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Resumen

La tartrazina, un aditivo de color también conocido como amarillo No. 5, es uno de los aditivos
mas consumidos por la poblacion debido a su popular uso en la industria, la ingesta diaria
admisible (IDA) de tartrazina es de 7,5 mg/kg al dia, al ser un colorante perteneciente al grupo
azo, el anillo aromatico de la tartrazina es un factor de riesgo para la salud, por lo tanto, la dosis
de tartrazina utilizada debe controlarse constantemente. La tartrazina causa hipersensibilidad,
alergias, urticaria, asma e hiperactividad en nifios, ademas del énfasis de los estudios sobre su
carcinogénesis y mutagénesis debido a su conversion metabdlica a amina aromatica (acido sul-
fanilico) a través de la microflora intestinal y por la azo reductasa de mamiferos en higado o
intestino pared después de su consumo, por lo que su efecto se vuelve arriesgado a dosis mas
altas, ya que puede inducir estrés oxidativo a través de la formacion de radicales libres. Por
esta razon, es importante encontrar nuevos métodos para la deteccion de tartrazina. Los senso-
res electroquimicos se presentan como una buena alternativa para la deteccion de esta molécula
debido a su fécil operacion y sensibilidad. La implementacion de nanomateriales, por sus ca-
racteristicas Unicas pueden aumentar la eficacia y el rendimiento de los sensores electroquimi-
cos. Los hidroxidos dobles laminares de Zn-Al (ZnAl-LDHs) presentan propiedades Unicas
como area de superficie alta, conductividad adecuada y son biocompatibles, este nanomaterial
se empleod en un electrodo de pasta de carbono como liquido i6nico como sensor electroquimico
reproducible para la determinacion simultdnea de tartrazina en soluciones tampén y orina. El
comportamiento electroquimico del electrodo sugerido se investigd mediante voltametria ci-
clica (CV) y voltametria de pulso diferencial (DPV). Para caracterizar el nanomaterial sinteti-
zado, se utiliz6 difraccion de rayos X (XRD) para célculo de cristalito e identificacion de pla-
nos, para microestructuras un microscopio electronico de barrido (SEM), para el analisis ele-
mental espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF) y por andlisis espectroscopico de
Energia de Dispersion de rayos X (EDS) emitidos en el equipo de SEM. En las condiciones
optimizadas, el sensor modificado ofrecidé un rango de concentracién lineal de 1 mM a
0.015625 mM (R? = 0.9087) con un limite de deteccion de 1.04 mM. Los efectos potenciales
para la salud y la evaluacion de riesgos requieren mas investigacion. Esta técnica ofrecid un
desempefio exitoso para la determinacion del analito objetivo en muestras de orina. Todo esto

servira para el desarrollo de electrodos con potencial aplicacion en sensores de tartrazina.
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Summary

Tartrazine also known as Yellow No. 5 is one of the most common food additives, it is a synt-
hetic azo colorant present in many daily products. It is responsible for allergic reactions. The
Acceptable Daily Intake (ADI) for tartrazine is 7.5 mg/kg day. The azo group and aromatic
ring of tartrazine have been found to present a potential risk to human health; therefore, the
dose of tartrazine used must be constantly monitored. Tartrazine causes allergies such as urti-
caria and asthma, hyperactivity in children, in addition to the emphasis of studies on its carci-
nogenesis and mutagenesis due to its metabolic conversion to aromatic amine (sulfanilic acid)
through the intestinal microflora and by mammalian azo reductase in liver or intestinal wall
after consumption, so its effect becomes risky at higher doses, because it can induce oxidative
stress through the formation of free radicals. For this reason, it is important to find new detec-
tion methods for tartrazine detection. Electrochemical sensors are presented as a good alterna-
tive for the detection of this molecule due to their easy operation and high sensitivity. The
implementation of nanomaterials, due to their unique characteristics, can increase the effi-
ciency and performance of electrochemical sensors. Layered double hydroxides Zn-Al (ZnAl-
LDHs) present unique properties such as high surface area, suitable conductivity and biocom-
patibility, this nanomaterial was employed in a carbon paste electrode as ionic liquid as a re-
producible electrochemical sensor for simultaneous determination of tartrazine in buffer solu-
tions and urine. The electrochemical behavior of the electrode was investigated by cyclic vol-
tammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). To characterize the synthesized
nanomaterial, X-ray diffraction (XRD) was obtained to determine crystallite size and planes,
for microstructures a scanning electron microscope (SEM) was used, for elemental analysis X-
ray fluorescence spectroscopy (XRF) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS). Under
the optimized conditions, the modified sensor offered a linear concentration range of 1 mM to
0.015625 mM (R? = 0.9087) with a detection limit of 1.04 mM. Potential health effects and
risk assessment require further investigation. This technique offered successful performance
for the determination of the target analyte in urine samples. All this will serve for the develop-

ment of electrodes with potential application in tartrazine sensors.
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1. Introduccion.

El consumo de aditivos alimentarios es inevitable ya que estos se encuentran en una infinidad
de productos en nuestra vida diaria, los aditivos de color o mejor conocidos como colorantes
brindan un atractivo visual al consumidor que cumple con una funcién importante al momento
de percibir el producto como lo son los alimentos. El consumo diario de aditivos puede oca-
sionar problemas de salud. La tartrazina es uno de los colorantes mas importantes, asi como
también el responsable con mayor frecuencia de reacciones alérgicas, es por eso que su cuan-
tificacion en alimentos y en el cuerpo humano es de suma importancia, debido a que afecta
principalmente a personas atopicas (Kashanian & Zeidali, 2011a), su produccion mundial, que
alcanza los 3 millones de dolares y es el colorante mas utilizado desde 1916. En 2008, la EFSA
(European Food Safety Authority) relaciond el comportamiento de los nifios con el consumo
de aditivos como la tartrazina y el benzoato de sodio, lo que provoco un aumento en la hiper-
actividad en nifos de 3 afios y de 8 a 9 afnos (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient
Sources added to Food (ANS), 2009). Estudios previos y actuales también han demostrado
efectos adversos de la tartrazina, los riesgos de reacciones alérgicas son del 4 al 14 % de las
personas con asma o alergias o ambas, y del 7 al 20 % de las personas sensibles al acido ace-
tilsalicilico (Maccara, 1982), en un estudio realizado por Neuman y col. (Neuman et al., 1978)
los pacientes experimentaron debilidad general, sofocos, palpitaciones, vision borrosa, secre-

cion nasal, sensacion de ahogo, picazon y urticaria al recibir 50 mg de tartrazina por via oral.

Existen diferentes métodos de cuantificacion de tartrazina que involucran el uso de solventes
riesgosos y que en algunas ocasiones es necesario llevar a cabo un pretratamiento de muestra,
asi como también el uso de equipos costosos (Manjunatha, 2018), los sensores electroquimicos
son una clase de sensores quimicos en los que se utiliza un electrodo como elemento transduc-
tor en presencia de un analito, son utilizados para detectar varios parametros, ya sean fisicos,
quimicos o biolégicos (Simdes & Xavier, 2017). La capacidad de identificar tartrazina con una
alta sensibilidad a bajas concentraciones con sustacias interferentes en el analisis, es un reto
por lo que es un foco destacado en la investigacion electroanalitica. Los electrodos modificados
quimicamente se presentan como una solucion para mejorar la sensibilidad y selectividad. La

combinacion de metodologias simples, como voltametrias ciclicas con electrodos modificados,
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representa una metodologia rapida, simple para la determinacion de la tartrazina con alta sen-
sibilidad y selectividad a bajas concentraciones. El uso de nanomateriales en sensores electro-
quimicos ha ido en aumento ya que estos han mostrado efectos sinérgicos (W. Kimmel et al.,
2011). Los hidréxidos dobles laminares (LDHs) son nanomateriales 2D inorgédnicos que se
componen de capas apiladas de hidroxidos metalicos con carga positiva que se estabilizan con
aniones entre capas. La capacidad de los LDHs para intercalar aniones los hace utiles como
catalizadores, soportes de catalizadores, intercambiadores de aniones y adsorbentes. (Rives,
2001). Su alta estabilidad, bajo costo y biocompatibilidad hacen de los LDHs, sea un nanoma-

terial atractivo para la construccion de sistemas de sensores electroquimicos (Aziz et al., 2019).
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2. Planteamiento del problema.

La tartrazina es un aditivo de color de tonalidad amarillo-naranja, este puede combinarse con
otros colorantes para brindar diferentes tonalidades y asi generar un atractivo visual al consu-
midor por lo que su uso estd presente en la vida cotidiana ya sea en alimentos, bebidas, medi-
camentos, productos de belleza. Si bien los aditivos alimentarios aportan beneficios, el uso
inadecuado de estos presenta un riesgo a la salud, debido a que la tartrazina proviene de deri-
vados nitrosos, estos pueden reducirse en el organismo a aminas aromaticas (4cido sulfanilico)
al momento de la conversion metabdlica a través de la microflora intestinal y posiblemente por
la azo reductasa de mamiferos en la pared hepatica o intestinal después del consumo, por lo
que su efecto se vuelve mas riesgoso a dosis mas altas esto debido a que pueden inducir estrés
oxidativo mediante la formacion de radicales libres, por lo tanto, la dosis de tartrazina utilizada
debe controlarse constantemente. Se identifica que la tartrazina causa alergias como urticaria
y asma, hiperactividad en nifos, ademas del énfasis de los estudios sobre su carcinogénesis y

mutagénesis.

McCann y col. (McCann, Barrett, Cooper, Crumpler, Dalen, Grimshaw, Kitchin, Lok, Por-
teous, Prince, Sonuga-Barke, et al., 2007) han informado que se ha observado un aumento de
la hiperactividad en nifios de tres afios y de ocho a nueve afios cuando se les administran dos
mezclas de cuatro colores sintéticos con benzoato de sodio. Aproximadamente 166 mujeres
atdpicas con antecedentes médicos de asma, rinitis, urticaria y con hipersensibilidad a los agen-
tes antiinflamatorios no esteroideos han probado la capacidad de la tartrazina para provocar
reacciones de hipersensibilidad. Los resultados mostraron que la tartrazina es capaz de provo-
car reacciones dependientes de IgE y no IgE en el 6% de los voluntarios de 99 voluntarios que
cumplieron con todos los requisitos (Caldas et al., 2008).

Ademas, Bhatia (Bhatia, 2000) estudi6 sobre la alergia alimentaria e intolerancia a fArmacos
psicotropicos. Los resultados mostraron que 83 de 2210 pacientes han encontrado que el me-
dicamento que contiene tartrazina desarrolld una reaccion alérgica y los sintomas disminuyeron
dentro de las 24 a 48 horas posteriores a la suspension del medicamento. Ninglin paciente en-

contrd una reaccion alérgica a un farmaco que no contenia tartrazina.

Exémenes de aditivos alimentarios revelaron que la tartrazina aument6 el sulfidoleucotrieno

liberado por los leucocitos periféricos en pacientes con intolerancia confirmada a los aditivos
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alimentarios (dermatitis atopica). El mecanismo de estos cambios puede deberse a una impli-
cacion fisiopatologica del aditivo alimentario que facilito la exageracion de la dermatitis ato-
pica (Worm et al., 2001).

Una concentracion alta de tartrazina en los alimentos puede ser perjudicial, incluso una pe-
quena dosis puede dar lugar a complicaciones de salud como hiperactividades en los nifios

cuando se combina con benzoato de sodio.
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3. Justificacion.

