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RESUMEN: En este trabajo se propone un
nuevo procedimiento para la cuantificacion
de cuatro colorantes artificiales: rojo

allura, azul brillante, tartrazina y amarillo
ocaso, presentes en bebidas hidratantes
de la marca Gatorade y Powerade. Se
aplico espectroscopia visible y calibracion
multivariada. Los datos fueron tratados
con el programa Matlab y la rutina MVC1
aplicando el método PLS-1. Los resultados
de las predicciones aplicando este nuevo
método, se compararon estadisticamente
con los obtenidos aplicando el método

de referencia (cromatografia liquida), en
todos los casos los resultados fueron
comparables. La desventaja es que el
amarillo ocaso no pudo ser cuantificado
por este método, aunque su presencia

no interfiere con la determinacion de los
otros tres colorantes. Puede concluirse
que este método es facilmente aplicable
para el control de calidad de colorantes

en bebidas comerciales en laboratorios
de baja complejidad, sin necesidad de
recurrir a técnicas separativas y reactivos
contaminantes.

PALABRAS CLAVE: Colorantes alimentarios,
Bebidas deportivas, Espectroscopia visible y
PLS-1.

SUMMARY: Simultaneous quantification
of dyes in sport drinks using visible
spectroscopy and the PLS method

In this paper we propose a new
quantification method of four artificial
dyes: allura red, brilliant blue, tartrazine,
sunset yellow, present in two sports drinks
brands, Gatorade and Powerade. Visible
spectroscopy and multivariate calibration
were applied. The data were processed
with the Matlab program and routine MVC1
applying the PLS-1 method. The results
of applying this new prediction method
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were statistically compared with those
obtained using the reference method (liquid
chromatography). In all cases the results
were comparable. The disadvantage is

that sunset yellow could not be quantified
by this method, although its presence

does not interfere with the determination of
the other three dyes. It can be concluded

that this method is readily applicable to

the quality control of commercial drinks
dyes in laboratories with low complexity,
without requiring separation techniques and
contaminant reagents.

KEYWORDS: Food coloring, Sports drinks,
Visible spectroscopy and PLS-1.

Introduccion

El color es una de las primeras impre-
siones que se tienen de un alimento,
este tiende a modificar subjetivamente
otras sensaciones como el sabor y el
olor, y puede llegar a definir el éxito o fra-
caso de un producto en el mercado.
Los colorantes conforman el grupo de adi-
tivos alimentarios que se encarga de pro-
porcionar el color deseado y esperado de
cada alimento. De acuerdo con su origen
se pueden clasificar como colorantes sinté-
ticos y naturales. Existe la creencia de que
los colorantes naturales son inofensivos, sin
embargo, el agregado de todos ellos esta
regulado segln normas nacionales e inter-
nacionales y tienen un valor de concentra-
cién maximo aceptado, por lo que es nece-
sario controlar que tipo de colorantes fueron
adicionados a los productos comerciales y
en qué cantidad.

Cuando son agregados en concentracio-
nes mayores a las aceptadas pueden pre-
sentar riesgos para la salud humana (1,2).
Durante las tres Ultimas décadas, varios
estudios han demostrado que concentra-
ciones moderadas de colorantes sintéticos
en los alimentos pueden provocar hiperac-
tividad y otros desordenes en el compor-

tamiento de los nifos (3,4). También en
personas con caracteristicas organicas
especiales puede presentarse intolerancia,
intensificacion de los sintomas de asma vy
alergias, etc. (5). Los cddigos con los que
se identifica a cada colorante deben figurar
en la etiqueta de los productos comerciales
que lo contienen. Estos son asignados por
las organizaciones internacionales, para los
colorantes estudiados, estos cédigos son
los siguientes: E110 para el amarillo ocaso,
E133 para el azul brillante, E129 para el rojo
Allura'y E102 para la tartrazina (6).

Segun el Codigo Alimentario Argentino,
los colorantes en bebidas no deben exce-
der las siguientes concentraciones: tartra-
zina: 0,010 g/100g, amarillo ocaso: 0,010
g/100g, rojo allura: 0,010 g/100g y azul
brillante: 0,010 g/100 g. La ingesta diaria
maxima recomendada es de 2,5 mg / kg,
75mg/ kg, 7mg/kgy 12,5 mg / kg de
peso corporal para el amarillo ocaso, tartra-
zina, rojo allura y brillante azul, respectiva-
mente (7,8).

