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RESUMEN

Se llevo a cabo un estudio de la pérdida de color en un licor tipo Amaretto bajo
condiciones controladas de luz, demostrandose un claro efecto de la irradiancia sobre la
tasa de decoloracion y una completa estabilidad del color en ausencia de luz. La
identidad del edulcorante principal es determinante para la tasa de decoloracién bajo
irradiacion, observandose una persistencia del color en las formulaciones sin
edulcorante o endulzadas con sacarosa en lugar de Fructosa 42. Estas diferencias fueron
mas marcadas en experimentos con mezclas que fueron quimicamente definidas, las
cuales contenian Tartrazina o Allura Red, con varios edulcorantes alternativos, en una
solucion de etanol 28% (v/v); a concentraciones de 14% (p/v), D-fructosa o D-glucosa
causaron fotodecoloracién, mientras que no se observé pérdida de color en presencia de
sacarosa 0 en ausencia de cualquier azlcar afiadido. Una posible interpretacion de los
resultados es en términos de una reaccion redox de azUcares reductores con los
compuestos azoicos, con la luz favoreciendo la conversion del compuesto azoico de la
configuracién predominante trans a la configuracién cis, la cual se presta mejor a la
reaccion concertada y ciclica con el azucar reductor. Los resultados demuestran que el
uso de jarabe de fructosa como edulcorante no puede ser automaticamente extensivo a
todos los sistemas alimenticios, pues se demuestra que algunas interacciones provocan

efectos secundarios indeseables.



ABSTRACT

Studies on the color loss in an amaretto-type liqueur under controlled light conditions
showed a clear dependence of the decoloration rate on the light intensity, and complete
color stability in the absence of light. The principal sweetener used in the preparation of
the liqueur strongly affected the rate of color loss under irradiation, color stability being
much greater for the formulations containing sucrose or no added sweetener instead of
fructose 42. These differences were more pronounced in experiments conducted with
chemically well defined mixtures which contained either of the two azo dyes used in the
coloration of the Amaretto, tartrazine and Allura Red, and various alternative sweeteners, in
28% (v/v) ethanol solution: D-fructose and, to a lesser extent, D-glucose, at concentrations
of 14% (w/v), were effective in bringing about photodecoloration, while no color loss was
detected in the presence of sucrose, or in the absence of any added sugar. The results are
interpreted in terms of a redox reaction of reducing sugars with the diarylazo compounds,
the function of the light being the conversion of the azo compound from the predominant
trans configuration to the cis configuration, which on geometric grounds lends itself better
to a concerted, cyclical redox reaction with the reducing sugar. The results of this work
show that the use of high-fructose syrup cannot be automatically extended to all food

systems, as some interactions may cause undesirable side effects.



Capitulo 1. INTRODUCCION

El uso de aditivos en alimentos tiene la finalidad de hacer mejoras organolépticas, de
conservacion o economicas en los productos en que se emplean e incluye una gran
variedad, como pueden ser texturizantes, saborizantes y colorantes entre muchos otros.
(Madrid, 1993). El empleo de ellos en la industria ha llevado a su uso extenso en la
basqueda de la mejora funcional, organoléptica y/o tecnoldgica de los productos de
consumo masivo. Sin embargo, la interaccion de estos aditivos con los ingredientes de la
formulacién, pueden provocar resultados inesperados. Tal es el caso de una reaccion de
degradacion de color que ocurre en un licor tipo Amaretto, el cual sufre cambios en el
color, hasta quedar practicamente incoloro en comparacion con su estado original de

produccién.

Esta observacién del problema dio la pauta para comenzar a investigar la causa de dicho

fenémeno.

Los aspectos mas importantes de este trabajo son: la comprobacion de la degradacion del
color en las condiciones referidas, la medicion de la velocidad de pérdida de color en
condiciones controladas, tratamiento por separado de los aditivos de color para determinar
la influencia de diversos factores en el proceso de decoloracién y la medicion de la

factibilidad termodindmica de la reaccion propuesta.



Capitulo 2. MARCO TEORICO

Antecedentes

2.1. Licores

Indica la Norma Oficial Mexicana las siguientes definiciones:

Licores, productos elaborados a base de bebidas alcohdlicas destiladas, espiritu neutro,
alcohol de calidad o comldn o mezcla de ellos y agua, aromatizados y saborizados con
procedimientos especificos y a los cuales pueden agregarse ingredientes y aditivos
permitidos por la Secretaria (NOM 142 1995).

Sin embargo una definicion mas acorde con el tipo de producto del cual se ocupa nuestra

investigacion es la siguiente:

Los licores son espiritus (aguardientes) aromatizados obtenidos ya sea por maceracion de
sustancias vegetales, por destilacion de dichas sustancias en presencia de alcohol o de agua;
mediante el empleo combinado de estos procedimientos, edulcorados 0 no por medio de

sacarosa, glucosa, fructosa o miel y coloreados o no, mediante colorantes naturales.

El licor denominado Amaretto es un producto que tiene su origen en Italia y que fue
inventado en 1525 y hasta nuestros dias se ha convertido en un licor esencial tanto para la
elaboracion de cocteles (Amaretto Sour, Italian Sunset, Alabama Slammer, French

Connection, Godfather) como de postres (Panna cotta con Amaretto).

Originalmente el Amaretto es un licor en el que se combinan el dulzor de los huesos de
albaricoque con el amargor de las almendras, adicionados de alcohol puro, azlcar
caramelizado y la esencia de diecisiete plantas y frutas aromaticas entre las que destaca de
forma especial la vainilla (Boyd, 2006). Su graduacién alcohdlica suele rondar los 25
grados y no supera en ningun caso los 30. Las bebidas que se han desarrollado alrededor
del mundo tratando de igualar estas caracteristicas son variadas, pero siempre buscando
conseguir su color caracteristico café rojizo que es un atributo central reconocido y

valorado por el cliente.
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2.2. Color

El sentido fisico de las propiedades dpticas de los alimentos, como de cualquier otro
material, son las que derivan de los fendmenos de transformacion de la luz que incide sobre
ellos: transparencia, turbiedad, color y brillo. La transparencia y la opacidad, relacionadas
con la cantidad de luz que el material deja pasar a través de si o la turbiedad, relacionada
con el fendmeno de difusion en el seno del material, se aprecian junto con el color. Estas

propiedades conforman mayoritariamente el aspecto visual de los alimentos y bebidas.

Se entiende por color aquella parte de la energia radiante que se percibe mediante la
estimulacion de la retina ocular (longitudes de onda entre 380 y 780 nm). En la Tabla 1 se

muestra la relacion entre las longitudes de onda y los colores percibidos (Restrepo, 2007)

Tabla 1: Relacion entre las longitudes de onda y los colores percibidos

Color Longitud de Onda
Rojo ~ 625-740 nm
Naranja ~590-625 nm
Amarillo ~ 565-590 nm
Verde ~520-565 nm
Cian ~500-520 nm
Azul ~ 450-500 nm
Aiiil ~ 430-450 nm
Violeta ~ 380-430 nm

Existen pocas publicaciones que referencien sobre el desarrollo de color y estabilidad en
bebidas alcohdlicas. Algunas proporcionan informacion sobre vinos tintos, por ejemplo en
el trabajo de Revilla y Gonzélez-San José (2003) y el de Ruiz Hernandez (2004), quienes

examinaron varios procesos, algunos de los cuales de tipo enzimatico, involucrados en la
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formacion y en la pérdida de color. En cambio, en la manufactura de los licores, no estan
involucrados procesos enzimaticos. Estas bebidas son producidas por métodos simples
como la maceracion, infusion, o destilacion de varias sustancias, las cuales contienen
alcoholes de frutas o agaves, o la adicion de extractos aromaticos o esencias y saborizantes
artificiales. Por otro lado, Rodriguez y col. (1991) reportaron que los cambios en las
condiciones de almacenamiento provocan cambios en el color en una bebida alcohdlica de

naranja, aunque sin ofrecer un mecanismo racional para los procesos involucrados.

Para las bebidas, asi como los productos alimenticios, la apariencia visual es un factor
determinante para su aceptacion por el consumidor. Estas caracteristicas visuales también
funcionan como un indicador de calidad (Arnaud y col., 2000). Por lo tanto, la estabilidad
del color durante el almacenamiento es una preocupacion central de su manufactura y del

subsecuente manejo, tal como se plantea en el origen del problema.

2.2.1. Colorantes

Los colorantes en alimentos y bebidas suelen ser muy diferentes y es dificil encontrar una
clasificacion adecuada, aungue se pueden distinguir a qué grupos pertenecen segun su
estructura quimica: azoicos, xanténicos, quinoleinicos, trifenilmetanicos (colorantes
derivados del trifenilmetano), indigdides (colorantes derivados del indigo), ftalocianinicos

(ftaleinas), etc.

2.2.1.1. Los colorantes azoicos

Para la investigacion se determiné, a través del fabricante, que se emplean colorantes
azoicos en la elaboracion del licor tipo Amaretto, por lo cual se mencionan las

caracteristicas principales de estos compuestos.

Estos colorantes forman parte de una familia de substancias organicas cuya formula general
se muestra en la Figura 1. La parte central de la molécula consiste de dos atomos de
nitrégeno unidos entre si y a la vez enlazados a sendos anillos arométicos. Todos se
obtienen por sintesis quimica, no existiendo ninguno de ellos en la naturaleza. Se les ha
acusado de ser capaces de producir reacciones de sensibilidad en personas alérgicas a la
aspirina, aungue esto solo se ha demostrado, en algunos casos, para uno de ellos, la
Tartrazina (Combes y Haveland-Smith, 1982).
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Figura 1: Formula general de los colorantes azoicos

Los colorantes azoicos, ampliamente usados en productos alimenticios y bebidas, son
sujetos a un proceso lento de decoloracion cuando se exponen a la luz (von Elbe y
Schwartz, 1996). Es conocido que estos compuestos pueden reaccionar con agentes

reductores (Lopez Cisneros y col., 2002).

Algunos colorantes azoicos con trazas de metales en el producto o en el envase, alteran el
color, otros se degradan cuando son expuestos a ciertos azUcares, aldehidos, peréxidos y
acidos; también hay que resaltar el hecho de que no todos los colorantes son estables a

todos los valores de pH (Calvo y Duréan, 2005).

Los colorantes azoicos presentan isomerismo cis-trans, fenémeno que fue estudiado por
Brode y colaboradores (1952), quienes registraron, usando técnicas rapidas especiales, el
espectro de absorcion del isomero cis del dimetilaminoazobenceno en solucién de benceno.
Tras irradiacion prolongada de la banda principal de absorcion del isémero trans, para
aumentar la proporcion de la forma cis en la mezcla, la reversion espectral ocurrié en un
tiempo del orden de minutos. La conversion de la forma trans a la forma cis resulté en un
recorrimiento de la banda principal de absorcion hacia longitudes de onda menores (de 410
nm a 360 nm) y en la aparicion de una nueva banda débil a longitud de onda mayor (460

nm).
Los dos tipos de colorantes que se usaron en el sistema de estudio son:

a) Allura Red (Rojo 40)

13



OH O Na

V4

CH3

Figura 2: Allura Red

Formula molecular: C1gH14N2Na,OgS,
Masa Molar: 496.42 g mol ™'
Apariencia: polvo rojo obscuro

Punto de fusion: >300°C

Otros nombres: Allura Red, Food Red 17, C.1. 16035, FD&C Red 40, sal disédica del acido

6-hidroxi-5-((2-metoxi-5-metil-4-sulfofenil) azo)-2-naftalen-sulfénico.

Se ofrece comercialmente como sal de sodio, aunque también puede existir como sal de

calcio y potasio. Es soluble en agua, en la cual tiene su maxima absorcion a los 502 nm.

b) Tartrazina (Amarillo 5)
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Figura 3: Tartrazina

Formula Molecular: C1gHgN4NazOgS»
Masa Molar: 534.3 g mol™

Nombre IUPAC: 4&cido 4,5-dihidro-5-oxo-1-(4-sulfofenil)-4-[4-sulfofenil)azol]-1-H-

pirazol-3-carboxilico, sal trisodica (Jain y col., 2003).
Su uso esta autorizado en mas de sesenta paises, incluyendo la CE y Estados Unidos.

Es un colorante ampliamente utilizado, por ejemplo, en productos de reposteria, fabricacion
de galletas, derivados carnicos, sopas preparadas, conservas vegetales, helados y caramelos,

o0 en la elaboracién de bebidas refrescantes, a las que confiere color de "amarillo-limén".

Se presenta en forma de polvo brillante, de color amarillo-naranja, es inolora, higroscopica,
estable en &cidos, soluble en agua y poco soluble en etanol. En condiciones alcalinas

adquiere una coloracion rojiza (Restrepo, 2007).

2.2.1.2. Reacciones de colorantes azoicos

Los colorantes son una de las materias primas mas utilizadas en las industrias alimenticias,
farmacéuticas y textiles, entre otras. A nivel mundial se utilizan unos 10,000 colorantes
diferentes, y a finales de los 1980s se estimaba una produccion anual total de alrededor de
700,000 toneladas (Zollinger, 1987). Cerca del 15% de estos productos es liberado al

ambiente sin ningun tratamiento (Arroyave Rojas y col., 2008).

La presencia de colorantes en los cuerpos de agua tiene graves consecuencias ambientales.

Por un lado dificultan la difusién del oxigeno y la luz y, al mismo tiempo, producen un
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aspecto antiestético. Adicionalmente estos compuestos, debido a su naturaleza quimica, son
persistentes en el ambiente y algunos de los productos de su degradacion son cancerigenos
(Arroyave Rojas y col., 2008).

La gran mayoria de los colorantes en uso industrial son colorantes azoicos. Su estructura
quimica se caracteriza por un grupo azo (-N=N-) conjugado con anillos aromaticos en
ambos extremos. EIl desarrollo y la optimizacion de métodos para la produccion de estos
compuestos fueron parte fundamental de los avances de la quimica organica industrial en la
segunda mitad del siglo XIX. Se establecié un método generalizado para la sintesis a gran
escala de colorantes azo, que consiste en la diazotizacion de una arilamina, seguido del
acoplamiento de la sal de diazonio con otra molécula aromatica. Esta metodologia de
amplia aplicabilidad, en conjunciéon con la disponibilidad de numerosos compuestos
fenilicos y naftilicos que pueden servir como precursores de los grupos R y R’ en la
formula general R-N=N-R’, permite sintetizar una amplia gama de compuestos arilazo, por
diferentes combinaciones de los grupos R y R’. Los azoarenos accesibles de esta manera
representan una gran variedad de colores y otras caracteristicas de importancia para su
potencial aplicabilidad en el &mbito econdémico, como son la estabilidad del color en
diferentes condiciones, solubilidad en diversos solventes, cambios reversibles del color a
diferentes valores de pH, persistencia en el tejido durante el lavado, toxicidad,

degradabilidad, etc.

En funcion del tipo de los nacleos aromaticos enlazados al grupo azo, y de los sustituyentes
en estos grupos, cambia la longitud de onda de méaxima absorcion (Amax), que evidencian los
colorantes azoicos en solucién acuosa, y con ello su color. La Tabla 2 reune datos de Amax
para algunos de estos colorantes. Estas bandas de absorcion en la region visible del
espectro se deben a transiciones 1 — 7* del sistema azo conjugado. Estas transiciones se
caracterizan por altos valores del coeficiente molar de absorcion, en la longitud de méaxima
absorcion (emax), por lo general por encima de 10* M™ cm™. Los valores de emax €n el
espectro visible, para varios colorantes azoicos son los siguientes: Amaranto: esp; = 2.78 X
10* M™* cm™, Rojo 40: &505 = 2.81 x 10* M™* cm™ (Ross, 1975).
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Tabla 2: Longitudes de onda de méaxima absorcion de colorantes azoicos

Colorante Azoico Longitud de onda de absorcion maxima
Tartrazina. E 102 ~428 nm
Amarillo anaranjado S. E 110 ~ 485 nm
Azorrubina. Carmoisina. E 122 ~516 nm
Amaranto. E 123 ~520 nm
Rojo cochinilla. Rojo Ponceau 4R. E 124 ~ 505 nm
Rojo 2G. E 128 ~532 nm
Rojo Allura AC. E 129 ~504 nm

(Minioti y col., 2007)

La Tartrazina es ampliamente utilizada en la industria alimenticia. Aunque es inocua en
bajas concentraciones, su ingestion en cantidades mayores a la ingesta diaria admisible
(IDA) de 7.7 miligramos por kilogramo de peso corporal puede provocar reacciones

alérgicas, como asma y urticaria (Restrepo, 2007).