Los hidréxidos dobles laminares (Layered Double Hydroxides LDHs por sus siglas en inglés)
son materiales inorganicos que se componen de capas apiladas de hidroxidos metélicos carga-
das positivamente, estas son estabilizadas con aniones interlaminares. La capacidad de los
LDHs para intercalar aniones los hace ttiles como catalizadores, soportes de catalizadores,
intercambiadores de aniones y adsorbentes. Se ha informado ampliamente que son materiales
absorbentes prometedores debido a su alta capacidad de intercambio anidnico y su excelente
estabilidad térmica. Su estructura se basa en unidades octaédricas M(OH)g, estas unidades
contienen cationes metalicos tanto divalentes como trivalentes; por lo tanto, las capas princi-
pales estan cargadas positivamente (Rives, 2001b). Toda la estructura esta constituida por el
apilamiento de tales capas, intercalando especies anionicas equilibradoras de carga y moléculas

de agua.

La tartrazina (E 102) colorante en polvo hidréfilo con un peso molecular de 534,36 g/mol con
una solubilidad en agua de 20,0 g/100 ml a 25 °© C (Marmion & Updated by Staff, 2007), per-
teneciente al grupo azo que se caracteriza por tener un enlace N (-N = N-), permite que dentro
del espacio laminar pueda ser incorporado, ya que una de las principales caracteristicas de los
LDHs es la del remplazo parcial del cation bivalente con el trivalente, lo cual genera un exceso
de carga positiva en la lamina, gracias a esto dentro del espacio laminar se pueden incorporar
moléculas organicas; por ejemplo, carboxilatos alifaticos o aromaticos, sulfonatos y fosfonatos,
aniones alquil sulfatos, fosforinas, drogas anidnicas, colorantes y contaminantes organicos (Ra-
mirez Llamas et al., 2015). La formacioén de compuestos intercalados es particularmente rele-

vante para la inmovilizacion por adsorcion de colorantes orgéanicos.

Ademas, Huang (G. Huang et al., 2017) ha reportado que mediante el uso de hidroxidos dobles
laminares de Zn-Al (ZnAl-LDHs) calcinados tienen una mayor eficiencia de adsorcidon para
colorantes anionicos debido a su area de superficie especifica. Morimoto (Morimoto et al.,
2011) examina el comportamiento de adsorcion y fotodegradacion del naranja de metilo (MO)
y el verde rapido (FG) sobre adsorbentes de hidroxido dobles laminares basados en Zn/Al y
Mg/Al. Por tanto, puede contemplarse la aplicacion de complejos de colorante-LDH para la
eliminacion de una amplia variedad de contaminantes anidnicos acuosos (Puvaneswari et al.,

2006).
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4. Antecedentes.

1. Colorantes

Los colorantes son un tipo de aditivos que se agregan a alimentos, medicamentos, cosméticos
(FD & C, por sus siglas en inglés) y ciertos dispositivos médicos con el fin de impartir color y
potenciar su atractivo visual. Un color inapropiado estd asociado con deterioro, mal procesa-
miento o transporte defectuoso. Por lo que la calidad de los productos estd asociada en primera

instancia al color (Delgado-Vargas & Paredes-Lopez, 2002).
La Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés),

define a estos ingredientes como “aditivos de color”, aunque son popularmente mejor conoci-
dos como colorantes, estos son cualquier, pigmento u otra sustancia que pueda impartir color
a un alimento, medicamento, cosmético o al cuerpo humano (Barrows et al., 2017). El propo-
sito del uso de colorantes es la compensacion de la pérdida de color debido a factores como
exposicion a la luz, el aire, temperaturas extremas, humedad y condiciones de almacenamiento

(Pressman et al., 2017).

Todos los aditivos de color que se hayan producido alguna vez para fines de coloracion a gran
escala (coloracion de textiles, plasticos, pinturas y tintas de impresion, por ejemplo) se registran
y describen brevemente en una publicacion definitiva conocida como Color Index (Colour In-
dex International, n.d.). Los colorantes utilizados en los productos, al igual que otros aditivos,
deben declararse en las listas de ingredientes por nombre de categoria ("color") junto con el
nombre del color o la letra E seguida con el nimero segtn corresponda (Socaciu, 2007, p. 576).
Este esquema de numeracion ha sido adoptado y ampliado por la Comision del Codex Alimen-
tarius para identificar internacionalmente todos los aditivos, independientemente de si estan
aprobados para su uso (Commission, 2008). Los aditivos de color se dividen generalmente en
dos categorias principales los naturales y los sintéticos, en la figura 1 podemos encontrar algu-
nos ejemplos. Los colorantes naturales se producen principalmente mediante la purificacion de
los ingredientes de origen vegetal o animal. Muchos de estos colorantes naturales tienen la
ventaja de ser nutracéuticos (Arshad et al., n.d.). Mientras que los sintéticos se basan en mate-
rias primas quimicas, de las que se puede extraer y purificar materia organica o inorganica (L.

Wau et al., 2022). Siendo estos tltimos mas utilizados en la industria debido a su estabilidad y
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bajo costo.

1.1. Colorantes sintéticos

Los colorantes sintéticos se dividen en cinco clases, como se muestra en la figura 1: los com-
puestos azo (E102, E110, E122, E123, E124, E128 y E129), el grupo triarilmetano (E131, E133
y E142), el chinophthalon derivado del amarillo de quinoleina (E 104), xantenos como eritro-

sina (E 127) y los colorantes indigo (indigo carmin E 132) (Minioti et al., 2007).

Natural carotene (E160a)

Anthocyanins (E163)

Naturales
Curcumin (E100)
Canthaxanthin (E161g)
— Tartrazine (E102)
l— Sunset yellow FCF (E110)
— Carmoisine (E122)
Colorantes
— Azo =t Amaranth (E123)
M~ Ponceau 4R (E124)
'~ Red 2G (E128)
-~ Allura red (E129)
— Patent blue V (E131)
Sintéticos —T— Triarilmetano —— Brilliant blue FCF (E133)
"= Green S (E142)
- Chinophthalon = Quinoline yellow (E104)
N~ Xantenos —— Erythrosine (E127)
~— Indigo — Indigo carmine (E132)

Figura 1. Clasificacion de los colorantes
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Los colorantes sintéticos son sustancias quimicas hidrosolubles o liposolubles, muy resistentes
al calor, al pH y se decoloran facilmente con el 4cido ascorbico, estos son sintetizados a partir
de compuestos quimicos inorganicos por ello requieren certificaciones que garanticen que no

tienen impurezas que puedan afectar la salud de las personas (Dey & Nagababu, 2022).

1.1.1. Componentes Azo.

Los aditivos de color del grupo azo, caracterizados por sus vivos colores, son los més produci-
dos en el mundo, constituyen aproximadamente el 70% de todos los colorantes organicos (Car-
liell et al., 1998). Estos son solubles en agua, anidnicos y sulfonados (Marmion & by Staff,
2007). Mas de 3000 toneladas de colorantes azoicos fueron certificados en 1991 por la FDA
para su uso en alimentos, medicamentos y cosméticos. Estos tintes constituyen el grupo prin-
cipal de colorantes certificados por la FDA (Puvaneswari et al., 2006). Su sintesis es a partir
de la diazotizacion de una amina primaria aromatica y el posterior acoplamiento de la sal de
diazonio con un fenol o una amina aromatica. Contienen al menos un grupo azo funcional con
la estructura R — N = N — R’, donde —N = N — es el grupo azo, y R o R’ pueden ser compues-
tos de arilo o alquilo. Los grupos R colgantes son anillos aromaticos voluminosos funcionali-
zados con grandes grupos cargados, que contribuyen a su coloracion y solubilidad (Varelis et

al., 2018).

1.1.1.1. Tartrazina (E102)

La tartrazina mostrada en la figura 2 (también conocida como E102, FD & C Yellow No. 5,
C.I. No. 19140, Food Yellow No. 4) (Kashanian & Zeidali, 2011) su nombre quimico completo

es sal trisodica de 3-carboxi-5-hidroxi-1-(4'-sulfofenil)-4-(4'-sulfofenilazo) pirazol.
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Figura 2. Molécula de tartrazina

Es un aditivo de color perteneciente al grupo azo (—N = N—) de color amarillo anaranjado,
con formula molecular C;HoN,Naz04S,. Tiene un peso molecular de 534,36 g/mol y numero
de registro CAS 1934-21-0. Sus propiedades fisicoquimicas son mostradas en la siguiente tabla

1.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la tartrazina

Nombre quimico sal trisodica de 3-carboxi-5-hidroxi-1-(4'-sulfofenil)-4-(4'-sulfofenilazo) pirazol
Formula molecular [ CI16HIN4Na309S2
Tinte anionico si
Higroscépica si
Peso molecular 534.36 g/mol
Color/Forma Polvo amarillo anaranjado brillante
Propiedades fisicoquimicas de la tartrazina
Tartrazina Agua 20.0 g/100 mL at 25 °C (2.0X10+5 mg/L)
Glicerol 18.0 g/100 mL at 25 °C
Propilenglicol 7.0 g/100 mL a 25 °C
Etanol 0.8 mg/mL
Eter monometilico de etilenglicol 20 mg/ml
Soluble en #cido sulfirico concentrado
Informacion espectral Amix: 425 nm en agua
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Se utiliza en una amplia variedad de alimentos, incluidos postres y dulces, refrescos, condi-
mentos y cereales para el desayuno, ademas de estar presente en medicamentos, cosméticos,
productos de higiene (Dey & Nagababu, 2022), el uso de la tartrazina es muy amplio como se
muestra en la tabla 2, ya que a partir de ella se pueden obtener diferentes tonalidades asi como
diferentes colores por la mezcla de este, es muy estable a pH acidos y basicos, a temperaturas
extremas, también se desvanece con acido ascorbico y SO, (Burdock, 1996, p. 1080) es res-
ponsable de problemas de alergias y de dejar residuos cancerigenos demostrados en 6 de 11
(Downham & Collins, 2000). Los niveles de ingesta diaria admisible (ADI, por sus siglas en
inglés) recomendados son de 7.5 mg/kg de peso corporal (Ali et al., 2020; Mpountoukas et al.,
2010).

