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SEPARACION E IDENTIFICACION DE COLORANTES ARTIFICIALES EN

ALIMENTOS

Elsa C. de Reyes

Asesora del Laboratorio Quimicd, Laboratono Unificado de Control de Alimentos,
Instituto de Nutricion de Centro América y Panama; Guatemala, Guatemala, C.A.

La mayor parte de naciones del mundo han reglamentado
el uso de colorantes arhificiales en alimentos, y perm-
hido el uso de un mimero generalmente reducido de ellos,
el cual varia de pais a pais. Su separacion e 1dentifi-
cacion constituyen el tema del presente trabajo.

Introduccion

La aceptacién de ciertos alimentos por el pGblico consumidor es deter-
minada en parte por su apariencia, y de ahl la antigua costumbre de colorear=-
los.

Generalmente, la practica de colorear los alimentos en forma estable,
de modo que durante las etapas de elaboracién el color no se deteriore, respon-
de a un motivo estético, pero puede igualmente responder a intenciones de
fraude,

La bisqueda de un colorante en un alimento debe tener dos finalidades:
descubrir uno adulteracién sustancial, y determinar si tal o cual colorante es
inocuo, perteneciendo, como tal, a la reducida lista de colorantes permitidos,

La identificacién de un colorante es tarea diffcil, sobre todo si en un a-
limento dado se encontré algin colorante prohibido que no corresponde a pa-
trones previamente establecidos. Este es el caso de los colorantes sulfonados,
solubles en agua. Otro caso de identificacién diffeil lo constituyen las fluo=
rescefnas del grupo de las eosinas, cuya Gnica diferenciacién hasta ahora se
ha basado en la determinacién del halégeno constituyente.*

En este trabajo se presentan métodos répidos que no requieren aparatos
costosos, sino que se valen de reacciones sencillas y especlIficas apropiadas
para un examen répido de las muestras,

La norma para eritrosina ha sido modificada a fin de excluir la presen-
cia de fluorescelna, sustancia de conocida nefrotoxicidad (1),
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Generalidades sobre Colorantes Artificiales

Los colorantes son sustancias que al disolverse en yn medio son capaces
de impartir un color, sin modificar por ello ninguna d& las caracterlsticas del
mismo (2), Hoy dfa el empleo de estos aditivos constituye una necesided co-
mercial, dado que realzan el aspecto de los preparados alimenticios,

En 1886 el Congreso de los Estados Unidos de América autorizé la adi-
cién de colorantes artificiales a la mantequilla, y para el afio 1900 esta préc-
tica se habla generalizado a muchos productos alimenticios. Se fundé enton-
ces la Oficina de Quimica de la Secretarfa de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA), para estudiar la naturaleza y caracterfstica de los preservati=
vos y colorantes y su relacién con la salud,

En 1907 el Dr, Bernhard C, Hease, experto en colorantes, reconoci6é 7
colorantes sintéticos usados en alimentos, En el perfodo 1916-1929 son 10 los
colorantes que figuran en la lista, y en 1938 aparece el acta de la Administra-
cién de Alimentos y Drogas (FDA) con 15 colorantes obtenidos del alquitrén de
hulla, Durante los afios 1939 a 1950 se afiaden a la lista 4 colorantes més,
Luego, desde 1956 a 1940, se retiran de ella 4 colorantes, basandose en eva-
luaciones toxicolégicas,

De acuerdo con su toxicidad, los colorantes han sido agrupados en 7 ca-
tegorlas por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(3). Esta clasificacién se presenta en el Anexo |,

En Centro América y Panam& se aprobaron, para uso alimentario, 14 co-
lorantes sintéticos, pero en el VIl Seminario de Control de Drogas y Alimentos
para Centro América y Panamé& celebrado en Guatemala en junio de 1972, di-
cha lista se redujo a 5 colorantes (4), de los cuales Gnicamente tres: amaranto,
amarillo creptsculo F,C,F, y tartrazina corresponden a la categorfa A de la
clasificacién de la FAO/OMS (véase Anexo |), Los dos restantes: indigoting
y eritrosina, se encuentran clasificados en la categorfa B del mismo Anexo |,
Sin embargo, la industria centroamericana sigue usando el azul brillante
F.C.F. incluido en la categorfa B del Anexo |, Ensayos toxicolégicos de este
colorante mostraron que inyectado por vfa subcutdnea, producla sarcomas lo-
cales con una frecuencia de 10 a 15%* (5).

