nr— 1)s,

i (Ppe1,-2)

a continuacion se calcula el valor de t,, con la ecuacion:

lcRef—crl

P
s, (1/ng,+1/n)

ca
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este valor se compara con un t,,, para un determinado grado de confianza & = 0.05
y (nge + 1, - 2) grados de libertad.

En ambas situaciones puede ocurrir: que te; < tup, S€ acepta que no existen
diferencias significativas entre las medias de ambos conjuntos de datos, por lo tanto el
método aplicado es exacto, o bien que tey >tab, ambas medias son significativamente

distintas por lo que el método no es exacto.

4.2.- Protocolos estadisticos de validacién para comprobar la exactitud. Método de

adicion de patroén.

El método de adicion de patron se emplea frecuentemente Quimica Analitica 1° para
la determinacion de analitos en muestras en las que el efecto de la matriz lieva a resultados
inexactos si se utiliza el calibrado con patrones, 2* para detectar la presencia de analitos en
una concentraciéon inferior al limite de cuantificacion del método pero superior a la
sensibilidad analitica y 3° para comprobar la exactitud de los resultados obtenidos cuando
no se dispone de un método de referencia ya establecido. Hay varias modalidades del
método de adicion de patrén [161]; variacién continua de patron a un volumen constante,
variacién continua de patréon y muestra en un volumen total constante, adicion simple de
un volumen variable de patrén y volumen total variable con variacion continua de patron.
La primera modalidad, que es la mas seguida, consiste en adicionar en todos los matraces
volumenes iguales de la disolucion obtenida generalmente después de tratar la muestra y
afiadirle a todas menos a una cantidades crecientes y perfectamente conocidas del analito.
Si representamos las sefiales asi obtenidas frente a las concentraciones adicionadas y si no
hay pesencia de interferencias se obtiene una recta con la misma pendiente que la del
calibrado (figurall.4). La extrapolacion de esta recta con la parte negativa del eje de las
concentraciones corresponde a la concentracion de analito en la muestra problema.
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Concentracion de analito afiadida

Figura 1.4.- Método de adicion de paton.

Cuadros y col. [162], han propuesto un protocolo estadistico para llevar a cabo la
validacion de un método analitico por aplicacién del método de adicién de patron. Dicho
protocolo, esta basado en los datos obtenidos a partir de tres experiencias de calibrado: un
calibrado con patrones (CP), un calibrado con adicién de patron (CA), y otro con porciones
de muestra o calibrado de Youden (CY). En el CY se representa la sefial obtenida frente
al cociente volumen afiadido/volumen final, lo que nos permite establecer la sefial del blanco
propio de la muestra (blanco de Youden) y corregir errores sistematicos constantes. Para
cada calibrado se calcula la ordenada en el origen, la pendiente y la desviacion estandar de
la regresion. La exactitud del resultado analitico, se comprueba mediante la comparacion
de los contenidos de analito obtenidos a partir de estos tres calibrados.

S. EXPERIMENTAL.
5.1.- Disoluciones y soportes empleados.
5.1.1. Disoluciones empleadas.

(3 Agua de 6smosis inversa obtenida por el equipo de 6smosis inversa Milli-RO
12 plus Millipore junto con un equipo de depurado Milli-Q plus 185.

[ Disoluciones de colorantes solubles en agua: todas las disoluciones fueron
preparadas por pesada exacta del colorante y disolucion con agua de 6smosis inversa. Las
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disoluciones se conservaron en botellas de cristal ambar para evitar la fotodegradacion del
analito. En la tabla 1.1 se especifica cada uno de los colorantes usados en esta Memoria, el
grado de pureza indicado por el fabricante, junto con el Color Index. De cada colorante se
prepara una dislucion patrén de 10 mg/l, la cantidad pesada de cada uno de ellos es funcion
de la pureza correspondiente. Las disoluciones de trabajo se prepararon a partir de
disoluciones madre de 10 mg/l por simple dilucion con agua de 6smosis inversa.

Tabla L.1- Disoluciones patron.

Colorante Pureza (%) | Color Index | Fabricante
Amarillo Anaranjado 85 15985 Sancolor S.A.
(E-110)
Amarillo Anaranjado 86 15985 Utter
(E-110)
Amarillo de Quinoleina 70 47005 Aldrich
(E-104)
Escarlata 4R (E-124) 82 16255 Sancolor S.A.
Carmoisina (E-122) 85 14720 Sancolor S.A.
Tartracina (E-102) 85 19140 Sancolor S.A

O Disoluciones de colorantes no solubles en agua: todas las disoluciones fueron
preparadas por pesada exacta y disolucion en etanol absoluto. Las disoluciones se
conservaron en botellas de cristal de color ambar para evitar la fodegradacion del analito.En
la tabla 1.2. se especifica cada uno de los colorantes, su grado de pureza indicado por el
fabricante. Las disoluciones patron preparadas de cada uno de los colorantes tienen una
concentracién de 50 mg/l, nuevamente la cantidad pesada de cada uno de ellos esta en
funcién de la pureza correspondiente. Las disoluciones de trabajo se prepararon a partir de
estas disoluciones patron de 50 mg/l por simple dilucion con agua de Osmosis inversa.
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Tabla 1.2.- Colorantes patron poco solubles en agua.

Colorante Pureza (%) Fabricante
Sudan I 97 Aldrich
Amarillo de Quinoleina 95 Aldrich
insoluble
1-naftilazo-1-naftol Sintetizado por nosotros
1-naftilazo-2-naftol. Sintetizado por nosotros

{1 Disolucion reguladora de pH acido acético/acetato sodico 1M de pH 5, preparada a
partir de 200 ml de acido acético IM y la cantidad necesaia de hidroxido sodico 1M hasta
alcanzar pH 5.

(3 Metanol, para cromatografia liquida. Panreac.

(1 Hidréxido sédico (97 %). Panreac.

(1 Acido acético (96 %). Merck.

(7 Etanol absoluto. Panreac.

{3 Dihidrdgeno fosfato potasico (99.5 %). Merck.

{3 Tetrabutilamonio hidrégeno sulfato. Merck.

(3 Acido cloridrico 35 %. Panreac.

5.1.2.- Soportes empleados.

Los soportes empleados en esta Memoria son de dos tipos: cambiadores i6nicos y

adsorbentes.
1t Geles de cambio ionico.

- Sephadex DEAE A-25 (Sigma) en ciclo cloruro.
- Sephadex QAE A-25 (Sigma) en ciclo cloruro.
- Sephadex SP C-25 (Sigma) en ciclo sodio.

- Sephadex CM C-25 (Sigma) en ciclo sodio.

)
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1t Adsorbentes.
- Sephadex (Sigma) G-15. - Sephadex (Sigma) G-25.

- Gel de silice C-18. Obtenida e identificada por nosotros, tal como se describe
posteriormente. Todas las resinas se emplean sin tratamiento previo al objeto de
evitar la posible contaminacion de las mismas.

1.1.2.1. Caracteristicas de los soportes empleados.

- Soportes tipo Sephadex.

El Sephadex es un gel formado por cadenas de polidextrano entrecruzadas por

epiclorhidrina, cuya estructura se muestra en la figura I.5.
CH2
H C——O H
C o H C O-CHy
oHC—C H Cp—O H
H O Coon n C 0-CHy
OHC'C HCyO H
H O ConH c —0-
SN o —q
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Figura L.5.- Estructura parcial del gel Sephadex.
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El gran nimero de grupos hidroxilo que posee le confiere caracter hidrofilico, por
lo que se hincha con facilidad en agua y en disoluciones de electrolitos.

Para su identificacion se emplean las iniciales del correspondiente grupo funcional
responsable del caracter cambiador (DEAE, QAE, CM, SP), seguido de la letra A o C para
indicar si se trata de un gel cambiador de aniones o de cationes respectivamente, y de un
nimero que indica su porosidad (15, 25, 50).

Los diferentes geles Sephadex tipo G, que son aquellos que no presentan en su
estructura grupos cambiadores de iones, difieren en el grado de entrecruzamiento de las
cadenas de polidextrano, por lo que también varia su grado de hinchamiento y tamafio de
poro. En ellos hay que tener en cuenta que al aumentar la porosidad disminuye el grado de
entrecruzamiento por lo que seran capaces de retener sustancias de mayor peso molecular
que los demas geles de su mismo tipo.

Por otra parte, un cambiador de iones es un polimero que porta grupos ionicos fijos,
capaz de intercambiar contraiones ligados a €l por cantidades equivalentes de otros ines de
la disolucién. Estructuralmente consiste en una matriz insoluble que tiene unidos, por enlace
covalente, grupos cargados que estan asociados a contraiones moviles. Estos contraiones
se pueden intercambiar de forma reversible, por otros iones de la misma carga, sin alterar
la matriz organica o inorganica. La naturaleza de esta matriz determina sus propiedades
fisicas, como pueden ser: resisténcia mecéanica, densidad, caracteristicas opticas, etc. En el
caso de los cambiadores i6nicos Sephadex, los grupos ionicos estan unidos a las unidades
de glucosa mediante enlaces éter que son muy estables. Los soportes no cambiadores de
iones ensayados son : Sephadex G-15, Sephadex G-25 y gel de silice C-18.

5.2.- Instrumentacién y material de laboratorio.
5.2.1.- Instrumentaciéon empleada.

Q Espectrofotometro UV-VIS, Perkin-Elmer modelo Lambda 2, conectado a un
ordenador IBM SX-486, equipado con el software PECSS, que permite archivar
y manipular los espectros.

Q Agitador de botellas rotatorio Agitaser modelo 2000, de velocidad variable.
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0 pH-metro digital Crison modelo 501 provisto de un electrodo Ingold
combinado de vidrio y calomelanos saturado.

QO Balanza analitica Mettler AE 163.

0 Bomba eléctrica de vacio Biichi, modelo B-169 de Laboratoriums-Technik AG.
( Centrifuga BHG modelo Fixette II.

1 Microondas Ufesa modelo complete 220.

O Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Hewlett-Packard serie 1050,
equipado con: Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable, Inyector
manual Rheodyne 7125 con un bucle de 20 ul, Integrador Hewlett-Packard modelo
3396-A,- Microjeringa Hamilton para HPLC, modelo 1810 RNE, con 100 ul de
capacidad,- Columna Sugelabor C-18, 5 um de tamafio de particula, dimensiones
100 mm por 2.1 mm, relleno Hypersil ODS.

(1 Estufa Heraeus.

(1 Baiio de arena Selecta.

(1 Rotavapor Heidolph VV1. 40-200 rpm.

5.2.2.- Material de laboratorio.

Todo el material utilizado en la presente Memoria ha sido de vidrio, ya que se ha
comprobado que si se almacenan las disoluciones en botellas de PVC u otros polimeros, se
produce una considerable adsorcion de los colorantes sobre las paredes de los mismos.

QO Matraces aforados Afora, clase A, de diferentes capacidades.

Q Pipetas aforadas y graduadas Afora, clase A, de diferentes capacidades.

0O Embudos filtrantes de diferentes tamafios provistos de placa de vidrio
sinterizada de 3 mm disefiados por nosotros.

0 Goteros de vidrio, provistos de tetinas, para empaquetar las muestras en la
cubeta de medida.

Q Cubetas de ultravioleta-visible Starna de 1 mm de paso de luz.

0 Botellas de vidrio ambar de 1 litro de capacidad para conservar las disoluciones
patron de los distintos colorantes.

0 Botellas de vidrio incoloras Schott de diferentes capacidades para la agitacion
de las muestras.

O Filtros de acetato de celulosa Millipore Hawp 04700 tipo HA de 0.45 um de

tamafio de poro.
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O Filtros de membrana Whatman de nylon de 47mm de diametro'y de 0.45 pm
de tamaiio de poro.

0 Cartuchos SEP-PAK C-18, Waters Millipore.

Q Placas cromatogrificas Whatman de 250 pm de espesor de gel de silice sobre

una base de aluminio.
5.3.- Ordenadores y programas informaticos.

O Ordenador 486 DX4 equipado con el programa GRAMS/386 version 2.02
(1993) de Galactic Industries Corporation.

00 Ordenador IE 486 equipado con el programa PECSS version 4.2 (1992) de
Perkin-Elmer.

O Statgraphics,ver. 6.0. STSC, Inc,, Statistical Graphics Corporation, USA
(1993).Licencia Universidad de Granada.

0 Quimio,ver.1.0, Ed. Rafael Cela, Autores: M. Blanco, R. Boqué, R. Cela, J.
Coello, S. Maspoch, M® C. Ortiz, J. Riba, F. X. Rius, A. Ruiz, L. A. Sarabia,
X Tomas. Secretario de Publicaciones, Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia (1993).

0 Grams/386, ver. 2.02, de Galactic Industries Corporation (1993).

Q PECSS, ver. 4.2, de Perkin-Elmer.

Q Harvard Graphics, ver. 3.0, de Software Publishing Corporation (1991).

[ Excel, ver. 5.0 de Microsoft office.

5.4.- Metodologia de tratamiento de las muestras.

Para comprobar la validez de los métodos desarrollado en la presente Memoria y
establecer su aplicabidad, en un primer lugar se determinaron los diferentes productos
comerciales, usados en Espafia como colorantes en la manufactura de alimentos, citados en
el apartado anterior. Posteriormente tambien se usa para a la determinacion de los
colorantes presentes en productos alimenticios, procurando seleccionar productos lo mas
variados posibles, para demostrar asi la viabilidad de la metodologia de analisis propuesta.
El tratamiento de la muestra esta siempre determinado por la naturaleza de la matriz de la
sustancia en estudio. Las disoluciones de las muestras en todos los casos fueron filtradas
a través de un filtro de acetato de celulosa, Millipore Hawp 04700 tipo HA de 0.45 um de
tamafio de poro, para eliminar las posibles sustancias que puedan interferir en el analisis del
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colorante y la turbided pasando las disoluciones a un matraz de vidrio que ha sido
previamente limpiado cuidadosamente.

5.4.1.- Refrescos.

Son de naturaleza liquida por lo que para su analisis se toma un volumen
determinado de muestra, una vez filtrado, y se le aplica la metodologia establecida. En el
caso de las bebidas carbonicas es necesario una previa desgasificacion, sometiendo al
refresco a vacio el tiempo necesario para la eliminacion del gas.

Tabla 1.3. Muestras analizadas

Muestra Marca Fabricante
Refresco sabor platano Charly’s Ig::ﬁ::;:;ii;;i?ii;jpaﬁa)
Refresco sabor imén World Lobeca S.A.(Espaiia)

Refresco sabor limén Hipercor Casera Industrial S.A.(Espaiia)
Refresco sabor limon Gatorade Stokely Van Cap. Inc, (USA)
Licor sabor melon Amarischia Amarischia S.P.A. (Italia)
Refresco de naranja Casera Casera Industrial S.A. (Espaiia)
Refresco de platano Frutaysol Industrias Espadafor (Espaiia)
Refresco de naranja Hipercor Casera Industrial S.A (Espafia)
Grosella Dama de Baza Industrias Espadafor (Espaiia)

5.4.2.- Golosinas liquidas y sorbetes.

Tabla 1.4. Sorbete v golosina liquida analizada.

Muestra Marca Fabricante

Sorbete sabor naranja | Camy Sociedad Nestle, A E.P.A. (Espaiia)

Golosina liquida Chupol | Hijos de Alberto Soto S.A (Espafia)
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El sorbete de naranja se dejo a temperatura ambiente el tiempo necesario para que
pase a estado liquido. Al aplicarle el método y afiadir la disolucion reguladora aparece un
precipitado blanco, probablemente debido a la goma xantana que contiene, que se elimina
volviendo a filtrar la disolucién. A la golosina liquida se le aplica el método una vez filtrada.

5.4.3.- Colorantes alimentarios.

Los dos colorantes alimentarios seleccionados (tabla 1.5) son: el colorante vahiné,
que es un liquido empleado en reposteria para dar color, se analiza tomando volumenes de
muestra una vez filtrada y el colorante alimentario Ducros que es un producto solido en
forma de polvo, empleado en la cocina para dar color a las comidas sustituyendo al
tradicional azafran, se analiza preparando una disolucion del mismo 0.0499 gramos del
producto que se introducen en un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua de
6smosis inversa. La disolucién se guardo en una botella de color ambar de 1 litro de

capacidad.
Tabla L.5. Colorantes alimentarios.
Muestra Marca Fabricante
Colorante alimentario Vahiné Ducros S.A (Espatia)
Colorante alimentario Ducros Ducros S.A (Espafia)

5.4.4.- Caramelos, gominolas y gelatinas

Las disoluciones para el analisis del colorante en los caramelos, se obtienen
disolviendo varias piezas de la muestra previamente pesadas, en la minima cantidad de agua
de 6smosis inversa necesaria con objeto de obtener una sefial de absorbancia apreciable una
vez que se aplique el método operatorio establecido. En las gelatinas la disolucion se
prepara pesando 3 gramos del producto que se introducen en un vaso de precipitado donde
se afiaden 90 ml de agua de Gsmosis inversa, agitando y calentando moderadamente la
disolucién el tiempo necesario para su total disolucion. En el caso de las gominolas y de las
espumas la disolucién se prepard introduciendo varias piezas previamente pesadas, dentro
de un vaso de precipitado junto a un volumen medido de agua de 6smosis inversa. El vaso

)00 0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000Y0Y
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se introduce en el microondas a una temperatura de 70 °C durante 2 minutos. Los
caramelos, gominolas y gelatinas seleccionados se recogen en la tabla L.6.

Tabla 1.6. Caramelos y gominolas.

Muestra Marca Fabricante
Caramelo sabor fresa- Pectol Leaf Iberia S.A(Espafia)
mentolada
Caramelo sabor fresa- Halls Adams (Espaiia)
mentolada
Caramelo sabor miel Agiiera Productos Agiiera S.L.

(Espaiia)
Gominolas Mauri Mauri S.A (Espafia)
Espumas dulces Party Pack. | Lidl. (CEE)
Animallow
Gelatina sabor piiia Royal Nabisco Iberia S.A (Espafia)
Gelatina sabor tutti frutti Royal Nabisco Iberia S.A (Espaiia)

5.4.5.- Mermelada y lapiz pastelero.

Tabla 1.7. Muestras analizadas.

Muestra Marca Fabricante
Mermelada sabor fresa Halcon Halcon foods S.A (Espafia)
Lapiz Pastelero Ducros DUCROS S.A (Espaiia)

La disolucion para el analisis del colorante en la mermelada se prepara pesando una
determinada cantidad de producto que se introduce en un vaso de precipitado al que se le
agrega un volumen conocido de agua de 6smosis inversa. La disolucion se agita y calienta
moderadamente el tiempo necesario para la total dosolucion del producto y posteriormente

se filtra.



82 Metodologia de trabajo

Fl lapiz pastelero es un producto empleado en reposteria para adornar los postres.

La disolucion de este compuesto se hizo pesando una determinada cantidad del producto

que se introduce en un vaso de precipitado donde se afiade un determinado volumen de

agua de 6smosis inversa, se agita el tiempo necesario para conseguir la total disolucion del

producto y posteriormente se filtra y se aplica el método operatorio establecido.

6. SINTESIS DEL GEL DE SILICE C-18 Y DE LOS ANALITOS 1-NAFTILAZO-1-
NAFTOL Y 2-NAFTILAZO-2-NAFTOL.

6.1- Sintesis y caracterizacién del gel de silice derivado con octadeciltriclorosilano

(C-18).

Dada la metodologia de trabajo que se va a llevar a cabo, se hace necesario el
empleo del gel de silice C-18 con un tamafio de particula relativamente grande para poder
recoger la resina seca y empaquetarla en la cubeta de medida. Sin embargo los adsorbentes
existentes en el mercado, tienen un tamafio medio de 50 pm. Por otra parte al trabajar en
medio acuoso no experimentan hinchamiento alguno lo que hace imposible su manipulacion
en seco, es decir la recogida del gel con espatula y su empagquetamiento en la cubeta de 1
mm de paso de luz. A todo esto hay que unir el elevado precio del adsorbente C-18
comercial del orden de 70000 pesetas/100 g [163]. Por estas razones hemos optado por

sintetizar nuestro propio soporte.
6.2.- Reactivos empleados en la sintesis.

> Silica gel 60, 30-70 mallas ASTM, con un tamafio medio de particula entre 0.2
y 0.5 mm. Merck.

> QOctadeciltriclorosilano. Sigma.

> Hexametildisilazano. Sigma.

> Tetrahidrofurano. Sigma .

> Tetracloruro de carbono. Panreac.

> Metanol. Panreac.

6.3.- Sintesis del gel.

Se ensayaron dos procedimientos de sintesis diferentes:

)00 000000000000 0000000000000 000000000000000000000000O0O0C0O0C00COCK0CT
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6.3.1.- Método de LITTLE [164, 165]

Este proceso que es mas simple que el siguiente, consta de las siguientes
operaciones:

Se adicionan 5 g de silice a 0.5 g de octadeciltricloro silano que han sido
previamente disueltos en 50 ml de tolueno. La mezcla se deja reaccionar a temperatura
ambiente durante 24 horas, después de las cuales se filtra la silice, se lava con tolueno y se
seca.

Si se compara este método con el siguiente se encuentra , por analisis elemental, que
la cantidad de carbono fijada a la superficie de la silice en este ultimo caso es menor, 6.0 %
frente a 18.6 % soélo en la reaccion de silanizacion, ya que estos autores no realizan la
metilacion posterior, esta diferencia puede ser debida a que en este caso las condiciones
experimentales son mas suaves. Por lo tanto se descarta su utilizacion.

6.3.2.- Método de SANDER Y WISE [166).

Hemos seleccionado este método de sintesis, entre todos los existentes en
bibliografia [166-184, 164, 165], debido a que las etapas de sintesis propuestas por estos
autores para la obtencion de C-18 monomérica que son silanizacion de la silice con
octadeciltriclorosilano y posterior metilacion, coinciden con las etapas de sintesis indicadas
por la casa Sigma [163] cuya resina serd tomada como base para comparar el producto
resultante de nuestra sintesis

Estos autores proponen la sintesis de tres tipos de fases enlazadas: monoméricas,
poliméricas y un tipo intermedio denominado por ellos oligoméricas.

Las fases poliméricas se preparan por silanizacion con octadeciltriclorosilano en
presencia de agua, de forma que modificando la proporcion de agua se controla el grado
de polimerizacion.

Las fases oligoméricas se sintetizan mediante un esquema de reaccion secuencial,
donde cada etapa consiste en una sintesis monomérica y al final de la misma tenemos que
los atomos de cloro del agente silanizante que no han reaccionado, son hidrolizados para
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dar lugar a nuevos grupos silanol. Por consiguiente, se puede considerar un proceso de
polimerizacién controlado ya que la posibilidad de entrecruzamiento es menor en este caso,
al efectuarse la reaccion sobre la superficie de la silice en lugar de en disolucion acuosa,

como ocurre en la sintesis polimérica.

Nuestro objetivo fue sintetizar fases monoméricas, ya que la sintesis de fases
oligoméricas ha sido realizada en estudios preliminares comprobandose que el rendimiento
de esta segunda reaccion de silanizacion es escaso (no se modifica la superficie activa del
gel) por lo que no se aumenta la fijacion de los analitos. La sintesis de fases poliméricas no
se ensay6 por la complejidad que presenta el control del grado de polimerizacion y la
posterior identificacion de las diferentes fases. Por estas razones se utilizd, para todo el

trabajo monémeros de C-18.
- Etapas de la sintesis monomérica:

1. Acondicionamiento de la silice.

Aproximadamente 100 g de silice fueron tratados con HNO; (1:1) durante 24 horas
para activar la superficie del gel, observandose un desprendimiento de CO, Esta presencia
de carbonato se verifica posteriormente mediante un analisis elemental, pues mientras que
la silice no tratada presenta un 3,2 % de carbono, la que fue tratada con HNO; no o

presentaba.

Antes de llevar a cabo la reaccién de silanizacion, la muestra de silice, previamente
Javada con abundante agua desionizada, se seco a 150 °C durante 2 horas para eliminar el
agua adsorbida fisicamente sobre su superficie y evitando el riesgo de polimerizacion.

2. Silanizacion.

A 93.0 g de la silice anterior, se le adicionan en caliente 250 ml de tetracloruro de
carbono y 50 ml de octadeciltriclorosilano. La mezcla se mantiene a reflujo durante 4 horas

utilizando el montaje de la figura IL6.




10000 0000000000000 060000008000000000000000000C00C000COCGOKORCOIOGIOGIONOGIININDNNTST

Capitulo I 85

Figura L.6.- Montaje empleado en la sintesis de la silice C-18.

A continuacion, la silice enlazada se filtro e inmediatamente fue lavada con la
sigiente secuencia de disolventes: tetracloruro de carbono, tetrahidrofurano, metanol, 50
% metanol-agua, metanol y finalmente tetrahidrofurano. Con esta secuencia nos aseguramos
la eliminacion de residuos tanto polares como apolares. La reaccidn que ocurre en esta
etapa de silanizacion es:

OTCS/CCY | Gl
> .Si-oH ——*  -S-0-8i-GgH, s+ nHCI
\ | Cl

3. Hidrolisis.

A continuacion la silice se introdujo de nuevo en el matraz de reaccion junto con
250 ml de una mezcla de tetrahidrofurano-agua (1:1) y se mantuvo a reflujo durante 1 hora
en el montaje indicado en la figura 1.6.
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Terminada la operacién de reflujo, la silice fue filtrada, lavada con tetrahidrofurano
y secada a 150 °C durante 1 hora. En esta etapa se hidrolizan los cloros residuales unidos
a silicio, intercambiandose por los grupos OH. De esta forma se acondiciona el gel tanto
para una nueva etapa de silanizacion (formacion de fase oligomérica), como para una
metilacion de los hidroxilos libres (obtencion de fase monomérica enlazada). La reaccion

que tiene lugar es:

-8 -0-Si -GgH, HO E -$+0-§i -GigHy
Cl OH

4 Metilacion.

Una vez que la silice esta completamente seca, se vuelve a poner a reflujo durante
2 horas con 250 ml de una mezcla hexametildisilazano-tetracloruro de carbono (1:1), con

lo que obtenemos lo siguiente:

OH HMDS/CCl 3 i-Si( s

- 4 2 -Si-O-Si-

-8i-0-8i -C; gty < Si-0 S|1 G gH,-oNH;
OH O-Si(CH3)3

Con esto se da por finalizado el proceso de sintesis del gel y se procede a su lavado
siguiendo la misma secuencia de disolventes indicada anteriormente.

6.4.- Identificacion y caracterizacion.

Para identificar el soporte monomérico obtenido se han llevado a cabo aquellas
pruebas de identificacion realizadas en trabajos anteriores [1851
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6.4.1.- Anilisis elemental.

Durante el proceso de sintesis se han tomado muestras de cada una de las etapas de
la misma para la realizacion del analisis elemental de C, Hy N. Los resultados obtenidos,
corespondientes a la media de tres analisis efectuados a tres porciones diferentes de la

misma muestra, se recogen en la tabla I1.8.

Tabla 1.8.-Analisis elemental del gel.

Muestra %C %H %N
Si0, 32 09 0,1
S10, tratada con - 0,5 -
HNO, (1:1)
Si0, silanizada e 18,69 3,49 0,1
hidrolizada
Si0, silanizada, 19,11 3,65 0,1
hidrolizada y
metilada

La ausencia de C en el blanco hace innecesaria la correccion de los datos. Es dificil
comparar los resultados obtenidos con los expuestos en bibliografia (166, 168, 169]y con
los datos dados por las casas comerciales ya que el tamafio de particula es muy diferente,

por lo tanto también lo sera el area.

En el caso del adsorbente comercial silice C-18 suministrado por Sigma [163]y
sintetizado segun el mismo método utilizado por nosotros, el contenido de carbono es del
21%, pero hemos de tener en cuenta que su tamafio de particula es de 40-63 u frente a las
200-500 p de la silice utilizada para la sintesis, con lo cual el area especifica es mucho

menor en nuestro caso.

6.4.2.- Espectro infrarrojo.

La espectrometria infrarroja ha sido una técnica ampliamente utilizada para la
caracterizacion de ligandos inmobilizados sobre la superficie de silice [170-1801
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Se realizo el espectro IR de la silice C-18 sintetizada por nosotros y se compar6 con
el espectro IR de la distribuida por la casa comercial Sigma, observandose los siguientes
resultados, correspondientes a las bandas comunes en ambas, recogidos en la tabla 1.9.

Tabla 1.9.- Asignacién de las bandas del espectro de IR.

&(cm™) Asignacion

1096 y 469 tension asimétrica debida a la absorcion del enlace silano.

3666, 3466, 800 | tension simétrica del grupo S;-OH

2960 tension simétrica de CH,4
2927 tension simétrica de CH,
1469 flexién del enlace C-H
848 tension de S-C
757 vibracion del esqueleto de -S; (CH;),

Se realizo también el espectro IR de los reactivos usados en la sintesis de C-18,
pudiéndose observar la coincidencia en la posicion de estas bandas con los espectros
correspondientes a octadeciltriclorosilano y hexametildisilazano. Por todo esto puede
afirmarse que los espectros de IR de ambas resinas son practicamente superponibles y que
por lo tanto se trata del mismo compuesto.
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6.4.3.- Espectros de RMN- " C.

En bibliografia se utiliza la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de *C en fase
solida para elucidar la estructura de geles de silice derivados quimicamente [180-182] Los
resultados del espectro de RMN de **C se recogen en la tabla L.10.

Tabla L.10.- Asignacion de los desplazamientos quimicos del espectro de RMN-"C.

Carbono Desplazamiento Carbono Desplazamiento
quimico (ppm) quimico (ppm)
1 13,06 5 33,19
2 22,50 6 solapado con C-1
3 32,00 7 1,22
4 29,84

En el caso de las sefiales de relajacion correspondientes a los carbonos identificados
en la molécula como 1 y 6, se da un solapamiento de la sefial correspondiente al carbono
6 por compresion esférica de los metilos adyacentes unmdos al silicio vecinal. La numeracion

asignada a cada carbono es la siguiente:

7
0-Si(CH 3
' 4 4 3 2 1

~ 6 2 5
'-8i-0-S}-CH ,CH 5CH #(CH ;CH,)-CH,-CH,-CH,
O-Si(CHy);

Como los resultados de la identificacion son satisfactorios, podemos afirmar que la

composicion del gel sintetizado parece correcta.

6.5.- Sintesis del 1-naftilazo-1-naftol y del 1-naftilazo-2-naftol.
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Ya que uno de los propositos de la presente Memoria es la determinacion de los
subproductos no solubles en agua, producidos en la manufactura de los colorantes mas
empleados en alimentacion, se hizo en primer lugar una busqueda de estos productos, para
poder realizar dicho estudio, encontrandonos con que algunos de ellos se venden por
conocidas casas comerciales (tal es el caso del Amarillo de Quinoleina insoluble y del Sudan
I, que son los colorantes no solubles en agua del Amarillo de Quinoleina y del Amarillo
anaranjado respectivamente). Mientras que otros no se encontraban disponibles en el
mercado razén por la cual fué necesario proceder a su sintesis. La sintesis y estudio de
colorantes solubles en agua esta ampliamente recogida en bibliografia [186-188]. En todos
estos trabajos la sintesis descrita de estos compuestos es similar, por lo que basandonos en
esto proponemos la sintesis de nuestros compuestos, con la Gnica variante de que nosotros
no introducimos los grupos sulfénicos ya que estos son la tnica diferencia estructural con
los compuestos que deseamos obtener. Posteriormente a la realizacion de esta sintesis
apareci6 publicado [189] un método similar al nuestro para la sintesis de colorantes no
solubles en agua. La sintesis se basa en una reaccion de diazotacion de la naftilamina
seguida de una copulacion con el 1-naftol o 2-naftol para obtener 1-naftilazo-1-naftol o 1-
naftilazo-2-naftol respectivamente. El esquema de las reacciones mayoritarias es:

i N CL
NH2 ’NH3C1 P N
BRI nHCl /70 NaNO2 /
1 N —_— ‘ — SIAL
~ /‘\\\v P \\E/;/,A\\T/‘// ’
OH OH
N < T o~ NaN¥ -
- P — "/M,f\a . Al
N'Cl, L R L
11\ /f Ny N " 1-naftilazo-1-naftol
2 : + o
PN OH
’ EN / RN OH e N NT N — =
e ___ "N-N

e v %
-/ M e e .

T 1 -naftilazo-2-naftol

Figura 1.7. Esquema de las reacciones que ocurren en la sintesis de ambos analitos.
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6.5.1.- Reactivos empleados en la sintesis.

Q Naftilamina. Aldrich.
Q Nitrito sédico. Panreac
Q 2-naftol. Aldrich

Q 1-naftol. Aldrich

6.5.2.- Sintesis de los analitos.

El proceso de sintesis es el siguiente: se disuelven 7.72 g de naftilamina en 16 ml de
HCl y 16 ml de agua de dsmosis inversa en un matraz de 250 ml de capacidad. Esta
disolucién se mantiene en un bafio de hielo y se adiciona lentamente sobre ella una
disolucién formada por 4 g de nitrito sédico disueltos en 20 ml de agua de dsmosis inversa,
produciendose una reaccion de diazotacion.

Por otra parte se prepara una disolucion conteniendo 7.77 g de 1-naftol (para formar
el 1-naftilazo-1-naftol) 6 2-naftol (para formar el 1-naftilazo-2-naftol) en 90 ml de NaOH
al 10 % en un matraz de 250 ml de capacidad. La disolucién se enfria a 5 °C mediante la
inmersion en un bafio de hielo asistida por la adicion directa de 25 g de hielo picado. Se
agita vigorosamente, se adiciona la disolucion de la sal de diazonio fria muy lentamente,
desarrollandose inmediatamente el color rojo debido a la aparicion de los cristales rojos del
compuesto. Cuando se ha adicionado toda la sal se agita la disolucion de vez en cuando
durante 30 minutos. Se filtra la disolucion a través de un Biichner, con ligero vacio y los
cristales se lavan con agua, después se secan presionandolos con un papel de filtro y para
asegurarnos de que el producto esté lo mas puro posible se recristaliza en etanol.

Una vez que tenemos los productos purificados se emplea la cromatografia en capa
fina para comprobar si el producto obtenido es Unico. Para ello se utiliza una placa
cromatografica de gel de silice sobre soporte de aluminio de 250 pm de espesor y 10x20
cm de dimensiones. Se toman 50 ppm del producto 1-naftilazo-2naftol se disuelve en etanol
y con ayuda de una micropipeta se toman 10 pl de la misma depositandolos a 2 cm del
extremo inferior de la placa. Esta placa se introduce la camara de separacion
cromatografica donde se encuentra la fase movil, que es una mezcla de tetracloruro de
carbono-benceno 50/50 (v/v), se utiliza esta fase movil ya que es la que se emplea para
realizar la cromatografia a clorantes que tienen una estructura similar a la nuestra’, durante

)00 0000000 0000000000000 00000000F20000000000O0CGCOCROIOIOINCRGOIOIOIOGIOGIOSIONONNDNTS



)1 000000000 000008000000 00000000000000000000060000C0FCCOGEGEESOOIOITSTITS

Capitulo 1

93

50 minutos, transcurrido este tiempo se deja secar la placa cromatografica durante 15
minutos a temperatura ambiente (25 °C). Una unica mancha de color rosa que aparece a
6.5 cm de la base, indica la presencia del producto deseado.

Con el producto 1-naftilazo-1-naftol se procede de igual forma pero al revelar la
placa se observan dos manchas: una de color amarillo pardo y otra rosa, apareciendo la

primera a 1.7 cm y la segunda a 6.7 cm de la base.

Para el aislamiento y separacion de nuestro producto se utilizo tetracloruro de
carbono que disuelve nuestro compuesto quedando el otro solido. Se dividio la cantidad de
producto obtienedo en cuatro fracciones de 2 gramos cada una y se le adicionaron 20 ml
de tetracloruro de carbono a cada fraccion, agitandolas durante 20 min. El producto soluble
de color rojo se introduce en un matraz esférico que se acopla al rotavapor donde se
evapora el tetracloruro de carbono quedandonos un residuo solido de color rojo; este se
recoge con ayuda de una espatula y se guarda en un frasco color ambar. La parte insoluble
que nos queda de la extaccion tambien se guarda en otro frasco de color ambar. A ambos
productos solidos se le hace de nuevo la misma prueba cromatografica anteriormente
descrita, observandose que en la primera fracion se obtiene una tinica mancha de color rojo
alos 6.7 cm de la base correspondiente al producto deseado. En la otra fraccion se observa
una mancha de color amarillo pardo a 1.7 cm de la base y otra mucho menos intensa de

color rojo a 6.7 cm de la base.

La cantidad obtenida del 1-naftilazo-2-naftol es de 6.24 gramos y del 1-naftilazo-1-
naftol es de 0.8 gramos, de acuerdo con la reaccion de sintesis obtenemos que el reactivo
flimitante es el compuesto formado al reaccionar la anilina con el HCl y el NaNO, , con este
reactivo obtenemos los gramos tedricos de cada compuesto con lo cual se obtiene un
rendimiento para la reaccion de sintesis del primer compuesto del 51.67 % y del 6.62 %

para ¢l caso del segundo.

6.5.3.- Identificacion y caracterizacion.

Para identificar los analitos obtenidos se utilizan las técnicas habituales: Analisis
Elemental, Espectros Infrarojos, Espectrometria de Masas de alta y baja resolucion y

Resonancia Magnética Nuclear.
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6.5.3.1.- Analisis elemental.

Se toma una porcion de este compuesto una vez obtenido y se realiza el analisis
elemental de C, Hy N (tabla 1.11) para comprobar si estén estos elementos en la proporcion
que corresponde a la formula molecular C,, H,, N, O, esta proporcion se debe de dar en
ambos compuestos ya que son isomeros.

Tabla 1.11. Analisis elemental.

Elemento Porcentaje Porcentaje (%)
(%) tebrico 1-naftilazo-1-naftol | 1-naftilazo-2-naftol
Carbono 80,53 80,16 80,56
Nitrégeno | 9,39 9,77 9,20
Hidrogeno | 4,69 489 4,79
Oxigeno 5,39 5,51 5,45

La cantidad de oxigeno se obtiene por diferencia de la suma de las cantidades de los
otros tres componentes hasta el 100%. Al efectuar los calculos pertinentes la posible
ecuacion que se obtiene en el caso del 1-naftilazo-1-naftol es C,y Hyy N,O y para el 1-
naftilazo-2-naftol es C,, Hy, N, O. En el primer caso no se obtiene la formula exacta del
compuento, en cambio en el segundo si, a pesar de esto este analisis no es concluyente por
lo que para estar seguros de la estructura de estos compuestos tendremos que esperar a ver
el resultado de las demas pruebas realizadas.

6.5.3.2.- Espectros Infrarrojos.

En las figuras 1.10 y 1.11 se muestran los espectros de infrarrojos correspondientes
a 1-naftilazo-1-naftol y a 1-naftilazo-2-naftol respectivamente, de la observacion de los
mismos cabe destacar:

- En ambos compuestos se presenta una banda a 3430 y 3421 cm’ respectivamente,
es una banda caracteristica bastante ancha que indica de la presencia de un grupo OH
asociado en la molécula.
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- Varias bandas de escasa intensidad entre los 3080 y 3030 cm™ indican la presencia

de enlacas C-H aromaticos saturados.

- Doblete a 1603 y 1575 cm™ indicativo de los enlaces C-C aromaticos.

- Entre 900 y 650 cm™ varias bandas de intensidad variable indican la presencia de

enlaces C-H aromaticos.

- A 1600 cm! aparece una banda que indica la presencia del grupo C=N aromatico.

- Entre los 1400-1500 cm™ aparece la banda que indica la presencia del grupo

azo,N=N.

6.5.3.3.- Espectros de masas.

En primer lugar se realizaron los espectros de masas de alta resolucion para ambos
analitos para la masa de nuestros comuestos que es de 298 g/mol, obteniéndose los

siguientes resultados:

Tabla I.12.- Resultados del EM de alta resolucion para 1-naftilazo-1-naftol.

Variables Elementos (%)

PPM | mDa Masa calc. DBE C H N 4
0,0 0,0 298.110613 15,0 20 14 2 1
1,7 0,5 298.111121 2.5 6 16 7 7

298.109778

2,8 -0.8 298109271 3.0 4 14 10 6

45 | 13 | 298112464 | 155 18 12 5 0
298117933
6,2 1.9 298.103801 2.0 8 18 4 8

90 | -27 | 298113807 | 105 17 16 1 4

10,7 3.2 298,116391 7.0 9 14 8 4
298.105144

10,7 -4.,0 298,115253 L5 10 20 1 9

(35 | 45 | 298105248 | 30 | 15 14 4 3
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A la vista de la tabla se puede observar claramente que con el peso molecular
requerido se encuentra que la combinacion mas probable es C,, Hyy N, O, que es la que se
presenta en este compuesto ya que obtenemos 0 ppm, y el rango admisible es hasta 10 ppm,
lo que quiere decir que hay una probabilidad del 100% de que se encuentre la sustancia
buscada por nosotros.

Tabla 1.13.- Resultados del EM de alta resolucion para 1-naftilazo-2-naftol.

Variables . Elementos (%)

PPM | mDa Masa calc. DBE C H N o
0,1 0,0 298,110613 15,0 20 14 2 1
18 | os | PRI G, 6 16 7 7

298.109778
2,7 -0,8 298,109271 3,0 4 14 10 6
44 | .13 | 298112464 | 155 | 18 12 5 0
298.107933
6,3 1,9 298113801 2,0 8 18 4 8
-89 2,7 298,113807 10,5 17 16 1 4
108 | 32 | %1061 7.0 9 14 8 4
298,115144
10,8 -4,0 298.105253 1,5 10 20 1 9
134 | 46 | 298105248 | 130 [ 15 14 4 3

Si comparamos estos datos con los anteriores se puede ver la gran similitud que
existe entre los resultados, lo que indica que las sustancias son muy parecidas y son
isomeros de posicion. Aqui la estructura buscada aparece como la mas probable 0,1 ppm,
esto indica que la probabilidad seria del 99,99%.