De esta forma, se observa un potencial riesgo en aguas contaminadas con Tartrazina, la cual

se debe remover de los vertimientos de las industrias de alimentos.

Actualmente existen varias tecnologias disponibles para el tratamiento de efluentes con
colorantes, entre éstas hay algunos métodos fisico-quimicos como adsorcién, coagulacion-
floculacion, oxidacion avanzada y filtracion en membranas. Estos métodos pueden llegar a

ser muy efectivos, aunque muchas veces son complejos y de dificil aplicacion a gran escala.

Maés prometedoras en este sentido son las metodologias quimicas o enzimaticas para la
conversion de los compuestos arilazoicos, ya sea por la via oxidativa o por la via reductiva.

La literatura sobre estos procesos se resume a seguir.
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Oxidacion de los compuestos arilazoicos

Se han publicado numerosos trabajos sobre la oxidacion de estos compuestos, generalmente
con la justificacion de desarrollar métodos eficientes para su degradacion. Muchos de los
estudios se centraron en la oxidacion de los compuestos azo en solucion acuosa, mediada
por didxido de titanio bajo irradiacion UV. En este sistema, el efecto primario de los
fotones incidentes en el semiconductor es la formacion de electrones y huecos. Estos
ultimos son el agente inicial de la cadena oxidativa, pero no acttan directamente sobre los
compuestos azo, sino que reaccionan con el agua formando radicales hidroxilo, OH
(Daneshvar y col., 2003), los cuales difunden por la solucion acuosa y degradan los
compuestos azoicos. Con eso, el paso limitante para la cinética de degradacion de estos
compuestos ocurre en solucion libre, lo que hace que la reaccion se dé con mayor
eficiencia. Si la degradacion de los compuestos arilazo se diera sélo en la superficie del
semiconductor, seria demasiado lenta como para ser de interés para la remediacion de
efluvios que contienen estos compuestos. En estas reacciones, la funcionalidad azo acaba
en forma de gas de nitrégeno, N, (Puzenat y col., 2003). En algunos casos, esta reaccion se
ha realizado en presencia de H,0, afiadido (Daneshvar y col., 2005). Con esta metodologia
general se han degradado los colorantes azoicos Negro 5 (Reutergardh y langphasuk,
1977), Rojo 14 (Daneshvar y col., 2003), Naranja 7, Naranja 8, Naranja 52 y Azul 74
(todos por Daneshvar y col., 2005), asi como Rojo Congo y Amaranto (ambos por Puzenat
y col., 2003).

Una variante interesante de este tipo de reaccion fue reportada por Kunitou y col. (2002),
quienes estudiaron la decoloracion fotocatalitica con lampara de mercurio de alta presion,
de varios compuestos azo, como también de otros colorantes de los tipos trifenilmetilo,
ftalocianina, indigo y antraquinona, bajo atmosfera de N, sobre TiO,, en presencia de
varios monosacaridos y disacaridos. Observaron para los colorantes azoicos la formacion

casi estequiométrica de las arilaminas esperadas.

Un gran namero de trabajos sobre la oxidacion de colorantes azoicos se realizaron con la
reaccion de Fenton, que es reconocida como una de las mas clasicas y mas poderosas de
oxidacion en ambiente acuoso. También en este caso, el agente que ataca al compuesto azo

es el radical hidroxilo.
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El reactivo de Fenton es una mezcla de sulfato ferroso y perdxido de hidrogeno que
produce el ion férrico (Fe**) y el radical libre hidroxilo (OH’). Este radical es el agente
oxidante méas potente después del flior (OH', Eo = -2.8 V vs. F,, Eg = -3.0 V), capaz de
oxidar una amplia gama de compuestos orgénicos. Cuando se genera una concentracion
suficiente de radical libre hidroxilo y otros radicales, estas oxidaciones pueden llevar a una

mineralizacion total.

Con esta quimica, Spadaro y col. (1994) demostraron la degradacion de 6 diferentes
colorantes azoicos, y Parac-Osterman y col. (2004) reportaron la degradacién de Acid Blue
158.

Por lo general, la oxidacion de Fenton se realiza como reaccion oscura, pero recientemente
se ha demostrado que el poder oxidante de esta reaccién puede ser incrementado
significativamente empleando radiacion ultravioleta o ultravioleta/visible (reaccion de
Fotofenton), lo cual ha generado estudios para descomponer una gran cantidad de
compuestos refractarios. Con este método se logré la remocion y degradacion de Tartrazina
hasta con un 99.3% de efectividad (Arroyave Rojas y col., 2008). Xu y col. (2004)
estudiaron la decoloracion de 20 colorantes, en su mayoria del tipo azoico, con este
método, logrando buenos rendimientos en el caso de los azoarenos. Particularmente en el
caso de la Tartrazina se obtuvo 100% de remocion por oxidacion quimica con diversas
cantidades de Fe?* y peréxido de hidrégeno. Con esto Arroyave Rojas y col. (2008) aportan
un avance en el tratamiento de colorantes azoicos en los desechos industriales de la

industria de alimentos.

El método maés directo para la generacion de radicales hidroxilo es a través del fotoclivaje
del peroxido de hidrégeno mediante radiacién UV. El perdxido de hidrégeno es un reactivo
quimico relativamente barato y facilmente accesible. En solucion acuosa, se disocia
rapidamente con la luz ultravioleta produciendo radicales hidroxilo. Estos radicales
reaccionan tipicamente entre 106 y 1012 veces mas rapido que otros oxidantes como el
ozono o el mismo perdxido de hidrogeno. Considerando las escalas respectivas, se puede
apreciar el efecto de la luz sobre un sistema de fotodegradacion (Lopez Cisneros y col.,
2002).
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Para la degradacion de los colorantes azoicos bajo iluminacion en presencia de H,0, se

pueden proponer las reacciones que se listan a continuacion (Lopez Cisneros y col., 2002):
La reaccién completa estd dada por la siguiente ecuacion:

Colorante + H,O, (hv) = Productos incoloros (1)

El mecanismo propuesto para esta reaccion es el siguiente:

a) Formacion del radical hidroxilo

HO-OH +hv 22 HO' (¢ =0.98) 2)

donde ¢ es el rendimiento cuantico para la disociacion de H,0,.

b) Reaccidn del colorante con los radicales

Ri—N=N-R;+HO - Productos de degradacion (3)

Este es un esquema simplificado que ocurre a través de varias etapas y con la formacion de

distintos intermediarios.
¢) Reacciones competitivas

En exceso de perdxido y con altas concentraciones de HO™ ocurren reacciones competitivas,
que producen un efecto inhibitorio para la degradacion del colorante. El radical HO' tiende
a recombinarse 0 a reaccionar de acuerdo al esquema de Haber y Willstatter (Lépez

Cisneros y col., 2002):

HO" + H,0, > HO;, + H,0 4)
HO; + H,0, & HO + H,0 + O, (5)
HO, +HOy DH,0, + O, (6)
HO, + HO' >H,0 + O, (7)

d) Mineralizacién de los productos en presencia de oxigeno

HO' + Productos (O,) 2 CO; + H,0 (8)
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También puede tener lugar la fotolisis directa del colorante, pero su velocidad es muy lenta.

Se llevaria a cabo mediante la siguiente reaccion:
Colorante + hv 2 Productos 9)

donde los productos podrian ser los mismos o distintos a los de la ecuacion (1) (Lopez
Cisneros y col., 2002).

El proceso UV/H,0, es capaz de oxidar todos los contaminantes organicos a dioxido de
carbono (CO,) y agua; sin embargo, en algunos casos, la mineralizacion total requerira una
gran potencia y dosis de oxidante y, por lo tanto, alto capital y elevados costos de operacion
en comparacion con tecnologias de tratamiento convencionales, tales como la remocién con

aire y adsorcion en carbono activado (Arroyave Rojas y col., 2008).

Aungue menos atractiva que la oxidacion quimica, por los mayores costos involucrados, la
oxidacion anddica de colorantes azo en reactores especialmente construidos también ha
sido estudiada (Sakalis y col., 2005; Sakalis y col., 2006). Los catodos empleados fueron
de lana de carbono y los &nodos de titanio platinizado o de niobio cubierto de diamante
sintético dopado con boro. La degradacién de los azoarenos se vio acelerada por adicion de
cloruro de sodio a la solucién, probablemente por la formacion anddica de hipocloruro de
sodio, que luego puede atacar oxidativamente a los compuestos organicos en todo el
volumen de la solucién. Con estas técnicas se degradaron los colorantes azoicos Naranja
91, Rojo 184, Azul 182 y Negro 5 (Sakalis y col., 2005).

También se han estudiado métodos bioldgicos para la degradacion oxidativa de los
compuestos arilazo. Pagga y Brown (1986) examinaron a 87 colorantes azoicos en cuanto a
su eliminacion, en condiciones aerobias, con limo activado derivado de plantas de
tratamiento de aguas servidas. Sobre la base de estos estudios, 18 de los colorantes fueron
clasificados como biodegradables; 22 de los colorantes no fueron degradados ni por el
criterio de decoloracion ni por el criterio de carbono orgénico disuelto. Franciscon y col.
(2009) estudiaron la biodegradacion de varios colorantes azoicos (Amarillo 107, Rojo 198,
Negro 5, Azul 71) usados en la industrial textil mediante una cepa de Staphylococcus
arlettae en un proceso secuencial microaerofilico/aerobio, con extracto de levadura

afadido.
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Reduccion de los compuestos arilazoicos

La reduccion de los compuestos arilazo se logra con una variedad de agentes quimicos.
Braude y col. (1954) redujeron al azobenceno por hidrogendlisis sobre Pd/C en
tetrahidrofurano al reflujo, con ciclohexano como donador de hidrégeno, completandose la
reaccion en 23 horas, con formacion practicamente estequiométrica del producto esperado,
anilina. Jnaneshwara y col. (1998) usaron un abordamiento anélogo, con formiato de
amonio como donador de hidrogeno, en solucién metandlica, con una variedad de

compuestos arilazo, obteniendo altos rendimientos de las correspondientes arilaminas.

Un método diferente fue reportado por Dosa y col. (1996), quienes lograron una reduccion
rapida de azobencenos con borohidruro de titanoceno, en diglyme a 125°C, produciéndose

las anilinas correspondientes.

Zinc metalico ha sido utilizado exitosamente por varios grupos en la reduccion de
azoarenos. Gowda y col. (2002) examinaron 15 compuestos arilazoicos en su reaccion con
polvo de zinc y acido férmico o formiato de amonio en metanol bajo atmdsfera de N, a
temperatura ambiente, formandose en todos los casos las arilaminas correspondientes en
rendimiento practicamente cuantitativo. Sridhara y col. (2004) describieron la reaccion de
varios compuestos arilazo (a 0.67 M) con zinc en polvo (1.34 M) en metanol u otro
solvente apropiado, bajo nitrogeno, a temperatura ambiente, produciéndose las
correspondientes arilaminas en rendimientos superiores a 90%, en tiempos de reaccion de

5 a 20 minutos.

La reduccion de azoarenos por hidracina ha sido resefiada por Rollas (2010). Pasha y
Nanjundaswami (2005) describieron cémo hidracina al 3 M, en solucion etandlica a
temperatura de reflujo, redujo cuantitativamente a 11 diferentes compuestos arilazoicos,
con tiempos de reaccion del orden de 20 minutos. A temperaturas mas bajas la reduccion
con hidracina puede ser limitada a la formacion de la N,N’-diarilhidracina correspondiente
al azoareno inicial, como en el trabajo de Zhang y Wang (2003), quienes reportaron
rendimientos cuantitativos para esta reduccion parcial en el caso de 12 compuestos arilazo,
usando hidracina al 3 M, en solucion etandlica, a 60°C, con tiempos de reaccion entre 20

minutos y 3 horas. La reduccion de los azoarenos también puede ser limitada a la
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formacion de las N,N’-diarilhidracinas si el reactivo hidracina (o hidracinas mono-N-

alquiladas o mono-N-ariladas) se utiliza en cantidades estequiométricas (Koppes y col.,

2008).

Ross (1975) reporto la degradacion de Amaranto y de Rojo 40 a temperaturas elevadas en

solucion acuosa de fructosa o glucosa, con formacion de las N,N’-diarilhidracinas y

anilinas esperadas.

También existen otros agentes quimicos reductores, como el sulfuro de sodio (NayS), que

son muy comunes en sistemas de tratamiento de aguas residuales y que son capaces de

reducir quimicamente a los colorantes azo; ya sea por reduccién quimica directa, o bien por

reduccion quimica asistida por un mediador redox (van der Zee, 2002). Los mecanismos

bioldgicos y quimicos que reporta van der Zee (2002) se representan en la Figura 4.

Método quimico directfo

H,S Colorante azo

Método quimico utilizando
un mediador redox

Mediador redox

H,S Colorante azo
X oxidado X
Mediador redox :
'Se' reducido Aminas

aromaticas

QL Aminas
So arométicas
Meétodo biologico directo
Donador de Colorante azo
electrones
Donador de Proimin .
electrones Aminas
oxidado aromaticas

Meétodo biologico utilizando
un mediador redox

Donador de Mediador redox

oxidado

oxidado

electrones M X&:lorante azo
Bacteria
Donador de (enzimas) ¢
Mediador redox :
electrones Yaducido Aminas

aromaticas

Figura 4: Principales mecanismos biologicos y quimicos en la reduccion de colorantes

azoicos a aminas aromaticas

(Adaptado de van der Zee, 2002)
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La reduccion de azoareneos también se puede realizar por métodos electroliticos.
Bechthold y col. (2001) describen la decoloracion reductiva directa de una serie de
colorantes textiles azoicos (Cl Acid Red 27, Cl Acid Yellow 9, Cl Reactive Red 4, CI
Reactive Orange 4, Cl Reactive Black 5, Reactive Yellow 17) en un electrolizador
multicatodico, con catodos formados de tela de acero. Fernandez-Sanchis (2006) efectud la
reduccion catodica, bajo argon, del colorante azoico, Sunset Yellow FCF, en celdas
electroliticas experimentales con catodos de lana de carbono y anodos de alambre de titanio
platinizado, en soluciones acuosas desoxigenadas, a valores de pH de 5, 7 y 10, y
potenciales catddicos de entre -0.75 V y -2 V, logrando la conversion del compuesto azo a

sus correspondientes componentes aminicos en pocos minutos.

También se han estudiado métodos para la reduccion microbioldgica de los azoarenos. La
resefia de Delée y col. (1998) recoge los resultados publicados hasta 1997 sobre
tratamientos anaerdbicos de efluvios textiles. Brown y Laboureur (1983) examinaron 12
colorantes tipo azo (y otros 10 colorantes de otros tipos) en cuanto a su decoloracion en
condiciones anaerobias en presencia de un limo de plantas tratadoras de desagues, logrando
en todos los compuestos azo un alto grado de decoloracion. Chen (2002) examind la
decoloracion anaerobia de los colorantes azoicos Reactive Acid Yellow, Reactive Black B
y Reactive Red 22 por la accion del anaerobio facultativo Pseudomonas luteola,
determinando los umbrales de toxicidad de estos azoarenos para el microorganismo.
Demostré que la azoreductasa responsable de la biodegradacion de los colorantes es
reprimida por oxigeno, pero un minimo de oxigeno se requiere para mantener la actividad
celular basica para la decoloracién. En condiciones de inviabilidad de las células, una
decoloracion de la solucion alin puede tener lugar mediante biosorcion. Mezdhegyi y col.
(2008) describieron el uso de carbono biologicamente activado en un reactor de flujo
continuo ascendente, para llevar a cabo la reduccion anaerobia de Acid Orange 7. Liy
Guthrie (2010) usaron células de Shewanella inmovilizadas en celulosa para la

decoloracion del colorante Remazol Black B.