Se emplea ademés el "rosa de bengculc:"l clasificado en la categorfa D,
No existen datos que permitan evaluar la toxicidod de este colorante (5),

Se permitié una reevaluacién del azul brillante F,C.F,, por demostrarse
que "muchos aditivos producen un efecto sarcomagénico local, en virtud
de sus propiedades flsicas tales como actividad superficial, més bien que
por su potencial carcinégeno” (1), El resultado de esta reevaluacién
fue que se le fijara una IDA,
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Se ha encontrado esporédicamente rodamina B catalogada en la catego-
rfa CI1] (Anexo I) y el anaranjodo G.G,N,, este Gltimospgphibido por las nor=
mas alimentarias vigentes en Guatemala,

Métodos

El proceso de llegor a caracterizar con exactitud una o varias materias
colorantes es a menudo largo y tedioso,

El anélisis de mezclas complejas no es sencillo, aun cuando se dispone
de métodos cromatogréficos y espectrofotométricos, y a pesar de que cada dla
el uso de colorantes con fines estéticos es més reducido,

Si no se cuenta con métodos estandarizados de trabajo y si en los pasos
del proceso analltico de identificacién no se incluye al menos un método cro=
matogré&fico o espectrofotométrico, los resultados no serén satisfactorios,

La separacién por dos o més solventes inmiscibles, comp método clasico
con identificacién individual posterior del colorante o colorantes, es un mé-
todo oficial Gtil siempre que se cuide de que la concentracién del colorante
no sobrepase el ITmite de 0.1 =~ 0,5%. La solucién que se obtiene de los ali-
mentos coloreados rara vez requiere dilucién, pero si se trata del colorante
comercial, debe cuidarse de no sobrepasar esta concentracién, El pH de la
solucién debe oscilar alrededor de 2 en medio acético en presencia de un e-
lectrolito (por ejemplo, NaCl), para luego someter esta solucién a extraccio=
nes con alcohol amllico, alcohol amflico en medio clorhidrico, alfa~diclor=
hidrina, alcohol amflico en medio clorhfdrico y Ho0. Luego, las mezclas de
colorantes que han sido extraldas en cada solvente orgénico, segln su coefi=
ciente de particién, se separan con otros reactivos especlficos, y posteriormen
te los componentes se identifican individualmente.

La cromatograffa es la técnica de separacién de uso més amplio. La
cromatografia circular sobre papel, la ascendente y en capa fing, son igual=
mente efectivas. Cuando se trata de determinaciones cuantitativas, la cro=
matograffa en columna Ifquida es adecuada,

La cromatograffa sobre papel ha alcanzado en general un auge extraor=-
dinario, y a veces es el Gnico medio factible para separar e identificar este
grupo complejo de colorantes sintéticos (6). Se ha demostrado (7) que cast
todas las marcas de papel de calidad son Gtiles para los fines de separacién
cromatogréfica (véase Anexo ll).

Para la separacién e identificacién cromatogréfica en papel se ha veni-
do utilizondo una gran variedad de solventes (Anexo ll1), desde una solucién
acuosa al 2% de NH4OH, Bandelin y Tuschoff (8) usan una solucién acuosa
al 2% de alcohol isobuttlico. Ceresa (9) emplea papel Whatman 1 y dos sis=~
temas de solvente, cloruro de amonio=alcohol butflico-alcohol etflico=agug,
y una variante que consiste en el agregado de NH4OH al sistema anterior,
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Todo método sugerido puede ser reemplazado por otros seleccionados
convenientemente por expertos,

Como se ha dicho, la identificacién positiva de un colorante es casi
siempre diffcil. Los colorantes azoicos sin sulfonar son més simples de identi=
ficar por procedimientos de anélisis orgénico cualitativo, no asl los sulfonados,
debido a que pocas veces pueden obtenerse quimicamente puros. A ello se
afiade el hecho de que en un alimento casi siempre se separan cantidades muy
pequefias de colorantes, En este caso, el anélisis se simplifica comparando las
propiedades y el comportamiento de la sustancia problema con patrones de re=
conocida pureza,

Los procedimientos actuales utilizan la cromatogroffa y la espectrofoto~
metrfa, Casi siempre se usan ambos; por ejemplo, la presencia de colorantes
auxiliares puede impedir la identificacién espectrofotométrica del colorante
principal, Por este motivo, antes de recurrir a la espectrofotometrla, se debe
purificar por cromatograffa la sustancia problema,

El RF de una sustancia es un Indice diffcil de reproducir, En la préctica
hay muchos factores incontrolables que hacen del Rf un Tndice inseguro (10)¢
Entre estos factores cabe citar la edad y composicién de la mezcla disolvente,
calidad de papel, concentracién, pH de la solucién, temperatura, direccién, y
tipo y calidad de las sustancias auxiliares que acompafian al colorante princi-
pal. Para eliminar muchos de los factores citados siempre deben efectuarse
ensayos de cromatograffa comparativa, Los cromatogramas deben observarse
hGmedos y secos, y comparar los tonos de color bajo luz diurna y ultravioleta,
Puede también observarse el comportamiento especifico y las condiciones del
ensayo, asf como la presencia de impurezas, Ensayos espectficos con &cidos y
élcalis u otros reactivos apropiados confirman los resultados cromatogréficos
(véase Anexo V).,