Tambien se realizo el espectro de masas de baja resolucion para ambos compuestos
el resultado se muestra en las figuras 1.12 y 1.13. En ellas se observa el enorme parecido de
las sustancias ya que la mayoria de los fragmentos se encuentran repetidos en ambos
espectros. Los fragmentos mas importantes que aparecen en ambos espectros y su
interpretacion se recoge en la tabla 1.14.
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Tabla 1.14.- Espectro de masas de baja resolucion.
Masa % BPI Asignacion
1-naftilazo-1naftol | 1-naftilazo-2-naftol
298 51,26 50,74 [6n molecular
270 4,67 453 Pérdida del grupo azo
171 4,52 9,25 correspondiente a la pérdida del grupo
naftaleno.
144 7,46 12,62 Correspondiente al 1-naftol o 2-naftol
143 62,18 73,53 Correspondiente a C,, H, O
127 90,76 92,16 Correspondiente al grupo naftaleno

6.5.3.4.- Espectos de resonincia magnética nuclear.
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AMARILLO ANARANJADO Y SUDAN I MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA EN FASE SOLIDA
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En este capitulo se desarrolla y propone un nuevo método espectrofotométrico para
la determinacion simultanea de un colorante sintético, la sal disédica del acido 6-hidroxi-5-
[(4-sulfofenil)azo}-2-naftaleno sulfonico (C.1. 15958), también llamado Amarillo Anaranjado
(AA) y su producto no sulfonado el 1-fenilazo-2-naftol (C.I. 12055) al que comunmente
se le conoce como Sudan I (SD). El primer compuesto es ampliamente utilizado como
aditivo en alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos, mientras que el segundo
compuesto se emplea en la industria textil cmo colorante soluble en disolventes organicos
0 grasos, este se forma en el proceso de manufacturacion del primero y ya que tanto en la
legislacion espafiola como en la europea se establece que los productos comerciales de los
colorantes solo pueden contener cantidades muy pequefias, por lo que es preciso su
determinacion para establecer la pureza del colorante. A partir de ahora se desigmaré a
ambos por los acronimos AA y SD respectivamente.

El método que se ha desarrollado se fundamenta en la fijacion de ambos analitos en
dos soportes solidos diferentes, basandonos en la diferencia de carga que exhiben, conlo
que se consigue separar y determinar ambos analitos por una misma técnica de analisis. Se
logra un aumento de la sensibilidad frente al método espectrofotométrico convencional al
preconcentrar los analitos sobre la fase solida y medir directamente sobre ella, asi como un
aumento de la selectividad ya que las sustancias interferentes también tendrian que fijarse
en los soportes solidos utilizados para que contribuyeran a la sefial junto con el analito, lo
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que disminuye la probabilidad de interferencias.
Optimizacion de las variables experimentales.
1.- Elecién del soporte solido.

La primera cuestion que se plantea en espectrofotometria en fase sélida es la
eleccion del soporte solido mas adecuado para fijar a cada uno de los analitos. Si
consideramos la estructura de estas moléculas, en el caso de AA se trata de un sulfonato,
por lo que se podria fijar tanto en cambiadores de iones como en adsorbentes polares; en
cambio el SD no contiene grupos i6nicos en su molécula, por tanto no se retendra por
intercambio i6nico y si por adsorcion sobre un soporte adecuado que podria ser tanto
hidrofilico como hidrofobico pues tiene ambos tipos de grupos en la molécula.
Cualitativamente se comprobo la buena retenciéon de AA en geles aniénicos y de SD en
adsorbentes hidrofobicos.

Para conocer mejor el proceso de fijacion se registraron los espectros en fase solida
de ambos colorantes, al equilibrar 100 ml de disolucion de 100 pg/l de AA y de otros 100
ml de SD de 500 pg/l, con cada uno de los siguientes cambiadores: G-15, G-25, DEAE A-

25, QAE A-25, CM C-25, SP C-25, C-18. Los resultados obtenidos se recogen en la figura
IL.1.
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Figurall.1.- Espectros de absorcion de:
(a) SD (500 ng/len gel de silice C-18
(b) AA sobre Sephadex DEAE A-25

(c) AA sobre Sephadex QAE A-25.

El SD unicamente se fijo sobre gel de silice C-18, figura ITI.1 a, dado que su
molécula carece de grupos cambiadores y los grupos polares que tiene, azo y fenol, no le
confieren suficiente polaridad para retenerse sobre soportes hidrofilicos. En los demas
demas soportes ensayados no produjo ninguna retencion por lo que al carecer de
informacion no se han incluido en la figura. Las figuras I11.1 b y ¢ son los resultados de la
fijacion de AA sobre Sephadex DEAE A-25 y Sephadex QAE A-25 respectivamente. La
retencion sobre estos soportes se debe a que posee grupos sulfonicos en su estructura, lo
que hace que hace que se retenga sobre cambiadores anionicos. Dado que se presenta una
retencion ligeramente superior sobre Sephadex DEAE A-25 y que este soporte es mas
selectivo que el anterior, por contener grupos amino que deben protonarse para actuar
como cambiadores de iones y no amonio cuaternario, este es el soporte solido que se elige
para experiencias posteriores. Al igual que en el caso anterior los demas soportes ensayadas
con este analito no dan resultado por lo que tampoco se han incluido en la figura.
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2.- Optimizacion de las variables quimicas que afectan a la fijacion de AA y SD.

Una vez elegido el soporte solido mas adecuado para la retencion de cada uno de
los colorantes, es necesario establecer la influencia de las variables experimentales sobre la
retencion de los analitos en estudio. Para ello estudiaremos la influencia de los siguientes
factores:

1.- Factores que influyen sobre el proceso de fijacion: pH, naturaleza de la
disolucion reguladora, fuerza ionica del medio y cantidad de gel.

2 .- Factores que influyen sobre la cinética del proceso de fijacion: tiempo de
equilibracion del gel, velocidad de agitacion y porcentaje de etanol, esta tltima
variable se ha incluido aqui, aunque también influye sobre el proceso de equilibrio.

3.- Factores que influyen sobre la sefial analitica: volumen de la disolucion a
equilibrar y tiempo de centrifugacion de la cubeta que contiene al analito ya fijado.

2.1.- Factores que influyen sobre el proceso de fijacién.
2.1.1- Influencia del pH.

El pH de la disolucion regula el equilibrio acido-base y determina una mayor o
menor retencion del analito sobre el soporte empleado, si el analito presenta grupos que se
vean afectados por la variacion en la concentracion de protones del medio.

Para establecer la dependencia con el pH para ambos compuestos se preparan dos
series de disoluciones, una de 500 ug/l para AA y otra serie de 200 pg/l para SD en
matraces de 100 ml. Para cada disolucion se ajusta un valor de pH diferente, desde 1 hasta
13, mediante la adicion de disoluciones de HCl o NaOH de la concentracion adecuada para
obtener el valor del pH requerido en cada ocasion, siguiendo a continuacion la metodologia
establecida en el capitulo II, hasta obtener los datos cuya representacion se muestra en la
figura II1.3:

Z AN AR NZ YA N R AR NN A RN RN RN NE AN NN N A NN A RN R A NN RN RN NRE NN RN NN NS NN



1000000000 000RG00CN000C90605000000PQ0COCOFCOIOSIESESCIOIONOIOONINNIOGOIOIONTCSOPONTOGT

Capitulo 11 105
0,6
A
SDh
04 -
02 AA
O ) 1 T T T T

pH

Figura I1.2.- Influencia del pH sobre los procesos
de retencion de AA v SD.

En ambos casos se puede observar que el pH 6ptimo se encuentra alrededor de 5,
aunque las variaciones de la sefial en funcion del pH son mucho menores para el SD debido
a que el proceso de retencion se realiza por adsorcion. La retencion de AA por intercambio
i6nico aumenta al incrementarse el valor del pH pues el pK, del grupo sulfonico dbe
encontrarse entre 1 y 2 como es habitual. Por ello en medios muy acidos la retencion es
menor por encontrarse la molécula en forma no ionica. En medio basico la retencion
comienza a disminuir por la creciente competencia con los iones hidroxilo por los grupos
ionicos fijos. De los resultados de estas experiencias podemos concluir que el pH 6ptimo
es 5.0, para lo que habra que seleccionar una disolucion reguladora.

2.1.2.- Eleccion de la disolucién reguladora del pH y de su cantidad éptima.

Para la eleccion de la disolucion reguladora se prueban dos disoluciones reguladoras
que pueden actuar en la zona de pH 5, una disolucion de acido acético/acetato sédico 1 M
y otra de monocloroacético/monocloroacetato sodico 1 M. Se sigue el proceso operatorio
requerido para cada analito, observando que la absorbancia para ambos analitos es igual con
ambas disoluciones reguladoras, pero que la cantidad requerida de ésta en el segundo caso
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es mayor. Por ello se optd por usar como disolucion rguladora la disolucion de acido
acético/acetato sodico 1 M. Para la determinacion de la cantidad necesaria de ésta, se
preparan disoluciones de 500 pg/l de AA y de 200 pg/l de SD poniendo en cada una de
ellas cantidades crecientes desde 1 ml hasta 20 ml de disolucién reguladora comprobando,
para ambos analitos y en todos los casos la constancia del pH antes y después de aplicar el
proceso operatorio.

Los datos obtenidos en ambos casos (tabla ITL. 1), sefiala que 5 ml son suficientes
para los dos, por lo que dicho volumen se elige para posteriores experiencias.

Tabla IL1.- Influencia de la cantidad de disolucién reguladora.

A
V (ml) pH AA SD
1 513 0'4339 012321
2 5'11 04338 012485
5 5'09 04493 02472
10 507 0'4491 02435
20 5'06 0'4494 012456

2.1.3.- Influencia de la fuerza ionica.

El estudio de la influencia de la fuerza i6nica del medio sobre la fijacion de ambos
analitos se realizo preparando 5 disoluciones de 500 pg/l de AA y 5 disoluciones de 200
ug/l de SD todas ellas con 5 ml de disolucion de acido acético/acetato sodico (pH=5), a
cada una de las disoluciones se le afiaden volimenes crecientes de disolucion 0.1 M de NaCl
hasta que se obtenga una concentracion de la sal en la disolucion final de cada serie de 1 M
enrasando en todos los casos a un volumen final de 100 ml. Siguiendo el procedimiento
operatorio establecido en el capitulo II se obtienen los resultados que podemos ver en la
figura I11.4.
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Figura II. 3.- Influencia de la fuerza i6nica .

En ambos casos se pone de manifiesto que la sefial es practicamente independiente
de la fuerza idnica existente en el medio, ya que para AA la diferencia entre el valor maximo
y el minimo de la absorbancia es de 0,04 unidades y para SD es de 0,07 unidades, razon por
la que no se considero necesario ajustar esta variable.

2.1.4.- Influencia de la cantidad de gel.

Para establecerla se prepararon 6 disoluciones con un volumen final de 100 ml de
500 pg/l de AA y otras tantas de 200 ug/l de SD, todas ellas con 5 mi de disolucion de
acido acético/acetato sodico. En el caso del AA se afiadieron cantidades crecientes entre
20y 140 mg de Sephadex A-25 y en el caso del SD entre 120 y 250 mg de gel de silice
C-18 . Posteriormente se aplico el proceso operatorio establecido, obteniendo los resultados
recogidos en la tabla I1.2.
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Tabla I1.2 Influencia de la cantidad de gel.

AA SD
mg(DEAE) A mg (C-18) A
20 0'9820 120 0,6522
40 0'5895 140 03414
50 04936 150 0,2800
70 03799 170 0,1714
90 0'3131 200 0,1221
140 02204 250 0,1074

La representacion de los datos anteriores (figura II1.5) pone de manifiesto una
dependencia exponencial entre la masa de gel empleada y la absorbancia obtenida de
acuerdo con lo sefialado en la Introduccion.

12
A
038 -
04 AA
SD
0 . . ;
0 60 120 180

Cantidad de resina (mg)

260

Figura I1.4.- Influencia de la cantidad de resina.

En ambos casos, si se realiza una transformacion logaritmica de los valores
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experimentales obtenidos y se ajustan por minimos cuadrados, se obtienen las siguientes

ecuaciones:

Para AA  log A=1.029-0.789 log m,
ParaSD  log A=6.410-3.190 log m,

donde m, es la masa del gel correspondiente expresada en miligramos.

hipérbo

A partir de estas ecuaciones se puede establecer para cada analito la ecuacion de la
la correspondiente a la curva de la figura 11.4. para AA: A-mf - 1029 . Para

SD A'm}'*=-6/410

propor

La cantidad de gel a utilizar en los métodos analiticos depende de tres factores:

1.- Masa del soporte sélido ya que para una misma concentracion de analito, al
aumentar la cantidad de soporte solido se produce una disminucion de la
absorbancia obtenida.

2.- Facilidad de manejo ya que la cantidad de soporte solido debe de ser la suficiente
para permitir una comoda manipulacion.

3.- Llenado de la cubeta ya que la altura que debe de alcanzar el soporte solido
dentro de la cubeta tiene que ser la sufiente para que al introducirla en el
compartimento de cubetas del espectrofotometro sea atravesado por el haz de
radiacion.

Segun todo esto, en principio se deberia de tomar la cantidad de gel que
ciona un valor maximo de absorbancia, 20 mg en un caso y 120 mg en otro, pero

estas cantidades tan pequefias tienen problemas de manipulacion al empaquetarlas en la

cubeta
facilida

de medida. Por ello se llega a una situacion de compromiso entre sensibilidad y
d en la manipulacion, eligiéndose 50 mg de Sephadex A-25 para AAy 150 mg de

gel de silice C-18 para el caso de SD, que son las minimas cantidades de soporte s6lido que

se pue

den manipular con facilidad sin que se produzca una pérdida de sensibilidad
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excesivamente grande y se alcanza la altura en la cubete necesaria para que el haz de
radiacion atraviese la resina.

2.2.- Factores que influyen sobre la cinética del proceso de fijacion.
2.2.1.- Influencia del tiempo de equilibracion del gel.

El tiempo de equilibracion del soporte sélido con la disolucion que contiene los
analitos, es una variable que nos da una idea de la cinética del proceso de fijacion de los
mismos.

Para establecer su influencia se preparan 100 ml de disolucion de 500 pug/l de AA
y 200 pg/l de SD respectivamente, conteniendo ambas disoluciones 5 ml de disolucion
reguladora. Estas disoluciones se transfieren a botellas de vidrio de 1 litro donde se afiaden
las cantidades necesarias de los respectivos soportes solidos. Las disoluciones se agitan
mecanicamente durante periodos de tiempo variables comprendidos entre 5 y 60 minutos
a 60 rpm y posteriormente se sigue el procedimiento operatorio establecido anteriormente.
Los resultados obtenidos se recogen en la figura IL.5.

) 000 0000000000000 000008000000000000000000000000C0C0CGONIOGOIQRGIOGNTNTGONTS



100080 3800000000000 060600000000000000680000000000000090%00000900010

Capitulo 11 111
0,6
A
AA
-/.’.'_’__‘____. .
0,4 T SD
0,2 T T T T
0 15 30 45 60

tiempo (min)

Figura IL5 - Influencia del tiempo de equilibracion.

Como se puede obsevar hay un aumento en la absorbancia en el caso del AA al
aumentar el tiempo de agitacion de 5 a 10 minutos a partir del cual permanece constante.
En el SD hay un aumento de la absorbancia con e! tiempo de agitacion hasta 15 minutos
a partir del cual se mantiene constante. Cabe destacar la rapida equilibracion debido a que
no hay reacciones quimicas previas. Este hecho ha sido puesto de manifiesto en otras
ocasiones, tal es el caso de la retencion de sulfamidas sobre Sephadex SP C-25"*,

Detodo esto concluimos que para la determinacion de AA se selecciona un tiempo
de equilibracion de 10 minutos y para la determinacion de SD de 15 minutos.

2.2.2.- Influencia de la velocidad de agitacion.

Para determinar la velocidad de agitacion 6ptima para ambos analitos se opera de
igual forma que en el apartado anterior, manteniendo constante el tiempo de equilibracion,
que sera como se ha establecido en el apartado anterior de 10 minutos para AA 'y de 15
minutos para SD y variando la velocidad de agitacion entre 20 y 100 rmp. Los resultados
obtenidos se recogen en la siguiente figura I1.6.



112 Determinacion simultinea de AA y SD por EFS
0,6
A
o . o L _—eAA
0,4

0,2 T T T T T
0 20 40 60 80 96 100

Velocidad de agitacion (rpm)

Figura I1.6.- Influencia de la velocidad de agitacion.

Aunque para AA no influye y para SD hay una escasa influencia, ya que a partir de
una velocidad de agitacion de 60 rpm la absobancia es maxima y constante, seleccionamos
este valor para experiencias posteriores. Este valor de la velocidad de agitacion permite
aumentar la cinética del proceso de fijacion de los colorantes sobre los respectivos soportes
solidos, alcanzandose el equilibrio en un tiempo inferior que el necesario si se agitase a
menor velocidad.

2.2.3.- Influencia del contenido de etanol.

Puesto que el método que estamos estudiando pretende determinar AA que es
soluble en agua y SD que no es soluble en agua y si soluble en etanol, sera necesario sera
necesario trabajar con un determinado porcentaje de etanol, que permita la solubilizacion
del SD. De hecho la disoluciéon madre de este analito se encuentra preparado en este
disolvente .

Lo dicho justifica estudiar su influencia sobre la retencion de ambos analitos,
respectivamente se preparan disoluciones de 500 pg/l de AA y de 200 pg/l de SD
conteniendo 5 ml de disolucion reguladora y cantidades de etanol entre 1 y 20 ml,
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enrasando a un volumen final de 100 ml con agua desionizada. Posteriormente se sigue el

proceso operatorio descrito en el capitulo II. Los resultados obtenidos se recogen en la
figura 11.7:

0,6
e — ¢ e AA
AO’4 ] ././c— —aSD
0,2
0 T T T ; T
0 1 5 10 15 20 25

% Etanol

Figura IL.7 .- Influencia del % de etanol.

Como puede observarse en el caso de AA el volumen de etanol afiadido no afecta
a la fijacion de éste por cambio i6nico, al menos hasta un 20 %.

Para SD en cantidades inferioresal 10% de etanol hay una menor retencion sobre
el soporte solido y a partir de esta cantidad se obtiene una sefial constante, por lo tanto este
sera el valor empleado para estudios posteriores. La razon de esta variacién se debe a que
a partir de un 10% de etanol en la disolucion el colorante se encuentra totalmente disuelto
por lo que aumenta la retencion sobre el soporte solido.

No se probaron cantidades superiores al 20% de etanol porque a partir de este valor
se produce una deshidratacion del gel dando lugar a un apelmazamiento del mismo que
dificulta su empaquetamiento en la cubeta.
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2.3.- Factores que influyen en la medida de la sefial analitica.
2.3.1.- Influencia del volumen de disolucion empleado.

Un hecho caracteristico de la espectrofotometria en fase solida, comentado en la
Introduccion, es que a medida que aumenta el volumen de muestra empleado disminuye el
limite de deteccion y aumenta la sensibilidad de los métodos, dentro de un limite. La
consecuencia inmediata es que se puede determinar la concentracion de analito a bajas
concentraciones sin mas que aumentar el volumen de muestra que lo contenga. Esto permite
poner a punto métodos, segin las necesidades del problema, dentro de unos limites
razonables.

Para establecer la dependencia del volumen de muestra se preparan disoluciones de
500 pg/l de AA 'y de 200 pg/l de SD, todas ellas con 5 ml de disolucion reguladora, en el
caso del SD ademas de esto tambien con un 10 % de etanol y enrasadas con volimenes
variables de agua desionizada que van desde los 100 ml hasta los 2000 ml. A estas
disoluciones transferidas a botellas de vidrio de 1 6 2 litros, segun el volumen final de la
disolucion, se afiaden 50 mg de Sephadex A-25 o 150 mg de gel de silice C-18
respectivamente y se agitan durante 15 minutos.

En la figura I1.8 se pone de manifiesto, como es de esperar, que en ambos casos hay
un aumento de la absorbancia al aumentar el volumen final de muestra, hasta alcanzar un
valor constante a partir del cual el valor de la absorbancia permanece constante. Para este
caso ese valor es de 500 ml. Utilizando volumenes superiores no se produce aumento de
la sefial como es de esperar a la vista de lo discutido en la Introduccion.
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Figura I1.8.-Influencia del volumen.

Se seleccioné como volumen de trabajo 100 ml debido a que con este volumen se
reduce el tiempo de agitacion y por tanto el método se hace mas rapido. Por otra parte, la
sensibilidad que se obtiene es buena, y el rango dinamico lineal es el apropiado para las
concentraciones de los colorantes en las muestras reales a las que se va a aplicar.

2.3.- Influencia del tiempo de secado en la determinacion de SD.

Debido a las caracteristicas hidrofobas del gel de silice C-18, es necesario secarlo
antes de empaquetarlo en la cubeta de medida y proceder a su lectura. Para elegir el tiempo
de secado Optimo se prepararon disoluciones de 200 pg/l de SD siguiendo todo el proceso
operatorio establecido hasta llegar a la fijacion del analito sobre el gel de silice y filtracion
posterior. Una vez llegado a este punto se somete a distintos tiempos de secado siguiendo
la metodologia establecida en el capitulo II (figura 11.9).
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Figura I1.9.- Influencia del tiempo de secado.

Para un valor inferior a 5 minutos en el tiempo de secado es imposible empaquetar
el gel en la cubeta ya que no esta suficientemente seco y al introducirla en la cubeta queda
apelmazado. De 5 a 10 minutos se observa un incremento de la sefial, debido a que el
empaquetamiento va siendo cada vez mas homogéneo, hasta que se llega a una constancia
en la sefial analitica a partir de 15 minutos, tiempo que se emplerd en experiencias

posteriores.
2.3.2.- Influencia del tiempo de centrifugacion.

Un hecho comprobado anteriormente por nuestro grupo de investigacion™ es que
el empaquetamiento del gel en la cubeta es una fuente de variabilidad de la sefial analitica
medida. Este componente de error se puede minimizar asegurandonos de que el
empaquetamiento es lo mas compacto posible. Para establecer esta dependencia, se
introduce la cubeta de medida conteniendo al soporte sdlido ya empaquetado en un
compartimento, especialmente preparado para ello, en el interior de una centrifuga. La
experiencia que se plantea consiste en preparar una disolucion de 500 pg/l de AAy otra de
200 pg/l de SD siguiendo el procedimiento operatorio ya establecido, realizandose la
medida de ambos soportes con el analito sin centrifugar y centrifugando durante distintos
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Figura I1.10.- Influencia del tiempo de centrifugacion.

La figura I1.10 indica que es adecuado centrifugar el soporte solido con el analito
en la cubeta para mejorar el empaquetamiento y aumentar la sefial. Se seleccionan 30
segundos como tiempo suficiente para conseguir una sefial estable.

3.- Resumen de la optimizacién de variables para AA y para SD.
En la tabla 11.3 se resumen todos los valores 6ptimos encontrados para ambos

analitos que a partir de ahora se utilizaran las experiencia sucesivas. Posteriormente se
describe el método opetatorio seguido en la determinacion de cada analito.
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Tabla I1.3.- Resumen de las variables experimentales.

Variable AA SD
Absorbancia A=A g-Agy A=A g-Ag
pH 5 5
Disolucion AcH/AcNa IM AcH/AcNa 1 M
reguladora 5% 5%
Cantidad de gel 50 mg DEAE 150 mg C-18
Tiempo de 10 min 15 min
agitacion
Velocidad de 60 rpm 60 rpm
agitacion
Contenidode | — ~-me-eee- 10 %
etanol
Volumen de 100 ml 100 mi
agitacion
Tiempo de 30 seg 30 seg
centrifugacion
Tiempodesecado |  --------- 15 min

Para la determinacion de AA se toma un determinado volumen de la disolucion
patron de ésta para obtener la concentracion final deseada y se introduce en un matraz
aforado de 100 ml, se afiaden 5 ml de la disolucion reguladora acido acético/acetato sodico
1 My se enrasa hasta el volumen final con agua de 6smosis inversa, el contenido del matraz
se transfiere a una botella de vidrio de 1 litro de capacidad, paralelamente se prepara un
blanco que contiene solamente los 5 mi de la misma disolucion reguladora y el resto de agua
de 6smosis inversa hasta el volumen final de 100 ml, esta disolucion se transfiere tambien
a otra botella de las mismas caracteristicas de la que contiene la disolucion de la muestra,
a ambas se le afiaden 50 mg de Sephadex DEAE-A2S5 y se introducen en un agitador
rotatorio de botellas durante 10 minutos, transcurridos los cuales se filtran la disoluciones
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y se recoge la resina con ayuda de una micropipeta empaquetandose en una cubeta, esta se
introduce en la centrifuga durante 30 segundos y por ultimo ambas se introducen en el
compartimento de cubetas del espectrofotometro para realizar el registro del espectro.

Para la determinacion de SD se toma un determinado volumen de la disolucion
patron de ésta para obtener la concentracion final deseada y se introduce en un matraz
aforado de 100 ml, se afiaden 5 ml de la disolucion reguladora acido acético/acetato sodico
1 My 10 ml de etanol ,enrasando hasta el volumen final con agua de 6smosis inversa, el
contenido del matraz se transfiere a una botella de vidrio de 1 litro de capacidad,
paralelamente se prepara un blanco que contiene solamente los 5 ml de la misma disolucion
reguladora, los 10 ml de etanol y el resto de agua de 6smosis inversa hasta el volumen final
de 100 ml, esta disolucion se transfiere tambien a otra botella de las mismas caracteristicas
de la que contiene la disolucion de la muestra, a ambas se le afiaden 150 mg de gel de silice
C-18 y se introducen en un agitador rotatorio de botellas durante 15 minutos, transcurridos
los cuales se filtran la disoluciones, la resina retenida en el filtro se seca mediante una bomba
de vacio durante 15 minutos, transcurridos los cuales se recoge la resina con ayuda de una
microespatula empaquetandola en la cubeta, esta se centrifuga durante 30 segundos y por
ltimo ambas se introducen en el compartimento de cubetas del espectrofotometro para
realizar el registro del espectro.

4.- PARAMETROS ANALITICOS.

A continuacion se recogen los datos encontrados para la calibracion y parametros

de fiabilidad para cada uno de los colorantes estudiados.

4.1.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para
Amarillo anaranjado.

Se preparan una serie de disoluciones en matraces de 100 ml, todas ellas por
triplicado, conteniendo concentraciones de analito comprendidas entre 50 y 800 pg/ly 5
ml de disolucion reguladora, siguiendo la metodologia establecida. Para ello se transfieren
a botellas de vidrio, afiadiendo 50 mg de Sephadex DEAE A-25, tras lo cual se agita el
conjunto durante 10 minutos y se recoge el gel que es empaquetado en la cubeta y
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centrifugado durante 30 segundos. Los valores de absorbancia medidos se recogen en la
tabla I1.4.

Tabla I1.4.-Cumplimiento de la ley de Lamber-Beer para el AA.

Al (ne) A

1% Serie 2* Serie 3* Serie
50 0'0682 0'0470 0'0594
100 0'1030 0'0989 0'1073
200 0'1993 0'1926 01859
300 02822 012817 02793
500 0'4614 04620 0'4599
800 0'6164 0'6165 0'6166

La representacion grafica de los datos muestra un curvatura para valores superiores
a 500 ug/l, lo que parece indicar que el soporte solido comienza a estar saturado.

Aplicando el test de fallo de ajuste para el intervalo de concentracion comprendido
entre 50 y 800 g/l se encuentra curvatura ya que se obtiene un valor de P inferior al 5%.
Por otra parte el analisis grafico de los residuales (figura I1.11) sefiala la existencia de
heteroscedasticidad pues existe relacion entre el valor del residual y la concentracion. Todo
esto sefiala que el modelono es valido. ‘
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Figura IL.11.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer .
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Figura I1.12.- Representacion grafica de los residuales
frente a la concentracion de AA.

Tras eliminar los datos correspondientes a la concentracion de 800 pg/l, y repetir



122 Determinacion simultanea de AA y SD por EFS

los calculos se encontré un valor de P de 99'88% lo que pone de manifiesto que hay un
buen ajuste lineal entre los datos.

Si ahora realizamos la representacion grafica de los residuales frente a la
concentracion de AA se obtiene una distribucion aleatoria de los residuos, como era de
esperar, indicativo de la existencia de hosmocedasticidad (figura 11.12).
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Figura II1.12.- Representacion grafica de los residuales frente
a la concentracion de AA.

Los resultados de aplicar el Anova en el intervalo lineal comprendido entre 50 y 500
ug/l pone de manifiesto el buen ajuste lineal del modelo y la ausencia de curvatura.
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Tabla IL5.- Resultados del ANOVA realizado en el rango de concentraciones

comprendido entre 50 y 500 nug/l de AA.

Fuente SM! gl MC? Fep P (%)
Modelo 3,07x10" 1 3,07x10? 1,10x10* 0,00
Residuales 3,61x10™ 13 2,80x10%
Fallo de 2,30x10° 3 8,00x107 2,18x1072 99,53
ajuste
Error puro 3,59x10* 10 3,19x10°

(1) Suma de cuadrados ; (2) Media de cuadrados.

Una vez que se comprueba la homoscedasticidad y admitir que se cumplen las
hipotesis matematicas del modelo de minimos cuadrados (normalidad, aleatoridad e
independencia) se calcula la siguiente funcion de calibrado:

A =0,013 + 8,95-10* [AA]

En la tabla (IL.6) se indican los parametros estadisticos correspondientes a esta
ecuacion de calibrado:

Tabla 11.6.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sr.c 5,27x1073

r (%) 99,88
Sp 8,51x10°
S, 2,38x10°
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Linealidad
Lin (%) =[1- DER. (b)] - 100 = 99'05 %
Sensibilidad

a) La sensibilidad de calibrado: S_, = b = 8'95x10™* (ug/l)".

b) La sensibilidad analitica: S,,,;= (sg /b) = 5'89 ng/l.
Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

El célculo de los limites de deteccion y de cuantificacion se realizaron siguiendo las
normas de la IUPAC, para ello se prepararon 10 disoluciones del blanco que contienen la
disolucion reguladora, el gel y agua, siguiendo el procedimiento operatorio propuesto y se
midieron sus absorbancias frente a una referencia constituida por el gel y agua, en la tabla

I1.7 se recogen los resultados obtenidos.

Tabla I1.7.-Repetibilidad del blanco.

Disoluciéon n’ A (blanco) Disolucién n° A (blanco)
1 0'0019 6 0'0018
2 0'0018 7 0'0036
3 0'0006 8 0'0012
4 0'0009 9 0'0015
5 0'0034 10 0'0009

El valor medio de la sefial de los blancos es de 0,0017 y la desviacion estandar
1,02x107, de donde se deducen los siguientes limites:
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Rango dindmico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion, 11,4 ug/ly el limite superior, que viene determinado por el
valor superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal aceptado por el test de
fallo de ajuste, 500 pg/l en nuestro caso.

RDL =0.1 (Limsup/Limi,,f) =438 ug/l.
Precision

La precision se evalué mediante las dos formas establecidas en el capitulo II,
obteniéndose los siguientes resultados:

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se preparan 10 disoluciones correspondientes a una concentracion incluida dentro
del rango dinamico lineal anteriormente determinada, 100 pg/l. Siguiendo la metodologia
de trabajo establecida se obtienen los resultados recogidos en la tabla I1.9, de donde se
estima la repetibiliad del método:

Tabla I1.9.- Repetibilidad del método.

Disolucién n° A (muestra) Disolucién n° A (muestra)
1 0'1103 6 0'1120
2 0'1184 7 0'1129
3 0'1131 8 0'1183
4 0'1103 9 0'1175
5 01122 10 0'1132
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Cuyos parametros estadisticos son 0'1138 de valor medio de absorbancia y 0'0031
de desviacion estandar, lo que supone una desviacion estandar relativa de 2'7%.

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla I1.10 se muestran los valores calculados a partir de la funcion de
calibrado previamente en el apartado 4.1 del presente capitulo.

Tabla I1.10.- Parametros estadisticos.

[AA] (ug/) s. D.ER (%)
50 4'09 872
100 5'19 52
200 412 21
300 4'57 1's
500 6'42 13

En la figura I1.13 observa, como era de esperar, que a medida que la concentracion
de AA analizada aumenta, la desviacion estandar relativa se hace cada vez menor, ya que
se dividimos un valor constante de desviacion estandar entre un valor de concentracion cada
VezZ mayor.
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Figura I1.14.- Repetibilidad en funcion de la concentracion de AA.

Existe una pequefia diferencia en la repetibilidad de 100 ug/l al aplicar esto a una
muestra dada (2'7%) o al obtenerla a partir de los datos del calibrado (5'2%) . La causa de
esta diferencia podria encontrarse en el nimero de réplicas utilizadas que en el primer caso
es de diez y en el segundo caso es de tres.

4.2.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para el
Sudan L

Como en el caso anterior para establecer la relacion entre la concentracion y la sefial
analitica se preparan una serie de disoluciones, todas ellas por triplicado, conteniendo
concentraciones de analito comprendidas entre 20 y 200 ug/l, todas ellas conteniendo 5Sml
de disolucion reguladora y enrasadas hasta un volumen de 100 ml con agua de 6smosis
inversa. Aplicando el procedimiento establecido se obtienen los datos recogidos en la tabla
IL.10.
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Tabla 11.10.-Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para el SD.

A
[SD] ( ngN) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
20 0'1007 0'1008 0'1021
50 0'1313 0'1310 0'1298
100 0'1823 01824 0'1821
150 012333 02345 02331
200 02842 02835 02856

No se toman valores de concentracion superiores a 200 pg/l a pesar de que este
valor es aun relativamente bajo para establecer el limite superior del intervalo dindmico
lineal, debido a que las concentraciones superiores ensayadas presentan una pendiente
diferente a la que presenta este tramo inferior, lo que se puede deber a fendmenos de
adsorcion sogre la superfiede del gel. La representacion grafica de estos datos se recoge en
la figura 11116, donde se puede observar una relacion lineal entre ambas variables.
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Figura I1.15.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para el SD.
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Figura I1.16.- Representacion de los residuales
frente a la concentracion de SD.
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Para verificar la linealidad se realiza el ANOVA en el rango de concentracion entre
20y 200 pg/l, mediante el test de fallo de ajuste, comprobamos que no hay curvatura (P =
36,68%) y en consecuencia hay un buen ajuste lineal .

La representacion de residuales (figura I1.16) pone de manifiesto una distribucion
aleatoria de los mismos que implica que se cumple la condicion de homoscedasticidad.

Tabla I1.13.- ANOVA en el rango de concentraciones 20 a 200 pg/l de SD.

Fuente Smt gl MC? F,., P (%)
Modelo 7,00x107 1 7,00x107 10,74x10* 0,00
Residuales | 8,00x10° 13 1,00x10°
Fallo de 2,11x10° 3 7,00x107 1,17 36,68
ajuste
Error puro 6,00x10¢ 10 6,00x107

(1) Suma de cuadrados; (2) Media de cuadrados.
Una vez comprobada la homoscedasticidad y asumiendo el cumplimiento del resto
de las hipétesis matematicas del modelo de minimos cuadrados (normalidad, aleatoridad

e independencia) se establece la funcion de calibrado: A = 8,00x10 + 1,02-10°- [SD]

Tabla 11.14.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sg.c 7'88x10

r* (%) 99'99
Sp 3'11x10°
S, 3'82x10™
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Linealidad
Lin (%) =[1- DER. (b)l - 100 = 99'69 %
Sensibilidad
a) La sensibilidad de calibrado: S, =b = 1'02x10” pg/l.
b) La sensibilidad analitica: S, = (sz /b) = 0'77 pg/l.
Limite de deteccion y limite de cuantificacion
Siguiendo el procedimiento operatorio propuesto sobre las disoluciones del blanco,
se obtienen los resultados recogidos en la tabla I1.15, de la que se calcula un valor medio

de 0,029 y una desviacion estandar de 1,46x107.

Tabla I1.15.-Repetibilidad del blanco

Disolucién n’ A (blanco) | Disolucién n® A (blanco)
1 0'0298 6 0'0310
2 0'0286 7 0'0287
3 0'0314 8 0'0298
4 0'0296 9 0'0294
5 0'0280 10 00264

Los limites de deteccion y de cuantificacion son de 4,3 ug/l y de 14,2 ug/l
respectivamente.

Rango dindmico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
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es el limite de cuantificacion, 14,2 pg/l y el limite superior, determinado por el valor
superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal especificado por el test de

fallo de ajuste cuyo valor es 200 pg/l.

RDL.=0.1 (Lims“p/Liminf) = 1,40 ng/l.
Precision

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Los valores de absorbancia originados por el analisis de 10 disoluciones de 100 pg/l
se recogen en la tabla II1.16. Estos datos junto con los valores del blanco incluidos en la
tabla IT1.15 nos permiten el calculo de la repetibilidad expresada como desviacion estandar

relativa que resulta ser de 1,2.%.

Tabla 11.16.- Repetibilidad de la muestra.

Disolucion n® | A (muestra) Disolucion n° A(muestra)
1 0,1836 6 0,1834
2 0,1858 7 0,1791
3 0,1855 8 0,1810
4 0,1832 9 0,1827
5 0,1822 10 0,1800

Tabla I1.17.- Parametros estadisticos.

Parametros Valor
A, dia 0,1826
Sn1 2,17x10°
D.ER (%) 1,18
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b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla I1.18 se recogen los resultados obtenidos para cada uno de los valores
de concentracion ensayados.

Tabla I1.18.- Parametros estadisticos.

[SYl (ugn) s, DER (%)
20 0,55 2.8
50 0,51 1.0
100 0,49 0,5
150 0,51 0,3
200 0,56 0,3

En la presente tabla se puede observar que la desviacion estandar relativa disminuye
a medida que la concentracion de SD analizada aumenta (figura I11.18).

3
D.E.R (%)
2,5

e

O T T 1 I I L T

0 30 60 9 120 150 180 210

concentracion (ug/l)

Figura I1.17.- Repetibilidad en funcion de la concentracion de SD.



134 Determinacion simultinea de AA vy SD por EFS

Hay que destacar que existe nuevamente diferencia entre los valores de la
repetebilidad para 100 pg/l obtenidos a partir de la repetibilidad de la muestra (1,2%) y los
obtenidos a partir del calibrado (0,49%). Diferencia que puede tener su explicacion en el
hecho de que el nimero de réplicas utilizadas en el primer caso es de diez y en el segundo
de tres aunque, a diferencia con lo obtenido para AA, aqui los resultados son mejores al
realizar tres réplicas, en ambos casos se aplicaron criterios de rechazo, no existiendo ningun
dato anomalo por ello la unica explicacion posible se debe a la aleatoriedad ya que la
diferencia no es demasiado grande (inferior al 1%) pudiendo encontrarse dentro del margen
de error del método.

S.- Resumen de los parametros de fiabilidad de ambos métodos.

En la tabla II1.17 se muestran a modo de resumen los parametros analiticos del
meétodo propuestos para ambos analitos.

Tabla I11.17.- Resumen de los parametros analiticos.

Parametros AA SD
R.D.L. 4'30 1'34
Linealidad (%) 99'05 99'69
Sensibilidad calibrado 8'95x10 1'02x10°

(ng/l)’

Sensibilidad analitica 5'89 077
(ng/l)

LD (pg/h 3'40 4'30

LQ (ug/h) 11'40 1420

D.ER. (%) 2'71 1'18
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6.- Verificacion de la independencia de las sefiales analiticas.

Dado que el método se va a aplicar a muestras donde se encuentran ambos analitos,
se hace necesario demostrar que la presencia de uno no influye en los resultados del otro.
Por ello se hizo una experiencia en la que se efectuaron distintos calibrados para cada
analito en presencia de una cantidad constante del otro, todo ello operando de acuerdo con
el método propuesto. El calibrado se realiza entre 50 y 500 pg/l para AA y entre 20 y 200

ug/l para SD. En la tabla II.18 se indican los resultados obtenidos.

Tabla I1.18 - Datos de las funciones de calibracion de AA y SD en ausencia y presencia

de SD y AA respectivamente.

Analito | Interferente | Concentracion (ug/l) | Pendiente | Ordenada P(%)
0'0 8,96x10™ 1,34x10% 88,74
10'0 8,95x10™ 2,01x10° 96,30

AA SD
50'0 8,90x10* -1,04x107 59,02
150'0 8,88x10™ 3,14x107 68,04
0'0 1,02x10° 8,0x10” 78,25
50,0 1,02x1073 6,5x107 91,38

SD AA
500,0 1,01x10° -0,1x107 89,28
1000,0 1,02x10” -0,3x10° 78,48

Las pendientes de cada serie de las funciones de calibrado establecidas se
compararon con la obtenida inicamente con patrones, segun la metodologia establecida en
el capitulo I1. Como conclusién se puede sefialar que la presencia de SD en concentraciones
comprendidas entre 10 y 150 ug/l no afectan a la funcion de calibrado de AA, igualmente
la presencia de concentraciones de AA comprendidas entre 50 y 1000 pg/l no afectan a la

funcion de calibrado de SD.

Se comprueba que no hay diferencia significativa entre las pendientes de las
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correspondientes funciones de calibrado comparadas, ya que en todos los casos se obtiene
un valor de P muy superior al 5 %, como se refleja en la tabla II1.18.

6.- Aplicaciones Analiticas.