Ozdemir y col. (2006) examinaron la accion de los microorganismos Proteus vulgaris,
Providentia rettgeri y Aeromonas hydrophila sobre los siguientes colorantes utilizados en
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la tincion de pieles: Acid Black 24, Acid Black 210, Acid Brown 165, Acid Green 20, Acid
Yellow 36 y Acid Blue 7. No queda claro si esto fue en condiciones aerobias o anaerobias.
El mismo grupo (Ozdemir y col., 2008) también estudio el uso de la bacteria marina Vibrio
harveyi TEMSL1 para la decoloracion de varios azoarenos y observé que el uso de diferentes
fuentes de carbono en el medio de cultivo redundaba en distintos efectos sobre la
decoloracion. También notaron efectos diferenciales de acuerdo al sustrato: el sistema es
eficiente para Acid Black 210, ineficiente para Acid Blue 7. Sin embargo, no se definié si

la decoloracion lograda fue una biorreduccion o adsorcion de los colorantes a la biomasa.

Cultivos definidos de bacterias intestinales también se han estudiado en este contexto.
Chung y col. (1978) examinaron bacterias de 10 diferentes géneros (Coprococcus catus,
Acidaminococcus fermentans, Fusobacterium prausnitzii, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bifidobacterium infantis, Eubacterium biforme, Peptostreptococcus productus |II,
Citrobacter sp., Peptostreptococcus productus I, Fusobacterium sp. Il) en experimentos
anaerobios in vitro, en cuanto a su aptitud para reducir 7 diferentes colorantes azoicos
(Tartrazina, Ponceau SX, Sunset Yellow, Methyl Orange, Orange II, Amaranto, Allura Red
40), en presencia de flavina mononucleétido u otros portadores de electrones. Es
interesante notar que diferentes bacterias evidenciaron diferentes eficiencias para su

reaccion con los diferentes colorantes.

También se han estudiado las azorreductasas aisladas de bacterias intestinales. Rafii y
Cerniglia (1995) describieron como las bacterias intestinales Clostridium y Eubacterium
constitutivamente expresan azorreductasas que pueden reducir al Azul 15 en condiciones
anaerobias. La misma enzima también reduce nitroaromaticos. Macwana y col. (2010)
expresaron la azorreductasa Azo F1 de Enterococcus faecium heterologicamente, para
purificarla y caracterizarla. La compararon con la azorreductasa Azo A de Enterococcus
faecalis, encontrando tanto similitudes como diferencias. Azo F1 puede utilizar tanto
NADH como NAPDH como cofactor para la reduccion de colorantes azo. Para la

reduccion de Methyl Red, la Azo F1 es cataliticamente menos efectiva que la Azo A.

Por lo general, la destoxificacion de los azoarenos por reduccion no es una modalidad
atractiva, por llevar a la formacion de arilaminas, compuestos problematicos por su

potencial accion mutagena (Hartman y col., 1979). En ese sentido, la descomposicion de
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los compuestos arilazo por oxidacion es preferible, y en este contexto el uso del vocablo
“mineralizacion” es comun, por la formacion de Nj, un gas inofensivo. Sin embargo,
incluso en este caso se necesita considerar el destino de los grupos arilo, que también puede
ser problematico. Por ejemplo, en la oxidacion del azobenceno por la reaccion de Fenton,
se demostro la produccion de benceno (Spadaro y col., 1994), un compuesto reconocido

como cancerigeno (Fourth Annual Review of Carcinogens, 1985).

Otras reacciones de los azoarenos

Teoricamente, el enlace quimico de compuestos azoicos se puede romper por accion de la
energia luminosa. Sin embargo, investigaciones recientes (Lopez Cisneros y col., 2002)
demuestran que éste es un proceso lento, y que podria incrementarse notablemente con la
presencia de especies altamente reactivas en el medio de reaccidn, que inicien el proceso de

oxidacion.

Los compuestos arilazoicos ocurren en dos configuraciones definidas, cis y trans. De éstas,
la Gltima siempre es claramente preponderante en el equilibrio, y por lo tanto el espectro de
absorcion de las soluciones de compuestos arilazoicos es el espectro del isobmero trans. El
espectro del isobmero cis solo puede ser registrado utilizando técnicas rapidas especiales. La
interconversion de las formas cis y trans de los azoarenos se puede dar de forma térmica o
fotoquimica. Para esta Gltima modalidad, fotoconversion de los isomeros, el caso mejor
documentado es el del p-dimetilaminoazobenceno en solucién bencénica, estudiado por
Brode y col. (1952). Estos investigadores determinaron, usando técnicas rapidas, el
espectro de absorcion del isdbmero cis, que muestra, en comparacion con el isomero trans,
un recorrimiento de la banda principal de absorcion hacia longitudes de onda menores (de
410 nm a 360 nm) y, ademas, la aparicion de una nueva banda débil a longitud de onda
mayor (460 nm). Tras irradiacion prolongada de la banda principal de absorcion del
isdbmero trans, la reversion espectral ocurrié en un tiempo del orden de minutos. Notaron
efectos espectrales similares en la conversion por irradiacion de la forma trans del 4-cloro-
4’-hidroxiazobenceno a la forma cis, con recorrimiento de la banda principal de 350 nm a

305 nm y formacién de una nueva banda débil a 450 nm.
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Para un ejemplo de las eficiencias de estas fotointerconversiones se puede citar el trabajo de
Gabor y Bar-Eli (1968), quienes determinaron rendimientos cuanticos de 0.115 y 0.35,
respectivamente, para las conversiones trans—cis y cis—trans, en 1,1'-

dimetoxiazobenceno en solucion de metilciclopentano a -80°C, con irradiacion a 365 nm.

Un tratamiento tedrico de la isomerizacion cis-trans fotoinducida en colorantes azoicos en
presencia de campos eléctricos, para la preparacion de capas fotosensibles, ha sido

presentado por Simonov y Lavrichev (1999).

Reacciones bioldgicas

En la biodegradacion anaerobia, para ser degradados, los colorantes deben reducirse
primeramente por el enlace azo que forma la parte central del grupo croméforo, y para esto,
la molécula debe de ser el aceptor de electrones en la reaccion. El problema con la
degradacion anaerobia es que las cinéticas son lentas, por lo tanto, para hacer mas eficientes
los procesos anaerobios se ha investigado el uso de sustancias o materiales que actuen
como mediadores redox y aceleren la cinética de reduccion; se ha reportado que el factor
limitante en la degradacion de estos compuestos es la transferencia de electrones, ya que
son necesarios 4 electrones para romper un enlace azo. Los mediadores redox que se han
analizado son las sustancias humicas ricas en quinonas, como por ejemplo la antraquinona
2,6-disulfonato (AQDS) (Gonzélez, 2008).

La funcion de un mediador redox es transportar electrones de una molécula donadora de
electrones a otra receptora. Este tipo de moléculas se ha utilizado para la degradacion de
otros compuestos xenobidticos. Bhushan y col. (2006) utilizaron Fe (I11), &cido himico y
AQDS como mediadores redox en la degradacion de nitro-aminas ciclicas (triazinas y
similares) y encontraron que estos mediadores redox no solo aceleran la reaccion, sino que
estimulan el crecimiento de las bacterias; ademaés, ayudan a hacer méas biodisponibles las
moléculas de contaminantes complejos para su degradacion.

El uso de medios de soporte para fijar a microorganismos en biorreactores se ha probado
para proveer a éstos de una superficie para su crecimiento y para la proteccion de sustancias
inhibidoras. Estos medios de soporte deben de tener en preferencia una superficie rugosa y

altamente porosa, caracteristicas con las que cuenta el carb6n activado, por lo que ya ha
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sido usado para fijar microorganismos en biorreactores usados para remover y degradar
contaminantes toxicos, y se le ha llamado carbdn activado bioldgicamente (Gonzélez y
Escamilla, 2008). Otros soportes han sido probados, tales como el grafito o alumina, en un
reactor de flujo continuo ascendente, para llevar a cabo la reduccion anaerobia de Acid

Orange 7, desarrollados por Mezohegyi y col. (2008).

En experimentos anaerobios, se investigo la aptitud de ciertas bacterias para reducir 7
diferentes colorantes azo (Tartrazina, Ponceau SX, Amarillo 6, Naranja de Metilo, Naranja
I, Amaranto, Rojo 40), en presencia de flavina mononucledtido u otros portadores de

electrones, obteniéndose diferencias entre ellas (Chung y col., 1978).

La investigacion de diversos tipos de microorganismos en la degradacion de colorantes ha
tenido la finalidad de usarlos en los sistemas de tratamiento de aguas. Un ejemplo es el
trabajo de Franciscon y col. (2009) donde usaron una cepa de Staphylococcus arlettae en
un proceso secuencial microaerofilico/aerobio, con extracto de levadura afiadido, para el
tratamiento de colorantes azo provenientes de la industria textil. El trabajo de Li y Guthrie
(2010) demuestra el uso de células de Shewanella inmovilizadas en un sistema de celulosa-
monomero de &cido metacrilico sobre una base de celulosa-algodén, para la decoloracion
del colorante Remazol Black B. Macwana y col. (2010) usaron la azoreductasa Azo F1 de

Enterococcus faecium, como cofactor para la reduccion de colorantes azo.

También los tratamientos aerobios han sido estudiados, tal es el caso de Delée y
colaboradores (1998) quienes resefiaron el tratamiento aerobio de efluvios de la industria
textil para la remocion de colorantes, concluyendo que es una alternativa viable del

tratamiento de aguas contaminadas por colorantes azo.

Una de las pocas investigaciones que hace referencia a la decoloracion fotocatalitica de
compuestos azo por efecto de monosacaridos es la reportada por Kunitou y col. (2002),
quienes usaron al TiO, como fotocatalizador en solucion acuosa saturada con nitrogeno.
Ross (1975) reporto la degradacion de colorantes azo por D-glucosa y D-fructosa, variando

las condiciones de temperatura y pH, sin considerar incidencia de luz.
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2.3. Edulcorantes

El uso de determinados tipos de edulcorantes en la industria tiene que ver con su
disponibilidad. Originalmente, la cafia de azucar fue la Unica fuente de azucar refinada, de
tal manera que las regiones tropicales y subtropicales donde ésta crece ejercian el
monopolio de la oferta. Sin embargo, en los ultimos 200 afios ese monopolio se ha venido
contrayendo lentamente merced a la competencia de fuentes alternativas de sacarosa como
la remolacha azucarera, y mas recientemente, de alternativas a la misma sacarosa, de las
cuales existen tres tipos distintos (Jenkins, 2001):

1. Edulcorantes caloricos: tales como la isoglucosa (jarabe de maiz) y la inulina;

2. Superedulcorantes no caldricos sintéticos: tales como la sacarina y el aspartame, que
son sintetizados quimicamente y no son caldricos; y la sucralosa.

3. Superedulcorantes no caldricos vegetales: tales como la taumatina y el estevioside.

La fructosa (isoglucosa) es 70% mas dulce y 30% mas barata que el azlcar (en E.U.), y se
produce en Estados Unidos (donde representa el 42% del mercado de edulcorantes),
Canada, México y algunos paises de Asia. Si bien los gigantes de la industria de los
refrescos, Coca Cola y Pepsi-Co, sustituyeron, ya hace cerca de veinte afios, la sacarosa con
fructosa en sus cadenas productivas de EE.UU., aiin no han conseguido hacerlo en la Union
Europea (UE), donde las politicas proteccionistas s6lo le dejan a la fructosa un pequefio
nicho del mercado.

Mientras que los costos de produccién de la cafia de azucar y la fructosa son en general
similares, existen en el mercado opciones mas baratas para los fabricantes de alimentos.

En la Tabla 3 se especifican los costos de produccion de edulcorantes en funcién de su
capacidad de endulzante, siendo la sacarosa el patron de comparacion. Los costos de
produccion marcan en muchos casos los parametros de comercializacion y aplicaciones
industriales. Ciertas ventajas en el precio pueden propiciar cambios en formulaciones de

alimentos.
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Tabla 3: Costos promedio de produccion de edulcorantes expresados en dolares de
EE.UU. por tonelada equivalente de dulzor de edulcorante, para el 2000

Edulcorante Costo de Produccién (délares/ton)
Azlcar de remolacha 703.6
Acesulfame-K 576.1
Aspartame 458.0
Azlcar de cafia 340.3
Isoglucosa 292.7
Sacarina 13.9
Taumatina 1.2

(Adaptado de Jenkins, 2001)

La realidad en México es que existe un amplio espectro de bebidas a las que se agregan
diferentes tipos y cantidad de edulcorantes. Pueden mencionarse las bebidas carbonatadas y
no carbonatadas (refrescos) endulzadas por lo regular con sacarosa o jarabe de maiz
(Fructosa 42). México es uno de los principales consumidores de refrescos per capita en el
mundo. Ademas de estos refrescos, se incluyen el café y el té, una gran variedad de bebidas
a base de jugos de fruta o soya, aguas frescas con cantidades importantes de azUcar, atoles,
licores, bebidas energéticas y licuadas (bebidas de fruta con azlcar y leche entera). La
sustitucién de sacarosa por Fructosa 42 se ha debido a cuestiones de precio y/o
tecnoldgicas, es decir de funcionalidad de los productos; sin embargo estos edulcorantes
caldricos se han vinculado con problemas a la salud como la caries dental, consumo
elevado de energia, consumo reducido de calcio y otros nutrimentos y aumento de peso,

ademas de diabetes mellitus tipo 2 (Riveray col., 2008).

Hay evidencia cada vez mayor acerca de otros efectos nocivos para la salud derivados del
consumo de la fructosa como comentan Rivera y col. (2008). Aunque la hipdtesis inicial de
que el contenido de ésta modifica el equilibrio energético, parece no sostenerse; la fructosa

se ha relacionado con el aumento de triglicéridos (Rivera y col., 2008). Se ha conjeturado
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sobre otros efectos potenciales de la fructosa, como la enfermedad cardiorrenal (Rivera y
col., 2008).

En cuanto a la reactividad quimica de la fructosa cabe resaltar que el grupo carbonilo
presente en todos los azUcares es muy reactivo y puede formar hemicetales o cetales con

otros compuestos hidroxilicos (Figura 5).

| | OH | OX | ox
¢—o . He—0 I ! J/ XOH XOH
A |
| H | o | \OX
Cetona .
Hidrato de cetona Hemicetal Cetal

Figura 5: Reacciones de adicion al grupo carbonilo

La fructosa puede formar una estructura ciclica interna por reaccion del grupo hidroxilo en
el carbono Cs o Cg con el grupo carbonilo formando un hemicetal intramolecular, donde
XOH es el resto de la molécula. El otro hidroxilo en el carbono C;, conocido como el
hidroxilo glicosidico, es muy reactivo y forma facilmente enlaces glicosidicos con otros
grupos hidroxilicos mediante la eliminacion de agua. Si el compuesto hidroxilico no es un
azlcar, se forma un glicosido, tal como sucede en la condensacién de glucosa y metanol
para dar metil glucosido. Sin embargo, el grupo hidroxilo frecuentemente proviene de otro
azucar y en este caso se forma un disacarido. Si el enlace no ocurre entre dos 4tomos C;,
entonces queda libre un grupo cetonico o aldehidico en el disacarido y la molécula exhibe

todas las reacciones de estos grupos tales como la mutarrotacion (Guthrie, 1974).

Las reacciones mas estudiadas donde intervienen los azUcares reductores son las reacciones

de Maillard, las cuales consisten en lo siguiente:

Los compuestos iniciales de la reaccion de Maillard son identificados como productos de
Amadori, cuyas caracteristicas son: 1. Se forman espontaneamente (sin enzimas); 2.
Interviene una base de Schiff formada con un aldehido + una amina primaria; por ejemplo,

la hemoglobina glucosilada es un producto de Amadori tipico que se utiliza como medida
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del grado de control de la diabetes; 3. A través del tiempo los compuestos de Amadori

pueden seguir evolucionando hacia complejos covalentes (Rossi, 2007).