Los requisitos para probar la identidad de un colorante, comparandolo
con patrones, pueden resumirse como sigue: distancias de migracién idénticas
en diversos disolventes; tono igual a la luz diurna y ultravioleta; cambios
iguales de color frente a reactivos quimicos, etc,

Uno de los medios més Gtiles de identificacién de colorantes lo constitu=
yen los métodos espectrofotométricos usando las tres regiones del espectro,

Para intentar la identificacién de un colorante desconocido se usa la re-
gién visible del espectro; muchos colorantes presentan en esta regi6n una ab-
sorcién caracterfstica. Los espectros ultravioleta son también de utilidad, pero
el mas seguro es el espectro infrarrojo. Este ofrece el inconveniente de que
la muestra debe estar libre de impurezas, en especial de aguq, ya que &sta ab-
sorbe radiaciones infrarrojas que enmascaran la absorcién del colorante anali-
zado,

En la aplicacién de métodos espectrofotométricos, los espectros se obtie-
nen siempre variando los solventes, y si se usa uno solo, se harg en diversas
condiciones,
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Del estudio de toda la curva resultante y no sélo de la localizacién de
la méxima absorcién, es factible obtener una caracterizacién definitiva,

El amarillo crepGsculo F.C.F. y el anaranjado G.G.N, constituyen un
caso diffcil de identificacisn, ya que ambos presentan espectros idénticos en
la regién visible y ultravioleta, Sin embargo, en el espectro infrarrojo los
grupos sulfénicos, presentes en los colorantes, acusan una absorcién caracte=
ristica que permite diferenciarlos.

En la identificacién de colorantes se ha aplicado infinidad de técnicas,
Si se logra obtener suficiente cantidad de colorante del alimento problema,
podrfa intentarse el andlisis de derivados cristalinos por difraccién con rayos
X o cristalograffa éptica (10),

Generalidades en el Andlisis de Colorantes

Las distintas etapas en el anélisis de colorantes son las siguientes: ex-
traccién, aislamiento, separacién e identificacién,

Extraccion. Esta constituye la primera etapa en la marcha de la ldenti-
ficacién del colorante, y consiste en extraerlo del alimento soporte, El proce-
dimiento de extraccién lo determinaré la naturaleza del alimento, El agua es
el solvente més utilizado, pero debido a que los colorantes se fijan con gran
afinidad a ciertas sustancias como productos lécteos, grasas, conservas de car-
ne, etc., es necesario recurrir a solventes organicos,

Aislamiento. Una vez extrafdos, se les afsla fijandolos por tincidn sobre
fibras de lana previamente desengrasada, aprovechando la afinidad que los co-
lorantes sintéticos tienen con las fibras textiles. Se ha utilizado igualmente
fibras de algodén, seda, etc, Este aislamiento se efectiia generalmente en me-
dio &cido acético o clorh[drico.

Separacion, Para desmontar los colorantes fijodos, la fibra tefiida se tra=
ta con soluciones amoniacales cuya concentracién varfa entre 2 y 25%, Luego
las soluciones se concentran para efectuar el ensayo cromatogréfico. Este pue-
de ser circular o ascendente, en cilindros de cierre esmerilado o en cémaras
apropiadas.

Si en la mezcla de colorantes se encuentra un color azul, se recomienda
(11) el uso de CO3(Na), en lugar de NH4OH, ya que la indigotina (coloran-
te azul) es destruida por el amonfaco,

Los cromatogramas secos deben observarse comparativamente para deter-
minar el tono del color o colores obtenidos, asf como también la intensided de
los mismos, Ambos factores son importantes en el proceso de identificacién,

Es necesario comparar las distancias de migracién de las manchas de co-
lor. Luego de obtener el o los colorantes puros a través de cromatografla
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circular o ascendente, se procede a la identificacién,

Identificacion: Esta puede efectuarse sobre las manchas de color en el
papel cromatogréfico, o sobre las soluciones acuosas de las mismas, Para este
propésito son de utilidad los esquemas de Rota=Buzzi (11), Green (11),
Mathewson (11) y Loomis (11). Generalmente &sta se lleva a cabo por expo-
sicién de cada colorante a la accién de &cidos y bases fuertes, reactivos espe~
clficos, y reacciones de oxidacién y reduccién, Finalmente, se efectGan los
ensayos espectrofotométricos.