Tabla 2. Descripcion general de la tartrazina

Tartrazina

Propiedades Soluble en agua, altamente estable, de bajo costo, color amarillo naranja, sintética, anidénica, colorante
mono azo pirazolona

Usos Productos de aperitivos como dulces, frituras, gelatinas, pudin, chicles, pan, mani, helado, productos en-

latados, reposteria, bebidas, cosméticos, comida para mascotas, productos de belleza y medicamentos.
Este colorante también se utiliza para teflir algunas fibras textiles como la lana y la seda

Toxicidad Alergia, asma, urticaria, angioedema, hiperactividad y déficit de atencién en nifios, migrafia, ansiedad,
impacto negativo en las propiedades neuroconductuales, efectos citotoxicos y xenoestrogénicos, aumento
de la sintesis de leucotrieno B4. (ADI: 7.5 mg/kg)

Referencias
(Ali et al., 2020; Jain et al., 2003; Manjunatha, 2018; Mpountoukas et al., 2010; L. Wu et al., 2022)

La tartrazina es un colorante azo 4cido con un grupo sulfonico como auxocromo que es alta-
mente soluble en agua y polar. Por lo tanto, los colorantes como la tartrazina no se adsorben
facilmente en las superficies de carbono no polar (Jain et al., 2003; A. Kumar et al., 2021). La
sintesis de la tartrazina es condensando dos moléculas de acido p-hidrazinobenceno sulfonico
con una molécula de 4cido dioxisuccinico. También se puede preparar condensando una mo-
lécula de &cido p-hidrazinobenceno sulfénico con una molécula de dietiloxaloacetato. El pro-
ducto obtenido por acoplamiento con acido sulfénico diazotizado es la tartrazina (Jain et al.,

2003).
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1.1.1.1.1. Metabolismo y efectos bioldgicos de la Tartrazina

En un rango de dosis después de la administracion oral, la absorcion de Tartrazina intacta es
insignificante a baja (<5%) y esta tartrazina intacta se excreta predominantemente sin cambios
en la orina (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS), 2009).
Después de la administracion oral, la microflora gastrointestinal puede metabolizar colorantes
azo a dos metabolitos principales que son el 4acido sulfanilico y aminopirazalona (que luego
pueden separarse en acido sulfanilico y fragmentos de 4cido a-amino-B-cetobutirico, descom-
poniéndose este ultimo aun mas a través del metabolismo intermediario con liberacion de dio-
xido de carbono) mediante enzimas azo reductasas (forman aminas aromaticas) (Demirkol et
al., 2012). Estos metabolitos pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS) o radicales
libres, generando estrés oxidativo. La mayor generacion de ROS puede causar la autooxidacion
de las células hepaticas, lo que resulta en lesiones hepaticas marcadas (Suzuki et al., 1998),
afectando también el sistema renal y los perfiles bioquimicos (Himri et al., 2011). Por ejemplo,
la tartrazina se transforma en 4cido sulfanilico de amina aromatica después de ser metabolizada
por la microflora gastrointestinal (Moutinho et al., 2007). Las aminas aromaticas formadas
pueden generar ROS como parte de su metabolismo mediante la interaccion de estos grupos
amino con nitrito, las ROS juegan un papel esencial en los cambios patologicos en el higado

(Poli & Parola, 1997).

Los compuestos se separan en fragmentos de acido sulfanilico y 4cido a.-amino-f-cetobutirico
mediante un metabolismo intermedio con liberacion de didxido de carbono. En un estudio rea-
lizado por Rovina y col. (Rovina et al., 2017) la excrecion del metabolito 4-sulfofenilhidrazina
marcado con azufre-35 difirié con la via de administracion. Después de 48 horas de adminis-
tracion oral de este metabolito, el 35% se ha excretado en la orina y el 49% en las heces. Cuando
se especifica intraperitoneal, el 90% y el 5% de los metabolitos se excretan en orina y heces,
después de 48 horas de administracion. Por via oral, el 69% de la radiactividad urinaria excre-
tada es acido sulfanilico y el 21% es 4-sulfofenilhidrazina. A través de la administracion intra-
peritoneal, el 9% de la radiactividad urinaria excretada es acido sulfanilico y el 73% es 4-
sulfofenilhidrazina. El resultado sugiri6 que la conversion de 4-sulfofenilhidrazina en acido

sulfanilico ocurre en la luz intestinal.
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1.1.1.1.2. Efectos adversos de la Tartrazina.

Reacciones de sensibilidad son producidas por la tartrazina especialmente en personas atopicas
ya que estas tienen una tendencia genética a desarrollar enfermedades alérgicas (rinitis, asma
y dermatitis atdpica). La atopia (American Academy of Allergy, n.d.) generalmente se asocia
con respuestas inmunitarias aumentadas a los alérgenos comunes, especialmente los alérgenos
inhalados y los alérgenos alimentarios, por lo que la (EFSA Panel on Food Additives and Nu-
trient Sources added to Food (ANS), 2009) seiala que las personas sensibles pueden reaccionar
a la Tartrazina a niveles de dosis dentro de la ADI. En un estudio realizado por (McCann,
Barrett, Cooper, Crumpler, Dalen, Grimshaw, Kitchin, Lok, Porteous, Prince, & others, 2007)
donde se evaluo6 el efecto de colorantes alimentarios artificiales y otros aditivos alimentarios
(AFCA, por sus siglas en ingles) en el comportamiento infantil, se encontré que aumenta la

hiperactividad en nifios de 3 afios y 8/9 afios debido al consumo de colorantes en la dieta.

Generalmente no se presentan efectos inmediatos al consumir el colorante. La preocupacion
por el uso de este colorante era increible por ello entre 1999 y 2000 el centro de investigacion
de asma y alergias del Reino Unido reveld que existe una relacion entre los colorantes en los
alimentos y cambios de comportamiento en nifios, se analizd en un mes a 277 menores de 3
afios durante dos semanas administrandoles zumo de fruta dosificado con un total de 20 mg de:
tartrazina, Sunset Yellow (E110), Carmoisine(E122), Ponceau 4R (E124) y el preservativo
benzoato de sodio (E211); Los padres informarén que los menores tenian problemas de con-
centracion, dificultad para dormir, jugaban nerviosamente y tenian rabietas temperamentales.
La tartrazina se manifestaba hasta en dos generaciones en ratas promoviendo una mayor libe-
racion de histamina lo cual provoca reacciones alérgicas en los individuos especialmente en
los nifios, estas fueron las razones por el cual el uso de la tartrazina fue prohibido en algunos
lugares (Tanaka et al., 2008), como por ejemplo en Noruega, mientras que la Agencia de Nor-
mas Alimentarias de Gran Bretana (FSA, por sus siglas en inglés y equivalente a la FDA Nor-
teaméricana) ha desalentado su uso en la industria alimenticia, sin embargo, su uso en Estados

Unidos y en México es libre.
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La tartrazina puede ocasionar cambios en el comportamiento de nifios generando una conducta
hiperactiva, por lo que, si un alimento contiene este colorante en los paises de la Unioén Euro-
pea, por ley, el alimento debe de ir acompafiado de una etiqueta advirtiendo sobre su presencia
e incluyendo sus posibles efectos adversos(EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sour-
ces added to Food (ANS), 2009; Gomez Arancibia et al., 2012). Por otro lado, la FDA reco-
mienda solo consumir 5 mg por kg de peso corporal por dia, lo que significa una ingesta de
150 mg al dia para un nifio de 30 kilogramos de peso (Connolly et al., 2010). En 2010 Amin
Ka (Amin et al., 2010) demostr6 que el consumo de la tartrazina afecta negativamente y altera
los marcadores bioquimicos en 6rganos vitales como higado y rifidén en bajas y altas concen-
traciones (aumento significativo de la alanina transaminasa [ALT], aspartato transaminasa
[AST], fosfatasa alcalina [ALP], urea, creatinina, proteina total y albimina), ademas de pre-
sentar carcinomas de prostata, vejiga y uréteres. La tartrazina produce cambios en los parame-
tros hepaticos y renales ademas que a una dosis mas alta aumenta el riesgo de estrés oxidativo
mediante la formacion de radicales libres (Himri et al., 2011).

En un estudio (Rowe & Rowe, 1994) identificé a 24 nifios como reactores claros (19 de 23
"reactores sospechosos", 3 de 11 "reactores inciertos" y 2 de 20 "sujetos de control"). Estaban
irritables e inquietos y tenian trastornos del suefio. Se observaron reacciones significativas en
los seis niveles de dosis. Se obtuvo un efecto de respuesta a la dosis. Con un aumento de dosis
superior a 10 mg, se prolong6 la duracion del efecto. Por lo que los cambios de comportamiento
en la irritabilidad, la inquietud y los trastornos del suefio estan asociados con la ingestion de
tartrazina en algunos nifos. Los efectos secundarios mas conocidos relacionados con la afec-
tacion de la tartrazina son la urticaria y el asma. Los colorantes sintetizados generalmente con-
tienen compuestos azo que son dafiinos para el bienestar humano. En consecuencia, se debe de

tener un control sobre estos aditivos y una examinacion de la sustancia.

1.1.1.1.3. Métodos de cuantificacion de tartrazina.

Debido a la actividad redox del colorante, se han propuesto métodos electroquimicos que uti-
lizan diversos electrodos de trabajo para facilitar la cuantificacion. Los colorantes del grupo

azo dieron sefiales de oxidacidon-reduccion que estan asociadas con los grupos azo y enol. La
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cuantificacion de las azodias se ha logrado a través de la reduccion del grupo azoico ayudada
por electrodos compuestos como por ejemplo de grafito microcristalino con poliestireno, elec-
trodos de carbono vitreo modificados. El proceso de reduccion se ha utilizado con frecuencia
para determinar este tipo de tintes, donde el mecanismo consiste en la reduccion del grupo azo

en especies de hidrazo (Rivera-Hernandez et al., 2021)

Existen técnicas para la deteccion de colorantes en alimentos ya sean so6lidos o liquidos (fig.
3), los colorantes sintéticos pueden ser analizados por técnicas de separacion como lo son la
cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), espectro-
metria UV-Vis, cromatografia electrocinética micelar (MECK), cromatografia electrocinética
en microemulsion (MEECK), voltametria, electroforesis capilar (CE), tambien otras técnicas
como fluorescencia, anélisis cinético de flujo detenido, espectrometria UV-Vis, voltametria,
dispersion Raman mejorada de superficie (SERS), Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). CE es utilizado para la determinacion de colorante en materiales biologicos, y HPLC
en determinacion e identificacion de colorantes naturales hidrofobicos, con mejor eficiencia
que CE (Socaciu, 2007, p. 543). La MEKC es mas rapida y menos costosa de operar que el
método HPLC. Y se ha reportado en (Thompson & Trenerry, 1995) por medio de MECK una
deteccion de 5 mg/kg, por lo que la sensibilidad debido volimenes pequefios puede ser un
problema en estas técnicas. La MEEKC es mejor que MECK al momento de separar compues-
tos altamente hidrofobicos, porque los compuestos altamente hidrofobicos tienden a ser fuer-
temente retenidos por las micelas (H.-Y. Huang et al., 2005). Se sabe que estos métodos publi-
cados utilizan solventes riesgosos, invierten una gran cantidad de energia de examen y en oca-

siones requiere de pretratamientos de muestras (Manjunatha, 2018).
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Figura 3. Métodos de deteccion de colorantes
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2. Hidroxidos dobles laminares

Los hidroxidos dobles laminares (LDHs) son una clase de nanomateriales inorgénicos biocom-
patibles, debido a su gran area superficial, a la capacidad de acumular moléculas especificas y
la liberacion de farmacos, han atraido interés en la investigacion (Arrabito et al., 2019).

Los materiales nanoestructurados o nanomateriales (NM) se describen como materiales con
una longitud de 1 a 100 nm en al menos una dimensiéon (Tiwari et al., 2012a). Cluasteres y
particulas 0D son sistemas que estan a nanoescala en todos sus tamafios x, y, z. Nanotubos y
nanocables 1D tienen una dimension mayor que la nanoescala. Nanoplacas y capas 2D tienen
al menos dos dimensiones en la escala de micras (Pokropivny & Skorokhod, 2007), también
son particularmente interesantes para investigar y desarrollar aplicaciones novedosas en sen-
sores, fotocatalizadores, nanocontenedores, nanorreactores y plantillas para estructuras 2D de
otros materiales (Pradhan & Leung, 2008). Los 3D sus dimensiones caracteristicas X, y, z estdn
arriba de la nanoescala (>100 nm) por lo que no se suelen caracterizar como materiales nanoe-

structurados (Arrabito et al., 2019).