Para comprobar la utilidad del método propuesto, se aplico a la determinacion de
ambos colorantes en dos muestras de Amarillo anaranjado usado con fines alimentarios y
procedentes de dos casas comerciales diferentes: Laboratorios Utter (muestra 1) y Sancolor
S.A. (muestra 2).

Debido a que no existe, que nosotros sepamos, ningun método propuesto para
determinar ambos colorantes a la vez que se pueda emplear como método de referencia, se
valido el método aqui propuesto utilizando el procedimiento de adicion de patron para cada
una de las aplicaciones propuestas y se verifico la exactitud usando una metodologia
propuesta en este Departamento™® y ya comentada en el capitulo I
6.1.- Validacion del método propuesto.

Los calibrados con adicion de patron se establecen preparando dos series de
disoluciones, una para cada marca comercial del producto, con un volumen final de 100 ml
introduciendo en todas ellas 50 pg/l de AA. Hay que sefialar que las disoluciones madres
de ambas muestras se preparan teniendo en cuenta la pureza del producto proporcianada
por los respectivos fabricantes, que es de un 86 % y de un 85 % para la muestra
proporcionada por los Laboratorios Utter y Sancolor S.A. respectivamente. Este dato sera
el que se tendra en cuenta para compararlo con los valores que se obtengan al determinar
la cantidad de SD que tienen estas muestras.

Posteriormente se sigui6 el método operatorio establecido y los resultados obtenidos
se recogen en la tabla 111.19 y los parametros establecidos en la tabla IT1.20.
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Tabla I1.19.- Calibrados con adicion de patron.

[AA] pgn A
adicionado Muestra 1 Muestra 2
0 0,0602 0,0584
50 0,1010 0,1004
100 0,1417 0,1429
150 0,1901 0,1908

Tabla I1.20.- Parametros estadisticos de los calibrados
con adicion de patron.

Parametros Muestra 1 Muestra 2
a 0,0580 0,0573

b 8,67x10™ 8,88x10™
r 0,9999 0,9977
P (modelo) 0,0000 0,0011

El calibrado con adicion de patron, para determinar la cantidad de SD en las

muestras de Amarillo Anaranjado, se realiza preparando dos series de disoluciones, una para

cada marca comercial del producto, con un volumen final de 100 ml y en todas se
introducen 100 pg/l de AA, asi el punto cero de la adicion de patron dara la sefial
correspondiente a la cantidad de SD contenida en los 100 pg/l de AA y por lo tanto el
resultado obtenido vendra dado en tanto por ciento de AA, posteriormente se siguio el
método operatorio establecido. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla I11.21.
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Tabla I1.21.- Calibrados con adicion de patron.

SD] pg/t A
adicionado | Muestra 1 Muestra 2
0 0,0129 0,0199
20 0,0325 0,0402
50 0,0611 0,0710
100 0,1131 0,1229

Los parametros estadisticos calculados a partir de estos datos se recogen en la tabla
11.22.

Tabla I1.22.- Parametros estadisticos de los calibrados
con adicion de patron.

Parametros Muestra 1 Muestra 2
a 0,0160 0,019

b 1,07x107 1,03x107
r 0,9999 0,9996
P (modelo) 0,0000 0,0002

6.1.1.- Validacion del método. Aplicacion al analisis del contenido de Amarillo
Anaranjado en la muestra de los Laboratorios UTTER.

Las experiencias realizadas son las siguientes:

a.1.- Calibrado con patrones. Se ha establecido ya en el anterior apartado 3.1. Para
emplear la metodologia de adicion de patron nos sera necesaria la ordenada en el origen (a),

)00 0000000000000 0000008000000000000000000000000000000000000
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la pendiente (b) y la desviacion estandar de la regresion del calibrado (sg ).

a.2.- Calibrado con adicién de patron. Para establecerlo se preparan cuatro
disoluciones conteniendo todas ellas 50 pg/l de muestra y afiadiendo cantidades crecientes
de disolucion patron de AA. Los parametros que se necesitan son nuevamente la ordenada
en el origen (a), la pendiente (b) y la desviacion estandar de la regresion (sg ).

a.3.- Calibrado de Youden. Se toman volumenes crecientes de la disolucion de 10
mg/l de la muestra en concreto, 3, 5, 7y 10 ml, y se llevan a un volumen final de 100 m! con
agua de 6smosis inversa, al igual que en los casos anteriores para utilizar la metodologia de
adicion de patron se utiliza la ordenada en el origen (a), la pendiente (b) y la desviacion
estandar de la regresion (sy ;) obtenidas a partir de este calibrado. En la figura IIL.19 y I1.20
se muestran de forma grafica los resultados de los tres calibrados.

Tabla I1.24.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AA de los Laboratorios UTTER.

Parametros Ccp CA CY
n 15 4 4
0,013 0,0573 -0,010
b 8.95x10 8,88x10 4.8925
S e 3,27x10- 2,22x10° 41,93x10"
s 4,.97x10°
t(®) 034 (P = 73,86 %)
b, 8,94x10
2 0,0136 X1 R —
153 R IR — -0,0236
Cos 50,56
VN I— 75 & I—
t(c) 0.807 (P = 26,84 %)

De la aplicacion de la metodologia de adicion de patron, cuyos resultados se
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resumen en la tabla II1.24, se puede concluir que en la comparacion de varianzas no se
encuentran diferencias significativas entre ambas (P = 16.15 %), por lo que se acepta la
hipétesis nula (H,), las varianzas son iguales. Por otra parte al comparar las pendientes
tampoco se obtienen diferencias significativas entre ambas, pues P = 73,86%, por lo que se
acepta la hipotesis nula (H,), que las pendientes son iguales.

En este caso ay no esta incluido en el intervalo calculado calculado parala 1., por

lo tanto existe un componente de error sistematico. No obstante como el valor del blanco
de Youden es muy pequeiio, este error tambien sera pequefio y lo eliminamos restandole
a la sefial el blanco de Youden en lugar del blanco analitico.

Al comparar el contenido de analito en la disolucion calculado a partir del calibrado
con patrones (C,s) y el contenido de analito en la disolucion, calculado a partir del calibrado
con adicion de patron (c, ), se observa P > 5%, por lo que se concluye que el método es
exacto para la determinacion de AA en la muestra de los laboratorios Utter con un nivel de

significacion mayor del 5%.
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Figura IL.18 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de AA en la muestra 1.
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Figura I1.19 .- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de AA en la muestra 1.

Como conclusion consideramos que el método queda validado para la determinacion
de AA en el colorante alimentario Amarillo Anaranjado de los Laboratorios Utter.

Analisis de la muestra.

Una vez validado el método para analizar este tipo de muestras fue aplicado el
método operatorio establecido y la sefial obtenida se aplica directamente el calibrado con
patrones para calcular la concentracion de analito. Se realiza el analisis por triplicado para
el colorante alimentario de los Laboratorios Utter (tabla I1.25). Donde se obtiene una
desviacion estandar relativa de 0,33 %. Con ellos se obtiene un valor de concentracion
media para la muestra de 50,96 pg/l, ya que se adicion6 una cantidad de 50 ug/l del analito
y la pureza suministrada por el fabricante es del 86%, estableciendo una relacion con entre
el valor obtenido por nuestro método y el afiadido de acuerdo con los datos suministrados
por el fabricante, obtenemos una pureza del 87.6%. Comparando estadisticamente ambos
porcentajes, para un nivel de confianza del 95,5%, obtenemos P = 6,4, por lo que podemos
concluir que no hay diferencias significativas entre el dato de pureza suministrado por el
fabricante y el encontrado por nosotros.
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Tabla I1.25.- Contenido de AA en el colorante
alimentario de los Lab. Utter. -

Serie n° A c(ug/l)
1 0,0556 51,00
2 0,0554 50,78
3 0,0557 51,10

6.1.2.- Validacién del método. Aplicacion a la determinacién del contenido de

Amarillo Anaranjado de SANCOLOR S.A.

Tabla I1.25.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del

método para AA de Sancolor S.A.
Parametros Cp CA CY

n 15 4 4

a 0,013 0,0580 9,97x107

b 8,95x10™ 8,67x10* 9,0097
S 3,27x10s 3,30x10° 5,27x10°

s 5,05x103
t(b) 0,61 (P =55,10 %)

b, 8.94x10™

a 0,0136 0,0562  emeeeee-
BY | e e -3,63x10°
Ces 7. 7 —
NP [——— P 37 R ——
t(c) 1,20 (P =24,76 %)

La aplicacion de la metodologia a esta muestra se realiza de igual forma que en el
caso anterior, los resultados obtenidos se reflejan en las figuras IT11.21 y IT1.22 y los datos
estadisticos se recogen en la tabla II1.26.
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Figura IL. 20.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adiciéon de patrén (CA) para la determinacion
de AA de Sancolor S.A.
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Figura I1.21.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de AA de Sancolor S.A.
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De los resultados se concluye que al comparar las varianzas no se obtienen
diferencias significativas entre ambas (P = 31,66 %), por lo que se considera que las

varianzas son iguales.

Igualmente al comparar las pendientes no se obtienen diferencias significativas entre
ambas, al obtener P = 55,10%, por lo que nuevamente concluimos que las pendientes son

iguales.
En este caso ay esta incluido en el intervalo calculado calculado parala 4 s

por lo tanto no existe componente de error sistematico. Al comparar elcontenido de analito
en la disolucion, calculado a partir del calibrado con patrones (c,s) y €l contenido de analito
en la disolucion calculado a partir del calibrado con adicién de patron (¢, ), se observa que
no hay diferencias significativas entre ambas (P = 24.76%), por lo que el método es exacto
para la determinacion de AA en la muestra de Sancolor S.A. con un nivel de confianza del
95,5%. En este caso se puede considerar que el método queda validado para la
determinacién de AA en el colorante alimentario de Amarillo Anaranjado de Sancolor S.A.

Analisis de 1a muestra.

Aplicamos el método para el analisis de esta muestra usando el calibrado con
patrones para calcular la concentracion de analito. Se realizan tres analisis del colorante
alimentario de Sancolor S.A (tabla I1.27).

Tabla 11.27.- Contenido de AA en el colorante alimentario

Sancolor S.A.
Serien’ A C(ngM)
1 0,0572 49,44
2 0,0578 50,11
3 0,0573 49,52

La desviacion estandar relativa de los datos es de 0,73%. Con estos datos se obtiene
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un valor de concentracion media para la muestra de 49,69 pg/l, ya que se adicioné una
cantidad de 50 pg/l del analito y la pureza suministrada por el fabricante de esta muestra es
del 85%, de la relacion entre lo encontrado por nuestro método y la cantidad adicionada
establecemos que la pureza de la muestra es del 84,47%, comparando ambos resultados
estadisticamente, obtenemos P = 27,67%, por lo que se puede concluir diciendo entre la
pureza de la muestra establecida por nuestro método y la dada por el fabricante no existen
diferencias significativas para el nivel de confianza establecido.

6.1.3. Validacién del método. Aplicacion a la determinacién del contenido en SD en
el colorante Amarillo Anaranjado de los Laboratorios UTTER.

Como en anteriores ocasiones se necesitan tres calibrados diferentes, calibrado con
patrones, calibrado con adicion de patron y calibrado de Youden.

Para establecer el calibrado con adicion de patron se afiaden en cada matraz 1 ml
de la disolucion madre de AA de los laboratorios Utter de 10 mg/l de concentracién y en
cada uno de ellos se afiade una cantidad diferente y creciente de SD enrasando con agua de
6smosis inversa hasta un volumen de 100 mli (esto equivale a poner en todos los matraces
una concentracion de 100 pug/l de AA), asi el contenido de SD que encontraremos estara
referido a 100 ug/l de AA, por lo que vendra directamente expresado en tanto por ciento.

El calibrado de Youden se establece tomando volimenes crecientes de la disolucion
madre de AA de los Laboratorios Utter 3, 5, 7y 10 ml y aplicando el proceso operatorio
establecido para la determinacion de SD. Los parametros estadisticos que se necesitan para
los tres calibrados son ordenada en el origen (a), pendiente (b), y desviacion estandar de la
regresion (sg ).
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Tabla I1.28.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de SD en la
muestra de Amarillo Anaranjado de los Laboratorios UTTER.

Parametros Cp CA CY

n 15 4 4

a 0,080 0,0102 0,0949

b 1,02x10° 1,00x10° 1,202
S 7,87x104 1,50x10° 535x10

% 9,14x10*
t(b) 1,58 (P = 13,50 %)

b, 1,019x10°

2’ 0,0804 X0 T—
BY | e e 0,0145
Ces 48 e e
Ca | 49 e
t(c) 0,189 (P = 85,24 %)

Tras aplicar la metodologia se comprueba que las varianzas de ambos calibrados no
se diferencian significativamente (P = 5,6 %), por lo que se concluye que las varianzas son
iguales. Lo mismo ocurre con la pendiente, al compararlas tampoco se obtienen diferencias
significativas entre ambas, (P > 1%) y concluimos que las pendientes son iguales.

En esta ocasion a, no esta incluido en el intervalo calculado para la nuevad’s
por lo tanto existe componente de error sistematico, que eliminaremos restando este blanco
a la sefial obtenida.

Al comparar el contenido de analito en la disolucion problema calculado a partir del
calibrado con patrones (c, ) y el contenido a partir del calibrado con adicion de patron
(c.4), se concluye que el método es exacto para la determinacion de AA en la muestra de
Amarillo Anaranjado con un nivel de confianza del 95,5%.
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Figura I1.22 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion

de SD de la muestra de AA de los Laboratorios Utter.

0,24
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0,205

017

0,135 A

0 002 004 006 008 01 012
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Figura I1. 23.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de la cantidad de SD en la muestra de AA de los
laboratorios Ultter.
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Por todo esto se considera que el método queda validado para la determinacién de
SD en la muestra de Amarillo Anaranjado de los laboratorios Utter.

Analisis de la muestra.
Una vez validado el método, se determina el contenido de analito realizando tres
determinaciones directas. El contenido de analito serd el valor medio de estas tres

determinaciones. Los resultados se reflejan en la tabla 11.29.

Tabla 11.29.- Contenido de SD en el colorante alimentario
de los Laboratorios Ultter.

Serie n° A C(ngh)
1 0,0999 4,90
2 0,0998 481
3 0,0998 4,81

Con estos datos se obtiene que la impureza se encuentra en un 4,84%, resultado que
esta de acuerdo con el contenido de impurezas suministrado por el fabricante y calculado
con nuestro método 15 % (la pureza es del 85%). La desviacion estandar relativa de los
datos es de 1,07 %.

6.1..4. Validacion del método. Aplicacion a la determinacion del contenido en SD en
el colorante alimentario Amarillo Anaranjadode SANCOLOR S.A.

Operando de manera similar a la anterior se obtienen los resultados que se resumen
en la tabla I1.29.
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Tabla I1.29.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de SD en la muestra de AA de Sancolor S.A.

Parametros CP CA CYy
n 15 4 4
a 0,080 0,0997 0,0936
b 1,02x10° 1,03x10° 1,107
S e 7,87x10- 2,50x10" 7,36x10"
& 7,38x10
t(b) 0,978 (P = 34,36 %)
b, 1,03x10*
2 0,0792 Y1 A—
BY | e e 0,0144
Ces 6,11
Con | - 592 eeeeeeeee-
t(c) 0,42 (P = 67,36 %)
04
03 cp
02 - CA
0,1
O ! 1 1 LI 1
0 40 80 120 160 200

Concentracion (pg/l)

Figura I1.24.- CP y CA para la determinacion

de SD el la muestra de AA de Sancolor S.A.
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Figura I1.23.- Calibrado de Youden (CY) para la deternacion
de SD en la muestra de AA de Sancolor S.A.

En esta ocasién al comparar las varianzas no se obtienen diferencias significativas
entre ambas (P = 9'54 %). Al comparar las pendientes tampoco se obtienen diferencias

significativas y se consideran iguales.

Como ay no esta incluido en el intervalo calculado para el nuevo valor de la
ordenada en el origen del calibrado con patrones en este caso, se considera que hay
componente de error sistematico, aunque muy pequefio, que se elimina restando su valor
al valor de la sefial obtenida. Al comparar el contenido de analito en la disolucion calculado
a partir del calibrado con patrones (c, 5) y el contenido de analito en la disolucion calculado
a partir del calibrado con adicion de patron (c, ,), se concluye que el meétodo es exacto para
la determinacion de SD en la muestra de colorante alimentario Amarillo Anaranjado de
Sancolor S.A, con un grado de confienza del 95'5 % y el método queda validado.

Analisis de la muestra.

A continuacion se le aplico a ésta el método operatorio establecido y la sefial que
se obtiene se lleva directamente a la recta de calibrado con patrones para calcular la




Capitulo 11 151

concentracion de analito. Se realizan tres analisis del colorante alimentario de Sancolor S.A
(tabla 11.29).

Tabla I1.29.- Contenido de SD en el colorante alimentario

AA de Sancolor S.A.
Serie n° A C(ng/h)
1 0'0991 530
2 0'0991 5'30
3 0'0099 524

Con estos datos se obtiene un valor de 524 % de SD en la muestra de Amarillo
Anaranjado de Sancolor S.A., este resultado que esta de acuerdo con la pureza suministrada
por el fabricante , 85%, que indica la presencia de un 15% de impurezas en la muestra. La
desviacion estandar relativa de los datos es de 0,76 %.

Como sintesis de todo lo expuesto, se propone un nuevo método para la
determinacion de AA y SD en muestras comerciales de colorantes empleados en productos

alimentarios.
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En este capitulo se desarrolla y propone un nuevo método espectrofotométrico para
la determinacion conjunta de un colorante sintético, la sal disodica del acido (sulfo-4-
naftilazo-1")-2-naftol-1-sulfonico-4 (C.1. 14720), también llamado Carmoisina (CM) y su
producto no sulfonado el 1-naftilazo-1-naftol (NN), que fué sintetizado por nosotros segun
el procedimiento expuesto en el capitulo 1. El primer compuesto es ampliamente utilizado
como aditivo en alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos, ademas de ser utilizado
en la industria textil y en artes graficas, mientras que el segundo compuesto se forma en el
proceso de manufacturacion del primero. Los productos comerciales destinados a
alimentacién no pueden contener de este segundo compuesto mas de un 2%, segun lo
establecido en la legislacion espaiiola y europea, lo que hace necesario el establecimiento
de métodos de analisis que permitan la determinacion de ambos compuestos, aunque uno
de ellos (el colorante no sulfonado) se encuentre en proporciones muy pequefias respecto
a su homologo sulfonado. Para resolver esta situacion proponemos el empleo de la
espectrofotometria en fase solida como técnica analitica apropiada, ya que ademas de
posibilitar la separacion de ambos compuestos, ejerce una preconcentracion que aumenta
la sensibilidad de las medidas. A partir de ahora se designara a ambos por los acronimos

CM y NN respectivamente.



156 Determinacion conjunta de CM y NN por EFS

OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES.
1.- Elecion del soporte solido.

Al considerar la estructura de estas moléculas, se observa que en el caso de CM se
trata de un sulfonato, por lo que se podria fijar tanto en cambiadores de iones como en
adsorbentes, en cambio NN no contiene grupos iénicos en su molécula, y por tanto, no se
deben retene por intercambio i6nico y si por adsorcion sobre un soporte adecuado.
Cualitativamente se comprobo la buena retencion de CM en geles anionicos y de NN en
adsorbentes hidrofobicos.

Para conocer mejor el proceso de fijacion se registraron los espectros en fase solida
de ambos colorantes, resultantes de equilibrar 100 mi de disoluciéon de 200 pg/l de CM 'y
de otros 100 ml de NN de 500 pg/l, con cada uno de los siguientes cambiadores: Sephadex
G-15, G-25, DEAE A-25, QAE A-25, CM C-25, SP C-25 y gel de silice C-18. Los
resultados obtenidos se recogen en la figura IIL. 1. En ella se observa que NN unicamente
se fijo sobre gel de silice C-18, dado que su molécula carece de grupos cambiadores y los
grupos polares que tiene, azo e hidroxi, no le confieren suficiente polaridad como para
retenerse sobre soportes hidrofilicos. En los demés soportes ensayados no se observo
ninguna retencién por lo que, al no proporcionar ningun tipo de informacion, no se han
incluido en la citada figura. En la figura TIL.1 las curvas nos muestran el espectro del
colorante CM fijado sobre Sephadex DEAE A-25 (b) y Sephadex QAE A-25 (c). La
retencion sobre estos soportes podemos atribuirla a la presencia de grupos sulfonicos en su
molécula, que permiten su retencion sobre cambiadores anionicos. Como podemos apreciar
presenta una retencién mayor sobre Sephadex QAE A-25, pero tambien presenta una
retencion apreciable sobre Sephadex DEAE A-25 y dado que este es un soporte mas
selectivo que el anterior, es el que se selecciona para experiencias posteriores. Al igual que
en el caso anterior los demas soportes ensayados con este analito no dan resultado por lo
que tampoco se han incluido en la figura citada.
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0.1
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Longitud de onda (nm)

Figura IIL.1.- Espectros de absorcion de:
(a) NN (500 pg/l) en gel de silice C-18.
(b) CM (200 pg/l) en Sephadex QAE A-25
(c) CM (200 pug/l) en Sephadex DEAE A-25.

2.- Optimizacién de las variables quimicas que afectan a la fijaciéon de CM y NN.
2.1.- Factores que influyen sobre el proceso de fijacion.

2.1.1.- Influencia del pH.

En el caso del colorante sulfonado (CM) una de las variables que mayor influencia
puede ejercer en su proceso de retencion sobre la resina, es el pH del medio ya que la
concentracion de protones afecta al equilibrio acido-base de los grupos sulfonicos y en
consecuencia, a su capacidad para fijarse en el soporte solido.

Para establecer la dependencia con el pH para ambos compuestos se preparan dos
series de disoluciones, una de 500 pg/l para CM y otra serie de 200 pg/l para NN, en
matraces de 100 ml. Para cada disolucién se ajusta un valor de pH diferente, desde 1 hasta
13, mediante la adicion de disoluciones de HCl o NaOH de concentraciones . A



158 Determinacion conjunta de CM y NN por EFS

continuacién siguiendo la metodologia establecida en el Capitulo 1, se obtuvieron los
resultados cuya representacion se muestra en la figura II1.2:

0,6
04 -
0,2
NN
o —eo—0—0 00— -o
0 4 ' | |
0 3 6 9 12

Figura IIL.2.- Influencia del pH sobre el proceso de retencién .

En la citada figura podemos observar que la retencion de NN sobre la resina es
independiente del valor de pH, cosa logica si tenemos en cuenta que se trata de un proceso
de adsorcion. Por el contrario la retencion del colorante CM, que sigue un mecanismo de
cambio ionico, si estd influenciada por el pH del medio. En efecto, en medio acido los
grupos sulfénicos a pesar de estar protonados se retienen con fuerza disminuyendo la
retencion al incrementarse el valor del pH debido a la competencia que surge con los iones
hidroxilo por los grupos iénicos fijos libres. Por todo esto se selecciona para CM un pH
1y para NN un pH 5, para lo que habra que utilizar disoluciones reguladoras de pH.

Por su parte y para asegurarnos que las disoluciones de NN alcanzan un pH de 5 se
prueban distintas cantidades de dos disoluciones reguladoras validas para esa zona de pH,
acido acético/acetato sodico 1 M y acido monocloroacético/monocloroacetato sodico 1 M.

Siguiendo el proceso operatorio requerido para cada analito, se observa que para
CM la disolucién de HC] mantiene el valor requerido de pH, y que para NN ambas
disoluciones amortiguadoras ensayadas ofrecen idénticos resultados, pero que la cantidad
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requerida en el segundo caso es mayor. Por ello se opto por usar la disolucion de acido
acético/acetato sodico 1 M.

Para la determinacién de la cantidad minima de disolucion reguladora necesaria para
ajustar el pH en cada caso, se preparan disoluciones de 500 ug/l de CM y de 100 ug/l de
NN poniendo en cada una de las ellas cantidades crecientes de disolucion de HC! para CM
y de acido acético/acetato sddico para NN desde, 1 ml hasta 20 ml comprobando, para
ambos analitos y en todos los casos, la constancia del pH antes y después de aplicar el
proceso operatorio. Los datos obtenidos en ambos casos (tabla II1.1), sefialan que 5 ml son
suficientes en ambos casos, por lo que dicho volumen se elige como Optimo para

posteriores experiencias.

Tabla I11.1.- Influencia de la cantidad de disolucion reguladora.

V (ml) pH A
CM NN CcM NN
1 167 4'96 0'5639 0'0621
2 138 498 0'5698 0'0645
5 100 5'00 0'5786 0'0718
10 100 5'00 0'5783 00735
20 0'89 5'00 0'5784 0'0726

2.1.2.- Influencia de la fuerza ionica.

El estudio de dicha influencia sobre la fijacion de ambos analitos se realizd
preparando 5 disoluciones de 500 pg/l de CM y otras 5 disoluciones de 100 ug/l de NN,
afiadiendo a cada una de ellas 5 ml de disolucion de HC1 1 M (pH = 1) para las primeras y
5 ml de acido acético/acetato sodico (pH = 5'0) para las segundas. Se afiaden a ambas
series volumenes crecientes de disolucion 0,1 M de NaCl, enrasando en todos los casos a

un volumen final de 100 ml. Siguiendo el procedimiento operatorio establecido en el
capitulo I se obtienen los resultados que podemor ver en la figura IIL.3.
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Figura I11.3.- Influencia de la fuerza ionica .

Para NN la sefial es totalmente independiente del valor de la fuerza ionica del
medio. Para CM la absorbancia aumenta ligeramente (0'02 unidades al aumentar la fuerza
ionica del medio desde 0'2x107 hasta 0'5x10” M, por lo que no se considero necesario

ajustarla en ninguno de los casos.

2.1.3.- Influencia de la cantidad de gel.

Se prepararon 6 disoluciones con un volumen final de 100 ml de disolucién 500
pg/l de CM vy otras tantas de 100 pg/l de NN, todas ellas con sus correspondientes
disoluciones amortiguadoras. En el caso de CM se afiadieron cantidades crecientes de
Sephadex A-25 desde 40 hasta 120 mg y en el caso de NN gel de silice C-18 desde 100
hasta 300 mg. Posteriormente se aplico el proceso operatorio establecido, obteniendo los
resultados recogidos en la tabla IIL.2 y representados en la figura I11.4, que ponen de
manifiesto una dependencia exponencial entre la masa de gel empleada y la absorbancia
obtenida que esta de acuerdo con las predicciones tedricas sefialadas en la Introduccion.
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Tabla I11.2 Influencia de la cantidad de gel.

M NN
mg(DEAE) A mg (C-18) A
40 07172 100 0'1950
50 0'4667 120 0'1339
70 0'3420 130 0'1040
90 02878 150 0'0831
100 02722 250 00712
120 02700 300 0'0705

Si se realiza una transformacion logaritmica de los valores experimentales obtenidos
en ambos casos y se ajustan por minimos cuadrados, como hemos realizado en anteriores
ocasiones, se obtienen las siguientes ecuaciones:

ParaCM  log A=1'192-0'873 log m,
ParaNN  log A=0'803 - 0'813 log m,

donde m, es la masa del gel correspondiente, expresada en miligramos.

08
0,6
A
04 -
CM
02 - n
il NEI
O t 1 1 ¥ 1 |

10 60 110 160 210 260 310

Cantidad de resina (mg)

Figura I11.4.- Influencia de la cantidad de resina.
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A partir de estas ecuaciones se puede establecer para cada analito la ecuacion de la

us/s
=-1

hipérbola correspondiente a la curva de la figura ITL.4. ParaCM  A'm., /192 y para

NN 1-m **=-0781" .

Con ellas se puede estimar el valor de absorbancia para cualquier cantidad de gel
comprendida entre 40 y 120 mg para CM y entre 100 y 300 mg para NN en las mismas
condiciones operatorias.

Segtin lo establecido en el capitulos anteriores, se debe de tomar la cantidad de gel
que proporcione un valor maximo de absorbancia, 40 mg en un caso y 100 mg en otro, pero
estas cantidades tan pequefias presentan problemas de manipulacion durante el proceso de
recogida y empaquetado de los solidos en la cubeta de medida. Por ello, se llega a una
situacion de compromiso entre sensibilidad y facilidad en la manipulacion, eligiéndose 50
mg de Sephadex A-25 para CM y 150 mg de gel de silice C-18 para el caso de NN, que son
las minimas cantidades de soporte solido que se pueden usar con facilidad sin que se
produzca una pérdida de sensibilidad excesivamente grande. Hay que destacar que la
cantidad de resina seleccionada para NN esta dentro de la zona que da el valor de
absorbancia mas baja de la grafica, luego la sensibilidad que obtenemos con esta cantidad
de resina es la minima dentro de todas las posibles cantidades de resina es de las menores
dentro de las cantidades de resina que se pueden utilizar.

2.2.- Factores que influyen sobre la cinética del proceso de fijacién.
2.2.1.- Influencia del tiempo de equilibracion del gel.

Se preparan dos series de disoluciones, una de 500 pg/l de CM en un volumen final
de 100 ml de agua de 6smosis inversa y otra de 100 pg/l de NN, se ajustan los valores de
pH en la forma anteriormente indicada y se transfieren a botellas de vidrio de 1 litro donde
se afiaden las cantidades necesarias de los respectivos soportes solidos. Disoluciones
idénticas se agitan mecanicamente durante periodos de tiempo variables comprendidos entre
5 y 60 minutos a 60 rpm y se sigue el procedimiento operatorio establecido anteriormente.
Los resultados obtenidos se recogen en la figura I11.5, donde se puede observar que hay un
importante aumento en la absorbancia en el caso del CM al aumentar el tiempo de agitacion
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de 5 a 10 minutos a partir del cual permanece constante. En el NN hay un ligero aumento
inicial de absorbancia hasta que a partir de 15 minutos se mantiene constante. Al igual que
con los analitos estudiados en capitulos anteriores cabe destacar la rapida equilibracion
debido a que no hay reacciones quimicas previas. Se elige un tiempo de equilibracién de 10
minutos para el caso de CM y de 15 minutos para el caso de NN.

Como en casos anteriores la velocidad de agitacion result6 ser una variable que no
afecta al proceso de fijacion de los analitos siempre que su valor sea razonablemente alto.
En este caso se elige 60 rpm para ambos analitos.

06
/““—*—/‘FJ
A04 -
02 -
./.-fk —i —R
NN
O 1 1 T I 1 13

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
Figura IIL5 - Influencia del tiempo de equilibracion.

2.2.3.- Influencia del contenido en etanol.

Puesto que el estudio que estamos realizando pretende determinar CM que es
soluble en agua y NN que es insoluble en agua pero soluble en etanol, sera necesario
trabajar con un determinado porcentaje de etanol, que permita la solubilizacion del NN. De
hecho la disolucion madre de este analito se encuentra preparada en este disolvente. Este
hecho justifica el estudio de la influencia del contenido de etanol sobre la retencion de
ambos analitos, para lo cual se preparan disoluciones de 500 ug/l de CM y de 100 pg/l de
NN y tras ajustar el valor de pH seleccionado para cada analito se afiaden cantidades de
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etanol entre 1 y 20 ml, enrasando a un volumen final de 100 ml con agua de dsmosis
inversa. Posteriormente se sigue el proceso operatorio descrito en el capitulo I. Los
resultados obtenidos se recogen en la figura I11.6, donde puede observarse que en el caso
de CM el volumen de etanol afiadido no afecta a la fijacion de éste por cambio ionico, al
menos hasta un 20 % (etanol/agua v/v). Para NN, en cantidades inferiores al 10% de etanol,
hay una menor retencién sobre el soporte solido y a partir de esta proporcion se obtiene
una sefial constante que es la que se selecciona. El etanol nos asegura que el NN se
encuentra completamente disuelto, esto como se ve en la figura IT1.7 se consigue a partir
de un 10% de etanol como lo indica el valor maximo de absorbancia. No se han
representado cantidades superiores al 20% de etanol porque a partir de este valor se
produce una deshidratacion del gel dando lugar a un apelmazamiento del mismo que
dificulta su empaquetamiento en la cubeta.

0,6
~— * * +—— CM
04 -
A
02
y——8— 88— NN
O | T i 4 i

0 1 5 10 15 20 25
%o Etanol

Figura II1.6.- Influencia del % de etanol en los procesos
de fijacion de los analitos.

Las muestras reales en las que vamos a determinar los colorantes de nuestro interes
no llevan etanol por lo que NN debera de encontrarse disuelto o disperso en agua a pesar
de ser muy poco soluble. Las cantidades encontradas de este producto, NN son muy
pequefias, no obstante la presencia de surfactantes en algunao de los productos analizados
pueden contribuir a su disolucion quizas en estado coloidal. Para realizar la determinacion
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del contenido de NN en alguno de ellos, afiadimos nosotros un 10% de etanol para asegurar
la disolucion del producto que se puede encontrar disperso.

2.3.- Factores que influyen en la medida de la seiial analitica.
2.3.1.- Influencia del volumen de disolucion empleado.

Para establecer la dependencia de la absorbancia respecto del volumen de muestra
inicialmente tomado para el anlisis, se preparan disoluciones de 500 pg/l de CM y de 100
ug/l de NN, todas ellas con 5 ml de disolucion reguladora, con un 10 % de etanol (en el
caso del NN), y enrasadas con voliumenes variables de agua de 6smosis inversa que van
desde 100 ml hasta 2000 ml. A estas disoluciones, transferidas a botellas de vidrio de 1 6
2 litros, segun el volumen final de la disolucion, se afiaden 50 mg de Sephadex DEAE A-25
0 150 mg de gel de silice C-18 respectivamente y se agitan durante 15 minutos.

En la figura II1.7 se pone de manifiesto, como es de esperar, que en ambos casos
hay un aumento de la absorbancia al aumentar el volumen final de muestra, hasta alcanzar
un valor constante a partir del cual el valor de la absorbancia permanece constante. Para
CM ese valor es de 1000 ml.

1,6

’ CcM
1,2 1
A
0,8 'J
04 -
./r,__.—[— - # NN
0 1 1 1 1

0 250 500 750 1000
Volumen (ml)

Figura II1.7.-Influencia del volumen de muestra.



166 Determinacion conjunta de CM y NN por EFS

En principio se seleccion6 como volumen de trabajo 100 ml debido a que se reduce
el tiempo de agitacion y por tanto el método se hace mas rapido. Sin embargo para el caso
de NN los valores de absorbancia obtenidos son muy bajos, lo que se puede deber a que la
cantidad de resina seleccionada es demasiado grande y origina una sefial de absorbancia
baja. Por ello, para este analito vamos a establecer dos funciones de calibrado, una para un
volumen de 100 y otra de 500 ml, al objeto de poder comparar las sensibilidades de ambos
y seleccionar el volumen de trabajo que mejor convenga.

2.3.- Influencia del tiempo de secado en la determinacion de NN.

Debido a las caracteristicas hidrofobas del gel de silice C-18, es necesario secarla
antes de empagquetaria en la cubeta de medida y proceder a su lectura. Para elegir el tiempo
de secado optimo se prepararon disoluciones de 100 ng/l de NN siguiendo el proceso
operatorio establecido hasta llegar a la fijacion del analito sobre el gel de silice y filtracion
posterior. Una vez llegado a este punto, distintas muestras se someten a diferentes tiempos
de secado comprendidos entre 1 y 20 minutos siguiendo la metodologia establecida. Los

resultados los encontramos representados en la figura IIL8.

0,1
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005 T T T T
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Tiempo de secado (min)

Figura ITL.8.- Influencia del tiempo de secado en las muestras de NN.

Para un valor del tiempo de secado inferior a 5 minutos, no es posible empaquetar
el gel pues no esta suficientemente seco y al introducirlo en la cubeta queda apelmazado.
De 5 a 10 minutos se observa un incremento de la sefial, debido a que el empaquetamiento
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va siendo cada vez mas homogéneo, hasta que se llega a una constancia en la sefial analitica
a partir de 15 minutos, tiempo que se empleara, a partir de ahora, para secar el solido
después de fijar el analito.

2.3.2.- Influencia del tiempo de centrifugacion.

Para establecer esta dependencia se introduce la cubeta de medida, conteniendo al
soporte solido ya empaquetado, en un compartimento especialmente preparado para ello
y el conjunto se lleva a una centrifuga de sobremesa. La experiencia que se plantea consiste
en preparar una disolucion de 500 pg/l de CM y otra de 100 pg/l de NN siguiendo el
procedimiento operatorio ya establecido, realizandose la medida de ambos soportes con el
analito sin centrifugar y centrifugando durante tiempos diferentes.

06
J PN . M
04
A
02 -
NN
T,/I—I— L —ll
0

0 60 120 180 240 300

Tiempo de centrifugacion (s)

Figura I11.9.- Influencia del tiempo de centrifugacion.

La figura II1.9 indica que es adecuado centrifugar la cubeta con el soporte solido
y con el analito para conseguir que la sefial sea independiente del empaquetamiento. Se
seleccionan 30 segundos como tiempo suficiente para conseguir una sefial estable.
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3.- PARAMETROS ANALITICOS.

Optimizadas las variables instrumentales y experimentales que afectan al proceso,
procedemos a comprobar el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer.

3.1.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para
Carmoisina.

Se preparan una serie de disoluciones en matraces de 100 ml, cada una por
triplicado, conteniendo concentraciones de analito comprendidas entre 50 y 650 pug/l'y
siguiendo la metodologia establecida se obtienen los valores de absorbancia que se recogen
en la tabla II1.3.

Tabla I11.3.- Establecimiento de la ley de Lamber-Beer para CM.

A
loml (pemy 1* Serie 2*Serie | 3 Serie
50 00485 00502 010493
100 0071 0'1068 0'1032
250 02825 02832 02828
500 0’5751 05732 0'5728
650 07505 07521 0'7493

Aplicando el test de fallo de ajuste para el rango de concentraciones entre 50 y 650
ng/l se encuentra que hay un buen ajuste lineal pues P = 16'64%. La representacion grafica
de los residuales frente a la concentracion de CM muestra una distribucion aleatoria de los
mismos, como era de esperar, indicativo de la existencia de homoscedasticidad (figura
IL.11).
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Figura II1.10.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer
para el caso de CM.
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Figura III.11.- Representacion grafica de los residuales frente
a la concentracion de CM.
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Tabla IT1.4.- Resultados del ANOVA realizado en el rango de concentraciones 50 a
650 ug/l de CM.
Fuente SMm! gl MC Fop P (%)
Modelo 110x10™ 1 110x10* 4'85x10° 0.00
Residuales 2'90x107 13 2'00x10°
Fallo de 1'13x10° 3 3'80x10° 208x10! 16'64
ajuste
Error puro 1'81x10° 10 1'80x10

(1) Suma de cuadrados ; (2) Media de cuadrados.

Una vez que se comprueba la homoscedasticidad y admitiendo que se cumplen las
hipétesis del modelo matematico (normalidad, aleatoridad e independencia) se establece
la siguiente funcion de calibrado:

A =-0,010 + 1,169-10° [CM]

En la tabla (II1.5) se indican los parametros estadisticos correspondientes a esta
ecuacion de calibrado:

Tabla HI.5.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sr.c 1'5x103
r* (%) 99'99
Sp 1'68 x 10
S, 6'49x10

Linealidad

Lin (%) =11-D.ER. (b)) - 100 = 99'85 %
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Sensibilidad

a) La sensibilidad de calibrado: S_; =b = 1'169x10" (ug/1)".

b) La sensibilidad analitica: S, ;= (s o/b) = 128 pg/l.
Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

El calculo de los limites de deteccion y cuantificacion se realizaron siguiendo las
normas de la TUPAC. Para ello se prepararon 10 disoluciones del blanco, siguiendo el
procedimiento operatorio propuesto y se midieron sus absorbancias frente a una referencia

constituida por gel y agua. En la tabla IIL.6 se recogen los resultados obtenidos.

Tabla II1.6.-Repetibilidad del blanco.

Disolucion n° A (blanco) Disolucién n° A (blanco)
1 0'0016 6 -0'0009
2 -0'0005 7 0'0010
3 -0'0009 8 0'0012
4 -0'0008 9 -0'0020
5 0'0018 10 -0'0013

El valor medio de la sefial de los blancos es de -8'0x107 y la desviacion estandar
1'34x107, de donde se deducen los siguientes resultados:

Rango dindmico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion 11'5 pg/l y el limite superior, que viene determinado por el
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valor superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal aceptado por el test de
fallo de ajuste, 650 pg/l en nuestro caso.

RDL.=0.1 (Lims,,p/Limi,,f) =5'77 ug/l.
Precision

Se evalud mediante las dos formas establecidas en el capitulo I, obteniéndose los
siguientes resultados:

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se preparan 10 disoluciones correspondientes a una concentracion intermedia del
rango dinamico lineal anteriormentemente determinado, 250 pg/l. Siguiendo la metodologia
de trabajo establecida se obtienen los resultados recogidos en la tabla II1.7, de donde se
estima la repetibilidad del método. De la citada tabla se deduce que el valor medio de
absorbancia es de 02816 siendo la desviacion estandar 3'73x1073, lo que supone una
desviacion estandar relativa de 1'3%.

Tabla II1.7.- Repetibilidad del método.

Disolucién n° A (muestra) Disolucién n° A (muestra)
1 02832 6 012871
2 02816 7 02861
3 02795 8 072831
4 02738 9 02800
5 02801 10 02815

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla IV.10 se muestran los valores calculados a partir de la funcién de
calibrado previamente establecida en el apartado 3.1.
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Tabla I11.8.- Parametros estadisticos.

[CM] (ngN1) S D.E.R (%)
50 0'86 1'7
100 0'84 0'8
250 0'83 0'3
500 0'92 02
650 1'00 02
2
DER (%)
1 -
0 . T T
0 200 400 600
Concentracion (pg/)

Figura II1.12.- Repetibilidad en funcion de la concentracion de CM.