Identificacion por Esquemas Analiticos y Reacciones (11)

La identificacién por estos medios se hace sobre soluciones acuosas del
colorante puro procedentes de la purificacién por cromatografla, y sobre solu=
ciones acuosas de colorantes patrén usados para comparacién,

Esquema de Rota-Buzzi

Este se basa en la estructura de los colorantes (Anexo V), Los ensayos
se efectian sobre solucidn acuosa o alcohélica en concentraciones de més o
menos 1:10,000, A 5 ml de esta solucién se agregan de 4 a 5 gotas de HCl y
de 4 a 5 gotas de SnCl5 ol 10%, Luego se agita y calienta a ebullicién,
Después de esta operacién pueden presentarse los casos siguientes:

a) Decoloracign completa, Si esto ocurre, se neutraliza con KOH; si el
colorante no se reoxida después de estas operaciones, pertenece a la
Clase | de la clasificacién, Esta Clase concierne a colorantes cuya
estructura incluye los siguientes grupos funcionales: nitro, nitroso,
azoico, oxi-azo e hidrazo. Si el colorante se reoxida, pertenece a la
Close 11, Tal es el caso de colorantes indigoides e indoquindnicos,

b) No ocurre decoloracign (colorantes no reducibles).  La solucibn se mez-
cla con KOH al 20%, Si después de esta operacién se produce decolo-
racidén o precipitacién, el colorante pertenece a la Clase lil, Dentro de
esta Clase se agrupan los amido derivados del tri- y difenil-metano, Si
no se produce decoloracién o precipitacién, el compuesto corresponde a
la Clase 1V, Los colorantes no amidados del difenil-metano, oxicetonas
y colorantes naturales pertenecen a esta Clase,

Esquema de Looms

Este esquema se basa en reacciones generales y especiales de los colo=~
rantes que el autor agrupa por color,
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Esquema de Green

Basado en reacciones de reduccién con hidrosulfito de sodio, y de oxida
cién con persulfato de potasio, &n este esquema los colorantes se dividen en
béasicos, salinos Gcidos, e insolubles en agua.

Metodo de Mathewson

Después del fraccionamiento se efectGan reacciones con cianuro de po-
tasio y reacciones de 6xido=reduccién con bromo y &cido nitroso (diazotacién
y copulacién),

Métodos Espectrofotométnicos (10), Visible y Ultravoleta

A los extractos del colorante tratados con solventes (acetona y agua),
en presencia de bicarbonato de sodio 0,05 N y utilizando testigos, se les de-
termina la densidad 6ptica en las longitudes de onda de m§xima absorcién,
Luego se compara con las curvas correspondientes a patrones de méixima pure-
za. Este método también es de utilidad para colorantes auxiliares y dosifica=-
ciones cuantitativas,

Método Infrarrojo

El espectro infrarrojo se puede obtener de soluciones acuosas del colo-
rante purificado usando celdas especiales, Si es posible aislar el colorante
libre de toda contaminacién, el espectro puede obtenerse en pastillas de bro-
muro de potasio, Estas pastillas se preparan homogeneizando 0.5 mg del colo-
rante con bromuro de potasio, previamente secado, en un mortero de &gata,

Si la cantidad de colorante fuese muy poca, puede hacerse una micropastiltla,

Matenales y Métodos

Las muestras analizadas fueron enviadas por inspectores sanitarios del
Departamento de Control de Alimentos de la Direccién General de Servicios
de Salud de Guatemala, Los alimentos fueron clasificados como sigue: pro=
ductos l&cteos y grasas; pastas, productos de panaderfa y reposterla; bebidas
de todo tipo; confites, jaleas y mermeladas; conservas y embutidos; pescado
en salmuera,

A continuacién se resefian los métodos empleados para cada grupo de
alimentos,



321

Productos Licteos y Grasas

Extraccion: a) Con &ter de petréleo o gasolina
b) Tratamiento del extracto etéreo con una mezcla
de &cido acético y agua (1:5 0,5)
c) Alcalinizacién del extracto Gcido con NaOH al
25%.,
d) Reextraccién con éter de petroleo

e) Evaporacién del éter exento de exceso de &lcali
f) Disolucién del residuo en alcohol a 70%,

Aislamiento: a) Fijacién sobre fibra de lana en medio acético
b) Desmontaje con solucién amoniacal al 25%,

Separacign: Cromatograffa en papel y como solvente los sistemas
1y 4 del Anexo lll,

Identificacion Comportamiento frente a &cidos y bases fuertes
Identificacién de la close
Reaccién de oxidacién-reduccién
Reaccién de diazotacién y copulacién
Reaccién con cianuro de potasio
Examen espectrofotométrico en las tres regiones del
especiro,

Valoracion Con cloruro titanoso o gravimetrfa.