Entre los NM, los LHDs representa una clase de nanomateriales en capas, 2D que pertenecen
al grupo de compuestos similares a la hidrotalcita, o arcillas aniénicas (Wang & O’Hare, 2012).
Los LDHs se caracterizan por una estructura abierta de baja dimensionalidad que es adecuada
para procesos de adsorcion e intercalacion fisicoquimica con una gran variedad de moléculas
que van desde moléculas organicas hasta biomacromoléculas, estos pueden ser sintéticos o
naturales con dos tipos de cationes metalicos en las capas principales y en la capa intermedia
contienen especies anionicas. Las estructuras de los LDHs se derivan de la brucita M(OH),
basada en unidades octaédricas M(OH ), estas unidades octaédricas contienen cationes meta-
licos tanto divalentes como trivalentes; por lo tanto, las capas principales estan cargadas posi-
tivamente y la densidad de carga es proporcional a la relacion de metal trivalente x =
M3t /(M?* + M3t) (Rives, 2001). Una fase de LDH se puede describir principalmente por su
formula quimica [M7*, M3* (OH),]**[A},,mH,0]* el espaciado basal de las capas y la si-

metria de la secuencia de apilamiento no obstante puede ser acortada a [M?* — M3t — 4], la
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representacion esquematica se muestra en la siguiente figura.

MM (OH) 'Ly,

{ o Espacio basal

[Ay,]" mH0 ->

Espacio interlaminar

0 & © e
A" H,0 M*M3* OH-

anion cation

Figura 4. Representacion esquematica de los hidroxidos dobles laminares

Estos tienen un area superficial relativamente grande y una alta capacidad de intercambio ani6-
nico. Estos materiales cuentan con capas de sitios octaédricos que pueden ser ocupados por
iones trivalentes como Al3* o Fe3*. Estos generan una carga positiva que es compensada por

la inclusion de aniones en el espacio interlaminar.

La principal caracteristica de los LDHs es la del remplazo parcial del cation divalente (M *2)
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con el trivalente (M*3), lo cual genera un exceso de carga positiva en la ldmina. Dentro del
espacio laminar se pueden incorporar moléculas organicas; por ejemplo, carboxilatos alifaticos
o aromaticos, sulfonatos y fosfonatos, aniones alquil sulfatos, fosforinas, drogas anidnicas, co-
lorantes y contaminantes organicos. La formacién de compuestos intercalados es particular-
mente relevante para la inmovilizacion por adsorcion de colorantes organicos. Una promete-
dora aplicacion es usar los LDHs como adsorbente en la remocion de colorantes de efluentes
textiles, plasticos y la industria del papel (Ramirez Llamas et al., 2015b).

Los LDHs con diferentes cationes metalicos generalmente se abrevian en la forma M*2 M*3-
LDHs. Los cationes metélicos divalentes (M *?) y trivalentes (M*3) mostrados en la tabla 3 se
encuentran en los LDHs pertenecen principalmente al tercer y cuarto periodo de la tabla perio-

dica.

Tabla 3. Cationes metdalicos bivalentes y trivalentes

Cationes divalentes: Cationes trivalentes:

Mg, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn IAl, Mn, Fe, Co, Ni, Cr, Ga.

Las nanoparticulas de LDHs son generalmente biocompatibles y menos tdxicas que la mayoria
de las nanoparticulas inorgénicas, lo que las convierte en una buena alternativa (Constantino et
al., 2023). Los LDHs se pueden sintetizar en laboratorios y a escalas industriales por métodos

simples.
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2.1. Métodos de sintesis

Los LDHs se sintetizan mediante diferentes métodos como métodos directos o indirectos, tam-
bién se puede clasificar en dos enfoques: “bottom-up” por sistema tradicional de coprecipita-
cion acuosa y “top-down” que requiere modificar el entorno interlaminar, luego la seleccion
de un sistema solvente apropiado (Wang & O’Hare, 2012). Los métodos de sintesis directos
tambien conocidos como métodos de un solo paso, por ejemplo, el método de coprecipitacion,
mientras que los métodos de sintesis indirecta implican mas de un paso, como el intercambio
anionico, el intercambio anionico por regeneracion de material calcinado y el proceso de exfo-
liacion y reensamblaje (Evans and Slade, 2006). Algunos métodos para la sintesis de LDHs
son la coprecipitacion, método de la urea, reconstruccion o mejor conocido como memory ef-
fect que permite la reconstruccion en condiciones suaves, de la estructura original de hidrotal-
cita al contactar el producto del tratamiento térmico con soluciones acuosas que contiene varios
aniones (Cavani et al., 1991), también otro método es el de hidrélisis inducida, técnica sol-gel,
electrosintesis y por métodos asistidos con tratamiento hidrotermal, ultrasonido y microondas
(Martinez & Carbajal, 2012). La coprecipitacion es un proceso de autoensamblaje, y el anion
organico puede afectar la morfologia y el tamafio de las particulas hibridas (Troutier-Thuilliez
et al., 2009), los parametros de mayor importancia por este método son la temperatura, pH,
concentracion de las sales metalicas en la solucion, solubilidad, velocidad de flujo de reactan-
tes, conveccion al titular, lavado, secado y envejecimiento del precipitado, este método consiste
en la adicion paulatina de una solucién alcalina (NaOH, NH,OH o KOH) a una soluciéon que
contiene la mezcla de dos sales metalicas (M*2 y M*3) con ani6n comiin (Martinez & Carbajal,

2012).
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2.2. Modificacion de LDHs con moléculas orgdnicas: intercalacion y funcionalizacion

Una capa de LDHs contiene cationes divalentes coordinados octaédricamente con aniones de
hidroxido (Auerbach et al., 2004). La introduccidn de sustitucion isomorfa de estos cationes
divalentes con cationes trivalentes da como resultado una carga positiva permanente de la capa
(Auerbach et al., 2004; Cavani et al., 1991). A lo largo del apilamiento del eje z, la carga posi-
tiva de las capas se equilibra con aniones hidratados. Estos aniones se pueden intercambiar
facilmente, lo que genera variaciones en la distancia entre capas segun el tamafio y la disposi-
cion espacial del anion huésped (Goh et al., 2008). Esto ofrece numerosas posibilidades para
modificar los LDHs intercalando aniones simples o complejos. La literatura informa la inter-
calacion de colorantes, complejos, enzimas y tensioactivos anionicos dentro de los LDHs (Co-
ronado et al., 2010; Rives, 2001a; Sasaki et al., 2006; Simdes & Xavier, 2017b). Por lo que
estas modificaciones facilitan y amplian la aplicacién de los LDHs en varios campos, incluidos

rellenos de polimeros, retardantes de llama y materiales de electrodos (Kameni et al., 2019).

En la siguiente figura 5 se muestra una representacion esquematica de la intercalacion de la

tartrazina en los LDHs.
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Figura 5. Representacion esquemadtica de la intercalacion de la molécula de tartrazina anionica en los hidroxidos
dobles laminares Zn-Al

37



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

2.3.Aplicaciones

Los LDHs son una familia de arcillas anidnicas, también conocidos como compuestos tipo
hidrotalcita, tienen importantes aplicaciones en varios campos, como su capacidad de adsor-
cion (Ulibarri et al., 2001), intercambiador de iones (Goh et al., 2008), catalisis (Fan et al.,
2014), aditivos quimicos (Williams & O’Hare, 2006), administracion de farmacos (Aisawa et

al., 2006; Khan et al., 2001; Mishra et al., 2018), entre otros.

3. Técnicas de caracterizacion

3.1.Técnicas de caracterizacion electroanaliticas

En laboratorio, se utilizan varios métodos analiticos (Tabla 4) que se basan en mediciones
electroquimicas, como lo son la potenciometria, voltametria/ampeometria, conductometria, ca-
pacitancia y coulometria. Las técnicas voltamétricas y amperométricas se encuentran entre las
mas sensibles y ampliamente aplicables de todos los métodos electroanaliticos y su uso princi-
pal es para el diagnostico de los mecanismos de reaccion electroquimicos, para la identificacion
de las especies presentes en la solucion y para el analisis semicuantitativo de las velocidades

de reaccion (Amarante Junior et al., 2003).

Tabla 4. Principales métodos electroquimicos, propiedades eléctricas monitoreadas y sus unidades respectivas

Métodos electroquimicos Propiedades eléctricas monitoreadas Unidades
Potenciometria Diferencia de potencial \%
Conductometria Resistencia (ohms) Q
Voltametria y ampeometria Corriente (amperios) como funcion de un potencial aplicado I
Coulometria Corriente como funcién del tiempo (coulombs) C=1Is
Capacitancia Carga de potencial (faradios) F=C V!
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En la voltametria y amperometria se mide una corriente (i) en respuesta a un potencial de elec-
trodo aplicado (E(V)) comunmente el potencial aplicado varia o la corriente se controla durante
un periodo de tiempo (t). Asi, todas las técnicas voltamperométricas pueden describirse como
alguna funcién de E, 1 y t. Se consideran técnicas activas porque el potencial aplicado fuerza
un cambio en la concentracion de una especie electroactiva en la superficie del electrodo redu-
ciéndola u oxidandola electroquimicamente y requiere el uso de potenciostato, en cambio en la
potenciometria; una técnica pasiva, el potencial de electrodo se mide entre dos electrodos, en

condiciones de flujo de corriente insignificante (Colburn et al., 2021; Kounaves, 1997).

La potenciometria es la medicion de una diferencia de potencial eléctrica entre dos electrodos
en una celda electroquimica, en cambio los métodos voltamétricos/amperométricos se basan
en celdas electroquimicas electroliticas, en las que se aplica un voltaje externo a un electrodo
de trabajo polarizable (medido frente a un electrotrodo de referencia adecuado: Eappl= Ework
- Eref); como lo son Pt, carbon, Au, etc, y la resultante corriente catodica (para reducciones
analiticas) o anodica (para oxidaciones analiticas) de la celda se monitorea y es proporcional a
la concentracién de analito presente en la muestra de prueba. (Bedioui & Villeneuve, 2003;

Burtis & Bruns, 2014; Emr & Yacynych, 1995).

Un potenciostato es usualmente empleado (Lowry & O’Neill, 1992), este mantiene el potencial
constante en la celda basado en el monitoreo constante del potencial de reaccion reversible de
un electrodo de referencia. Una celda electroquimica convencional de tres electrodos como se
muestra en la siguiente figura 6 consiste en un electrodo de trabajo, en el que hay reacciones
de oxidacion y reduccion de las especies involucradas, el contraelectrodo (o electrodo auxiliar),
que sirve para completar el circuito eléctrico del sistema electroquimico, y el electrodo de re-
ferencia (electrodo de hidrégeno estandar, electrodo de calomel saturado, y el electrodo satu-
rado de plata/cloruro de plata)(Skoog et al., 2007), que proporciona una referencia para la eva-

luacion de otros parametros medidos (Simdes & Xavier, 2017).
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Potenciostato Volt

Voltamperograma

Electrodo auxiliar
Electrodo de trabajo
Electrodo de referencia

Figura 6. Celda convencional electroquimica en un sistema de tres electrodos

El potenciostato aplica un voltaje al electrodo de trabajo que se mide frente a un electrodo de
referencia a través de una medicion de tipo potenciométrico de corriente cero, pero el flujo de
corriente esta entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo. Por lo tanto, si la reduccion se
lleva a cabo en el electrodo de trabajo, la oxidacion se produciria en el contraelectrodo, pero
no se produciria ninguna reaccion neta en la superficie del electrodo de referencia, porque nin-
guna corriente fluye a través de este electrodo (Colburn et al., 2021; Gémez-Biedma et al.,
2002). En los métodos voltamétricos, el potencial aplicado (Eappl) se varia a través de alguna
forma de onda para alterar el potencial del electrodo de trabajo en funcién del tiempo, y se
mide la corriente resultante. El cambio actual se produce en el rango de potencial de descom-
posicion, que se espera que sea especifico para un analito dado. Sin embargo, la ubicacion de
la respuesta actual en funcion de Eappl proporciona informacion sobre la naturaleza de la es-
pecie presente junto con una sefal dependiente de la concentracion. Este escaneo de Eappl es
lineal (voltametria de barrido lineal), o puede tener formas mas complejas que permiten lograr

una sensibilidad mucho mayor para monitorear la concentracion de una especie electroactiva
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dada (por ejemplo, voltametria ciclica, voltametria pulsada normal, voltametria de pulso dife-

rencial, voltametria de onda cuadrada) (Gémez-Biedma et al., 2002; Kounaves, 1997).