Marquez y Afion (1986) estudiaron esta reaccion de Maillard aplicada a las papas fritas,
encontrando que controlando la cantidad de azUcares reductores podian controlar también
el cambio de color de las mismas. También observaron que con sacarosa, practicamente no

existian cambios al final del freido de las papas.

De igual manera se ha investigado algunas combinaciones que inhiban las reacciones de
Maillard, probando varios aminoécidos con azlcares reductores. Bedinghaus y Ockerman
(1995) encontraron que la xilosa-lisina, xilosa-triptofano, dihidroacetona-histidina vy
dihidroxi-acetona-triptofano son mas efectivos comparados con el control de glucosa. La
reaccion de Maillard asi mismo se ve afectada por incremento en el pH, la temperatura y el

contenido de azucares reductores, tal como reporta Baxter (1995).

Estas interacciones con otros compuestos se dan basicamente por el poder de reduccién de
los monosacaridos y se refieren a la adicion de hidrégeno a las moléculas o la cesion de

electrones.

Por ejemplo, en la formacion de radicales hidroxilo del poli(6-O-viniladipol-D-glucosa)
[poli(VAG)], intervienen los grupos reductores del polimero para producir radicales
hidroxilo mediante la reaccion de Haber-Weiss, usando perdxido de hidrogeno, el resultado

es la degradacién del polimero y la obtencion de un resto de enodiol (Kitagawa, 2001).

Las caracteristicas de reactividad de los azUcares sencillos estan explicadas por las formas
que adoptan dichos azucares. Poseen propiedades de aldehidos o cetonas a pesar de existir
en forma ciclica, debido a que en las disoluciones en equilibrio existen también estructuras
de cadena abierta. Por ejemplo, para la glucosa reporta Macy (1975) que en solucién acuosa
dos tercios se hallan en la forma f, un tercio en la forma o, y s6lo cantidades muy pequefias
en forma aldehidica de cadena abierta. En las disoluciones de fructosa, el azlcar ceténico,
la situacion es mas complicada debido a su tendencia a formar estructuras ciclicas, tanto de
5 como de 6 &tomos. Cuando estan en forma ciclica no se identifican de forma adecuada los
grupos reductores, pero cuando estan en forma abierta presentan la propiedad tipica de
reductor (Macy, 1975).
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De esta forma los azucares reductores tienen las caracteristicas necesarias para reaccionar

con otras moléculas orgéanicas.

La forma de identificar los azlcares generalmente se basa en sus reacciones caracteristicas.
Muchas reacciones de los monosacéridos, son debidas a la pequefia cantidad de forma
abierta, aciclica, en equilibrio con las estructuras ciclicas. Algunas reacciones que requieren
una concentracion inicial mayor fallan, porque la forma aldehidica no tiene concentracion
suficiente para que se produzca la reaccion; no obstante los monosacéridos presentan una
variedad de reacciones que se producen bien, las reacciones son las tipicas de las funciones
presentes, carbonilo e hidroxilo, incluyendo interacciones entre ambos grupos (Fessenden,
1998).

Reacciones del grupo carbonilo

o Oxidacion.

Un monosacarido con el C; oxidado a carboxilo, recibe el nombre de &cido aldénico. La

forma de obtenerlos se representa en las Figuras 6y 7.

CH,OH CH,OH + CH,OH
OH OH
O /O AQ@H?,)E /O 0
(LOH OH —— (LOH <y > (LOH <, * Ad
H H A OH H o
OH OH OH
D-glucosa forma abierta anion gluconato

Figura 6: Formacion de acidos aldonicos de glucosa
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CH,OH COy COy’

——0o H—————OH OH————H
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HO————H Ag[(NH3)] HO———H HO———H 0
- + + Ag

y oH calor; OH H OH H OH
H—————OH H———OH H—————OH

CH,OH CH;0H CH,0H

D-fructosa Aniones de acidos aldonicos

Figura 7: Formacion de &cidos aldonicos de fructosa

Las aldosas reciben el nombre genérico de “azucares reductores”, reducen oxidantes suaves
como los reactivos de Fehling (Figura 8), Tollens (espejo de plata) (Figura 9), y Benedict
(precipitado rojizo de Cu,0). Todo esto se debe a la presencia de la estructura abierta en el

equilibrio de la ciclacion.

H
N COyK CO,K
?/ HC 2o O\\C/OH L
((EHOH)n v2 0 Oqu + 2H0 S > & s HGOH L cuo,
CH,OH ‘ ‘ HOH)n H*C\I*OH
CO,Na CH,OH COyNa
Complejo tartaro-cuprico Acido gliconico

Figura 8: Reaccion de Fehling

Los tres reactivos, Tollens, Fehling y Benedict, son basicos, por lo que las cetosas también
los reducen, ya que en medio alcalino estan en equilibrio con dos aldosas epimericas a

través de un enodiol intermediario (Solomons, 1997).
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Figura 9: Reaccion de Tollens

2.4. Fotoquimica

La fotoquimica es el estudio de las transformaciones quimicas provocadas o catalizadas por
la emision o absorcién de luz visible o radiacién ultravioleta. Una molécula en su estado
fundamental (no excitada) puede absorber un quantum de energia luminica, esto produce
una transicion electronica y la molécula pasa a un estado de mayor energia o estado
excitado. Una molécula excitada es mas reactiva que una molécula en su estado
fundamental (Baird, 2001).

El fendbmeno fotoquimico precisa de dos fases principales:

1. Recepcion de la energia luminosa

2. Reaccién quimica propiamente dicha.

Leyes fundamentales.

1. Ley de absorcion de Grotthus-Draper: Una radiacion no puede provocar accion quimica
mas que si es absorbida por un cuerpo (0 un sistema de cuerpos); si no, no puede haber

transmision de energia luminosa.
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2. Ley energética: Para que una radiacion luminosa actle eficazmente, debe poseer una

energia, por lo menos, igual a la necesaria para la transformacion quimica.

Las radiaciones poseen tanta mas energia cuanto mas cortas sean sus longitudes de onda (o
mas elevadas sean sus frecuencias). La energia transportada por un foton viene dada por la

expresion:

E=hv=hc
A

donde h es la constante de Planck, igual a 6.626069x10 %’ ergios.seg, y ¢ es la velocidad de

la luz.

Ley de la equivalencia fotoquimica (o ley de Einstein): A cada foton absorbido,

corresponde una molécula descompuesta o combinada.

2.5 Quimica Computacional

La quimica computacional se empezé a desarrollar en los afios setenta del siglo XX como
un nuevo campo del conocimiento orientado al disefio de moléculas asistido por
computadora. Sin embargo, el alcance que ha logrado esta ciencia basada en la quimica
tedrica y aplicada en la quimica computacional, es mas vasta ahora. Proporcionando un
conjunto de ndcleos y el nimero de electrones de cada molécula, se pueden calcular

propiedades como:

a) Los arreglos geométricos de los &tomos que corresponden a moléculas estables y a
estados de transicion.

b) Las energias relativas de varias moléculas.

¢) Sus propiedades: momento dipolar, polarizabilidad.

d) Propiedades espectroscépicas, como corrimientos quimicos y constantes de
acoplamiento, frecuencias vibracionales, etc.

e) Propiedades termoquimicas.

f) Larapidez con la que un reactivo se transforma en producto (propiedades cinéticas).

36



g) El cambio de algunas propiedades, como la estructura molecular, con el tiempo
(Cuevas y Cortés, 2003).

Estos métodos permiten determinar las propiedades electronicas del estado de transicion

que conecta a un reactivo con un producto, evaluar el efecto que tienen los patrones de

sustitucion sobre su estabilidad y, con ello, eliminar especulaciones sobre posibles

mecanismos de reaccion (Cuevas y Cortés, 2003).

Para lograr establecer los mecanismos de reaccion o resolver un problema quimico a nivel
tedrico, de acuerdo con los postulados de la Mecéanica Cuéntica, es necesario conocer la
funcién de onda W, la cual permite calcular la energia y otras propiedades. Mediante los
postulados, es posible plantear la ecuacion exacta para obtener la energia y la funcion de
onda de un sistema estacionario, que es la ecuacion de Schrodinger independiente del
tiempo:

HY=EY

Donde H es el Hamiltoniano del sistema, es decir, el operador asociado a la energia (E) y ¥

la funcion de onda.

Los métodos empleados para ello cubren situaciones estaticas y dinamicas. En todos los
casos, el tiempo de calculo aumenta rapidamente a medida que el tamafio del sistema
estudiado crece. Este sistema puede ser una simple molécula, un grupo de éstas o un cuerpo
solido. Estos métodos, por lo tanto, se basan en teorias que van desde la alta precision, pero
apropiados para pequefios sistemas, a las buenas aproximaciones, pero apropiadas para
grandes sistemas. Los métodos mas precisos son llamados métodos ab initio, los cuales
estan basados totalmente en la teoria de los primeros principios. Los menos precisos son
Ilamados empiricos o semi-empiricos, debido a que son obtenidos de resultados
experimentales, a menudo de atomos o moléculas relacionadas y se usan en conjunto a la
teoria (Smith y Sutcliffe, 1997).

El tipo mas simple de calculo de estructura electronica ab initio es el método de Hartree-
Fock (HF), una extension de la teoria de orbitales moleculares, en la cual la energia de
correlacion electronica debida a la repulsion electron-electron no es especificamente

tomada en cuenta; sélo su efecto promedio es incluido en los céalculos. Como el tamafio de
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las bases de conjunto es incrementado, la energia y la funcién de onda tienden a un limite
[lamado el limite Hartree-Fock (Smith y Sutcliffe, 1997).

Otro método es el de la teoria del funcional de la densidad (DFT, del inglés Density
Functional Theory) que son a menudo considerados por los métodos ab initio para
determinar la estructura electrénica molecular y las propiedades que le acompafian, incluso
aunque muchos de los més comunes funcionales usen parametros derivados de datos
empiricos, o de los calculos més complejos. Esto significa que deberian también ser
Ilamados métodos semi-empiricos.

En DFT, la energia total es expresada en términos de la densidad total en lugar de la
funcion de onda. En este tipo de calculos, hay un Hamiltoniano aproximado y una
expresion aproximada para la densidad electronica total. Los métodos DFT pueden ser muy
precisos bajo un pequefio costo computacional. Algunos funcionales hibridos muy
empleados como el B3LYP involucran parametros de ajuste como una particion de la
energia de intercambio con la metodologia Hartree Fock (Carvajal, 2004).

Generalmente, no importa la metodologia seleccionada; el primer paso es realizar una
optimizacion geométrica de las especies involucradas en el estudio a realizar y
posteriormente un célculo de frecuencias con el que es posible calcular magnitudes
termodindmicas tales como correcciones a la energia por efecto de la temperatura ZPE y
AE (termal Corr), la entalpia (AH) y energia libre de Gibbs (AG). Para obtener estos valores
se utiliza la funcion de particion molecular que no es mas que la suma de los pesos

estadisticos de los estados correspondientes a un conjunto dado y se expresa como:

—Agi

q*zzgie RT

Una correccién importante de incorporar a los resultados termoquimicos es la energia de
punto cero (ZPE) que es una correccion a la energia electrdnica de la molécula debido a
efectos vibracionales que persisten a 0 K. Una informacién adicional que se obtiene con el
calculo de frecuencias es también si la geometria obtenida del proceso de optimizacion
geométrica corresponde a la de minima energia (todas deben ser de magnitud positivas) o

si ésta esta relacionada con algun estado de transicion (frecuencia negativa o imaginarias).
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Capitulo 3. JUSTIFICACION

La industria de alimentos y bebidas utiliza una gran cantidad de aditivos aprobados por las
diferentes instancias gubernamentales. Su aplicacion para mejorar aspectos organolépticos
y de funcionalidad no estd a discusion. Sin embargo las interacciones entre ellos o con

elementos de la matriz de un producto, no estan documentadas en su totalidad.

Tal es el caso observado a simple vista de un licor tipo Amaretto, el cual sufria pérdida de

color a través del tiempo, hasta tornarse un color muy tenue.

Se determin6é como un tema viable de investigacion, donde se analizaria si era un problema
caracteristico del producto en cuestién y en cuanto tiempo y bajo qué condiciones se
Ilevaba a cabo.

A partir de esta premisa se consiguieron marcas de licores Amaretto tanto nacionales como
importados. A partir de ello se elabor6 un método experimental que diera respuesta a estas

primeras cuestiones.

Como toda matriz alimenticia, la mezcla de ingredientes puede provocar sinergia entre ellos
o0 bien disminuir capacidades de los ingredientes usados, ademas de reacciones secundarias
indeseables. Es por esto que se desdobl6 dicha matriz tratando de buscar entre las
relaciones de los ingredientes, la causa del problema de decoloracion del licor tipo

Amaretto.
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Capitulo 4. HIPOTESIS

El problema de la decoloracion del Amaretto se puede entender (o resolver) a partir de la
composicion especial del Amaretto problema, considerando los edulcorantes, colorantes y

otros componentes.
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Capitulo 5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Identificar y evaluar los procesos que causan la decoloracion del licor de almendras tipo
Amaretto.

5.2. Objetivos Especificos
1.- Caracterizar las muestras del licor de Amaretto: pH, °Brix, % de alcohol en volumen
(densidad), absorbancia inicial.

2.- Determinar los compuestos que intervienen en la imparticion del color del Amaretto,
asi como otros componentes del licor (edulcorantes y saborizantes).

3.- Realizar pruebas cuantitativas de la fotodegradacion del color del licor.

4.- Realizar pruebas de fotodegradacion de color de los colorantes encontrados en las
muestras, por separado en condiciones controladas de iluminacién, temperatura y
tiempo.

5.- Correlacionar las composiciones de las diversas marcas de Amarettos con su
comportamiento diferencial en cuanto a su decoloracion.
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Capitulo 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1. Equipo
Los equipos que se usaron en esta investigacion fueron:

Medidor multiparametro de mesa. HORIBA. Modelo F-51, con electrodo de vidrio.
Refractometro Abbé de mesa. ATAGO. Modelo NAR-1T.

Espectrofotémetro UV-Visible. Perkin EImer, Modelo Lambda 25.

HPLC. Marca Agilent Modelo 1100, usando una columna de rapida resolucién Zorbax
Eclipse XDB-C18 (3 p tamafo de particula; 4.6 x 150 mm) (para colorantes) y una
columna Aminex HPX-87P (7.8 x 300 mm) de Bio-Rad (para azlcares).

Camara de irradiacion de 0.60 m x 0.30 m x 0.40 m.

Lampara de halégeno MR16/50W/C-130V, Marca Tecno L.ite.

Radiometro piroeléctrico. Marca Laser Probe, Modelo RSP-590.

Software Quimico: Gaussian 09 para plataforma Linux, que corre en 8 procesadores en
paralelo a través del servidor de la Universidad Autonoma Metropolitana (lztapalapa) via
remota. Los calculos son realizados de manera simultanea y sucesiva con los
requerimientos necesarios para poder ejecutar el programa, como son memoria (2GB) por

proceso por célculo.

6.1.2. Materia prima

Una de las primeras acciones fue escoger algunos tipos de Amarettos disponibles en

Meéxico, los cuales fueron 4 marcas.

Estos se codificaron para preservar la identidad del licor problema, asignandose las letras

A, B, C y D aleatoriamente. El licor A es la marca problema.
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Se obtuvieron muestras preparadas con diferentes formulaciones de la empresa proveedora
de la muestra problema, las cuales contienen: 1) Fructosa 42 (12%, p/v) como edulcorante,
2) una formulacion alternativa con sacarosa (14%, p/v) en lugar de Fructosa 42 y 3) una
formulacion sin adicion de edulcorante. Todas estas formulaciones contienen maltodextrina
(3%, p/v) como agente espesante, Tartrazina a 9.8 mg/L, y Allura Red a 3.85 mg/L, asi
como alcohol etilico (28%, v/v).