Pastas, Productos de Panaderia y Reposteria

Extraccion: a) Extraccién con acetona
b) Eliminacién de la acetona y adicién de agua ca-
liente al residuo
¢) Filtracién
d) En el filtrado acuoso estarén presentes los colo-
rantes naturales o artificiales de la muestra (11),

Aislamiento: a) Fijacién sobre lana en medio acético
b) Desmontaje con hidréxido de amonio al 25%.

Separacion: Cromatograffa ascendente o circular sobre papel, utili
zando el sistema de solvente No, 2 del Anexo lll.

Identificacign: Comportamiento frente a 4cidos y bases fuertes
ldentificacién de la clase
Reaccién de oxidacién-reduccién
Reaccién de diazotacién y copulacién
Reacciédn con cianuro de potasio

Examen espectrofotométrico en las tres regiones del
espectro,
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Valoracion:

Extraccion:

Aislamiento:

Separacion:

Identificacion:

Valoracion:

Extraccion:

Aislamiento:

Separacién.

Identificacion:

Valoracion:

Extraccion,

Por titulagién con cloruro titanoso o gravimetria,

Bebidas de Todo Tipo

Con agua.

a) Fijacién sobre lana en medio acético
b) Desmontaje con solucién amoniacal al 25%,

Cromatograffa ascendente o circular con los sistemas
de solventes: 1, 2, 3, 4 y 5del Anexo lll,

Comportamiento frente a 4cidos y bases fuertes

Identificacién de la clase

Reaccién de oxidacién-reduccién

Reaccién de diazotacién y copulacién

Reaccién con cianuro de potasio

Examen espectrofotométrico en¢las tres regiones del
espectro,

Por titulacién con cloruro titanoso o gravimetrfa.

Confites, Jaleas y Mermeladas

Con agua.

a) Fijacién sobre lana en medio acético
b) Desmontaje con solucién amoniacal al 25%,

Cromatograffa sobre papel usando los sistemas de sol=-
ventes: 1, 2, 3, 4 y 5del Anexo Ill,

Comportamiento frente a &cidos y bases fuertes

Identificacién de la clase

Reaccibn de oxidacién-reduccién

Reaccién de diazotacién y copulacién

Reaccién con cianuro de potasio

Examen espectrofotométrico en las tres regiones del
espectro,

Por titulacién con cloruro titanoso o gravimetria,

Conservas y Embutidos

Con alcohol etflico al 80%.



Aislamiento:

Separacion.

Identificacion:

Valoracion:

Extraccion,

Aislamiento:

Separacion:

Identificacion:

Valoracion.
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a) Fijacién sobre lana en medio acético
b) Desmontaje en medio amoniacal al 25%,

Cromatograffa en papel ¢on los sistemas de solventes:
2y 1 del Anexo lll,

Comportamiento frente a cidos y bases fuertes

Identificacién de la clase

Reaccién de oxidacién-reducciédn

Reaccién de diazotacién y copulacién

Reaccién con cianuro de potasio

Examen espectrofotométrico en las tres regiones del
espectro,

Por titulacién con cloruro titanoso o gravimetrla,

Pescado en Salmuera

a) Con éter de petréleo en bafio de marla

b) Filtracién y evaporacién del &ter

c) Disolucién en gasolina

d) Extraccién con mezcla de HCI: CH3COOH-
agua (1:5:0,5),

e) Alcalinizacién del extracto Gcido con hidréxido
de sodio al 25%

f) Reextraccién con &ter de petréleo

g) Evaporacién del &ter exento de exceso de &lcali

h) Disoluci6n del residuo en alcohol al 70%,

a) Fijacién sobre lana en medio acético
b) Desmontaje con solucién amoniacal al 25%,

Cromatografla en papel, usando el sistema de solven-
te 1 del Anexo Ill,

Comportamiento frente a Gecidos y bases fuertes

Identificacién de la clase

Reaccién de oxidacién=reduccién

Reaccién de diazotacidn y copulacién

Reaccién con cianuro de potasio

Examen espectrofotométrico en las tres regiones del
espectro,

Por titulacién con cloruro titanoso o gravimetrla,
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Resultados

Muestras analizadas 196

Colorantes Artificiales Encontrados

Tartrazina (amarillo ¥ 5) 90
Amarillo creptsculo F,C.F, {amarillo ) 64
Amaranto (rojo #2) 80
Eritrosina 8
Indigotina 8
Azul brillante F.C.F. (azul 1) 26 13.26%
Redomina B 4 2,04%
Rosa bengala 1
Amarillo &cido G 2
Anaranjado G.G. N, 4 2,04%
Punzé 4 R 1
Amarillo naftol § 1
Amarillo manteca 1
Amarillo OB 1
Conclusiones