Se encuentran publicados numerosos
trabajos sobre técnicas analiticas aplica-
das a la determinacién de colorantes ali-
mentarios, en ellos se describen técni-
cas como polarografia de pulso diferencial
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(9,10), espectrofotometria (11,12), volta-
metria (13), electroforesis capilar (14,15),
cromatograffa de capa fina (16), y croma-
tografia liquida (HPLC) con detector UV-
VIS (17-20) y espectroscopia UV-VIS-DAD
(21). La técnica HPLC se utiliza en la mayo-
rla de los trabajos publicados como un
método de referencia, se caracteriza por su
poder de resolucién en el andlisis de mez-
clas complejas, pero entre las desventajas
deben considerase el alto costo del equipo,
el tiempo de andlisis, y el uso de solventes
contaminantes.

Todo lo expuesto anteriormente indica
la importancia que tiene la cuantificacion
de colorantes en alimentos por parte de la
industria y de los organismos oficiales, con el
fin de proteger la salud de los consumidores.

El presente trabajo surge de la necesidad
de contar con un método que permita cuan-
tificar los cuatro colorantes (amarillo ocaso,
azul brillante, rojo allura y tartrazina) simul-
taneamente, sin necesidad de utilizar pre-
viamente complejas técnicas separativas
0 equipamiento sofisticado, es decir una
metodologia adaptable a laboratorios con
mediana infraestructura. Se propone la uti-
lizacidon de espectroscopia visible para la
obtencion de los espectros de absorcion de
las muestras y el uso de programas esta-
disticos para el procesamiento y andlisis de
los resultados.

Materiales y Métodos

* Materiales

- Espectrofotémetro UV-Vis Perkin Elmer
Lambda 20 (Waltham, Massachusetts,
EE UU), con cubetas de vidrio de 1,00 cm
camino oéptico.

- Cromatégrafo liquido de alta resolucion
(HPLC) Agilent 1100 Series con detector de
UV-DAD (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania).

- Filtros de jeringa de poro 0,45 um
tamarno HPLC (Centro de Quimica).

Reactivos y soluciones

Metanol, grado HPLC y &cido acético
marca Merck; Acetato de amonio y acetato
de sodio marca Mallinckrodt; tartrazina, azul
brillante, rojo allura y amarillo ocaso marca
Sigma Aldrich.

La solucién reguladora de acetato de
sodio (pH:5) se prepard una mezclando:
643 mL de solucion de acetato de sodio 0.1
M preparada a partir de droga solida, con
357 mL de solucién de acido acético 0.1 M.
preparada a partir de acido acético concen-
trado (18 M).

Las soluciones estandar de tartrazina,
azul brillante, rojo allura y amarillo ocaso de
2000 mg L' se prepararon disolviendo can-
tidades apropiadas de cada compuesto en
agua Milli-Q.

Las muestras comerciales seleccionadas
fueron siete bebidas hidratantes de las mar-
cas Gatorade® (Quaker Oats Company, EE
UU) y Powerade ® (Coca—Cola Company,
EEUU), de diferentes sabores: cool blue,
green mango, frutas tropicales, naranja,
berry y lima-limén. A cada bebida se le
asigno un rétulo (ver Tabla 1).



Rodriguez, M.C. y col. » Cuantificacién simultdnea de colorantes en bebidas deportivas... 77

Tabla 1. Bebidas comerciales estudiadas

Bebidas comerciales

Colorantes declarados

. Gatorade® Cool Blue

Azul brillante

. Gatorade® Green Mango

Azul brillante — Tartrazina

. Gatorade® Frutas tropicales Rojo allura

. Gatorade® Naranja

Amarillo ocaso

. Powerade® Naranja

Amarillo ocaso — Tartrazina

. Gatorade® Berry

Azul brillante — Rojo allura

N~ |||

. Powerade® Lima-Limoén Tartrazina

Métodos

Método de HPLC: se aplico el método
desarrollado por Alves, Pereira. et al. (2008)
(20). La fase movil utilizada fue una mezcla
de acetato de amonio (0,08 mol L) — meta-
nol puro (45:55). La columna seleccionada
fue 18-C ODS Zorbax (4,6 x 250 mm), con
5 micras de tamano de particula. La veloci-
dad de flujo se ajusté a 1 ml min' a 20 °C.