6.1.3. Reactivos
Acetato de etilo, acetona, agua grado HPLC, agua bidestilada, anilina, 1-butanol,

cloroformo, diclorometano, difenilamina, etanol, metanol y 1-propanol, todos de grado
reactivo, fueron adquiridos de J.T.Baker.

Solucion de hidréxido de sodio (NaOH 6 N), metanol grado HPLC, &cido trifluoroacético,
trietilamina, estandares de pH 4 y 7 fueron productos de Sigma-Aldrich.

Alcohol potable (96%) se obtuvo de Licores Tipicos Mexicanos.

Allura Red (pureza 80%) y Tartrazina (pureza 99%) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y

Fluka Analytical, respectivamente,

6.2. Métodos

6.2.1. Fisicoquimicos

6.2.1.1. Determinacién del porciento de alcohol en volumen a 20°C

Conforme a la NOM 142 de la SSA1-1995.

La muestra se mide y se vierte en un matraz volumétrico, 250 mL (recomendado para
licores) de muestra a una temperatura de 20°C (293 K) x 0.5°C, transferirlos
cuantitativamente con 100 mL de agua destilada.

Calentar el matraz de destilacion y recibir el destilado en el mismo matraz donde se midio
la muestra. EI matraz de recepcion debe encontrarse sumergido en un bafio de agua-hielo
durante el curso de la destilacion.

Colocar la muestra en una probeta adecuada al tamafio del alcoholimetro y a la cantidad de

la muestra destilada. El alcoholimetro debe flotar libremente, se aconseja que esté separado
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de las paredes de la probeta 0.5 cm. Esperar a que se estabilice la temperatura y dando
ligeros movimientos con el termometro, eliminar las burbujas de aire. Efectuar la lectura de

ambos que debe de ser de 20°C en caso contrario, ajustar con las tablas de correccion.

6.2.1.2. Medicion de pH

Se calibr6 con soluciones buffer pH 4 y 7 a temperatura ambiente, segun manual de
HORIBA.

6.2.1.3. Medicién de °Brix e indice de refraccion

La medicién de grados Brix se realiz6 conforme al manual de uso de equipo Abbé modelo
T 100. El método establece una medicion rapida pero limitada para edulcorantes Unicos y
conocidos. Se lleva a cabo como primera aproximacion en el establecimiento de diferencias
entre las marcas de licores seleccionadas. El indice de refraccion establece posibles

diferencias en la composicién de azUcares.

6.2.2. Cromatografia en capa fina

6.2.2.1. Edulcorantes

El andlisis de los diferentes licores Amaretto por cromatografia en capa fina se llevé a cabo
siguiendo el método de Zilié y col. (1979). La fase estacionaria, placa fina de silice
soportada en ldmina de aluminio (Merck 5553), se usé en tiras de 20 cm de largo. La fase
movil fue acetona-cloroformo-agua (85:10:5, v/v). Las soluciones muestra de los
Amarettos fueron diluciones al 10% (v/v) en agua, aplicadas a la placa cromatogréfica en
VOolumen de 1.5 pl. En la misma placa también se aplicaron muestras estandar de

diferentes sacéaridos.

La cromatografia se realiz6 en forma ascendente, en una cdAmara de vidrio saturada con los
vapores de la fase movil, en forma de dos desarrollos consecutivos, cada uno de ellos con
una carrera del frente de la fase movil de 16.0 cm. Después de cada desarrollo la placa
cromatografica se secd por 2 minutos a 110°C. La placa se asperjo con la solucién de
deteccidn (1.0 g de difenilamina, 1.0 g de anilina, 20 mL de acetona, 7.5 mL de H3PO, al
85%) y se calentdé por 20 minutos a 110°C. Las manchas cromatograficas coloridas
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visualizadas de esta manera se evaluaron en cuanto a su desplazamiento desde el origen y

su color.

6.2.2.2. Colorantes

Se desarrollé la cromatografia en capa fina para determinar cualitativamente la presencia de
colorantes azoicos en el licor tipo Amaretto. Se decidié probar varias combinaciones de
solventes o solventes puros, sabiendo de antemano que los resultados podrian ser limitados
por la presencia de diferentes colorantes que podrian interferirse entre si para poder lograr

su identificacion (Gerasimov, 2000).

Fue usada la muestra problema A, sin dilucion, con una fase estacionaria de silica gel. El
volumen aplicado a la tira de 10 cm x 2 cm de ancho, fue de 10 pL a una distancia de 1.2

cm de la base.
Se probaron las siguientes fases mdviles: metanol, etanol, &cido acético, y acetona.

El eluyente se colocé en probetas de 50 mL, hasta un nivel debajo de la posicion inicial de
las muestras (Egan, 1988).

6.2.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion

6.2.3.1. Edulcorantes

Los azUcares contenidos en las muestras de Amarettos, fueron evaluados de acuerdo al
método de Lenherr y col. (1987) por HPLC con una columna Aminex HPX-87P, usando
elucion isocratica con agua grado HPLC, a 80°C y con un flujo de 0.6 mL/min,
monitoreando por indice de refraccion. Las muestras de las formulaciones de Amaretto
fueron preparadas a una dilucion al 20% (v/v) en agua grado HPLC y el volumen de

inyeccion fue de 20 pL.

6.2.3.2. Colorantes

El anélisis de colorantes por cromatografia de liquidos se utiliz6 para separar los colorantes
azoicos, siguiendo el método de Ricker (2002). Este método fue desarrollado en un HPLC
marca Agilent 1100, usando una columna de rapida resolucion Zorbax Eclipse XDB-C18.

La elucidn se realiz6 a 25°C con un gradiente binario lineal (de 17% a 100% de solvente
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B/12 minutos) formado de solventes A y B, donde A fue 0.1% (v/v) de éacido
trifluoroacético en agua grado HPLC, ajustado a pH de 4.4 con trietilamina, y B fue
metanol grado HPLC. La tasa de flujo fue 1 mL/min, y la elucién fue monitoreada
midiendo la absorbancia a 428 nm y 502 nm, las cuales son las longitudes de onda de las
maximas absorbancias de la Tartrazina y del Allura Red, respectivamente. Los volumenes
inyectados de las muestras fueron de 20 puL. Las muestras de Amaretto fueron diluidas al
10% (v/v) con las diferentes formulaciones de Amaretto en agua grado HPLC. Allura Red
y Tartrazina fueron usados para el analisis de HPLC en solucion acuosa a concentraciones

de 0.38 mg/L y 0.98 mg/L, respectivamente.

6.2.4. Cinética de decoloracion

Los experimentos de cinética de decoloracion fueron realizados con volumenes de 3 mL de
muestra, en cubetas de cuarzo de 4 mL, con 1 cm de paso de luz, herméticamente cerradas.
La irradiacion de estas muestras fue realizada en una cdmara especial, cuya superficie
interior estaba pintada de negro (Figura 10). EI suministro de luz fue con una lampara de
halégeno colocada a una distancia de 15, 20, o 30 cm de las muestras, correspondiendo a
flujos de 841, 652 y 290 W/m? respectivamente, determinados con un radiémetro
piroeléctrico. Los tiempos de irradiacion fueron 0, 6, 12, 24, 48, 96, 192 y 360 h. Las
muestras irradiadas fueron las formulaciones preparadas con Fructosa 42, con sacarosa 0
sin edulcorante. Todas las muestras se colocaron en la camara de irradiacion como se
muestra en la Figura 10. Se determind la temperatura dentro de la cAmara de irradiacion y
de las muestras irradiadas, siendo la mas alta de 2 grados centigrados por arriba de la
temperatura ambiente. Puesto que el lugar era fresco, la temperatura maxima de las
muestras fue de 27°C a 841 W/m®.

Después de los diferentes tiempos de irradiacion, se obtuvo el espectro de absorcién entre
350 y 900 nm, contra un blanco de agua. También se removieron alicuotas de 30 uL a esos

tiempos para analisis en HPLC.
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Cinabal

Figura 10: Camara de irradiacion

6.2.5. Quimica Computacional.

La realizacion de los calculos quimico-cuanticos en el presente trabajo considerd cinco
etapas concretas que, de manera simple, se pueden mencionar como a continuacién: a)
Delimitacion del problema, b) Generacion de archivos de entrada, ¢) Envio de los célculos,
d) Analisis de los archivos de salida, €) Resultados finales.

a) Delimitacion del problema. La tartrazina fue seleccionada como molécula modelo del
estudio en cuestion y de ésta se consideraron sus dos isdbmeros (cis y trans-tartrazina). El
otro reactivo fue la fructuosa que también fue considerada como isdmeros cis y trans.
Inicialmente se optimizaron las geometrias y se establecio la geometria mas probable para
todas las moléculas utilizando el método semi-empirico PM6. Asi mismo los productos,
dicetona y tartrazina reducida son también calculados y optimizados. Todos los calculos
fueron realizados utilizando el Gaussian 09 y el objetivo principal fue ver la estructura mas
estable desde un punto de vista energético y si correspondia a geometrias minimas o

involucraba otro estado.

b) Generacion de archivos de entrada. Utilizando Gaussview, interface grafica de
Gaussian, se construye la molécula. Estas geometrias son preliminares. Estos archivos son

nombrados con extensiones *.com para gque sean reconocidos en plataforma LINUX, ya que
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el calculo se realizé en el cluster mencionado utilizando 8 procesadores por molécula y por

optimizacion geométrica, ademas del céalculo de las frecuencias.

c) Envio de los calculos. En esta etapa se requiere hacer un enlace remoto al centro de
coémputo en donde se ejecuta el programa para lo cual se requiere una instruccion. El enlace
requiere abrir una cuenta en donde se proporciona Username y Password. Esto solamente es
posible cuando se hace una peticion por la institucion ejecutante y hacia el centro de
administracion (UAM-Iztapalapa, AITZALOA que es el nombre la supercomputadora).
Los célculos enviados fueron de optimizacion geométrica y de frecuencias. Las

instrucciones en el comando de ejecucion son opt y freq.
d) Analisis de los archivos de salida.

Fragmento de calculo de optimizacion geométrica del salida del programa Gaussian. El
criterio en este proceso de optimizacion se ve en la columna que dice Threshold y la
convergencia en el Converged? El cual en al menos dos de ellos debe escribir la palabra
“YES”.

jiysic] 2.09433 0.ooooo O.0ogooQ  -0.00051  -0.00051 2.09382
ngs 3.13912 0.oaooo O.000o0 -0.00043%  -0.00043 3.13869
=] 1.04192 0. oaooo O.0oc0oo  -o0.00044  -0.00044 1.04145
o9l -1.04695 0. oaooo O.0o0c0oo0 -0.00044 -0.00044 -1.04742
Item Value Threshold Converged?

Maximum Force o.000017 O.o00o0450 TES

BMS Forece 0.00000z2 0.000300 YTES

Maximum Displacement 0.001161 0.001800 YES

RMS Displacemsnt 0.000159 O.0o1z00 YES

Fredicted chahge in Energy=-2.455177D-02
Optimizcation completed.
—— 3tationary point found.
! Optimized Parameters !
' [Angstroms and Degrees) !

' Name Definition Value Derivative Info !
' R1 Bil,2) 1.289 -DE/DX = o.o !
' RZ Bil,27) 1.4122 -DE/DX = o.a !
' R3 RiZ,3) 1.53623 -DE/DX = o.a !
! R4 Ri3,4) 1.4422 -DE/DX = o.a !
' RS Ri3,5) 1.413 -DE/DX = o.a !
' BB Bid,7) 1.3192 -DE/DX = o.o !
' R7 Bid,10) 1.5409 -DE/DX = o.o !
I RA RIS A 1 =4r —TIF/TY = nn |

48



Fragmento de célculo vibracional y de Termoquimica con el programa Gaussian 09.

Harmonic freguencies (cm®%-1), IR dntensities (kKM/maolel,
i Raman depolarization ratios,

Raman scattering activities (avwd  amul,

reduced masses

I

A

Freguencies -- 1602, 8186 3816.4535

Red. masses -- 1.0829 1.0449

Frc consts —-— 1.6391 B.0674

IR Inten - aG. 7805 G, 2880

Raman Activ -- 0. 0000 0. 0000

Depolar -— 0.0000 0.0000

Atom AN * ¥ z * v z
1 8 0.00 0. 07 0.00 0.00 0.05 0. 00
2 1 -0.43 -0.58 0.00 0.35 -0.40 0. 00
3 1 0.43 -0.56 Q.00 -0.58 -0.39 Q.00

- Thermochemistry -

Temperature 298,150 Kelvin., Pressure  1.00000 Atm.

Atom 1 has atomic number & and mass  15.99491

Atom 2 has atomic number 1 and mass 1.00783

Atom 3 has atomic number 1 and mass 1.00783

Molecular mass: 18. 01056 amu.

Principal axes and moments of dnertia in atomic units:
1 2 3

EIGEMVALLES —- 2.19005  4.19706  6.38712
e 1. 00a00 0. 00013 0. 00000
¥ -0.00013  1.00000  0.00000
z 0.00000 0.00000  1.00000
THIS MOLECULE IS AM ASYMMETRIC TOP.
ROTATIOMAL SYMMETRY MUMBER 1.
ROTATIOMAL TEMPERATURES (KELWVINM) 30. 54856 20. 63665
ROTATIOMAL COMSTANTS (GHZ) 824.062097  430.00078

Zero-point vibrational energy

55871.5 (JoulesMol)

13.35361 (Kcal/mMol)

VIERATIOMAL TEMPERATURES: 2306.09 5490,99 5642.44
CKELWVIND
Zero-point caorrections 0.021280
F carrectian tTo = 0.024118
rection to ED --%py: 0. 025060
= Gibbs Free Energy= 0.002983
sum of electronic and zero-point Energies= -75
sum of electronic and thermal Energiess= -76
sum of electronic and thermal Enthalpies= -76
sum of electronic and thermal Free Energies= -75
E (Thermal) oV
KAl MoL CAL/MOL-EELVIN
TOTAL 15.133 5. 014
ELECTROMNIC 0. 000 [y
TRAMNSLATIOMAL 0. 880 2,981
ROTATIOMNAL 0.889 2,981
WIBRATIOMNAL 13,356 0.0532
0 LOG1a0q)
TOTAL BOT 0.424554D-01 -1.372067
ToTaL w=0 0. 2807010+09 B.416143
VIE (BOT) 0.162922D0-09 -9, 788020
VIE (v=0) 0.10004404+01 0. 000190
ELECTROMIC 0.1000000+01 0. 000000
TRANSLATIONAL 0. 3004360407 6.477751
ROTATIOMNAL 0.8673650+02 1.938202

e) Resultados finales

amul, force constants (mbyne/sa) and normal coordinates:
1 2

3
A
3021,
1.
9.
56,
0.
0.
i
0.00
0.432
-0.43

71a0
0824
8083
6789
elelaly}
Qooo
*

0.07
-0.56
-0.56

0.00
0.00
0.00

13. 55064
282.533857

(Hartree/Particle)

ZPE

AE (termal Corr)
AH (entalpia)
AG (Gibbs)

LA3F250
.434415
433471
.455548

S

CAL/MOL-KELWVIN

46,4688

0,000

34,809

11. 850

0,008

LME)

-3.155%301
1%, 378886
—-22.537749
0, 000438
0, 000000
14.915574
4,482875

Una vez que se realiza el analisis de resultados, se generan tablas y figuras y se discute,
sobre la base de las energias y sus diferencias, la viabilidad de la propuesta.
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Capitulo 7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion fisicoguimica de diferentes marcas de licor tipo Amaretto

Las primeras mediciones fueron realizadas para tres marcas diferentes:

Tabla 4: Caracterizacion fisicoquimica de 3 marcas de licor tipo Amaretto

Parametros Marca A Marca B Marca C

% alcohol 28.2 26.4 28.2

en volumen

pH 4.8 6.1 49

°Brix 37.0 33.9 37.0
Indice de 1.3943 1.3880 1.3943
refraccién

Los resultados fueron coincidentes para dos marcas (A y C), mientras que la marca B
muestra valores que indican una composicion diferente. Los grados Brix e indice de
refraccién no solo reflejan la cantidad de edulcorante presente, ya que al contener los
Amarettos un porcentaje importante de alcohol, éste afecta en medida sustancial al indice
de refraccion, por lo que este pardmetro no proporciona lecturas que caractericen de manera

directa la cantidad de edulcorante presente.