1. La técnica descrita es répida y segura como método de ruting,

2, El procedimiento de extraccién es lo Gnico que varfa para cada grupo
de alimentos,

3. En la fase de aislamiento el desmontaje con solucién amoniacal ol 25%
no es aconsejable cuando se sospecha la presencia de colorantes azules,
ya que los colorantes de fndigo, cuanto menos sulfonados sean se destru~
yen, y por oxidacién, dan isatina,  Se recomienda su fijacién en me
dio ligeramente clorhldrico, aunque la indigotina soluble = que es la
forma comGn de empleo = es el derivado disulfonado,

4.  Se ha usado.anaranjado G,G,N,, colorante no permitido en nuestras
normas,y cuyo peso molecular, férmula empfrica, clase y reaccién Fren~
te a reactivos quifmicos,son iguales que las del amarillo creptsculo
F.C.F. cuyo uso sl es permitido, y cuya Gnica diferencia radica en la
posicién de un grupa sulfénico.

Los anélisis espectrofotométricos en la regién visible y en la regién ul-
travioleta son tan parecidos que no se podrfan diferenciar, Sin embargo, sus
espectros infrarrojos son diferentes en la regién del espectro en que los grupos
Gcido sulfénico absorben fuertemente,
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Resumen

a)

b)

f)

En este trabajo se consideran los aspectos siguientes:

Los colorantes cuyo uso se permite en Guatemala, y su clasificacién de
acuerdo a su toxicidad (véase Anexo l),

La adicién de colorantes a los alimentos responde a un motivo estético,
pero como también puede responder a intenciones de fraude, la identi-
ficacién tiene por objeto comprobar estas finalidades.

Se mencionan los principales métodos de identificacién, incluyendo los
de especirofotometrla infrarroja,

Se Incluyen cuadros sintetizando los pasos a seguir en la identificacién
de los colorantes alimentarios, segén la naturaleza del alimento soporte,

En el Anexo V se incluyen fas férmulas estructurales de los colorantes
permitidos en Guatemala y los de otros, cuyo uso es prohibido y que
han sido encontrados en el trabajo analltico,

En los Anexo 11y 1V se presentan algunos de los principales sistemas de
elucién para cromatograflfa circular o cromatograffa ascendente utiliza=-
dos en la separacién y purificacién de mezelas de colorantes, y en el
Anexo 11, las propiedades y velocidades de desarrollo de algunos pape-
les cromatogréficos.
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ANEXO 1

CLASIFICACION DE LOS COLORES SEGUN LA EVALUACION DE SU
TOXICIDAD POR EL COMITE MIXTO FAO/OMS DE EXPERTOS EN
ADITIVOS ALIMENTARIOS

"Categoria'A.  Colores que se ha visto son aceptables para emplearlos
en los alimentos. Para estos colores se ha establecido una ingestién diaria
admisible maxima.

La inclusién de un color en esta categorla no debe interpretarse en el
sentido de que ello signifique que no sea necesario hacer mas investigaciones
sobre el mismo, pues la prosecucién de las investigaciones es precisa, sobre
todo en vista de la posibilidad de que el progreso cientifico permita disponer
de medios més exactos y delicados de determinacién de la toxicidad de tal
color. Son particularmente necesarias nuevas investigociones en lo que con-
cierne a los efectos de los colores sobre la reproduccién y el feto,

En la categorfa A se han incluido los colores siguientes:

Ingestién diaria admisible pora
el hombre en mg por kg de peso

C.1. No, corporal
Amaranto 16 185 0-1.5
Amarillo ocaso F,C.F, 15 985 0-5.0
Tartrazina 19 140 0-7.5

Categoria B. Colores para los cuales los datos de que se dispone no
son totalmente suficientes para poder incluir aquéllos en la categorfa A.

Categoria C.I.  Colores para los cuales los datos de que se dispone
son inadeucados para evaluar aquéllos, pero acerca de los cuales existen
bastante datos detallados concernientes a los resultados de ensayos prolon-
gados,

Categoria C.ll. Colores para los cuales los datos de que se dispone
son inadecuaodos para evaluar aquéllos, y acerca de los cuales practicamente
no existen datos referentes a la toxicidad prolongada, Se consideran inclui-
dos en esta categorfa los ensayos prolongados, hechos para descubrir la for-
macién de tumores, que no van acompaiiados de otros estudios prolongados,

Categoria C.IIl.  Colores para los cuales los datos de que se dispone
son inadecuados para evaluar aquéllos, pero que indican la posibilidad de
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efectos perjudiciales.