Meétodo espectrofotomeétrico: para la cali-
bracion se prepard un juego de diecinueve
mezclas siguiendo un disefio central com-
puesto, para cuatro componentes en cinco
niveles de concentracion (entre 0,00 y 10,00
mg L"), con tres puntos centrales.

Para la validacién del método se prepara-
ron nueve mezclas de los cuatro colorantes
en tres niveles de concentracion (3,20; 6,40
y 9,60 mg L").

En todos los casos, las soluciones
se prepararon por triplicado, se utiliza-
ron matraces aforados de 25 ml, agre-
gando un volumen apropiado de solucién
estandar de cada colorante, 5 ml de solu-
cién reguladora de acetato (pH: 5), lle-
vando a volumen final con agua Milli-Q.
El registro de los espectros de absorcion
de todas las muestras, se realizaron en el

rango de longitudes de onda de 350 a 750
nm cada 2 nm. La velocidad de barrido,
en todos los casos, fue 1920 nm.min".
Tratamiento estadistico de los datos: des-
pués de registrar los espectros de absor-
cion, los datos se convirtieron a formato
TXT utilizando el programa OriginPro 7.5.
Para la calibracién y las predicciones se uti-
lizo el programa MATLAB, con la interfaz
MVC-1 desarrollada por Olivieri (22), apli-
cando el método PLS-1.

* Validacién

Para validar la exactitud del método
desarrollado, se compararon los resultados
de las predicciones obtenidas aplicando
este nuevo método y el método de referen-
cia (HPLC), aplicando el test estadistico de
comparacion de medias. Para poder aplicar
este test, es necesario primeramente aplicar
la prueba F, a fin de comparar las varianzas.

Se calcularon, los valores de t y p. Se
consideré que si p > 0,05, se aceptaba
la hipétesis nula: media 1 = media 2 y si
p < 0.05, se rechaza la hipétesis nula y se
aceptaba la hipdtesis alternativa: media 1 =
media 2.
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Resultados y discusion

* Estudio de la linealidad

Se estudio individualmente la linealidad
de cada colorante mediante la realizacion
de curvas de calibrado (absorbancia vs con-
centracion), en un rango de concentraciones

de 0,00 a 20,00 mg L"; los valores de absor-
bancia se tomaron en los picos de absor-
cién (482 nm para amarillo ocaso, 630 nm
para azul brillante, 502 nm para rojo allura y
426 nm para tartrazina) (ver Figura 1).

Figura 1. Espectros de absorcion de cada uno de los cuatro colorantes puros, adquiridos entre 350

y 750 nm; en concentracién igual a 10 mgL'. Pueden observarse los picos de absorcion para cada

colorante (482 nm para amarillo ocaso, 630 nm para azul brillante, 502 nm para rojo allura y 426 nm

para tartrazina).
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Se estudiaron los parametros estadis-
ticos obtenidos aplicando regresion lineal
simple; los cuatro analitos mostraron res-
puesta lineal en el rango estudiado, ver
Figura 2 (Y1). Debido a que las absorban-
cias de las soluciones de concentraciones
mayores a 10,00 mg L-1 superaban el valor
de 1, se decidié trabajar en un rango de
0,00 a 10,00 mg L-1.

* Estudio efecto Matriz

Con el fin de estudiar la presencia, en
la matriz de la muestra, de sustancias que
podrian afectar la respuesta instrumental

700

de los colorantes estudiados, se utilizd el
método de adicién estandar. Se prepararon
curvas de calibrado para cada uno de los
cuatro colorantes puros, en concentracio-
nes entre 0,00 y 8,00 mg L-1 y se compa-
raron con curvas similares a las que, ade-
mas de la solucion estandar, se anadioé una
cantidad constante de muestra. En la Figura
2 se muestran las ecuaciones y los para-
metros de la regresion obtenidos para las
curvas de calibracién de cada uno de los
cuatro colorantes puros (Y'); ademas en la
figura aparecen graficadas las curvas de
adicion estandar (Y?).
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Figura 2. Curvas de calibrado (Y') y curvas de adicién estandar (Y?) para cada uno de los cuatro
colorantes. Al pie de cada grafico figuran la ecuacion de la recta de regresion, el coeficiente r2 y su

correspondiente desviacién estandar.
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Mediante la comparaciéon de las pen-
dientes de las rectas estimadas, para cada
colorante, pudimos demostrar que no existe
efecto de la matriz, ya que en todos los
casos las rectas tienen pendientes aproxi-
madamente iguales.