En la figura I11.12 se observa, como era de esperar, que a medida que aumenta la
concentracion de CM analizada, la desviacion estandar relativa se hace cada vez menor,
ya que dividimos un valor constante de desviacion estindar entre un valor de concentracion
cada vez mayor. La diferencia observada en la repetibilidad para 250 ug/l al aplicar el
procedimiento a una muestra dada (1'3%) y al obtenerla a partir de los datos del calibrado
(0'3%) puede ser debida a que el mimero de réplicas medidas en el primer caso es de diez,
y en el segundo caso es de tres.
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3.2- Establecimiento de la ley de Lambert-Beer y pariametros de fiabilidad para el 1-
naftilazo-1-naftol.

Como ya se coment0 en la Introduccion de esta Memoria, una de las ventajas de la
espectrofotometria en fase solida es la posibilidad de aumentar la sensibilidad y reducir el
limite de deteccion del método, aumentando el volumen de disolucion empleado, siempre
dentro de unos margenes determinados. En el caso de este analito, debido a las razones
anteriormente comentadas, se propone el método para 100 y 500 ml, comparando
posteriormente la sensibilidad de ambos métodos.

3.2.1.- Método para 100 ml.

En las condiciones operatorias anteriormente establecidas para este analito, se
establece la relacion absorbancia-concentracion, preparando una serie de disoluciones, todas
ellas por triplicado, cuyas concentraciones de analito estan comprendidas entre 30 y 100

pg/l, siguiendo el procedimiento operatorio establecido. Los datos se recogen en la tabla
I11.9.

Tabla II1.9.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para

un volumen de100 ml del NN.
A

[NNI ( pg/1) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
30 0'0136 0'0114 0'0193
50 0'0325 0'0313 0'0356
60 0'0412 0'0431 0'0428
80 0'0628 0'0712 0'0639
100 0'0760 0'0798 0'0750

No se toman valores de concentracion superiores a 100 pg/l, a pesar de que este
valor es aun relativamente bajo para ser la concentracion superior, debido a que las
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concentraciones superiores ensayadas presentan una pendiente diferente a la que presenta
este tramo inferior, esto se puede deber a fenomenos de absorcion sobre la superficie del

gel.

La representacion grafica de estos datos se recoge en la figura 11113, donde se
puede observar una relacion lineal entre ambas variables. Para verificar la linealidad se
aplica el ANOVA en el rango de concentracion de 30 a 100 ug/l, mediante el test de fallo
de ajuste, comprobando que no hay curvatura (P = 7'99%) y en consecuencia hay un buen
ajuste lineal. La representacion de los residuales (figura I11.14) pone de manifiesto una
distribucion aleatoria de los mismos que implica que se cumple la condicion de
homoscedasticidad.

0,1

0,05 1

0 J 1 1 T ¥
0 30 50 70 90 110

Concentracion (pg/)

Figura I11.13.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para un
volumen final de 100 ml de NN.
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Figura III.14.- Representacion de los residuales
frente a la concentracion de NN.

Tabla IT1.10.- Resultados del ANOVA en el rango de concentraciones 30 a 100 pg/l.
Fuente SM! gl MC* F,., P (%)
Modelo 7'43x1073 1 7'43x107 5'06x102 0'00

Residuales 1'91x10* 13 1'50x10°
Fallo de 9'08x10”° 3 3'03x10° 3'03 7'99
ajuste
Error puro 9'98x107° 10 1'00x10°%

(1) Suma de cuadrados; (2) Media de cuadrados.

Una vez comprobada la homoscedasticidad y asumiendo el cumplimiento del resto
de las hipotesis matematicas del modelo matematico (normalidad, aleatoridad e
independencia) se establece la funcién de calibrado: A = -0'01 + 9'21-10* [NN], cuyos

parametros estadisticos se muestran en la tabla IT1.11.
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Tabla II1.11.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sr.c 3'83x103

2 (%) 98'74
Sp 4'09x10°
S, 2'79x1073

Linealidad

Lin (%) =|1- DER. (b))- 100 = 95'56 %
Sensibilidad

a) La sensibilidad de calibrado: S_; =b = 9'21x10™* (ug/)™.
b) La sensibilidad analitica: S, = (sg /b) = 4'16 pg/l.

Limite de deteccién y limite de cuantificacion
Siguiendo el procedimiento operatorio propuesto para las disoluciones del blanco,
se obtienen los resultados recogidos en la tabla II1.12, de la que se calcula un valor medio

de 5'0x10” y una desviacion estandar de 2'43x107 .

Tabla II1.12.-Repetibilidad del blanco

Disolucién n° A (blanco) Disolucién n° A (blanco)
1 0'0020 6 0'0050
2 0'0071 7 0'0095
3 0'0041 8 0'0030
4 0'0081 9 0'0032
5 0'0040 10 0'0040
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Los limites de deteccion y de cuantificacion son 7'9 pg/l y 26'4 ug/l respectivamente.

Rango dindmico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion, 26'4 pg/l y el limite superior, determinado por el valor
superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal especificado por el test de
fallo de ajuste y que es 100 pg/l.

RD.L. =0.1 (Lim,,/Lim) = 038 pg/l
El intervalo lineal estaba comprendido entre 27 pg/l y 100 pg/l.
3.2.2.- Método para S00 ml.

Para establecer el método para un volumen de equilibracion de 500 ml, es necesario
volver a optimizar el tiempo de equilibracion. Para ello se preparan disoluciones
conteniendo cada una de ellas 100 pg/l de NN, 25 ml de disolucion de HC1 1 M, 10% etanol
y aplicamos el método operatorio establecido, obteniendo los resultados que se reflejan la
figura I11.15.

O i ¥ I I 1 I

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura I11.15 .- Tiempo de equilibracion para 500 ml.
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Un tiempo de 20 minutos se considera suficiente para obtener una sefial maxima y

estable.
Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para 500 ml.

Para establecer la relacion absorbancia-concentracion se preparan una serie de
disoluciones, todas ellas por triplicado, conteniendo concentraciones de analito
comprendidas entre 10 y 100 pg/l, a las que se agrega 25 ml de disolucion de HCl 1 My
un 10% de etanol y se enrasa hasta un volumen de 500 ml con agua desionizada. Aplicando
el procedimiento establecido se obtienen los datos recogidos en la tabla IT1.13.

No se consideran concentraciones superiores a 100 pg/l, a pesar de que este valor
es aun relativamente bajo para ser la concentracion superior, debido a que las
concentraciones superiores ensayadas presentan una pendiente diferente a la que presenta
este tramo inferior, como hemos comentado en paginas anteriores. La representacion
grafica de estos datos se recoge en la figura II1.16, donde se puede observar una relacion

lineal entre ambas variables.

Tabla I11.13.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para

un volumen de 500 ml del NN.
A
[NNI ( ngn) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
10 0'0536 0'0450 0'0538
30 0'0855 0'0913 0'0876
50 0'1211 0'1228 0'1125
80 0'1733 0'1861 0'1772
100 02315 02104 012150
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Figura II1.16.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para un

volumen final de 500 mi de NN.
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Figura II1.17.- Representacion de los residuales
frente a la concentracion de NN.

Para verificar la linealidad se realiza un ANOVA en el rango de
concentracion de 10 a 100 pg/l, mediante el test de fallo de ajuste, comprobando que no hay
curvatura (P = 54'77%) y en consecuencia hay un buen ajuste lineal. La representacion de
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los residuales (figura II1.17) pone de manifiesto una distribucion aleatoria de los mismos

que implica que se cumple la condicion de homoscedasticidad.

Tabla II1.14.- Resultados del ANOVA en el rango de concentraciones 10 a 100 pg/l.

Fuente SMm? gl MC | P (%)
Modelo 5'52x1072 1 5'52x102 127x10° 0'00
Residuales 5'61x10* 13 4'30x10°
Fallo de 1'03x10* 3 3'43x10° 0'75 54'77
ajuste
Error puro 4'58x10* 10 4'58x10°

(1) Suma de cuadrados; (2) Media de cuadrados.

Una vez comprobada la homoscedasticidad y asumiendo el cumplimiento del resto
de las hipotesis matematicas del modelo de minimos cuadrados (normalidad, aleatoridad
e independencia) se establece la funcién de calibrado: A = 0'03 + 1'86:103 [NN], cuyos

parametros estadisticos se muestran en la tabla I11.19.

Linealidad

Tabla I1.15.-Pardametros estadisticos

Parametros Valor
Sr.c 6'57x107

? (%) 98'99
Sb 520x10°
Sa 328x107

Lin (%) =|1-DER. (b)] - 100 = 9720 %
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Sensibilidad

a) La sensibilidad de calibrado: S_; = b= 1'86x10" (ug/l)™.

b) La sensibilidad analitica: S, = (sg ¢/b) = 3'56 pg/l.
Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Siguiendo el procedimiento operatorio propuesto para las disoluciones del blanco,
se obtienen los resultados recogidos en la tabla IT1.20, de la que se calcula un valor medio
de 3'6x10 y una desviacion estandar de 5'60%10 . Los limites de deteccion y de

cuantificacion son 0'9 pg/l y 3'01 ug/l respectivamente.

Tabla II1.16.-Repetibilidad del blanco

Disolucién n° A (blanco) | Disolucién n° A (blanco)
1 0'0031 6 0'0048
2 0'0038 7 0'0034
3 0'0034 8 0'0039
4 0'0038 9 0'0038
5 0'0037 10 0'0037

Rango dinimico lineal
El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion, 3'01 pg/l y el limite superior, determinado por el valor

superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal especificado por el test de
fallo de ajuste y que es 100 pg/l.

RDL. = 0.1 (Lim,,/Lim ) = 332 pg/l.

El intervalo de aplicacion lineal esta comprendido entre 3 'y 100 pg/l.
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Si estudiamos comparativamente los resultados que se acaban de exponer, queda
claro que se produce un aumento de la sensibilidad cuando se incrementa el volumen de la
muestra para una misma cantidad de gel. En la tabla I1I.17 se reunen comparativamente
todos los resultados. Estos resultados ponen de manifiesto que al aumentar el volumen
aumenta la sensibilidad por lo que para la aplicacion del método a muestras reales
tomaremos un volumen de 500 ml para ese analito, ya que la sensibilidad del método
tomando 100 ml no es suficiente en estos casos. A partir de ahora seguiremos exponiendo
el resto de los parametros analiticos para el método seleccionado, 500 ml.

Tabla I11.17.- Comparacion de la sensibilidad para NN en los dos volumenes.

Parametro 100 mi 500 ml
A=a+b[NN] A =-0'01+921x10*[NN] A =0'03 + 1'86x 107NN}
Intervalo lineal (pug/l) 27-100 3-100
LD (ug/l) 79 0'9
LQ (ngh) 26'4 3'01
Sanaiitica (1) 4'15 3'53
S catibrado (M&/D)" 921x10™ 1'86x103
Precision

Como en casos anteriores la precision se evalu6 mediante las dos formas
establecidas en el capitulo I, obteniéndose los siguientes resultados:

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se preparan 10 disoluciones correspondientes a una concentracion de 50 ug/l que
es un valor intermedio del rango dinamico lineal anteriormentemente establecido, siguiendo
la metodologia de trabajo establecida se obtienen los resultados recogidos en la tabla I11.18,
de donde se estima la reproducibilidad del método. Los parametros estadisticos obtenidos
son 0'1136 de valor medio de absorbancia y la desviacién estandar tiene un valor de
9'93x107 , lo que supone una desviacion estandar relativa de 8'75%.
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Tabla II1.18- Repetibilidad del método.

Disolucionn® | A (muestra) | Disolucionn® | A (muestra)
1 01024 6 0'1126
2 0'1131 7 0'1131
3 0'1245 8 0'1014
4 0'1228 9 0'0990
5 0'1234 10 0'1236

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla III.19 se muestran los valores calculados a partir de la funcion de
calibrado previamente establecida en el apartado 3.2. En ella se observa, que a medida que
la concentracion de CM analizada aumenta, la desviacion estandar relativa se hace cada vez
menor, ya que se esta dividiendo cada vez entre un valor mayor de concentracion.

Tabla I11.19.- Parametros estadisticos.

[NNI (ug/) S. D.E.R (%)
10 2'54 25'
30 2'32 77
50 224 45
80 2'34 2'9
100 2'29 2'6

Existe una diferencia en la repetibilidad obtenida a partir de réplicas de 50 pg/l
(8'7%) y la obtenida a partir de los datos del calibrado (4'5%). La causa de esta diferencia
podria deberse como en casos anteriores, al distinto nimero de réplicas realizadas en ambos
casos.
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Figura I11.18.- Repetibilidad en funcion de la concentracion de CM.
4.- Resumen de los parametros de fiabilidad de ambos métodos.

Tabla I11.20.- Resumen de los parametros analiticos.

Parametros CM (100 ml) NN (500 ml)
R.D.L.(ug/) 577 3'32
Linealidad (%) 99'85 9720
Sensibilidad 1'169x107 1'86x10°
calibrado (ng/1)"
Sensibilidad 128 3'53
analitica (ug/l)
LD (ug/) 3'44 0'90
LQ (ugh) 11'46 3'01

S.- Verificacion de la independencia de las sefiales analiticas.

Dado que el método se va a aplicar a muestras donde se encuentran ambos analitos,
se hace necesario demostrar que la presencia de uno no influye en los resultados del otro.
Por ello se hizo una experiencia en la que se efectuaron distintos calibrados para cada
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analito en presencia de una cantidad constante del otro, todo ello operando de acuerdo con
el método propuesto. El calibrado se realiza entre 50 y 650 g/l para CM y entre 10y 100

ng/l para NN.

Las pendientes de cada serie de las funciones de calibrado establecidas se
compararon con la obtenida inicamente con patrones, segun la metodologia recogida en
el capitulo I. Como conclusion se puede sefialar que la presencia de NN en concentraciones
comprendidas entre 0 y 100 pg/l no afectan a la funcién de calibrado de CM. Igualmente
la presencia de concentraciones de CM comprendidas entre 0 y 500 pg/l tampoco afectan
a la funcién de calibrado de NN.

Tabla II1.21.- Funciones de calibracion de CM y NN en ausencia y presencia de NNy CM

respectivamente.

Analito | Interferente concentracion (ng/l) | Pendiente | Ordenada | P (%)
0'0 1'15x10° -4'66x107 1622
300 1'15x107 -1'18x1072 66'33

CM NN
50'0 1'14x10° -9'53x107 45'96
100'0 1'10x103 6'00x102 27'05
0'0 1'86x1073 1'0x10 99'92
50'0 1'86x103 3'4x10* 95'61

NN CM
200'0 1'47x103 3'6x107 1320
500'0 1'79x10° 7'8x102 51'36

Se comprueba que no hay diferencia significativa entre las pendientes de las
correspondientes funciones de calibrado comparadas, ya que en todos los casos al aplicar
el test correspondiente descrito en el capitulo I, se obtiene un valor de P superior al 1 %.




Capitulo 111 187

6.- Aplicaciones Analiticas.

Para comprobar la utilidad del método propuesto, se aplico a la determinacion de
ambos colorantes en las muestras: colorante Carmoisina de Sancolor S.A., colorante
alimentario Vahiné, caramelo sabor fresa mentolada Pectol y gominola de color rojo Mauri.

El procedimiento seguido para determinar la cantidad de los colorantes en las
muestras es el de adicion de patrén y se valido la exactitud del método usando la

metodologia propuesta por este Departamento™'*.

6.1.- Validacién del método y aplicacién al andlisis de muestras reales.

En primer lugar vamos a determinar el contenido de CM en todas las muestras, para
ello se establece un calibrado con adicion de patron (CA) afiadiendo en todos los matraces
100pg/1 del colorante carmoisina de Sancolor S.A.. En el caso de la muestra del colorante
alimentario Vahiné, como la concentracion es muy elevada se prepara una disolucion
intermedia diluyendo 10° veces la inicial y de ella tomamos 0'1 ml para establecer el
calibrado con adicién de patron. Para el caramelo de fresa Pectol se toma una porcion de
la muestra de 3'685gramos y se disuelve en 5 ml de agua de 6smosis inversa, esta disolucion
se emplea para establecer el calibrado con adicién de patron , afiadiendo en todos los
matraces 1 ml de esta disolucion y cantidades crecientes de CM. Por Gltimo para establecer
el calibrado con adicién de patron para la gominola Mauri se toma una cantidad de muestra
cuyo peso es de 5'554 gramos y se disuelve en un volumen de 10 ml de agua de 6smosis
inverso, utilizando un horno de microondas para que el proceso sea mas rapido, de esta
disoluciéon se toman 0,1 ml. Posteriormente en todos los casos se aplica el método

operatorio establecido.

Para el establecimiento del calibrado de Youden (CY) en las distintas muestras
analizadas se toman los siguientes volumenes: entre 0'S y 5 ml para el colorante Carmoisina
de Sancolor S.A., entre 0'1 y 1 ml para el colorante alimentario Vahiné, para la
determinacién del calibrado de Youden en en el caramelo de fresa mentolada Pectol se
prepara una nueva disolucion tomando 3 piezas del producto de 3'616, 3'655 y 3'631
gramos y cada una se disuelve en 5 ml de agua de 6smosis inverso, para tomar entre 1y 7
ml, para la gominola Mauri se toman de la misma disolucién preparada para establecer el
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calibrado con adicion de patron entre 0'1 y 1 ml. En todos los casos se enrasa hasta un
volumen final de 100 ml con agua de 6smosis inversa y se aplica el proceso operatorio
establecido.

Tabla II1.22.- Resultados obtenidos en el CA y CY para Carmoisina de Sancolor S.A
y para el colorante alimentario Vahiné.

Carmoisina de Sancolor S.A Colorante alimentario Vahiné
CA CY CA CY
[CM] A V (ml) A [CM] A V (ml) A
(ngh) (ngh)

0 0'1062 | 0005 | 0'0524 0 0'0992 | 0'001 | 00987

50 0'1704 | 0'010 | 0'1012 50 0'1560 | 0002 | 02004

100 02278 | 0020 | 02448 100 02100 | 0005 | 0'4969

200 03437 | 0'050 | 0'5692 300 0'4441 | 0'010 | 09861

Tabla I11.23.- Resultados obtenidos en el CA y CY para el caramelo con sabor a fresa
mentolada Pectol y para la gominola Mauri.

Caramelo Pectol Gominola Mauri
CA CY CA CY

[cMI A [va) | A [cMl A |[ven| A
(ngh) (ne/
0 0'0842 | 001 | 00844 0 0'0693 | 0001 | 00687

50 0'1425 0'03 02642 50 0'1314 | 0005 | 02870

200 0'3148 0'05 0'4552 200 0'3000 | 0'008 | 04463

400 0'5486 0'07 0'6348 400 0'5337 | 0'010 | 0'5462
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Tabla I11.24.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de CM de Sancolor S.A.
Parametros CP CA CY

n 15 4 4
a -0'01 0'1129 -338x1073
b 1'169x103 1'15x1073 11'54

Se 1'50x104 3'94x10° 1'48x10?
Sf) 1'40x10°

t(b) 1'7 (P =972 %)

b, 1'169x10?

a’ -0'0096 0'1115 —meeemeee

BY | e eeemeeee- -0'0129
Ces 99'3

Cea | - 984  emeeeeee-

t(c) 2'02 (P = 6'04 %)
1
A CP
0,5
f/CA/
0 ) T 1 ] H
0 150 300 450 600 750

Concentracion (pg/)

Figura IT1.19 .- CP y CA para la determinacion de CM
en la muestra de Sancolor S.A.
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038
A CY
04 1
0 1 T
0 0,02 0,04 0,06
Volumen (ml)

Figura I11.20.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de CM en la muestra de Sancolor S.A.

Tabla I11.25.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del
método para CM en el colorante alimentario Vahiné

Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a -0'01 0'097 236
b 1'169x10° 1'15x10° 98'48
S I'50x10- 244x10° 239x10°
s 174x10°
t(b) 127 (P = 2226 %)
b, 1'16x10°
2 -0'0072 002 S —
BY 213672
Cys -5 1 J—————
SV [—— A —
t(c) 0'17 (P = 86'70 %)
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0 I I i 1 ]
0 150 300 450 600 750

concentracion (pg/)

Figura III. 21- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicién de patron (CA) para la determinacion

de CM en el colorante Vahiné.
1,5
A

1 - C
0,5 1

0 T T

0 0,004 0,008 0,012
Volumen (ml)

Figura I11.22.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de CM en el colorante alimentario Vahiné.
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Tabla IT1.26.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de CM en ¢l

Caramelo Pectol.
Parametros CP CA CY
n 15 4 4
a -0'01 0'084 -8'79x103
b 1'169x103 1'16x10° 9211
S e 1'50x10- 1'02x10° 3'57x103
Sf, 1'44x10°
t(b) 1'84 (P = 8'56 %)
b, 1'17x10°
a’ -0'0103 00824 eemmmem-
BY | - e 0'0015
Cxs 7940 0 e e
Ca | - 7793 e
t (c) 2'10 (P =524 %)
08
CP
A CA
04 +
O | 1 [ T T

0 150 300 450 600 750

Concentracion (ug/)

Figura II1.23.- CP y CA para la determinacién
de CM en el caramelo Pectol.
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0 I I 1 1
0 002 004 006 008 01

Volumen (ml)

Figura IIL. 24.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de la cantidad de CM en el caramelo Pectol.

Tabla IV.27.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de CM en la
gominola Mauri.

Parametros CP CA CY

n 15 4 4

a -0'01 0072 0'043

b 1'169x10° | 1'155x10° 48'85

sRe I'50x10s | 267x10° 0'1010

% 1'7x10?

t(b) 1'79 (P = 9'33 %)

b, 1'167x10?

2’ -0'0093 0'0689  —-ormmmen
BY | e e 0'0523
Ces 22'53
S - b7 U I
t(c) 0'41 (P = 68'72 %)
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08
CP
A CA
04
0 T 1 1 1 I
0 150 300 450 600 750

Concentracion (ng/l)

Figura I11.24.- CP y CA para la determinacion
de CM en la gominola Mauri.

0,6
CY
04
A
0,2
O T 1
0 0,004 0,008 0,012
Volumen (ml)

Figura I11.25.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de la cantidad de CM en la mora Mauri.

Tras aplicar la metodologia se comprueba que las varianzas de ambos calibrados no
se diferencian significativamente para ninguna de las muestras estudiadas, como lo pone de
manifiesto el valor de P que en todos los casos es superior al 5% ( 6'60%, 30'80%, 35'93
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% y 26'58% respectivamente), por lo que se concluye que las varianzas son iguales. Lo
mismo ocurre con la pendiente, ya que al compararlas tampoco se obtienen diferencias
significativas entre ellas en todos los casos, (P > 1%), concluimos que no hay diferencias
significativas entre las pendientes del calibrado con patrones y las del calibrado con adicion

de patron para ninguna de las muestras.

En la determinacion de CM en el colorante Carmoisina de Sancolor S.A, en el
caramelo de fresa mentolada Pectol y en la gominola Mauri, el valor de la ordenada en el
origen del calibrado de Youden, ay, no esta incluido en el intervalo calculado para el nuevo
valor de la ordenada en el origen del calibrado con patrones, por lo tanto en estos casos
existe componente de error sistematico, que eliminaremos restando el blanco de Youden
a la sefial obtenida. En el colorante alimentario Vahiné el valor de ay si esta incluida en el
intervalo, por lo que podemos suponer que no hay componente de error sistematico. En
todas las muestras al comparar el contenido de CM en la disolucién problema calculado a
partir del calibrado con patrones (c, ) y €l contenido a partir del calibrado con adicion de
patron (c, »), se encuentra que no hay diferencias significativas entre ambos, por lo que se
concluye que el método es exacto para la determinacion de CM en las muestras estudiadas.

Angdlisis de las muestras.

Una vez validado el método, se procede a la determinacion directa del contenidode
CM en las muestras aplicando a cada una de ellas el método operatorio establecido. Del
analisis de cada muestra se realizan tres réplicas, obteniendose los resultados que podemos
ver en las tablas 111.28 y 29.

Tabla I11.28.- Contenido de CM en el colorante alimentario de Sancolor SA
y en el colorante alimentario Vahiné.

Serie n° Carmoisina Sancolor S.A | Colorante alimentario Vahiné
A c(ngh) A c(ng/t)
1 0'1161 98'88 0'0999 84'08
2 0'1179 103'84 0'1100 92'79
3 0'1178 100'33 0'0997 83'91
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Tabla II1.29.- Contenido de CM en ¢l caramelo con sabor a fresa mentolada
Pectol y en la gominola Mauri.

Serie n’ Caramelo Pectol Gominola Mauri
A c(ng/l) A c(ngh)
1 0'0840 7931 0'0632 1731
2 0'0820 77'80 0'0641 18'08
3 0'0870 81'87 0'0639 17'90

La desviacion estandar relativa es: 2'52% para Carmoisina de Sancolor S.A, 5'84%
para el colorante alimentario Vahiné, 2'69% para el caramelo Pectol y de 2'28% para la
gominola Mauri.

En el colorante Carmoisina de Sancolor S.A, el valor medio de concentracion para
la muestra es de 101'1 pg/l. Como la cantidad de muestra que se adicioné de la muestra fué
de 100 pg/l y la pureza indicada por el fabricante es del 85%, podemos establecer que la
pureza del producto segun nuestro método es del 85'8%. Al comparar estadisticamente este
valor con el suministrado por el fabricante, para un nivel de confianza del 95'5%, podemos
concluir que no hay diferencias significativas entre el dato de pureza suministrado por el
fabricante y el encontrado por nosotros (P = 57'56%). El contenido de CM para las
restantes muestras fué: 10'80 ug/g en el caramelo de fresa Pectol; 31,98 ug/g en la
gominola Mauri y 8'7 g/l en el colorante alimentario Vahiné, valor este muy alto debido a
que dicho producto comercial esta compuesto de CM y agua, se vende en envases de 6 ml
y cada uno de ellos puede servir para 20 aplicaciones.

6.2.- Validacion del método. Determinacion de 1-naftil-azo-1-naftol y aplicacion a
muestras reales.

Para aplicar la metodologia establecida, igual que en el caso anterior, es necesario
establecer un calibrado con adicion de patrén. Para ello se afiade en todos los matraces una
cantidad fija de 200 pg/l de la muestra de Carmoisina de Sancolor S.A., 1 ml de la
disolucion descrita en el apartado anterior del colorante alimentario Vahin€, 4 ml de la
disolucion anteriormente descrita para el caramelo de fresa mentolada Pectol y 7 ml de
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distintas disoluciones de la gominola Mauri, preparadas tomando varias piezas del producto
de 5'554, 5'610 y 5'461 gramos disueltas en 10 ml de agua de 6smosis inversa cada una de
ellas.

Los calibrados de Youden se establecen afiadiendo volimenes de muestra entre 1
y 5 ml en el caso del colorante Carmoisina de Sancolor S.A., entre 1 y 10 ml para el
colorante alimentario Vahiné, entre 2 y 10 ml para el caramelo de fresa mentolada Pectol
y entre 0'1 y 1 ml para la gominola Mauri. En todos los casos se enrasa con agua de dsmosis
inversa hasta un volumen final de 500 ml y posteriormente se aplica el método operatorio
establecido para la determinacion de NN. Los resultados se recogen en las tablas I11.30 y
31.

Tabla I11.30.- Resultados obtenidos en el CA y CY para NN en la muestra de
carmoisina de Sancolor S.A y en la del colorante alimentario Vahiné.

Carmoisina de Sancolor S.A Colorante alimentario Vahiné
CA CY CA CY
[NN] A V (ml) A [NNI] A V (ml) A
(ng/) (ngh)

0 0'0212 § 0'002 | 00208 0 0'1713 | 0002 | 0'1700

30 0'0900 | 0'004 | 0'0387 30 02232 | 0005 | 02075

50 0'1225 | 0'006 | 00631 50 02731 | 0'010 | 03504

80 0'1731 | 0010 | 0'0967 80 03116 | 0020 | 0'4959
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Tabla IT1.31.- Resultados obtenidos en ¢l CA y CY para NN en la muestra del
caramelo de fresa mentolada Pectol y en la gominola Mauri.

Caramelo Pectol Gominola Mauri
CA CY CA Cy
[NN] A V (ml) A [NN] A V (ml) A
(ng) (ngh)
0 0'0351 | 0'004 | 0'0441 0 0'0503 | 0'014 | 00397
30 0'0870 | 0'010 | 0'0786 30 0'1058 | 0'018 | 0'0416
50 0'1044 | 0'014 | 0'1015 50 0'1400 0'020 | 0'0425
80 0'1416 | 0020 | 01361 80 0'1998 0'030 | 0'0451

Tabla II1.32.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion

de NN de Sancolor S.A.
Parametros Cp CA CY
15 4 4
a 0'03 0'0263 2'05x10
b 1'86x10° 1'88x10° 9'59
Se 657x10 6'96x10° 291x10°
% 6'62x10°
t(®) 0'16 (P = 87'50 %)
b, 1'88x10°
2 0'0296 0121 7 R —
1) GO I — -0'0275
Cys 102 e e
Cn | - 150 e
t(c) 139 (P = 1820 %)
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03

0,15 -

0 40 80 120
Concentracion (ng/)
Figura IT1.26 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con

adicién de patrén (CA) para la determinacién
de NN en la muestra de Sancolor S.A.

0,15
A CY
0,1 -
0,05
O T 1 1
0 0,004 0,008 0,012
Volumen (ml)

Figura I11.27.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN en la muestra de Sancolor S.A.
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Tabla I11.33.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del

método para NN en el colorante alimentario Vahiné.

Parametros CP CA CY
n 15 4 4
a 0'03 0'1729 0'1336
b 1'86x10° 1'79x10° 18'63
S 6'57x103 8'61x10 2'65x10°
s 6'87x10°
1) 0'54 (P = 59'78 %)
b, 1'86x107
a’ 0'0302 01700  —eeemeeee-
BY 0'1034
Cys 20'16
Cua 1946  coeeeee
t (c) 0726 (P = 79'81 %)
04
CA
A
CP
0,2
0 . .
0 40 80 120

Concentracion (ug/)

Figura III. 28.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en el colorante Vahing.
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0,6

A 04 A

02 -

O 1 ¥ 1 !
0 0,005 0,01 0,015 0,02

b

Volumen (ml)

Figura I11.29.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN del colorante Vahiné.

Tabla II1.34 - Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del
método para NN en el caramelo Pectol.

Pariametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'03 0'0338 0021
b 1'86x1072 1'77x10° 575
See 6'57x10+ 207x10% 600x10°
s 6'16x10°
t(b) 0'59 (P = 56'39 %)
b, 1'86x107
a’ 00301 00347  —ecmeeme
BY | e e -0'0091
Cys 2'40
T 212 e
t (c) 0'114 (P =24'01 %)
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Figura IT1.30.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en el caramelo Pectol.
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Figura IT1.31 - Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN del caramelo Pectol.
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Tabla ITI34.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del
método para NN en la gominola Mauri.

Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'03 0'049 0'035
b 1'86x1073 1'86x1073 0324
SR,c 6'57x10- 2|16x10-3 4|7OX10-4
Sf) 6'16x103
t(b) 0'00 (P = 100 %)
b, 1'86x103
a 0'0306 0'0488 ---—-em--
BY | e e -02934
Ces 10'59
Ga | e 978 = ememmeeee-
t (c) 0'42 (P = 68'00 %)

Cuando se comparan estadisticamente las varianzas del calibrado realizado con
patrones con las del calibrado realizado con adicion de patrén, no se encuentran diferencias
significativas entre ambas para ninguna de las muestras, como se pone de manifiesto en los
valores de P que en todos los casos son superiores al 5%, 56'68, 42'87, 99'77 y 10'16%, en
cada caso, por lo que se acepta la hipétesis nula (H,). Por otra parte, al comparar las
pendientes tampoco se obtienen diferencias significativas entre ambas como esta reflejado
en las distintas tablas para cada analito. En el colorante carmoisina de Sancolor S.A es el
{inico caso donde a, no esta incluido en el intervalo calculado para la nueva ordenada en
el origen del calibrado con patrones, por lo que podemos suponer que existe un
componente de error sistematico. En todos los demas casos no existe componente de error
sistematico, restandose el blanco analitico a la sefial de la muestra. Al comparar el contenido
de analito en la disolucion calculado a partir del calibrado con patrones (c,s) y el contenido
de analito en la disolucion calculado a partir del calibrado con adicion de patron (cen)s
resulta un valor de P > 5%, por lo que se concluye que el método es exacto para la
determinacion de NN en las muestras estudiadas.
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Analisis de las muestras.

Una vez validado el método, se determina el contenido de analito realizando tres
determinaciones directas. El contenido de analito resultante sera el valor medio de estas

determinaciones.

Tabla IT1.35.- Contenido de NN en el colorante alimentario de Sancolor S.A.

Serien® | Carmoisina de Sancolor S.A | Colorante alimentario Vahiné
A C (ngh) A C (ugh)
1 0'0224 10'85 0'1713 20'16
2 0'0239 11'65 0'1721 20'58
3 0'0251 1228 0'1742 21'71

Tabla I11.36.- Contenido de NN en el caramelo Pectol y en la gominola Mauri.

Serie n° Caramelo Pectol Gominola Mauri
A C (ng) A C (ngh)
1 0'0352 2'46 0'0483 9'51
2 0'0354 2'56 0'0480 935
3 0'0353 2'52 0'0482 10'00

La desviacion estandar relativa de los datos en las respectivas muestras es del 6'18%
para Carmoisina de Sancolor S.A, 3'85% para el colorante alimentario Vahiné, 2'33% para
el caramelo Pectol y 2'06 % para la gominola Mauri. Para el colorante de Sancolor S.A se
obtiene un valor de concentracion media para la muestra de 11'59 ug/l, ya que se adiciono6
una cantidad de 200 pg/l del analito. Si referimos esta cantidad al contenido en 100 ug/l de
muestra, por tanto expresando el resultado en tanto por ciento, tenemos una cantidad de
impureza del 5'79%. Para el colorante alimentario Vahine se obtiene un valor de
concentracion media final una vez tenido en cuenta los factores de dilucion para la muestra
de 1'04g/1. Para determinar el contenido de NN en el caramelo de fresa mentolada Pectol
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se tom

3'655, 3'591 y 3'631 gramos cada una, el resultado da un c

muestra de 0'43 pg/g. En la gominola Mau
final una vez tenido en cuenta los factores de dilucién para la muestra

A modo de resumen se recogen en la tabla IIL.36 los
encontrados en las muestras analizadas.

an 4 mi de disoluciones de 5 ml conteniendo cada una una pieza de car
ontenido medio de NN en la

ri se obtiene un valor de concentracion media
de 121 pg/g.

amelo de

contenidos de ambos analitos

Tabla ITL36.- Resumen de los contenidos de ambos colorantes encontrados en las muestras
analizadas.
Muestra Concentracién (s,
Carmoisina 1-naftilazo-1-naftol

Carmoisina de Sancolor S.A' 101'10 (2'55) 579 (0'71)
Colorante alimentario Vahiné’ 8'70 (0'51) 1'07 (0'04)

Caramelo Pectol’ 10'80 (029) 0'43 (0'01)

Gominola Mauri® 31'98 (0'73) 121 (0'03)

Texpresado en pg/l; “expresado en g/l; 3expresado en pg/g.
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DETERMINACION DE ESCARLATA 4R Y SU PRODUCTO NO

SULFONADO EN ALIMENTOS MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA EN FASE SOLIDA
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En este capitulo se desarrolla y propone un nuevo método espectrofotométrico para
la determinacidn simultanea de un colorante sintético, la sal trisodica del acido (sulfo-4,’
naftilazo-1')-1 hidroxi-2 naftaleno disulfénico-6,8 (C.I. 16255), también llamado Escarlata
4R (ER), compuesto ampliamente utilizado como aditivo en alimentos, productos
farmacéuticos y cosméticos, y su producto no sulfonado el 1-naftilazo-2-naftol (NN) que
fué sintetizado por nosotros segun lo establecido en el Capitulo I. Segun la legislacion
vigente, este tltimo compuesto no puede superar el 2% del total del colorante sulfonico que
se utiliza como materia prima para la fabricacion de alimentos, razén por la cual es
nacesario disponer de métodos de analisis que permitan su determinacion incluso en
presencia de grandes cantidades de su homélogo. A partir de ahora se designara a ambos
por los acronimos ER y NN respectivamente.

OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES.

1.- Eleccion del soporte solido.

Como ER vy su producto no sulfonado son isomeros de posicion de los dos analitos
estudiados en el capitulo III, todas las consideraciones alli expuestas para la eleccion del
soporte solido son validas aqui. Los resultados de equilibrar 100 ml de disolucion de ER
y NN de 500 pg/l con cada uno de los cambiadores ensayados en el capitulo I1I se recogen
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en la figura IV.1.

|

|
l
|
400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura IV.1.- Espectros de absorcion de:
(a) ER (500 pg/l) en Sephadex DEAE A-25.
(b) ER (500 pg/l) en Sephadex QAE A-25.
(c) NN (500 pg/1) en gel de silice C-18.

El NN colorante tinicamente se fijo sobre gel de silice C-18, figura IV.1 ¢, dado que
su molécula carece de grupos cambiadores y los grupos polares que tiene, azo 'y naftol, no
le confieren suficiente polaridad como para retenerse sobre soportes hidrofilicos. Sobre los
demas soportes ensayados no mostraron ninguna retencion por lo que, al carecer de
informacion, sus espectros no se han incluido. Las figuras IV.1 ay b son los resultados de

la fijacion de ER sobre Sephadex DEAE A-25 y Sephadex QAE A-25 respectivamente. La

retencion sobre estos soportes se debe a que posee grupos sulfénicos en su estructura, lo

que hace que se retenga sobre cambiadores anionicos. Dado que se presenta una retencion

ligeramente superior sobre Sephadex DEAE A-25 y que este soporte €s mas selectivo que

el anterior, por contener grupos amino y no amonio cuaternario, este es el soporte solido

que se elige para experiencias posteriores. Al igual que en el caso anterior los demas
soportes ensayados con este analito no dan resultado por lo que tampoco se han incluido

en la figura.
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2.- Optimizacién de las variables quimicas que afectan a la fijacion de ER y NN.
2.1.- Factores que influyen sobre el proceso de fijacién.

2.1.1.- Influencia del pH.

Para establecer esta influencia para ambos compuestos, se preparan dos series de
disoluciones, una de 500 pg/l de ER y otra serie de 100 pg/l de NN en matraces de 100 ml.
Para cada disolucién se ajusta un valor de pH diferente, desde 1 hasta 13, mediante la
adicién de disoluciones de HCl o NaOH de distintas concentraciones, siguiendo a
continuacién la metodologia establecida en el capitulo I, hasta obtener los datos cuya
representacion se muestra en la figura IV.2.

Al ser estos colorantes isomeros de los estudiados en el Capitulo III, la influencia
del pH es la misma, por lo que se selecciona para ER un pH 1y para NN un pH 5, para
lo que habra que utilizar disoluciones reguladoras de pH.

06
A
04
ER
02 1
NN
—t— 5 4——8——a—1
O 1 I 1 1 i 1

pH

Figura IV.3.- Influencia del pH sobre los procesos
de retencion de ER y NN .

Para asegurarnos que todas las disoluciones de ER tienen pH 1 se utiliza una
disolucion de HCI 1 M, ya que no hay disoluciones reguladoras que actuen a pH tan acidos.

Esta disolucion mantiene el pH.
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Para asegurarnos de que las disoluciones de NN alcanzan el pH 5 se prueban dos
disoluciones que pueden actuar en esa zona de pH, una disolucion de acido acético/acetato
sodico 1 M y otra de monocloroacético/monocloroacetato sédico 1 M. Se sigue el proceso
operatorio requerido para cada analito, observando que para ER la disolucion de HCl
preparada mantenia el valor requerido de pH, y para NN la absorbancia es igual con ambas
disoluciones reguladoras ensayadas, pero que la cantidad requerida de ésta en el segundo
caso es mayor, por ello se opt6 por usar la disolucion de acido acético/acetato sodico 1 M.

Para la determinacion de la cantidad necesaria de disolucion reguladora, se preparan
disoluciones de 500 pg/l de ER y de 100 pg/l de NN poniendo en cada una de ellas
cantidades crecientes desde 1 ml hasta 20 ml de la disolucion de HCI 1M para ER y de la
disolucién reguladora de acético/acetato sédico para NN comprobando, para ambos
analitos y en todos los casos, la constancia del pH antes y después de aplicar el proceso
operatorio.

Tabla IV.1.- Influencia de la cantidad de disolucion reguladora.

V (ml) pH A
ER NN ER NN
1 167 496 0'4439 0'0521
2 138 498 0'4498 0'0645
5 100 5'00 04517 00717
10 100 5'00 0'4553 0'0725
20 0'89 5'00 0'4534 00731

Los datos obtenidos en los dos casos (tabla IV.1), sefialan que 5 ml son suficientes,
por lo que dicho volumen se elige para posteriores experiencias.

2.1.3.- Influencia de la fuerza iénica.

Se prepararon 5 disoluciones de 500 pg/l de ER y 5 disoluciones de 100 pg/l de
NN, afiadiendo a cada una de las disoluciones 5 ml de disolucion de HC1 1 M (pH = 1) para
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las primeras y 5 ml de acido acético/acetato sodico (pH = 5.0) para las segundas. Se le
afiaden a ambas series, volimenes crecientes de disolucién 0.1 M de NaCl hasta que en las
disoluciones de los colorantes se alcanza una concentracion de sal 1 M, enrasando en todos
los casos a un volumen final de 100 ml. Siguiendo el procedimiento operatorio establecido
en el capitulo I se obtienen los resultados que podemos ver en la figura IV.5.