7.2. Caracterizacion de colorantes contenidos en los diferentes licores
7.2.1 Caracterizacion de colorantes por cromatografia en capa fina

Inicialmente se explord la cromatografia en capa fina de silice para analizar los colorantes
contenidos en las diferentes marcas de Amaretto, con acetato de etilo como fase movil,
aplicando las muestras del licor directamente, en alicuotas de 10 pL. El cromatograma
obtenido no mostré ninguna banda cromatogréafica colorida, pero si una extensa mancha
blanca alrededor del punto de origen de la cromatografia, indicativa de los edulcorantes.
Con metanol como fase movil, los colorantes migraron con el frente del solvente, sin
lograrse un efecto cromatografico.

Los mejores resultados con este tipo de cromatografia se lograron en capa fina de silice,

con metanol como fase movil, pero con muestras puras de colorante, donde se observo un
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mejor desplazamiento, con valores de Rs = 0.00 para Tartrazina y R =~ 0.1 para Allura Red.
En cambio, el cromatograma de la marca A, evidencio la interferencia de la alta
concentracion de edulcorante en la muestra (alrededor de 14%, p/v), que desplaza a la zona
cromatografica del colorante, dandole el tipico aspecto de cabeza de flecha. Por esta razon
se consider0 buscar una manera de separar, en estas muestras, los edulcorantes de los
colorantes, para facilitar el anlisis de estos Ultimos por cromatografia en capa fina. Para
este fin se ensayaron varios sistemas bifasicos de extraccion, con una fase acuosa y la otra
constituida primordialmente por un liquido semipolar, inmiscible con agua. Para esto se
probaron el 1-propanol, el 1-butanol, y el cloroformo. Se consideraba la posibilidad de que
los edulcorantes se acumularan en la fase acuosa, mientras que los colorantes se disolvieran
en la fase orgéanica, que luego seria concentrada bajo vacio y finalmente aplicada a la capa
fina para su andlisis cromatografico. De los tres solventes organicos ensayados, el 1-
propanol mostré el mejor desempefio, lograndose una captura parcial de los colorantes
Allura Red y color de caramelo en la fase orgénica, pero esto no se dio en el caso de la
Tartrazina (Figura 11). En todo caso, con el sistema 1-propanol/agua la mayor parte de los
colorantes se acumulé en la fase acuosa (la fase inferior), junto con los edulcorantes. Los
solventes organicos menos polares (1-butanol y cloroformo) mostraron un menor
desempefio en estas pruebas de extraccién, por lo que se decidi6 abandonar este

abordamiento para el andlisis de los colorantes.

Figura 11: Extraccion liquido-liquido con 1-propanol:agua. De izquierda a derecha:
Tartrazina, Allura Red y color caramelo.
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7.2.2 Caracterizacion de colorantes por espectrofotometria UV-Visible

Varios colorantes azoicos se examinaron en cuanto a su espectro de absorcién UV-Visible
en solucion acuosa. En un principio no se tenia informacion de los colorantes empleados
en el licor problema, asi que se analizaron muestras de los colorantes permitidos en la
normatividad mexicana y que podrian usarse en estos tipos de licores, dado su perfil de
color. En la Figura 12 se muestran los espectros de estos colorantes, en solucién acuosa a
0.04 mg/L. Estos espectros muestran méximos de absorbancia a 428 nm (en el caso de
Tartrazina), 490 nm (Sunset Yellow), 512 nm (Allura Red) y 515 nm (Ponceau 2R).

sd Tartrazina
’ —— Sunset Yellow
Allura Red
—— Ponceau 2R
Linea Base
©
©
&
3 0.3 4
o
(%]
e}
<
0.0

T T T T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 12: Espectros de absorcion de diferentes colorantes

La Figura 13 presenta los espectros de absorcion en la region visible para 3 marcas de
Amaretto, registrados sin dilucion en cubetas de 1 cm de paso, con agua como referencia.
El espectro para la muestra del licor A presenta dos hombros, centrados alrededor de 428
nm y 502 nm, lo que propone la presencia de dos colorantes principales. En cambio, las
marcas B y C muestran una absorcion que aumenta de manera aproximadamente

exponencial desde 900 nm hasta 350 nm, lo que posiblemente refleja la presencia de un
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numero mayor de colorantes, con absorbancia maxima en la regién del UV de longitud

larga, que extienden su absorcidn hasta la region visible.

0.6
—— Marca B
—— Marca A
—— Marca C
— Linea Base
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<
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300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 13: Espectros de absorcion de diferentes marcas de licores

Las mediciones de espectroscopia de UV-Visible se llevaron a cabo contra un blanco de
agua y una mezcla alcohol-agua (28%, v/v). Como se observa en los espectros, el perfil de
etanol-agua vs agua muestra una caida de la linea base en la region del ultravioleta, sin
embargo se decidio usar agua como material de referencia en este trabajo, ya que la region
que nos interesaba era arriba de 350 nm.

En la Figura 14 se observa la linea base de agua vs agua, monitoreada durante 15 dias y
apreciando que no hay diferencia en el instrumento. De la misma manera se observa en la
Figura 15 una prueba similar en la que la linea base usada es una mezcla etanol-agua al
28% (v/Vv) vs agua y es por eso que se da una caida con valores negativos en la region del

ultravioleta. Este comportamiento se observé en las primeras mediciones de licores y por
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eso se determind finalmente usar la linea base de agua pero s6lo considerando la region

visible.

——0h
0.04 48 h
——120h
———168h
——216h
0024 ~—288h
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g 0.00
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-0.02
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Longitud de onda (nm)

Figura 14: Linea base, agua vs agua
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T T T T
300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 15: Linea base, etanol-agua (28%, v/v) vs agua
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7.2.3 Caracterizacion de colorantes por HPLC

Para poder identificar las muestras de colorantes se analizaron los estandares de Tartrazina
y Allura Red a concentraciones de 0.98 mg/L y 0.38 mg/L respectivamente,
identificandose los tiempos de retencion en las condiciones referidas, de 4.43 min para la

Tartrazina (Figura 16) y de 7.35 min para el Allura Red (Figura 17).
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Figura 16: Perfil cromatogréafico en HPLC del estdndar de Tartrazina
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Figura 17: Perfil cromatografico en HPLC del estdndar de Allura Red
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7.3. Caracterizacién de edulcorantes contenidos en los diferentes licores
7.3.1 Edulcorantes por cromatografia en capa fina de silice

La cromatografia en capa fina de silice mostré el desplazamiento y los colores
desarrollados para los diferentes tipos de edulcorantes presentes en las marcas de licores,
tras dos desarrollos seguidos, con la misma fase movil. Se analizaron las 4 marcas,

encontrandose los siguientes resultados.

Marca A: 0.6 cm (muy tenue); 1.5 cm (muy tenue); 3.9 cm (azul grisaceo); 4.9

cm (anaranjado)
Marca B: 2.0 cm (gris-marrén)

Marca C: 0.6 cm (muy tenue); 1.5 cm (muy tenue); 2.15 cm (marrén);

3.95 cm (mancha tenue, grisacea); 5.0 cm (mancha tenue)

Marca D: 2.1 cm (marron)

Para los sacaridos estandar se obtuvo:

Sacarosa: 2.2 cm (gris-marron)
Glucosa: 4.0 cm (azul grisaceo)
Arabinosa:  6.35 cm (gris)

Xilosa: 8.2 cm (gris azulado)

De la distancia de migracion de cada mancha luego de los dos desarrollos cromatograficos

se calculd el R¢ correspondiente mediante la ecuacion:

Ri=1-[1- (d/N]*?
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Donde d es la distancia de migracion total (después de los dos desarrollos consecutivos) de
la mancha de interés, y | es la carrera del frente de solvente en cada desarrollo (16.0 cm en

nuestro caso).

El listado de valores de Ry para estas cromatografias, junto con el color que muestran las

manchas cromatogréaficas, se da a seguir:

Marca A: Rf = 0.02 (muy tenue); Rf = 0.05 (muy tenue); R = 0.13 (azul

grisaceo); Rf = 0.17 (anaranjado)
Marca B:  R¢=0.06 (gris-marron)

MarcaC:  Rf=0.02 (muy tenue); Rf = 0.05 (muy tenue); Rf = 0.07 (marrén); Rs =

0.13 (mancha tenue, grisacea); Rf = 0.17 (mancha tenue)
Marca D:  Rf=0.07 (marrén)

Para los sacaridos estandar se obtuvo:

Sacarosa: R¢ = 0.07 (gris-marrén)
Glucosa: R¢ = 0.13 (azul grisaceo)
Arabinosa: R = 0.22 (gris)

Xilosa: R¢ = 0.30 (gris azulado)

Para comparacion, del trabajo de Zili¢ y col. (1979) realizado con el mismo sistema se

obtienen los siguientes datos:

Sacarosa: R¢ = 0.062 (gris-violeta)
Glucosa: R¢=0.117 (azul)

Fructosa: R¢ =0.146 (naranja-rojo)
Arabinosa:  Rf=0.200 (azul)
Xilosa: R¢=0.279 (azul)
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Estos resultados cromatogréaficos indican que los edulcorantes principales en el Amaretto A
son glucosa y fructosa, mientras que los productos B, C y D no contienen cantidades
significativas de estos sacaridos, teniendo como su edulcorante principal a la sacarosa. El
Amaretto C contiene principalmente sacarosa, y ademas pequefias cantidades de glucosa y

fructosa.

7.3.2 Edulcorantes por HPLC

La Figura 18 presenta los cromatogramas en HPLC de diferentes marcas de Amaretto, con
seguimiento por indice de refraccién. Los cromatogramas marcan diferencias significativas,
indicando diferentes tipos de edulcorantes usados en la elaboracion de los diferentes
Amarettos. La muestra A es la que se aprecia con mas diferencia, con respecto a las demas,
por carecer del material con tiempo de elucién de 10.2 minutos (tal como se aprecia en los
Amarettos B y C) y tener materiales adicionales eluyendo a 12.2 minutos y 17.5 minutos.
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Figura 18: Perfiles cromatograficos en HPLC de edulcorantes en marcas A, By C de
Amarettos

Preparacién de estandares de edulcorantes para HPLC

Para confirmar los edulcorantes utilizados en las formulaciones de los licores analizados, se
ensayaron por HPLC estandares de sacarosa y de Fructosa 42, a tres diferentes
concentraciones. La Figura 19 muestra los trazos cromatograficos obtenidos con sacarosa a
concentraciones de inyeccion de 0.25% (p/v), 0.5 % y 1%.
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Figura 19: Perfiles cromatogréaficos en HPLC de estandares de sacarosa
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Figura 20: Perfiles cromatogréaficos en HPLC de estandares de Fructosa 42

La Figura 20 presenta los perfiles cromatograficos obtenidos con Fructosa 42 a
concentraciones de inyeccion de 0.25% (p/v), 0.5% y 1%.
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7.4. Cinética de decoloracién

Las mencionadas formulaciones alternativas de licor de tipo Amaretto provistas por la

compafiia, se analizaron por espectrofotometria, inmediatamente después de su recepcion y

se fueron monitoreando mensualmente hasta 6 meses de almacenamiento en obscuridad y a

25°C (Figura 21). Los resultados fueron similares para las formulaciones con Fructosa 42,

con sacarosa Yy sin edulcorante adicionado. En todos los casos, los espectros a tiempo cero y

después de 6 meses son practicamente superponibles, indicando que independientemente

del edulcorante empleado, ninguna de las formulaciones sufrié decoloracion significativa

bajo estas condiciones.

1.0 4

0.5 1

Absorbancia

0.0 1

Formulacion con Fructosa 42 - 6 meses
—— Formulacionh con sacarosa - 6 meses

——— Formulacioh sin edulcorante - 6 meses
——— Formulacioh con Fructosa 42 - tiempo cero
—— Formulacioh con sacarosa - tiempo cero
—— Formulacion sin edulcorante - tiempo cero

T T T T T T 1
400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 21: Evolucion de los espectros de absorcidn de formulaciones alternativas de
Amaretto en condiciones de obscuridad y temperatura ambiente

Para una presentacion numeérica, la Tabla 5 da un listado de los valores de absorbancia a
428 nm y a 502 nm para los espectros de la Figura 21.
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Tabla 5: Valores de absorbancia (a 428 nmy 502 nm) de los espectros de la Figura 21

Tiempo Tiempo cero 6 meses
Muestras 428 nm 502 nm 428 nm 502 nm
Formulacion con Fructosa 42 0.885 0.382 0.870 0.358
Formulacion con sacarosa 0.882 0.382 0.873 0.364
Formulacion sin edulcorante 0.893 0.382 0.883 0.362

Por otro lado, se compararon las marcas de licores A, By C, irradiadas a 841 W/m? durante
un periodo de 360 h. La Figura 22 evidencia para la marca A un notable decaimiento de
color, mientras que para las marcas B y C, practicamente no se registran cambios. Cabe
notar que previamente se determiné que la marca A contiene fructosa y glucosa, mientras

que la B y la C contienen sacarosa en su composicion.

—— Marca A - tiempo cero
""""" Marca A - 360 h
—— Marca B - tiempo cero
—— Marca B - 360 h
—— Marca C - tiempo cero
-360 h

1.0

0.5 1
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T T T T T T 1
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Longitud de Onda (nm)

Figura 22: Evolucion de los espectros de absorcién de diferentes marcas de licor
irradiadas a 841 W/m?
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Los experimentos de irradiacion fueron llevados a cabo también con las diferentes
formulaciones preparadas por la compafiia proveedora del licor A, a irradiancias de 841,
652, y 290 W/m? Las Figuras 23 a 31 muestran los resultados obtenidos a las 3
irradiancias, para la formulacion con Fructosa 42 al 14% (p/v) y para las formulaciones

alternativas, conteniendo sacarosa al 14% (p/v) en lugar de Fructosa 42, o sin edulcorante.

Cada una de las figuras representa la evolucién, en un lapso de 360 horas, de la
decoloracion de la formulacion correspondiente, mostrando los espectros de absorcion a los
tiempos referidos. Las diferencias en las tasas de cambio de los espectros reflejan
diferencias en la composicion de los licores. Asi, se puede apreciar una decoloracién mas
rapida para la formulacion preparada con Fructosa 42, en comparacion con las dos
formulaciones alternativas, en los tres niveles de intensidad de irradiacion. Asi mismo, se
puede apreciar, para determinada formulacién, una decoloraciébn mas rapida a mayor

irradiacion.
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Figura 23: Evolucion de los espectros de absorcién de la formulacion con Fructosa 42
irradiada a 841 W/m?
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Figura 24: Evolucion de espectros de absorcion de la formulacién preparada con
sacarosa e irradiada a 841 W/m?
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Figura 25: Evolucion de los espectros de absorcion de la formulacion preparada sin
edulcorante e irradiada a 841 W/m?
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Figura 26: Evolucion de los espectros de absorcién de la formulacion preparada con
Fructosa 42 e irradiada a 652 W/m?
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Figura 27: Evolucion de los espectros de absorcién de la formulacion preparada con
sacarosa e irradiada a 652 W/m?
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Figura 28: Evolucion de los espectros de absorcion de la formulacion preparada sin
edulcorante e irradiada a 652 W/m?
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Figura 29: Evolucion de los espectros de absorcion de la formulacién preparada con
Fructosa 42 e irradiada a 290 W/m?
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Figura 30: Evolucion de los espectros de absorcion de la formulacién preparada con
sacarosa e irradiada a 290 W/m?
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Figura 31: Evolucion de los espectros de absorcion de la formulacion preparada sin
edulcorante e irradiada a 290 W/m?
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Para un seguimiento cuantitativo de la decoloracion, se graficoO para cada una de las
formulaciones y para cada una de las irradiancias ensayadas, el progreso en tiempo de Agzs
y Asgz, siendo 428 nm y 502 nm las longitudes de onda de méxima absorbancia para
Tartrazina y Allura Red respectivamente. En todos los casos, el seguimiento fue por un
total de 360 horas. Las graficas muestran, en cada caso, una disminucién continua de la
absorbancia con el tiempo. Algunas de estas graficas se presentan en las Figuras 32 a 37
donde se incluyen las curvas del ajuste de los datos de A= f(t) a la simple ecuacion de
decaimiento de primer orden A = A,e~*¢, donde A es la absorbancia (a 428 nm o 502 nm)
a tiempo t, Ag es la absorbancia a tiempo cero, y k es la constante de velocidad de primer

orden para el proceso de decaimiento.
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Figura 32: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 428 nm. Formulacion con
Fructosa 42 irradiada a 290 W/m?
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Figura 33: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 428 nm. Formulacién con
sacarosa irradiada a 652 W/m?
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Figura 34: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 428 nm. Formulacién sin

edulcorante irradiada a 290 W/m?
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Figura 35: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 502 nm. Formulacion con
Fructosa 42 irradiada a 290 W/m?
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Figura 36: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 502 nm. Formulacion con
sacarosa irradiada a 841 W/m?
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Figura 37: Ajuste de curva de cinética de decoloracion a 502 nm. Formulacién sin
edulcorante irradiada a 290 W/m?