3.1.1. Voltametria ciclica

La voltametria es un proceso electroquimico que produce una reaccion especifica de oxidacion
o reduccion en la superficie del electrodo de trabajo; donde el flujo de corriente proporciona la
informacion analitica (Burtis & Bruns, 2014). En la voltametria ciclica (CV), cuando se alcanza
t=t;, la direccion de barrido se invierte y se cambia hasta que se alcanza un potencial minimo
(Emin), luego se invierte y cambi6 a un potencial maximo (Emax) y asi sucesivamente, generando
ciclos con varios barridos (Simdes & Xavier, 2017a). Por lo tanto, la CV se puede utilizar para
determinaciones cuantitativas; se utiliza generalmente con fines exploratorios, es decir, para
determinar el proceso redox de diferentes analitos. Para minimizar la contribucion de la co-
rriente capacitiva y, por lo tanto, aumentar la sensibilidad de métodos voltamétricos, se desa-
rrollaron métodos de impulso potencial (o pulso), incluida la voltametria de pulso y la volta-

metria de onda cuadrada (Brett et al., 1994).

3.1.2. Voltametria de pulso diferencial

Para aumentar la sensibilidad de los métodos voltamétricos se minimiza la contribucion de la
corriente capacitiva desarrollando asi los métodos de impulso potencial (o pulso), incluida la
voltametria de pulso y la voltametria de onda cuadrada (Brett et al., 1994). La voltametria de
pulso diferencial (DPV) es una técnica que implica la aplicacion de pulsos de potencial de
amplitud en una rampa de potencial lineal. En DPV, se elige un valor potencial base en el que
no hay reaccion faradaica y se aplica al electrodo. El potencial base aumenta entre pulsos con
incrementos iguales. La corriente se mide inmediatamente antes de la aplicacion del pulso y al

final del pulso, y se registra la diferencia entre ellos (Brett et al., 1994).
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4. Sensores electroquimicos

Un "sensor quimico es un pequefio dispositivo que, como resultado de una interaccion o pro-
ceso quimico entre el analito y el dispositivo sensor, transforma informacién quimica o bioqui-
mica de tipo cuantitativo o cualitativo en una sefal analiticamente til" (Stetter et al., 2003).
Los sensores quimicos constan de dos componentes clave: un receptor, también conocido como
sistema de reconocimiento quimico, y un transductor. Los biosensores, por otro lado, utilizan
un mecanismo bioldgico como sistema de reconocimiento en lugar de un proceso quimico. El
transductor se encarga de convertir la respuesta medida por el receptor en una sefial detectable.
De todos los sensores quimicos actualmente documentados, los sensores electroquimicos son
los més atractivos debido a su alta sensibilidad, facilidad experimental y bajo costo. La sefial
detectable del transductor puede ser una sefal en forma de corriente (amperometria), voltaje
(potenciometria) o cambios en la resistencia/conductancia (conductimetria) (Faridbod et al.,
2011; Mousty, 2004).

Un sensor quimico es un dispositivo que utiliza principios quimicos para detectar e identificar
la presencia de ciertas sustancias quimicas en el entorno. Estos sensores se basan en la interac-
cion quimica entre la sustancia a detectar y los componentes del sensor, lo que produce una
sefial que puede ser interpretada y registrada para su posterior analisis. Los sensores quimicos
tienen muchas aplicaciones en el area medioambiental, alimentaria, farmacéutica y clinica;
como la deteccion de contaminantes en agua, la medicion de la concentracion de gases en la
atmosfera, la monitorizacion de la calidad del aire interior y deteccion de sustancias ilicitas

(Faridbod et al., 2011; Maruccio & Narang, 2022; Simdes & Xavier, 2017c¢).
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5. Hipotesis.

»Mediante el uso de hidréxidos dobles laminares de Zn-Al (ZnAl-LDHs) permitiré la deteccion
del grupo azo de la tartrazina presente en la orina humana dado a las propiedades de adsorcion

de colorantes anidnicos que estos presentan.

6. Objetivos.

Objetivo general

Detectar tartrazina en orina humana a partir de hidréxidos dobles laminares de Zn-Al.

Objetivos especificos
»Sintetizar ZnAl-LDHs por método de co-precipitacion.
»Caracterizar ZnAl-LDHs por técnicas fisicoquimicas.
»Caracterizar ZnAl-LDHs por técnicas electroquimicas.

»Detectar tartrazina en orina humana mediante técnicas electroquimicas.

7. Metodologia.

Para consistencia del cumplimiento de los objetivos especificos planteados, se propone la si-

guiente metodologia cientifica (Fig. 7).
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Figura 7. Metodologia.

» Sintesis de hidroxidos dobles laminares Zn-Al por método de co-precipitacion

Para la sintesis de ZnAl-LDHs se utiliz6 el método de co-precipitacion a baja sobresaturacion
como se muestra en la figura 8. Este consiste en afiadir simultineamente mediante goteo una
disolucion formada por los cationes metalicos, la disolucion con el anion interlaminar y una
disolucion alcalina para regular el pH (Abderrazek et al., 2016), se utilizaron ciertas modifica-
ciones como lo tiene reportado Yarger et al., (2008). En la preparacion de una solucion acuosa,
que contiene 7,5 mM de aluminio y 12,5 mM de zinc, utilizado nitrato de aluminio nonahidra-
tado AI(NO3); 9H,0 (Sigma-Aldrich, 98% de pureza) y nitrato de zinc hexahidratado
Zn(NO03), 6H,0 (Prolabo, 96% de pureza). La separacion de solidos y liquidos fue por cen-
trifugacion (centrifuga VI crmglobe 1000 rpm, 15 min). Los LDHs posteriores se secaron y

luego se calcinaron a 500 °C y 900 °C durante 28 horas.

Se utilizé una configuracién convencional de tres electrodos en una celda no dividida (Poten-

ciostato/Galvanostato multicanal de Gamry).
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Figura 8. Representacion esquematizada de la sintesis de hidroxidos dobles laminares Zn-Al por método de co-
precipitacion

» Caracterizacion de ZnAl-LDHs mediante técnicas fisicoquimicas

Por técnicas fisicoquimicas como difraccion de rayos X (XRD X-Ray Diffractometer por sus
siglas en inglés) para conocimiento de la composicion y planos cristalograficos. Las microes-
tructuras de las muestras se observaron con un microscopio electronico de barrido (SEM Scan-
ning Electron Microscope por sus siglas en inglés) HITACHI-SU8230. Para el analisis del ta-
mafio de particula se empled el software del mismo microscopio. Se analizaron también por
medio de espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF) en el equipo Fischerscope X-Ray
XAN. Y por analisis espectroscopico de Energia de Dispersion de rayos X (EDS, por sus siglas

en inglés, Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy) emitidos en el equipo de SEM.
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» Caracterizacion de ZnAl-LDHs mediante técnicas electroquimicas

Evaluacion electroquimica de ZnAl-LDHs para la deteccion de tartrazina. Primero utilizando
soluciones sintéticas y posteriormente muestras reales de orina enriquecidas con tartrazina.

La caracterizacion electroquimica se realizé en una celda de tres electrodos, compuesta por un
electrodo de trabajo de carbon vitreo con el material sintetizado ZnAl-LDHs depositado en el
area activa, una barra de grafito como contraelectrodo y el electrodo de referencia de Ag/AgCl.
En el electrodo de trabajo se depositd 2 pL de tinta catalitica sobre un electrodo de carbon
vitreo mediante fundicion por goteo. La tinta catalitica de hidroxidos dobles laminares de Zn-
Al (ZnAl-eLDHs) estuvo compuesta por 30% de material ZnAl-LDHs y 70% Carbén vulcan,
adicionalmente se agreg6 60 uL de alcohol isopropilico y 7 uLL de Nafion® por cada miligramo
total. La tinta se sonicé durante 30 min y se mezcld en vortice durante 15 min. Se utilizé un

potenciostato/galvanostato Gamry.

»  Deteccion de tartrazina en orina humana por técnicas electroquimicos.

Se recolectd muestra de orina para los estudios electroquimicos, guardando la confidencialidad
de los participantes (no se requiere informacion adicional sobre los donadores de orina). Se

anexa carta de consentimiento y de confidencialidad.
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8. Resultados y discusion.

1. Caracterizacion de ZnAl-LDHs mediante técnicas fisicoquimicas

1.1.Caracterizacion de ZnAl-LDHs por SEM, XRF y EDS

Las microestructuras de las muestras se observaron con un microscopio electronico de barrido
SEM HITACHI-SUS8230. Para los andlisis SEM, las muestras se depositaron en un tape con-
ductivo. Se analizaron las muestras de ZnAl-LDHs y también las muestras de ZnAl-eLDHs,
Tz/ZnAl-LDHs y Tz-Urine/ZnAl-eLDHs que fueron depositadas sobre papel toray previa-

mente. Para el andlisis del tamafo de particula se emple6 el software del mismo microscopio.

HDL 1.0kV 8.0mm x2.50k SE(UL) 20.0pm HDLTTZ 1.0kV 7.3mm x10.0k SE(UL)

[ e | |5. (I)O plml
ES.Omn
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Y
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e
\
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,4’?44.0nm
N
N

HDLTTZU 1.0kV 8.0mm x100k SE(UL) ' ' 800nm HDLT 1.0kV 7.7mm x150k SE(UL)

Figura 9. Imagenes SEM de (a) polvos de ZnAl-LDHs, (b) Tz/ZnAl-eLDHs, (c) Tz-Urine/ZnAl-eLDHs y (d)
ZnAl-eLDHs.
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Las imagenes SEM de ZnAl-LDHs a diferentes distancias se presentan en la Fig.9 (a-d). En la
fig. 9a muestra los ZnAl-LDHs a escala de 20 um presentando camulos de particulas con forma
esférica, densamente empaquetados homogéneamente, seguido en la fig. 9b a mayor aumento
donde se visualiza a los Tz/ZnAl-LDHs presentar una morfologia rigida esferoidal de plaquetas
que se superponen entre si en diferentes direcciones, con un empaquetamiento abierto conocido
como “sand rose”, “rosa de arena” o “roseta”, comun para el apilamiento de LDHs como tam-
bién han reportado Tiwari y col., y Wang y O’Hare (Tiwari et al., 2012b; Wang & O’Hare,
2012), y consecuencia del alto contenido de aniones que dan como resultado fuertes interac-
ciones electrostaticas entre ldminas y un caracter hidrofilico significativo y estas extensas redes
de enlaces de hidrogeno interlaminares conducen a un apilamiento apretado de las laminillas
(Wang & O’Hare, 2012). Las condiciones de la sintesis de los LDHs son factor clave en la
formacion de la estructura LDHs, el pH es importante porque se pueden formar diferentes es-
tructuras superficiales dependiendo de la diferencia entre el pH elegido de la sintesis y el punto
de carga cero (PZC, el valor de pH en el que la carga total es cero) de la LDH producida. El
fenémeno observado se puede atribuir a un valor mas alto de PZC la capa LDH "activado"
(Stepanova et al., 2018). Para la fig. 9c existen particulas aglomeradas con formas irregulares,
con estructuras colapsadas, similar a lo reportado a la literatura Por medio del software del
SEM se obtuvieron mediciones aproximadas (fig. 9d) para determinar el tamafio promedio de

particula siendo de 81.125 nm.
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Figura 10. Espectro de XRF de ZnAl-LDHs.