06
04 ¢ —* R
A
02 -
T—kl— —&— —=a NN
0 1 I 1
0 0,5 1 1,5
Ix 102

Figura I'V.5.- Influencia de la fuerza iénica .

Para NN y ER la sefial es practicamente independiente de la fuerza iénica del medio,
ya que para ambos analitos la diferencia entre el valor maximo y el valor minimo de
absorbancia es de 0'03 unidades, razon por la cual no se consideré necesario ajustar esta

variable.

2.1.4.- Influencia de la cantidad de gel.

Para establecerla se prepararon 6 disoluciones con un volumen final de 100 ml de
500 pg/l de ER y otras tantas de 100 pg/l de NN, todas ellas con sus correspondientes
disoluciones amortiguadoras. En el caso de ER se afiadieron cantidades crecientes de
Sephadex A-25 entre 40 y 120 mg y en el caso de NN cantidades crecientes de gel de silice
C-18 entre 100 y 300 mg. Posteriormente se aplico el proceso operatorio establecido,
obteniendo los resultados recogidos en la tabla IV.2. La representacion de estos datos
(figura IV.3) pone de manifiesto una dependencia exponencial entre la masa de gel
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empleada y la absorbancia, obtenida de acuerdo con lo sefialado en la introduccion de la

presente Memoria.
Tabla IV.2 Influencia de la cantidad de gel.
ER NN
mg(DEAE) A mg (C-18) A
40 0'5237 100 0'3210
50 03571 120 02330
70 072989 140 0'1877
90 0'1911 150 0'0831
100 0'1716 250 0'0712
120 0,1700 300 0'0705
06
ER
A 04 -
NN
0,2 1
O 1 \ 1 1 1 t

10 60 110 160 210 260 310
Cantidad de resina (mg)

Figura IV.3.- Influencia de la cantidad de resina.

En ambos casos si se realiza una transformacion logaritmica de los valores
experimentales obtenidos y se ajustan por minimos cuadrados (como hemos realizado en
anteriores ocasiones) se obtienen las siguientes ecuaciones:
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ParaER  log A= 1,345 - 1,047 log m,
ParaNN  log A=2,198 - 1,389 log m,

donde m, es la masa del gel empleado, expresada en miligramos.

ablecer para cada analito la ecuacion de la

1,047 _ _
. = 1,345 , para

A partir de estas ecuaciones se puede est

hipérbola correspondiente a la curva de la figura IV.3. ParaER  A'm
AA  A'm'”7=-2198 .

Ambas ecuaciones nos sirven para conocer la sefial que obtendremos para cualquier

masa de soporte dentro del margen de las cantidades ensayadas para cada colorante. Segun
esto, se deberia de tomar la cantidad de gel que proporciona un valor maximo de

absorbancia, 40 mg en un caso y 100 mg en otro, pero estas cantidades tan pequeiias
ion al empaquetarlas en la cubeta de medida. Por ello se

presentan problemas de manipulac
d y facilidad en la manipulacion,

llega a una situacion de compromiso entre sensibilida
eligiéndose 50 mg de Sephadex DEAE A-25 para ER y 150 mg de gel de silice C-18 para
el caso de NN, que son de las menores cantidades de soporte solido que se pueden usar con
facilidad, sin que se produzca una pérdida de sensibilidad excesivamente grande. Hay que
destacar que la cantidad de resina seleccionada para NN esta dento de la zona de estabilidad
de la grafica, luego la sensibilidad que obtenemos con esta cantidad de soporte solido, al
igual que ocurre con su isomero estudiado en el capitulo previo, es la minima dentro de las

cantidades posibles que se pueden utilizar.

2.2.- Factores que influyen sobre la cinética del proceso de fijacion.

3.2.1.- Influencia del tiempo de equilibracién del gel.

Para establecer su influencia se preparan dos series de disoluciones, una conteniendo

100 pg/l de NN y otra 500 pg/l de ER enrasados a 100 y 500 ml respectivamente con agua
de 6smosis inversa, conteniendo ambas las disoluciones que mantienen el respectivo pH
seleccionado. Estas disoluciones se transfieren a botellas de vidrio de 1 litro donde se

1 las cantidades necesarias de los respectivos soportes solidos. A cada una de las

afiade
ca durante un periodo de

disoluciones anteriores se les somete a una agitacion mecani
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tiempo determinado, y distinto de las demas de su serie, comprendido entre 5 y 60 minutos
a 60 rpm y posteriormente se sigue el procedimiento operatorio establecido anteriormente.
Los resultados obtenidos se recogen en la figura V.4. Como se puede observar hay un
importante aumento en la absorbancia en el caso de ER al aumentar el tiempo de agitacion
de 5 a 10 minutos a partir del cual permanece constante.

04 —— " —
T =
A
02 -
e = TN.N
O I 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
Figura IV. 4.- Influencia del tiempo de equilibracion.

En el NN hay un ligero aumento de la absorbancia con el tiempo de agitacion hasta
15 minutos a partir del cual se mantiene constante. Al igual que con los analitos estudiados
en capitulos anteriores cabe destacar la rapida equilibracion debido a que no hay reacciones
quimicas previas. Se selecciona un tiempo de 10 minutos para la determinacion de ER 'y
de 15 minutos para la determinacion de NN.

2.2.3.- Influencia del contenido en etanol.

Ya que se pretende determinar ER que es soluble en agua 'y NN que es insoluble en
agua y soluble en etanol, sera necesario trabajar con un determinado porcentaje de etanol,
que permite la solubilizacion del NN. De hecho la disolucion madre de este analito se
encuentra preparada en este disolvente. Por ello es necesario estudiar su influencia sobre
la retencion de ambos analitos, para lo cual se preparan disoluciones de 500 ug/l de ER y
de 100 pg/l de NN y tras ajustar el valor de pH seleccionado para cada analito se afiaden
cantidades de etanol entre 1 y 20 ml, enrasando a un volumen final de 100 mi con agua
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desionizada. Posteriormente se sigue el proceso operatorio descrito en el Capitulo I. Los
resultados obtenidos se recogen en la figura IV .6:

0,6
o ——o—o—o—0 R

04 -

A

0,2 1

- " . ® NN
O 1 1 [ ] 1 L
0 1 5 10 15 20 25
% Etanol

Figura IV.6.- Influencia del % de etanol en los procesos de
fijacion de los analitos .

Como puede observarse en el caso de ER el porcentaje de etanol afiadido no afecta
a la fijacion de éste por cambio i6nico, al menos hasta un 20 %. Para NN, en cantidades
inferiores al 10% de etanol hay una menor retencion sobre el soporte solido y a partir de
esta cantidad se obtiene una sefial constante, por lo tanto este sera el valor empleado para
estudios posteriores. La razon de esta variacion se debe a que con este porcentaje de etanol
(10%) la solubilidad del compuesto es total por lo que la retencion del colorante sobre el
gel esta favorecida.

Como en anteriores ocasiones al realizar esta experiencia, no se representan
cantidades superiores al 20% de etanol porque a partir de este valor se produce una
deshidratacion del gel dando lugar a un apelmazamiento del mismo que dificulta su
empaquetamiento en la cubeta.

Las muestras reales presentan las mismas propiedades que las estudiadas en el
capitulo anterior, por lo que todo lo dicho alli es valido en este capitulo.
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2.3.- Factores que influyen en la medida de la seiial analitica.

2.3.1.- Influencia del volumen de disolucién empleado.

Se preparan disoluciones de 500 ug/l de ER y de 100 pg/l de NN, todas ellas con
5% de disolucion empleada para mantener el pH, con un 10 % de etanol (en el caso del
NN), y enrasadas cada una a un volumen diferente con agua de 6smosis inversa que va
desde los 100 ml hasta 1000 ml. A estas disoluciones transferidas a botellas de vidrio de 1
6 2 litros, segan el volumen final de la disolucion, se le afiaden 50 mg de Sephadex DEAE
A-25 o 150 mg de gel de silice C-18 sugun el caso, y se agitan durante 10 o 15 minutos

respectivamente.

En ambos casos hay un aumento de la absorbancia al aumentar el volumen final de
muestra, hasta alcanzar un valor a partir del cual el valor de la absorbancia permanece
constante de acuerdo con las predicciones tedricas que establecimos en la Introduccion de
esta Memoria. Para ER se selecciona un volumen de trabajo de 100 ml debido a que con
este volumen se reduce el tiempo de agitacion y por tanto el método se hace mas rapido.
Sin embargo para el caso de NN, como el comportamiento es similar al producto no
sulfonado estudiado en el capitulo 11, se emplea como volumen de trabajo 500 ml.

1,5
ER
A
1 -
05
./., —&— -8 NN
O 1 1 I 1
0 300 500 700 900

Volumen (ml)

Figura I'V.7.-Influencia del volumen.
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2.3.- Influencia del tiempo de secado en la determinacion de NN.

Debido a las caracteristicas hidréfobas del gel de silice C-18, es necesario secarlo
antes de empaquetarlo en la cubeta de medida y proceder a su lectura. Para elegir el tiempo
de secado 6ptimo se prepararon disoluciones de 100 pg/l de NN siguiendo todo el proceso
operatorio establecido hasta llegar a la fijacion del analito sobre el gel de silice y filtracion
posterior. Una vez llegado a este punto las distintas muestras se someten a diferentes
tiempos de secado comprendidos entre 1 y 20 minutos siguiendo a continuacion la
metodologia establecida. Los resultados los encontramos representados en la figura IV.8.

Para un valor inferior a 5 minutos en el tiempo de secado es imposible empaquetar
el gel ya que no esta suficientemente seco y al introducirlo en la cubeta queda apelmazado.
De 5 a 10 minutos se observa un incremento de la sefial, debido a que el empaquetamiento
va siendo cada vez mas homogéneo, hasta que se llega a una constancia en la sefial analitica
a partir de 15 minutos, tiempo que se empleara en experiencias posteriores para secar el gel.

0,1
0,09 -
A008 -
0,07 - /’\‘—'
0,06 -
0,05 . l : .
0 5 10 15 20 25

Tiempo de secado (min)

Figura IV.9.- Influencia del tiempo de secado en las muestras de NN.
2.3.2.- Influencia del tiempo de centrifugacion.

Se preparan una disolucion de 500 pg/l de ER y otra de 100 pg/l de NN y siguiendo
el procedimiento operatorio ya establecido, se realizan medidas de Absorbancia de ambos



220 Determinacién conjunta de ER y NN por EFS

sistemas sin centrifugar y centrifugando durante distintos tiempos. La figura IV.10 indica
que es adecuado centrifugar la cubeta con el soporte sélido con el analito para mejorar el
empaquetamiento y aumentar la sefial. Se seleccionan 30 segundos como tiempo suficiente
para conseguir una seifial estable en ambos casos.

0,6
S ¢ =
04
A
0,2 1
NN
rl-—l —i— i
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0 60 120 180 240 300
Tiempo de centrifugacion (s)

Figura IV.10.- Influencia del tiempo de centrifugacion
3.- Resumen de las optimizacion de variables para ER y para NN.

Tabla IV.3.- Resumen de las variables experimentales.

Variable ER NN
Absorbancia A=A ;-Ag0 A=A, -Agy
pH 1'0 5'0
Disolucién HCI IM AcH/AcNa IM
reguladora
Cantidad de gel 50 mg DEAE A-25 150 mg C-18
Tiempo de agitacion 10 minutos 15 minutos
Volumen de 100 ml 500 ml
agitacion

En la anterior tabla se resumen los valores de las diferentes variables experimentales
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optimizadas para cada analito, que seran las que empleen a partir de ahora para la
realizacion de las experiencias sucesivas. Las variables que tienen el mismo valor para
ambos analitos no se han incluido en la tabla y son: la velocidad de agitacion de 60 rpm, y
el tiempo de centrifugacion de 30 segundos. Hay variables que solo afectan al NN, por lo
que tampoco se han incluido en la tabla son: contenido de etanol que es del 10% y tiempo
de secado del soporte solido que es de 15 minutos.

4.- PARAMETROS ANALITICOS.

A continuaciéon se recogen los datos encontrados para la calibracion y los
parametros de fiabilidad para cada uno de los colorantes estudiados.

4.1.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para
Escarlata 4R.

Se preparan una serie de disoluciones en matraces de 100 ml, cada uno por
triplicado, conteniendo concentraciones de analito comprendidas entre 50 y 650 pg/ly
seguimos la metodologia establecida hasta obtener los valores de absorbancia que figuran
en la tabla IV .4 de cuya representacion grafica obtenemos la figura IV.12.

Tabla IV.4.-Cumplimiento de la ley de Lamber-Beer para el ER.

A
[ER] (nef) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
50 0'0460 0'0406 0'0468
100 0'0899 00826 0'0903
250 012276 012281 02249
500 0'4528 0'4516 0'4587
650 0'5936 0'5981 0'5910
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Figura IV.12.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer

para el caso de ER.
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Figura IV.13.- Representacion grafica de los residuales
frente a la concentracion de ER.

Realizando un test de fallo de ajuste para el rango de concentraciéon comprendido
entre 50 y 650 pg/l se encuentra que no hay curvatura ya que se obtiene un valor de P
superior al 5% (P = 66'19%). Por otra parte el analisis grafico de los residuales (figura
IV.13) sefiala la existencia de homoscedasticidad. Todo esto sefiala que el modelo de ajuste

seleccionado es valido.
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Tabla IV.15.- Resultados del ANOVA realizado en el rango de concentraciones 50 a
650 ug/l de CM.
Fuente SM! gl MC Fop P (%)
Modelo 6'73x10" 1 6'73x10 621x10* 000
Residuales 1'41x10™ 13 1'10x107
Fallo de 1'98x10° 3 6'60x10¢ 5'459x10 66'19
ajuste
Error puro 121x10* 10 121x10°

(1) Suma de cuadrados ; (2) Media de cuadrados.

Una vez que se comprueba la homoscedasticidad, y admitiendo que se cumplen las
hipotesis matematicas del modelo de ajuste por minimos cuadrados (normalidad, aleatoridad

e independencia) se calcula la siguiente funcion de calibrado:

A =-2"71x10" + 9'168x10* [ERI.

En la tabla (IV.6) se indican los parametros estadisticos correspondientes a esta

ecuacion de calibrado:

Linealidad

Tabla I'V.6.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Spc 329x10°

r (%) 99'98
Sy 3'67 x 10°
S 1'42x10°

a

Lin (%) =[1- DER. (b)] - 100 = 99'60 %

SRR R A v e

B i,';m:‘ilfﬁllibiﬁ,. e
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Sensibilidad

a) La sensibilidad de calibrado: S.; =b =9'16x10™ (ng/l)".

b) La sensibilidad analitica: S,,;= (sgc/b) = 3'59 pg/l.
Limite de detecciéon y limite de cuantificacién.

El célculo de los limites de deteccion y de cuantificacion se realizaron siguiendo las
normas de la TUPAC; para ello se prepararon 10 disoluciones del blanco, siguiendo el

procedimiento operatorio propuesto y se midieron sus absorbancias frente a una referencia
constituida por el gel y agua. En la tabla IV.7 se recogen los resultados obtenidos.

Tabla IV.7.-Repetibilidad del blanco.

Disolucion n° A (blanco) Disolucién n° A (blanco)
1 0'0019 6 0'0015
2 00018 7 0'0009
3 0'0016 8 0'0012
4 0'0006 9 0'0038
5 0'0007 10 0'0008

El valor medio de la sefial de los blancos es de 1'48x107 y la desviacion estandar
9'39x10™, de donde se deducen los siguientes resultados:

Rango dindmico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion, 10'25 pg/l y el limite superior, que viene determinado por el
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valor superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal aceptado por el test de
fallo de ajuste, 650 pg/l en nuestro caso, por tanto el intervalo lineal esta comprendido entre
11y 650 pg/ly el RD.L. =0.1 (Lim,,/Lim ;) = 6'34.

Precision

En la presente Memoria la precision se evalué mediante las dos formas establecidas
en el capitulo I, obteniéndose los siguientes resultados:

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se preparan 10 disoluciones correspondientes a una concentracion intermedia del
rango dinAmico lineal anteriormentemente determinado, 300 ug/l. Siguiendo la metodologia
de trabajo establecida se obtienen los resultados recogidos en la tabla IV.9, de donde se
estima la reproducibilidad del método. Los parametros estadisticos que se deducen de esta
tabla son: valor medio de absorbancia 0'2118 y desviacion estandar 7'28x10” , lo que
supone una desviacion estandar relativa de 3'4%.

Tabla IV.9.- Repetibilidad del método.

Disolucién n° A (muestra) Disolucién n° A (muestra)
1 02173 6 02124
2 02071 7 02062
3 02087 8 012230
4 02100 9 012225
5 012106 10 02000

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla IV.10 se muestran los valores calculados a partir de la funcion de
calibrado previamente establecida en el apartado 4.1.
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Tabla IV.10.- Parametros estadisticos.

[CM] (ug/) . D.E.R (%)

50 2'47 4'9
100 2'41 2'4
250 2728 0'9
500 2'41 0'5
650 2'68 0'4

6

4 -
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Figura IV.15.- Repetibilidad en funcion de la concentracion de ER.

En la figura IV.15 se observa, como era de esperar, que a medida que la
concentracion de ER analizada aumenta, la desviacion estandar relativa se hace cada vez
menor, ya que dividimos un valor constante de desviacion estandar entre un valor cada vez

mayor de concentracion.

4.2- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para el 1-
naftilazo-2-naftol.

En el caso de este analito, debido a las razones anteriormente comentadas, se
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propone el método para 100 y 500 ml, comparando posteriormente la sensibilidad de ambos
métodos, haciendo asi uso de la ya citada ventaja de la espectrofotometria en fase solida
consistente en la posibilidad de aumentar la sensibilidad y de reducir el limite de deteccion
del método, aumentando el volumen de disolucion empleado, siempre dentro de unos

margenes determinados.

4.2.1.- Método para 100 ml.

En las condiciones operatorias anteriormente establecidas para este analito, se
preparan una serie de disoluciones, todas ellas por triplicado, conteniendo concentraciones
de analito comprendidas entre 30 y 100 pg/l, y se obtienen los datos experimentales

recogidos que figuran en la tabla IV.10.

Tabla IV.10.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para

un volumen de100 ml del NN.
A
[NN] ( ngf) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
30 0'0450 0'0423 0'0387
50 0'0516 0'0502 0'0514
60 0'0572 0'0565 0'0559
80 0'0643 00627 0'0634
100 0'0757 0'0762 0'0747

No se toman valores de concentracion superiores a 100 pg/l, a pesar de que este
valor es aun relativamente bajo para ser el limite superior debido a que las concentraciones
superiores ensayadas presentan una pendiente diferente a la que presenta este tramo inferior,
esto se puede deber a fendmenos de absorcion sobre la superficie del gel. La representacion
grafica de estos datos se recoge en la figura IV.12, donde se puede observar una relacion

lineal entre ambas variables.
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Figura I11.12.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para un
volumen final de 100 ml de NN.
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Figura IV.16.- Representacion de los residuales
frente a la concentracion de NN.

La representacion de los residuales (figura IV.16) pone de manifiesto una
distribucién aleatoria de los mismos que indica el cumplimiento de la condicién de
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homoscedasticidad. Al realizar un anlisis de la varianza , se aplica el test de fallo de ajuste
en el rango de concentracién de 30 a 100 pg/l, comprobando que no hay curvatura (P =

13'97%) y en consecuencia el ajuste lineal es aceptable.

Tabla I'V.13.- Resultados del ANOVA en el rango de concentraciones 30 a 100 pg/l.

Fuente M gl MC F..p P (%)
Modelo 1'91x107 1 1'91x103 604'94 0'00
Residuales 0'41x10* 13 0'03x10*
Fallode 1'68x10° 3 0'56x107 2'29 13'97
ajuste
Error puro 2'43x10° 10 0724x10°

(1) Suma de cuadrados; (2) Media de cuadrados.

La funcion de calibrado establecida es: A = 0'027 + 4'68x10™* [NNJ, cuyos

parametros estadisticos se muestran en la tabla IV.14.

Linealidad

Tabla I'V.14.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sr.C 1'78x10°

2 (%) 97'90
Sp 1'90x10°
s 1'32x103

a

Lin (%) =11- DER. (b)] - 100 = 95'94 %
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Sensibilidad

a) Sensibilidad de calibrado: Sy =b = 4'68x10* (ug/l)™.
b) Sensibilidad analitica: Sy = (sp.c/b) =3'80 pg/l.

Limite de deteccion y limite de cuantificacién

peratorio propuesto para las disoluciones del blanco,

Siguiendo el procedimiento 0
dio

se obtienen los resultados recogidos en la tabla IV.15, de la que se calcula un valor me
para la absorbancia de 2'52x10? y una desviacion estandar de 1'44x107.

Tabla IV.15.-Repetibilidad del blanco

Disoluciéon n° A (blanco) | Disolucién n’ A (blanco)
1 0'0034 6 0'0019
2 0'0023 7 0'0020
3 0'0010 3 00017
4 0'0019 9 0'0028
5 0'0020 10 0'0062

Los limites de deteccion y de cuantificacion son 925 pg/l y 3083 upg/l

respectivamente.

Rango dinamico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
83 ug/l y el limite superior, determinado por el valor

superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal especificado por el test de

es el limite de cuantificacion, 30'

fallo de ajuste y que es 100 pg/l. RD.L. = 0.1 (Lim,,/Lim ;,¢) = 0'32.
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4..2.2.- Método para 500 ml.

Para establecer el método para un volumen de 500 ml, es necesario volver a
optimizar el tiempo de equilibracién. Para ello se preparan disoluciones conteniendo cada
una de ellas 100 pg/l de NN, 25 ml de disolucioén de CIH 1 M, 10% etanol y aplicamos el
método operatorio establecido, obteniendo los resultados que se reflejan la figura IV-17.

Al observar estos resultados se puede ver que un tiempo de 20 minutos se puede
considerar suficiente para obtener la maxima sefial estable.

03

072_ *—— —

0,1 1

O 1 ¥ I ¥ I T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
Figura I'V.17 .- Tiempo de equilibracion para 500 ml.
Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para 500 ml.

Para establecer la relacion entre la absorbancia y la concentracion se prepafan una
serie de disoluciones, todas ellas por triplicado, conteniendo concentraciones de analito
comprendidas entre 10 y 100 pg/l, a las que se agrega 25 ml de disolucion de HCl1 My
un 10% de etanol, enrasando hasta un volumen de 500 ml con agua desionizada. Aplicando

el procedimiento establecido se obtienen los datos recogidos en la tabla IV.16.

No se consideran valores de concentracién superiores a 100 pg/l, debido a que para



232 Determinacion conjunta de ER y NN por EFS

concentraciones superiores la pendiente difiere de la que presenta el tramo inferior, esto se
puede deber a fenomenos de absorcion sobre la superficie del gel.

Tabla IV.16.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para

un volumen de 500 ml del NN.
A
[NNI( pg/t) 1* Serie 2* Serie 3* Serie
10 0'0366 0'0399 0'0372
30 0'0563 0'0542 0'0598
50 00811 0'0796 0'0741
80 0'1099 0'1103 0'1138
100 01307 0'1319 0'1295

02

0,1

O I I T T I
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (png/)

Figura I'V.18.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para un
volumen final de 500 mi de NN.

El ANOVA (tabla IV.18), donde se recoge el test de fallo de ajuste, no significativo
(P =60,96%) y en consecuencia hay un buen ajuste lineal en el rango de concentracion de
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10 a 100 pg/l. La representacion de los residuales (figura IV.19) pone de manifiesto una
distribucion aleatoria de los mismos que implica que se cumple la condicién de

homoscedasticidad.

40 ~
L J
4 20 ¢

e.x (107 ¢
1 ®

01T—e $-

220 1 ¢

40 —* . : .

O 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ng/)

Figura I'V.19.- Representacion de los residuales
frente a la concentracion de NN.

Tabla I'V.18.- Resultados del ANOVA en el rango de concentraciones 10 a 100 pg/l de NN.

Fuente SM! gl MC F P (%)
Modelo 1'75x102 1 1'75x102 3'10x10° 0'00
Residuales 0'73x10™ 13 0'06x10*
Fallo de 1'17x10° 3 039x107 0'63 60'96
ajuste
Error puro 6'14x10° 10 0'61x107

(1) Suma de cuadrados; (2) Media de cuadrados.

Posteriormente se establece la funcion de calibrado: A = 0026 + 1'04-10™ [NN],
cuyos parametros estadisticos se muestran en la tabla IV.19.
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Linealidad

Tabla IV.9.-Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Src 2137x107
(%) 99'58
Sh 1'87x10°
S, 1'18x103

Lin (%) =11- DER. (b)) - 100 = 9820 %

Sensibilidad

a) Sensibilidad de calibrado: S.; = b = 1'04x10-3 (ng/™.

b) Sensibilidad analitica: S,,, = (sp/b) = 228 ug/l

Limite de detecciéon y limite de cuantificacion

Tabla IV.20.-Repetibilidad del blanco

Disolucién n® A (blanco) | Disolucién n° A (blanco) -
1 0'0037 6 0'0039
2 0'0036 7 0'0031
3 0'0034 8 0'0036
4 0'0037 9 0'0032
5 0'0032 10 0'0030

El valor medio de la sefial es de 3'44x107 y la desviacion estandar de 3'02x10™ y los
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limites de deteccion y cuantificacion son 0'87 pg/l y 2'91 pg/l respectivamente.
Rango dinamico lineal

El intervalo de aplicacion del método esta comprendido entre el limite inferior, que
es el limite de cuantificacion, 2'91 ug/l y el limite superior, determinado por el valor
superior de concentracion que esta dentro del intervalo lineal especificado por el test de
fallo de ajuste y que es 100 ug/l. RD.L. = 0'1 (Lim,,,/Lim ) = 3'43.

En la tabla IV.21 se reunen comparativamente todos los resultados. En ella queda
claro que al aumentar el volumen aumenta la sensibilidad por lo que para la aplicacion del
método a las muestras reales, para este analito, se empleara el volumen de 500 ml, ya que
la sensibilidad del método de 100 ml no es adecuada para las muestras. A partir de ahora
seguiremos exponiendo el resto de los parametros analiticos para el método que utiliza 500
ml.

Tabla IV.21.- Comparacion de la sensibilidad para NN
en los dos volumenes.

Parametro 100 ml 500 ml
A=a+b[NN] A=0'027 +4'68x10~*[NN] A =0'026 + 1'04x10-[NN]
Intervalo lineal (ug/l) 30-100 3-100
LD (ug/) 9'25 0'89
LQ (ug/D) 30'83 2'91
S mativa (18/1)" 3'80 228
S catibrado (1081 4'68x10™ 1'04x103
Precisiéon

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se preparan 10 disoluciones correspondientes a una concentracion intermedia del
rango dinamico lineal anteriormentemente determinado, 50 pg/l
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Tabla IV.21- Repetibilidad del método.

Disolucién n° A (muestra) Disolucion n° A (muestra)
1 0'0884 6 0'0824
2 0'0748 7 0'0886
3 0'0752 8 0'0894
4 0'0718 9 0'0738
5 00724 10 0'0750

El valor medio que se obtiene de la sefial de absorbancia es 0'0792 y la desviacion
estandar es de 7'23x107 | lo que supone una desviacion estandar relativa de 9'13%.

b) Repetibilidad del método a partir de los datos del calibrado.

En la tabla IV.22 se muestran los valores calculados a partir de la funcioén de

calibrado previamente establecido en el apartado 4.2.

Tabla I'V.22.- Parametros estadisticos.

[NN] (ug/f) s D.ER (%)
10 1'64 16'4
30 151 50
50 144 2'9
80 1'52 19
100 1'66 16
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Figura IV.20.- Repetibilidad en funcién de la concentracion de NN.

Existe una diferencia en la repetibilidad obtenida al realizar diez réplicas de 50 pg/l
(9,13%) y la obtenida a partir de los datos del calibrado (2,9%). La causa de esta diferencia
podria encontrarse en el distinto nimero de réplicas utilizando en ambos casos.

5.- Verificaciéon de la independencia de las sefiales analiticas.

Dado que el método se va a aplicar a muestras donde se encuentran ambos analitos,
se hace necesario demostrar que la presencia de uno no influye en los resultados obtenidos
para el otro. Por ello se hizo una experiencia en la que se efectuaron distintos calibrados
para cada analito, en presencia de una cantidad constante del otro, todo ello operando de
acuerdo con el método propuesto. El calibrado se realiza entre 50 y 650 ug/l para ER y
entre 10 y 100 pg/l para NN. En la tabla IV.24 hemos incluido los resultados
experimentales obtenidos.
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Tabla IV.24.- Funciones de calibracion de ER y NN en ausencia y presencia de NNyER
respectivamente.

Analito Interferente | Concentracién (ug/l) | Pendiente Ordenada | P (%)
0'0 9'15x10* 1'04x10° 73'19
30'0 8'98x10™ 5'10x103 14'00

ER NN
50'0 9'13x10™ -5'97x1073 93'02
1000 9'14x10™* 9'65x10™ 84'49
0'0 1'04x103 1'00x102 76'08
50'0 1'09x107 -4'13x10™ 21'96

NN ER
200'0 1'19x103 3'6x107 2222
400'0 1'08x107 6'1x10° 8'89

Las pendientes de cada serie de funciones de calibrado se compararon con la
obtenida unicamente con patrones, segun la metodologia recogida en el capitulo 1. Como
conclusion se puede sefialar que la presencia de NN en concentraciones comprendidas entre
30 y 100 pg/l no afecta a la funcion de calibrado de ER. Igualmente la presencia de
concentraciones de ER comprendidas entre 50 y 400 pg/l tampoco afectan a la funcion de
calibrado de NN. Se comprueba que no hay diferencia significativa entre las pendientes de
las correspondientes funciones de calibrado comparadas, ya que en todos los casos se

obtiene un valor de P superior al 1 %.

6.- Aplicaciones Analiticas.

Para comprobar la utilidad del método propuesto, se aplico a la determinacion de
ambos colorantes en las siguientes muestras: colorante Escarlata 4R de Sancolor S.A,
colorante Escarlata 4R de los Laboratorior Utter, grosella “Dama de Baza”, lapiz pastelero
“Vahiné”, Espumas dilces “Party pack. Animallow”, caramelo sabor fresa mentolada
“Halls” y mermelada sabor fresa “Halcon”. Se aplica la misma metodologia de validacion

que en los capitulos previos.
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6.1.- Validacion del método. Aplicacién al andlisis del contenido de Escarlata 4R en

las muestras estudiadas.

Para el analisis de ER se establece el calibrado con adicion de patron para cada una

de las muestras anteriormente citadas, afladiendo en todos los matraces una cantidad fija de
100 pg/l de la muestra de Escarlata 4R de Sancolor S.A, 100 ug/l de Escarlata 4R de los
laboratorios Utter, 0'2 ml de la grosella, 0'S ml de una disolucion preparada pesando 1'066
gramos disueltos en 10 ml de agua de osmosis inversa del lapiz pastelero, 1 ml de una
disolucién formada cuando se disuelve 4'362 gramos en 10 ml de agua de 6smosis inversa
de la espuma dulce, 1 ml de la disolucion formda al disolver una pieza del caramelo de fresa
mentolada Halls de 3'670 gramos en 10 ml de agua de 6smosis inversa y 1 ml de la
disolucién formada al disolver 6'175 gramos de la mermelada de fresa HalcOn en 20 ml de
agua de Osmosis inversa. Los distintos calibrados de Youden se establece afiadiendo
volimenes de muestra entre 0'5 y 5 ml en el caso de la muestra de Escarlata 4R de sancolor
S.A, entre 0'S y 5 ml para Escarlata 4R de los Laboratorios Utter, entre 02 y 0'5 para la
grosella, entre 03 y 1 mi de la disolucién del lapiz pastelero, entre 1y 7 ml de la disolucion
de espuma dulce, entre 1 y 7 ml de la disolucion del caramelo Halls y entre 0’5 y 3 ml dela
disolucién de mermelada. En todos los casos se enrrasa con agua desionizada hasta un
volumen final de 100 m! y se aplica el método operatorio establecido para tal fin.

Tabla IV.25.- Resultados obtenidos para CA 'y CY para escarlata 4R de Sancolor S.A
y escarlata 4R de los laboratorios Utter.

Escarlata 4R de Sancolor S.A Escarlata 4RdelosLaboratoriosUtter
CA CYy CA CY
[ERI A V (ml) A [ERI A V (ml) A
(ngh) (ngh)

0 0'0942 | 0005 | 0'0465 0 0'0914 | 0005 | 00381
50 0'1393 | 0'010 | 00917 50 0'1372 | 0010 | 00832

100 02742 | 0020 | 02670 300 03698 | 0'030 | 02533

200 0'4553 | 0'050 | 0'4499 500 0'5447 | 0050 | 0'4193
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Tabla IV.26.- Resultados obtenidos para CA y CY para la grosella Dama de Baza

y la lapiz pastelero Vahiné.
Grosella Dama de Baza Lapiz pastelero Vahiné
CA CY CA CY
[ER] A |V | A [ERI A | V@) | A
(ngh) (ng/)

0 03911 | 0002 | 03910 0 0'1775 | 0003 | 01015
50 0'4376 | 0001 | 0'1925 50 02286 | 0005 | 0'1778
100 0'4870 | 0005 | 09872 100 02652 | 0007 | 02208
300 0'6725 | 0010 | 1'9238 400 0'5432 | 0'010 | 03208

Tabla IV.27.- Resultados obtenidos para CA y CY para el caramelo sador fresa mentolada

Halls y para la espuma dulce Party Pack. Animallows.

Caramelo de fresa mentoladaHalls | Espuma dilcePartyPack.Animallows

CA CY CA CY
[ER] A V (ml) A [ER] A V (ml) A
(ng/h) (ng)
0 0'0576 | 0'010 | 0'0580 0 0'0866 | 0'010 | 0'0870
50 0'1034 | 0020 | 0'1126 50 0'1349 | 0020 | 0'1416
100 0'1481 | 0'050 | 02926 100 0'1766 | 0050 | 03602
300 0'3360 | 0'070 | 03813 300 03598 | 0070 | 04964
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Tabla IV.28.- Resultados obtenidos para CAy CY
para la mermelada de fresa Halcon.

Mermelada de fresa Halc6n
CA CYy

[ER] A v | A
(ngh)
0 0'1410 | 0005 | 00740

50 0'1802 | 0'010 | 0'1481

200 0'3282 | 0'020 | 02904

400 0'5062 | 0030 | 0'4036

Tabla I'V.29.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion

de CM de Sancolor S.A.
Parametros CP CA Cy
n 15 4 4
a 271x1073 0'093 1'38x103
b 9'168x10™ 9'099x10™ 8'04
SR,c 329x10 1119X10—3 2123X10-3
Sf) 3'09x10°
t(d) 0'665 (P = 51'61 %)
b, 9'16x10
a’ -0'0146 0'0926 ceeememee-
BY | et e 0'0159
Ces 1013
Cn | - 996 0 emmeeeee-
t(c) 0'92 (P =37'12 %)
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Figura IV.21 .- CP y CA para la determinacion
de ER en la muestra de Sancolor S.A.
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Figura IV.22 - Calibrado de Youden (CY) para la determinacién
de ER en la muestra de Sancolor S.A.
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Tabla I'V.26.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de ER de los laboratorios Utter.

Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 2'71x10° 0'0924 2'4x10°
b 9'168x10" 9'095x10* 8'45
See 329x10s 374x10° 2'18x10°
s 335x10?
t®) 0712 (P = 48'74 %)
b, 9'15x10*
2 -0'0140 17023 < S—
232 O —— 0'0116
Ces L7 SR —
U R — 11172 S —
t(c) 0'053 (P = 95'84 %)
1
A
CA Ccp
05 -

I i 1 1 1

0 150 300 450 600 750
Concentracion (ng/l)
Figura IV.21 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con

adicion de patrén (CA) para la determinacion
de ER en la muestra de los Lab. Utter.
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Figura IV.22.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de ER en la muestra de los Labor. Utter.

Tabla IV.29.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del

método para ER en la grosella.

Parametros Ccp CA CY

n 15 4 4

a 2'71x107? 03912 715x10°

b 9'16x10" 9'38x10" 192'78
See 329x105 7'89x10™ 0'0135

% 3'07x10°?

t(b) 1'58 (P = 13'49 %)

b, 9'18x10*

a -0'0150 11 - J—
BY | e e 00221
Ces ST S —
T - F 1 T —
t© 126 (P = 22'57 %)
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Figura IV, 25.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patrén (CA) para la determinacion
de ER en la grosella.
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Figura IV.26.- Calibrado de Youden (CY) para la determinaciéon
de ER en la grosella.
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Tabla IV.32.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de ER en el

Lapiz pastelero.
Parametros CP CA CY
n 15 4 4
a 271107 01783 0'0140
b 9'16x10* 9'11x10* 30'54
See 329105 453x10° 9'80x10°
s 3'48x10
t(®) 0'42 (P = 68'04 %)
b, 9'16x10
2 -0'0140 10 i J—
BY | 0'0280
Cos 178,49 e oo
O e — V2 R —
t(c) 0'05 (P = 95'99 %)
038
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Figura IV.29.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con

adicion de patron (CA) para la determinacion
de ER en el 1apiz pastelero.
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Figura IV. 30.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacioén
de Ia cantidad de ER en el lapiz pastelero.

Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de ER en el
Caramelo Halls.

Parametros Ccp CA CY
n 15 4 4
-2'71x103 0'057 5'34x107

b 9'16x10* 929x10* 5'49
SR,c 329x10 13 1X10—3 0011
Sf) 3'09x107

t(b) 0'92 (P = 3721 %)

b, 9'17x10*

a -0'0150 00581 0 emmeemeee-
BY | e e 0'0203
Cus 3 ————
cx,A """"" 57'49 ----------
t (c) 0278 (P = 78'48 %)
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Figura I'V.33.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion

de ER en el caramelo Halls.
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Figura IV. 34.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de la cantidad de ER en el caramelo Halls.
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Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinaciéon de ER en la

concentracion (ug/l)

Espuma dulce.
Parametros CP CA CY
n 15 4 4
a 2'71x10°? 0'0873 0'0114
b 9'16x10* 9'08x10™ 6'93
S 329x105 1'94x10° 76x10°
s 3'14x10°
t(b) 0'56 (P = 5837 %)
b, 9'16x10*
2 -0'0140 0'0836  eeeceeeeen
23 G [ —— 0'0254
Ces y %0 S —
O — 220 e
t(c) 0'17 (P = 86'71 %)
08
A CP
04 - CA
O 1 T 1 Ll I
0 150 300 450 600 750

Figura I'V.33.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de ER en la Espuma duice.
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Figura IV. 34.- Calibrado de Youden (CY) para la determinaciéon
de la cantidad de ER en la Espuma dulce.

Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de ER en la

mermelada.
Parametros CP CA CY
n 15 4 4
271x10°3 0'139 0'014

b 9'16x10* 9'22x10* 1323
SR,c 329%x10-3 5!17x10-3 0'010

Sf) 3'60x107
t(b) 0'48 (P = 63'31 %)

b, 9'17x10

a’ -0'0149 0'1399  eemmeeeee-
BY | e e 0'0289
Ces 7. S —
Ca | mmmmmmm——- 10} A7 S ———
t(c) 0'54 (P = 59'66 %)




0000000000800 000000O

Capitulo IV 251
038
CP
A
CA
04 -
O T 1 | 1 1
0 150 300 450 600 750
concentracion (pg/l)

Figura IV.33.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de ER en la mermelada.
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Figura IV. 34.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de la cantidad de ER en la mermelada.

Tras aplicar la metodologia se comprueba que las varianzas de los calibrados con
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patrones y de los calibrados con adicion de patron no se diferencian significativamente
como se pone de manifiesto al obtener P en todos los casos superior al 5% (P = 12'15,
51'92, 5'56, 39'87, 14'51, 28'78 y 32'48 %), por lo que se concluye que las varianzas son
iguales. Lo mismo ocurre con la pendiente, ya que al compararlas tampoco se obtienen
diferencias significativas entre ambas, (P > 1%).

En todas las muestra se encuentra un error sistematico constante, ya que ay no esta
incluido en el intervalo calculado para el nuevo valor de la ordenada en el origen del
calibrado con patrones por lo que se elimina restando el blanco de Youden a la sefial
obtenida. Al comparar el contenido de analito en la disolucién problema calculado a partir
del calibrado con patrones (c, 5) y el contenido a partir del calibrado con adicion de patron
(¢, 4), se concluye que el método es exacto para la determinacion de ER en las muestra
estudiadas. Por todo esto se considera que el método queda validado para la determinacion
de ER en las distintas muestras.

Analisis de 1a muestra.

Una vez validado el método para analizar este tipo de muestras fue aplicado el
método operatorio establecido y a la sefial obtenida se aplica directamente el calibrado con
patrones para calcular la concentracion de analito. Cada determinacion se realiza por
triplicado.

Tabla IV.23.- Contenido de ER en la escarlata de Sancolor S.A, en la Escarlata de los Laboraorios
Utter y de la grosella Dama de Baza.

Serien’ Escarl. Sancolor S.A Escarl. Laborat. Utter | Grosella Dama de Baza
A Clng/) A Clugh) A Clng/h)
1 0'0933 100'34 0'0900 100'90 0'3978 425'58
2 0'0942 101'3 0'0907 101'60 0'3980 425'76
3 0'0928 99'80 0'0089 99'40 0'4091 43790

0000000008000 00000000000000000000000000OCGOFTCGCGOIOGONIECSEIOGNOGONOOINONRNOGINYY?S
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Tabla IV.23.- Contenido de ER en las muestras de lapiz pastelero, caramelo de fresa mentolada Halls
Espumas dulces y Mermelada de fresa Halcon.