Categoria D.  Colores para los cuales practicamente no se dispone de
datos sobre su foxicidad,

Categoria E. Colores que se ha visto son perjudiciales y que no deben
usarse en los alimentos,"



ANEXO I

PROPIEDADES Y VELOCIDAD DE DESARROLLO DE
ALGUNOS PAPELES CROMATOGRAFICOS
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Papel de filtro

Textura

Velocidad de

desarrollo
Whatman No, 1 Media 190 min,
Whatman No, 3 Gruesa 210 min,
Whatman No, 11 Fina 260 min,
Schleicher & Schull 595 Media 180 min.,
Schleicher & Schull 507 Lisa 240 min,
Schleicher & Schull 602 Media 270 min.
Eaton & Dickemann 7 Media 120 min,
Eaton & Dickemann 248 Muy gruesa 240 min,
Eaton & Dickemann 613 Muy gruesa 180 min;
Munktell 0 Gruesa 60 min.’
Munktell IF Muy gruesa 80 min,

La velocidad de desarrollo se refiere a los minutos necesarios para ascender

120 mm un disolvente de tipo fenol-agua a 24°C,

Tomado de Enciclopedia Famacéutica, Vol. 1, p. 252 (7).



ANEXO III

SISTEMAS DE SOLVENTES CROMATOGRAMQOS USADQS EN
LA SEPARACION DE COLORANTES (10, 12, 13)

Para papel;

1.  Piridina=acetato de etilo~agua (1:2.2),
Util para mezclas méltiples y para colores amarillos.

2. Alcohol isoamllico=alcohol etflico 95%~hidréxido de amonio -agua
(4:4:1:2) para colorantes rojos.

3.  Hidréxido de amonio=alcohol isobutflico 3,9 N.
Util para mezclas azules y verdes.

4,  Metil etil cetona - acetona - agua (7:3°3 v/v).

5. Metil etil cetona - acetona - agua hidréxido de amonio (7.3:3:002)
para mezclas mGltiples. Para colorantes naranja.

6. N-butanol =~ &cido acético - agua (20:5:12 y 4:1:5 v/v).

7. Isobutanol = etanol = H90 (3:2 2 v/v). A 99 ml de esta mezcla afféda—
se 1 ml de NH4OH,

8, Fenol = H70 (80:20 p/p).

. Acetato de etilo - piridina = agua (11.54 v/v),

10,  Citratd trisédico (2 g) HyO (95 ml) y NH4OH (5 ml),
11.  Propanol = 5 N NH3 (4:1 v/v).

Para placas de gel de 'silice:

12, Metanol - cloroformo - quinolina (4-4 2),

13, Metanol - cloroformo - agua ~ quinolina (4-2:2-2),

14, 2-Propanol - cloroforme = agua - dietilamina (50 25:20:15),
15, 2-Propanol - 0.88 (NH415) (4-1),

16. 1-Butanol ~ agua = etanol = quinolina (4.4:3.2).

Para placas de celulosa-

17. 1-Butanol - agua - piridina ~ etanol (4.4:2 2),

18, Etil metil cetona ~ acetona - agua - 0,88 NH4OH (70 30:30.0,5).

19. 1-Butanol - ogua - é&cido acético glacial (20.12:10),

20, 1-Propanol : acetato de etilo ~ agua (6:13).

21, 2-Metil - 1-propanol - agua - etanol ~ 0.88 NH4OH (25 25-50:2),
22, Citrato trisédico (29 g), hexamina (5 g), agua (50 ml), metanol (50 ml),



ANEXO IV

TABLA DE RF Y DE MAXIMA ABSORCION DE COLORANTES

RF Principales picos
Clase Solvente espectrofotométricos
1 2 3 4 5 ) muy

Ponceau MX AZO 0,47 0.05 0.31 0.40 0.53 0.69 500 en acido
Ponceau 4R AZO 0.95 0.36 0.42 0.29 0.33 0.29 505 en 4cido
Amaranto AZO 0.77 0.06 0.20 0.24 0.19 0.20 520 en &cido
Eritrosina (Erythrosine BS) Xanteno 0.23 0.00 0.70 1.00 1.00 0,68 525 en &lcali
Naranja G (Orange G) AZO 1.00 0.59 0.70 0.53 0.52 0,58 475 en Gcido
Naranja RN (Orange RN} AZO 0.33 0,05 0.82 0.84 0.68 0.78 485 en &cido
Amarillo crepGsculo (Sunset Yellow 5)  AZO 0.78 0.26 0.65 0.49 0.45 0.56 480 en 4cido
Tartrazina Pirazolona 1.00 0.26 0.30 0.26 0.18 0,22 430 en &cido
Amarillo acido (Yellow 2G) Pirazolona 1.00 0.83 1.00 0.74 0.52 0.48 400 en 4cido
Amarillo RY (Yellow RY) AZO 0.85 0.21 0.17 0.19 0,11  0.04 435 en 4cido
Verde S (Green S) Trifenil metano 1.00 0.88 1.00 0.73 0.57 0,50 635 en 4cido
Indigotina (Indigo carmine) Indigo 0.07 0.30 0,28 0.21 0,27 285 615en 4ecido
Amarillo naftol S (Naphtol Yellow S) Nitro 0.78 0,31 0.68 0.52 0,53 0,56 370 en é&cido
Solventes. 1. Hidréxido de amonio-agua 199