* Calibracion

Con los espectros de absorcion corres-
pondientes a cada una de las diecinueve
mezclas de calibraciéon, se construyé una
matriz de datos 19 x 201. La informacién se
procesoé con el programa Matlab y la rutina
MVC1 aplicando del método de calibracion
multivariado PLS-1. En la Tabla 2 se mues-
tran los parametros de calibracién para

cada uno de los colorantes, donde figu-
ran: numero éptimo de factores (A), calcu-
lada por el método de validacién cruzada
de Haaland, Thomas (23), rango de longitu-
des de onda de trabajo (A (nm)), error rela-
tivo de la prediccion (REP), suma de cua-
drados de error de prediccion (PRESS) y el
coeficiente de correlacion al cuadrado (r2).
Ademés, se calcularon las siguientes
cifras de meérito: selectividad (SEL), sen-
sibilidad  (SEN), sensibilidad analitica
(y"), limite de deteccion (LOD) y limite
de cuantificacion (LOQ), los resulta-
dos obtenidos se muestran en la Tabla 3.
Como se puede observar en las Tablas 2 y
3, los parametros de calibracion y cifras de
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mérito fueron aceptables para el azul bri- selectividad méas baja (SEL = 0,11), lo que
llante, la tartrazina y el rojo allura. Pero para indica que el método no es capaz de prede-
el amarillo ocaso, el nUmero de factores (A cir satisfactoriamente la concentracion de
= 5) excede el nimero de componentes este colorante.

de las mezclas de calibracién y presenta la

Tabla 2. Parametros de la calibracion, obtenidos al aplicar PLS—1.

Colorante A Rango optimo (nm) REP (%) PRESS r

Amarillo ocaso 5 430 - 550 0,7 0,0202 0,9998
Azul brillante 1 680 — 700 2,4 0,2227 0,9977
Rojo allura 4 460 — 588 2,1 0,1930 0,9978
Tartrazina 4 350-510 1,2 0,0538 0,9994

A: nimero optimo de factores; REP: error relativo de la prediccién (Relative error of prediction); PRESS: suma de

cuadrados de los errores de prediccion (Sum of squares of prediction error); r2: coeficiente de correlacion.

Tabla 3. Cifras de merito para cada uno de los cuatro colorantes.

SEL SEN v LOD LoQ

(L mg") (mglL’)  (mglL') (mglL?)
Amarillo ocaso 0,11 0,026 0,009 0,10 0,35
Azul brillante 1,00 0,500 0,003 0,19 0,58
Rojo allura 0,39 0,098 0,005 0,29 0,90
Tartrazina 0,28 0,074 0,008 0,18 0,54

SEL: selectividad; SEN: sensibilidad; y': sensibilidad analitica; LOD: limite de deteccién; LOQ: limite de cuantifi-
cacion.

* Validacion les y las predichas, estos valores estuvieron com-
Se predijeron las concentraciones de los cua-  prendidos entre 97 y 101 % (ver Tabla 4); estos
tro colorantes en las muestras de validacion uti-  resultados son muy satisfactorios.
lizando PLS-1, se calcularon los porcentajes de
recuperacion entre las concentraciones nomina-
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Tabla 4. Concentraciones nominales y predichas (mg L-1) y su correspondiente porcentaje de recupe-

racién para los cuatro colorantes en las muestras de validacion.

81

Amarillo ocaso Tartrazina

Nominal Predicha* % Rec. Nominal Predicha* % Rec.
32 3,12 97625 3,20 3,21 100,4 = 0,7
6,4 6,26 97,8 = 4,1 6,40 6,39 99,9 = 0,2
9,6 9,56 99,6 = 0,8 9,60 9,67 100,3 = 0,9
Azul brillante Rojo allura

3,20 3,20 100,2 = 1,2 3,20 3,16 98,7 = 3,2
6,40 6,29 983=75 6,40 6,42 100,4 = 1,9
9,60 9,74 101,5 0,5 9,60 9,55 99,5 = 1,1

* promedio de tres muestras.