Serien® | Lapiz pastelero | Caramelo Halls | Espumas dialces Mermelada

A |Cpegh)| A [CughH| A [Cugh | A |Creh
1 0'1775 | 17849 | 00578 | 57'17 | 0'0825 | 76'96 | 0'1412 | 138'82

2 0'1775 | 178'49 | 0'0580 | 5738 | 0'0770 | 72'05 | 0'1404 | 137'95

3 0'1774 | 17838 | 00576 | 56'95 | 0'0860 | 82'53 | 0'1326 | 129'44

La desviacion estandar relativa de estos datos es de: 0'76% para Escarlata 4R de
Sancolor S.A; 1'12% para Escarlata 4R de los Laboratorios Utter; 1'65% para la grosella
Dama de Baza, 0'09% para el lapiz pastelero; 0'42% para el caramelo Halls; 6'78% para la
espuma dulce y 3'83% para la mermelada Halcon.

La concentracion media que se obtiene para las muestras de Escarlata 4R de
Sancolor S.A y de los Laboratorios Utter es de 10048 pg/l y de 100'60 pg/l
respectivamente, ya que se adicion6 una cantidad de 100 pg/l de analito en ambas y la
pureza suministrada por el fabricante es la misma (82%), estableciendo una relacion entre
el valor obtenido por nuestro método y el afiadido de acuerdo con los datos suministrados
por el fabricante, obtenemos una pureza del 82'40% y del 82'52% en cada caso, que al
comparlas estadisticamente con el valor suministrados por el fabricante, para un nivel de
confianza del 95'5%, obtenemos P = 34'95% y 43'20%, por lo que podemos concluir que
no hay diferencias significativas, en ambas muestras, entre el dato de pureza suministrado
por el fabricante y el encontrado por nosotros.

Teniendo en cuenta los distintos factores de dilucion y en su caso el peso de la
muestra, el contenido de ER es de 214'87 mg/l en la grosella Dama de Baza, 334'60 pg/g
en el lapiz pastelero Vahiné, 15'57 ug/g en el caramelo de fresa mentolada Halls, 17'69 ug/g
en la espuma dulce y 43'85 pg/g en la mermelada de fresa Halcon.



254 Determinacion conjunta de ER y NN por EFS

6.2.- Validacion del método. Aplicacion al anilisis del contenido de 1-naftilazo-2-
naftol en las muestras estudiadas anteriormente.

Para el andlisis de 1-naftilazo-2-naftol (NN) se establece el calibrado con adicion de
patron, a las muestras anteriormente estudiadas, afiadiendo en todos los matraces una
cantidad fija de 100 pg/l de la muestra de Escarlata 4R de Sancolor S.A, 100 ug/l de
Escarlata 4R de los laboratorios Utter, 2 ml de la grosella, 5 ml de una disolucién preparada
pesando 1'066 gramos disueltos en 10 ml de agua de 6smosis inversa del lapiz pastelero,
5 ml de una disolucién formada cuando se disuelve cuatro piezas del producto de 17'572
gramos en 10 ml de agua de 6smosis inversa de la espuma dilce, 7 ml de la disolucion
formada al disolver una cantidad del caramelo Halls de 3'670 gramos en 10 ml de agua de
6smosis inversa y 7 ml de la disolucion formada al disolver 12'350 gramos de mermelada
de fresa Hacon en 40 ml de agua de 6smosis inversa. Los distintos calibrados de Youden
se establece afiadiendo volimenes de muestra entre 1 y 7 ml en el caso de la muestra de
Escarlata 4R de sancolor S.A, entre 3 y 10 ml para Escarlata 4R de los Laboratorios Utter,
entre 1 y 5 para la grosella, entre 5 y 15 mi de la disolucion del lapiz pastelero, entre 5y15
ml de la disolucion de espuma dillce, entre 5y 15 ml de la disolucion del caramelo Halls y
entre 7 y 15 ml de la disolucion de mermelada. En todos los casos se enrrasa con agua
desionizada hasta un volumen final de 500 ml y se aplica el método operatorio establecido

para tal fin.

Tabla IV.25.- Resultados obtenidos para CA y CY para escarlata 4R de Sancolor S.A
y escarlata 4R de los laboratorios Utter.

Escarlata 4R de Sancolor S.A Escarlata 4RdelosLaboratoriosUtter
CA CY CA CY
[NNI A V (ml) A [NN] A V (ml) A
(ngh) (ngh)

0 0'0039 | 0'002 | 0'0038 0 0'0035 | 0'006 | 0'0099

30 0'0340 | 0006 | 00088 30 0'0320 } 0010 | 0'0250

50 0'0539 | 0010 | 0'0142 50 0'0528 | 0014 | 0'0387

100 0'1138 | 0'020 | 0'0571 100 0'1114 | 0'020 | 0'0610
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Tabla IV.26.- Resultados obtenidos para CA y CY para la grosella Dama de Baza
y la lapiz pastelero Vahiné.

Grosella Dama de Baza Lapiz pastelero Vahiné

CA CYy CA CYy

[NNJ A |va)| A [NN] A |[ved)| A
(ngh) (ngh)

0 0'0675 | 0002 | 0'0643 0 0'0279 | 0010 | 00248

30 0'0912 | 0'004 | 0'1286 30 0'0598 | 0014 | 0'0353

50 01121 0'006 | 01929 50 0'0721 | 0020 | 0'0504

80 0'1492 | 0010 | 0'3015 100 0'1331 | 0030 | 0'0758

Tabla IV.27.- Resultados obtenidos para CA 'y CY para el caramelo sador fresa
mentolada Halls y para la espuma dulce Party Pack. Animallows.

Caramelo de fresa mentoladaHalls | Espuma dulcePartyPack.Animallows

CA Y CA CY

[NNI A | vm) | A [NN] A [vm)| A
(ngh) (/)

0 0'0320 | 0010 | 0'0325 0 0'0590 | 0010 | 0'0609

30 00652 1 0'014 | 0'0335 30 0'0900 | 0014 | 00833

50 0'0840 | 0020 | 0'0400 50 0'1221 0020 | 01217

80 0'1123 | 0030 | 0'0500 80 01623 | 0030 | 0'1826
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Tabla IV.28.- Resultados obtenidos para CAy CY
para la mermelada de fresa Halcon.

Mermelada de fresa Halcon
CA CY
(NN} A V (ml) A

(g
0 0'0290 | 0'014 | 0'0343

30 0'0602 | 0'016 | 0'0351

50 0'0813 | 0020 | 00413

100 0'1424 | 0'030 | 0'0485

Tabla IV.27.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion

de NN de Sancolor S.A.
Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'026 1'79x10° -8'07x107
b 1'04x107 1'10x10? 3057
See 237x10- 295x10° 775x10°
% 2'45x10°
t(b) 1'54 (P = 14'32 %)
b, 1'06x103
2’ 0'0257 700 < 1 A—
BY | e e -0'0337
Ces L S —
U R — J Y S——
t(c) 0'13 (P = 89'82 %)

}
0000000000000 000000000000 0000000000000CCGOIOIIGIOCIOCGIOINOGNOIOGONONOIONOINOGNOGNOGINYS



Capitulo IV 257
02
A cA
0,1 1 P
O I 1
0 40 80 120

Concentracion (ng/l)

Figura 1V.24 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en la muestra de Sancolor S.A.
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Figura IV.25.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN en la muestra de Sancolor S.A.
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Tabla IV.27.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de NN de los Laboratorior Utter.

Parametros CP CA CYy
n 15 4 4
a 0'026 1'07x10° -0'011
b 1'04x10° 1'08x107 3'63
See 237105 301x10° 433x10"
% 2'46x10?
t(b) 1025 (P = 32'16 %)
b, 1'05x10°?
a 0'0263 00027  —meemmeee-
BY | e e -0'0373
Cs i) D ——
N 1'59 e
t(c) 0'56 (P = 58'32 %)
02
A CA
01 - cp
0 . .
0 40 80 120

Comcentracion (ng/l)

Figura IV.24 .- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en la muestra de los Lab. Utter.
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Figura I'V.25 - Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN en la muestra de los Lab. Utter.

Tabla I'V.31.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del
método para NN en la grosella.

Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'026 0'064 9'14x10°
b 1'04x10° 1'02x103 29'57
See 237x105 474x10° 5'85x10°
s 5'%61x10°
t (b) 037 (P = 71'07%)
b, 1'04x10°
a 0'0268 00 Y —
12 A R — -0'0176
Cys 56'11
YV I— L7 | A—
t(c) 1'94 (P = 7'02%)
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02
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Figura IV. 27.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patrén (CA) para la determinacion

de NN en la grosella.
0,6
CY

A04

0,2

O 1 I L ]
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Volumen (ml)

Figura I'V.28.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN en la grosella.
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Tabla IV.34.- Resultados estadisticos obtenidos en la validacion del
método para NN en el lapiz pastelero.

Parametros Cp CA CYy
n 15 4 4
a 0'026 0'026 -5'04x10*
b 1'04x1073 1'04x1073 2'544
SR,c 237x103 5!19x10-3 1'63X10_4
sB 3'15x1073
t(b) 0'00 (P = 100 %)
b, 1'04x1073
a 0'0268 00064 = ceememeee-
BY | e e -0'0273
Cys 200 emmemmmeee e
A 1'57 eeeeeeeee-
t(c) 0'79 (P=44"12%)
0,16
A C
0,12 - CP
0,08
0,04
O | 1 ) I 1 )

0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (pg/l)

Figura IV. 31.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicién de patrén (CA) para la determinacion
de NN en el lapiz pastelero.
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Figura IV.32.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN del lapiz pastelero.

Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de NN en el

Caramelo Halls.
Parametros CpP CA CY
n 15 4 4
a 0026 0'029 0,022
b 1'04x107 1'03x103 0,91
See 237x105 460x10° 1,39x10°
Sf) 2.77x107
t(d) 0,21 (P = 83,65 %)
b, 1,04x10°
a’ 0'0268 0'0581  =meemeeee-
BY | e emmmeeeee -4'80x103
Cys 480 000 emmmemeems mmemmmeees
U B I
t(c) 1'789 (P =925 %)

90000000000 000000000000O



00000000 0000080000600 0000000000000C°OC0COFCGOINONOGOINOGONOGIOGIITGCGOIOIIOOONIONOOIOSIOIONNYIYTY

Capitulo IV 263
0,16
CP
012 A ca
A
0,08 -
0,04 -
O T I I 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (pg/)

Figura IV. 35.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en el caramelo Halls.
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Figura 1V.32.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN en el caramelo Halls.
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Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de NN en la

Espuma dulce.
Parametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'026 0'0584 8'06x107
b 1'04x107 1'01x1073 6'08
S e 237x103 2'78x107 527x10°
S, 2'43x107
t (b) 0'65 (P = 52'55 %)
b, 1'03x107
a’ 0'0273 00577 -
BY | - e -0'0272
Ces L0 ) D —
cx,A """"" 55'94 ----------
t (c) 0'94 (P =36'12 %)
0,165 -
CA
A cp
0,11
0,055
0 1 T 1 1 {
0 20 40 60 8 100 120

Concentracion (ug/l)

Figura IV. .- CP y CA para la determinacion
de NN en la Espuma dulce
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02
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A
0,1
0 I I 1
0 0,014 0,02 0,026
Volumen (ml)

0,032

Figura I'V.- Calibrado de Youden para la determinacion

de

NN en la Espuma dulce.

Tabla IV.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion de NN en la
Mermelada de fresa Halcon.

Pariametros Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'026 0'027 00217
b 10410 1'04x10° 0'905
S e 237x103 1'53x10° 1133x10°
s 227x103
t(b) 0'00 (P =100%)
b, 1'04x10°
a 0'0268 00279 oo
BY | e e -5'10x10°3
Cys A0 1
Cika | - 250 ememeees
£(0) 029 (P = 77'55%)
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Figura IV. 35.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de NN en la mermelada.
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Cuando se aplica 1
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Figura IV.32.- Calibrado de Youden (CY) para la determinacion
de NN de la mermelada.

a metodologia establecida, no se encuentran diferencias

significativas entre las varianzas del calibrado con patrones y del calibrado con adicion,
como se pone de manifiesto en el hecho de que es todos los casos el valor de P es superior
al 5% (P = 53'24, 44'74, 21'75, 18'57, 22'94, 49'93 y 33'33% respectivamente para cada
muestra). Al comparar las pendientes tampoco se obtienen diferencias significativas entre

[
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ambas, como se comprueba al obserbar las tablas IV, para cada una de las muestras.

La ordenada en el origen del calibrada de Youden no esta incluida en el intervalo
de la nueva ordenada en el origen del calibrado con patrones, por lo tanto existe un
componente de error sistematico y lo eliminamos restandole a nuestra sefial no el blanco
analitico, sino el blanco de Youden.

Al comparar el contenido de analito en la disolucion calculado a partir del calibrado
con patrones (¢, 5) y el contenido de analito en la disolucién calculado a partir del calibrado
con adicion de patron (c, ,), se observa P > 5%, por lo que se concluye que el método es
exacto para la determinacion de NN en las muestras ensayadas. Con esto el métoda queda
validado para la determinacion de NN en las estas muestras.

Analisis de las muestras.

Igual que en el caso anterior, una vez validado el método para analizar este tipo de
muestras fue aplicado el método operatorio establecido y a la sefial obtenida se aplica
directamente el calibrado con patrones para calcular la concentracion de analito. Se realiza
el analisis por triplicado.

Tabla I'V.23.- Contenido de NN en la escarlata de Sancolor S.A, en la Escarlata de los
Laboratorios Utter y de la grosella Dama de Baza.

Serien’ Escarl. Sancolor S.A Escarl. Laborat. Utter | Grosella Dama de Baza
A Clugh) A Clugh) A Clugh)
1 0'0035 4'79 0'0030 1'90 0'0657 54'38
2 0'0039 5'16 0'0032 2'09 0'0631 51'88
3 0'0037 4'96 0'0029 1'81 0'0669 55'54
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Tabla IV.23.- Contenido de NN en las muestras de lapiz pastelero, caramelo de fresa mentolada
Halls Espumas dulces y Mermelada de fresa Halcon.

Serien® | Lapiz pastelero | Caramelo Halls | Espumas dilces Mermelada

A |Cugh| A [Cpgh| A |CreMH| A |Chush
1 0'0078 | 2'89 | 00300 | 2'88 | 0'0542 | 52'54 | 00293 | 240

2 0'0080 3'08 0'0292 2'11 0'0513 | 49'72 | 0'0294 2'50

3 0'0076 2'70 0'0295 2'40 0'0536 | 51'96 | 0'0288 1'92

La desviacion estandar relativa es de: 3'73% para Escarlata de Sancolor S.A, 7'52%
para Escarlata de los Laboratorios Utter, 3'46% para la grosella Dama de Baza, 6'64% para
el lapiz pastelero, 16'02% para el caramelo Halls, 2'88% para la Espuma dulce y 13'4% para
la Mermelada Halcon.

La concentracion media que se obtiene de NN para las muestras de Escarlata 4R de
Sancolor S.A y de los Laboratorios Utter es de 4'97 pg/l y de 1'93 ug/l respectivamente,
teniendo en cuenta los distintos factores de dilucion y en su caso el peso de la muestra, el
contenido de ER es de 26'97 mg/l en la grosella Dama de Baza, esta cantidad es alta pero
hay que tener en cuenta que la concentracion de ER en la muestra es mucho mas alta aln,
por lo que en relacion a esto serfa una cantidad normal, 2'71 pg/g en el lapiz pastelero
Vahiné, 0'47 pg/g en el caramelo de fresa mentolada Halls, 2'8 ug/g en la espuma dulce y
0'56 pg/g en la mermelada de fresa Halcon.

En la tabla IV.24 se resume el contenido de ambos colorantes encontrado en las

muestras analizadas.

0000000000000 0000000000000000000000000000000O0O0C0O0C0O0C0OC0OCCFC°OCFCGCKOTCY
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Tabla IV.24.- Resumen del contenido de los colorantes en las muestras.

Muestra C (5,1)
Escarlata 4R | 1-naftilazo-2-naftol
Escarlata 4R Sancolor S.A® 100'48 (0'76) 4'97 (0'18)
Escarlata 4R de los 100'60 (027) 1'94 (0'15)
Laboratorios Utter®
Grosella Dama de Baza® 214'87 (3'54) 26'97 (0'93)
Lapiz pastelero Vahiné® 334'60 (0'30) 2'71 (0'18)
Espumas dulces® 17'69 (1'20) 2'92 (0'08)
Caramelo Halls® 15'58 (0'06) 0'48 (0'07)
Mermelada de fresa 43'85 (1'68) 0'53 (0'07)
Halcon®

2 expresado en pg/l; ® expresado en mg/l; ¢ expresado en pg/g.
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En los capitulos anteriores se han propuesto métodos espectrofotométricos para la
determinacion conjunta de un colorante sulfonado y de su correspondinte colorante no
sulfonado. En el presente capitulo se aborda la determinacién conjunta de dos colorantes
sulfonados, Amarillo Anaranjado (AA) y Amarillo de Quinoleina (AQ) junto con sus
correspondientes productos no sulfonados Sudan I (SD) y Amarillo de Quinoleina insoluble
(AQI), ya que esta mezcla binaria es muy empleada en productos alimenticios dando a los
productos que la llevan una variedad de colores que va desde el amarillo claro hasta el
naranja intenso. Debido al alto grado de solapamiento espectral que presentan estos
componentes (figura V.1). La determinaciéon simultanea no es posible por métodos
convencionales, por lo que se decide utilizar como sefial analitica la derivada de la
absorbancia en lugar de esta misma. Las medidas que se realizan en fase solida y se aplica
la técnica del “zero-crossing”.

La mezcla de AA y SD ha sido estudiada en el capitulo II, por lo que partimos de
las variables experimentales alli establecidas con objeto de resolver la nueva mezcla y
posteriormente trataremos de determinar estos colorantes en productos alimenticios.
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Figura V.1.- Espectros de absorcion realizados en disolucion
y con una concentracion de 10 mg/l de:
() AQL (b) AQ; (c) SD; (d) AA

1.- Eleccion del soporte solido.

En el capitulo II, qued6 establecido que debido a las caracteristicas de los
compuestos, AA, que es el producto sulfonado se fija en una resina de cambio i6nico,
Sephadex DEAE A-25 y el producto no sulfonado SD se fija sobre un gel adsorbente de
silice C-18. Al realizar la misma experiencia con AQ y AQI se obtienen comportamientos
similares demanera que, AQI, se fija sobre gel de silice C-18 y AQ sobre Sephaex DEAE
A-25.

2.- Optimizacion de las variables experimentales.
2.1.- Influencia del pH.
En primer lugar se estudia la influncia del pH para AQ y AQI con objeto de

establecer un valor de pH 6ptimo para los cuatro componentes. Para ello se preparan una
serie de disoluciones de 500 pg/l de AQ y otra serie de 100 pg/l de AQI enrasadas a un
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volumen final de 100 mi de agua de 6smosis inversa. Cada disolucion se ajusta a un valor
de pH diferente, desde 1 hasta 13, mediante la adicion de disoluciones de HCl o NaOH de
las concentraciones adecuadas para obtener el valor de pH requerido. Siguiendo la
metodologia recogida en el capitulo II, se obtienen los resultados que se reflejan en la figura
V.2

AQ
AQI

)
T

05

Figura V.2.- Influencia del pH para AQ y AQL

Como se observa en la figura V.2, AQI presenta una absorbancia practicamente
independiente del pH del medio hasta llegar a valores muy basicos, donde se produce un
descenso en la sefial de absorbancia ya que a estos valores de pH la resina se degrada
perdiendo su capacidad de retencion. Como la sefial que se obtiene para AQI es
independiente del pH del medio seleccionamos como pH de trabajo el que se utiliz6 en el
estudio del SD, pH = 5'0.

En el caso de AQ, en medios muy acidos, el grupo sulfénico se protona,
disminuyendo asi el proceso de retencion en el gel y en medios muy basicos los iones
hidroxilo compiten con el analito en el proceso de fijacion por lo que tambien se produce
una disminucion de dicho proceso; a valores del pH intermedios se produce la méaxima
retencion por lo que seleccionamos un pH = 5 para experiencias posteriores, ya que este €s
el pH que se utilizd en la determinacion de AA. Asi tenemos a ambos colorantes fijados en
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los mismos soportes y en las mismas condiciones de pH. El resto de las variables
seleccionadas para la determinacion conjunta fueron las mismas que en el caso de la

determinacion de AA y SD (tabla V.2).

Con el fin de ajustar el método a los contenidos habituales de los colorantes en las
muestras reales, se realiza el estudio de la influencia del volumen de muestra para AQ y
AQL por otra parte, tambien se estudia la influencia del contenido de etanol, ya que esta
variable es muy importante para establecer la fijacion cuantitativa de los colorantes no

sulfonados.
2.2.2.- Influencia del contenido de etanol para AQ y AQL

Para establecer la influencia del contenido de etanol se preparan disoluciones de 500
ug/l de AQy de 100 pg/l de AQI conteniendo todas ellas 5 ml de la disolucion reguladora
de 4cido acético/ acetato sodico 1 M y cantidades variables comprendidas entre 0'y 20%
de etanol. Tras enrasar a un volumen final de 100 ml con agua de 6smosis inversa y aplicar
el método operatorio establecido, obteniéndose los resultados que se recogen en la figura
V.4. En ella se observa que para AQSS a partir del 5% de etanol la sefial que se obtiene es
méxima y estable, ya que a partir de este porcentaje de etanol se consigue que la solubilidad
del compuesto sea maxima. La sefial que se obtiene para AQ no depende de la cantidad de
etanol presente en el medio. Por ello se selecciona un 10 % de etanol para las experiencias
posteriores, que es la misma cantidad que se utiliz6 para resolver la mezcla AA-SD.

035

033 AQ
A

031 AQSS
029 : : : .

0 5 10 15 20 25

% Etanol

Figura V.4.- Influencia de la cantidad de etanol.
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2.2.3.- Influencia del volumen de agitacion para AQyAQL

Una de las caracteristicas mas importantes de la espectrofotometria en fase sélida,
como ya se ha establecido en la Introduccion de la presente Memoria, es que la sensibilidad

y el limite de deteccion son funcion del volumen de muestra empleados, por lo que se

pueden poner a punto métodos adecuados a las necesidades del problema con solo variar
partir del cual no

el volumen, esto siempre dentro de unos limites, ya que hay un volumen a

se produce un aumento de la sefial.

Para establecer dicha dependencia se preparan disoluciones de 500 pg/l de AQy
100pg/1 de AQI todas ellas conteniendo un 5 % de la disolucion reguladora de acido
acético/acetato sodico IM y un 10 % de etanol, en el caso de la disolucion de AQI,
enrasando a distintos volumenes finales (100, 250 , 500,750 y 1000 ml). Estas disoluciones
se transfieren a botellas de vidrio de 1 6 2 litros de capacidad, donde se afiaden 50 mg de
Sephadex DEAE A-25 o 150 mg de gel de silice C-18 segun el caso. El tiempo de
equilibracion es de 10 minutos para AQ 'y de 15 minutos para AQL Paralelamente se

preparan los respectivos blancos, constituidos por todos los reactivos excepto el colorante.

Posteriormente se aplica el procedimiento operatorio establecido, obteniendo los resultados
que se recogen en la tabla V.1. representando graficamente estos valores obtenemos las

curvas que se encuentran en la figura V.3.

Tabla V.1.- Influencia del volumen de muestra.

Volumen A
(ml) AQ AQI
100 03182 013678
250 0'6253 013995
500 0'8788 0'7193
750 09537 07221
1000 09563 07234
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Figura V.3.- Influencia del volumen.

Se selecciona un volumen de trabajo de 100 ml, ya que este volumen permite un
manejo de las muestras mas facil, en principio, y la sensibilidad que ofrece parece adecuada
a las necesidades del problema.

2.2.4.- Resumen de las variables optimizadas para AA, AQy SD, AQL

Para los cuatro analitos se utiliza un pH de trabajo de 5,0, conseguido mediante la
adicion de 5 ml de la disolucion reguladora de acido acético/acetato sodico 1M y un
volumen final de 100 ml. La velocidad de agitacion es de 60 rpm, el tiempo de
centrifugacion en ambos casos es de 30 segundos. En todos los casos no es necesario
ajustar la fuerza i6nica del medio.

Tabla V.2.- Resumen de la 6ptimizacion de variables.

Variable AA AQ SD AQI
Absorbancia | A=A -Ageo | A=A -Age | A=Augr -Ageo | A=A -Ago
Cantidadde | 50 mg DEAE | 50 mg DEAE | 150mgC-18 | 150mgC-18

gel

Tiempo de 10 min. 10 min. 15 min. 15 min.

agitacion
Contenidode |  -weeeeeemm | cmeemeeee- 10% 10%

etanol
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3.- Determinacion conjunta de AA, AQ y de SD, AQI por espectrofotometria
derivada en fase sélida.

Para el estudio de la mezcla binaria formada por AA y AQ se prepararon 3
disoluciones conteniendo 250 pg/l de AA la primera, 250 pg/l de AQ la segunda y la tercera
formada por una mezcla equimolecular de 250 pg/l de AA y AQ. A cada una de estas
disoluciones se le afiaden 5 ml de la disolucién reguladora de acido acético/acetato sodico
1 M, enrasando hasta un volumen final de 100 ml con agua de Osmosis inversa.
Posteriormente se afiaden 50 mg de Sephadex DEAE A-25 y se agita el conjunto durante
10 minutos aplicandose el procedimiento operatorio anteriormente establecido. La figura
V.5 representa los espectros de absorcion obtenidos. Para el estudio de la resolucion de la
mezcla binaria formada por SD y AQI se prepararon otras 3 disoluciones conteniendo 50
ng/l de SD la primera, 50 pg/l de AQI la segunda y la tercera formada por la mezcla de las
otras dos. A cada una de estas disoluciones se le afiaden 5 ml de la disolucion reguladora
de acido acético/acetato sodico y 10 ml de etanol, enrasando hasta un volumen final de 100
ml con agua de 6smosis inversa. Posteriormente se afiaden 150 mg de gel de silice C-18 y
se agita el conjunto durante 15 minutos. Los espectros obtenidos los podemos ver en la
figura V.6.

0.4 -

400 450 300 320 600
Longitud de onda (nm)

Figura V.5.- Espectros de absorcion en Sephadex DEAE A-25:
(a) 250 ug/l de AA; (b) 250 pg/l de AQ; (c) mezcla de ambos.
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Figura V.6.- Espectros de absorcion en gel de silice C-18:
(a) 50 pg/l de SD; (b) 50 pg/l de AQL (c) mezcla de ambos.

En las figuras anteriores se pone de manifiesto que tanto la mezcla de los colorantes
sulfonados como la de los no sulfonados presentan un alto grado de solapamiento, lo que
hace imposible su determinacion por medidas directas. Este hecho nos indujo a pensar en
la utilizacion de los espectros derivados para resolver el problema.

3.1.- Obtencién de los espectros derivados de ambas mezclas binarias.

Como ya se ha dicho, para resolver ambas mezclas de colorantes por
espectrofotometria derivada en fase solida vamos a aplicar la técnica del “zero-crossing”a
los espectros derivados. Para ello partimos de los espectros de absorcion de las figuras V.5
y V.6 de los que se obtienen los espectros derivados de primer a cuarto orden. Al obtener
dichos espectros derivados se observa que, para el caso de la mezcla de AA-AQ, la mejor
resolucién se obtuvo con la segunda derivada (figura V.7), que permite determinar
simultaneamente ambos analitos, a longitudes de onda de 459 nm para AQ, ya que la sefial
del espectro derivado de segundo orden de la mezcla coincide con la sefial de AQ a esa
longitud de onda, siendo la sefial de AA a esa misma longitud de onda cero. AA se
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determiné a 540 nm, ya que la sefial de su espectro derivado coincide con la de la mezcla,

siendo la sefial del otro componente cero.
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Figura V.7.- Espectros derivados de segundo orden.
..... Mezcla ; -—- AA; — AQ.

Al obtener dichos espectros derivados para el caso de la mezcla de SD y AQSS se

observa que la mejor resolucion se obtiene con la primera derivada (figura V.8), yaquea

una longitud de onda de 431nm se puede determinar AQSS y a 531 nm es posible

determinar SD.

Por lo tanto se selecciona la derivada de segundo orden para determinar los

colorantes sulfonados y la derivada de primer orden para determinar los colorantes no

sulfonados.
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Figura V.8.- Espectros derivados de primer orden
-—-SD; ... AQSS; — Mezcla.

3.2.- Seleccion de las condiciones instrumentales éptimas.

Las variables instrumentales que afectan a la obtencion de espectros derivados son:
la velocidad de barrido, el factor de filtrado y el incremento de longitudes de onda usado
para obtener dichos espectros derivados. Por lo tanto vamos a estudiar la influencia que
estos parametros instrumentales ejercen sobre los espectros derivados de los analitos.

3.2.1.- Influencia de la velocidad de barrido.

Para comprobar la influencia de esta variable se registr6 el espectro de la segunda
derivada (ya que con este orden de derivaion se resuelve la mezcla) de la mezcla formada
por 250 pg/l de AA y 250 pg/l de AQ fijados sobre Sephadex DEAE A-25 y el de la
primera derivada para una mezcla formada por 50 pg/l de SD y 50 pg/l de AQI fijados
sobre gel de silice C-18, a las diferentes velocidades de barrido que permite el
espectrofotometro utilizado que son entre 7'S y 2880 nm/min.
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El resultado experimental es que esta variable no influye en el intervalo comprendido
entre 120 y 480 nm/min. Valor a partir del cual se produce un descenso apreciable en la
lectura de la sefial analitica a medida que aumenta la velocidad de barrido.

3.2.2.- Influencia del factor de filtrado.

La influencia de esta variable ha quedado establecida en el capitulo 1. Para optimizar
el valor del factor de filtrado en estas mezclas binarias, se preparan cuatro disoluciones
conteniendo 250 pg/l de AA, 250 pg/l de AQ, 50 pg/t de SD y 50 ug/l de AQI
respectivamente a los que se les aplica el método operatorio establecido. Una vez obtenidos
los respectivos espectros, se filtran mediante el programa PECSS que permite utilizar
ventanas de filtrado que contienen entre 5 y 49 puntos espectrales, se suavizan los espectros
de absorcion para distintos valores de puntos experimentales y se obtienen sus espectros
derivados de primer orden para SD y AQI y de segundo orden para AAy AQ conun A4
= 5 y 3 nm respectivamente. Los datos experimentales demuestran que un suavizado con
19 puntos experimentales es suficiente para eliminar el ruido sin perder informacion del
espectro para AA y AQ, mientras que para SD y AQI se necesit6 un suavizado con 49
puntos experimentales para poder eliminar el ruido producido por el soporte solido de silice
C-18.

3.2.3.- Influencia del incremento de la longitud de onda.

Para optimizar el valor de la variable A A utilizada en la obtencién de los espectros
derivados, preparamos una disolucién que contiene una mezcla de 250 pg/l de AA'y 250
pg/l de AQy otra de 50 pug/l de SD y 50 pg/l de AQIL Una vez aplicados el procedimiento
operatorio establecido, los espectros que se obtienen se suavizan utilizando 19 y 49 puntos
experimentales respectivamente. A continuacion se obtienen la primera y segunda derivadas
variando sistematicamente el valor de AA. Los resultados experimentales ponen de
manifiesto que la variacion de A no modifica apreciablemente la sefial del espectro
derivado, hasta llegar a un determinado valor de este donde la amplitud del espectro
derivado disminuye, esto se produce a partir de AA =5y de A A =3 para la mezcla de AA-
AQ y SD-AQI respectivamente. Por tanto estos son los valores que se seleccionan. Los
espectros derivados para ambas mezclas en las condiciones instrumentales Optimas e
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indicando las longitudes de onda donde se determina cada analito son las que hemos

indicado en las figuras V.7y V.8 .

4.- PARAMETROS ANALITICOS.

4.1.- Cumplimiento ley de Lambert-Beer y parametros de fiabilidad para AA, AQ,
SD y AQL

El cumplimiento de la ley de Lambert-Beer y los parametros de fiabilidad para AA,
AQ, SDy AQ] se establece para sus espectros de absorcion como para los derivados. Para
AA y SD, empleando los espectros de absorcién, fueron establecidos en el capitulo II y aqui
utilizaremos dichos resultados. Para el estudio de los demas casos se preparan disoluciones
de las concentraciones indicadas en la tabla V.3 y V.4, a las que se les aplica el

procedimiento operatorio establecido.

Tabla V.3.- Establecimiento de la ley de Lambert-Beer para AA en los espectros de 2* derivada y
SD en los de 1° derivada.

[AA] B ) TP , [SD] 4 ) .

(ke 1*Serie | 2*Serie | 3" Serie (ng/l) 1*Serie | 2*Serie | 3" Serie
50 0'0008 0'0008 0'0009 30 00357 0'0352 0'0316
80 0'0013 0'0013 0'0014 50 0'0437 0'0412 0'0415
150 0'0024 0'0023 0'0024 60 00477 0'0475 0'0478
250 0'0034 0'0032 0'0031 80 0'0557 0'0554 0'0552
500 0'0078 0'0076 0'0075 100 0'0635 00632 0'0638
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Tabla V.4.- Establecimiento de la ley de Lambert-Beer para AQen sus
espectos de absorcion y en su espectro derivado de 2° orden.

(AQI A "Disss um

(ng/h 1* Serie 2* Serie 1* Serie 2 Serie
50 0'0309 0'0258 00010 0'0008
100 0'0545 0'0509 0'0018 0'0018
250 0'1465 0'1537 0'0045 0'0046
500 03198 0'3501 0'0090 0'0099
650 0'4163 0'4613 0'0120 0'0122
800 0'5338 0'5545 0'0136 0'0138

Tabla V.5.- Establecimiento de la ley de Lambert-Beer para AQI en sus espectros
de absorcion y en sus espectros derivados de 1° orden.

(AQII A b ) .

(ng/) 1*Serie | 2*Serie | 3*Serie | 1°Serie | 2°Serie 3* Serie
20 0'0556 0'0661 0'0654 0'0032 0'0030 0'0032
30 0'1051 0'0902 0'1102 0'0038 0'0036 0'0035
50 0'1730 0'1811 0'1744 0'0052 0'0054 0'0052
80 02624 02324 0'3456 0'0074 0'0077 0'0073
100 03274 0'3283 0'3280 0'0089 0'0088 0'0089

Se aplica el test de fallo de ajuste en los rangos de concentraciones estudiados en

cada uno de los casos, encontrandose que no hay curvatura ya que s¢ obtienen valores de

al 5% en todos los casos, (40'92, 26'82, 25'31, 39'82, 80'17 y 25'11%). Por

P superiorer
indica que hay

otra parte, el analisis grafico de los correspondientes residuales nos
homoscedasticidad y admitiendo que se cumplen las hipotesis matematicas del modelo,

establecemos las siguientes funciones de calibrado:
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Dy o = 1'27x107 + 1'50x10° - [AA]
2D yso o = 1'71x10* + 1'74x10° - [AQ]
A =-0'02 + 7'26x10* - [AQ]

1D, . = 0'02 + 4'31x10 - [SD]
A =3'50x10° + 3'33x10° - [AQII
Dy o = 1'57x10° + 7'31x10° - [AQII

Los principales parametros estadisticos de las correspondientes rectas de calibrado,
una vez aplicada la regresion por minimos cuadrados, se recogen en la tabla V.6.

Tabla V.6.- Parametros estadisticos.

Parametros | *Dg.um A (AQ) D sy um Desi nm A (AQI) Dyss am
(AA) (AQ) (SD) (AQD)

Skc 1'07x10* | 1'82x102 | 4'55x10* 1'16x107 2'45x1073 1'48x10*
r* (%) 99'83 99'33 9928 98'93 95'06 99'61

Sy 1'72x107 | 1'89x10° | 4'70x10” 124x107° 2'10x10* 127x10°

S, 436x10° | 9'09x10° | 226x10* 8'53x10* 134x1072 8'09x10°

Parametros de fiabilidad

A continuacion se exponen todos los parametros de fiabilidad calculados de la forma
recogida en el Capitulo I de la presente Memoria.

Linealidad

a.- Para la 2* derivada de AA: 98'95%.

b.- Para el espectro de absorcion de AQ: 97'39%.
c.- Para la 2 derivada de AQ: 97'30%.

d.- Para la 1? derivada de SD: 97'11%.

e.- Para el espectro de absorcion de AQI: 93'66%.
f - Para la 1* derivada de AQI: 98'26%.
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Sensibilidad
Tabla V.7.- Sensibilidad del método.
SeHSibilidad 21)54/0 nm A (AQ) zD459 nm 1])531 nm A (AQI) 11)431 am
(AA) (AQ) (SD) (AQD)
del calibrado | 1'50x 10° | 726x 10 | 1'74x 10° | 4'31x 10* | 3'33x 103 | 7'31x 10°
(ng/hy’
analitica 713 20'11 26'15 2'70 0'73 2'02
(ng/l)

Limites de deteccion y limites de cuantificacion.

Los limites de deteccion y de cuantificacion se calculan, igual que en los casos
anteriores, siguiendo las normas de la TUPAC. Para ello es necesario conocer las
desviaciones estandar de los blancos que son: 5'27x107 para la segunda derivada de AA,
1'39x107 para AQ, 5'16x10° para la segunda derivada de AQ, 1'02x10° para la primera
derivada de SD, 6'27x10™ para AQI y 1'49x10™ para la primera derivada de AQIL. Con estos
valores se obtienen los resultados que figuran en la tabla V 8.

Tabla V.8.- Limites de deteccion y limites de cuantificacion.

Limites "Diss0 nm A(AQ) 2D459 nm l])531 nm A (AQD) 1D«m nm
(ng/) (AA) (AQ) (SD) (AQD)
LD 10'54 5'99 8'90 7'08 0'56 6'13

LQ 35'13 19'97 29'67 23'61 1'88 20'44




288

Determinacion conjunta de AA, AQ y SD, AQL

Rango dindmico lineal.

El rango dinamico lineal, teniendo en cuenta los limites superiores e inferiores para
cada caso, se recogen en la tabla V.9, donde tambien se incluye el intervalo lineal de

aplicacion del método.

Tabla V.9.- Rango dinamico lineal (R D.L.) e Intervalo lineal (I.L).

Parametro *Dsso am A(AQ) D 459 am Dess m A (AQD) Dis1 m
(AA) (AQ) (SD) (AQD)
R.D.L. 1'42 4'00 2'69 0'42 531 0'48
LL. (ugh) 35-500 20-800 30-800 24-100 2-100 20-100
Precision

a) Repetibilidad del método propuesto aplicado a una muestra dada.

Se realiz6 un estudio de las sefiales obtenidas en cada uno de los casos, para lo que
se establecieron series de 10 disoluciones idénticas conteniendo respectivmente 150 ug/l
de AA, 250 pg/l de AQ, 50 ug/l de SDy 50 pg/l de AQI a las que se les aplica el método
operatorio establecido.

Tabla V.10.- Repetibilidad del método aplicado a una muestra dada.

Parametro | *Dgygum A (AQ) D 450 um D ) . A (AQ)) D51 om
(AA) (AQ) (SD) (AQD)
Seiial ;. | 2726x 107 0'1460 4'46x 107 0'0418 01737 527x 107
St 1'07x 104 | 3'75x 103 | 135x10° | 8'66x 10 | 4'57x 10° | 1'33x 10*
DER (%) 47 2'6 3'0 2'0 2'6 2'5

1- Desviacién estandar.
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b) Repetibilidad del método partir de los datos del calibrado.

Los valores estan calculados a partir de las respectivas funciones de calibrado que

han sido previamente establecidas.

Tabla V.11.- Desviacion estandar relativa de los valores de concentracion
utilizados al establecer el calibrado para la segunda derivada

de AA y la primera de SD.
[AA] S, D.ER (SD] S, D.ER
) %) | @wen (%)
50 4'82 9'6 30 1'98 6'6
80 4'70 5'8 50 1'74 3'5
150 4'54 3'0 60 1'69 2'8
200 4'51 22 80 1'76 22
500 5'69 1'1 100 1'97 1'9

Tabla V.12.- Desviacion estandar relativa de los valores de concentracion
utilizados al establecer el calibrado para AQy su 2* derivada.

derivada
[AQ] S, D.E.R
(ug/l) (o/o) S, D.E.R
(%e)

50 16'82 33'6 22'12 442
100 16'54 16'S 21'55 21'5
250 15'69 6'3 20131 8'1
500 15'53 3'1 2033 4'0
650 1628 2'5 2126 33
800 17'57 272 22'52 2'8
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Tabla V.13.- Desviacién estandar relativa de los valores de concentracion
utilizados al establecer el calibrado para AQI y su 1° derivada.

derivada
[AQI s. DER
(ﬂg/l) (%) S, D.ER
(%)
20 5'12 25'6 1'41 70
30 4'83 16'1 1'36 4'5
50 4'55 9" 128 2'5
80 4'85 6'0 1'34 1'7
100 523 572 1'48 1'5

Si se comparan los valores de desviacion estandar relativa para los concentraciones
ensayadas en la repetibilidad del método, con los respectivos valores obtenidos a partir de
los datos del calibrado se observa que existen algunas diferencias que se pueden deber al
distinto nimero de réplicas realizadas en cada caso.

5.- Verificacién de la independencia de las sefiales analiticas.