2. Cloruro de sedio 2,5%

3. Cloruro de sodio 2% en alcohol ol 50%

4, lsobutanol-alcohol etllico-agua 1:2-1

5. N-butanol~ogua-écido acético glacial 20 12-5

6. lsobutanocl-etanol-agua 3:22y 1 ml de NH4OH para 99 ml de la mezcla anterior,

Tomado de: Nommas Samtanas de Alimentos.  Aprobadas por el Consejo de Ministros de Salud Péblica de Centro América y
Panama, 1964=1966, p. 34 (14). 7

LEE
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ANEXO V

COLORANTES SINTETICOS DE USO LIMITADO O ELIMINADOS
EN LOS ESTADOS UNIDOS

|
;}—5)@

i

HOCH-~ -Q- S03Na

N=N-CH y

Na 303 COONa

ERITROSINA:
(FD&C Red No. 3)
PaMe; 879.9

C.JI. 45430
(xantina)
Actualmente en uso

AMARILLO NAFTOL S:
(FD&C Yellow No, 1)

p.m.c 358

C.LI.: 10316

Ext. D&C Yellow No. 9 (1959)
Eliminado completamente (1962)

AMARILLO NAFTOL S:

(FD&C Yellow No. 2)

p.ms: 390

C.l: 10316

Ext, D&C Yellow No. 7 (1959)
Eliminado pora uso en alimentos (1959)

INDIGOTINA:
(FD&C Blue No. 2)
p.m. 466.4

C.I.: 73015
(indigoide)

Actuglmente en uso

TARTRAZINA:
(FD&C Yellow No. 5)
p.m.c 534.4

C.I. 19140
(pirazolona)
Actualmente en uso
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N=N
CH3 SO3Na
CHi

HO
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Na03$

SO3Ne503Na
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AMARILLO CREPUSCULO FCF
(FD& C Yellow No. 6)

p.m.. 452.4

C..: 15985~

(monoazo)

Actualmente en uso

NARANJA G
(enaranjado deido G)
p.m.: 452.4

CI: 16230
(monoazo)
Actualmente en uso

ROJO ALLURA AC
FD&C Red No, 40)
poma:  496.4

CL- =e-
(monoazo)
Actualmente en uso

PUNZO SX

(FD&C Red No. 4)

p.m.:  480.4

CJ.: 14700

(monoazo)

Su uso en alimentos estd limitado
para colorear guindas. (No md’s
de 150 ppm en peso)

PUNZO 3R

(FD&C Red No. 1)

p.m.. 494.5

C.J.: 16155

(monoazo)

Ext. D&C Red No. 15 (1961)
Eliminado completamente en 1966
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504 ril — CHZ""
C2H5
C2H5

HO C+
Oy
C2H5
HO  $03Na
NaO3S N=N Q

SO3Nu

OCH3 HO

"

O

a Y“SUL BRILLLANTE FCF
(FD&C Blue No. 1)
p.m.c 792.8
C.l.e 42090
(tnfenilmetano)
Actualmente en uso

VERDE FIJO FCF:
(FD&C Green No. 3)
p.m.: 808.9

42053
(trifeniimetano)
Actualmente en usc

503 Na

AMARANTO:

(FD&C Red No. 2)
p.m.:  604.5

C.J.: 16185
Actualmente en uso

(la FDA estd revisando
su posicidn)

ROJO CITRUS No. 2

(Citrus Red No, 2)

p.m.:  590.5

C.L 12156

(monoazo)

Su uso en alimentos estd limitado
para colorear la piel de las noronjas
(No mds de 2 ppm en peso)
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PUNZO 4R

(Brilliant Scarlet 4R)
p.m.t 504.5
(monoazo)

C.le: 16255

NARANJA B:

PsMe.: 586.4

Coln: aas

(pirazolona)

Su uso en alimentos esta
limitado para colorear las
cubiertas de salchichas y
salsas (No mds de 150 ppm
en peso)

VIOLETA DE LANA 5BN:
(FD&C Violet No, 1)
p.m.:  733.9

C.l.: 42640

SO3Na  (trifenilmetano)

Actualmente en uso