Los datos completos de ajustes de curvas y vida media de decaimiento de color se
encuentran en las Tablas 6 y 7. Los valores listados en estas dos tablas parten de los datos
experimentales de absorbancia en funcién del tiempo de irradiacion, evaluados por
algoritmos que emplean un ajuste de decaimiento de primer orden, ya sea del tipo:
A = Ag e o del tipo A - A, = (Ao — A,) e En el primer caso, el ajuste forzosamente
impone un valor de cero para A, mientras que en el segundo caso se requiere al programa

definir el valor de A, que diera el mejor ajuste.

Para las evaluaciones realizadas a A = 428 nm la Tabla 6 recoge los resultados derivados de
estos ajustes, en términos del coeficiente de correlacién, R? del tiempo medio, ti,, que
caracteriza el decaimiento de primer orden, y de la constante de velocidad correspondiente,
k. También se indica la incertidumbre porcentual que afecta cada uno de los valores de typ,
tal como la arrojo el programa. A su vez, la Tabla 7 resume el mismo tipo de informacion

para las evaluaciones cinéticas realizadas a 502 nm.

En todos los casos, el valor de R? estuvo encima de 0.9, y en la mayoria de los casos
ampliamente excedia este valor. Se observa que, por lo general, la calidad del ajuste fue
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superior cuando el programa utilizé un valor optimizado de A... Sin embargo, en algunos
casos el ajuste del segundo tipo arrojo valores negativos para A., Yy en estos casos los
valores del error porcentual en el tiempo medio calculado por el algoritmo fueron elevados,

lo que significa errores altos en los valores correspondientes calculados para k.

Es por esta razon que se utilizaron en esta tesis los valores cinéticos calculados con el
primer tipo de ajuste, es decir A = Aq e, como también se hizo en el articulo publicado
(Castarieda-Olivares y col., 2010). De todas maneras, ambos tipos de ajuste producen
valores que muestran las mismas tendencias, de manera que la seleccion del tipo de ajuste
no afecta en medida significativa la interpretacion de los efectos de los diferentes

pardmetros sobre el fendmeno de la decoloracion del licor tipo Amaretto.

Comparando las constantes k de primer orden, podemos observar las siguientes tendencias:

a) Comparando el mismo tipo de reaccion, los valores de k crecen cuando se
incrementa la irradiancia, como se podria esperar para una fotorreaccion.

b) En experimentos comparables, la constante de velocidad de decaimiento para Ass
y para Asgz son similares, aunque por lo general los valores de k son algo mas
elevados para este ultimo caso, indicando que en todas estas condiciones Allura Red
es mas sensible que la Tartrazina.

c) Bajo condiciones comparables, la constante de velocidad de decaimiento decrece
en la siguiente secuencia: formulacion con Fructosa 42 — formulacion con sacarosa

— formulacion sin edulcorante afiadido.
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Tabla 6: Resumen de parametros cinéticos para Aszg

Para A, =0:

Parametros:

R 0.902 0.901 0.972

k [h™] 0.0198 0.0129 0.0037

Con sacarosa A 0.882 0.917 0.910

tio[N] 89.5(+11%)  112.1(+8%)  296.31 (+3%)

Py,

0.931 0.955 0.939

k [h™] 0.0054 0.0013 0.0007

Para A, autoajustado:

Parametros:

R? 0.972 0.960 0.998

k[h']  0.0327 0.0221 0.0012

Con sacarosa Aq 0.902 0.925 0.912

tip[N] 63.8 (£13%)  95.9 (£18%)  256.6 (+22%)

R? 0.924 0.971 0.998

k[h']  0.0040 0.0045 0.0056
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Tabla 7: Resumen de parametros cinéticos para Asg

Para A, =0:

Parametros:

R? 0.917 0.920 0.993

k[h']  0.0218 0.0132 0.0046

Con sacarosa Ao 0.368 0.379 0.382

tp[h] 935(x7%) 918 (£8%)  177.8 (x5%)

;'||

0.960 0.951 0.912

k[h']  0.0065 0.0029 0.0012

Para A, autoajustado:

Parametros:

R? 0.971 0.966 0.994

k [h] 0.0339 0.0214 0.0055

Con sacarosa Ag 0.373 0.387 0.386

tio[N] 749 (£10%) 665 (+4%)  138.4 (+13%)

R? 0.954 0.958 0.927

k [h] 0.0074 0.0057 0.0045
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El hecho de que, tanto para la Tartrazina como para Allura Red, la reaccion de decoloracion
es favorecida por fructosa o glucosa, en preferencia sobre la sacarosa, sugiere que los
grupos reductores de estos monosacaridos estdn involucrados en la reaccién. La
degradacion de compuestos azoicos a través de la reduccion por microorganismos o por
azorreductasas derivadas de ellos, es bien conocida (Chung y col., 1978; Rafii y Cerniglia
1995; Hu 2001; Delée y col., 1998; Mezbhegyi y col., 2007; Li y Guthrie, 2010; Macwana
y col., 2010), pero también hay reportes de reduccion catodica de estos compuestos en
celdas electroliticas (Bechthold y col., 2001; Sakalis y col., 2005; Fernandez Sanchis,
2006), asi como la reduccion quimica por reactivos tales como el polvo de zinc (Gowda y
col., 2002; Sridhara y col., 2004) o hidracina (Ross y Warwick, 1955; Zhang y Wang,
2003; Pasha y Nanjundaswami, 2005; Koppes y col., 2008; Rollas, 2010).

La diferencia de reactividad entre monosacaridos reductores y sacarosa no reductora en esta
decoloracion de colorantes azoicos puede ser mayor a la observada en estas comparaciones
entre diferentes formulaciones, ya que todas las muestras proporcionadas por el productor
de Amaretto, contenian una cantidad significativa de maltodextrina, la cual debiera de ser
activa en la reaccion a través de su terminal reductora. También es posible que otros
componentes de la formulacion, en particular las esencias y saborizantes afiadidos puedan
contener compuestos que pudieran participar en la reaccion. Por esta razon, se consider6 de
interés examinar, bajo irradiacion, la interaccion de varios edulcorantes con los colorantes
azoicos en mezclas quimicamente bien definidas, pero en los demas aspectos bajo
condiciones similares a las que imperaban en el caso de las formulaciones de Amaretto.
Para esto, el solvente utilizado fue etanol-agua (28:72, v/v), y los azlcares, los cuales
fueron de grado reactivo, se emplearon en concentraciones similares a los que se usaron en
las formulaciones alternativas de Amaretto (14% D-Fructosa, 14% D-glucosa, 14%
sacarosa). Ademas, los reactivos Tartrazina y Allura Red fueron usados en concentraciones

similares a las presentes en las formulaciones de Amaretto.

La Figura 38 muestra, tras diferentes tiempos de irradiacion, el espectro de absorcion de la
mezcla que contiene Allura Red y D-fructosa, irradiada a temperatura ambiente a 652
W/m?. Se observa un decremento continuo de la Aso; durante la reaccién, y la banda

practicamente desaparecio después de 192 horas. Un efecto similar fue observado en la
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reaccion que contenia Tartrazina y D-fructosa (Figura 42), pero con una cinética mas lenta,
ya que una considerable absorbancia a 428 nm seguia siendo evidente después de 360 horas
de irradiacion a 652 W/m? Una decoloracién mas lenta, pero adn significativa, se observo
para la mezcla que contiene Allura Red y D-glucosa (Figura 39). En las otras pruebas de
irradiacion examinadas (Tartrazina y glucosa (Figura 43); Allura Red y sacarosa (Figura
40); Tartrazina y sacarosa (Figura 44); Allura Red o Tartrazina sin ningin azUcar afadido
(Figuras 41 y 45)), la decoloracion fue minima o indetectable: en todos estos casos, un
decrecimiento de menos del 4% fue observado a 502 nmy 428 nm, tras un tiempo de 360 h

irradiacion a 652 W/m?2.

Las Figuras 46 y 47 muestran el desarrollo en el tiempo, de las Asp; ¥ Aszg, de estos
experimentos. Es evidente una mayor actividad de fotodegradacién con la fructosa,
comparada con las otras condiciones. EIl otro aspecto que destaca es el hecho de que la
degradacion de los colorantes azoicos, en presencia de D-fructosa, no sigue una cinética
simple de decaimiento de primer orden, un hecho que ya se deducia de la simple inspeccién
de los espectros de muestra en las Figuras 38 y 42. Se observa que un periodo lento de
decaimiento en la maxima absorbancia es seguido por una fase de decoloracién mucho mas

rapida.
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Figura 38: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Allura Red/fructosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 39: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Allura Red/glucosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 40: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Allura Red/sacarosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 41: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Allura Red/sin
edulcorante irradiada a 652 W/m?
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Figura 42: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Tartrazina/fructosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 43: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Tartrazina/glucosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 44: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Tartrazina/sacarosa
irradiada a 652 W/m?
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Figura 45: Evolucion del espectro de absorcion de la mezcla Tartrazina/sin
edulcorante irradiada a 652 W/m?
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Figura 46: Cinética de decoloracion de Allura Red en presencia de edulcorantes
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Figura 47: Cinética de decoloracion de Tartrazina en presencia de edulcorantes

En el supuesto de que este efecto podria ser causado por el sombreado interno de la

muestra, los experimentos que involucraron las combinaciones (Allura Red/D-fructosa) y
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(Tartrazina /D-fructosa) fueron repetidas bajo condiciones idénticas, con la diferencia de

que fueron llevadas a cabo en celdas delgadas de cuarzo, con un paso de 0.1 cm, mientras

que todos los otros experimentos en este estudio usaron celdas de 1 cm de paso.

Los

resultados, presentados en la Figura 48, muestran que bajo estas condiciones las reacciones

siguen una cinética de decaimiento mas normal, con un razonable ajuste a un decaimiento

exponencial de primer orden, aunque la calidad de los datos es pobre, debido a la baja

respuesta en la sefial de absorbancia bajo estas condiciones.

Figura 48: Ajustes de las curvas de cinética de decoloracion (a) a 502 nm (Allura
Red/fructosa) y (b) a 428 nm, para fotorreacciones realizadas en cubetas de 1 mm de

paso.
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Por lo tanto, la suposicion de que el sombreado interno afectd significativamente los

experimentos realizados en las celdas de 1 cm se ve confirmada.
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Los analisis de los azucares en la formulacion con Fructosa 42 fueron realizados en HPLC
usando la columna Aminex HPX-87P, mostrando tres bandas principales en el perfil
cromatografico del indice de refraccion, centradas a 12.5 min, 16.7 min, and 19.0 min de
tiempo de retencién (Figura 49). La primera y tercera de estas bandas fueron interpretadas
como glucosa y fructosa, respectivamente, sobre la base de estos tiempos de retencién, un
resultado légico ya que la Fructosa 42 es una mezcla equimolar de estos dos
monosacaridos. La banda de elucion a 16.7 minutos puede estar relacionada con la
maltodextrina afiadida en la fabricacion del licor, para darle cuerpo al producto final. Las
Figuras 49a y 49b muestran el cromatograma a tiempo cero y después de 360 horas de
irradiacion en una celda de 1 cm de paso a 841 W/m?, indicando que esencialmente no hay
cambios en la composicion de azlcares durante esta irradiacion. Similarmente, el resultado
de la irradiacion a 841 W/m? durante 360 horas de la formulacién con sacarosa muestra la
banda cromatografica principal a 10.2 min, identificada como sacarosa por su tiempo de
retencién, y una segunda banda a 16.7 min (Figura 50 (a)), sin cambios a partir de la
obtenida a tiempo cero (Figura 50 (b)).
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Figura 49: Andlisis en HPLC de edulcorantes en la formulacion con Fructosa 42
irradiadas a 841 W/m? a tiempos de irradiacion: (a) 0 h; (b) 360 h
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Figura 50: Andlisis en HPLC de edulcorantes en la formulacion con sacarosa
irradiadas a 841 W/m?, a tiempos de irradiacion: (a) 0 h; (b) 360 h

El andlisis de colorantes de la formulacion con Fructosa 42 se realiz6 con la columna XDB-
C18 y con un gradiente lineal de agua-metanol, con el monitoreo de la absorbancia a 428
nm y 502 nm, mostrando las principales bandas (Figuras 51 y 52, respectivamente) eluidas
a 4.1 min (registro principal a 428 nm y menormente a 502 nm) y a 7.0 min (registro
principal a 502 nm y menormente a 428 nm), interpretadas como Tartrazina y Allura Red,
respectivamente, sobre la base de los tiempos de elucion y su espectro de absorcién. Las
bandas cromatogréaficas de la Tartrazina, resultantes de las formulaciones con Fructosa 42,
sacarosa y sin edulcorante, se muestran en las Figuras 51, 52 y 53, respectivamente donde
se observa similitud al estandar de Tartrazina (Figura 19) en sus tiempos de retencion. Se

nota que la alta irradiancia empleada (841 W/m?) en todas las muestras, provoca una
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pérdida total del colorante a 360 h (Figuras 51, 52 y 53), pero se vuelve mas evidente al
analizarla con HPLC en tiempos intermedios, donde se observa la diferencia de
velocidades. Durante la irradiacion de la formulaciéon preparada con Fructosa 42 a 841
W/m? en las cubetas de 1-cm, el contenido de Tartrazina y de Allura Red se ve reducido
después de 48 horas, y practicamente eliminado después de 96 horas (Figuras 54 y 55),
indicando que la reduccion general de color a 428 nm y 502 nm observada en el espectro
de absorcién de las formulaciones irradiadas (Figuras 23 a 31) en efecto reflejan el
consumo de Tartrazina y Allura Red.
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Figura 51: Analisis en HPLC de Tartrazina en la formulacion con Fructosa 42,
irradiada a 841 W/m? durante: (a) 0 hy (b) 360 h
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Figura 52: Analisis en HPLC de Tartrazina en la formulacion con sacarosa, irradiada

a 841 W/m? durante: (a) 0 hy (b) 360 h
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Figura 53: Andlisis en HPLC de Tartrazina en la formulacién sin edulcorante,
irradiada a 841 W/m? durante: (a) 0 hy (b) 360 h
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Figura 54: Cinética de decoloracion de Tartrazina en la formulacion con Fructosa 42,

irradiada a 841 W/m? durante: (a) 0 h; (b) 48 h; (c) 96 h
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Figura 55: Cinética de decoloracion de Allura Red en la formulacién con Fructosa 42,
irradiada a 841 W/m? durante: (a) 0 h; (b) 48 h; (c) 96 h
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De especial interés en los resultados reportados aqui es la exigencia de la presencia de luz
para la degradacion de los compuestos azoicos por los monosacaridos que se ha
demostrado. Esto podria indicar que las moléculas de colorante participan en la reaccién de
decoloracion solamente en su estado excitado. Otra explicacion se basaria en la
consideracién de las formas cis y trans de los componentes azoicos. Generalmente, los
compuestos arilazoicos tienen preponderantemente la configuracion trans, pero existe una
interconversion fotoactivada entre los dos isomeros (Brode y col., 1952; Gabor y Bar-Eli,
1968; Simonov y Lavrichev, 1999), la cual podria ayudar a obtener la configuracion menos
estable cis, y es esta Gltima configuracion la que se presta a la formacion de la geometria
ciclica necesaria para la reaccion concertada entre compuestos azoicos y monosacaridos; en
esta interpretacion, la contribucion de la luz seria la conversion de la configuracion

preferencial trans del compuesto azoico, a la configuracion cis.
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Capitulo 8. DISCUSION

El resultado central del presente trabajo es la descripcion de una fotorreaccion de la
Tartrazina o de Allura Red con los azlucares D-fructosa o D-glucosa, a temperatura
ambiente y en medio etandlico-acuoso; en estas condiciones no se dieron ni la
correspondiente reaccion en oscuro ni la fotorreaccion con sacarosa reemplazando a la
fructosa o la glucosa. Generalizando, se trata de una fotorreaccion de azoarenos con

azUcares reductores.