Rec: porcentaje de recuperacion.

* Muestras comerciales

Las muestras reales mostraron turbidez
debido a las sustancias presentes en su for-
mulacién. Esta turbidez generaba un efecto
indeseable tanto para la espectroscopia
visible, como para el método de referencia
(18), por lo que las muestras se filtraron pre-
viamente dos veces con filtro de jeringa de
HPLC. Después de este procedimiento, fue
eliminada la interferencia, siendo la absor-
bancia de las soluciones debida exclusiva-
mente a la presencia de los colorantes estu-
diados.

Se predijeron las concentraciones de los
cuatro analitos aplicando el método pro-
puesto y el método de referencia. Se com-
pararon los resultados mediante el test
estadistico de comparaciéon de medias. En
todos los casos, no se encontraron diferen-
cias significativas entre las medias, con un
nivel de confianza del 95 %.

Los resultados de las predicciones y los
valores de probabilidad se muestran en la
Tabla 5, asi como los errores relativos de la

concentracion y los errores porcentuales.
Para el azul brillante, la tartrazina y el rojo
allura los resultados de las predicciones
realizadas con ambos métodos son esta-
disticamente comparables porque en estos
casos p > 0,05y el error relativo porcentual
estuvo comprendido entre 1y 5 %.

Pero, los resultados obtenidos para el
amarillo ocaso aplicando el método pro-
puesto difieren significativamente de los
valores obtenidos por HPLC, con valores
para el error relativo porcentual entre 17,5
y 48,4 %. Se aplicaron otros métodos de
calibracion multivariada de primer orden
como PCR, HLA-GO y HLA-XS para prede-
cir amarillo ocaso, pero ninguno fue capaz
de mejorar las predicciones obtenidas por
PLS-1. Se llegd a la conclusiéon de que para
este tipo de muestras, el amarillo ocaso no
puede ser cuantificado por este método.
Aunque, su presencia no interfiere con la
cuantificacion de los otros tres colorantes.
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Tabla 5. Concentraciones predichas mediante el método HPLC y PLS"'

Muestra  Colorante declarado HPLC 2 PLS-12 p® E (%)
1 Azul brillante 2,46 = 0,05 2,51 + 0,21 0,687508 2,0
i ) 1,81 = 0,05 1,87+ 0,03 0,113457 3,3
2 Azul brillante Tartrazina
4,98 + 0,23 4,73 + 0,05 0,132286 50
Rojo allura 7,48 = 0,20 7,41 = 0,20 0,697803 0,9
Amarillo ocaso 11,85 = ,15 17,58 = 0,28 0,000006 48,4
) ) 8,73 = 0,07 10,26 = 0,11 0,001518 17,5
5 Amarillo ocaso Tartrazina
1,88 = 0,03 1,84 = 0,04 0,899647 2.1
6 Azul brillante ND ND 16
Rojo allura 17,82 + 0,11 18,11 + 0,10 0,131918 ’
7 Tartrazina 3,44 = 0,24 3,40 = 0,26 0,853964 11

amedia de tres valores con su correspondiente intervalo de confianza (mg L"). ND: no detectable.

°p: probabilidad.

E (%): error porcentual

Conclusiones

Los limites de deteccidon obtenidos
mediante este nuevo método resultaron:
0,19 mg L' para azul brillante, 0,29 mg L'
para rojo allura'y 0,18 mg L' para tartrazina,
esto lo hace muy Util, ya que estos valores se
encuentran por debajo de los niveles tolera-
dos por los organismos oficiales.

A pesar de que el amarillo ocaso en las
bebidas estudiadas (Gatorade y Powerade)
no pudo cuantificarse por este método, los
resultados obtenidos para rojo allura, azul
brillante y tartrazina resultaron comparables
estadisticamente a los obtenidos aplicando
el método de referencia.

El método desarrollado es sencillo, solo
requiere del agregado de soluciéon regula-
dora de acetato de sodio y equipamiento
de mediana complejidad, por lo que se pre-
senta como una alternativa facil de aplicar
en laboratorios de control de calidad de
empresas o entes oficiales.
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