Se establecieron rectas de calibrado de cada colorante en presencia de
concentraciones altas, medias y bajas del intervalo lineal de los demas y se compararon
estadisticamente las pendientes de estas rectas con la obtenida con los patrones del
colorante estudiado en ese momento. Como el procedimiento empleado en la separacion
se basa en el tipo de resina que se afiade, en funcion de lo que se fije en esta, la comparacion
se realizara con la recta de calibrado de los espectros de absorcion sin derivar, o con los

derivados.
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Tabla V.14.- Funciones de calibracion de los analitos en presencia
de cantidades bajas de los demas.
Colorante Interferente | Concentraciéon | Pendiente | Ordenada P (%)
(ng/) b a

SD 30 8'73x10" 329x10° 9'65
AA AQ? 50 1'43x10° -1'65x10 44'58
AQI 50 8'99x10 425x10° 74'81
AA 50 121x10° 9'40x10* 59'17
SD AQ° 50 4'42x10™ 1'57x107 8827
AQI 30 3'81x10™ 2'32x10% 14'98
AA® 50 1'77x10° 1'51x10™ 28'16

AQ SD 30 6'96x10™ -4'86x107 99'61
AQI 30 6'70x10" -2'99x10° 52'36
AA 50 336x10° 3'72x10? 99'84
AQl SDP 30 7'53x10° 8'00x10™ 94'66
AQ 30 3'19x103 4'82x10 6726

* resuelta en la segunda derivada; ° resuelta en la primera derivada
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Tabla V.15.- Funciones de calibracion de los analitos en presencia
de cantidades medias de los demas.

Colorante | Interferente | Concentracion | Pendiente | Ordenada P (%)
(ng/) b a

SD 50 8'72x10* 8'24x107 30'81

AA AQ? 300 1'52x10° -4'48x10° 86'49
AQI 50 8'68x10™ 324x10° 45'09

AA 300 1'50x107 6'71x107 60'86

SD AQ 300 6'80x10* 1'79x10° 22'10
AQP 50 3'54x10™ 6'12x10° 53'81

AA® 300 1'71x10° 4'34x10* 70'62

AQ SD 50 6'57x10™ 9'57x10° 21'02
AQI 50 6'42x10™ -1'72x107 70'84

AA 300 9'16x10* 230x10" 7'60

AQl SD? 50 734x10° 9'38x10° 95'92
AQ 300 3'10x107 1'53x10" 23'65

“resuelta en la segunda derivada ; resuelta en la primera derivada
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Tabla V.16.- Funciones de calibracién de los analitos en presencia
de cantidades altas de los demas.
Colorante Interferente | Concentracion | Pendiente Ordenada P (%)
(ng) b a

SD 100 8'73x10" 329x10° 9'65

AA AQ? 500 1'52x10° -3'12x10™ 93'56
AQI 100 8'99x10 425x107 74'81

AA 500 121x107 9'40x107 59'17

SD AQ° 500 4'61x10™ 1'56x107 80'83
AQ1 100 3'81x10™ 2'32x102 14'98

AA® 500 1'47x107 7"76x10™ 5128

AQ SD 100 6'93x10™ 1'56x107 9430
AQI 100 724x10™ 9'30x10™ 69'30
AA 500 336x107 3'72x10% 99'84
AQl SD° 100 7'53x10° 8'10x10™ 94'66
AQ 500 3'18x10° 2'55x10" 70'36

*resuelta en la segunda derivada; ® resuelta en la primera derivada

Observando las tablas V.14, 15 y 16 se pone de manifiesto, al aplicar el
correspondiente test de comparacion de pendientes recogido en el Capitulo I, la
independencia de las sefiales de cada analito en presencia de cualquiera de los demas en
cantidades comprendidas dentro de los intervalos lineales de sus rectas de calibrado, ya que

en todos los casos se obtienen valores de P>1%.

6.- Aplicaciones.

Con objeto de comprobar la utilidad del método, se aplico para la determinacion de
estos colorantes en los productos alimentarios recogidos en la tabla V.37, en la que tambien
se indican los colorantes que llevan, segun indican sus fabricantes. El método se valido

siguiendo la misma metodologia que en los capitulos anteriores.




294 Determinacién conjunta de AA, AQ y SD, AQL

Tabla V.17.- Composicién de las muestras analizadas
segun indicacion de los fabricantes.

Muestra Marca Colorante
Licor de melén Amarischia AA
Sorbete de naranja Camy AA

Refresco de platano Charly’s AAyAQ

Refresco de limé6n World AAyAQ

6.1.- Validacién del método. Aplicacion al analisis del contenido de AA y SD en el
licor con sabor a melon.

Como en esta muestra solo hay un componente AA y posiblemente su homélogo
no sulfonado, para su determinacién no es necesario recurrir a la espectrofotometria
derivada, por lo tanto, utilizaremos rectas de calibrado obtenidas a partir de sus espectros
de absorcion.

El volumen de muestra tomado para realizar los calibrados con adicién de patron
es de 1 y de 5 ml para AA y SD respectivamente, los blancos de Youden se realizan
tomando volimenes de muestra entre 0'S y 2 ml para AA y entre 1 y 7 ml para SD; en
ambos casos se aplica el proceso operatorio establecido. Los resultados obtenidos al realizar
ambos calibrados y los obtenidos al aplicarles el tratamiento estadistico para la
determinacioén de ambos analitos se recogen en las tablas V.18 y V.19.
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Tabla V.18.- Resultados obtenidos al realizar CA y CY para la
determinacién de AA y SD en el licor de melon.
AA SD
CA CY CA CY
[AA] (ugN) A Vol (ml) A (SD! (ug) A Vol (ml) A
0 012278 0'005 0'1437 0 0'0931 001 00132
50 02644 0'010 02448 50 0'1431 0'03 0'0502
100 03091 0'015 04334 80 0'1764 0'05 0'1000
200 03996 0020 0'5312 100 0'1910 0'07 0'1406
Tabla V.19.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AA y SD en el licor de melén.
Parametros AA SD
CpP CA CY Cp CA CY
n 15 4 4 15 4 4
a 0'013 02243 5'00x10* 8'00x102 0'092 -0'010
b 8'95x10* | 8'67x10* 270 1'02x107 1'04x107 2'16
S e 527x10s | 3874103 | 2'80x10? | 7'88x10* | 125x10° | 3'70x10°
S, 5'10x107 8'64x10™
t (b) 0'78 (P = 44'75%) 0'016 (P =98'74%)
b, 8'93x10™ 1'02x10°?
a’ 0'0138 02220  emmemeee- 0'0803 00922 e
BY -0'0133 0'0903
Cep 254'53  ceeeeee emeeeeee 100 L —
P —— 248'04 1101 R—
t(c) 1'94 (P = 7'02%) 1'79 (P = 9'20%)
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Figura V.9.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con adicion
de patron (CA) para la determinacion de AA en el licor.
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Figura V.10.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de SD en el licor.
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Figura V.11.- Representacion grafica de los blancos de Youden
para la determinacion de SDy AA en el licor.

Al comparar estadisticamente las concentraciones obtenidas a partir del calibrado
con patrones y del calibrado con adicion de patron para ambas analitos, no se encuentran
diferencias significativas por lo que el método queda validado para la determinacion de AA
y SD en el licor de melon.

Analisis de las muestras

Una vez comprobada la validez del método para AA y SD, se realizan tres
determinaciones de la muestra seglin el proceso habitual.

Tabla V.20.- Contenido de AA y SD en el licor de melon.

Serie n° AA SD
A C (ngh) A C (ngh)
1 012275 254'19 0'0919 10029
2 0'1971 220'16 0'0931 101'47
3 02268 253'41 0'0917 100'09
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Teniendo en cuenta que el volumen analizado en el caso de AA es de 1 mly de 5
ml en el caso de SD y que el volumen final de las disoluciones analizadas es de 100 ml
tenemos un contenido medio de AA en el licor de 2426 mg/l y de SD 2,01 mg/l, las
desviaciones estandar de los resultados 8'01% y 0'73% respectivamente.

6.2.- Validacién del método. Aplicacién al andlisis del contenido de AA y SD en el
sorbete de naranja Camy.

En la muestra solo se presenta el colorante Amarillo Anaranjado, por lo que para
su determinacioén y la del correspondiente compuesto no sulfonado Sudan I se utilizan los
espectros de absorcion sin derivar, igual que en el caso anterior.

Los calibrados con adicidn de patron se establecen en ambos casos adicionando 1
ml de muestra. Los volimenes tomados para la realizacion de los blancos de Youden estan
comprendidos entre 02 y 1 ml para determinar AA y entre 0'5 y 2 para determinar SD. Los
resultados se recogen en la tablaV.21.

Tabla V.22.- Resultados obtenidos al realizar CA y CY para la
determinacién de ambos analitos en el sorbete de naranja Camy.

AA SD
CA CcY CA CY
AAlugh) | A Voiml) [ A |[SDl(ugm) | A Vol(m) | A
0 06240 | 0002 | 01275 0 00677 | 0005 | ¢:0389
50 06640 | 0005 | 03120 50 01179 | 0010 | 0'0647
100 07022 | 0007 | 03813 100 01674 | 0015 | 00977
200 07921 | 0010 | 0'%6391 200 02679 | 0020 | 0'1259

Una vez que se aplica el protocolo estadistico de la validacion (tabla V.41), se
obtiene igualdad de varianzas (P = 32'79% y P = 12'08% respectivamente) y de pendientes
y el blanco de youden no esta incluido en ningun caso en el intervalo correspondiente a la
nueva ordenada en el origen, por lo que para determinar el contenido de analito se restara
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el blanco de Youden, en lugar del blanco analitico, a la sefial de la muestra. Al comparar
los resultados de analito obtenidos por ambos calibrados no se obtienen diferencias
significativas, por lo que el método aplicado es exacto para la determinacion de dichas

muestras.
Tabla V.23.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AA 'y SD en el sorbete de naranja Camy.
Parametros AA SD
Cp CA CY cp CA CY
15 4 4 15 4 4
a 0'013 0'622 -838x1073 8'00x1072 0'067 8'30x103
b 895x104 | g4ox10 | 6222 102x10° | 1'00x10? 5'38
S e 527x10s | 337%10% | 0038 788x10* | 2'84x10* | 2'07x10?
Sp 5'06x107 7'40x10
t (b) 1'56 (P =13'96%) 034 (P = 73'86%)
b 8'92x10* 1'01x10°3
P
a’ 0'0140 113 b A— 0'0813 00668  -memeeem-
BY -0'022 -0'073
Cyep 708'95 58'80
Cen | 70188 5792 e
t (c) 123 (P=11'82%) 2'09 (P = 529%)
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FiguraV.12.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patrén (CA) para la determinacion

de AA en el sorbete.
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FiguraV. 13.- Calibrado con patrones (CP) y Calibrado con
adicién de patron (CA) para la determinacion
de SD en el sorbete.
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Figura V.14.- Representacion grafica de los blancos de Youden
para la determinacion de SDy AA en el sorbete.

E]l método queda validado para la determinacion de AA yAQ en la muestra de sorbete de

naranja.

Analisis de las muestras

Tabla V.24.- Contenido de AA y SD en el sorbete de naranja Camy.

Serie n° AA SD
A C (ngh) A C (ngh)
i 0'5998 68334 0'0664 57'52
2 0'6012 684'92 0'0618 5792
3 0'6211 70720 0'0613 52'47

0000 ®
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contenido medio de AA en el sorbete de 69'18 mg/l y de SD 5'60 mg/l, las desviaciones
estandar de los resultados son 1'92% y 5'42% respectivamente.

6.3.- Validacién del método. Aplicacion al anilisis del contenido de AA, SD, AQ'y
AQI en el refresco de plitano Charly’s.

En este compuesto estan presentes los cuatro analitos en estudio, lo que hace
necesario el empleo de la espectrofotometria derivada para la determinacion de los mismos.
Para establecer los calibrados con adicioén de patrén para AA y AQ se toman 5 mly 2 ml
de muestra respectivamente, 5 ml de disolucion reguladora y cantidades crecientes de los
respectivos patrones, enrasando hasta un volumen final de 100 ml con agua de 6smosis
inversa. Posteriormente se adicionan 50 mg de Sephadex DEAE A-25 y se aplica el método

operatorio establecido.

Los calibrados de Youden se establecen tomando volumenes de muestra crecientes
entre 2 y 15 ml. Cuando se obtienen los espectros de absorcion, se suavizan tomando 19
puntos experimentales y se obtine la segunda derivada conun A4 = 5.

Tabla V.25.- Resultados obtenidos al realizar CA y CY para la
determinacion de AA y AQ en el refresco de platano.

AA AQ
CA cY CA CY
[AAl@gt) | A Vol(ml) | A [AQ] A Volml) | A
(ng/l)
0 0'0022 002 | 00009 0 0'0062 002 | 00061
50 0'0032 005 | 00022 100 0'0081 005 | 00152
100 0'0037 010 | 0'0046 200 0'0097 0'10 | 0'0300
200 0'0052 015 | 00058 300 0'0110 015 | 00448
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Tabla V.26.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AA y AQ en el refresco de platano.
Parimetros AA AQ
cP CA CcY CP CA CY

n 15 4 4 12 4 4

a 127x10* | 2'30x103 | 2'89x10* | 1'71x10* | 635x10° | 237x10“

b I'50x10s | 145%10 0038 1'74x10° | 1'60x10° 012973
S F07x104 | 146x104 | 391x10* | 445x10* | 212x107 | 9'62x10°

s, 1'34x10~ 424x10
t (b) 0'63 (P = 53'82%) 0'71(P = 48'86%)

b, 1'50x10° 0'74x10°

a’ 1'50x10°  226x10°  ccemceee- 202x10%  6'14x10%  coeeemem-
BY | e . -121x103 3'50x10°°
Cop 127'4 34471 e e
O — 1314 341'14  cemeeeeee
t(c) 0'94 (P = 36'12%) 026 (P = 79'82%)

Una vez que se aplica el protocolo estadistico de la validacion (tabla V.26), se
obtiene igualdad de varianzas (P = 19'48% y P = 19'17% respectivamente), y de pendientes
. En el caso de la determinacion de AQ , el blanco de youden esta incluido en el intervalo
correspondiente a la nueva ordenada en el origen, para AA no esta incluido. Al comparar
los resultados de analito obtenidos por ambos calibrados no se obtienen diferencias
significativas, por lo que el método aplicado es exacto para la determinacion de dichas

muestras.
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Figura V.15.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patrén (CA) para la determinacion
de AA en el refresco de platano.
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FiguraV. 16.- CP y CA para la determinacion
de AQ en el refresco de platano.

0000000000000 00000000000 000000000000000%000O0C00O0CCO0CKO0OFOC°OCOORCGOITBSOTS



Capitulo V 305
038
AA
A
04 T
SD
O 1 1 I 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Volumen (ml)

Figura V.17.- Calibrados de Youden para la determinacién
de AA y AQ en el refresco de platano.

El método queda validado para la determinacion de AA y AQ en el refresco de

platano.

Analisis de Ias muestras

Tabla V.27.- Contenido de AA y AQ en el refresco de platano.

Serie n° AA AQ
A C (ngh) A C (ngh)
0'0025 147'40 0'0062 344'71
0'0023 134'06 0'0061 33691
0'0024 140'73 0'0063 35034

Teniendo en cuenta que el volumen de muestra analizado en el caso de AA es de
Sml y de 2 ml en el de AQ, encontramos un contenido medio de AA en el refresco de
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platano de 2'79 mg/l y de AQ 1'72 mg/l, las desviaciones estandar de los resultados son
5'02% y 1'96% respectivamente.

Para determinar el contenido de SD y AQI se realizan los corespondientes
calibrados con adicion de patron tomando 10 ml de muestra en ambos casos. Los
volimenes de la misma tomados para establecer los calibrados de Youden estan
comprendidos entre 10 y 30 ml.

Tabla V.28.- Resultados obtenidos al realizar CA y CY para la
determinacion de SD y AQI en el refresco de platano.

SD AQI
CA CY CA CY
[SD] A Volml) | A [AQI] A Volmh [ A
(ng) (ngh)
0 0'0250 010 | 00250 0 0'0016 00 | 00017
30 00380 | 015 | 00280 30 0'0039 020 | 00029
50 0'0478 020 | 00400 50 0'0055 040 | 00038
80 00602 | 030 | 00610 80 00077 | 060 | 00047

Una vez que se aplica el protocolo estadistico de la validacion (tabla V.29), se
obtiene igualdad de varianzas (P = 18'54% y P = 11'00% respectivamente), y de pendientes,
en el casode de la determinacion de SD el la ordenada en el origen del blanco de Youden
no esta incluido en el intervalo de la nueva ordenada en el origen del calibrado con patrones,
por lo que para determinar el contenido de analito se restara el valor de la ordenada en el
origen del blanco de Youden, en la determinacion de AQI si esta incluida, con li» cual se
resta el blanco analitico. Al comparar los resultados de analito obtenidos por ambos
calibrados no se obtienen diferencias significativas, por lo que el método aplicado podemos
admitir que es exacto para la determinacién de dichas muestras.
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Tabla V.29.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de SD y AQI en el refresco de platano.
Parametros SD AQI
cp CA CY Cp CA CY
n 15 4 4 15 4 4
a 0020 0025 328x1073 1'57x10° 1'61x10° 1'44x103
b 4'31x10* | 4'43x10* 0'189 731x10° | 7'64x10° 5'64x1073
S e I'16x10s | 5005104 | 3133x10° | 148x10* | 5'07x10° | 3'38x10™
S, 1'09x103 1'39x10*
t (b) 0'54 (P = 59'71%) 123 (P =23'76%)
b 4'35x10™ 7'38x10°
a 0'0208 00253  eemmeeeeee 1'54x103 1'72x10° e
BY -0'0175 -1'00x10*
Cop 9'65 217
AP [— 1034 1 7 —
t(c) 0'48 (P = 63'77%) 1'25 (P =22'92%)
0,1
A CA
CP
0,05
O T I
0 40 80 120
Concentracion (ug/l)
FiguraV.

18.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de SD en el refresco de platano.
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Figura V.19.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion
de AQSS en el refresco de platano.
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Figura V. 20.- Calibrado de Youden para la determinacion
de SDy AQI en el refresco de platano.
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Analisis de las muestras

El contenido de SD y AQI en la muestra se determina realizando tres

determinaciones.

Tabla V.30.- Contenido de SD y AQI en el refresco de platano.

Serie n’ SD AQI
A C (ngh) A C (ngh)
1 0'0250 9'65 00016 2'17
2 0'0230 5'05 0'0017 3'52
3 0'0250 9'65 0'0016 2'17

El volumen de muestra analizado para los analitos es de 10 ml y el volumen final del
analisis es de 100 ml, lo que determina un contenido medio de SD en la muestra de 0'066

mg/l y de 0'026 mg/l para AQL

6.4.- Validacion del método.Aplicacion al andlisis del contenido de AA, SD, AQ y AQI

en el refresco con sabor a limén World.

Al tratar de establecer la cantidad de AA en la muestra, se observa que el método
de 100 ml no detecta la presencia de este componente, que por el contrario sabemos que
esta presente ya que asi lo indica el fabricante. Por esta razon se hizo uso de la propiedad
que ya ha sido comentada con anterioridad, que tienen estos métodos, proponiendo el
método para la determinacion de AA por espectrofotometria derivada en fase solida en un

volumen final de 500 ml.

Para ello en primer lugar se realiza la experiencia para determinar el tiempo de
equilibracion de la muestra tomando 300 ug/l de AA, 5% de disolucion reguladora
enrasando hasta un volumen final de 500 ml con agua de 6smosis inversa, adicionando 50
mg de Sephadex DEAE A-25y sometiendo las distintas muestras asi preparadas a distintos
tiempos de agitacion, obteniendose que a partir de los 15 minutos la sefial se hace maxima
y estable, por lo que se selecciona un tiempo de equilibracion de 15 minutos.
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Método de 500 ml para la determinacion de AA en la segunda derivada.

Para establecer el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer se prepararon distintas
disoluciones conteniendo cantidades variables de analito a las que se les aplica el método
operatorio establecido.

Tabla V.31 .- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para el método de 500 ml

(AA] *Ds,, (500 ml)

(ue/ Serie n°l Serie n°2 Serie n°3
20 0'0002 0'0004 0'0002
50 0'0022 0'0014 0'0015
100 0'0038 0'0039 0'0039
300 0'0134 0'0136 00136
500 0'0220 0'0225 0'0230

Al realizar el Anova en el rango de concentraciones estudiado se obtiene que no hay
curvatura (P = 48'34%), se comprueba la homoscedasticidad, el resto de hipotesis
matematicas del modelo se admiten como validas estableciendo la siguiente ecuacion:

2D, = -6'54x10* + 4'65x10° [AAl

Parametros de fiabilidad del método de 500 ml.

Al realizar ANOVA se obtienen los parametros estadisticos, donde los mas
significativos se recogen en la tabla V.32.
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Tabla V.32.- Parametros estadisticos.

Parametros Valor
Sk 3'02x10*

2 (%) 99'89
Sp 4'30x107
S, 1'14x10*

Tabla V.33.- Parametros de fiabilidad del método de 500 ml.

Parametros Valor
Linealidad (%) 99'07
S. catibraco (HE/D)" 4'65x10°

S anativica (1)) 6'49

LD (pg/h) 3'66

LQ (ug/) 12'19
R.D.L. 4'16

LL (ng/h) 12-500

Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion, se ha establecido la

repetibilidad del blanco, preparando 10 disoluciones conteniendo 25 ml de la disolucion
reguladora y 50 mg de Sephadex DEAE A-25, medidas frente a una referencia constituida
por el soporte solido y agua, aplicando el procedimiento operatorio establecido, una vez
obtenidos los espectros de absorcion se filtran a través de 19 puntos experimentales y se
obtiene la segunda derivada con un A A = 5 nm. La absorbancia media de los blancos es de
-1'00x107 y la desviacion estandar de 5'67x107.

Una vez que se ha establecido el método de 500 ml para la determinacion de AA,

pasamos a exponer los resultados de los correspondientes calibrados con adicion de patron
realizados con 15 y 300 ml de muestra respectivamente. los calibrados de Youden se

establecen tomando volumenes variables de muestra entre 10 y 375 ml (tabla V.46).
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Cuando se realiza el tratamiento estadistico de los datos obtenidos(tabla V.47), se
encuentra que hay igualdad de varianzas en ambos casos, (P = 7'6% y P = 37'00%
respectivamente) y de pendientes y en el caso de AA el blanco de Youden no esta incluido
en el intrevalo calculado para la nueva ordenada en el origen del calibrado con patrones, en

el caso de AQ si esta incluido.

Tabla V.34.- Resultados obtenidos alrealizar CA 'y CY para la
determinacion de AA y AQ en el refresco de limén.

AA (500 ml) AQ (100 ml)
CA cY CA CY
AAl(ugn) | A Volml) | A [AQ] A Vol(m) | A
(ngh

0 0'0053 040 | 0'0031 0 0'0060 | 010 | 00037

100 0'0096 0'50 | 00042 50 0'0063 0'15 | 00053
150 00119 060 | 00053 200 0'0100 020 | 00070
200 0'0143 075 | 00064 500 0'0150 025 | 00087
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Tabla V.35.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AA y AQ en el refresco de limon.
Parametros AA (500 ml) AQ (100 mi)
Ccp CA CYy CP CA CY
n 15 4 4 12 4 4
a -6'54x10* | 5,23x107 -3'57x10™ 1'71x10* | 5'84x107 3'30x10™
b 465x10: | 448x105 | 817x10° | 1'74x10° | 1'85x10° | 334x107
S 302x104 | 1 25¢10% | 322x10% | 445x10% | 479x10" | 3'87x10”
S, 2'84x10* 4'59x10*
t(b) 0'86 (P =4033%) 0'86 (P =40'66 %)
b 4'64x10? 1'76x10°
a’ -6'32x10* 4'98x103  -eememmee- 124x10™ 6'02x103 e
BY | et e 2'75%x10™ 2'06x10™
Cep 121'97 33387 e ememmeee-
T 115'02 33529  ceeemeeee-
t(c) 1'99 (P = 6'39%) 0'09 (P = 92'97%)
0,03
A
0,02
0,01 A
0 T T

0 150 300 460

Concentracion (ng/)

Figura V.21.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patron (CA) para la determinacion

de AA en el refresco de limon.
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Figura V.22.- Calibrado con patrones (CP) y calibrado con
adicion de patrén (CA) para la determinacion
de AQ en el refresco de limén.

0,009

AQ
0,006 -

0,003

O | I 1 I [
0 015 03 045 06 075

Volumen (ml)

Figura V.23.- Representacion del calibrado de Youden
para ambos analitos en el refresco de limén.
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Analisis de las muestras

Tabla V.36.- Contenido de AA y AQ en el refresco de limén.

Serie n° AA AQ
A C (ugh A C (ngh)
1 0'0056 113'97 0'0060 333'87
2 0'0055 12623 0'0064 356'60
3 0'0053 121'92 0'0065 362128

El volumen de muestra analizado en el caso de AA es de 300 ml llevado a un

volumen de 500 ml, por lo que el contenido medio en la muestra es de 0209 mg/l. En el
caso de AQ es de 15 ml llevados a un volumen final de 100 ml, por lo.que su contenido
medio en la muestra es de 2'34 mg/l, la desviacion estandar relativa del resultado es de

4'28%.

Al tratar de determinar el contenido de SD y AQI, result6 que la cantidad de Sudan

I no la detectaba el método, por lo que la determinacion de AQI se realizd con los

correspondientes espectros sin derivar. El calibrado con adicion de patron se realiza

tomando 15 ml de muestra. Los volumenes de la misma tomados para establecer el

calibrado de Youden estan comprendidos entre 5 y 20 ml.

Tabla V.37.- CAy CY para AQI en el refresco de imon.

AQI
CA CY
[AQI] A Vol(m) | A
(ngh)

0 0'0669 005 | 00477
20 0'1267 010 | 00521
40 0'1995 015 | 00672
60 0'530 020 | 00803
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Tabla V.38.- Resultados estadisticos obtenidos en la determinacion
de AQI en el refresco de limon.

Parametros AQSS
Cp CA CY
n 15 4 4
a 0'015 0'066 0'033
b 333x103 | 3'15x103 0225
Sre 0'024 5'57x107 3'67x103
S, 0'022
t(b) 0'34 (P = 73'86%)
b, 328x107
a’ 0'022 0K 7 2 T ——
BY 0011
Cop 16'7
Cn | - 163 e
t{c) 0'10 (P =92'16%)

Una vez que se aplica el protocolo estadistico de la validacion (tabla V.51), se
obtiene igualdad de varianzas P = 527% y tambien hay igualdad de pendientes . La
ordenada en el origen del blanco de Youden no esta incluido en el intervalo de la nueva
ordenada en el origen del calibrado con patrones, por lo que para determinar el contenido
de analito se restara el valor de la ordenada en el origen del blanco de Youden. Al comparar
los resultados de analito obtenidos por ambos calibrados no se obtienen diferencias
significativas, por lo que el método aplicado es exacto para la determinacion de AQI en la
muestra.




Capitulo V 317

Analisis de la muestra

Tabla V.39.- Contenido de AQI en el refresco de limén.

Serie n’ AQI
A C (ngh
1 00721 1524
2 0'0715 15'06
3 0'0750 16'12

El volumen de muestra analizada es de 15 ml y que el volumen final de trabajo es
de 100 ml, se tiene una concentracion media de AQI en la muestra de 0'1 mg/l, la desviacion
estandar de la determinacion es de 0'003 y la desviacion estandar relativa es de 3'69%.

En la siguienta tabla se resumen los contenidos de los colorantes encontrados en las

muestras analizadas:

Tabla V.40.- Resumen del contenido de los colorantes en las muestras.

Muestra C (s,,) (mg/h)
AA AQ SD AQI
Licor de meldn 2426 (1'94) nc 2'01 (0'01) nc
Sorbete de 69'18 (1'35) nc 5'60 (0'30) nc
naranja
Refresco de 2'50 (0'03) 1'72 (0'34) 0'06 (0126) 0'026 (0'007)
platano
Refresco de 0209 (0'05) 2'34 (0'10) nd 0'100 (0'003)
limén

nc: no contiene; nd: no se detecta.
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El objetivo de este capitulo es probar la aplicabilidad de los métodos de calibracion
multivariante para la determinacién mediante espectrofotometria en fase solida de
colorantes en diferentes tipos de matrices. Para ello se aborda la resolucion de la mezcla
binaria de Amarillo Anaranjado (AA) y Amarillo de Quinoleina (AQ) que ha sido resuelta
en el capitulo anterior mediante espectrofotometria derivada en fase solida aplicando la
técnica del zero-crossing. Ahora se combinaran para la resolucidon de esta mezcla la
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) a través de las formas algoritmicas PLS-1
y PLS-2, junto con la espectrofometria en fase solida, que presenta las ventajas ya
conocidas.

Las variables experimentales ya han sido optimizadas en los capitulos anteriores para
ambos analitos, asi como la comprobacion de la existencia de una relacion lineal entre la
sefial analitica que emplearemos en el calibrado multivariante, absorbancia y concentracion
de analitos. Por consiguiente procederemos a aplicar directamente la metodologia para

establecer la calibracion.
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1.- Optimizacion de la matriz de calibracion.

El primer paso para aplicar el método de calibracion multivariante PLS es el
establecimientode la matriz de calibracion. Para ello se disefia una matriz de calibracion que
estara constituida tanto por disoluciones de mezclas binarias como por disoluciones
unitarias de ambos colorantes, en concentraciones seleccionadas de forma aleatoria y
comprendidas dentro de los intervalos de linealidad establecidos para cada uno de los
colorantes, que en este caso se encuentra entre 50 y 500 pg/l.

Se prepara un conjunto de 16 disoluciones que contienen uno o los dos colorantes
en distintas proporciones. Este nimero de muestras es lo suficientemente amplio para que
al aplicar los criterios de rechazo y eliminar las posibles muestras erroneas, podamos
disponer de un numero adecuado de ellas que permita obtener la matriz de calibracion
6ptima al aplicar los métodos de calibracion multivariantes. A cada una de estas muestras
se le aplica el método operatorio establecido en el Capitulo I, con lo que se obtienen los

correspondientes espectros de absorcion.

Una vez obtenidos los espectros de absorcion de cada una de las muestras que
componen la matriz de calibracion, cada uno de ellos se somete a distintos manipulaciones
previas antes de aplicarle el método de PLS, con el fin de obtener los mejores resultados
posibles. Los tratamientos a los que se somete al conjunto de espectros son:

1.- El primer conjunto de de datos esta formado por los espectros que no se
someten a ningun tratamiento previo, son los que se obtienen directamente al
introducir las muestras en el espectrofotometro y registrar los espectros con un
intervalo de longitud de onda de 5 nm.

2.- El segundo conjunto de datos esta formado por los espectros anteriores despues
de ser sometidos a una operacion de suavizado del ruido instrumental, utilizando
para ello el método de Savitzky-Golay, con un intervalo de 15 puntos

experimentales.

3.- El tercer conjunto de datos lo constituyen los espectros derivados de primer
orden, obtenidos a partir de los originales con un incremento de longitud de onda
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de 5 nm

4.- El cuarto conjunto de datos espectrales es el formado por los espectros
originales, manipulados mediante el programa informatico Datta Leader de forma
que todos con el programa informatico Datta Leader se hace que todos los
espectros originales comiencen en un valor cero de absorbancia, con lo cual tenemos
que todos los espectros que forman la matriz de calibracion parten del mismo punto.

A estos cuatro conjuntos de datos espectrales correspondientes a la misma matriz
de calibracion, se le aplica ambos algoritmos PLS-1 y PLS-2. Para efectuar los calculos en
todos los casos se selecciona la zona del espectro visible comprendida entre 400 y 600 nm,
ya que es ahi donde se encuentra la mayor informacion espectral correspondiente a los
analitos, mientras que en la zona comprendida entre 600 y 800 nm la sefial que se obtiene
es la misma que corresponde al blanco. En estas condiciones el namero total de puntos
experimentales que tenemos en los espectros sin derivar y sin suavizar es de 401 puntos. Al
efectuar los calculos con los cuatro conjuntos de datos se comprueba que se obtienen los
mejores resultados con los espectros originales de los que una vez aplicados los criterios
de rechazo establecidos en el Capitulo I, se seleccionan 15 muestras para obtener la matriz
de calibracion (tabla IV.1) que se utilizara posteriormente en la etapa de prediccion.

Tabla IV.1.- Composicién de la matriz de calibracion.

Muestra [AA] (AQ] Muestra [AA] [AQ]
(ng/l) (ngh) (ngh) (ngh)
1 50 0 9 150 150
2 200 0 10 250 200
3 400 0 11 200 300
4 0 50 12 300 100
5 0 200 13 100 400
6 0 400 14 200 150
7 150 50 15 50 200
8 80 X —
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Los resultados que se obtienen mediante PLS-1 'y PLS-2 son igualmente
satisfactorios. Sin embargo seleccionamos la forma algoritmica de PLS-2 porque al calcular
el valor de PRESS para todos los componentes a la vez, tiene un campo de aplicacién mas
restringido, dando solamente resultados satisfactorios cuando el nimero de componentes
es bajo, como es el caso de la mezcla binaria planteado por nosotros.

Como podemos ver en la tabla V1.2, el namero maximo de factores a tener en
cuenta para optimizar la matriz de calibracion, aplicando el criterio de Haaland y Thomas
( mitad de niimero de muestras patron mas uno) es de ocho, por lo tanto , teniendo en
cuenta que vamos a utilizar el algoritmo PLS-2 que utiliza un solo valor de PRESS para
todos los componentes y que dicho valor es el que corresponde al primer valor de
probabilidad que se encuentra por debajo de 0,75, nos encontramos que el nimero maximo
de factores es tres, al que le corresponde un valor de PRESS de 390,83 y un cociente F
unidad. Este cociente F se obtiene dividiendo cada valor de PRESS por el minimo de los

valores de PRESS de todos los encontrados.

Tabla V1.2.- Factores y valores de PRESS.

Nuamero de PRESS Cociente F Probabilidad
Factores (tanto por uno)

0 44877334 1148,30 1,00

1 383319,81 980,79 1,00

2 11681,00 29,88 0,99

3 390,83 1,00 0,50

4 500,39 0,00 0,00

5 487,37 0,00 0,00

6 564,72 0,00 0,00

7 593,76 0,00 0,00

8 576,84 0,00 0,00

En la tabla VI3, se recogen los parametros estadisticos relacionados con la calidad
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del ajuste del modelo para cada colorante obtenidos de la forma ya comentada en el
Capitulo L.

Tabla VI.3.- Parametros estadisticos.

Colorante R? RMSD REP
AA 0,99919 3,2551 2,1300
AQ 0,99909 3,9318 2,5728

Los resultados obtenidos en la predidiccion de ambos analitos son satisfactorios, ya
que la correlacion entre las concentraciones verdaderas y las predichas por la matriz,
expresadas como R?, son en ambos casos superiores a 0,999.

2.- Determinacion de ambos colorantes en mezclas sintéticas aplicando el método
PLS-2.

La matriz de calibracion anteriormente seleccionada se emplea a continuacion para
determinar ambos colorantes en mezclas sintéticas. El objetivo de esta experiencia es
determinar la capacidad de la matriz de calibracion para resolver no solo, mezclas binarias,
sino también sistemas que solamente contengan uno de los analitos de forma que,
posteriormente podamos aplicar el método a la resolucion de muestras de productos
alimenticios con garantias de éxito. Para ello se preparan mezclas de ambos analitos binarias
y unitarias y se les aplica el proceso operatorio establecido introduciendo los espectros
obtenidos en la matriz de calibracion. En las tablas VL4, VL5 y V1.6 se recogen los
resultados obtenidos, donde se establece el tanto por ciento de recuperacion para cada una

de las muestras.
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Tabla V1L.4.- Mezclas sintéticas unitarias de AAy AQ.

AA AQ
Mezcla C(ug/) %R Mezcla C(rg/) %R
puesta puesta
1 50 89,2 1 0 -0,5
2 150 97,7 2 0 0,3
3 300 98,6 3 0 1,4
4 0 -2,2 4 50 98,5
5 0 1,2 5 150 99,4
6 0 6,9 6 400 97,8
Tabla VL5.- Mezclas sintéticas binarias de AAy AQ.
Mezcla AA AQ
C (ngf) %R C (ugh) %R
puesta puesta
1 150 979 80 99,5
2 200 98,0 200 98,7
3 50 104,5 50 978
4 400 954 100 100,2
35 150 102,4 200 100,0
6 80 110,0 300 98,9
7 300 100,0 100 99,2
8 200 99,1 300 99,1
9 200 101,8 250 979
10 100 102,8 150 100,0
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En la tabla V1.4 se pone de manifiesto la capacidad de prediccion de la matriz de
calibrado incluso para determinar el contenido de analito en muestras que presenten un solo

colorante.

En las mezclas sintéticas binarias, el porcentaje de recuperacion para AA esta entre
89,2 y 110,0% y para AQ entre 97,8 y 100,2%, por lo que los resultados pueden
considerarse satisfactorios, quedando clara la capacidad de la matriz seleccionada para

resolver este tipo de mezclas.

3.- Aplicacién del método PLS-2 a la resolucion de la mezcla AA yAQ en productos

alimenticios comerciales.

Para la aplicacion practica del método, se seleccionaron 8 muestras comerciales de
productos alimenticios , 6 refrescos, un licor y un sorbete, que contenian la mezcla de
ambos compuestos, o bien, uno solo de ellos. El contenido, clase y marca de las muestras

es la siguiente:

Tabla V1.6.- Composicion de las muestras analizadas
suministradas por los fabricantes.

N° Muestra Marca Composicion
1 Refresco de platano Charly's. AAv AQ
2 Refresco de limon Revoltosa AAvAQ
3 Refreco de limon Tang AAyAQ
4 Refreco de limén World AA vy AQ
5 Refreco de limdn Gatorade AQ
6 Refreco de limon Hipercor AQ
7 Licor de melon Amarischia AA
8 Sorbete de naranja Camy AA

Para la determinacion del contenido de colorantes en las muestras, se toman 3
volimenes diferentes de cada una de ellas v se les aplica el método operatorio establecido



328 Aplicacién de PLS al analisis de colorantes

realizandose 5 réplicas para cada volumen. Los espectros obtenidos con las muestras s

introducen en la matriz de calibracion seleccionada y esta nos da el contenido de los analitos

en las distintas muestras (tabla V1.7).

Tabla V1.7.- Aplicaciones a muestras reales.

Muestra | Volumen C'(s ., ) (mgh)
(i) AA AQ
1 1 3.17 (0,06) 15,44 (0,26)
2 2.77 (0,09) 1624 (0,30)
25 323 (1,84) 15,92 (0,82)
2 5 0,23 (0,02) 1,42 (0,05)
10 031 (0,15) 1,60 (0,05)
20 0,34 (0,02) 1,67 (0,05)
3+ 10 5064 (7,72) | 219132 (41,49)
20 91,65(8,55) | 222345 (68,50)
25 10233 (5,02) | 2231,53(25,60)
4% 10 250,03 (425) | 186898 (45,.25)
15 30390 (3,78) | 1979,32(57,70)
20 28325 (327) | 1947.95(50,62)
5 2 nc 4,12 (0,24)
5 570 (0,12)
5.94 (0,16)
6 5 1,67 (0,07)
10 ne 1,84 (0,06)
15 1,90 (0,38)
7 0.5 24.97(0,72)
1 25.02 (0,68) nc
15 26,09 (0,35)
8 0.1 65,74 (1,09)
03 68,00 (1,53) ne
0.4 6724 (1,52)

TValor medio de 5 réplicas; * expresado en pg/l.

®
0000000000000 000000000000000000000000000O00O0C00C0OCCOCOFOCOCOFCGOIOOTIONTLYTTS



000000 000000000000 000200020000000000000000000C0000OCG0COCFTCOCGNOIOGOTSTISITYTS

Capitulo VI 329

El resultado final del contenido de los colorantes en las muestras estudiadas se da
comola media de las cinco determinaciones realizadas para tres volumenes de muestra
diferentes, recogidos en la tabla anterior.

Tabla VI.9.- Contenido final de los colorantes en las muestras estudiadas.

Muestra C(s,.1 ) (mg/l)
AA AQ

1 3,05(0,25) 15,87 (0,40)
2 0,29 (0,06) 1,56 (0,13)
3* 81,54 (27,29) 2215,43 (21,27)
4* 279,06 (27,18) | 1932,08 (56,86)
5 no contiene 5,25 (0,99)

6 no contienc 1,80 (0,12)

7 25,36 (0,64) no contiene

8 66,99 (1,15) no contiene

* expresada en pg/l.

3.1 Validacién del método mediante Cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR).

Para comprobar la validez de los resultados obtenidos con nuestro’ método se
comparan estos con los obtenidos por medio de CLAR, segun el método establecido por
J.F. Lawrence'. El método cromatografico se basa en la formacion de un par ionico entre
los colorantes y una disolucion del reactivo tetrabutilamonio fosfato (TBAP), 0,005M. La
formacion de este compuesto hace que los colorantes se retengan en la columna de C-18,
cuando son inyectados en el cromatégrafo, pudiéndose eluir selectivamente mas tarde
cuando se hace pasar, a través de la columna de C-18, la fase movil formada por una mezcla
metanol/agua. La columna de C- 18 es de Sum y de 100 x 2,1 mm, la fase movil, que
también lleva el reactivo, esta formada por una mezcla de metanol/agua (45: 55), el flujo
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es de 0,4 mY/min, el volumen de inyeccion es de 25,0 ul'y la longitud de onda de medida es
de 410 nm.

3.1.1.- Calibracion para CLAR.

En las condiciones anteriormente descritas se preparan cinco patrones de ambos
analitos que contienen 1, 2, 3,4y 5 mg/l cadaunoy (0,005 M) TBAP. Cada patron se
inyecta dos veces, apareciendo el cromatograma de AA a los 2,470 minutos y el de AQ a
los 8,327 minutos. La medida del area de cada uno de ellos aparece en la tabla V1.9.