Tal reaccion no se ha descrito anteriormente en la literatura. Los antecedentes mas
cercanos, que son los trabajos publicados por Kunitou y col. (2002) y por Ross (1975),
difieren en aspectos fundamentales de la reaccidn aqui descubierta. En el primero de los
trabajos citados, la fuente de luz fue una lampara de mercurio de alta presion, por lo que la
radiacion emitida fue preponderantemente luz ultravioleta, a diferencia del trabajo actual,
realizado con una ldmpara de luz visible. Ademas, los experimentos que Kunitou y col.
(2002) realizaron con una variedad de colorantes azoicos generalmente se llevaron a cabo
en presencia de TiO; y esto fue un requerimiento para la reactividad, puesto que reacciones
en ausencia de TiO,, sea en presencia de glucosa o en su ausencia, reducian la reaccion del
colorante azoico ensayado a practicamente cero. En contraste, en el presente trabajo no se
utilizé TiO,. Otro punto importante del trabajo de Kunitou y col. (2002) es que la medida
en que azlcares reductores (glucosa, fructosa, galactosa, maltosa, lactosa) propician la
fotorreaccion del compuesto azoico en presencia de TiO,, s6lo difiere por un factor de 2 del
efecto que se observa con disacaridos no reductores (sacarosa, trehalosa), a diferencia del
presente trabajo, que demostré una diferencia dramatica entre sacaridos reductores y no
reductores en su capacidad de acelerar la fotodecoloracion de los colorantes azoicos, tal
como se observa en la Figura 22 al comparar tres marcas de licores con diferente
composicion de edulcorantes. Kunitou y col. (2002) interpretan la reaccion que
observaron, en términos de una fotoactivacion del semiconductor, con la consabida
formacion de electrones de conduccién y de huecos, creando especies reactivas que
degradan los compuestos azoicos, y consideran que el efecto acelerador de los sacaridos
reductores o no reductores afiadidos en los diversos experimentos se debe a que causan una

reduccion de la constante dieléctrica de la suspension de TiO,, lo que permite que la
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reaccion con los colorantes compita mas eficientemente con la recombinacion de huecos y
electrones en el semiconductor. En esta interpretacion, los sacaridos no estan quimicamente

involucrados en la reaccion de descomposicion del colorante azoico.

El trabajo de Ross (1975) sobre la degradacion de Amaranto y de Allura Red en presencia
de fructosa o glucosa se llevo a cabo sin adicion de TiO,. El articulo no menciona una
irradiacion de la reaccion, por lo que se interpreta como reaccion oscura, aungue tampoco
se declara que la luz ambiental fuera expresamente excluida. Esto esta en contraste con el
presente trabajo, donde el requerimiento de luz quedd claramente documentado. En el
trabajo de Ross (1975), las reacciones en presencia de fructosa o glucosa sélo procedieron a
temperaturas elevadas; a 22°C, no se detecto reaccion de fructosa (1 M) ni con Amaranto ni
con Allura Red. EI autor interpreta la degradacion de los colorantes azoicos como una
reduccion al estado de las N,N’-diarilhidracinas o las anilinas, postulando como los agentes
activos en esta reaccion a productos fuertemente reductores (glicolaldehido, gliceraldehido,
dihidroxiacetona, otros) de la descomposicion térmica de la fructosa o glucosa. Estos a-
hidroxialdehidos o a-hidroxicetonas se conocen como “reductones” y se caracterizan por
ser fuertemente reductores en ambiente béasico, lo que estaria alineado con la observacion
de Ross (1975) que la degradacion de los colorantes se veia acelerada a pH elevado. En las
condiciones del presente estudio no se detectd la formacion de estos tipos de compuestos;
los experimentos de control no indicaron ningun cambio en la composicién de los sacaridos
en la solucidn, incluso tras largos tiempos de irradiacion. Las reacciones reportadas por
Ross (1975) también difieren claramente de los descritos en el presente trabajo en el
aspecto de temperatura de reaccion, ya que en este estudio la degradacion de los colorantes

se di6 con tasa significativa a temperatura de 25°C.

El mecanismo de las fotorreacciones a baja temperatura aqui documentadas queda por
determinar, pero se puede postular la posibilidad de un proceso concertado entre azoareno,
luz y azlcar reductor. Una de las posibilidades seria un proceso ciclico como el que se
presenta en la Figura 56, donde se muestra el ejemplo de la fructosa, en su forma
tautomérica de enodiol, entregando un hidrogeno como hidruro al grupo azo en su
configuracién cis, obteniéndose como resultado final la reduccion del compuesto azoico a

la N,N’-diarilhidracina correspondiente y la oxidacion del sacarido a la a-dicetona. El
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isdbmero cis del compuesto azoico, que se muestra en la Figura 56, se presta mejor al estado
de transicion ciclica y concertada que se propone, comparado con el isémero trans, el cual
incurriria choques estéricos en la estructura de transicion. Esto provee una explicacion para
el requerimiento de irradiacion que tiene esta reaccion: el efecto central de la luz incidente
seria la conversion fotoquimica del compuesto azoico de su forma preponderante trans a la
forma cis, que es la que puede participar en el mecanismo ciclico con el azucar reductor

que lleva a los productos.
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Figura 56: Esquema propuesto para la reaccién de fructosa con un compuesto
arilazoico en configuracién cis

Para evaluar la factibilidad de estas reacciones desde el punto de vista termodinamico, se
utilizé la quimica computacional conforme al procedimiento descrito. A continuacion se
presentan las estructuras generadas con su geometria para los diferentes compuestos

considerados.
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ResMes 23
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Figura 57 Comparacion de geometria de la trans-fructosa (forma enodiol) calculada
en PM6 (semiempirico) a vacio y en solucién (agua como disolvente)

Q

¢

A vacio En solucién

@ carbono

Hidrégeno

' Oxigeno

Figura 58. Comparacion de geometria de la cis-fructuosa (forma enodiol) calculada en
PM6 (semi-empirico) a vacio y en solucion (agua como disolvente)
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Figura 59. trans-Tartrazina geometria calculada en PM6 (semi-empirico)
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Figura 60. trans-Tartrazina geometria calculada en PM®6 (semi-empirico)

Carbono
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Nitrégeno
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Azufre

Figura 61. cis-Tartrazina geometria calculada en PM6 (semi-empirico)
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Figura 62. cis-Tartrazina geometria calculada en PM6 (semi-empirico)

A partir del célculo de las estructuras de las sustancias involucradas se construyd la tabla de
propiedades resultantes de reactivos y productos
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Tabla 8. Resultados termodinamicos de la reaccion de Tartrazina con Fructosa

A Vacio
Reactivos Productos
Tartrazina Fructosa Tartrazina Fructosa Diferencias
Trans Enolica-Cis Reducida-Trans  Oxidada-Cis Productos-Reactivos
Energia en Hartrees Hartrees kcal/mol kJ/mol

E -0.4230558 -0.4122691 -0.4626074 -0.3819676 -0.0092501 AE -5.80453025 -24.2861546
(ZPE) -0.185108 -0.244821 -0.2026 -0.233231 -0.005902 A(ZPE) -3.70356402 -15.4957119|
(Termal Corr) -0.156989 -0.229752 -0.174138 -0.218544 -0.005941 A(Termal Corr) -3.72803691 -15.5981064
AH((entalpia) -0.156044 -0.228808 -0.173194 -0.2176 -0.005942 AH(entalpia) -3.72866442 -15.6007319
AG(Gibbs) -0.253683 -0.287762 -0.271058 -0.27783 -0.007443 AG(Gibbs) -4.67055693 | -19.5416102

Reactivos

Productos

Fructosa Tartrazina Fructosa Diferencias
Enolica-Trans Reducida-Cis Oxidada-Trans Productos-Reactivos
Energia en Hartrees Hartrees kcal/mol kJ/mol
E -0.4176775 -0.4216028 -0.4578851 -0.3844568 -0.0030616 AE -1.92118462 -8.03823643
(ZPE) -0.179842 -0.253401 -0.198246 -0.235218 -0.000221 A(ZPE) -0.13867971 -0.58023591
(Termal Corr) -0.151685 -0.238689 -0.169785 -0.220754 -0.000165 A(Termal Corr) -0.10353915 -0.4332078
AH¢(entalpia) -0.150741 -0.237745 -0.168841 -0.21981 -0.000165 AH(entalpia) -0.10353915 -0.4332078|
AG{Gibbs) -0.248723 -0.295618 -0.266414 -0.279476 -0.001549 AG(Gibbs) -0.97201299 | -4.06690235
En solucién (agua)
Reactivos Productos
Tartrazina Fructosa Tartrazina Fructosa Diferencias
Trans Enolica-Cis Reducida-Trans Oxidada-Cis Productos-Reactivos
Energia en Hartrees Hartrees kcal/mol kJ/mol
E -0.8687588 -0.4359215 -0.9124496 -0.4020778 -0.0093761 AE -5.88359651 -24.6169678|
(ZPE) -0.632605 -0.269664 -0.654177 -0.253801 -0.005357 A(ZPE) -3.36157107 -14.0648134
(Termal Corr) -0.60414 -0.254462 -0.625699 -0.239259 -0.005945 A(Termal Corr) -3.73054695 -15.6086084
AH¢(entalpia) -0.603196 -0.253518 -0.624755 -0.238315 -0.005945 AH(entalpia) -3.73054695 -15.6086084
AG{(Gibbs) -0.698011 -0.312468 -0.718103 -0.296971 -0.004655 AG(Gibbs) -2.92105905  -12.2217111

E

(ZPE)
(Termal Corr)
AH¢(entalpia)

AG((Gibbs)

Reactivos

Productos

Fructosa Tartrazina Fructosa Diferencias
Enolica-Trans Reducida-Cis Oxidada-Trans Productos-Reactivos
Energia en Hartrees Hartrees keal/mol kJ/mol

-0.8727513 -0.4315205 -0.9124496 -0.3972058 -0.0058546 AE -3.67382005 -15.3712631]
-0.636221 -0.265341 -0.654177 -0.249126 -0.002093 A(ZPE) -1.31337843 -5.49517535
-0.607974 -0.250154 -0.625699 -0.23454 -0.002522 A(Termal Corr) -1.58258022 -6.62151564
-0.607029 -0.24921 -0.624755 -0.233596 -0.002523 AH(entalpia) -1.58320773 -6.62414114
-0.700913 -0.307959 -0.718103 -0.292522 -0.001693 AG(Gibbs) -1.06237443 | -4.44497462

De acuerdo con los principios de la termodindmica aplicados a reacciones quimicas, la

diferencia de energia entre los productos y los reactivos indican la factibilidad del proceso.

La magnitud y el signo de la diferencia de energia relacionan el que un proceso se lleve a

cabo 0 no y cuanta energia necesitara o liberara al realizarse. Una diferencia negativa indica

que el proceso es factible y que liberara energia. Mientras mas negativo el proceso es mas

posible de llevarse a cabo.

Se realizé el analisis en condiciones de vacio y en solucion acuosa, que es lo mas cercano a

lo real. En todos los célculos se puede apreciar el valor negativo de la energia libre lo cual

indica la factibilidad de llevarse a cabo las reacciones propuestas. Para la reaccion entre
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Tartrazina cis y Fructosa endlica cis presentan energia libre similar entre el calculo en vacio
y en solucion acuosa. Para el caso de la Tartrazina trans, tanto para vacio como en solucion

se pudo constatar una mayor energia libre que para la version cis.

Asi, para la reaccion del colorante Tartrazina con fructosa, se concluye que tanto la
reaccion de Tartrazina trans como la cis, son factibles desde el punto de vista

termodinamico, aungque con mayor preferencia por la forma trans.
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Capitulo 9. CONCLUSIONES

En el anélisis de las marcas de Amaretto en este trabajo, las técnicas de HPLC y de
espectrofotometria en el intervalo de la luz visible demostraron ser aptas, mientras que
cromatografia en capa fina no fue de utilidad para el analisis de los colorantes debido a la

interferencia por parte de los edulcorantes.

La cinética de decoloracion fue examinada para un licor tipo Amaretto, llevando a las
siguientes conclusiones. Para que la pérdida de color se produzca, la luz es un requisito
absoluto, y un mayor valor de irradiacion conduce a una cinética de decoloracién mas
rapida. Comparando las formulaciones preparadas de Amaretto, la que contiene sacarosa en
lugar de la Fructosa 42 usada en la formulacion comercial, muestra mayor estabilidad del
color, mientras que la formulacion sin edulcorante afiadido fue la més estable. Por lo tanto,
los resultados apuntan a la necesidad de proteger este licor de la luz, y sugieren la
sustitucién de jarabe de Fructosa 42 por sacarosa como una mejora en la formulacion del
producto comercial. Obviamente, comparando la rapida degradacion observada en el
presente estudio en cubetas de 1 cm, el licor debe mostrar mayor resistencia del color a la
luz en su presentacion habitual, la tipica botella de Amaretto aplanada con un espesor de la
capa liquida de varios centimetros, incluso en condiciones de luz solar (por ejemplo de 500
W/m?).

Claramente se observa la decoloracion del Amaretto de marca A (que contiene Fructosa
42) y la no decoloracion de las marcas B y C (que contienen sacarosa). Sin embargo, 1os
resultados més claros se obtuvieron con las soluciones de ensayo que contenian los
colorantes azoicos en solucién de alcohol y agua, en presencia de los diferentes sacaridos,
proporcionados en forma pura. Aqui se observé que los monosacaridos reductores fueron
efectivos en la fotorreaccion de cualquiera de los dos colorantes, con la D-fructosa
actuando claramente maés fuerte que la D-glucosa, en este sentido. No se observo reaccion

con el disacarido no reductor, la sacarosa, o en ausencia de cualquier sacarido.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son de interés desde el punto de vista
quimico, ya que la fotorreduccién de compuestos azoicos con azucares reductores, hasta

ahora no ha sido reportada. Mas alla de eso, los resultados son importantes desde un punto
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de vista industrial, puesto que los colorantes azoicos, los azucares, y la luz a menudo
coinciden en la fabricacién o almacenamiento de alimentos y bebidas, presentando la
posibilidad de decoloracion como se documenta en el presente trabajo. El caso aqui
examinado puede servir como un recordatorio de que la sustitucion de edulcorantes
establecidos, tales como la sacarosa, por los modernos edulcorantes industriales, como el
jarabe de Fructosa 42, que son quimicamente diferentes, requiere caso por caso de una

cuidadosa consideracion.
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Effect of Light and Sweeteners on Color
in an Amaretto-Type Liqueur

F. Comtafieda-Divares, BT Plasy, and E. Gonzdler-lasse
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Deroloration of an amaretts ligueur . . .
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Kinetics experiments with chemically defined dye solutions
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1=ine, mnder pmsdiniiem, the meencton of the vewn arcicser
waith the zn dyerm chemicaly well-defined siateser, bat other-
wiie mnder condetons sesdar to these exiting in the cme of the
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wrre condsced m thin quans cdly, wets 3 paslmg of
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Analysis of the reaction mixtures by HFLL
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