La distribucion elemental se muestra en la fig. 10 y 11. En la fig. 10 se muestra un analisis
cualitativo de la muestra de ZnAl-LDHs por medio de espectroscopia de fluorescencia de rayos
X (XRF) en el equipo Fischerscope X-Ray XAN, el eje de las ordenadas muestra las cuentas
por segundo (cps), es decir la cantidad de fotones secundarios recibidos por el detector al ana-
lizar el material, mientras que en el eje de las abscisas se muestra la energia de la longitud de
onda en la que el material emiti6 los fotones caracteristicos (expresados en keV), obteniendo

cps/eV

4.54

4.04

3.5

3.04

2 4 6 ; 8 10 12
eV
Figura 11. Espectro de EDS de ZnAl-LDHs.
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sefial del elemento de Zn, lo cual nos indica una proporcion de intensidad a la masa del area
del 4&tomo emisor, para el Al no es posible la deteccion debido a las limitaciones del detector,
por lo que en la fig. 11 se muestra la distribucion elemental del material ZnAl-LDHs a una
mayor sensibilidad por andlisis espectroscopico de Energia de Dispersion de rayos X (EDS,
por sus siglas en inglés, Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy) emitidos en el equipo de
SEM, en la cual los rayos X generados por el haz de electrones interaccionan con la muestra,
dando como resultado la composicion elemental en una zona de la muestra amplificada y de
esta manera se confirma la presencia de Zn y la deteccion de los elementos de O y Al, la posi-
cion de los picos en el espectro identifica a cada elemento elemento, mientras que la intensidad
de la sefal corresponde a la concentracion del elemento, la tabla 5 muestra el porcentaje en

peso y porcentaje en peso atomico del analisis de EDS.

Tabla 5. Porcentaje en peso y porcentaje en peso atomico del andlisis de EDS

Elemento Peso (%) Numero atémico (%)
Oxigeno 32.2434531777597 59.56125086
Aluminio 15.2542912777343 16.70903082

Zinc 52.502255544506 23.72971832

Total 100 100

1.2.Caracterizacion de ZnAl-LDHs por técnica de XRD

Los polvos de los hidroxidos dobles laminares de Zn-Al fueron analizados por difraccion de
rayos X (XRD por sus siglas en inglés X-Ray Diffractometer) con un difractometro Rigaku
Ultima IV, usando radiacién Cu Ka (1 14 1.5406 A °) monocromatizada por un monocristal de
grafito. El difractograma obtenido del material sintetizado de ZnAl-LDHs (Fig. 12) contiene
los reflejos caracteristicos de los hidroxidos dobles laminares (LDHs) con los picos de los pla-
nos basales de (003), (006) y (009), segun la literatura (Abderrazek et al., 2017; Ahmed et al.,
2016; Santos et al., 2017) y el plano no basal (110) (Prestopino et al., 2019). En los planos
basales se presentd una baja sefial esto segun lo reportado en la literatura (Kooli et al., 1997;
Santos et al., 2017; Starukh et al., 2016) se debe a la calcinacion que del material que presenta
6xidos de Zinc y Aluminio ya que a cierta a temperatura, la hidrotalcita original se convierte

en una mezcla de 6xidos que tienen “memoria” de la estructura original, lo que hace que en
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presencia de soluciones acuosas, los 6xidos regeneran los hidroxidos dobles en forma de 1ami-
nas tipo brucita y las cargas positivas se equilibran con los aniones presentes en las soluciones,
dicho de otra manera la hidratacion de ZnAIl-LDHs calcinado en suspension acuosa provoco la

reconstruccion de la fase de hidrotalcita.

*
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— 15000 |- LDH (009)
©
3 *
©
m 0
% 10000 |- v LDH (110)
q:, LDH (006)
E LDH (003)
5000 |
oL . .
1 | | | | | | |

20

Figura 12. Difractograma de rayos X de polvos de ZnAl-LDHs.

La ecuacion de Scherrer se desarrolld en 1918, es una de las mas utilizadas para calcular el
tamafio de los cristalitos (L) mediante radiacion XRD de longitud de onda A (nm) midiendo el
ancho total a la mitad del maximo de los picos () en radianes ubicados en cualquier 20 en el
patron. El factor de forma de K puede ser de 0,62 a 2,08 y normalmente se toma como 0.89

(Maniammal et al., 2017; Monshi et al., 2012).
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Se calcul6 el tamafio de cristalito por medio de la ecuacion de Scherrer.

- KA
~ Bcosb

L= tamafio de cristalito (nm)

K= constante de Scherrer

A=longitud de onda de rayos X (A)

p=FWHM (ancho medio de pico por sus siglas en inglés Full Width at Half Maximum)
6= posicion angular de picos XRD

Obteniendo un tamafio promedio de cristalito de 51.53088377 nm, el cual se encuentra al me-
nos en una dimensién en el rango de la nanoescala de 1 a 100 nm para ser considerado como

un nanomaterial (Baig et al., 2021; N. Kumar & Kumbhat, 2016)
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2. Caracterizacion de ZnAl-LDHs mediante técnicas electroquimicas.

2.1. Deteccion de Tartrazina con ZnAl-eLDHs por medio de técnicas electroquimicas de

Voltametria Ciclica (CV) y Voltametria de Pulso Diferencial (DPV).

Una de las técnicas electroquimicas de potencial de barrido mas utilizadas es la voltametria
ciclica, debido a su utilidad como herramienta de diagnostico en el estudio de procesos de
oxido-reduccion (Ozkan et al., 2015). La caracterizacion electroquimica del material de ZnAl-
LDHs se realiz6 para evaluar las lecturas de picos de corriente generados por el material depo-
sitado sobre la superficie activa de un electrodo de carbon vitreo como tinta catalitica (ZnAl-
eL.DHs) sumergido en solucion amortiguadora de buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en
inglés, Phosphate-Buffered Saline) 0.1M en pH 5.5 y tartrazina (Tz) a diferentes concentracio-
nes, aplicando barridos de potencial de voltametria ciclica (CV) y voltametria de pulso dife-
rencial (DPV).

La linea de color negro de la fig. 13, no presenta picos de corriente correspondientes a la oxi-
dacion-reduccion de un compuesto, debido a la ausencia de un analito en la que se pueda pro-

mover la transferencia de electrones.
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Figura 13. Voltamperograma: 1) electrodo de carbon vitreo en solucion tampon de fosfatos 0.1 M pH 5.5, 2)
ZnAl-eL.DHs en solucion tampon de fosfatos 0.1 M pH 5.5, y 3) ZnAl-eLDHs en solucion tampon de fosfatos 0.1
M pH 5.5 en presencia de tartrazina 1 mM.

Por otro lado, al utilizar el electrodo de carbon vitreo previamente preparado sobre el sitio
activo con la tinta catalitica del material de hidroxidos dobles laminares Zn-Al (ZnAl-eL.DHs)
se observa (linea roja) un cambio significativo en la amplitud de la corriente debido a la cinética
de transferencia de electrones que puede promover el material, aun sin la presencia de tartrazina
en la solucion buffer de fosfatos 0.1M a pH 5.5, al comparar los voltamperogramas se observa
un incremento de la corriente capacitiva al emplear el electrodo modificado. Finalmente, para
determinar los potenciales formales de oxidacion de la tartrazina, el ZnAl-eLDHs fue expuesto
en una solucion de tartrazina 1 mM, en la que se aprecia la interaccion electroquimica del
material con el analito al obtener un pico de corriente de anddico de 0.3403 mA/cm? corres-

pondiente a la oxidacion de la tartrazina, mostrada en la figura 14, en un potencial alrededor
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de 0.85 V a0.92 V, como también es reportado por Ghoreishi y col. (Ghoreishi et al., 2012).

Na* Na*

//
S/O S,o
gﬁ - ﬁ@ v sare

Figura 14. Mecanismo de oxidacion de la tartrazina (Rivera-Hernandez et al., 2021).

La técnica de voltametria ciclica ha ganado popularidad en el campo de estudio de nuevos
sistemas donde ocurren fenémenos electroquimicos, de igual manera provee informacion
acerca de las reacciones que ocurren en un electrodo durante el estudio y la identificacion de
compuestos organicos y farmacetticos (Bard & Faulkner, 2001). Existen diferentes técnicas
electroquimicas de voltametria pulsada para el andlisis de especies quimicas orgéanicas con bajo
limite de deteccion, la técnica de voltametria diferencial de pulso se diferencia por disminucion
en la amplitud del pulso con una corta duracion de entre 20 y 50 ms lo que permite una mayor

sensibilidad en la deteccion de sustancias activas en el analito (Gomez-Biedma et al., 2002).

Se realiz6 voltametria ciclica (CV) y voltametria de pulso diferencial (DPV) del ZnAl-eLDHs
para determinar el rango de concentracion lineal y el limite de deteccion (LOD). Las Figuras
15 y 16 muestran las graficas de CV y DPV de Tz a varias concentraciones, a partir de las
cuales se establecio la curva de calibracion. Los rangos lineales de Tz fueron de 1 mM a
0.03125 mM y de 1 mM a 0.015625 mM respectivamente, en una ventana de barrido de poten-
cial de-0.5a 1.2 V, donde se detect6 sefial de corriente en el rango de 8 V a 1 V como también
lo reporta la literatura (Manjunatha, 2018; J.-H. Wu & Lee, 2020). Se encuentra que el poten-
cial de oxidacion se sitia alrededor de 0.99 V, cuando el sentido del barrido es invertido no se
presentan sefales de reduccion, el proceso es no reversible. Los LOD fueron de 1.06 mM para

la CV y de 1.04 mM para la DPV.
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La figura 15a muestra el voltamperograma de la CV con una variacion de corriente decreciente
a medida que la concentracion va disminuyendo en el pico anddico debido a que la corriente
esta relacionada con la concentracion (Gomez-Biedma et al., 2002), el pico maximo registrado
es de 1.05 mA/cm? a 0.9858 V mientras que el pico minimo obtenido fue de 0.3207 mA/
cm? a 0.9608 V. A partir de estos voltamperogramas ciclicos se obtiene la intensidad de picos
anddicos, los cuales se grafican debido a la linealidad en el comportamiento en los picos de
corriente de oxidacion y es posible relacionar la magnitud de corriente registrada con la con-

centracion por medio del célculo de curva de calibracion (fig. 15b),

b)
2.0
——2ZnAl/eLDHs en Tz 1 mM 0.0011 - — -
——ZnAl/eLDHs en Tz 0.5 mM B Puntos maximos de corriente -
——ZnAl/eLDHs en Tz 0.25 mM Curva de calibracion
——— ZnAl/eLDHs en T2 0.125 mM 0.0010 -
15— ZnAl/eLDHs en Tz 0.0625 mM
—— ZnAl/eLDHs en Tz 0.03125 mM 0.0009 |-
10 = 0.0008 -
£
s 0.0007 |-
0.5 = 0.0006
0.0005 -
0.0 |- f 0.0004 u Equation y = 2.95791E-4 + 0.68085°x
== Slope 068085 + 011192
Pearson's r 094998
0.0003 | R-Square(COD) 0.90246
-0.5 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
E (V vs Ag/AgCl) Concentracién de tartrazina (M)

Figura 15. a) Voltamperograma de pruebas electroquimicas de CV con ZnAl-eLDHs en solucion de PBS 0.1 M a pH 5.5 con
concentraciones de tartrazina de 1 mM a 0.03125 mM, b) Linealidad de las sefiales de corriente en el voltamperograma obtenido

en a)
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El limite de deteccion (LOD) segtin la definicion de la LU.PA.C., dice que “limite de deteccion,
expresado como una concentracion Cr, se deriva de la medida més pequefia Yi, que puede ser
detectada con una certeza razonable, para un procedimiento analitico dado” (McNaught et al.,

1997), también establece un nivel de seguridad con la siguiente ecuacion:

YLZYB‘l'KSB

Donde:
Yz= valor medio de la sefial del blanco
Sg = desviacion estandar del mismo

K = factor numérico escogido segun el nivel de confianza deseado

El valor de K = 3 es recomendado por la I.U.P.A.C., dando un nivel de confianza del 99.86%

si el error debido a la sefal del blanco sigue la distribucion normal.