Tabla V1.9.- Calibrado para AA y AQ.

Concentracion Area (u.a) Area (u.a)
(mg/l) AA AQ

Serien’l  Serien’2 Serien®1  Serie n2
1 450295 408725 351718 308198
2 763776 585139 105758 703974
3 903876 778628 1044462 1246216
4 956680 1036693 1483621 1556513
5 1165440 1036693 1825886 1661107

Al representar la concentracion frente al area del pico cromatografico se obtiene una
lina recta cuya ecuacion, ajustada por el método de minimos cuadrados, es:

Para AA: [AA]=-1'85 + 6'00x10° - Area
Para AQ: [AQ) = -0"24 + 2'88x10° - Area

donde la concentracion viene expresada en mg/l.

Al aplicar el calculo estadistico ANOVA en el rango de concentracionesde 1 a5
mg/l, se encuentra que no hay curvatura ni para AA (P = 64,98%) ni para AQ (P =

47.49%).
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3.1.2.- Determinacion del contenido en AA y AQ de las muestras reales mediante
CLAR.

- Tratamiento previo de las muestras.- Puesto que todas las muestras son liquidas
(incluido el sorbete de naranja que se dejo fundir) se filtraron y se tomaron los siguientes
volimenes de cada una de ellas: 0,8 ml de la muestra del licor de mel6n , 0,2 ml del sorbete
de naranja, 7 ml del refresco de limén gatorade, 10 ml de refresco de platano y 20 ml de las
muestras de los refrescos de limon Revoltosa, Tang, World y Hipercor. Se les afiade a cada
una la cantidad necesaria de TBAP para que tengan una concentracion final de 0,005 M del
reactivo y se introducen en jeringas de 5 ml acopladas a cartuchos de 300 mg de C-18 que
previamente ha sido acondicionado pasando a su través de 5 ml de metanol. El liquido cae
por gravedad, con lo que se consigue que el contacto entre la disolucion y la resina sea la
maxima posible, quedando los colorantes que contienen las muestras, retenidos en el
interior del cartucho mientras que el resto de la matriz, que no tiene color, se recoge en un
matraz de 10 ml de capacidad que se encuentra situado en el otro extremo del cartucho. A
continuaciéon este matraz se retira colocando en su lugar otro matraz de 10 ml
perfectamente limpio, para recoger en él el colorante que es eluido haciendo pasar a traves
del cartucho 10 o 20 ml de metanol, segun los casos, dejando al igual que antes que este
disolvente caiga por gravedad favoreciendo asi el contacto con los granos del gel. El
colorante de la muestra disuelto en metanol, se introduce en un vaso de 25 ml que se pone
en un bafio de arena que se encuentra a la temperatura de ebullicion del disolvente, se tiene
el tiempo suficiente para que se elimine el disolvente, evitando que la muestra se queme. A
continuacion se afiade agua para recoger el colorante y la disolucion obtenida se introduce
en el cromatografo. De cada muestra se realizan 5 réplicas, obteniendo los siguientes
resultados (tabla V1.9).
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Tabla V.9.- Resultados obtenidos al aplicar el método CLAR a las muestras estudiadas.

Muestra C(s,y) Muestra C(,y)
(mg/l) (mg/l)
AA AQ AA AQ
1 2,844 (0,005) | 1,42 (0,14) 5 ne 5,18 (0,53)
2 0,27 (0,05) | 1,52 (0,20) 6 nc 1,74 (0,10)
3 0,52(0,02) | 2,28 (1,15) 7 23,86 (1,09) nc
4 0,31(0,01) | 2,30(0,12) 8 67,03 (1,09) nc

Cada valor de la tabla se ha obtenido como resultado de 5 réplicas.

3.1.3.- Comparacion de los resultados obtenidos mediante EFS y CLAR para las
muestras reales.

Una vez obtenidos los resultados mediante nuestro método (tabla VI.8) y mediante
el de referencia CLAR (tabla V1.9) procedimos a la comparacion de ambos resultados para
cada una de las dos métodos elegidos. La comparacion se hizo aplicando el método
estadistico descrito en el Capitulo I de la presente Memoria, segun el cual en primer lugar
se comparan las varianzas de los resultados del contenido del colorante obtenido por ambos
meétodos, si no hay diferencias significativas entre ambas, o sea P>5%, se calcula una
varianza promedio, si hay diferencias se calculan los grados de libertad teéricos mediante
la aplicacion del test de Welch. En ambas situaciones cuando se aplica el test t de student,
para comparar los contenidos medios de colorante encontrados por ambos métodos, no se
presentan diferencias significativas entre ellas, ya que P>5% para todas las muestras, por
lo que queda comprobado que se puede aplicar satisfactoriamente la calibracion
multivariante para resolver mezclas de estos colorantes en diferentes matrices.

Los resultados de la comparacion estadistica del contenido de los colorantes en las
muestras, junto con los parametros estadisticos necesarios para tal fin, se recogen en las
siguientes tablas.
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Tabla VI.10.- Comparacion del contenido de AA y de AQ en el
refresco de platano.
Parametros AA AQ
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
c
2,836 3,056 1,42 1,59
(mg/)
Sn1 0,0055 0,248 0,14 0,40
t 1,53 (P = 17,68%) 0,38 (P =171,70%)
Tabla VI.10.- Comparacion del contenido de AA
y de AQ en el refresco de limon Revoltosa.
Parametros AA AQ
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
c
0,27 0,29 1,52 1,56
(mg/l)
Sl 0,05 0,06 0,20 0,13
t 0,06 (P =95,41%) 0,10 (P =92,36%)
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Tabla V1.12.- Comparacion del contenido de AA
y de AQ en el refresco de limén Tang.

Parametros AA AQ
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 0,52 0,81 2,28 2,21
(mg/l)
S, 0,02 0,03 1,15 0,21
t 0,84 (P =43,31%) 0,13 (P = 90,08 %)

Tabla V1.13.- Comparacion del contenido de AA
y de AQ en el refresco de limén world.

Parametros AA AQ
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
c 0,31 0,28 2,30 1,93
(mg/l)
Sn.1 0,01 0,03 0,12 0,05
t 0,08 (P =93,88%) 0,97 (P =36,95%)
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Capitulo VI
Tabla VI.14.- Comparacion del contenido de AQen el refresco de limon Gatorade
y en de Hipercor.
Parametros Refreco de limén Gatorade Refresco de limon Hipercor

CLAR EFS CLAR EFS

n 5 3 5 3

c
5,18 5,25 1,74 1,80
(mg/l)

Sp1 0,53 0,99 0,10 0,12

t 0,11 (P =91,60 %) 0,16 (P = 87,81%)

Tabla VL15.- Comparacién del contenido de AA en el licor de melon
y en el sorbete de maranja Camy.

Parametros Licor de melén Sorbete de naranja Camy
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 23,86 2536 67,03 66,99
(mg/1)
Sp1 1,09 0,64 1,40 1,15
t 1.97 (P = 9,60 %) 0,04 (P = 96,94%)
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CAPITULO VII:
DETERMINACION SIMULTANEA DE LOS COLORANTES
TARTRACINA, ESCARLATA 4R Y AMARILLO ANARANJADO
MEDIANTE REGRESION POR MINIMOS CUADRADOS PARCIALES
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En este capitulo se propone la resolucion de la mezcla ternaria formada por los
colorantes Tartracina (TT), Escarlata 4R (ER) y Amarillo Anaranjado (AA) ampliamente
utilizados en alimentacién. Los espectros de estos tres colorantes se encuentran muy
solapados (Figura VIL.1), por lo que la resolucion de esta mezcla mediante
espectrofotometria derivada aplicando la técnica del zero-crossing implicaria el empleo de
un orden de derivacion muy elevado con la consiguiente disminucion en la sensibilidad. Por
ello proponemos el empleo de métodos de calibracién multivariante junto con la
espectrofotometria en fase solida para la resolucion de este problema. La ventaja que
supone el empleo de los métodos de multicalibracion es que nos permitiran la resolucion
tanto de la mezcla ternaria como de las tres posibles binarias, asi como tambien la
determinacion individual de cada colorante sin tener que recurrir a diferentes
procedimientos. El método de multicalibracion que aqui se emplea es el de regresion por
minimos cuadrados parciales, PLS, en su forma algoritmica PLS-1.



340 Aplicacion de PLS al analisis de colorantes
0.8
T AA
A
0.4
0.0 ! \
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura VIL1.- Espectros de absorcion de TT, ER y AA.
1.- Estudio de las variables experimentales.

Antes de abordar la resolucion de la mezcla de los tres colorantes seleccionados, se
procede al estudio de las variables experimentales que afectan a la fijacion de los tres
compuestos sobre Sephadex DEAE A-25. Para AA y ER , las variables experimentales ya
han sido optimizadas en los Capitulos II y IV respectivamente, por lo que no vamos a
repetir su estudio en este capitulo. Ahora bien, los resultados alli obtenidos condicionan el
valor de las variables para TT y por ello, para este colorante solo se estudiara la influencia
del pH.

1.1.- Influencia del pH.

Para conocer la influencia del pH del medio sobre la fijacion de la tartracina, ya que
el pH condiciona la existencia de la forma anionica del analito que se retiene sobre la resina,
se preparan disoluciones de 500 pg/l en matraces de 100 ml. Cada disolucién se ajusta hasta
un valor de pH final diferente adicionando para ello la cantidad de HCI o NaOH (1M)
necesaria para conseguir el valor de pH requerido (figura VIL.2). A la vista de la figura, para
establecer el valor de pH Optimo para la resolucion de la mezcla, hay que llegar a una
situacion de compromiso entre las condiciones de pH mas favorable para los tres colorantes.
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Teniendo en cuenta este criterio se opto por seleccionar un valor de pH de 2, ya que
a este valor la sefial de absorbancia que se obtiene es maxima para TT y ER.

0,8

A

3

pH

Figura VIL2.- Influencia del pH para TT.

Para ajustar este valor de pH se utiliza una disolucion de HCl 0,5 M,
comprobandose que 2,2 ml de esta disolucion son suficientes para mantener constante el
valor del pH.

2.- Funciones de calibrado para TT, AA y ER.

Se preparan series de disoluciones por triplicado, conteniendo cada una de ellas
entre 50 y 800 pg/l de cada analito. Se le afiaden 2,2 ml de la disolucién de HCI 0,5 M
enrasando hasta un volumen final de 100 ml con agua de 6smosis inversa. A cada disolucion
se le afiaden 50 mg de Sephadex DEAE A-25, agitandose durante 10 minutos y aplicando
el método operatorio establecido en capitulos precedentes. Los resultados que se obtienen
son los siguientes:
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Tabla VIL1.- Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para los analitos.

Conc. TT ER AA

(ne) Serie Serie Serie Serie | Serie Serie | Serie Serie | Serie
| n°2 n°3 n’l n°2 n’3 n’l n°2 n’3

50 0,0593 10,0572 | 0,0616 | 0,0136 | 90,0103 | 0,0141 } 0,0676 | 0,0729 0,0160

100 |o0,1114 | 0,1103 | 0,1043 | 0,0312 | 0,0385 | 0,0376 | 0,1255 | 0,1252 | 0,1278

250 0,2919 | 0,2837 | 0,2845 | 0,1406 | 0,1399 | 0,1358 | 0,2892 | 0,2891 0,2880

500 0,5292 | 0,5252 | 0,5518 | 0,3567 | 0,3255 | 0,3756 | 0,6053 | 0,5832 | 0,5848

650 0,7025 | 0,6881 | 0,7413 | 0,4382 | 0,4687 | 0,4401 | 0,7303 | 0,7307 | 0,7598

No se ha incluido en la tabla anterior los valores de absorbancia para la
concentracion de 800 pg/l porque en todos los casos, al aplicar el test de fallo de ajuste en
el rango de concentraciones comprendido entre 50 y 800 pg/l se observaba una curvatura
en la region de mayor concentracion que desaparece al rechazar el valor de 800 ug/l. Al
aplicar de nuevo el test de fallo de ajuste entre 50 y 650 pg/l se encuentra que no hay
curvatura en ningun caso, siendo los valores de P encontrados los siguientes: TT (P =
32,92%), ER (P = 11,86%) y AA (P = 6,6%).

3.- Optimizacion de la matriz de calibracién.

El primer paso para aplicar el método de calibracion multivariante PLS es el
establecimiento de la matriz de calibracion. Para ello se disefia una matriz de calibracion que
estara constituida por mezclas ternarias, binarias y de un solo componente de los tres
colorantes, en concentraciones seleccionadas de forma aleatoria y comprendidas dentro de
los intervalos de linealidad establecidos para cada uno de los colorantes, en este caso entre
50 y 650 pg/l. Con tal motivo, se preparan un conjunto de 24 disoluciones que contienen
mezclas de los colorantes en distintas proporciones. Este niimero es lo suficientemente
amplio como para que al aplicar los criterios de rechazo y eliminar las posibles muestras
erroneas, podamos disponer de un niimero adecuado de ellas que permita obtener la matriz
de calibracion optima al aplicar los métodos de calibracion multivariante. A cada una de
estas mezclas se le aplica el método operatorio establecido en el Capitulo 1, con lo que se
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obtienen los correspondientes espectros de absorcion. Los espectros se registran con un
intervalo de 0.2 nm para disponer de un gran nimero de puntos experimentales.

Tabla VIIL.2.- Composicion de la matriz de calibracion.

Muestra TTl(ugM) | [ERI(ugn) | [AAl(ngN)

1 50 0 0

2 250 0 0

3 600 0 0

4 0 0 50
5 0 50 0

6 0 250 0

7 0 600 0

8 100 250 200
9 200 100 300
10 100 400 100
11 200 100 50
12 250 200 150
13 300 100 100
14 80 250 150
15 200 200 200
16 250 150 100
17 150 200 150
18 200 100 80
19 250 150 80
20 100 300 150
21 80 100 50
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En todos los casos se selecciona la zona del espectro visible comprendida entre 400
y 800 nm, aunque la zona comprendida entre 600 y 800 nm no aporta ninguna informacion
ya que la sefal producida por los patrones es igual a la producida por los blancos
respectivos. El nimero de puntos experimentales que tenemos en los espectros, una vez
suavizados usando15 puntos experimentales mediante el método de Savitzky-Golay, es de
1987 puntos. Posteriormente se comprobd que se obtienen los mejores resultados con los
espectros suavizados, a los que se les aplican los criterios de rechazo establecidos en el
Capitulo Iy de cuyo resultado se seleccionan 21 muestras para obtener la matriz de
calibracion (tabla VIL2). Matriz que se utiliza posteriormente en la etapa de prediccion. Se
aplican ambos algoritmos PLS-1 y PLS-2, obteniéndose mejores resultados al aplicar PLS-
1, por lo que se utilizo este algoritmo posteriormente.

Para obtener el PRESS, segiin lo establecido en el Capitulo I, el nimero méaximo
de factores a tener en cuenta para la optimizacion de la matriz de calibracion es de 11 (la
mitad del nimero de muestras patréon mas uno), al tratarse de PLS-1, siempre se mantiene
la condicién de que en cada ajuste , se deje una sola muestra fuera para obtener asi la mayor
exactitud en los resultados.

En el proceso de optimizacion de la matriz de calibracion se obtiene un valor de
PRESS para cada colorante y para cada factor hasta un maximo de 11 que es el nimero
seleccionado (tablas VI3, VIL.4 y VIL5). En éstas tambien se recoge el valor del cociente
F, que se obtiene dividiendo cada valor del PRESS por el minimo valor encontrado de este
y el nivel de probabilidad que le corresponde. Como sabemos, se selecciona como nimero
optimo de factores el primero de ellos al que le corresponde un nivel de probabilidad
inferior a 0'75 (criterio de Haaland y Thomas), por ello, en estas las tablas, solo se han
incluido aquellos factores que dan una probabilidad distinta de cero, ya que los demas no
aportan ninguna informacion.
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Tabla VIL3.- Factores y valores de PRESS para TT.

Nimero de PRESS Cociente F Probabilidad
Factores (tanto por uno)
0 390200 479'78 1'00
1 123589'4 151'96 1'00
2 18888 23224 1'00
3 3999'5 4'9177 0'99
4 856'88 1'0536 0'54
5 81329 1 0'50

Tabla VIL4 .- Factores y valores de PRESS para ER.

Nimero de PRESS Cociente F Probabilidad
Factores (tanto por uno)
0 431666'66 569'95 1'00
1 186410'87 246'13 1'00
2 136384'31 180'07 1'00
3 33042 43'627 1'00
4 1224 1'616 0'85
5 1023'6 1'3515 0'74

Como vemos en la tabla VII.3, el primer valor de probabilidad inferior a 0'75 es de
0'54 y el numero de factores correspondientes a dicho valor de probabilidad es de 4, por lo
que sera este el valor seleccionado para el colorante TT. Aplicando los mismos criterios
para los colorantes ER (tabla VII.4) y AA (tabla VIL.5) se obtienen valores de 5 y 4,
respectivamente.
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Tabla VILS5.- Factores y valores de PRESS para AA.

Nuamero de PRESS Cociente F Probabilidad
Factores (tanto por uno)
0 136580'95 276'76 1'00
1 104216'87 211'18 1'00
2 13460634 272'76 1'00
3 37160 75299 1'00
4 641'42 1'2927 0'71
5 585'69 1'1868 0'64
6 629'18 12749 0'70
7 64767 13124 0'72
8 508'77 1'0309 0'52
9 499'93 1'0130 0'51
10 493'50 1'00 0'50

En consecuencia, la matriz de calibracion seleccionada esta formada por 21 mezclas
y el nimero de factores 6ptimo para la aplicacion del método de calibracion es de 4 para
TT y AA y 5 para ER. En la tabla VIL6 se recogen los parametros estadisticos relacionados
con la calidad del ajuste del modelo para cada colorante, obtenidos de la forma comentada
en el Capitulo L.
Tabla VIL.6.- Parametros estadisticos.

Colorante R? RMSD REP
TT 0'99784 6'3878 0'0380
ER 0'99536 6'9816 0'0416
AA 0'99771 5'5267 0'0611
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Los resultados obtenidos en la prediccion de los tres analitos son satisfactorios, ya
que la correlacion entre las concentraciones verdaderas y las predichas por la matriz
expresadas como R? son en todos los casos superiores a 0,99.

4.- Determinacion de los colorantes en mezclas sintéticas aplicando el método
PLS-1.

La matriz de calibracion anteriormente seleccionada se emple6 para la determinacion
de los colorantes en mezclas sintéticas. El objetivo de esta experiencia es determinar la
capacidad de la matriz de calibracién para resolver no sélo mezclas ternarias y binarias sino
tambien problemas que solamente contengan uno de los analitos para posteriormente,
resolver en muestras de productos alimenticios que contengan un solo colorante. Aplicando
¢l procedimiento operatorio ya descrito se prepararon mezclas ternarias y binarias asi como
de un solo componente y tras obtener sus respectivos espectros se les aplico a la matriz de
calibrado obteniéndose los resultados que se recogen en las tablas VIL.7, 8 y 9, en las que
figuran los porcentajes de recuperacion obtenidos.

En las mezclas sintéticas ternarias, los porcentajes de recuperacion encontrados se
encuentran entre el 1032 y el 92'7% para TT, entre el 1103 y el 91'0% para ER y entre el
102'1 y el 91'6%, lo que indica la buena capacidad de prediccion que presenta la matriz de
calibracion seleccionada para la determinacion de los tres colorantes.
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Tabla VIL.7.- Mezclas sintéticas ternarias de TT, ER y AA.

Colorante (ng/l)
Muestra TT ER AA

Puesta %R Puesta %R Puesta %R
1 100 99'9 100 933 100 101'4
2 300 97'1 150 98'7 200 99'9
3 250 972 250 98'4 150 95'9
4 80 952 150 91'0 50 o1'8
5 200 971 100 103'5 150 100'0
6 150 1032 300 110'3 150 102'1
7 100 94'3 80 98'8 80 96'9
8 80 99'9 200 108'5 100 92'1
9 150 92'7 250 105'9 80 84'6
10 100 95'8 350 88'7 200 o1'6
11 300 95'8 200 98%'4 100 89'3
12 80 952 200 91'4 100 92'8
13 200 100'4 150 103'4 200 992
14 200 95'4 150 91'8 80 93'1
15 100 100'9 250 99'5 200 -~ 993

En las mezclas sintéticas ternarias, los porcentajes de recuperacion se encuentran
entre el 1032 y el 92'7% para TT, entre el 110'3 y el 88'7% para ER y entre el 1021 y el
91'6%, lo que indica la buena capacidad de prediccion que presenta la matriz de calibracion
seleccionada para la determinacion de los tres colorantes.
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Tabla VIL8.- Mezclas sintéticas binarias de TT, ER y AA.
Colorante (ug/)
Muestra TT ER AA

Puesta %R Puesta %R Puesta %R
1 80 94'0 150 973 | - 12)
2 150 92'8 100 985 | - -1'7
3 500 952 200 995 1 - (-0'1)
4 100 1000 | - (0'6) 200 98'1
5 150 996 | - (12) 250 95'9
6 300 988 | - 0'5) 80 96'4
7 | - (-12) 80 97'7 100 97'8
I I 0,1) 500 992 150 94'5
9 | e (2,2) 150 9313 250 1013

los valores entre paréntesis deberian de ser ceros.
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Los buenos resultados encontrados en la recuperacion en las tres mezclas binarias
posibles de los colorantes indican el buen comportamiento de la matriz de calibracion
seleccionada para la resolucion de éstas.

En las mezclas sintéticas donde solamente esta presente un colorante (tabla VIL.9),
los porcentajes de recuperacion encontrados se encuentran entre el 91'8 y el 96'2% para
TT, entre el 92'6 y el 100'8% para ER vy entre el 95'1 y el 100'5% para AA, lo que indica
la buena capacidad de prediccion de la matriz de calibracion seleccionada para la
determinacion individual de cada colorante.
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Tabla VIL.9.- Mezclas sintéticas unitarias de TT, ERy AA.
Colorante (ng/)
Muestra TT ER AA
Puesta %R Puesta %R Puesta %R
1 80 930 | - -73) | - (1'6)
2 150 918 | - (-88) | - (-3'7
3 500 962 | - -95) | - (2'1)
4 | - (12) 80 82'6 | - (-3'0)
5 | - (-2'5) 150 909 | - (-5'7)
6 | e (-3'9) 500 1008 | - (-6'3)
7 | - 64 | - (75) 80 95'8
I an | - (92) 150 95'1
L 03 | - (0'3) 500 100'5

los valores entre paréntesis deberian de ser ceros.

5.- Aplicaciéon del método PLS-1 a la resolucién de la mezcla TT, ERy AAen
productos alimentarios comerciales.

Una vez comprobada la validez del método multivariante para la resolucion de
mezclas sintéticas de los tres colorantes TT, ER y AA, se procede a la aplicacion a muestras
reales seleccionando para ello 10 productos alimenticios comerciales, donde se encontraban
presentes bien los tres colorantes, bien mezclas binarias de ellos, o bien un solo colorante.
Los distintos productos seleccionados, asi como su composicion y marca se recogen en la
tabla VII.10.




Capitulo VII 351
Tabla VIL.10.- Composicién de las muestras analizadas
dadas por los fabricantes.

N° Muestra Marca Composicion
1 Refresco de naranja Hipercor TT,ERy AA
2 Gelatina de pifia Royal TT,ERy AA
3 Refresco de naranja Casera TT,ERy AA
4 Caramelo de miel AgieraS.L AAvVER
5 Colorante alimentario Ducros TTyAA
6 Gelatina de tutti frutti Royal AAYVER
7 Grosella Dama de Baza ER

8 Golosina liquida de limon | Chupol TT

9 Refresco de platano Frutaysol TT

10 Licor de melon Amarischia AA

Para la determinacion del contenido de los colorantes en las muestras comerciales
se toman 3 volumenes diferentes de la muestra, con el fin de comprobar que el resultado del
andlisis no depende del volumen de muestra tomado. A cada uno de los tres volimenes se
Jes aplica el método operatorio establecido y de cada uno se realizan 5 réplicas. Los
espectros obtenidos se introducen en la matriz de calibracion seleccionada obteniéndose
asi el contenido de analitos en las distintas muestras.

Las muestras anteriormente citadas las vamos a agrupar en funcién del numero de
colorantes presentes, referiéndonos a cada una de ellas con el namero de identificacion que

se le ha asignado en la tabla VII.10.
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Tabla VIL11.- Contenido de las muestras que presentan los tres colorantes.
Muestra Volumen (ml) C(sn1)
TT ER AA
1* 1 10479'0 (335'1) 651,7 (298,2) 3601'8 (217'3)
2 108073 (421'7) | 2903 (150,9) | 3609'0 (203'8)
5 10727'9 (467'4) 4083 (82,7) 3833'4 (119'6)
2° 3 11'7 (2'1) 7,5 (2,6) 8'5 (3'9)
5 8'8 (0'9) 34(2,1) 8'8 (1'6)
10 79 (1'0) 1,2(0,9) 10'1 (0'9)
3 1 15860'6 (480'1) 30642 (227'8)
2 15891'3 (806'6) nd 3159'2 (90'6)
5 15299'8 (387'3) 3365'3 (116'5)

*: Expresado en pg/l; *: Expresado en ug/g.

En la expresion de los resultados se han tenido en cuenta los factores de dilucion
empleados en el analisis de cada muestra. La gelatina de pifia (muestra solida) para su
andlisis se tomaron tres gramos del producto y se disolvieron en 90 mi de agua de 6smosis
inversa agitando y calentando moderadamente para favorecer el proceso.

Como resultado final del contenido de los colorantes en las muestras tomaremos la
media obteniendose los siguientes resultados (expresados en concentracion (s,.,)):

AA:3681'4 (131'7) ng/l
AA:9'1 (0'8) ug/g.
AA:3196'2 (154'0) pg/l.

Muestra 1.- TT: 10671'0 (171'0)
Muestra 2.- TT:9'4 (2,0)
Muestra 3.- TT:15683'0 (333,0)

ER:450'1 (1842)
ER:4'0 (3'2)
ER:no se detecta

El contenido de ER en la muestra de refresco de naranja de la Casera, no es
detectable por nuestro método, a pesar de que el fabricante del producto indica que esta
presente en la composicion.
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Tabla VI1.12.- Contenido de los analitos referidos a 1a masa de la muestra.

Muestra Volumen C (s o0 (ng/g)
(aml) T ER AA

4 ] 9'8 (2'8) 191'9 (11'8)
2 ne 10'8 (0'9) 189'3 (7'5)
3 11'6 (02) 185'0 (2'7)

5 3 41007'6 (2033'4) 11323 (1107'2)
5 42618'1 (2037'0) nc 1043'0 (278'2)
10 43087'0 (1897'0) 1421'0 (234'0)

6 1 40'0 (10'0) 7123 (15'6)
2 nc 41'9 (5'8) 669'0 (37'0)
5 48'8 (2'5) 608'4 (12'4)

nc.- no contiene.

Al igual que en el caso anterior se analizan tres volimenes distintos de cada muestra,
realizando de cada volumen cinco réplicas a los que se les aplica el método operatorio
establecido. En los tres casos se trata de muestras solidas, por lo que para referir el
resultado del contenido de los colorantes al peso de muestra se ha tenido en cuenta que la
disolucion del caramelo de miel se prepara disolviendo una cantidad de 6'795 gramos en un
volumen de 50 ml de agua de 6smosis inversa, la disolucion del colorante alimentario se
prepara disolviendo 0'04996 gramos en 100 ml de agua de 6smosis inversa y la disolucion
de la gelatina se prepara disolviendo 3 gramos del producto en 90 ml de agua de 6smosis

inversa.

El contenido final de cada una de las muestras se obtiene como promedio de las tres

determinaciones anteriores, siendo los siguientes:

Muestra4.- ER:10'8 (0'9) AA:188'7 (3'5) ng/s.
Muestra 5.- TT:42237'6 (1090'7) AA:1198'7 (197'6) ug/e.
Muestra 6.- ER:43'6 (4'7) AA:663'2 (52'2) ug/g.
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Tabla VII.13.- Contenido de las muestras que contienen un solo componente.

Muestra | Volumen C (s .y (mg/)
ml
23'9 (6580'8)
7 5 ne 23'5 (6251'3) nc
10 26'6 (4484')
4 14'0 (0'5)
8 5 13'9 (0'8) , ne ne
6 14'0 (0'5)
1 434 (023)
9 2 4'47 (0'22) nc ne
S 412 (0'07)
01 22'6 (5'3)
10 0.2 nc nc 22'8 (4'9)
05 25'3(3'4)

El contenido final del colorante en estas muestras se da como media del contenido
encontrado al realizar las cinco réplicas de los tres volimenes ensayados, siendo el

siguiente:

Muestra7: ER: 24'7 (16'4) mg/l.
Muestra 8: TT:13'96 (0'07) mg/l.
Muestra9:  TT: 43 (0'2) mg/l.
Muestra 10:  AA: 23'6 (1'S) mg/l.

5.1 Validacion del método mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR).

Se utiliza la técnica CLAR como método de contraste para el analisis de los
colorantes en los productos alimenticios estudiados, cuyo fundamento esta resumido en el
Capitulo V1. Al tratarse aqui de una mezcla de tres colorantes la variante con respecto a la
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resolucién de la mezcla binaria anterior es que la longitud de onda a la que se realiza la
deteccion es de 490 nm, con la que se determinan los tres componentes. La fase movil sigue
siendo una mezcla metanol/agua (55:45), conteniendo TBAP 0.0005M y con un flujo de
0.4 ml/min.

El tiempo de retencion de los analitos es 1,998 para TT, 4,975 para ER y de 2,785
minutos para AA. Los resultados del cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para los tres

colorantes se recoge en la tabla VII.14.

Tabla VIL.14.- Establecimiento de la relacién lineal entre la concentracion y el area.

Conc. Area (u.a) Area (u.a) Area(u.a)
(mg/1) TT ER AA
Serien’l  Serie n"2 Serien®l  Serien’2 Serie n°l Serie n°2
1 3'04x10° 2'92x10° 3'18x10° 2'16x10° 3'97x10° 3'64x10°
2 3'64x10° 3'63x10° 4'03x10° 4'03x10° 7'09x10° 7'10x10°
3 420x10° 427x10° 6'65x10° 6'41x10° 1'08x10° 1'09x10°
4 4'84x10° 5'44x10° 8'20x10? 8'93x10° 1'48x10° 1'49x10°
5 6'30x10° 6'47x10° 122x10° 1'12x10¢ 1'84x10° 1'88x10°

En los tres casos al aplicar ANOVA en el rango de concentraciones ensayado, se
observa que no hay curvatura en ningun caso TT (P = 14'72%), ER (P = 23'47%) y AA (P
=12'51%).

Al representar concentracion frente a area se obtiene rectas cuyas ecuaciones,

ajustadas por el método de minimos cuadrados, son:

Para TT: [TT]=-2'38 + 1'20x10° - Area
Para ER: [ER] = 0'034 + 4'42x10°¢ - Area
Para AA: [AA] = 0'042 + 2'68x10° - Area

donde las concentraciones estan extresada en mg/l.
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Al aplicar el método CLAR a las muestras se determina la cantidad de los colorantes
presentes en ellas. Para ello se toma un volumen determinado de la muestra que se somete
al proceso de preconcentracion detallado en el Capitulo VL. Los volimenes de muestra
analizados son 5, 10, 15, 2, 2, 2, 1, 5, 4 y 1'5 ml respectivamente de las muestras de la n°1
al 10y se aplica el procedimiento anteriormente descrito, el colorante concentrado se eluye
en 2 ml de agua de 6smosis inversa y esta disolucion es la que se emplea en el analisis, del
que se realizan cinco réplicas. Los contenidos medios encontrados siguiendo esta

metodologia se recogen en la tabla VIL.15.

Tabla VII.15.- Contenido de los colorantes obtenido al aplicar CLAR.

Muestra C (5,1) (mgh)
TT ER AA

1 1024 (0'58) 0'578 (8'36x107) 3'74 (0'08)
2% 9'3x10-3 (8'4x10?) | 9'14x10-4 (6'65x107) | 9'14x10-4 (2'10x107)
3 14'36 (3'20) 0'14 (0'01) 3'50 (0'05)
4* no contiene no se detecta 0'183 (0'019)
5* 42'73 (2'79) no contiene 0'85 (0'44)
6* no contiene 0'0479 (3'70x107) 0'703 (0'012)
7 no contiene 243'17 (26'51) no contiene
8 1327 (0'15) no contiene no contiene
9 3'81(0'13) no contiene no contiene
10 no conticne no contiene 23'20 (1'36)

* expresados en mg/g.

5..2. Comparacion estadistica de las concentraciones de los colorantes obtenidos por

ambos métodos.

Las cantidades de los colorantes en las muestras determinados por nuestro método
se comparan estadisticamente con los resultados obtenidos por el método CLAR, método
de referencia, con el fin de validar nuestros resultados. Para ello se aplica la metodologia
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estadistica recogida en el Capitulo I. Los resultados comparados son los contenido medios
de cada muestra y se recogen en las tablas siguientes:

Tabla VII.16.- Comparacion entre CLAR y EFS del contenido
de los colorantes en el refresco de naranja Hipercor.

Parametros TT ER AA
CLAR EFS CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3 5 3
¢ 10,24 10,67 0,578 0,450 3,742 3.681
(mg/) ’
Sp1 0,58 0,17 0,008 0,184 0,085 0,131
t 1,28 (P =24,78%) 1,20 (P =217,53%) 0,16 (P=87,81%)

Tabla VII.17.- Comparacién entre CLAR y EFS del contenido
de los colorantes en la Gelatina de pifia Royal.

Parametros TT ER AA
CLAR EFS CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3 5 3
¢ 9,3x107 9,4x107 9,1x10™ 4,0x107 3,74 3,68
(mg/g)
Sl 8,4x10™ 2,0x10” 6,7x107 3,2x107 0,08 0,13
t 0,20 (P = 84,80%) 9,4x107? (P =99,28%) 0,16 (P =87,81%)
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Tabla VIL18.- Comparacion entre CLAR y EFS del contenido
de los colorantes en el refresco de naranja Casera.
Parametros TT ER AA
CLAR EFS CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3 5 3
c
14,36 15,68 0,14 nd 3,50 3,20
(mg/l)
So1 3,20 0,33 0,02 | - 0,05 0,15
t 091 (P=39,79%) | - 0,81 (P = 44,88%)
Tabla VIL.19.- Comparacion del contenido de los colorantes
por ambos métodos en €l caramelo de miel.
Parametros AA ER
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
c
0,183 0,189 nd 1,47
(mg/g)
Sp1 0,019 3,5x10% | eeeeee | e
t 022(P=8332%) | = e

El colorante ER, no lo detecta nuestro método en la muestra del refresco de naranja
la Casera y por el contrario si se puede determinar por el método CLAR. Otro hecho
importante es que este mismo colorante en la muestra del caramelo de miel, no se detecta
por el método CLAR, y si por nuestro método, justo al contrario que en la otra muestra.
La explicacion de estos hechos podria estar en la pequefia proporcion en la que se encuentra
este compuesto en la muestras y esto junto con la presencia de algun tipo de sustancias que

00000000000 00000 0000000000 000060000000000000000CCFCCFCINCNCNOINOTIYINYYT
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pueden encontrarse en la matriz, azucar, etc, que en un caso afecten a la determinacion

mediante un método y no al otro o diceversa.

Tabla VII.20.- Comparacion del contenido de los colorantes

por ambos métodos en el colorante alimentarto.

Parametros TT AA
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 273 4223 0.85 0.20
(mg/g)
S. 2,79 1,09 0,44 0,20

0,34 (P = 74,54%)

0,70 (P =51,01%)

Tabla VIL21.- Comparacion del contenido de los colorantes

Por ambos métodos en la gelatina de tutti frutti.

Parametros ER AA
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 0,0479 0,0436 0,70 0,66
(mg/1)
. 3,7x10° 4.7x10° 0,01 0,05
t 0,013 (P = 99,00%) 136 (P = 22,27%)
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Tabla VI1.22.- Comparacién del contenido del colorante por ambos métodos
que contiene la grosella y la golosina liquida.

Parametros Grosella Dama de Baza (ER) | Golosina liquida Chupol (TT)
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 234,17 246 85 13,27 13,96
(mg/l)
Soa 26,51 16,43 0,15 0,07
t 1,16 (P =29,01%) 1,7 (P = 14,00%)

Tabla VII.23.- Comparacion del contenido del colorante por ambos métodos

que contiene el refresco de platano y el licor de melén.

Pariametros | Refresco de platano Frutaysol Licor de melén Amarischia
(TT) (AA)
CLAR EFS CLAR EFS
n 5 3 5 3
¢ 38 43 2320 2357
(mg/)
Sn1 0,13 0,17 1,36 1,48
t 1,23 (P = 26,47%) 0,38 (P =71,70%)

Por consiguiente, se puede concluir que al comparar estadisticamente los contenidos
de los colorantes encontrados por muestro método (EFS) y por el método de referencia
(CLAR), no hay diferencias significativas entre ambas como lo indican los altos valores de
P encontrados al aplicar el test de comparacion de los resultados correspondiente, por lo
que nuestro método queda validado para las muestras estudiadas.

9000000000000 000000000000000000000000000CCGOIOCCFROINOIOGOIOIIOGONOCOOIITCYTS
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A lo largo del desarrollo de la presente Memoria, algunas muestras hansido
estudiadas por los diferentes métodos propuestos, con objeto de comprobar la concordancia
de los resultados obtenidos, vamos a comparar estos resultados con los del método de
referencia.

Las muestras son: todas las muestras estudiadas en el Capitulo V, resueltas mediante
espectrofotometria en fase solida, se han estudiado junto con otras mas en el Capitulo VI
mediante PLS y los resultados se contrastaron mediante CLAR (como estos los resultados
por estos dos métodos ya se han comparado, aqui solo se hara la comparacion con los
obtenidos mediante CLAR), la grosella Dama de Baza que se estudio en el Capitulo IV
mediante EFS y en el presente capitulo se le han aplicado las técnicas de multicalibracion
comparando los resultados con el método de referencia CLAR. Otra muestra que se estudio
en el Capitulo IV es la espuma dulce que contiene ER, esta no se ha incluido en este
Capitulo por la imposibilidad de determinar su contenido mediante CLAR, debido a que en
su composicién lleva alguna sustancia que cuando penetra en el cartucho de C-18 hace
imposible la elucion completa del colorante, sinembargo si se consige determinar aplicando
EFS junto con PLS, en las mismas condiciones que el resto de las muestras estudiadas en
el presente Capitulo. Los resultados se reflejan en la tabla VII.24.

Tablas VII.24 - Comparacién de métodos.

Parametros Licor demelén Amarischia Sorbete de naranja Camy
(AA) (AA)

CLAR EFS CLAR EFS

n 5 3 5 3

¢ 23'36 2426 6703 62'18

(mg/1)
Sp1 1'09 1'94 1'40 1'35
t 0'32 (P =75'98%) 2'17 (P =1720%)
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Parametros Refresco de platano Charly’s
AA AQ
CLAR EDFS CLAR EDFS
n 5 3 5 3
c :
2'79 43 1'72 1'59
(mg/1)
Spq 0'14 0,17 034 0'40
t 0'57 (P = 58'94%) 0'11 (P=91'60%)
Parametros Refresco de limén World
AA AQ
CLAR EFS CLAR EFS
n ) 3 5 3
¢ 031 0209 230 234
(mg/1)
S, 0'01 0'05 0'14 0'10

34 (P = 7'67%)

0'45 (P =66'85%)
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Parametros grosella Dama de Baza Espuma dulce Party.Pack
(ER) (ER)*
CLAR EFS EFS-PLS EFS
n 5 3 3 3
¢ 234'17 214'87 142 17'69
(mg/l)
Sn1 26'51 1'65 3'1 12
t 1'62 (P = 18'05%) 1'63 (P = 17'84%)
* Expresada en pg/g.

Segun los resultados obtenidos se puede afirmar que no existen diferencias
significativas entre los concentraciones de los colorantes encontrados mediante la aplicacion
de los métodos propuestos para estas muestras.
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376 Conclusiones

Como consecuencia del trabajo experimental realizado se han propuesto y validado
diversos procedimientos para la determinacion de colorantes solubles y sus impurezas
insolubles tanto solos como en mezclas de productos alimentarios de diverso tipo: refrescos,
aditivos colorantes para cocina y reposteria, licores, sorbetes, golosinas y mermeladas.

En concreto se han resuelto las mezclas de Amarillo Anaranjado y Sudan I,
Carmoisina y 1-naftilazo-1-naftol y Escarlata 4R y 1-naftilazo-2naftol utilizando la
espectrofotometria en fase solida basandonos en la fijacion selectiva en diferentes soportes
s6lidos. Estos procedimientos han sido aplicados a la determinacion de los anteriores
compuestos en colorantes comerciales y en alimentos y validados quimiométricamente.

Se ha resuelto la mezcla binaria de los colorantes solubles Amarillo anaranjado y
Amarillo de Quinoleina y sus insolubles Sudan 1y Amarillo de Quinoleina insoluble
mediante espectrofotometria en fase s6lida, comprobando que ofrece buenos resultados en
su aplicacion a bebidas refrescantes y preparados alimentarios.

Se ha resuelto mediante la aplicacién de métodos de calibracion multivariantes, en
concreto la regresion por minimos cuadrados parciales dos tipos de mezclas diferentes:
Amarillo Anaranjado y Amarilllo de Quinoleina, por un lado y Tartracina, escarlata 4R y
Amarillo Anaranjado por otro, previa fijacion de estos colorantes en el del Sephadex DEAE

A-25.

Se han aplicado los procedimientos aqui propuestos a la determinacion de estas
mezclas en alimentos y se han validado los resultados mediante cromatografia liquida de alta

resolucion.
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