El limite de deteccion LOD, es la concentracion de analito que da una sefial que es 3 veces la

desviacion estandar del blanco. Es funcion de Y; y puede expresarse como:

Y, - ¥
Lop =5

Donde m es la pendiente de la recta de calibrado. Sustituyendo Y;, por su valor, obtenemos:

3S
LOD = —
m
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Por lo que se puede calculo la desviacion estandar, obteniendo un valor de Sg=2.5364x10-4,
para los valores de la fig. 15, la ecuacion de la recta nos ayudd a determinar la pendiente de
m= 0.68085 para finalmente obtener el valor de LOD de la CV con un valor de 1.06 mM y una
R? = 0.90246. De igual manera como se muestra en la figura 16, se realizaron las pruebas de
DPV donde se logrd detectar una concentracion de tartrazina de 0.015625 mM con un pico de
corriente de 1.1782 mA/cm? a 1.0183 V, mientras el pico maximo de corriente anddico re-

gistrado fue de 4.75 mA/cm? a 1.0572 V, correspondiente a la concentracion mas alta de tar-

trazina.
a) b)
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——ZnAl/eLDHs en Tz 0.03125 mM 0.0040
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11 — 0.0010 " ;?sa;?ar:;(rcoo) 09087
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
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Figura 16. Voltamperograma de pruebas electroquimicas de DPV con ZnAl-eLDHs en solucion de PBS 0.1 M a pH 5.5 con
concentraciones de tartrazina de 1 mM a 0.015625 mM, b) Linealidad de las sefiales de corriente en el voltamperograma
obtenido en a)

Debido a la linealidad en el comportamiento en los picos de corriente de oxidacion es posible
relacionar la magnitud de corriente registrada con la concentracion por medio del calculo de
curva de calibracion (fig. 16b) donde se obtuvo la desviacion estandar de Sy =

1.030876188x10-3, con una pendiente de m=2.96272 para finalmente obtener el valor de LOD
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de la DPV con un valor de LOD= 1.04 mM, ligeramente mas bajo en comparacién a la CV y
una de R? = 0.9087. En las graficas de curva de calibracion se aprecian los picos de corriente
maximos donde existe mayor variabilidad de las sefiales obtenidas en las concentraciones me-
nores, esto puede deberse a que se encuentra muy cerca del limite de deteccion del sensor, sin
embargo, a concentraciones mayores los puntos se vuelven menos significativos. En la si-

guiente tabla se muestran innovadores sensores y su respectivo LOD.

Tabla 6. Recientes aplicaciones de nanomateriales en sensores electroquimicos para la determinacion de tartra-
zina.

Técnica Nanomaterial LOD Muestra Reference
ELISA Polyclonal antibodies 0.04 ng/mL Orina (Leietal., 2013)
DPV rGO 0.050 uM Bebidas deportivas (J.-H. Wu & Lee, 2020)
SWAdSV SWCNT 0.06 uM Jugo artificial de naranja (Nuiiez-Dallos et al., 2018)
DPV ZnO NPs 0.08 uM Bebida Coolak de naranja en  (Karim-Nezhad et al., 2017)
polvo

DPV N-PC-G/CS nanocompo-  0.036 uM Bebidas sin alcohol (Anetal., 2017)

sito
DPV MWNTSs 0.22 uM Bebidas sin alcohol (Sierra-Rosales et al., 2017)
SWV GO 10.71 uM Bebidas (Suma et al., 2019)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, rGO: Reduced Graphene oxide, SWAdSV: Square-wave adsorptive stripping vol-
tammetry, SWCNT: Single-walled carbon nanotube, ZnO NPs: Zinc oxide nanoparticles, N-PC-G: grafeno dopado con N cultivado
de forma nativa en carbono poroso jerarquico, MWCNTs: Multi-walled carbon nanotubes, SWV: Square wave voltammetry

2.2.Pruebas electroquimicas de CV'y DPV con ZnAl-eLDHs en funcion de pH.

En primer lugar, se estudioé el comportamiento a diferentes potenciales de hidrégeno, con ob-
jeto de seleccionar las condiciones Optimas de operacion que sean comunes a las de la orina,
las cuales fueron estudiadas a continuacion. En las reducciones y oxidaciones de compuestos
organicos, el valor de pH es importante por la relacion con la acidez o basicidad del electrolito

de soporte, en este caso el buffer de fosfatos 0.1 M a pH 5.5. “El acido conjugado, la forma
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protonada de la especie investigada, se reduce més facilmente, lo que significa que tiene po-

tenciales mas positivos, que la base conjugada correspondiente. Cuando se siguen oxidaciones,

es la base conjugada la que se oxida mas facilmente, la que se encuentra a potenciales mas

negativos que

14

el acido

correspondiente”

(Ozkan

et

al.,
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Figura 17. Pruebas electroquimicas de CV con ZnAl-eLDHs en tartrazina 1 mM a diferentes valores de pH en un

buffer de fosfatos 0.1 M.
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Se evaluo la respuesta electroquimica de tartrazina a concentracion 1 mM en buffer de fosfatos
0.1 M con variacion en el rango de pH de 4 a 6.5, para visualizar como influye los valores de
pH en la reaccion de oxidacion de la especie organica de tartrazina alterando la acidez o basi-
cidad del medio, la respuesta electroquimica se puede apreciar en la figura 17. El pico anodico
maximo representado por la curva de pH 4.5 fue de 0.5427 mA/cm? a 0.9425 V siendo el pH,
el potencial de pico de la sefial se desplazé hacia valores mas negativos en la corriente con el
incremento del valor de pH, desplazando el pH en 0.5 unidades, la respuesta electroquimica
empieza a decrecer en un 18.48 % de un valor de pH de 4.5 a 5, finalmente la respuesta elec-
troquimica para la concentracion de tartrazina decrece en un porcentaje de 49.65% a un valor
de pH de 6.5. Por lo tanto, se selecciond un pH de 5.5 para los andlisis, si bien este valor no se
encuentra con una alta corriente se beneficia por encontrarse cerca del pH dptimo y por ubicarse
dentro del rango promedio del pH de la orina siendo de 4.5 a 7.8 (Clarkson et al., 2010), siendo

razon por la cual fue utilizado este rango. Con las pruebas de DPV se visualiza de mejor manera

Tz 1 mM/PBS pH 4
Tz 1 mM/PBS pH 4.5
Tz 1 mM/PBS pH 5
Tz 1 mM/PBS pH 5.5
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Figura 18. Pruebas electroquimicas de DPV con ZnAl-eLDHs en tartrazina 1 mM a diferentes valo-
res de pH en un buffer de fosfatos 0.1 M.
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el comportamiento electroquimico cuando se varia el rango de pH, correspondiente a la figura
18, siento el pH éptimo de 4.5 con un pico anddico maximo de 2.9532 mA/cm? a 1.016 V,

mientras que el valor de pH aumenta se tiene una respuesta electroquimica decreciente.

2.3. Pruebas electroquimicas de CV'y DPV con ZnAl-eLDHs en funcion de temperatura.

La temperatura es un factor a tomar en cuenta al momento de realizar el estudio debido a que
la caracterizacion de una muestra de orina se basa en su apariencia, temperatura, pH, concen-
traciones y gravedad especifica (Gourlay et al., 2010). Se evalu6 la respuesta electroquimica
de tartrazina a concentracion 1 mM en buffer de fosfatos 0.1 M con incrementos de 5 unidades

en el rango de temperatura de 25 °C a 65 °C, para visualizar como influye los valores de dis-

0.5
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Tz 30°C/ZnAl-eLDHs
Tz 35°C/ZnAl-eLDHs
0.4 - Tz 40°C/ZnAl-eLDHs
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E
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Figura 19. Pruebas electroquimicas de CV con ZnAl-eLDHs en tartrazina 1 mM a diferentes valores de tem-
peratura en un buffer de fosfatos 0.1 M.

tintas temperaturas en la reaccion de oxidacion de la tartrazina, con objeto de seleccionar las

condiciones Optimas de operacion que sean comunes a las de la orina, donde la temperatura de
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la orina dentro de los 4 minutos posteriores a la miccién debe oscilar entre 32 °C y 38 °C
(Gourlay et al., 2010), después de este tiempo la orina llega a un equilibrio térmico del ambiente
en el que se encuentre. La respuesta electroquimica se puede apreciar en las figuras 19 y 20.
De una temperatura inicial de 25 °C tenemos un pico anddico bajo y observamos como empieza

a crecer a medida que aumenta la temperatura, probablemente sea posible debido a la energia

10
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Figura 20. Pruebas electroquimicas de DPV con ZnAl-eLDHs en tartrazina 1 mM a diferentes valores
de temperatura en un buffer de fosfatos 0.1 M.

cinética del flujo de electrones, ya que ese calor es resultado de un aumento de energia, a una
temperatura de 55 °C llega a un pico anddico méaximo, presentado en la figura 19 (curva color
rosa), de 0.2481 mA/cm? a 0.9663 V, al aumentar 5 grados mas de temperatura a la soluciéon
se observa como empieza a decrecer gradualmente la ventana de corriente, por lo cual se podria
decir que a una temperatura de 55 °C existe una temperatura 6ptima para la solucion de tartra-
zina, con las pruebas de DPV (fig. 20) se visualiza de mejor manera el comportamiento elec-
troquimico y se confirma la tendencia del voltamperograma de CV, de igual manera la tempe-

ratura Optima fue de 55 °C, con un pico anddico méaximo de 5.3042 mA/cm? a 1.0245 V.
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2.4. Pruebas de interferentes por medio de CVy DPV con ZnAl-eLDHs.

Una muestra de orina puede estar coloreada debido a sustancias endégenas/exodgenas derivadas
de pigmentos alimentarios, medicamentos o enfermedades que producen un exceso de analitos
(Gourlay et al., 2010), por lo que se procedi6 a realizar pruebas con analitos que usualmente se
encuentran presentes en muestras de orina a concentraciones normales, para asi evaluar la po-
sible competencia que tendria la tartrazina al estar presente con mas analitos, como lo son él;
acido urico, creatinina, glucosa y urea, asi mismo se simul6 el pH de 6.26 de la muestra de
orina obtenida, en un buffer de fosfatos 0.1 M, a temperatura ambiente. En la siguiente figura
21 se aprecia la deteccion de la tartrazina (1.1812 mA/cm?, 0.9425 V) por el ZnAl-eLDHs y
de la misma manera con menor intensidad de corriente se detectd a ¢l analito de 4cido urico
donde se obtuvo una corriente de 0.1665 mA/cm? a un voltaje de 0.03353 V, la deteccion de
este ultimo probablemente se deba a que ambas moléculas tienen grupos nitrados, sin embargo,

la ventana de deteccioén es mayor con la molécula de tartrazina.

64



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

3.0 - Acido Urico/ZnAl-eLDHs
Creatinina/ZnAl-eLDHs ‘[
25 Glucosa/ZnAl-eLDHs f
Tartrazina/ZnAl-eLDHs ‘Jf
. 20 Urea/ZnAl-eLDHs \‘
E /)
o /,, /‘
< 15 F J ,‘
& H
—_— 1.0 | ‘
05
ibf —
0-0 — éj, ii777 :—: — —_—
-05 1 ) I , 1 \ 1 ) I . I )
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 21. Pruebas electroquimicas de CV por medio de ZnAl-eLDHs en soluciones de interferentes.

La figura 22 ilustra el voltamperograma de la voltametria de pulso diferencial, donde se con-
firma la deteccion de tartrazina con un pico anddico en 3.3409 mA/cm?, 1.0094 V y 4cido
trico en 1.0650 mA/cm?, 0.4795 V, de los demas analitos no presentan algin pico de oxido-
reduccion, por lo que se podria decir que la molécula con la cual la tartrazina compite seria la

molécula de acido urico.
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Figura 22. Pruebas electroquimicas de DPV por medio de ZnAl-eLDHs en soluciones de interferentes.

3. Deteccion de tartrazina en orina humana con ZnAl-eLDHs por técnicas electroqui-

micas de CV'y DPV

Se recolectd la muestra de orina humana con indicaciones previas de reducir la ingesta de agua
antes de la prueba y que la muestra proporcionada sea de temprano en la mafiana cuando es
probable que las muestras de orina estén mas concentradas y por lo tanto sean mas confiables.
El color de una muestra de orina esta relacionado con la concentracion de sus constituyentes,

la orina puede parecer incolora como resultado de un exceso de hidratacion debido a la dieta,
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una condicién médica o una carga de volumen deliberada con liquido (Gourlay et al., 2010), la

muestra presentd ser concentrada con un pH de 6.26, estando en el rango normal. Adicional-

mente la muestra fue enriquecida a diferentes concentraciones de tartrazina que va desde 1

mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM y 0.0625 mM, para evaluar la oxidacion de esta.

Como se visualiza en el siguiente voltamperograma, la sefial va decreciendo en funcién de la

concentracion, el pico anddico maximo es de 0.3060 mA/cm? a 0.3533 V, en comparacion

con el obtenido en el potenciostato previamente hay una disminucion del 70.86 % en la senal

de corriente y un 64.17 % en disminucioén en la ventana de voltaje.
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Figura 23. Deteccion de tartrazina a diferentes concentraciones en orina humana con ZnAl-eLDHs por

Tz-Urine/ZnAl-eLDHs 1 mM
Tz-Urine/ZnAl-eLDHs 0.5 mM
Tz-Urine/ZnAl-eLDHs 0.25 mM
Tz-Urine/ZnAl-eLDHs 0.125 mM
Tz-Urine/ZnAl-eLDHs 0.0625 mM
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medio de la técnica electroquimica de CV.

1.2
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Para la técnica electroquimica de pulso diferencial se presenta un pico anddico maximo de
1.9910 mA/cm? a 0.5571 V, en comparacion con el resultado obtenido previamente en el po-
tenciostato se obtuvo una disminucion del 65 % en la sefial de corriente y un 47.31 % en la
senal de voltaje, lo que indica que a comparacion de la voltametria ciclica la voltametria de

pulso diferencial presenta una mejor sefal.
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Figura 24. Deteccion de tartrazina a diferentes concentraciones en orina humana con ZnAl-eLDHs por medio de
la técnica electroquimica de pulso diferencial

Se presentaron respuestas favorables como se observa en las figuras 23 y 24, a pesar de que las

corrientes pico de oxidacion disminuyeron en comparacion con las pruebas realizadas en el
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potenciostato previamente. En el voltamperograma se puede observar dos picos de corriente
anddicos el primero en el rango de 0.3 a 0.5 V es referente al acido urico y el segundo corres-
ponde a la tartrazina en un potencial alrededor de 0.85 V 2 0.92 V, los ZnAl-LDHs son mate-
riales con gran potencial para la fabricacion de biosensores permitiendo la deteccion de tartra-

zina; ya que se puede observar que los potenciales de los analitos no interfieren entre ellos.
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9. Conclusiones

Los sensores electroquimicos basados en nanomateriales son dispositivos con gran potencial
en diferentes areas, gracias a las propiedades que estos presentan pueden aumentar la eficacia

y el rendimiento de los sensores electroquimicos.

En este trabajo de investigacion se determind que el nanomaterial de hidréxidos dobles lami-
nares de Zn-Al es adecuado para ser aplicado como sensor electroquimico en orina de acuerdo
con los resultados encontrados a partir de las pruebas de caracterizacion electroquimicas donde
se obtuvo los potenciales de la oxidacion de la tartrazina, limite de deteccion (LOD) de tartra-
zina y pruebas de interferentes. El sensor electroquimico detecto en orina concentraciones de
tartrazina de 1 Mm para determinar los niveles y concentracion del colorante azoico de tartra-
zina, especialmente en matrices complejas como la orina que contiene muchas otras sustancias
que interfieren con el analito buscado, en este caso el 4cido Urico localizado en el potencial de
0.3 a 0.5 V es identificado como interferente, ademas la sensibilidad no es tan satisfactoria
como el inmunoensayo tradicional ya que no se estan utilizando enzimas, sin embargo aun asi
existe una deteccion. Y se presenta un método de deteccion rapido y de bajo costo, no requiere

alta instrumentacion ni preparacion de muestras, por lo que su uso es factible y sencillo.

Esta metodologia es conveniente porque los métodos publicados utilizan solventes riesgosos,
invierten en una gran cantidad de energia en la evaluacion y se debe llevar a cabo el pretrata-
miento de las muestras. Por Gltimo, pero no menos importante, presenta una buena plataforma

para la deteccion de tartrazina mediante dispositivos miniaturizados, como los sensores.
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10. Perspectivas a futuro

Los sensores electroquimicos son una herramienta imprescindible en la deteccion de moléculas
o biomarcadores, que se utilizan para el diagnostico de enfermedades y sustancias, también se
utilizan para el monitoreo de niveles toxicos de diferentes sustancias en la calidad de los ali-

mentos y productos.

El electrodo podria ser aplicado para la deteccion de moléculas organicas en fluidos por técni-
cas no invasivas. Esta metodologia es conveniente debido a que métodos publicados utilizan
solventes riesgosos, invierten gran cantidad de energia de examen y se debe de realizar pretra-
tamientos de muestras. Se presenta un método de deteccion simple y de bajo costo, no requiere

de alta instrumentacion o preparacion de la muestra por lo que su uso es viable y simple.
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Anexo II. Carta de confidencialidad
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Yo Dra. Alejandra Alvarez Lopez investigadora de la Facultad de Ingenieria, Universidad
Autonoma de Querétaro, hago constar, en relacion al protocolo titulado: Deteccion de tartrazina
en orina humana mediante Hidréxidos Dobles Laminares de Zn/Al que me comprometo a
resguardar, mantener la confidencialidad y no hacer mal uso de las muestras de orina y datos
personales o de cualquier otro registro o informacion relacionada con el estudio mencionadoa mi
cargo, en el cual participo como investigadora, asi como a no difundir, distribuir o comercializar
con los datos personales contenidos en los sistemas de informacion, desarrolladosen la ejecucion

del mismo.

Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se procedera acorde a las

sanciones civiles que la Universidad Autonoma Querétaro lo demande.

Atentamente

Dra. Alejandra Alvarez Lopez

Investigadora de la Facultad de Ingeniera
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Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto “Deteccion de tartrazina en orina humana

mediante Hidréxidos Dobles Laminares de Zn/Al”

Estimado(a):

Introduccion/Objetivo:

El Laboratorio de Biotecnologia de la FI-UAQ esta realizando un proyecto de investigacion. El objetivo del estudio es
la Deteccion de tartrazina en orina humana mediante Hidroxidos Dobles Laminares de Zn/Al. El estudio se esta
realizando en personas sanas.

Procedimientos:
Si Usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:
Se obtendra muestras de orina. Se proporcionara el recipiente para la recoleccion de la muestra.

Beneficios: Usted no recibira un beneficio directo por su participacion en el estudio, sin embargo, si usted acepta
participar, estara colaborando con Laboratorio de Biotecnologia de la FI-UAQ, para llevar a cabo esta investigacion
de manera exitosa.

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son nulos.
Usted no recibira ningtn pago por participar en el estudio, y tampoco implicara algin costo para usted.

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena
libertad de negarse a participar o de retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su decision de participar
o de no participar no afectara de ninguna manera la investigacion.

Niumeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por favor
comuniquese con la investigadora responsable del proyecto: Dra. Alejandra Alvarez Lopez al siguiente correo

electrénico alejandra.alvarez@uaq.mx

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que le pedimos sea tan amable
de firmar.

Consentimiento para su participacion en el estudio

Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre del participante

Firma

Fecha
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coNOTEQ  SOMADYT,

CONIIN

CONGRESS

THE QUERETARO STATE UNIVERSITY THROUGH THE ENGINEERING
FACULTY GRANT THE PRESENT ACKNOWLEDGMENT TO:

CONFERENCE:
Detection of tartrazine by Zn/Al Double Layered Hydroxides.

QUERETARO, MEX.
MAY 2022

—

Dr. Manuel Toledano Ayala Dr. Gonzalo Macias Bobadilla
PRINCIPAL GENERAL COORDINATOR CONIIN
ENGINEERING FACULTY ENGINEERING FACULTY
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A

FOPER

FONDO DE PROYECTOS ESPECIALES DE RECTORIA

la Universidad Auténoma de Querétaro
y la Direccion de Atencion a la Comunidad Universitaria

otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

TREJO DOMINGUEZ ANGELA MARIANA

Por su participacién como

RESPONSABLE DE PROYECTO

FOPER 2021

“Fondo de Proyectos Especiales de Rectoria”

Santiago de Querétaro, Qrro., mayo de 2022.

Lic. Verénica NuieZ Perusquia
TITULAR DE LA DIRECCION DE ATENCION
A LA COMUNIDAD UNIVERSITARIA
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Se otorga la presente

CONSTANCIA .

ANGELA MARIANA TREJO DOMINGUEZ

Por su PARTICIPACION en el

1ER. SIMPOSIO DE TECNOLOGIAS EMERGENTES
CON APLICACION BIOMEDICA

Campus Querétaro

28 de Octubre del 2021.
Santiago de Querétaro, Qro. México.

Dr. Manuel Toledano Ayala
DIRECTOR
FACULTAD DE INGENIERIA
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